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RESUMO

A pele é um 6rgdo que possui grande capacidade reparativa, porém algumas lesdes agudas e
crénicas podem desencadear perda significativa de sua arquitetura. Nestes casos, a engenharia
de tecidos pode ser aplicada por meio da utilizacdo de scaffolds. Biomateriais compostos de
matriz extracelular descelularizada (MECd) apresentam baixa resposta imunogénica e
fornecem ambiente propicio para adesdo e proliferacdo celular. Polimeros naturais como a
nanoquitosana, vém obtendo destaque nas aplicacbes biomédicas por apresentarem
propriedades cicatrizantes e antimicrobianas. Este trabalho propde o desenvolvimento de um
biomaterial de MECd funcionalizado com nanoquitosana para uso como biocurativo. Para
obtencéo da MECd, fragmentos de pele bovina foram descelularizados por agitagdo em meio
SDS a 1%, EDTA, inibidor de protease e antibidtico. A nanoquitosana foi obtida a partir do
método de gelificacdo ibnica, e caracterizada por DLS, potencial zeta, MET, MEV, EDS,
AFM e atividade antibacteriana. Os fragmentos descelularizados foram funcionalizados com
as nanoparticulas por adsorcédo. A caracterizacdo do scaffold foi feita por anélises histologicas
com coloragdes de H&E, Tricromico de Gomori e Alcian Blue, extracdo de DNA,
imunofluorescéncia, MEV e EDS. O raio hidrodindmico das nanoestruturas de quitosana
variou entre 75,48 + 13,73nm, e indice de polidispersdo de 0,393 + 0,015. A atividade
antimicrobiana da nanoquitosana foi observada em todas as concentracdes testadas (0,26
ug/mit a 19,7 pg/mli?) para as bactérias Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella
sp. e Staphylococus aureus. A eficacia do processo de descelularizacdo da matriz foi
comprovada por meio da extracdo de DNA, ndo havendo bandas caracteristicas na amostra
descelularizada em comparacdo com o controle. A imunofluorescéncia evidenciou a auséncia
de ndcleos celulares no tecido descelularizado, que também foi visualizada por anélises
histoldgicas, nas quais foi possivel observar a manutencdo de grande parte da estrutura da
matriz por meio da avaliacdo qualitativa das fibras de coldgeno e preservacdo das
glicosaminoglicanas. O FTIR mostrou a presenca de regides de possiveis interacdes
intermoleculares entre a matriz e a nanoquitosana. A topografia da matriz foi preservada,
porém a nanoquitosana pode ter sido capaz de influenciar suas propriedades mecénicas. O
material mostrou boa adsor¢do da nanoquitosana na matriz (50,4%). A analise de MEV
demonstrou que o scaffold de MECd apresenta estrutura e porosidade adequadas, que podem
favorecer a adesdo e crescimento celular. Sendo assim, este trabalho gera perspectivas de
biocurativos nanotecnoldgicos a partir de fontes xenogénicas para reparo tecidual.

Palavras chave: engenharia de tecidos, biocurativo, matriz extracelular descelularizada,
nanoquitosana.



ABSTRACT

The skin is an organ that has great reparative capacity, but some acute and chronic injuries
can trigger significant loss of its architecture. In these cases, tissue engineering can be applied
through the use of scaffolds. Biomaterials composed of decellularized extracellular matrix
(DCM) show low immunogenic response and provide a favorable environment for cell
adhesion and proliferation. Natural polymers such as nanochitosan have been gaining
prominence in biomedical applications for their healing and antimicrobial properties. This
work proposes the development of an dECM biomaterial functionalized with nanochitosan for
use as a biocurative. To obtain the dECM, bovine skin fragments were decellularized by
agitation in 1% SDS medium, EDTA, protease inhibitor and antibiotic. The nanochitosan was
obtained from the ionic gelation method, and characterized by DLS, zeta potential, MET,
SEM, EDS, AFM and antibacterial activity. The decellularized fragments were functionalized
with the nanoparticles by adsorption. The characterization of the scaffold was performed by
histological analysis with H&E, Gomori Trichrome and Alcian Blue staining, DNA
extraction, immunofluorescence, SEM and EDS. The hydrodynamic radius of the chitosan
nanostructures ranged between 75,48 + 13,73nm, and polydispersity index of 0,393 + 0,015.
The antimicrobial activity of nano-chitosan was observed at all tested concentrations (0,26
pug/ml-1 to 19,7 pg/mi-1) for Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella sp. and
Staphylococus aureus bacteria. The effectiveness of the matrix decellularization process was
proven by DNA extraction, with no characteristic bands in the decellularized sample
compared to the control. Immunofluorescence showed the absence of cell nuclei in the
decellularized tissue, which was also visualized by histological analysis, in which it was
possible to observe the maintenance of a large part of the matrix structure through the
qualitative assessment of collagen fibres and the preservation of glycosaminoglycans. FTIR
showed the presence of regions of possible intermolecular interactions between the matrix and
the nanochitosan. The topography of the matrix was preserved, but the nanochitosan may
have been able to influence its mechanical properties. The material showed good adsorption
of the nano-chitosan in the matrix (50.4%). SEM analysis showed that the dECM scaffold has
adequate structure and porosity, which may favor cell adhesion and growth. As such, this
work raises the prospect of nanotechnological biocuring from xenogenic sources for tissue
repair.

Key words: tissue engineering, biodressing, decellularized extracellular matrix,
nanochitosan.
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1 INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e funciona como uma barreira protetora entre
0 organismo e 0 meio externo, sendo descrita como a primeira linha de defesa do corpo
humano (SNYDER et al.,, 2020), portanto, a violagdo de sua integridade pode levar a
complicacgdes graves e até mesmo a morte (MULDER et al., 2023; SUBRAMANIAM et al.,
2022). Embora ela seja um 6rgdo dotado de grande capacidade reparativa, algumas lesbes
podem desencadear perda significativa da arquitetura de seus tecidos e, portanto, da sua
funcdo. Nestes casos as terapias convencionais podem ser insuficientes para a resolugdo do
quadro, trazendo a tona discussbes sobre técnicas atuais e utilizacdo de produtos
bioengenheirados (MAMGUE et al., 2021). Nesse sentido, ha uma necessidade urgente do
desenvolvimento de novos biomateriais eficazes capaz de reparar feridas em um periodo de
tempo mais curto, reduzir a formag&o de tecido cicatricial e melhorar a restauracdo funcional
da pele lesada (DA et al., 2021).

As feridas sdo rupturas da integridade estrutural e funcional da pele e, normalmente,
passam por fases distintas de cicatrizacdo até que a estrutura e a funcdo da pele sejam
restauradas (SNYDER et al., 2020). Feridas agudas e cronicas afetam mais de oito milhdes de
pessoas anualmente, com custos de tratamento chegando a US$96,8 bilhGes (LU;
KHACHEMOUNE, 2023). Um estudo demonstrou que os valores dos curativos para 0
tratamentos de lesdes cutineas obtidos do Sistema de Gerenciamento da Tabela de
Procedimentos (SIGTAP) do DataSUS somado ao célculo do custo médio total direto, supera
0 equivalente a 120 mil reais por ano em um Unico ambulatério de Hospital Universitario
(HU) do municipio de Sdo Paulo (SPORTELLO et al., 2021).

As lesdes agudas sdo aquelas que cicatrizam completamente no periodo de
aproximadamente 8 a 12 semanas, a depender de sua gravidade e das condi¢cdes do paciente.
Elas sdo causadas principalmente por traumas mecanicos e térmicos, como queimaduras e
incises. Ja as cronicas apresentam cicatrizacdo retardada, em tempo superior a 12 semanas
apos a lesdo inicial, e sdo causadas principalmente por agressdes teciduais repetidas ou
condicBes fisiologicas subjacentes relacionadas ao paciente, e incluem Ulceras diabéticas,
Ulceras de pressdo, Ulceras venosas e Ulceras arteriais (TAVAKOLI; KLAR, 2020; DA et al.,
2021; DOOSTAN et al., 2023).

A gravidade das lesbes pode ser classificada de acordo com sua extensdo e

profundidade, podendo ser de espessura superficial, ou parcial superficial, quando atingem
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somente a epiderme, e parcial profunda, ou de espessura total, quando atingem epiderme,
derme e até mesmo os tecidos adjacentes (NILFOROUSHZADEH et al., 2022; PALACKIC
et al., 2022). Em lesGes de espessura parcial profunda e de espessura total como em alguns
casos de queimaduras extensas de grau Ill, o padrdo ouro de tratamento envolve a utilizacdo
de enxertos autdlogos ou alogénicos, método no qual € transplantado sobre a lesdo um
fragmento de pele retirado do préprio paciente ou de individuos da mesma espécie
(WARDHANA et al.,, 2022). No entanto, a disponibilidade desses tecidos e 0s riscos

envolvidos as complicacdes pos-operatdrias, tornam essa técnica pouco eficaz.

Como alternativa, uma modalidade prospectiva para abordar as limitagdes do
tratamento padrdo atual envolve o uso de produtos bioengenheirados capazes de induzir uma
cicatrizacdo mais rapida por segunda intencdo, como substitutos cutaneos, que podem ser
promissores para o tratamento de lesdes cutdneas com grande perda da arquitetura tecidual
(NILFOROUSHZADEH et al., 2022).

A engenharia de tecidos € um ramo da medicina regenerativa que auxilia no reparo,
regeneracdo ou substituicdo de tecidos danificados utilizando scaffolds, células ou fatores de
crescimento (PEIFEN et al., 2023). Ela vem alavancando as pesquisas no desenvolvimento de
novos biomateriais de suporte no intuito de suprir a falta de doadores de érgdos por meio da
fabricacdo de tecidos em condi¢bes controladas para serem transplantados in vivo nos casos
em que as capacidades regenerativas ou reparadoras do préprio paciente ndo sdo alcancadas
(SIERRA-SANCHEZ et al., 2021).

A utilizacdo de scaffolds bioldgicos fornece um ambiente estavel para que ocorra a
restruturacdo tecidual e pode se apresentar como uma alternativa aos enxertos (MAMGUE et
al., 2021). Diferentes biomateriais poliméricos como o colageno, quitosana, elastina e acido
hialurénico tém sido utilizados no desenvolvimento desses scaffolds, devido as suas
propriedades especificas como biocompatibilidade e biodegradabilidade (SIERRA-
SANCHEZ et al., 2021), fornecendo um modelo provisério para a migracio e proliferacdo de
células da pele, promovendo assim a cicatrizacdo de feridas e reduzindo a formacdao de tecido
cicatricial (PAGANELLI et al., 2023).

Nesse sentido, substitutos cutdneos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
regenerar uma neoderme de caracteristicas histologicas semelhantes a derme normal
(DICKSON et al., 2023; MAES et al., 2012). Os substitutos cutdneos sdo um grupo de
elementos bioldgicos e/ou sintéticos com caracteristicas funcionais e estruturais que permitem
a ocluséo temporaria ou permanente de feridas (SNYDER et al., 2020; TAVAKOLI; KLAR,
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2020). Eles podem ser classificados de acordo com sua celularidade (acelular ou celular),
estratificacdo (camada Unica ou bicamada), regido substituida (epiderme, derme ou ambos),
materiais utilizados (naturais, sintéticos ou ambos) e permanéncia (temporario ou permanente)
(DAVISON-KOTLER et al., 2018).

Scaffolds acelulares baseados em matriz extracelular (MEC) sdo um dos biomateriais
mais promissores para cicatrizacdo de feridas cutdneas (DA et al.,, 2021). A matriz
extracelular (MEC) € o constituinte ndo celular de todos os tecidos e Orgdos e contém
proteinas importantes como colageno, elastina, fibronectina e laminina (MIYAMOTO, 2023).
Ela é uma malha altamente complexa contendo fatores de sinalizacdo e proteinas que
interagem entre si para fornecer propriedades mecanicas e quimicas para manter a arquitetura
e a homeostase dos tecidos (L1U; SUN, 2020).

Os biomateriais acelulares compostos pela matriz extracelular (MEC) constituem uma
estrutura tridimensional que mimetiza a arquitetura do tecido original, o que facilita a adesao
e proliferacdo celular, promovendo o reparo do tecido danificado. A medida que esses
implantes s&o degradados e/ou absorvidos pelo organismo, estimulam o reparo da regido com
o0 crescimento de uma nova camada de pele devido a presenca de fatores de crescimento e
elementos estruturais da matriz (COSTA; QUEIROZ, 2014; MAMGUE et al., 2021).

Os scaffolds obtidos a partir de matriz extracelular (MEC) podem ser provenientes de
fontes alogénicas quando esse tecido provém de um doador da mesma espécie (autélogo
guando o tecido € do préprio individuo), ou xenogénicas quando realizado entre espécies
diferentes (SALLOUM et al., 2023). No entanto, o uso de tecidos xenogénicos na pratica
clinica vem acompanhado de algumas barreiras como a antigenicidade do biomaterial
(WOLLMANN et al., 2019).

Para que esse biomaterial mantenha as caracteristicas estruturais, bioguimicas e
biomecéanicas semelhantes as do tecido original e ndo cause reacdo imunogénica, a MEC é
isolada de suas células nativas e de material genético por meio do processo de
descelularizacdo (MORA-NAVARRO et al., 2022).

A descelularizacéo é uma técnica que consiste na remocéo das células do tecido, e tem
sido utilizada para minimizar os desafios de biocompatibilidade ao eliminar a presenca de
possiveis particulas antigénicas. Essa técnica pode ser realizada utilizando-se diferentes
protocolos incluindo extracdo com detergente, extracdo enzimatica com solucdes hipotdnicas
ou hipertonicas e tratamentos fisicos (sonicacdo, agitacdo, congelamento-descongelamento,

pressdo mecanica). O método ideal deve remover todos 0s componentes antigénicos do tecido
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(&cidos nucleicos, estruturas citoplasmaticas, membranas celulares, lipidios e matriz soltvel)
sem danificar a integridade e estrutura da MEC (MACAGONOVA et al., 2021;
WOLLMANN et al., 2019).

Apos a descelularizacdo, os scaffolds retém uma variedade de substancias bioativas
como os fatores de crescimento, colageno, fibronectina, laminina e polissacarideos (DA et al.,
2021). Como produto final obtém-se um scaffold tridimensional da MEC, de forma analoga
ao tecido de origem, com maior biocompatibilidade e maior potencial de reparo tecidual
quando comparada a scaffolds sintéticos, além de manter preservadas as caracteristicas da
arquitetura ultraestrutural natural do tecido (KIM et al., 2020; MCINNES; MOSER; CHEN,
2022; YANG et al., 2020). Além do suporte fisico, as matrizes dérmicas acelulares tém
funcdes de imunomodulacao, estimulacdo de fatores de crescimento e regulacdo da MEC, que
podem desencadear varios eventos cruciais durante o processo de cicatrizacdo de feridas (DA
etal., 2021).

Propriedades especificas podem ser acrescentadas aos scaffolds por meio da
funcionalizagcdo com diversos componentes. As propriedades da quitosana na cicatrizacdo de
feridas vem sendo amplamente investigadas por conta de seus efeitos bioldgicos e quimicos
(ANUSHREE et al., 2023).

A quitosana € um aminopolissacarideo obtido por meio da desacetilagdo alcalina da
quitina, o segundo polimero mais abundante na natureza encontrado principalmente em
plantas, insetos, invertebrados marinhos e paredes celulares de fungos (PEIFEN et al., 2023).
Ela exibe caracteristicas de alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, ndo antigenicidade,
baixa toxicidade e eficacia antimicrobiana. Na cicatrizacdo de feridas a quitosana apresenta
atividade hemostéatica e antimicrobiana (WANG et al., 2021; ZMEJKOSKI et al., 2021).

Na forma de nanoparticula, a quitosana tem seus efeitos potencializados e pode ainda
adquirir novas propriedades, pois, a densidade de cargas e a maior area superficial fazem com
qgue as nanoparticulas tenham um maior grau de interacdo com as superficies. A
nanoquitosana possui atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias, pré-angiogénicas e
bioadesivas, necessarias para a reepitelizacio da ferida (LOPEZ-CERVANTES et al., 2019).

Aliar as propriedades da nanoquitosana a uma matriz dérmica acelular, resulta em um
biomaterial nanocompdsito com potencial para ser utilizado no desenvolvimento de um
substituto cutaneo para o tratamento de ulceragdes de pele, agudas ou cronicas de espessura
parcial profunda ou total, o que pode incluir grandes queimaduras, Ulceras cronicas e até

mesmo cirurgias reconstrutivas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Pele

A pele compde, em média, 16% do peso corporal total, sua constituicdo envolve um
tecido epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e um tecido conjuntivo de origem
mesodérmica, a derme (ROGER et al., 2019).

A epiderme é a camada mais externa da pele, composta por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado e diferentes linhagens celulares como queratindcitos, melandcitos,
células de Langerhans e de Merkel (MANSFIELD; NAIK, 2020; TAVAKOLI; KLAR, 2020).
Durante a renovacdo celular, os gqueratindcitos migram da camada basal até a superficie, e
passam pelo processo de citomorfose, no qual essas células sofrem alteracbes em sua
morfologia e se tornam achatadas, cornificadas e intensamente queratinizadas sem nucleos
(mortas), compondo as cinco camadas distintas: a germinativa, a espinhosa, a granulosa, a
lUcida e a cdrnea. A pele apresenta diferentes texturas e espessuras, e o estrato Iicido so é
encontrado na pele espessa (palma das méos e plantas dos pés) de forma a garantir resisténcia
aumentada ao estresse mecanico (GARTNER; HIATT, 2007; SNYDER et al., 2020).

A derme é a camada mais profunda, formada por tecido conjuntivo denso ndo
modelado, contendo principalmente fibras de colageno tipo | e 111 e redes de fibras elasticas,
que juntamente com &gua e grandes moléculas de proteoglicanos, constitui a matriz
extracelular (MEC) (SNYDER et al., 2020). Na derme situam-se os anexos da pele, vasos
sanguineos, vasos linfaticos e nervos. E dividida em camada papilar e camada reticular. A
camada papilar é constituida por um tecido conjuntivo frouxo com fibras de coldgeno dos
tipos | e Il (fibras reticulares) e fibras elasticas, possuindo algas capilares que se projetam
para a interface epiderme-derme para regular a temperatura e levar nutricdo a epiderme, que é
avascular. As fibrilas de ancoragem (colageno tipo VII) conectam a derme e epiderme. As
células da derme papilar incluem fibroblastos, macrofagos, plasmdcitos e mastocitos. A
camada reticular € constituida por um tecido conjuntivo denso ndo modelado, apresentando
espessas fibras de colageno tipo | entremeadas a espessas fibras elasticas, proteoglicanos ricos
em dermatan sulfato preenchem os intersticios da camada reticular. As células sdo mais
escassas na derme reticular em comparagdo com a papilar, e incluem principalmente
fibroblastos, mastocitos, linfécitos e macrofagos (GARTNER; HIATT, 2007; MANSFIELD;
NAIK, 2020; OUALLA-BACHIRI et al., 2020).
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A derme é separada da epiderme pela membrana basal, uma estrutura especializada da
matriz extracelular (MEC) que contém diferentes proteinas, como colageno tipos 1V, VII e
XVIII, laminina, tenascina, fibrilina, nidogénio, perlecan e os proteoglicanos. Tanto o0s
queratindcitos presentes na epiderme quanto os fibroblastos da derme subjacente contribuem
para a formacdo da membrana basal (TAVAKOLI; KLAR, 2020).

A hipoderme é uma camada subcutanea localizada abaixo da derme, desempenhando
um papel essencial no corpo humano por contribuir com a absorcéo de choques mecanicos.
Morfologicamente, é caracterizada por uma disposi¢do frouxa de tecido conjuntivo, rico em
adipdcitos, responsaveis por acumular triglicerideos, que agem como reserva energética e

contribuem para a manutencao da temperatura corporea (KIM et al., 2017).

Além disso, a pele apresenta apéndices epidérmicos localizados na derme como
glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e foliculos pilosos (Fig. 1).

B
Epiderme { B

Glandula Sebacea
Derme —|
Ducto da glandula
sudoripara

|1
Foliculo Piloso
E Artéria } Plexo

Veia Cutaneo

Hipoderme —

~—— Tecido
adiposo

Musculo Eretor do pélo
Glandula Sudoripara

Fibra nervosa
Corpusculo de Pacini

Figura 1 - Estrutura da pele e seus anexos. Criado com Biorender.

As glandulas sudoriparas podem ser écrinas ou apdcrinas. As écrinas sdo glandulas
tubulosas enoveladas simples localizadas profundamente na derme, e liberam seu produto de
secrecdo, 0 suor, através do método de secrecdo merdcrina. A porcdo secretora de cada
glandula constitui-se de um ducto delgado e tortuoso constituido por células basais e luminais,
gue atravessa a derme e se abre na epiderme através de um poro sudoriparo. As glandulas
sudoriparas apdcrinas sdo encontradas somente em alguns locais, como axilas, aréolas dos
mamilos e regido anal. Elas sdo muito maiores que as glandulas sudoriparas écrinas e seus

ductos abrem-se nos canais dos foliculos pilosos. As glandulas sebaceas sdo encontradas por
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todo o corpo, com excecdo das palmas das maos e plantas dos pés, e secretam o sebo, uma
mistura oleosa formada por colesterol, triglicerideos e restos celulares secretados. A maior
parte dos ductos das glandulas sebaceas se abrem no terco superior dos canais dos foliculos
pilosos. Os foliculos pilosos sdo 6rgdos a partir dos quais os pélos se formam, sendo
separados da derme pela membrana vitrea. A raiz do pélo e a papila dérmica formam o bulbo
piloso, que fornecem nutrientes e oxigénio para as células do foliculo. A haste do pélo pode
ser movimentada pela acdo dos musculos eretores, o que contribui para funcdes fisiologicas
especificas (GARTNER; HIATT, 2007).

A pele protege os tecidos subjacentes contra abrasdes, entrada de microrganismos,
perda indesejada de agua e danos causados pela luz ultravioleta (OUALLA-BACHIRI et al.,
2020; SIERRA-SANCHEZ et al., 2021; SNYDER et al., 2020). As multiplas camadas da
epiderme protegem o organismo contra desidratacdo, atrito, agentes quimicos e patégenos. Os
melandcitos produzem a melanina, que tem funcdo protetora contra os raios ultravioleta
(TOTTOLI et al., 2020). As funcBes sensoriais da pele tém origem em suas terminacfes
nervosas e sao transmitidas ao sistema nervoso central, que detecta as sensacdes tacteis
(toque, pressdo e vibracdo), as sensacOes térmicas (calor e frio), e as sensagdes de dor
(HOSSEINI et al., 2022).

A termorregulacdo do corpo depende da capacidade da pele de transpirar e de
controlar o fluxo sanguineo para a pele, com a finalidade de aumentar ou diminuir a perda de
calor. Este mecanismo ocorre em virtude de alteracdes em seus vasos sanguineos e glandulas
sudoriparas mediante estimulos ambientais (TAVAKOLI; KLAR, 2020). A pele também esta
envolvida na formacdo da vitamina D3 e na excrecdo de metabolitos (TOTTOLI et al., 2020).

Essa barreira fisica é ainda reforgada por um arsenal imunolégico de células imunes
residentes e recirculantes. Esse crosstalk entre as populaces de células epiteliais e imunes,
orguestram a homeostase da pele e as respostas a lesdes e inflamacdes (MANSFIELD; NAIK,
2020).

2.2 Reparo de lesdes

O reparo de feridas é um processo bioldgico complexo no qual vérias vias biologicas
sdo ativadas e sincronizadas para responder a lesdo. Tecidos fetais lesionados podem ser
completamente recriados, sem fibrose, em um processo semelhante & regeneracdo, no entanto,

em humanos adultos, o processo de reparo de feridas geralmente leva a uma massa nédo
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funcional de tecido fibrético conhecida como cicatriz (REINKE; SORG, 2012). A
cicatrizacdo é um processo de reparacdo da integridade do tecido, e pode variar de pessoa para
pessoa, bem como depender da localizacdo, tamanho e profundidade da lesdo (AHMED et al.,
2021).

Uma resposta de cicatrizagdo cutanea comum consiste em quatro fases distintas, mas
sobrepostas: hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento (MANITA et al., 2021)
(Figura 2). E um processo bem orquestrado que requer o envolvimento de muitos tipos de
células e vias de sinalizacdo. A primeira fase, hemostasia, ocorre imediatamente apos a lesdo
e é caracterizada pela vasoconstri¢do para reduzir o fluxo sanguineo e minimizar a perda de
sangue. Além disso, ocorre a formacdo de um coadgulo sanguineo para interromper o
sangramento. A segunda fase, inflamacao, comeca logo ap6s a hemostasia e é caracterizada
pela resposta imunoldgica do corpo a lesdo. Nesta fase, ocorre a migracdo de células
inflamatorias, como neutr6filos e macréfagos, para o local da lesdo. Os neutréfilos sdo
responsaveis pela remocdo de bactérias e detritos celulares, enquanto os macréfagos
desempenham um papel crucial na limpeza do local da lesdo, fagocitando células mortas e
estimulando a liberacdo de fatores de crescimento. A terceira fase, proliferacdo, é
caracterizada pela formacdo de tecido de granulacdo e reepitelizacdo. Nesta fase, ocorre a
proliferacdo de células, incluindo fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, que séo
responsaveis pela formacdo de novo tecido. A quarta e ultima fase, remodelacdo, é
caracterizada pela reorganizacao do tecido cicatricial e pela maturacdo das fibras de colageno.
Nesta fase, ocorre a reorganizacdo das fibras de coladgeno e a remocdo de células mortas. O
resultado final € uma cicatriz que é mais fraca e menos elastica do que a pele normal, mas que
é capaz de proteger o tecido subjacente (SIERRA-SANCHEZ et al., 2021).

HEMOSTASIA INFLAMACAO PROLIFERACAO REMODELAMENTO

0 1

Figura 2 - Fases da cicatrizacdo de feridas. Na Hemostasia, as plaquetas extravasam e, ap0s ativacdo, a cascata
de coagulacdo é desencadeada, formando o codgulo sanguineo. Na fase de inflamacdo, células inflamatérias
chegam ao local da lesdo para prevenir infeccbes. Na fase proliferativa, fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais se proliferam para formar tecido de granulagdo. Na fase de remodelamento, o tecido sofre maturagdo
e ocorre a substituicdo do colageno tipo 111 pelo colageno tipo I. Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2022.
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O reparo das lesbes de espessura superficial e parcial superficial ocorre por
reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou da regido adjacente, por meio de células-tronco
foliculares residuais presentes na derme profunda, ndo necessitando de intervencoes
cirurgicas. Ja o reparo de lesbes de espessura parcial profunda e total é mais complexo e
requer um processo mais elaborado. Nesses casos, a reepitelizacdo sozinha nédo é suficiente
para restaurar totalmente a integridade dos tecidos. Em vez disso, o organismo precisa langar
mé&o de mecanismos adicionais, como a intensificacdo na formacédo de tecido de granulacao.
(NILFOROUSHZADEH et al., 2022).

O tecido de granulacdo é um tecido de reparo que se desenvolve a partir de vasos
sanguineos recém-formados, fibras colagenas e outras células do tipo fibroblasto. E um tecido
temporario, que se forma como uma etapa intermedidria no processo de cicatrizacdo, sendo
crucial para preencher a lacuna deixada pela lesdo mais profunda. A medida que o tecido de
granulacdo se forma, ele serve como uma espécie de base para a reepitelizacdo posterior,
fornecendo o suporte necessario para a formacao do novo tecido (LIEN et al., 2022).

Os fibroblastos sdo as células responsaveis pela sintese de grande parte dos
componentes da matriz extracelular quando estdo em sua forma inativa, e também produzem
os fatores de crescimento, que controlam a proliferacdo e diferenciacdo celular. Durante o
processo de reparo, os fibrdcitos revertem-se para o estado de fibroblastos, reativando sua
capacidade de sintese e preenchendo os espacos deixados com uma cicatriz de tecido
conjuntivo (ROUSSELLE et al., 2019). Apos a ativacdo, os fibroblastos tornam-se altamente
migratorios, proliferativos e aumentam a produgdo de matriz extracelular, enzimas e citocinas.
Este estado transicional ativado é denominado proto-miofibroblasto, que ao expressarem as
fibras de estresse a-SMA-positivas passam a ser classificados em miofibroblastos. Os
miofibroblastos sdo células fusiformes morfologicamente aumentadas e irregulares (em forma
de estrela ou teia), responsaveis pelo fechamento das lesdes por promoverem a contracdo da
ferida devido a sua atividade contratil garantida pelo grande numero de filamentos de actina e
miosina (TAl et al., 2021).

A cicatrizacdo pode ocorrer por primeira ou segunda intencdo. Por primeira intencéo,
as bordas da ferida sdo aproximadas, havendo perda minima de tecido, com pouca extensao
de tecido de granulacédo, auséncia de infec¢do, pouco ou nenhum edema e minima atuagdo dos
miofibroblastos. Ja a cicatrizagdo por segunda intencdo ha uma grande quantidade de tecido

de granulacédo devido a excessiva perda tecidual, ndo sendo possivel a aproximacdo primaria
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das bordas. Nesse ultimo caso, as feridas se fechardo por meio da contracdo mediada pelos
miofibroblastos e posterior reepitelizagdo (REZENDE et al., 2021).

Segundo Snyder e colaboradores (2020), a cicatrizagdo completa € marcada pela
reepitelizacdo da epiderme e pela reparacdo da derme, e depende de fatores como fluxo
sanguineo, nutricdo e oxigenacdo adequados, controle de infec¢bes e manutencdo da umidade.
As feridas crbnicas ndo conseguem passar pelo processo de cicatrizacdo normal, e
permanecem frequentemente na fase de inflamacdo. Uma ferida pode ser considerada cronica
se ndo tiver entrado na fase de proliferagdo ap6s 4 semanas de terapia (SNYDER et al., 2020).
A interrupgdo em qualquer estagio de cicatrizacdo deixa a ferida suscetivel a infecgdes
microbianas aumentadas, exsudatos extensos e necrose nos tecidos devido a um aumento no
namero de células inflamatérias (AHMED et al., 2021). Além disso, as metaloproteases da
matriz (MMP) se apresentam elevadas nas feridas cronicas, o que leva a uma degradagéo da
MEC, impedindo a fase proliferativa. O recrutamento de células estaminais mesenquimais
(MSCs) para uma ferida pode ser uma parte essencial do processo de cicatrizacdo de feridas,
visto que elas sintetizam fatores de crescimento e citocinas importantes para o reparo. No
entanto, nas feridas crénicas essas células podem ser deficientes e defeituosas, assim como 0s
fibroblastos que parecem senescentes e ndo respondem aos sinais dos fatores de crescimento
(SNYDER et al., 2020). Nos casos de pacientes com comorbidades como a diabetes mellitus,
esses prejuizos sdo potencializados pela presenca de neuropatia e alteracbes na
microvasculatura, complicando ainda mais a cicatrizagdo (TOTTOLI et al., 2020).

Os fatores que retardam a cicatrizagdo de feridas incluem a umidade, pressao,
infeccdo, tecido necrotico, edema, dermatites e disturbios de circulacdo, além de fatores
relacionados as condic@es fisiologicas e clinicas do paciente como desnutricdo, desidratacao,
idade avancada, uso de anti-inflamatorios, corticoides e imunossupressores, quimioterapia,
radioterapia, doenca respiratéria cronica, disfuncdo renal ou hepdtica, anemias, diabetes,
hipertenso e tabagismo (LOPEZ-CERVANTES et al., 2019).

E interessante ressaltar que, além de um fechamento rapido, descomplicado e
antisséptico da ferida, o paciente merece um bom resultado estético com formacéo de cicatriz
discreta (REINKE; SORG, 2012).

Diferentes tipos de materiais para curativos tém sido empregados no tratamento de
feridas, e as coberturas utilizadas devem ser de facil aplicacdo, atdxicas, hipoalergénicas,
garantindo a protecdo, umidade, temperatura e tenséo de oxigénio adequadas para acelerar a

angiogénese, a granulagdo e a epitelizacdo. Os produtos de uso comum envolvem as
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coberturas interativas e oclusivas como alginato, carvao, hidrofibra, espuma, hidrocoloide,
filmes de poliuretano e acrilico, bem como coberturas que promovem o desbridamento
autolitico e enzimatico, e terapias complementares como compressao elastica de membros
inferiores, terapias compressivas nao elasticas como a bota de Unna e terapias com pressdo
negativa (SAMPAIO et al., 2018). No entanto, se apds quatro semanas de tratamento padréo
ndo houver uma redugdo de 50% no tamanho da ferida, recomenda-se a mudanga de
tratamento ou o uso de terapias adicionais. Em lesdes de espessura parcial e total os
tratamentos convencionais geralmente ndo sdo eficazes para garantir uma cura completa.
Nesses cenarios, intervengdes cirlrgicas podem ser necessarias para ajudar no fechamento
adequado da ferida. Procedimentos como suturas, enxertos de pele ou o uso de curativos
especiais podem ser empregados para auxiliar a cicatrizacdo e evitar complicac6es futuras,
como infeccbes (SNYDER et al., 2020).

Na busca por solucGes terapéuticas mais avangadas, a engenharia de tecidos emerge
como uma importante aliada no desenvolvimento de novos produtos, mais eficazes, que
beneficiem pacientes com lesGes complexas, abrindo caminho para um futuro promissor na

area da medicina regenerativa.

2.3 Engenharia de Tecidos

A Engenharia de tecidos ¢ um campo interdisciplinar que integra tecnologia e ciéncia
para regenerar ou reparar os tecidos do corpo, com a garantia da organizacdo funcional do
novo tecido e sua integracdo sisttmica (COLAZO et al., 2019). A busca pela regeneracao
dérmica através da engenharia de tecidos tem se mostrado um notavel progresso na area da
cicatrizacao de feridas (ZHONG et al., 2010).

As primeiras abordagens da engenharia de tecidos cutdneos surgiram em meio as
pesquisas de Rheinwald e Green (1974), com novos métodos de cultura celular envolvendo a
expansdao de queratindcitos para uso em autoenxerto. (BETTEX-GALLAND et al., 1988;
O’CONNOR et al., 1981; RHEINWATD; GREEN, 1975).

A primeira tentativa de engenharia de tecido cutaneo utilizando autoenxerto de
queratinécitos humanos saudaveis foi de fato realizada por Howard Green e James Rheinwald
em 1974, eles foram pioneiros na cultura de células epiteliais humanas em laboratério, o que
levou ao desenvolvimento de técnicas de engenharia de tecido cutaneo (RHEINWALD;

GREEN, 1974). Eles colheram uma pequena amostra de pele de um paciente e isolaram 0s
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queratinocitos, que foram entdo cultivados e multiplicados em laborat6rio para obter um
namero suficiente de células para um autoenxerto (RHEINWALD; GREEN, 1977,
RHEINWATD; GREEN, 1975). Uma vez que a cultura de células atingiu uma densidade
apropriada, os queratinocitos cultivados foram enxertados de volta na mesma pessoa
(autoenxerto) para tratar uma &rea danificada da pele. Essa técnica ficou conhecida como
autoenxerto de cultura de epiderme (BETTEX-GALLAND et al., 1988). Essa abordagem
pioneira abriu caminho para o desenvolvimento da engenharia de tecidos, e teve um impacto
significativo no campo da dermatologia e da regeneracao da pele.

Além das terapias celulares, produtos acelulares também foram desenvolvidos em
meados de 1980 por Burke e Yannas (BURKE et al., 1981; YANNAS et al., 1980a; YANNAS
et al., 1980b; YANNAS et al., 1982; YANNAS et al., 2011; DAGALAKIS et al., 1980), e
posteriormente aplicados por Heimbach e colaboradores em grandes queimaduras em um
ensaio clinico randomizado (HEIMBACH et al., 2003; HEIMBACH et al., 1988). O material
desenvolvido consistiu de uma membrana bicamada composta de uma matriz de colageno
extraido de tenddo bovino com glicosaminoglicanos (sulfato de condroitina 6) obtidos a partir
da cartilagem de tubardo, cobertos por uma folha de silicone semipermeavel, e €
comercializado atualmente com o nome de Integra® Dermal Regeneration Template (IDRT,
Integra LifeSciences, Princeton, NJ, EUA) (MOIEMEN et al., 2011; WUNDERLICH et al.,
2011; TAUPIN et al., 2023).

Posteriormente, em 1993, Langer e Vacanti propuseram a “engenharia de tecidos” para
desenvolver substitutos de 6rgaos e tecidos que permitem a regeneracdo, manutencao e reparo
de fungdes vitais (LANGER; VACANTI, 1993). No entanto, atualmente até mesmo as
técnicas mais avancadas como a bioimpressdo 3D (tridimensional) de modelos de pele ainda
sofrem diversas limitagdes devido a falta de muitas caracteristicas bioldgicas e estruturais da
pele, como por exemplo os apéndices (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas).
Uma combinacdo de matrizes bioengenheiradas criadas a partir de diferentes biomateriais,
abrem um caminho para a geracdo de substitutos de pele com caracteristicas bioldgicas,
estruturais e fisicas semelhante a pele humana (HOSSEINI et al., 2022).

Os biomateriais representam um importante avanco tecnoldgico na area da engenharia
de tecidos devido ao seu potencial terapéutico, e favorecem a cicatrizacdo por meio de
diversos mecanismos como reducdo da inflamacdo excessiva e da infeccdo, alem de
auxiliarem na revascularizagdo do tecido lesado. Os que sdo utilizados na inddstria médica
podem ser classificados em trés grandes categorias: polimeros (suturas, enxertos vasculares,

tecido mole em geral), metais (stents, implantes dentarios, etc.) e ceramicos (implantes
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ortopédicos e dentérios), sendo majoritariamente biocompativeis, bioativos e biodegradaveis
(SAMPAIO et al., 2018).

Os biomateriais poliméricos dispGem de uma maior facilidade de producdo de formas
variadas (filmes, particulas, fios, etc.) em comparacdo com os cerdmicos ou metélicos. Eles
sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de scaffolds, e podem ser capazes de fornecer
suporte fisico e sinais bioquimicos que induzem a migracdo, adesdo e proliferacdo celular
(WOLLMANN et al., 2019).

Polimeros s&o macromoléculas de alta massa molar, formados pela repeticdo de varias
ligacBGes (poli) de unidades repetitivas menores (meros) ao longo da cadeia principal. Eles
podem ser classificados em naturais, quando obtidos a partir de organismos Vvivos, e sintéticos
quando obtidos por meio de reaces de polimerizacdo. Nas aplicacdes biomédicas, possuem
destaque as proteinas (como colédgeno e elastina) e os polissacarideos (como quitosana,

alginato, acido hialurénico, goma xantana e pectina) (MANITA et al., 2021).

Os polimeros naturais possuem grupos funcionais (como grupamentos amino, grupos
carboxilicos e hidroxilas) disponiveis para modificacbes quimicas (hidrdlise, ligacdes
cruzadas, oxidacdo, reducdo, esterificacdo, etc.) e enzimaticas, e também para interagir com
outras moléculas, permitindo a obtengdo de uma vasta variedade de produtos com
propriedades adaptaveis (SAMPAIO et al., 2018).

O colageno ¢ o principal componente estrutural das membranas basais e das proteinas
teciduais, sendo amplamente utilizado na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa
para processar hidrogéis e estruturas de membrana (MIYAMOTO, 2023).

Na &rea de lesdes cutaneas, diferentes biomateriais tem sido cada vez mais utilizados
como uma abordagem terapéutica promissora na criagcdo de substitutos cutaneos a partir de
scaffolds que favorecam o reparo dos tecidos (LU; KHACHEMOUNE, 2023).

2.4 Substitutos Cutaneos

Substitutos cutaneos sdo um grupo de elementos biolégicos e/ou sintéticos que
permitem a oclusdo temporaria ou permanente de feridas, facilitando o seu reparo (SNYDER
et al., 2020). Eles fornecem uma cobertura alternativa e podem ser aplicados em diferentes
tipos de lesBes como queimaduras (HALLER et al., 2021; LEE et al., 2022), ulceras cronicas
(DA et al., 2021; HOLL et al., 2021; SNYDER et al., 2020), e procedimentos cirargicos (LU;
KHACHEMOUNE, 2023), sendo também uma possivel solugdo para o desafio de &reas
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doadoras limitadas (DICKSON et al., 2023). O uso de substitutos cutaneos pode levar a uma
melhora na qualidade histologica do tecido cicatricial, trazendo resultados funcionais e

estéticos favoraveis (LEE et al., 2022).

O substituto ideal deve ser atoxico, ndo transmissor de doencas, imunologicamente
compativel e minimamente, ou ndo antigénico (BAY et al., 2021). Além disso, deve ter boas
propriedades mecanicas, proteger o tegumento de infeccGes e da perda de agua, fornecer um
suporte estavel e biodegradavel para promover a sintese do novo tecido, permitir que as
células proliferem em seu interior e que atuem como células funcionais ao invés de tecido
cicatricial (SNYDER et al., 2020).

Os substitutos cutaneos podem ser classificados de acordo com sua celularidade
(acelular ou celular), estratificagdo (camada Unica ou bicamada), regido substituida (epiderme,
derme ou ambos), materiais utilizados (naturais, sintéticos ou ambos) e permanéncia
(temporario ou permanente) (DAVISON-KOTLER et al., 2018).

Os produtos acelulares sdo compostos apenas pela matriz, elaborada com materiais
naturais ou sintéticos, provendo a estrutura fisica e quimica essencial para facilitar a
incorporacdo das células do proprio paciente durante o processo de cicatrizacdo, enquanto 0s
produtos celulares consistem principalmente em folhas de células epidérmicas, construgdes
epidérmicas, substituicGes dérmicas e equivalentes de pele em duas camadas (ZHONG et al.,
2010). Embora os substitutos possam variar desde xenoenxertos ou aloenxertos de pele até
uma combinacdo de gueratindcitos autdlogos sobre a matriz dérmica, o seu objetivo comum é
conseguir a maior semelhanca possivel com a pele do doente (SNYDER et al., 2020). Muitos
produtos ainda estdo em fase de desenvolvimento, no entanto, o mercado atual ja disponibiliza

diversos substitutos cutaneos. Os principais foram listados e classificados na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais substitutos cutaneos encontrados na literatura e suas classificacdes

Tipo de Enxerto Fonte Celularidade Referéncias
Epicel® Epidérmico Autoenxerto Celular SALLOUM et al., 2023
Epidex® Epidérmico Autoenxerto Celular ORTEGA et al., 2010
Dermagraft® Dérmico Alogénico Celular McNAMARA et al., 2020
DermaPure®  Dérmico Alogénico Acelular KIMMEL et al., 2017
AmnioFill® Dérmico Alogénico Acelular SALLOUM et al., 2023
Alloderm® Dérmico Alogénico Acelular PATEL et al., 2021

Epifix® Dérmico Alogénico Acelular BIANCHI et al., 2018
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TheraSkin® Dérmico Alogénico Celular ARMSTRONG et al., 2022
Orcel® Epidérmico/Dérmico  xenogénico (bovino)  Celular WINDSOR et al., 2009

e alogénico
Apligraf® Epidérmico/Dérmico  xenogénico (bovino) Celular MASSAND et al., 2021

e alogénico
PriMatrix® Dérmico xenogénico (bovino)  Acelular NAUD; ASSAD, 2020
Matriderm®  Dérmico xenogénico (bovino)  Acelular FULCHIGNONI et al., 2022
Integra® Epidérmico/Dérmico  xenogénico (bovino)  Acelular ROMANO et al., 2021
Puracol® Dérmico xenogénico (bovino)  Acelular CAPELLA etal., 2020
Oasis® Dérmico xenogénico (suino) Acelular MASSAND et al., 2021
MatriStem®  Dérmico xenogénico (suino) Acelular CAPELLA etal., 2020
Kerecis® Dérmico xenogénico (peixes) Acelular SALLOUM et al., 2023
Biobrane® Epidérmico/Dérmico  Sintético/xenogénico  Acelular HAINES et al., 2021

(suino)
Transcyte® Epidérmico/Dérmico  Sintético/xenogénico  Celular AMANI et al., 2006

(suino) e alogénico

Apesar da ampla gama de opcdes, os produtos atualmente disponiveis tém muitas
desvantagens, e um substituto cutaneo ideal ainda n&o foi desenvolvido (OUALLA-BACHIRI
et al., 2020). Os fatores comuns que influenciam a sele¢do de substitutos de pele envolvem
custo, eficacia de cicatrizacdo, resultado cosmético, conforto do paciente e facilidade de uso
(LU; KACHEMOUNE, 2023).

A auséncia ou presenca de células é um discriminador de grande importancia entre 0s
substitutos cutaneos, uma vez que a presenca de células aumenta o risco de rejeicdo e a
complexidade de fabricacdo e comercializacdo, por envolver aspectos regulatérios acerca do
controle de qualidade dos insumos e processos para 0 uso de produtos de terapias avancadas e
tecnologia celular (GRANJEIRO et al., 2018; SILVA JUNIOR et al., 2018).

As matrizes dérmicas acelulares sdo produtos biomédicos compostas por materiais
biocompativeis que podem ser derivados de tecidos humanos ou animais. Elas fornecem uma
estrutura tridimensional temporaria que substitui a pele danificada, promovendo o reparo da
lesdo (MAES et al., 2012). O colageno contido na matriz desempenha um papel fundamental
na migracdo de fibroblastos para o local da lesdo e fornece proteina da matriz extracelular que
é a base da granulacdo do tecido (SALLOUM et al., 2023). Os fatores de crescimento e 0s

componentes da MEC do substituto cutaneo podem promover a proliferacdo celular, reduzir a
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degradacdo da ferida causada por metaloproteinases de matriz (MMPSs) dentro da ferida e

promover a vascularizagédo da ferida (SNYDER et al., 2020).

2.5 Matriz extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) é composta por uma rede complexa de componentes
moleculares, que desempenham um papel fundamental no suporte estrutural e na regulacéo
das funcbes celulares (GIRARDEAU-HUBERT et al.,, 2022). Ela consiste em diferentes
combinagGes de proteinas fibrosas (colageno e elastina), além de um conjunto de
macromoléculas  hidrofilicas anidnicas (glicosaminoglicanas e proteoglicanas) e
glicoproteinas multiadesivas (fibronectina, laminina, dentre outras) que se ligam as integrinas
receptoras da superficie das células, conferindo rigidez e forca ténsil a matriz (ROUSSELLE
etal., 2019; GUPTA et al., 2018).

O col&geno é uma das principais proteinas da matriz extracelular, sendo fundamental
no processo de cicatrizacdo. Além de garantir a integridade da MEC, ele atua em diversas
atividades celulares como a migracdo, proliferacdo, diferenciacdo, fixacdo de células e
expressdo génica, além de contribuir com a resisténcia, coesdo e elasticidade dos tecidos.
Existem quase 30 tipos distintos de colagenos, os quais variam em estrutura molecular,
composigdo e comprimento, e podem ser classificados em grupos de acordo com sua estrutura
e funcdo como por exemplo os que formam longas fibrilas (1, 11, 111, V e XI), os associados a
fibrilas (IX, XII e XIV), o que forma rede (IV) e o de ancoragem (VII). O tipo | é o mais
comum, predominante nos 0ssos e tenddes, enquanto o tipo 111 é mais encontrado em tecidos
moles como a derme, fascia e vasos sanguineos. A derme contém aproximadamente 80% de
colageno tipo | e 20% de colageno tipo I, ja o tecido de granulacdo apresenta cerca de 30 a

40% de colageno do tipo 111, sendo considerado colageno imaturo (SOUZA et al., 2021).

Os glicosaminoglicanos (GAGS) sdo sintetizados intracelularmente, em sua maioria,
no aparelho de Golgi, que é uma organela celular responsavel pelo processamento e
modificacdo de proteinas e carboidratos. Nessa organela, os monossacarideos que compdem
0s GAGs sdo ligados para formar as cadeias polissacaridicas. Posteriormente, essas cadeias
sdo secretadas para a matriz extracelular por meio do processo de exocitose. O 4acido
hialurdnico é um tipo de GAG que possui um método diferente de sintese, visto que a mesma
acontece por acdo de enzimas transmembrana chamadas sintases de acido hialurdnico. Essas

enzimas estdo localizadas na membrana celular e sdo responsaveis por sintetizar a cadeia do
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acido hialurénico diretamente na superficie da célula, ao invés de serem processadas no
aparelho de Golgi como os outros GAGs. Assim que a sintese é concluida, o &cido hialurdnico
também é secretado para a matriz extracelular (ABATANGELO et al., 2020).

Além da estrutura tridimensional porosa, a MEC possui um bom comportamento
biolégico por conter fatores de crescimento essenciais como o fator de crescimento
transformador B1 (TGF-p1), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). O TGF-B1 ¢ VEGF podem promover a proliferagdo celular, assim como bFGF e
PDGF sdo indutores eficazes na producdo de &cido hialurénico (LIU; SUN, 2020).

Nesse sentido, biomateriais capazes de mimetizar as caracteristicas da matriz
extracelular origindria exercem um papel ativo no reparo tecidual por preencherem
temporariamente a regido lesionada. (COSTA; QUEIROZ, 2014).

2.6 Matriz extracelular descelularizada (MECd)

Os scaffolds obtidos a partir de matriz extracelular descelularizada (MECd) sao
estruturas tridimensionais compostos principalmente de colageno, elastina, glicoproteinas,
proteoglicanos, e estdo se tornando cada vez mais relevantes para uso na medicina
regenerativa e engenharia tecidual (MORRIS et al., 2017;WOLLMANN et al., 2019).

Para a obtencéo do scaffold de matriz extracelular, os tecidos podem ser submetidos ao
processo de descelularizagdo, removendo as células de forma a deixar somente a matriz
extracelular em sua arquitetura original. A descelularizacdo ou remocdo das células da
complexa mistura de proteinas estruturais e funcionais que constituem a matriz extracelular
(MEC) pode ser feita por meios fisicos (agitacdo, sonicacdo, congelamento e
descongelamento), quimicos (&cidos alcalinos, detergentes idnicos, ndo iénicos, fosfato tri-n-
butilico (TBP), tratamentos hipotdnicos ou hipertdnicos, agentes quelantes) e métodos
enzimaticos (tripsina ou inibidores de protease) (MACAGONOVA et al., 2021) (Figura 3).

Esse biomaterial, ao ser aplicado sobre lesGes de pele que sofreram grande perda da
arquitetura tecidual, podem ser capazes de promover o reparo (LU; KHACHEMOUNE, 2023)
(Figura 3A). Os scaffolds de matriz extracelular descelularizada (MECd) sdo projetados para
imitar a composicdo e a organizagdo da matriz extracelular natural dos tecidos. Estudos
anteriores mostram que a morfologia tridimensional induz a geracdo de sinais mecanicos

estimulantes, que entdo induzem a diferenciacdo celular e ativam a transducgéo de sinal (LI1U;
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SUN, 2020). Esses biomateriais ndo somente realizam a cobertura da lesdo, como também
permitem o crescimento de uma nova camada de pele devido a presenca de fatores de
crescimento e elementos estruturais da matriz como elastina, fibronectina e colageno,
fornecendo ambiente propicio para migracéo, adesdo e proliferacio celular (MAMGUE et al.,
2021) (Figura 3B).

A interacdo das células dentro de um scaffold tridimensional (3D) de MEC fornece as
condi¢des para o reparo tecidual, no entanto, a matriz também tem influéncia direta no
crescimento e diferencial celular (COSTA; QUEIROZ, 2014). A matriz dérmica acelular ¢é
porosa e promove a formagdo de uma neoderme, pois serve de matriz para a infiltragdo de
fibroblastos, macrofagos, linfocitos e células endoteliais capilares (MAES et al., 2012). Ao
ser implantado o scaffold sobre a lesdo (FIG. 3B-1), ocorre a absorcdo de proteinas para a
superficie do biomaterial e infiltracdo de células do sistema imune (macrofagos, neutréfilos e
linfocitos) (FIG. 3B-2), as quais liberam mediadores quimicos para recrutar células e

progenitores enddgenos (FIG. 3B-3).
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FIGURA 3 - Aplicacdo da matriz dérmica acelular. Scaffolds de matriz extracelular obtidos a partir de pele
descelularizada (MECd) aplicados sobre a lesdo (A). Fatores Bioldgicos da matriz favorecem a migracédo celular
para o scaffold (B). Scaffold no momento da implantagdo (B1), absor¢do de proteinas na superficie do
biomaterial e infiltragdo de células do sistema imune (macrdfagos, neutréfilos e linfocitos) (B2). Liberacdo de
sinais quimicos pelas células imunes para recrutar células e progenitores endégenos (B3). Remodelagdo do
microambiente por deposicdo de proteinas e angiogénese (B4). Criado com BioRender.
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Os fatores de crescimento presentes na MEC fornecem um meio de sinalizagéo
complexo para estimular a formacdo de tecido de granulacdo, angiogénese, transicao celular
moderada e formacédo e remodelamento da matriz durante as fases a cicatrizacdo. Além disso,
a utilizacdo de matrizes dérmicas acelulares (MDA) em feridas cutaneas pode reduzir a
formacdo de tecido cicatricial. Apos o transplante no leito da ferida, a matriz aumenta a
sintese de acido hialurénico pelos fibroblastos e induz a angiogénese da ferida (DA et al.,
2021). Além disso, a MECd ¢é capaz de promover a proliferacao e diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais MSCs, que por sua vez induzem o aumento da formacdo de tecido de
granulacdo, sintese de coldgeno, neovascularizacdo, epitelizacdo no local da ferida e
remodelagem do microambiente tecidual (MANSOUR et al., 2023) (Figura 3B-4).

Durante a cicatrizacdo de feridas, os componentes da matriz extracelular (MEC)
sofrem alteracbes, incluindo a producdo de fibrina, coladgeno, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e acido hialurénico. A formacdo da MEC representa um passo
importante, pois fornece uma estrutura para a adesdo celular e regula criticamente o
crescimento, movimento e diferenciacdo das células dentro dela. O fibroblasto € o precursor
da matriz provisoria de ferida na qual ocorre a migracao e organizacdo celular. No final desta
fase, o numero de fibroblastos maduros é reduzido pela diferenciagdo em miofibroblastos e
terminado pela apoptose consecutiva (REINKE; SORG, 2012).

As feridas crbnicas geralmente apresentam uma fase de inflamacdo prolongada com
alguns eventos anormais de cicatrizacdo. Matrizes dérmicas acelulares possuem efeitos
imunomoduladores capazes de desencadear os macréfagos para expressar um fenétipo
predominante do tipo M2, que pode secretar citocinas pro-cicatrizantes para iniciar 0 processo
anti-inflamatorio e pré-remodelamento (DA et al., 2021). Alguns componentes da MEC sao
bioativos e regulam a adesdo e proliferacdo celular como o Arg-Gly-Asp (RGD). O dominio
especial do peptideo RGD ¢é capaz de converter uma resposta inflamatdria em uma resposta
pré-cicatrizante por meio da ligacdo com integrinas de macrofagos para modular as vias de
sinalizacdo envolvidas na migracdo celular, adeséo e ativacdo inflamatoria (DA et al., 2021).
Além disso, diversas biomoléculas, naturais ou sintéticas, nanoparticulas e drogas podem ser
utilizadas como aditivos funcionais para os scaffolds de MEC, incluindo fatores de
crescimento que podem estimular um estagio ou evento especifico no processo de cicatrizacdo
de feridas (DA et al., 2021). A matriz pode funcionar também como um transportador para
fornecer células tronco, fatores de crescimento dentre outras substancias (LIU; SUN, 2020).

Atualmente existem diversos produtos produzidos a partir de matriz extracelular

descelularizada, porém a adi¢éo de outros adjuvantes torna essa mais ainda mais bioativa.
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2.7 Quitosana

A quitosana (B-(1-4)-D-glucosamina) € um biopolimero hidrofilico, amorfo,
aminopolissacarideo linear, obtido a partir da reacdo de desacetilagdo parcial alcalina da
quitina (Figura 4), segundo polimero organico mais abundante na natureza (depois da
celulose), que pode ser encontrado em diversas fontes como exoesqueleto de crustaceos e
parede celular de fungos (AHMED et al., 2021; SIVANESAN et al., 2021)

E um polimero atoxico, biodegradavel, de baixo custo e de grande aplicagdo no
desenvolvimento de sistemas coloidais e membranas. Apresenta a propriedade de formar géis
em solucdes &cidas fracas, o que possibilita 0 seu uso em diferentes formulacdes na area
biomédica. A quitosana € considerada um material multifuncional com capacidade
mucoadesiva, atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria, sem imunogenicidade e altamente
biocompativel, visto que os seus produtos da degradacdo enzimatica sao oligbmeros de N-
acetil-D-glucosamina, 0s quais sdo totalmente absorviveis pelo organismo (LOPEZ-
CERVANTES et al., 2019; DOOSTAN et al., 2023; ZHANG et al., 2022).

Dentre as propriedades da quitosana, destaca-se o0 seu carater policatibnico em meio
acido (pH < 6). Em solucdes &cidas ocorre a protonacdo dos grupos -NH- ao longo da cadeia
polimérica, resultando na formacédo de (-NH3)*, 0 que permite a interacdo eletrostatica entre o
polissacarideo e moléculas carregadas negativamente como fosfolipideos, polissacarideos

anibnicos, proteinas e acidos graxos (AHMED et al., 2021).
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Figura 4 - Desacetilacdo alcalina da quitina. Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2022
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A carga positiva dos grupos aminicos também estd associada as propriedades
antimicrobianas da quitosana (bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica), que
podem se ligar a superficie das células bacterianas e interferir com as fun¢des normais da
membrana, inibindo o seu crescimento. Esse mecanismo é reconhecido tanto nas bactérias
Gram-positivas como Staphylococcus aureus, quanto contra bactérias Gram-negativas como
Escherichia coli. A quitosana também possui a capacidade de quelar ions metalicos

seletivamente como cobre, cadmio, magnésio e ferro (AHMED et al., 2021).

A fim de melhorar a solubilidade e estabilidade, a quitosana pode passar por diferentes
modificacdes quimicas (AHMED et al., 2021), ja que seus grupos funcionais, principalmente
0s grupos primarios de amina (-NH2), funcionam como sitios funcionais reativos, permitindo
interacdo com sulfatos, citratos e fosfatos para formar véarios derivados, como quitosana
quaternizada, tiolada, carboxilada, dentre outras (MOHAMMED et al., 2017; FERREIRA et
al., 2022).

2.8 Nanoquitosana

Nanomateriais sdo definidos como materiais que possuem pelo menos uma dimenséo
em tamanho nanométrico, abaixo de 100nm ou entre 1 e 100nm, conforme padrBes
internacionais desenvolvidos e publicados pela Organizacdo Internacional de Normalizacéo
(International Organization for Standardization - 1SO). Devido ao tamanho, apresentam
propriedades distintas em relacdo aos seus homdélogos em escala macroscopica, devido as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas especificas que surgem em escala nanométrica
(BONFERONI et al., 2020). As nanoestruturas podem se apresentar em uma ampla variedade
de formas, tamanhos e composi¢bes, 0 que permite a modulacdo ou adaptacdo de sua
interacdo com o ambiente bioldgico (SREEDHARAN et al., 2023). A alta relacdo superficie-
volume aliada as propriedades Opticas aprimoradas, maior reatividade quimica, capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas e modificacbes nas propriedades mecanicas e téermicas sao
caracteristicas Unicas que tornam o0s nanomateriais adequados para uma ampla gama de
aplicacbes (MOHAMMED, Ebtehal; ABOULKHAIR; TAWIFQ, 2022).

O campo da nanotecnologia estd em constante evolugédo devido ao aumento do niumero

de produtos que utilizam nanomateriais. O mercado mundial de nanotecnologia foi avaliado
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em US$2,4 bilhdes em 2021, com mais de 2.000 produtos incorporados com nanomateriais de
alguma forma (SREEDHARAN et al., 2023).

A nanoquitosana é um material derivado da quitosana, considerada biocompativel e
biodegradavel, o que desperta interesses em aplicagdes em diversas areas, como medicina,
agricultura e industria (NGO et al., 2020). Devido ao seu tamanho nanométrico, a
nanoquitosana apresenta propriedades unicas quando comparada a quitosana convencional, e
vem obtendo destaque em pesquisas pela sua utilizacdo como agente antimicrobiano
(POMPEU et al., 2023), drug delivery (BHARATHALA; SINGH; SHARMA, 2020),
transportadores de moléculas e proteinas (SIVANESAN et al., 2021), além de auxiliar em

propriedades especificas relacionadas a cicatrizacao de feridas (AHMED et al., 2021).

A hidrofilicidade é uma propriedade ideal dos materiais bioldgicos e de extrema
importancia na cicatrizacdo de feridas por manter o ambiente imido, reduzindo a formacéo de
cicatrizes (PAVONI et al., 2021; PEIFEN et al., 2023).

A cationicidade da nanoquitosana pode estimular a adeséo de eritrdcitos, adsor¢do de
fibrinogénio e ativacdo plaquetaria, tornando-a um excelente agente hemostatico (WANG et
al., 2021). Ahmed e colaboradores (2021) identificaram que a nanoquitosana diminuiu o
tempo de coagulacgdo, e seu efeito hemostatico e prd-coagulante é proveniente dos grupos
amina que iniciam atragdo com hemacias e plaquetas, 0 que permite que a quitosana forme
uma espécie de malha, facilitando a coagulacdo sanguinea. Sua propriedade antimicrobiana
também esta relacionada a sua alta carga positiva, que permite aderir facilmente a membrana
do microrganismo carregada negativamente, induzindo alteracdes na permeabilidade e, assim,
a lise do mesmo. Além disso, a nanoquitosana possui propriedades antioxidantes, que elimina
0 excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) da ferida através da doacdo de hidrogénio,
favorecendo a cicatrizacdo (ZMEJKOSKI et al., 2021). A nanoquitosana se despolimeriza
gradualmente para liberar N-acetil-D-glucosamina, que € transportada para as células através
de receptores de glicose (MOHAMMED et al., 2022). Essa amida é capaz de estimular a acdo
dos neutréfilos e macréfagos, liberando interleucina e ativando a proliferacdo de fibroblastos,
0 deposito de colageno e o aumento da sintese de acido hialurbnico para o remodelamento da
matriz, além de aumentar o VEGF promovendo a angiogénese (AHMED et al., 2021) (Figura
5).

A nanoquitosana possui excelentes propriedades anti-inflamatorias, sendo capaz de
inibir a via de sinalizagdo NF-kB. Durante a cicatrizagcdo de feridas, a inibicdo desta via

influencia positivamente o processo, reduzindo a inflamacdo excessiva por meio da
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diminuicdo da expressdo de genes pro-inflamatérios. 1sso evita uma resposta inflamatoria
prolongada que pode atrasar a cicatrizacdo e aumentar o risco de cicatrizes anormais. Além
disso, a inibicdo do NF-xB reduz o estresse oxidativo e promove a proliferacdo celular, a
regeneracdo tecidual e a modulacdo da resposta imunoldgica, favorecendo um ambiente

propicio a recuperagdo (SATITSRI et al., 2020).

Biomaterial de MECd e nanoquitosana
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FIGURA 5 - Scaffold de matriz extracelular descelularizada (MECd) funcionalizada com nanoquitosana para o
reparo de lesdo de pele. Apos a lesdo, células inflamatérias liberam espécies reativas de oxigénio (ROS) que,
quando em niveis aumentados podem desencadear dificuldade de cicatrizacdo, assim como a colonizagdo
bacteriana. Nesse sentido, a nanoquitosana é capaz de atuar como agente antioxidante e antimicrobiano, além de
possuir propriedades anti-inflamatérias e capacidade de estimular a proliferacdo celular, o remodelamento da
matriz e a angiogénese pelo aumento do VEGF. Criado com Biorender.

Materiais biomiméticos com estrutura em rede tridimensional porosa como 0s
scaffolds de matriz dérmica acelular podem efetivamente induzir a produgéo de colageno e
acido hialurénico por meio dos fatores de crescimento que ela apresenta (L1U; SUN, 2020).

Sendo assim, a combinacdo das caracteristicas biologicas da matriz extracelular e as
propriedades da nanoquitosana, formam um biomaterial nanocompoésito promissor para ser

utilizado na cicatrizacédo de feridas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um biomaterial a partir de matriz extracelular descelularizada

funcionalizada com nanoquitosana para uso como biocurativo.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Sintetizar e caracterizar a nanoquitosana;
3.2.2 Avaliar a atividade antibacteriana das nanoestruturas de quitosana;

3.2.3 Produzir o biomaterial descelularizado a partir de pele bovina e funcionaliza-lo com a

nanoquitosana;

3.2.4 Caracterizar fisico-quimicamente o biomaterial nanofuncionalizado.
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4 METODOLOGIA

Um esquema metodoldgico é representado na Figura 6, e mostra as etapas de sintese e
caracterizacdo das nanoestruturas (Figura 6A), producdo do biomaterial (Figura 6B) e

caracterizacdo do biomaterial (Figura 6C).
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Figura 6 - Esquema metodoldgico. A sintese da nanoquitosana ocorreu por gelificacdo ibnica. As
nanoestruturas formadas foram caracterizadas por diferentes métodos (A). Medidas do raio hidrodindmico e
indice de polidispersdo foram realizadas por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), e a medida da carga elétrica
na superficie das nanoestruturas foi avaliada por potencial zeta. Tamanho, forma e composicéo elementar foram
observados por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), além de Microscopia de Forga Atdmica (AFM). Atividade
antibacteriana das nanoestruturas avaliada pelo método de microdiluicdo. O biomaterial acelular foi obtido por
meio do processo de descelularizacdo de fragmentos dérmicos bovinos (B). Ap6s imersdo e agitacdo dos
fragmentos em solucdo de descelularizagéo e diélise, os scaffolds obtidos foram funcionalizados em solugéo
contendo nanoestruturas de quitosana. A adsor¢cdo da solucdo de nanoquitosana na matriz foi avaliada por
Espectroscopia de absorcdo molecular UV-vis. As caracteriza¢des do biomaterial consistiram em anélises
histoldgicas para avaliacdo da morfologia e eficicia do método de descelularizagdo com imunofluorescéncia,
expressdo de DNA em eletroforese, bem como avaliacdo da microestrutura e composicdo elementar por MEV,
EDS. A analise fisico-quimica dos grupos funcionais foi obtida por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). A topografia das amostras foi avaliada por AFM (C). Criado com Biorender.
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4.1 Sintese da Nanoquitosana

A quitosana foi cedida pela PRIMEX, lote, TM 3425, viscosidade 463cP, grau de
acetilacdo 8% e massa molar viscosimétrica 74.865,25g-mol .

A nanoestrutura de quitosana foi obtida pelo grupo Nanotech sob orientacdo do
professor Igor Boggione no Campus Alto Paraopeba, conforme metodologia de Calvo et al.
(1997) e Vimal et al. (2012) com modificacGes. Uma solucédo de 25,0 mL com concentracdo
de 1,5 mg-mL* de quitosana foi dissolvida em &cido acético 2,5 mg/mL sob agitacio 500 rpm
a 25°C por 24h. Entdo, 6,0 mL de uma solugdo de 2,0 mg/mL de tripolifosfato de sodio foi
gotejada com uma pipeta de 1,00 mL, em uma vazédo de 1,00 mL/min, em 21,00 mL de
solucdo de quitosana sob agitacdo 2500 rpm a 25°C. Apds a formacdo da nanoestrutura, a

solucdo foi armazenada a 4°C.

4.2 Caracterizacdo da Nanoquitosana

4.2.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O raio hidrodindmico e a polidispersividade das nanoestruturas foram obtidos via
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). O experimento foi realizado na Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP) utilizando o equipamento Nano Zetasizer Malvern (Inglaterra, Reino
Unido) em combinacdo com um detector de fotodiodo de avalanche (Brookhaven BI-APD,
USA) e um correlacionador (TURBOCORR, Brookhaven, USA). O laser HeNe de 35mW de
poténcia e 1=632,8 nm linearmente polarizada foi a fonte de luz (CVI Melles Griot, USA)

utilizada. Para o controle de intensidade, os polarizadores cruzados foram empregados.

4.2.2 Potencial Zeta

A dispersdo de nanoquitosana em tripolifosfato de sddio e acido acético (concentracao
de 0,1% p/p, pH 3,69), obtida conforme descrita no item 4.1, foi analisada no Zetasizer Nano

S, em triplicata, para obtengéo do potencial Zeta da nanoestrutura.
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4.2.3 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Para avaliar as caracteristicas morfoldgicas da nanoquitosana, imagens de Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) foram obtidas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia
(LNNano), no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM — S&o Paulo). O
equipamento foi o TEM JEOL-1400 PLUS (120 kV), com um filamento de Hexaboreto de
Lantanio (LaB6), equipado para uma camera Gatan OneView com pixels 4K x 4K. A grade
de cobre foi descarregada eletronicamente pelo sistema Pelco easiGlow-Ted Pella (EUA) a
15mE por 10s, para aumentar sua hidrofilicidade. Em seguida, uma gota da suspenséo da
nanoestrutura (2 mg/mL™?) foi adicionada & rede de cobre de 400 mesh com carbono tipo B.
Apbs os 30s, 0 excesso de amostra foi removido com papel filtro, e uma queda de 2 % (w/v)
da solucdo aquosa contrastante do acetato de uranila foi adicionada sob a rede. Apés os 30s, 0
excesso foi removido com papel filtro. Esse processo foi repetido trés vezes. Depois disso,
uma gota de agua Mili-Q foi adicionada a rede por 5s, para eliminar o excesso de sal usado na
sintese de nanoestrutura. No final, a rede foi solta em temperatura ambiente até secar e foi

armazenada para analise posterior em MET.

4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia dispersiva
(EDS)

Para examinar as propriedades morfoldgicas, as nanoestruturas de quitosana dispersas
foram depositadas por gotejamento em um stub revestido por uma folha de silicio com suas
bordas levemente pintadas de cola prata previamente seca. ApOs secagem da agua em
temperatura ambiente a amostra foi analisada no Microscépio Eletrénico Varredura - MEV
Helios NanoLab G3 CX - FEI (FEI company, USA), acoplado a um sistema de analise de
espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) do Centro de Caracterizacdo em
Nanotecnologia para Materiais e Catalise (CENANO) do Instituto Nacional de Tecnologia
INT.

4.2.5 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As medidas de AFM foram realizadas utilizando um equipamento de Microscopia de

Varredura por Sonda (SPM) XE7 da Park Instruments, disponibilizado pelo professor
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Fernando Gabriel Aradjo, coordenador do NanolLab, localizado no Departamento de
Engenharia Metaldrgica da UFOP. Sondas de silicio dopadas, NSC35, com constante de mola
nominal k ~ 5 N/m, raio R ~ 15 nm e frequéncia de ressonancia @ 0 ~ 150 kHz, no modo

contato intermitente.

4.2.6 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana da nanoestrutura de quitosana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em microplaca de 96 pogos, utilizando as bactérias indicadoras de higiene
Escherichia coli (E.coli), Enterobacter cloacae (E.cloacae), Salmonella sp. e Staphylococus
aureus (S. aureus). As bactérias foram padronizadas, em solucdo salina 0,8% (m/v), a 0,5 da
escala de McFarland (1,5x108 UFC/mL™). A nanoquitosana (1,5 mg/mL™1) foi diluida 28,6
vezes em agua destilada para ser aplicada na microplaca, atingindo concentracdo de 52,45

pg/mL2,

A disposicdo na microplaca se deu da seguinte forma: cada poc¢o da placa recebeu 115
puL de meio de cultura LB; 10 uL. de bactérias; agua destilada autoclavada e nanoestruturas de
quitosana. Os experimentos foram realizados em duplicata para cada bactéria, logo, duas
colunas para cada bactéria. Os pocos das linhas de A a H receberam diferentes volumes de
nanoestrutura, sendo de 0 pL na linha A a 75 pL na linha H. O volume de 4gua aplicado foi o
necessario para se ter um volume final de 200 pL. Em seguida, a microplaca foi incubada em

leitor de microplacas a 32 °C por um periodo de 44h.

4.3 Producéo do Biomaterial

4.3.1 Descelularizacéo

Amostras de pele bovina da regido do ubere foram coletadas em frigorifico, imersas
em solucdo salina, transportadas em caixas térmicas e processadas no laboratério com o
auxilio de pingas, bisturi e tesouras de forma a deixar somente derme e epiderme, removendo
todo o tecido adiposo subjacente. As amostras foram cortadas em fragmentos de
aproximadamente 0,5cm? cada. 13 fragmentos do grupo controle foram fixados em formalina
tamponada a 10% por 24hs, armazenados em alcool 70% em temperatura ambiente e

posteriormente foram incluidos em blocos de parafina para realizacdo da histologia. 94
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fragmentos foram submetidos ao processo de descelularizacdo utilizando a técnica adaptada
de Medeiros (2021), e consistiu de agitagdo dos fragmentos em solucédo de descelularizagéo.

A solucéo foi composta por SDS 1%, 1mM de EDTA, 0,3uM de inibidor de protease
Aprotinina. Os antibioticos utilizados foram penicilina/estreptomicina 1%. A troca da solucéo

foi feita a cada 24hs. Todo o preparo foi realizado em capela de fluxo laminar.

Ap6s 96 horas de descelularizacdo, os fragmentos foram submetidos ao processo de
dialise em agua Mili-Q sob agitacdo a 65rpm por 48 horas para a remoc¢édo de todo SDS. A
agua foi trocada 3x ao dia durante esse periodo. Apds a didlise, 77 fragmentos foram imersos
em tampdo fosfato salino (PBS) + antibidticos 1%, e armazenados sob refrigeracdo a 4°C,
enquanto 17 foram destinados a preparo para avaliacdes histoldgicas.

4.3.2 Funcionalizacdo da matriz dérmica acelular com nanoquitosana

O processo de funcionalizacéo se deu por adsorcdo da dispersdo de nanoquitosana nos
fragmentos descelularizados por 24hs sob agitacdo a 130 rpm. A dispersdo é composta por
1,17mg/ml de nanoquitosana, 3,5mg/ml de acido acético, 0,44mg/ml de tripolifosfato de
sodio.

Dos 47 fragmentos submetidos a adsor¢do, 17 foram fixados em formalina tamponada
a 10% por 24hs, armazenados em alcool 70% e posteriormente processados para histologia.
Seis fragmentos foram liofilizados para analises de MEV e FTIR, e os demais ficaram

armazenados em PBS + antibidticos 1% sob refrigeracao.

A solucéo remanescente utilizada na adsorcéo foi entéo levada ao banho ultrassonico
por 10 minutos para desagregacao da nanoquitosana e centrifugado por 10 min a 5000 rpm, a
fim de decantar os possiveis residuos teciduais que pudessem ter ficado na mesma. O mesmo

procedimento foi feito com a dispersdo controle de nanoquitosana.

Para o célculo da quantidade de nanoquitosana adsorvida, foi utilizada Espectroscopia
de Absorcdo Molecular na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-vis). Inicialmente foi feita
uma curva analitica (Figura 7) a partir da concentracdo 1,17mg/mL e as concentragdes
calculadas segundo a equacdo y = ax + b, na qual (y) representa a variavel de resposta
(absorbancia obtida); (x) representa a variavel independente (concentracdo do analito na
amostra); (a) € o coeficiente angular da regressao linear, e (b) é o coeficiente linear. Desta
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forma a equacdo da reta obtida usada para o célculo das concentragdes foi Y =
0,0516x+2,6282.
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Figura 7 - Curva analitica realizada com a dispersdo de nanoquitosana usada para funcionalizacdo da matriz
acelular, leitura no comprimento de onda de 204nm.

4.4 Caracterizacdo do Biomaterial

A caracterizacdo foi feita por imunofluorescéncia, extracdo de DNA, Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia de Forca Atdmica
(AFM).

4.4.1 Andlise Histoldgica

Para o processamento histolégico, os fragmentos foram previamente fixados em
formalina tamponada a 10% por 24hs, desidratados em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Posteriormente foi feita
microtomia com cortes isolados de 5 pum de espessura, para passar por diferentes coloragdes.

A histologia foi feita em grupos (n=5), sendo 5 fragmentos controle (tecido nativo), 5
fragmentos descelularizados, e 5 fragmentos descelularizados e funcionalizados. As laminas
foram coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), Tricromico de Gomori, Alcian Blue (pH

2,5) e Azul de Toluidina, totalizando 60 laminas (15 cada coloragéo).
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Os resultados foram analisados qualitativamente e fotodocumentados em microscopia
Optica de luz, com o auxilio de uma camera Olympus EP50, acoplada ao microscépio 6ptico

Olympus CX23, sob foco fixo e clareza de campo.

Na anélise, foram avaliados qualitativamente o0s quesitos: presenca ou auséncia de
células, espessura das fibras de coldgeno, espacamento entre as fibras e entrelagamento do

colageno e as imagens foram fotografadas em 5 campos distintos do material.

4.4.2 Imunofluorescéncia

A partir de cortes ndo parafinizados, montados sobre lamina de vidro, foi aplicada a
Solucéo de Coloracdo (300l DAPI + 150ul Vectashield + 1mL Glicerol PBS 7:5 + 20min no
vortex), apds 5 min foram vedados com laminula. A visualizagdo dos cortes foi feita em
microscopio de fluorescéncia modelo Olympus Bx60, acoplado com camera, nos aumentos de

100x e 400x. As imagens foram capturadas utilizando o programa ToupView.

4.4.3 Extracdo de DNA

Foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA Purification da Promega, no qual
fragmentos de 0,2cm? das amostras celularizadas, descelularizadas e funcionalizadas foram
colocados separadamente em tubos coOnicos transparentes de 1,5mL da marca eppendorf®
contendo 120ul de EDTA 0,5M e 500l de nuclease (Nuclei Lysis) em cada. Os fragmentos
foram digeridos adicionando 17,5ul de proteinase K (Macherey-Nagel®) em cada tubo, os
quais ficaram incubados a 55°C em leve agitacdo por 3h. Os tubos foram vortexados por 10
segundos de 1 em 1 hora. Apds esse processo, 200ul da solucdo de precipitacdo de proteina
foram adicionados em cada tubo, os quais foram vortexados novamente por 20 segundos e
colocados em gelo por 5 minutos. Para que a proteina forme um precipitado, os tubos foram
colocados em centrifuga a 13.000g por 4 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e
transferidos para tubos contendo 600l de isopropanol, que foram agitados gentilmente até a
observacdo da nuvem de DNA, e posteriormente centrifugados a 13.000g por 1 minuto em
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets formados foram
acrescidos de 600ul de etanol 70%. Os tubos foram invertidos gentilmente varias vezes para
lavar o DNA, e centrifugados a 13.000g por 1 minuto em temperatura ambiente. O etanol foi

aspirado e os tubos foram invertidos em papel absorvente por 15 minutos até ocorrer toda
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evaporacdo. 100ul de solugdo de reidratacdo do DNA foi adicionado e os tubos foram
incubados por 1 hora a 65°C.

A analise qualitativa do DNA extraido foi feita por eletroforese em gel de agarose.
Para isso, 1g de agarose foi adicionado a 100ml de tamp&o TBE 1X (Tris base 54g/L, &cido
borico 27,5¢/L, EDTA 2,92g/L). A mistura foi aquecida até que a agarose estivesse
completamente dissolvida e, em seguida, deixada esfriar até atingir um estado liquido viscoso,

mas nao solido.

O gel de agarose foi despejado em um sistema de represamento de gel, contendo
pentes para formar os pocos, e permitiu-se a polimerizacdo. O marcador padrdo foi preparado
contendo fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos (100pB), para servir como
referéncia na eletroforese. O gel de agarose foi colocado no tanque de eletroforese e coberto
com tampao de corrida (TBE 1X) até que todo o gel ficasse submerso. Os marcadores padres
foram adicionados a um poco do gel, e as amostras de DNA extraidas foram adicionadas a
outros pocos. A fonte de alimentacdo eletroforética foi conectada ao gel e uma voltagem baixa
e constante foi aplicada. A eletroforese ocorreu por um periodo de 40 minutos.
Posteriormente, o gel foi removido do tanque e colocado em um transiluminador para
visualizar o DNA. As faixas de DNA foram fotografadas e documentadas para analise
posterior. A qualidade e quantidade do DNA genémico extraido foram avaliadas com base

nas intensidades das faixas no gel.

4.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS)

Para realizar as andlises dos scaffolds por meio de MEV, as amostras foram
liofilizadas, seccionadas e distribuidas entre grupo descelularizado (Al superficie superior,
A2 corte sagital e A3 corte transversal) e grupo funcionalizado (A4 superficie superior, A5
corte sagital e A6 corte transversal). Em seguida, foram metalizadas com platina por 3
minutos no Sputtering Emithech K550x e levadas para analise morfolégica no QUANTA
FEG 450 do Centro de Caracterizagdo de Nanotecnologia do Instituto Nacional de Tecnologia
- INT (CENANO).

Por meio do sistema de microanalise quimica acoplado, foi feita a andlise de
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) para obter informagdes de composicéo

elementar das amostras.
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4.4.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Amostras de fragmentos descelularizados e funcionalizados foram liofilizadas, e as
medidas de espectroscopia de absorc¢do no infravermelho com transformada de Fourier foram
realizadas no Laboratdrio de analise e caracterizacdo de farmacos — LACFar da UNIFAL-MG
em espectrometro de infravermelho Nicolet iS50 FTIR da Thermo Scientic acoplado a um
ATR da Pike Techinologies.

4.4.6 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

As amostras descelularizadas e funcionalizadas foram processadas histologicamente,
incluidas em parafina, cortadas em micrétomo a 7um e depositadas em laminulas de vidro
(1,0x1,0cm).

As medidas foram realizadas utilizando um equipamento de Microscopia de Varredura
por Sonda (SPM) XE7 da Park Instruments, disponibilizado pelo professor Fernando Gabriel
Araljo, coordenador do NanoLab, localizado no Departamento de Engenharia Metalurgica da
UFOP.

O equipamento utilizado consiste em um microscépio de forca atdbmica Park XE7
(Park Systems), sob umidade e temperatura ambiente, no modo contato intermitente, com
sonda de silicio dopadas, NSC35, com constante de mola nominal k ~ 5 N/m, raio R ~ 15 nm
e frequéncia de ressonancia ® 0 ~ 150 kHz. O software XEI foi utilizado para processamento

e anélises de imagens.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da Nanoquitosana

5.1.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O raio hidrodinamico foi de 75,48 + 13,73 nm e o indice de polidispersao ficou entre
0,393 + 0,015.

5.1.2 Potencial zeta

O potencial zeta das nanoestruturas de nanoquitosana foi medido e utilizado para
avaliar a estabilidade e a carga superficial das particulas. O valor obtido foi de 3,90 + 1,10

mV. Esses resultados indicam uma carga positiva da nanoquitosana.

5.1.3 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A MET mostra quitosana nanoestruturada com estrutura irregular (Figura 8), com
tamanhos e formatos variados, sendo ao menos uma das dimensoes em escala nanométrica.

Figura 8 - Microscopia Eletronica de Transmissdo da nanoquitosana. As micrografias eletronicas obtidas com
MET Jeol 1400 (LNNano) mostram quitosana nanoestruturada com estrutura irregular. Escala 100nm.
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5.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Como se pode observar na figura 9, as nanoestruturas de quitosana apresentam

morfologia topografica que corrobora com o formato visualizado pela analise em MET.

Figura 9 - Microscopia eletronica de Varredura da dispersdo de nanoquitosana em placa de silicio. As
micrografias obtidas com MEV Helios NanoLab G3 CX - FEI (INT) mostram a topografia da superficie da
quitosana nanoestruturada, sendo possivel observar algumas estruturas volumosas indicativas de grumos.

5.1.5 Espectroscopia por Disperséo de Elétrons (EDS)

A andlise da amostra pura de nanoquitosana em dispersdao de TPP e acido acético,
retornou um resultado coerente com a natureza organica da amostra que é rica em carbono,
oxigénio entre outros. Uma vez que o EDS fornece dados de concentracdes relativas e que a
nanoquitosana esta em baixa concentracdo na dispersdo (1,17mg/mL) justifica-se o pico de
carbono mais discreto em relacdo aos picos dos outros elementos. Pois, tanto sédio quanto
oxigénio se encontram aumentados por serem componentes presentes na dispersdo de TPP de

sodio, ja o silicio aparece por ser o substrato no qual a amostra foi fixada.
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Figura 10 - EDS da dispersdo de nanoquitosana. Possivel observar os picos elementares organicos caracteristicos
(C e 0), bem como os picos de Na e O referentes ao tripolifosfato de sodio e o Si referente ao substrato.

Element App Intensity ~ Weight%  Weight%  Atomic%
Conc. Corrn. Sigma
C 16.96 0.1886 28.16 0.49 38.17
0] 58.58 0.4432 4141 0.36 42.14
Na 43.75 0.7548 18.15 0.16 12.86
Si 18.23 0.7737 7.38 0.08 4.28
P 15.63 1.0758 4.55 0.06 2.39
Cl 0.62 0.6766 0.28 0.02 0.13
Ca 0.20 0.9017 0.07 0.02 0.03
Totals 100.00

Tabela 1 - Analise Elementar detectada em EDS.

5.1.6 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A andlise por Microscopia de Forca Atémica (AFM) da dispersdo de nanoquitosana
aplicada a um substrato de mica revelou caracteristicas relacionadas a sua organizagdo e
tamanho molecular. A figura 11 mostra imagem de fase com a presenca do analito, as analises
das imagens reforcam a tendéncia de agrupamento da nanoquitosana, evidenciada pela
presenca de regiGes com coloragcdo amarela clara. Por meio de analises quantitativas, apos o
processamento da imagem foi estimada uma altura média de 9,4+1,49 nm para a

nanoquitosana.
22.1nm

15.0

10.0

0.1

Figura 11 - Microscopia de Forca Atémica (AFM) da dispersdo de nanoquitosana. As regifes em amarelo claro
indicam a tendéncia de agrupamento das nanoestruturas. Escala 5 pm.
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5.1.7 Atividade antibacteriana

As curvas de crescimento bacteriano foram obtidas por meio dos valores de

absorbancias medidas ao longo de 46 hs de experimento para cada bactéria analisada.
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Figura 12 - Atividade antibacteriana da nanoquitosana para a bactéria Staphylococus aureus. Absorbancia
medida com o tempo, a 625nm, por um periodo de 46 horas.
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Figura 13 - Atividade antibacteriana da nanoquitosana para a bactéria Enterobacter cloacae. Absorbancia
medida com o tempo, a 625nm, por um periodo de 46 horas.
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Figura 14 - Atividade antibacteriana da nanoquitosana para a bactéria Salmonella sp. Absorbancia medida com o
tempo, a 625nm, por um periodo de 46 horas.
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Figura 15 - Atividade antibacteriana da nanoquitosana para a bactéria Escherichia coli. Absorbancia medida com
0 tempo, a 625nm, por um periodo de 46 horas.
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Para todas as bactérias estudadas (Staphylococus aureus, Enterobacter cloacae,
Salmonella sp. e Escherichia coli) nas diferentes concentragdes (0,26 pug/mi™ a 19,7 pg/mi™)
observou-se inibi¢do no crescimento quando comparado com a curva do branco, no qual havia
apenas bactéria sem qualquer tipo de inibidor. Além disso, as absorbancias se mantiveram
constantes proximas de 0,1 ao longo do tempo, indicando possivel atividade bacteriostatica da

nanoestrutura.

5.2 Producéo do Biomaterial

5.2.1 Descelularizacao

Apo6s o processo de descelularizagdo, os fragmentos que antes mediam cerca de
0,5cm? se apresentaram visualmente intumescidos e passaram a apresentar uma coloragéo
mais clara conforme esperado, porém macroscopicamente se mostravam bem estruturados e

com arcabouco de sustentacdo preservado.

Para a avaliacdo da eficicia da técnica foram feitos estudos morfoldgicos cujos

resultados serdo descritos abaixo.
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Figura 16- Comparativo entre amostras (a) controle (nativo), (b) descelularizada e (c) descelularizada e
funcionalizada com nanoquitosana.

5.2.2 Funcionalizac¢ao da matriz dérmica acelular com nanoquitosana

O Processo de funcionalizacéo foi bem sucedido conforme se observa na figura 17, do
total de nanoquitosana constante na dispersao usada para imersdao dos fragmentos, 50,4%
(0,58mg/mL) foram adsorvidos.
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Figura 17 - Adsorcéo de nanoquitosana pelos fragmentos de matriz descelularizada ap6s imersdo por 24hs em
temperatura ambiente. O controle utilizado foi a dispersdo de nanoquitosana na concentragéo de 1,17mg/ml. O
analito consistiu da solucdo retirada apds adsor¢do nos fragmentos, que obteve uma média de 0,59mg/ml,
indicando que o remanescente foi adsorvido pela matriz. Leitura no comprimento de onda de 204nm.

5.3 Caracterizacéo do Biomaterial

5.3.1 Andlise Histoldgica

A figura 18 mostra cortes da pele in natura (controle) corados em H&E, Alcian Blue e
Tricromico de Gomori. E possivel observar arquitetura classica deste 6rgdo, com epiderme e
derme bem estruturadas, mostrando epiderme constituida de tecido epitelial pavimentoso

estratificado e ceratinizado.

Na derme papilar observa-se o tecido conjuntivo frouxo, no qual se alojam os
apéndices naturais desse 6rgdo como foliculos pilosos e glandulas sebaceas.

A derme reticular se apresentou de forma caracteristica, ou seja, com tecido conjuntivo

denso ndo modelado exibindo fibras coladgenas de grosso calibre e numerosos fibroblastos,

células residentes deste tecido.
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Figura 18 - Avaliagéo histoldgica de fragmento controle (pele nativa) em corte longitudinal utilizando coloragéo
de H&E (A e B), Alcian Blue (C) e Tricromico de Gomori (D). E: Epiderme; C: Ceratina; DP: Derme papilar;
DR: Derme reticular; FP: Foliculo Piloso; GS: Glandula sebécea; N: ntcleos. Aumento de 100x (barras de escala
=200pum) em A, C e D. Aumento de 400x (barras de escala = 50um) em B.

Quando comparado ao controle, a verificacdo da eficacia da descelularizacdo nessas
coloragOes, é representada pela auséncia de nucleos celulares (hematoxilina e preto do
Gomori), e a manutencdo das fibras colagenas (verde do Gomori) e glicosaminoglicanos

(Alcian blue) dispostos conforme sua arquitetura original (Figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19 - Avaliagdo histoldgica de pele (corte longitudinal) utilizando coloragdo de H&E. As imagens A, B e C representam os grupos Controle (A), Descelularizado (B),
Descelularizado e funcionalizado (C), respectivamente, em aumento de 100x (barras de escala = 200um). As imagens D, E e F representam os grupos Controle (D),
Descelularizado (E), Descelularizado e funcionalizado (F), respectivamente, em aumento de 400x (barras de escala = 50um). As setas pretas indicam nucleos celulares, que
estdo presentes somente no controle (A e D). Setas vermelhas indicam regiGes glandulares (A). As setas verdes indicam a regido de derme papilar preservada ap6s a remogao
da epiderme no processo de descelularizagdo (B e C). As setas amarelas indicam regido de foliculo piloso (A), que mantém sua arquitetura ap6s a descelularizagdo (B e E), e
apos a funcionalizagdo (C). As setas azuis mostram a manutencdo da estrutura das fibras colagenas (E e F), e a seta roxa mostra preservagdo das fibrilas (E).
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Figura 20 - Avaliagdo histologica de pele (corte longitudinal) utilizando coloragdo de Tricromico de Gomori. As imagens A, B e C representam os grupos Controle (A),
Descelularizado (B), Descelularizado e funcionalizado (C), respectivamente, em aumento de 100x (barras de escala = 200um). As imagens D, E e F representam 0s grupos
Controle (D), Descelularizado (E), Descelularizado e funcionalizado (F), respectivamente, em aumento de 400x (barras de escala = 50um). As setas pretas indicam ndcleos
celulares, que estdo presentes somente no controle (A e D). As setas verdes indicam a regido de derme papilar preservada apds a remocéo da epiderme no processo de
descelularizagdo (B e C). As setas amarelas indicam regido de foliculo piloso (A), que mantém sua arquitetura apés a descelularizacéo (B e E), e ap6s a funcionalizagdo (C).

As setas azuis mostram a manutengdo da estrutura das fibras colagenas (E e F), e a seta roxa mostra preservacao das fibrilas (E).
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(B), Descelularizado e funcionalizado (C), respectivamente, em aumento de 100x (barras de escala = 200um). As imagens D, E e F representam os grupos Controle (D),
Descelularizado (E), Descelularizado e funcionalizado (F), respectivamente, em aumento de 400x (barras de escala = 50um). As setas pretas indicam nucleos celulares, que
estdo presentes somente no controle (A e D). As setas verdes indicam a regido de derme papilar preservada apds a remocéo da epiderme no processo de descelularizagéo (B e
C). As setas amarelas indicam regido de foliculo piloso (A), que mantém sua arquitetura apo6s a descelularizacdo (B e E), e ap6s a funcionalizagdo (C). A anélise mostra
coloracéo de alcian blue positiva na matriz, com indicios de preservacgdo dos glicosaminoglicanos (GAGS).
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Por meio da anélise histoldgica evidenciou-se que as amostras controles (in natura)
possuem nucleos celulares intactos possiveis de serem observados nas colora¢cdes de H&E
(Figuras 19A e 19B), em tricrébmico de Gomori (Figuras 20A e 20B), e em Alcian Blue
(Figuras 21A e 21B).

Nas amostras descelularizadas ndo é possivel visualizar nicleos celulares, bem como a
epiderme, visto que as células que compdem o epitélio estratificado sdo removidas no
processo, 0 que demonstra indicios de completa descelularizacdo do material. No entanto,
observa-se a regido de membrana basal (interface epiderme-derme), bem como as regides de
foliculos pilosos e regiGes glandulares, mostradas nas partes C e D das figuras 19, 20 e 21.
Essas regifes também foram mantidas apds processo de funcionalizacdo, conforme observado

nas partes E e F das referidas figuras.

Em todas as coloracGes foi possivel observar indicios da manutencdo da arquitetura
basica da matriz, principalmente em maior aumento, bem como a preservacao de seus
componentes ndo soluveis, como as fibras colagenas (visualizadas principalmente pela
coloragdo de tricromico de Gomori, Figura 20), e os glicosaminoglicanos (GAGS)
(visualizados pela coloragéo de alcian blue, Figura 21). N&o se observa diferenca estrutural
entre as amostras funcionalizadas com a nanoquitosana ou ndo. Porém, o processo de
descelularizacao deixa a matriz com as fibras mais espacadas, visto que seriam os locais onde

antes estavam fixados os componentes celulares.

Esses resultados indicam que o método de descelularizacdo utilizado obteve éxito na

remocao das células e na manutencdo da estruturas e componentes da matriz.

5.3.2 Imunofluorescéncia

A fim de verificar a eficiéncia do processo de descelularizacdo, foi realizada a
imunofluorescéncia para marcacdo de nucleos celulares. A avaliacdo por DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) mostra a matriz celular original com material genético intacto, ou
seja, células integras, é possivel perceber uma representacdo da densidade de células na
amostra.

Por outro lado, a matriz descelularizada mostra a auséncia de nucleos celulares, com a
matriz composta principalmente de componentes extracelulares, como proteinas e matriz

colagena.
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Figura 22 - Fotomicrografia de imunofluorescéncia com marcacdo por DAPI. Na amostra controle (tecidos in
natura) representadas em (A), é possivel observar a presenca de nucleos celulares. A amostra descelularizada (B)
ndo apresenta nucleos, ficando em evidéncia somente a arquitetura da matriz.
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5.3.3 Extracdo de DNA

Para comparar a expressao de DNA nas amostras controle, descelularizadas e
descelularizadas funcionalizadas com nanoquitosana, foi realizada a eletroforese em gel de

agarose 1% representada na Figura 23.

Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose do DNA total extraido das amostras controle (CTR), descelularizada
(DESCEL) e descelularizada e funcionalizada com nanoquitosana (FUNC). Utilizou-se um marcador padrdo de

100pB.

Os resultados obtidos corroboram os dados obtidos por DAPI uma vez que o conteudo
de DNA representado € visivelmente maior na amostra controle do que na descelularizada e

na funcionalizada, indicando sucesso na descelularizacao.
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5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) da matriz descelularizada
mostra que a matriz extracelular teve sua estrutura tridimensional preservada apds o processo
de descelularizagcdo. Nos cortes superior, longitudinal e transversal é possivel observar a
integridade dos componentes ndo sollveis da matriz, como colageno e elastina, a manutencédo
da interconectividade dos espacos, antes preenchidos por substancia fundamental amorfa e

células também fica clara.

Em vista superior é possivel observar a topografia homogénea da superficie, o que
indica que o processo de descelularizacdo ndo prejudicou a matriz, as fibras colagenas,
subjacentes ao epitélio que foi destruido no processo, se mostram integras e com organizacao
concéntrica (Figura 24A), estruturando os foliculos pilosos que por sua vez tém a distribuico
homogénea e exibem resquicios dos pelos (Figura 24B). A matriz descelularizada (Figura

24A) e funcionalizada (Figura 4B) ndo mostram diferencas estruturais.
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Figura 24 - Microscopia Eletrdnica de Varredura de vista superior de amostras descelularizadas em (A), e
descelularizadas e funcionalizadas com nanoquitosana em (B). Em ambas as imagens se observa estrutura
tridimensional da superficie bem preservada com foliculos pilosos exibindo resquicios de pélos (setas amarelas).
Escala de 500um.
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Nas imagens obtidas em corte longitudinal (Figura 25A) fica clara a eficiéncia do
processo de descelularizagdo uma vez que é possivel verificar o foliculo piloso (apontado
pelas setas amarelas) em toda sua extensdo (profundidade) e ndo sdo observadas células, nem
mesmo “debris” celulares. Nota-se que a derme papilar se conserva bem estruturada (setas
verdes), com um arcabouco de fibras coldgenas bem preservadas (setas azuis) (Figura 25B)

sempre acompanhadas por fibras elasticas abundantes (setas roxas) (Figura 25C). Em maior

aumento é possivel observar a morfologia tipica das fibras colagenas (Figura 26).

Figura 25 - Microscopia Eletronica de Varredura de corte longitudinal de amostra descelularizada. Em (A), é
possivel observar a manutencdo da estrutura da pele apds a descelularizagdo, com preservacdo da arquitetura da
derme papilar (setas verdes) e de foliculos pilosos (setas amarelas). Em (B) € possivel observar fibras com
estrutura semelhante a fibras colagenas (setas azuis), que também se encontram em maior aumento junto a
estruturas semelhantes a fibras de elastina (setas roxas) (C). Em (a) escala de 1mm, (b) escala de 200um, (c)
escala de 40pm.
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Figura 26 - Microscopia Eletronica de Varredura de corte transversal de amostra descelularizada. Possivel
observar a morfologia tipica estriada indicativa de fibras colagenas (seta azul). Escala de 3um.

Também foi possivel perceber a presenca preservada de esférulas de coacervacao,

usadas na montagem (polimerizacao) das fibras elasticas (Figura 27).

Figura 27 - Microscopia Eletrénica de Varredura de corte transversal de amostra descelularizada. Possivel
observar esférulas de coacervagdo (setas roxas). Escala de 10um.
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Nas amostras funcionalizadas, o que se destaca &, nos maiores aumentos a presenca
um “aspecto bolhoso” na superficie das fibras colagenas, que se presume ser a nanoquitosana,
uma vez que essa alteracdo morfoldgica ndo foi visualizada nas imagens das amostras ndo

funcionalizadas.

Figura 28 - Microscopia Eletronica de Varredura de corte transversal de amostra descelularizada e
funcionalizada com nanoquitosana. Possivel observar estruturas bolhosas aderidas a matriz, em tamanhos
nanométricos, com indicios de ser nanoestruturas de quitosana. Escala de 2pm.

5.3.5 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O estudo de espectroscopia de FTIR foi empregado para analisar qualitativamente a

presenca de grupos funcionais dos scaffolds de MECd, conforme apresentado na Figura 29.
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Figura 29 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho. A leitura da amostra funcionalizada com
nanoquitosana esta representada em azul, enquanto a amostra descelularizada sem nanoquitosana esta
representada em vermelho.

Os resultados mostram que o0s grupos funcionais presentes no material descelularizado
se mantiveram apds a funcionalizacdo. No entanto, devido a concentracdo de nanoquitosana
adsorvida pelo scaffold, os espectros podem estar sobrepostos, ja que, tanto o colageno da
matriz, quanto a nanoquitosana, apresentam o0s picos caracteristicos das amidas I, Il e 11l. O
alongamento C=0 da amida | foi identificado em 1631 cm, a vibrag&o da ligacio NH a 1539
cm? representa a amida Il, e o alongamento de NHs* aparece no espectro de 1387 cm™ e

indica amida Il1, conforme encontrado por Ngo e colaboradores (2020).

Espectros de quitosana com picos entre 3300 cm™ e 3400 cm™ (bandas de estiramento
axial de OH), conforme encontrados por Novaes e colaboradores (2020), podem estar
sobrepostos as bandas de alongamento NH presentes na matriz. Outros estudos também
apontam picos caracteristicos de nanoquitosana em 1631 cm™ e 1539 cm, respectivamente as
bandas de amidas | e Il (NGO et al., 2020), e em 2850 cm™ e 2924 cm™ (estiramento C-H)
(TAYEL et al., 2021).
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5.3.6 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Na analise por Microscopia de Forca Atdmica (AFM) das duas matrizes extracelulares
descelularizadas, sendo uma funcionalizada com nanoquitosana e a outra ndo funcionalizada,
observou-se diferenca na propriedade de rigidez entre as amostras. Na matriz funcionalizada
com nanoquitosana, foi observada uma distribuicdo homogénea das propriedades mecanicas
da superficie, sugerindo uma uniformidade na densidade das ligacGes e nas caracteristicas
topogréficas. No entanto, na matriz ndo funcionalizada, foram identificados pontos
localizados que exibiram uma menor rigidez, indicando &reas potencialmente mais flexiveis
ou menos densamente estruturadas. Esses pontos de menor rigidez ndo foram evidentes na
matriz funcionalizada. Esta diferenca sugere que a funcionalizacdo com nanoquitosana pode
estar influenciando a organizacdo estrutural da matriz extracelular, resultando em uma
distribuicdo mais uniforme das propriedades mecanicas.

E possivel perceber uma topografia mais irregular na regido de derme papilar que
indica a presenca de fibras de calibre variado podendo inclusive variar quanto a composi¢éo
(coldgenas ou elasticas) Ja na regido de derme reticular as imagens mostram fibras mais

espessas com superficie mais homogénea.

Em todas as amostras foram medidos trés pontos (R1, R2 e R3), conforme indicados
na Figura 30.

Figura 30 - Imagem representativa de microscopia Optica de corte histolégico de fragmento de matriz indicando
as regides onde foram feitas as medidas de AFM, representadas por R1, R2 e R3. Aumento de 10x.
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Figura 31 - Microscopia de forca atdbmica de amostras descelularizadas (A, C e E), e descelularizadas
funcionalizadas com nanoquitosana (B, D e F). A e B foram medidas em R1, C e D em R2, E e F em R3. Nota-se
a diferenca de espessura e homogeneidade das fibras entre as regides de derme papilar (A e B) e reticular (E e F).
Nas amostras sem nanoquitosana, & possivel observar pequenas estruturas pontilhadas (setas vermelhas)
referentes ao afundamento da sonda, indicando areas mais maledveis. As setas azuis (C) mostram um relevo
diferenciado indicando uma sobreposi¢éo de fibra com maior rigidez.
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6 DISCUSSAO

As lesbes agudas e cronicas sdo consideradas um problema global de sadde publica.
Além dos custos diretos com o tratamento, os custos indiretos como salarios perdidos,
cuidado prolongado de deformidades, e traumas emocionais contribuem para o impacto
socioeconémico (MANITA et al., 2021).

As queimaduras estéo entre os tipos de trauma mais comuns em todo o mundo. 1sso €
destacado pelo fato de que dos 27 milhdes de atendimentos de emergéncia anualmente nos
Estados Unidos, 26% (7 milhdes) sdo devidos a feridas abertas, predominantemente
gueimaduras (PALACKIC et al., 2022). A atencdo médica relacionada a queimaduras €
necessaria para 11 milhdes de pessoas a cada ano e, aproximadamente 10% dos pacientes
apresentam queimaduras cobrindo 30% ou mais de sua superficie corporal total. A
mortalidade é substancialmente alta, e os pacientes podem apresentar incapacidades ao longo
da vida (MANITA et al.,, 2021). Cronicamente, as queimaduras levam a cicatrizes,

contraturas, dor e comprometimento do bem-estar psicossocial (PALACKIC et al., 2022).

Da mesma forma, as feridas cronicas representam um fardo pesado para os pacientes,
suas familias e o sistema de saude. Na Europa, existem cerca de 2 milhdes de pacientes com
feridas cronicas e, em paises como o Reino Unido, o tratamento de feridas cronicas representa
cerca de 3% (5 bilhdes de libras anuais) dos custos totais do sistema de satde. Os gastos no
tratamento de Ulceras venosas, arteriais, diabéticas e de pressao sdo estimados em mais de 25
bilhGes de dolares americanos por ano (MANITA et al., 2021). A situacdo se agrava devido
ao aumento da populacédo de idosos e ao aumento da morbidade dos pacientes decorrente de
obesidade, hipertensdo arterial e diabetes mellitus (DA et al., 2021). Estima-se que cerca de
25% dos pacientes com diabetes mellitus (tipos 1 ou 2) sofrerdo de uma Ulcera ao longo da
vida. As Ulceras diabéticas sdo reconhecidas como uma das principais causas mundiais de
morbidade e mortalidade (BAHMAD et al.,, 2021). As Uulceras por pressdo também
apresentam uma alta incidéncia, ja que todos os anos, mais de 2,5 milhGes de pessoas nos
Estados Unidos desenvolvem esse tipo de lesdo (SNYDER et al., 2020).

O conceito de feridas complexas ou de dificil cicatrizacdo € definido como aquelas
cuja dimenséao néo regrediu entre 40-50% nas primeiras quatro semanas, apesar do tratamento
convencional instituido. Essas feridas sdo chamadas de recalcitrantes quando ndo apresentam

melhora ap0s seis meses de tratamento adequado, alertando sobre a possibilidade de etiologias



67

incomuns ou para a necessidade de tecnologias mais avancadas de tratamento (JORGE et al.,
2021).

A utilizacdo de enxertos de pele em lesdes de espessura parcial profunda e total ainda
€ 0 método mais comum de reparo tecidual. No entanto, algumas limitacbes como a baixa
disponibilidade dos tecidos bioldgicos, e riscos de resultados funcionais e estéticos
indesejados (cicatrizes hipertroficas, pouca elasticidade da pele e limitagdes no movimento)

trazem a necessidade de novos biomateriais no mercado (YASTI et al., 2023).

O uso de substitutos cutaneos vem sendo relatado na literatura em casos de
gueimaduras extensas, cancer de pele, pioderma gangrenoso periestomal, Ulceras de pé
diabético, ulcera vasculopatica, Ulcera venosa, dermatite por radiacdo, feridas cirargicas e
traumaticas (PAGGIARO et al., 2019; STOLL et al., 2021; SALLOUM et al., 2023).

Embora haja evidéncias de que os substitutos contendo células tém eficacia na
cicatrizagdo, os substitutos acelulares vém obtendo destaque quando comparados a eles,
principalmente no que tange ao custo-beneficio (MANITA et al.,, 2021). Um estudo
comparativo realizado por Zelen e colaboradores, mostra que o substituto Oasis®, acelular,
apresentou resultados semelhantes ao Apligraf®, celular, com fechamento completo da leso
dentro de 4 a 6 semanas, porém o tratamento com o substituto acelular apresentou um custo
significativamente menor (ZELEN et al., 2016). Outro estudo comparativo entre substituto
celular e acelular foi realizado por Subramaniam e colaboradores (2022) utilizando modelo
animal com lesdes de espessura total. Esses autores testaram trés tipos de substitutos cutaneos,
sendo o primeiro acelular feito de hidrogel de colageno com meio condicionado de
fibroblastos dérmicos (Col-DFCM), o segundo compreendia colageno com células da pele
recém colhidas (OTC), e o terceiro consistia em um gel de plasma com células da pele recém
colhidas (PRP). Os resultados demonstraram pela porcentagem de reducdo do tamanho da
ferida, que nos animais tratados com o substituto acelular as feridas cicatrizaram mais
rapidamente, sendo Col-DFCM (91,34 a 23,35%) seguido por OTC (84,49 a 23,13%), PRP
(77,73 a 20,9%) e grupo ndo tratado (73,94 a 23,71%). Analises histologicas e imuno-
histoquimicas confirmaram a integridade e maturidade da pele reparada.

Além da eficiéncia na inducdo do fechamento de feridas, o uso de biomateriais
descelularizados apresenta outras vantagens significativas em relacdo as terapias celulares.
Uma das principais vantagens é a eliminagdo do risco imunoldgico associado ao transplante
de células vivas, reduzindo a possibilidade de rejeicdo do tecido implantado. Adicionalmente,

a estabilidade e o armazenamento prolongado dos biomateriais descelularizados facilita sua
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distribuicéo e utilizagdo, tornando-os mais acessiveis, ndo s6 do ponto de vista econdmico e
funcional, mas também logistico. Isto é, ndo requerer o cultivo in vitro de células, esses
biomateriais também simplificam o processo de tratamento, economizando tempo e recursos.
Os materiais acelulares oferecem uma abordagem terapéutica promissora e ética, superando
algumas das limitagcBes associadas as terapias celulares, e fornecendo uma opgéo eficaz e
segura para o tratamento de diversas condi¢fes médicas (GRANJEIRO et al., 2018; SILVA
JUNIOR et al., 2018).

Dentre os biomateriais acelulares, as matrizes dérmicas podem ser obtidas de fontes
distintas, e a literatura traz excelentes resultados de seu uso. Lee e colaboradores (2022)
avaliaram as caracteristicas histoldgicas e imuno-histoquimicas de cicatrizes resultantes do
uso de dois substitutos dérmicos em queimaduras, sendo um de fonte alogénica (Alloderm®) e
outro de fonte xenogénica bovina (Matriderm®). Os resultados mostraram uma maior
deposicdo de coldgeno de forma organizada nas cicatrizes tratadas com ambos substitutos
dérmicos em comparacdo ao grupo nao tratado, mas nao indicaram diferencas entre elas. A
organizacdo do colageno indica uma melhora na qualidade do tecido cicatricial. As anélises
imuno-histoquimicas também revelaram uma reducdo na presenca de células inflamatorias
nas cicatrizes tratadas, sugerindo um efeito anti-inflamatorio dos substitutos dérmicos

acelulares.

Esses materiais podem ser também utilizados como uma espécie de precursor do
enxerto para melhorar as caracteristicas dos tecidos. Os enxertos de pele quando utilizados de
forma isolada, podem fornecer resultados funcionais e estéticos insatisfatorios, possivelmente
devido as contraturas cicatriciais e profundidade excessiva da ferida, com subsequente
depressdo aparente da area enxertada (PAGANELLI et al., 2023). Paganelli e colaboradores
(2023) realizaram estudo comparativo de cicatrizacdo de feridas ap6s utilizacdo de substitutos
dérmicos acelulares em combinacdo com enxerto de pele de espessura parcial em cirurgia
dermato-oncoldgica. Foi comparado o uso do MatriDerm® com o Integra®, no qual nio houve
diferencas significativas no contetdo da derme neoformada, nem no infiltrado inflamatério
(predominio de neutrofilos e linfocitos, e ocasionalmente eosindfilos). No entanto, o
MatriDerm® mostrou ser reabsorvido mais rapidamente do que o Integra®, e foi observada
maior taxa de infeccdo em pacientes que utilizaram o Integra, 0 que pode estar relacionado a

proliferagdo bacteriana na camada oclusiva de silicone que o MatriDerm® n&o apresenta.

O principal objetivo da medicina regenerativa na area de lesdes de pele é alcancar a

regeneracdo tecidual (remodelagdo construtiva) da estrutura e seus anexos, em vez da
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formagéo de tecido cicatricial. MECs descelularizadas promovem a remodelagéo construtiva
do tecido hospedeiro em vez da formacdo de tecido cicatricial, o que é de grande beneficio, e

evita complicac@es a longo prazo e os custos gerais (GUPTA et al., 2018).

Nesse sentido, o desenvolvimento de um biomaterial de matriz dérmica acelular se

mostra promissor na aplicagdo em cicatrizacdo de feridas.

Conforme apresentado na revisdo de literatura, a associagdo de biomateriais com
diferentes tipos de nanoestruturas tem mostrado vantagens tanto nas propriedades reoldgicas
dos mesmo quanto da sua capacidade funcional, e a nanoquitosana apresenta qualidades ideais
visto que sua adicdo a uma matriz dérmica acelular pode resultar em um material
biocompativel, biodegradavel e rico em fatores indispensaveis para que ocorra 0 reparo

tecidual.

Porém, para que isso possa ser feito € preciso que tanto o biomaterial quanto a
nanoestrutura sejam produzidos, caracterizados e testados quanto citocompatibilidade para
que depois possam ser feitos os teste de interacdo bioldégica em modelos animais e séo esses
aspectos que serdao discutidos a seguir sobre a matriz dérmica bovina descelularizada e

funcionalizada com nanoquitosana.

Embora diferentes estudos, como o de Ldpez-Cervantes et al. (2019), com diferentes
pacientes, que demonstraram resultados significativos acerca da eficacia dos efeitos da
quitosana como um potente agente cicatrizante de feridas, principalmente as cronicas, e
Soubhagya e colaboradores (2020) que obtiveram resultados satisfatorios na cicatrizacdo de
feridas utilizando um biocompdsito a base de quitosana e carboximetilpululana, devido ao
fato de este ser um material com excelente resisténcia mecanica, taxa de inchaco,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e atividade antibacteriana. E muitos autores vem
estudando o uso de nanoestrutura de quitosana para encapsulamento de bioativos, agente
antimicrobiano, confeccdo de biofilmes dentre outros (CRUZROMERO et al., 2013; NEVES,
2013; ZHAO et al., 2011; DARWESH et al., 2018).

Faz-se importante notar que, em geral, as nanoestruturas apresentam alta
permeabilidade através das barreiras naturais do corpo humano (SAWERES-ARGUELLES et
al., 2023). Uma vez que as mesmas caracteristicas fisico-quimicas Unicas que tornam 0s
nanomateriais desejaveis para muitos setores, também podem exercer efeitos de toxicidade,
além do uso em concentracdes seguras, € de grande importancia que o nanomaterial seja

sintetizado de forma correta, bem como caracterizado por diferentes métodos.
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Neste trabalho, as nanoestruturas de quitosana foram sintetizadas com sucesso pelo
método de gelificacdo ibnica. As deformacgOes das regides cristalinas da quitosana levam a
uma reticulacdo ibnica com o tripolifosfato, aumentando o desarranjo das cadeias de
quitosana resultando na formacgdo de nanoestruturas amorfas. Isso pode ser atribuido como
resultado da substituicdo de hidroxila e grupos amino devido a deformacgdo da ponte de
hidrogénio na cadeia original de quitosana, que quebram com eficiéncia a regularidade do

empacotamento das principais cadeias de quitosana (AHMED et al., 2021).

Com relacdo ao tamanho das nanoestruturas, o raio hidrodinamico, obtido por DLS,
foi de 75,48 £ 13,73 nm. Lorevice et al. (2014) conseguiram nanoestruturas a 142 e 250 nm, e
Darwesh et al. (2018) que obtiveram tamanhos entre 3 e 6 nm, no entanto, o tamanho esta
diretamente relacionado as formas de preparacdo. O indice de polidispersdo ficou entre 0,393
+ 0,015, estando dentro dos pardmetros recomendados para polimeros naturais (abaixo de
0,4).

O potencial zeta das nanoestruturas foi de 3,90 £ 1,10 mV. O potencial zeta da
nanoquitosana pode variar dependendo de varios fatores, como o pH do meio, a concentracao
de ions da solucdo, modificacdo da superficie das nanoestruturas e outros parametros
experimentais. No entanto, geralmente espera-se que a nanoquitosana apresente um potencial
zeta positivo, assim os resultados obtidos corroboram com a literatura. A quitosana é
conhecida por possuir grupos funcionais aminos (NH2) em sua estrutura, 0s quais podem ser
ionizados em solucdo aquosa. Esses grupos aminos tornam a nanoquitosana catidnica,

resultando em um potencial zeta positivo (RIZEQ et al., 2019).

A caracteristica catidnica da nanoquitosana é a principal responsavel pelas suas
propriedades antimicrobianas. Ja é bem estabelecido na literatura que a nanoquitosana tem
exercido maior acdo inibitoria contra as bactérias gram-positivas, quando comparadas as
gram-negativas (AHMED et al., 2021). Como pode ser observado nos resultados dos testes de
atividade antibacteriana, a nanoquitosana inibiu o crescimento de todas as bactérias estudadas,
ja que as absorbancias se mantiveram proximas de 0,1 ao longo do tempo para todas as
diferentes concentragGes, € importante ressaltar que para Salmonella sp observa-se maior
proximidade entre as curvas, enquanto que para E. coli observa-se maior declinio que nas
demais bacterias, o que indica que diferentes microrganismos podem apresentar diferentes
niveis de susceptibilidade a nanoquitosana.

Ahmed e colaboradores (2021) testaram a atividade antimicrobiana da nanoquitosana

por meio do ensaio da zona de inibicdo contra fungos (Cryptococcus neoformas e Candida
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albicans), bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e bactérias
gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Foram utilizadas as
concentracdes de 10.000 mg/L e 50.000 mg/L de nanoquitosana, e o tamanho da zona de
inibicdo variou de acordo com o tipo de bactéria e as diferencas na estrutura da membrana
celular. Na concentragdo de 10.000 mg/L somente C. albicans apresentou zona de inibic¢do (10
mm), enquanto na concentracdo de 50.000 mg/L a zona de inibicdo foi de 9 mm para C.
neoformas, 16 mm para C. albicans, 11 mm para S. aureus, 14 mm para B. subtilis, 9 mm para
E. coli e 10 mm para P. aeruginosa. A concentragdo inibitoria minima (MIC) foi de 5 mg/mL
para C. albicans, 20 mg/mL para C. neoformas e B. subtilis, 30 mg/mL para S. aureus, e 40
mg/mL para E. coli e P. aeruginosa.

Em trabalho realizado por DARWESH et al. (2018) ao avaliar o halo de inibigédo
causado por nanoestrutura de quitosana a 5 mg/ml para Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Salmonella typhi, observaram formacéo de halo para todas, sendo
que as duas primeiras tiveram maior didmetro no halo que as duas ultimas. Apesar de ndo ser
a mesma técnica usada neste trabalho, a concentracdo utilizada por esses autores € cerca de
250 vezes superior a maior concentracdo estudada neste trabalho (19,7 pg/ml), além disso, na
menor concentracdo avaliada (0,26 pg/ml) houve inibi¢do do crescimento para todas as quatro

espécies avaliadas, mostrando o potencial desta nanoestrutura no combate a patdgenos.

E importante ressaltar também que as concentragdes de nanoestruturas estudadas além
de inibir o crescimento da bactéria, manteve a sua concentracdo constante ao longo do tempo
de experimento. Ha na literatura estudos avaliando a acdo bacteriostatica da nanoestrutura de
quitosana, como Aliasghari et al. (2016), que observaram acdo bacteriostatica de
nanoestrutura de quitosana sobre Streptococcus. Da mesma forma, Brasil (2017) observou
acdo bacteriostatica da quitosana sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococus aureus.
Entretanto hd que se considerar que 0 mecanismo de acdo da nanoquitosana se da por
interacdo com o material genético microbiano (MACEDO et al., 2022) e o0s ensaios feitos
neste trabalho foram em meio liquido, 0 que permite maior contato da nanoestrutura com 0s
microrganismos do que ensaios de zona de inibicao.

A andlise do EDS é bastante Util para complementar a caracterizacdo de materiais
diversos, no caso de materiais organicos ha uma riqueza de carbono, oxigénio, nitrogénio,
entre outros. A nanoquitosana é composta principalmente por esses elementos, porém na
analise feita neste trabalho o pico mais alto de sodio pode ter se dado por sua riqueza na

dispersdo de TPP, o que pode resultar na diluicdo da concentragéo relativa de carbono na
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analise. Ahmed e colaboradores (2021) inferiram que os principais elementos detectados por
Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da nanoquitosana foram C, N, O e P.

Com relacdo as avaliacbes morfoldgicas, a nanoquitosana obtida neste trabalho se
caracteriza como nanoestrutura de quitosana por ter morfologia irregular tendendo a globular
como visualizado por MET.

Com a obtencdo da nanoestrutura de quitosana, caracterizada morfologicamente e
fisicoquimicamente a matriz dérmica acelular foi produzida e caracterizada para que pudesse
ser finalmente funcionalizada.

A técnica utilizada no processo de descelularizagdo se mostrou eficaz, as células foram
removidas e a arquitetura estrutural da matriz mantida, da mesma forma como relatado por
Milan et al. (2020), que demonstraram resultados das analises histoldgicas semelhantes aos
achados neste trabalho, com eliminacdo dos componentes celulares e apéndices da derme e
manutencdo das estruturas das fibras de colageno. O método de descelularizacdo utilizado
pelos autores foi semelhante, com o uso de baixas concentracdes de detergentes quimicos.

A escolha da técnica de descelularizacao foi adaptada do trabalho de Medeiros (2021),
que realizou a descelularizacdo de figados para o desenvolvimento de novos
nanobiocompdsitos. Os métodos de descelularizacdo se enquadram em trés grandes
categorias: métodos fisico, quimico e enzimatico, e geralmente sdo utilizadas em combinacgéo
para aumentar a eficacia (MACAGONOVA et al., 2021). Neste trabalho utilizamos métodos
fisicos e quimicos (agitacdo, detergente idnico SDS 1%, quelante EDTA 1mM). A utilizacdo
do SDS 1% proporcionou a lise e retirada das células da matriz extracelular, sendo este
processo potencializado por meio do método fisico de agitacdo orbital, que causa maior
friccdo do liquido no material, fazendo com que o detergente seja melhor distribuido entre os
fragmentos. A combinacdo dos métodos fisicos e quimicos também foram utilizados em
diferentes estudos de descelularizacio com materiais diversos (GUIMARAES et al., 2016;
WOLLMANN et al., 2019; MAMGUE et al., 2021). A técnica de imersdo combinada a
agitacdo se encaixou bem ao material deste estudo, uma vez que sdo utilizadas principalmente
para fragmentos, ja que para Orgdos inteiros, o mais indicado ¢ o metodo de perfusdo
(GUPTA et al., 2018). O &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) pode ser usado para quelar
0s ions célcio (Ca2+) dos hemidesmossomas, permitindo a dissociacdo entre a epiderme e a
derme (GARTNER; HIATT, 2007).

A eficacia do processo de descelulariza¢do caracteriza-se pelos seguintes parametros:
carater completo da remocédo das células e restos nucleares, preservacdo da integridade da
matriz, densidade do tecido e capacidade de repovoamento celular. Por outro lado, as
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deficiéncias mais relatadas na literatura sdo a persisténcia do DNA residual, que tem um
efeito pré-inflamatorio significativo, bem como a resposta inibitoria sobre a proliferagdo
celular e o efeito citotoxico (MACAGONOVA et al., 2021).

No desenvolvimento de um biomaterial de MECd, é de suma importancia a
manutencdo da microestrutura da MEC, devido a sua influéncia no comportamento das
células que irdo interagir com a matriz. Segundo Girardeau-Hubert e colaboradores (2022), as
células apresentam diferentes padrdes de adesdo, migracdo e proliferacdo, dependendo da
organizacdo e da topografia da MEC. Por exemplo, matrizes com uma orientacdo alinhada das
fibras de colageno facilitam a migracdo direcional das células, enquanto matrizes com fibras
entrelacadas dificultam a migracdo. Portanto, 0 método de descelularizacdo aplicado deve ser
capaz de remover eficientemente as células, mantendo a orientagdo necessaria para favorecer
a migracao celular em situacGes de reparo.

A microestrutura da ECM influencia as propriedades mecénicas dos tecidos,
desempenhando um papel crucial na determinacdo da rigidez e da resisténcia dos tecidos
resultantes. Nesse sentido, a organizacao e a densidade do colageno séo fatores importantes de
serem analisados, visto que matrizes com uma microestrutura mais densa e uma organizagédo
alinhada do colageno apresentaram maior rigidez, enquanto aquelas com uma microestrutura
menos organizada foram mais flexiveis (GIRARDEAU-HUBERT et al., 2022). Além disso, a
morfologia tridimensional induz a geracdo de sinais mecénicos estimulantes, que entéo
induzem a diferenciacdo celular e ativam a transducéo de sinal (LIU; SUN, 2020).

As andlises histologicas da matriz dérmica acelular obtida neste trabalho indicam a
preservacao do arcabouco de sustentacdo de fibras colagenas e elasticas da derme. Esses
achados sdo de grande importancia no desenvolvimento do material conforme citado no
paragrafo anterior. Segundo Manita e colaboradores (2021), quanto mais precisa for a
microarquitetura da matriz acelular, melhores serdo as interacdes célula-célula, célula-matriz
e dermo-epidérmica, permitindo assim um processo de cicatrizacdo e recuperacdo tecidual
mais rapido. Neste trabalho pdde-se observar fibras elasticas e colagenas bem estruturadas,
com microarquitetura preservada, o que indica que esse biomaterial tem arquitetura ideal para

ser recelularizado.

E possivel quantificar o colageno remanescente na matriz descelularizada, em estudos
relatados por Mansour e colaboradores (2023), em uma matriz descelularizada por método
guimico envolvendo o uso de agentes bastante agressores como hidréxido de sédio e
cloroférmio, a quantificacdo de colageno foi feita por ensaio colorimétrico e a matriz

descelularizada manteve 441+11,7 pg/mg, em comparagdo com 361+10,4 pg/mg da matriz
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nativa, embora esses autores tenham relatado concentracbes de GAGs significativamente
menores na matriz descelularizada quando comparada a matriz nativa. Em avaliacdo
qualitativa pela coloracdo alcian blue no pH 2,5, indica que os GAGs sulfatados da matriz
dérmica acelular bovina desse trabalho foram preservados, pois ndo se observa diferenca nas
coloragOes dos tecidos nativos e descelularizados. A diferenca dos resultados encontrada

poder ser explicada pelo método menos agressivo usado pelo nosso grupo.

Esses mesmos autores quantificaram o DNA da matriz nativa comparada a
descelularizada e obteve os valores de 341,3+17,1 ng/mg e 5,7+1,1ng/mg de contetdos de
DNA, respectivamente. Em nossas amostras, mesmo com a diferenca metodoldgica citada
acima, ndo foi possivel detectar DNA na matriz descelularizada por imunofluorescéncia ou
pelo método de extracdo de DNA e verificacdo por eletroforese. Pérez e Ahearne (2019)
discutem métodos de celularizacdo e suas eficiéncias e relatam a boa eficacia do SDS neste
quesito.

Para averiguar a funcionalizacdo da matriz dérmica acelular obtida foi feito o ensaio
de Espectroscopia de Absorcdo Molecular na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-vis). Os
resultados indicaram que a matriz adsorveu a nanoquitosana de modo significativo, o teste de
anova realizado mostra que dos 1,17mg/mL da solu¢do na qual os fragmentos foram imersos
por 24hs, 0,58 mg/mL, ou seja, 50,4%, foram adsorvidos. Este resultado foi feito com base
em uma curva analitica que exibiu correspondéncia altamente positiva entre os valores
experimentais, e a estreita dispersdo dos pontos em torno da linha de regressao linear ressalta

a consisténcia e a robustez dos resultados obtidos.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do material produzido mostra
preservacao da arquitetura tridimensional da matriz apds o processo de descelularizagdo, o
que corrobora com imagem obtida por Jorgensen e colaboradores (2020). As fibras colagenas
apresentaram morfologia bem organizada semelhante a imagens de MEV de pele nativa ja
relatadas na literatura (LABROO et al., 2021; SMITH et al., 1982). A estrutura porosa pode
facilitar a cicatrizagdo de feridas por favorecer a migragdo, adesdo e proliferagédo de
fibroblastos e neocapilares (PEIFEN et al., 2023),. Tanto nas amostras descelularizadas
quanto funcionalizadas, € possivel observar boa estruturagdo da derme papilar e reticular, com
integridade dos componentes ndo sollveis da matriz, como colageno e elastina, indicando a
eficiéncia do processo de descelularizacdo. Tambem foi possivel perceber a presenca de
esférulas de coacervacdo com morfologia preservada. Essas esférulas sdo formadas durante o

processo de auto-montagem (polimerizagdo) dos mondémeros de tropoelastina e, quando
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depositadas em uma estrutura microfibrilar, séo estabilizadas e se organizam em estruturas de
ordem superior, formando fibras elasticas (TARAKANOVA et al., 2019; RODRIGUEZ-
CABELLO etal., 2021).

A matriz funcionalizada, em comparagdo com a descelularizada, ndo apresentou
diferengas estruturais. No entanto, o que se destaca nas amostras funcionalizadas é a presenca
de estruturas com “aspecto bolhoso” aderidas a matriz, 0 que Se presume ser as nanoestruturas
de quitosana, uma vez que essa alteracdo morfologica ndo foi visualizada nas imagens das

amostras ndo funcionalizadas.

Utilizando a analise de espectroscopia de infravermelho (FTIR), foi possivel observar
0s picos de vibracbes dos grupos amida I, Il e 11l aparecendo na faixa de 1631 cm-1 (C=0 da
amida 1), 1539 cm-1 (NH da amida I1), e 1387 cm-1 (NH3+ da amida IlI). Tanto o colageno
da matriz dérmica acelular, quanto a nanoquitosana, apresentam o0s picos caracteristicos das
amidas I, 1l e Ill, e indicam que mesmo ap6s a funcionalizacdo, os grupos funcionais
presentes no material descelularizado se mantiveram. No entanto, devido a concentracdo de

nanoquitosana adsorvida pelo scaffold, os espectros podem estar sobrepostos.

Espectros de quitosana geralmente apresentam picos caracteristicos entre 3300 cm-1 e
3400 cm-1, identificados por Novaes e colaboradores (2020). No entanto, em nossa analise,
esses picos podem estar sobrepostos as bandas de alongamento NH presentes na matriz.
Outros estudos também apontam picos caracteristicos de nanoquitosana em 1631 cm-1 e 1539
cm-1, respectivamente as bandas de amidas I e Il (NGO et al., 2020), e em 2850 cm-1 e 2924
cm-1 (estiramento C-H) (TAYEL et al., 2021).

A técnica de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) fornece imagens em nanoescala da
topografia da superficie para amostras bioldgicas (CONNELLY et al., 2021; KEMEL et al.,
2020). As imagens obtidas mostraram diferencas estruturais de espessura das fibras colagenas
entre derme papilar e reticular, sendo a ultima, mais espessa, em conformidade com imagens
obtidas por Chang e colaboradores (2017). A analise desempenhou um papel fundamental na
avaliacdo dos resultados obtidos a partir da comparacao entre a amostra descelularizada e a
descelularizada funcionalizada com nanoquitosana. Os resultados revelaram diferencas nas
propriedades mecénicas e topograficas das amostras. Na matriz descelularizada sem
nanoquitosana, a sonda causou alguns afundamentos durante a leitura, 0 que ndo ocorreu nas
amostras funcionalizadas. Esses achados mostram diferencas de textura entre as amostras,
sendo a matriz sem nanoquitosana mais maledvel do que a funcionalizada. Porém, a

funcionalizacdo resultou em uma distribuicdo mais uniforme das propriedades mecanicas.
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Wang e colaboradores (2011) relataram achados semelhantes em AFM de scaffolds de
coldgeno com quitosana, indicando que os impactos impostos pela adi¢do de quitosana nas

fibrilas de coldgeno podem afetar as propriedades mecéanicas deixando o material mais rigido.

Além das caracteriza¢gdes morfoldgicas e fisico-quimicas do biomaterial, é importante
investigar ainda sobre a antigenicidade da matriz, definida como a capacidade de um material
de desencadear uma resposta imunoldgica no corpo. Quando um tecido ou 6rgdo €
transplantado, o sistema imunoldgico do receptor pode reconhecer as células e tecidos do
doador como estranhos e desencadear uma resposta imunoldgica que pode levar a rejeicdo do
transplante (KASRAVI et al., 2023). A remocao das células e componentes celulares do tecido
¢ feita para minimizar a rejeicdo imunoldgica. Apesar do colageno ser considerado pouco
antigénico e imunogénico (LYNN et al., 2004), a matriz dérmica acelular de fonte bovina,
assim como outros materiais xenogénicos, apresentam um fator chave capaz de causar
rejeicdo, a molécula a-Gal (Galactose-a-1,3-Galactose), comum em muitos mamiferos, mas
ausente nos seres humanos. Em estudo com pele suina, foi demonstrado que o processo de
descelularizacao reduziu significativamente o contetdo de a-gal em comparagdo com a pele
suina nativa. Além disso, o estudo ndo encontrou diferencas significativas nos niveis de 1gG e
IgM entre o grupo experimental (injetado com o material descelularizado) e o grupo controle
(injetado com PBS), sugerindo que a matriz dérmica acelular tem um perfil de seguranca in

vivo tolerdvel, com baixa imunogenicidade (LIU; SUN, 2020).

A investigacdo da toxicidade da nanoquitosana para uso em biocurativos também se
faz de suma importancia, uma vez que, materiais em escala nanométrica podem causar danos
as células, tecidos e érgdos do organismo quando utilizados em concentracdes ndo seguras
(SREEDHARAN et al., 2023). Propriedades fisico-quimicas, como tamanho, superficie,
composicdo quimica e capacidade de reatividade, também desempenham um papel
significativo na toxicidade global do nanomaterial, devido a variacdo na quantidade de sitios
ativos por nanoestruturas (ALI, 2023). Estudos tém indicado que nanoestruturas de origem
biolégica, como nanoparticulas de quitosana ou de lipidios naturais, possuem uma maior
probabilidade de serem menos tdxicas em comparagdo com materiais sintéticos. A natureza
biocompativel e biodegradavel dessas nanoestruturas permite uma interagdo mais harmoniosa
com os sistemas bioldgicos, reduzindo os efeitos adversos (CHUAN et al., 2015).

Estudos tém sido realizados para investigar os efeitos toxicos da nanoquitosana em
diferentes sistemas bioldgicos (AHMED et al., 2021). Pompeu e colaboradores (2023)

avaliaram por MTT a citotoxicidade da nanoquitosana nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300
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pg/mL em células 293T (rim embrionario humano) e HaCat (queratinocitos humanos), e
consideraram que a nanoquitosana ndo apresentou toxicidade nas cepas humanas testadas,
obtendo viabilidade celular >90% para todas as concentracOes testadas. Esses dados
corroboram com resultados de um estudo ja realizado pelo grupo, no qual foi avaliada a
citotoxicidade de diferentes concentragcdes de nanoestruturas de quitosana (0,0756 mg/mL,
0,00945 mg/mL e 1,21 mg/mL) em cultura de células VERO, que se mantiveram vidveis em
todas as concentracgdes testadas (SILVA, 2022).

Testes in vivo de toxicidade da nanoquitosana, pura ou em nanocompdsitos, sdo
descritos na literatura principalmente utilizando modelos de embriGes de zebrafish (RIZEQ et
al., 2019), porém estudos de toxicidade mais aprofundados como administracdo por via oral
ainda sdo escassos. Nosso grupo de pesquisa realizou experimento in vivo com administracdo
da nanoquitosana nas concentraces de 1% m/v e 5% m/v por gavagem em ratos wistar,
(correspondendo a 0,0121 mg/mL e 0,0605 mg/mL, respectivamente), e os dados obtidos
mostram que ndo foram verificadas diferencas significativas nos resultados de consumo
alimentar, ganho de peso, coeficiente de eficiéncia alimentar e parametros sanguineos
bioquimicos entre os animais tratados com nanoquitosana e controle. As analises

histopatol6gicas do figado e rim ndo apresentaram indicios de toxicidade (SILVA, 2019).

Essas evidéncias indicam que a nanoquitosana parece ser segura em termos de
toxicidade, tanto em estudos in vitro quanto in vivo, nas concentragdes testadas e nos sistemas
bioldgicos avaliados até 0 momento. No entanto, é importante continuar a realizar pesquisas
para compreender completamente os efeitos da nanoquitosana, especialmente em diferentes
vias de administracdo e concentracdes, bem como explorar possiveis aplicacdes em outras

areas da pesquisa biomédica.

7 CONCLUSAO

O biomaterial de matriz dérmica acelular funcionalizada com nanoquitosana
demonstrou uma série de caracteristicas que podem ser favoraveis ao reparo de lesdes de pele.
O método de descelularizagdo padronizado se mostrou eficaz na remocdo das células e
preservacdo da arquitetura tridimensional. As nanoestruturas de quitosana foram bem

caracterizadas e o processo de adsorc¢ao se mostrou eficiente.
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Com base nos resultados positivos obtidos com as caracterizacbes morfoldgicas
e fisico-quimicas, o biomaterial emerge como uma promissora solugdo para a
engenharia de um substituto cutdneo natural, acelular e antimicrobiano, capaz de
favorecer o reparo tecidual, e estabelece bases para futuras investigacdes, inovagoes
clinicas e aplicacdes préaticas que visam melhorar a qualidade de vida dos pacientes que

necessitam de novas solugdes para o reparo de lesdes cutaneas.

8 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Ensaios reoldgicos
e Experimentos in vitro (Cultura 2D e 3D, wound healing)
e Experimento in vivo

e Adicdo de novos componentes funcionais
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