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RESUMO

O estudo das interacdes entre células e substrato na engenharia de tecidos € de grande
importancia para a determinacéo das propriedades bioldgicas dos implantes. A adeséo
das células ao substrato influencia na morfologia, proliferacdo e viabilidade celular.
Neste trabalho foram avaliadas a adesdo, proliferacéo e viabilidade de fibroblastos de
camundongo, linhagem L929, em suporte biopolimérico. Dois tipos de celulose
bacteriana foram utilizados: uma produzida em laboratério e outra comercial
(BIONEXT®). Os fibroblastos foram cultivados sobre as membranas em meio DMEM,
suplementado com 10% de SBF a 37°C, contendo 5%CO,, e diferentes parametros
celulares foram escolhidos com o objetivo de monitorar e avaliar 0 comportamento das
células em diferentes tempos de cultivo nas membranas. Foram observadas diferencas
morfolégicas significativas nas células. Os fibroblastos permaneceram com morfologia
arredondada. A celulose bacteriana permitiu a adesdo, crescimento, proliferacéo e
viabilidade das células.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, interacdo célula-biopolimero, dindmica celular,
celulose bacteriana.



ABSTRACT

The study of the dynamic behavior and adhesion between cells and substrates in tissue
engineering is of maor importance to predict the final biological properties of tissue
implants. The adhesion of cells on the substrate influences morphology, proliferation
and cellular viability. In this work, adhesion, proliferation and viability of L929 mouse
fibroblasts on bacterial cellulose (BC) membranes were evaluated in vitro. Two kinds of
cellulose membranes were used; a produced in the laboratory and a commercialy
available (BIONEXT®). Fibroblasts were cultivated on the membranes in a DMEM
medium supplemented with 10% of SBF at 37°C, containing 5% of CO,, and different
cellular parameters were chosen to evaluate the cell behavior on the membranes in
function of time. Significant morphologic differences were observed in the cells.
Although the fibroblasts were well adhered to the membrane, they maintained a round-
shape. Bacteria cellulose membranes alowed cell adhesion, growth, proliferation and
viability.

Keywords: Tissue engineering, cell-biopolymer interaction, @&l dynamics, bacteria

cellulose.



Capitulo 1

Motivacao e Justificativa, Objetivose Introducao

1.1 Motivacéo eJudtificativa

O desenvolvimento da aea de engenharia de tecidos, visando a cura e
regeneracdo dos tecidos biolégicos e a producdo de tecidos artificias necessita
diretamente do desenvolvimento de novos materiais com ata biocompatibilidade e do
aprimoramento de técnicas de cultivo e andlise de células nas estruturas tridimensionais

complexas que formam os tecidos.

Para que novos biomateriais possam ser aplicados com sucesso na engenharia de
tecidos, ha a necesidade fundamental do estudo das interacfes entre as células e estes
materiais, para que haja a otimizacdo dos produtos biomédicos, e uma colaboracéo
efetiva para os processos de regeneracdo tecidual e no aumento da biocompatibilidade
dos materiais, buscando sempre a diminuicéo dos problemas referentes aos implantes

biomédicos.

A investigacdo sistemética das propriedades fisico-quimicas de biopolimeros,
como a celulose bacteriana, e ua interacdo com diferentes linhagens celulares podem
gerar novas e abrangentes linhas de pesquisa em biomedicina. Notadamente, grupos
interdisciplinares de pesguisa, como 0 INTELAB-UFSC, poderéo gerar avangos
tecnol 6gicos que permitirdo a consolidacdo de linhas de pesquisa voltadas a Engenharia

de Tecidos.
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1.2 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo avaliar a celulose bacteriana como suporte em
cultura de células e sua influéncia na adesdo, proliferacdo, migracdo e viabilidade

celular, e seu potencial como suporte em engenharia de tecidos.

1.3 Obj etivos especificos
Para atingir este objetivo, este trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

Caracterizacdo das membranas de celulose bacteriana comercia e produzida em
laboratorio;

Avaliacéo do comportamento da linhagem celular L929 em suporte de celulose
bacteriana comercial e produzida em laboratério através da utilizacdo de
métodos de andlise do comportamento celular em testes de adesdo, proliferacéo,
viabilidade e migragéo celulares;

Avaliar parametros biol 6gicos descritos e correlacionar com propriedades fisico-
quimicas da membrana.

Quantificacdo; via modelamento matematico, dos parémetros intrinsecos do

sistema célula- membrana, tais como a vel ocidade especifica de crescimento.
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1.4 Introducéo

A engenharia de tecidos envolve o desenvolvimento de novos materiais ou
dispositivos capazes de interacOes especificas com os tecidos bioldgicos (Croce et al.,
2004), buscando a utilizacdo de materiais biocompativels que devem servir como
suporte e arquitetura para o crescimento de células in vitro, organizando e

desenvolvendo o tecido que posteriormente sera implantado no paciente.

A expansdo das pesguisas na engenharia de tecidos tem acentuado a busca de
novas classes de polimeros biodegradaveis e biocompativeis com bioatividade
especifica e controlavel (Madihally e Matthew, 1999), para serem usados como suportes
para culturas celulares gcaffolds) (Nehrer et al., 1997), na tentativa de reconstruir
tecidos in vitro.

Nos Udltimos anos, uma grande variedade de biomateriais vem sendo
desenvolvida com diferentes propriedades fisico-quimicas e mecanicas, dependendo da
aplicacdo biomédica prevista, incluindo regeneracdo tecidual, sSstemas de liberagdo de
medicamentos, novos enxertos vasculares, ou suportes para engenharia de tecidos in
vitro ein vivo (Czgaet al., 2007; Serrano et al., 2004).

O sucesso de um suporte a ser utilizado em engenharia de tecidos depende, em
parte, da adesdo e crescimento das células de interesse na sua superficie. A superficie
guimica do material pode definir a resposta celular a0 material e, desta forma, afetar a
adesdo, proliferacdo, migracdo e funcdo das células (Boyan et al., 1996; Dee et al.,
1998; Lauffenburger e Horwitz, 1996).

A interacBo das células com as superficies dos materiais € de extrema
importancia na efetividade de implantes médicos (Craighead et al., 2001), podendo
definir o seu grau de regjeicdo. O conhecimento dos mecanismos basicos de interagdo
cdula-material e um melhor entendimento dos processos a nivel celular durante a
adesdo podem colaborar para o desenvolvimento de novos biomateriais e para 0

desenvolvimento de novos produtos biomédicos (Kumari et al., 2002).

Os desafios da engenharia de tecidos envolvem abordagens interdisciplinares e

tecnologias que vao da biologia aengenharia. M uitos problemas ainda estdo envolvidos
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na eficacia dos métodos de engenharia de tecidos como as fontes celulares, construcdo
dos suportes (scaffolds), semeadura das células, ambiente de cultura, andlise da
producdo de matriz extracelular, propriedades mecanicas da construcéo célula-suporte e
modelos in vivo apropriados (Ikada, 2006).

Engenharia de tecidos € uma tecnologia emergente com aplicacdes clinicas
encorgjadoras. As implicagOes para o tratamento dos pacientes e impactos econdmicos
sd0 grandes (Stock e Vacanti, 2001). O proposito das pesquisas nesta area € estabel ecer
uma nova tecnologia clinica que tornara possivel tratamentos médicos para doencas que

tém sido dificeis de curar pelos métodos atual mente existentes (Ikada, 2006).

Avangos recentes no campo de biomateriais e suas aplicacbes médicas indicam a
importancia e o potencial de varios polissacarideos de origem microbiolégica no
desenvolvimento de novas classes de materiais biomédicos (Czagja et al., 2006). Dentre
estes materiais encontrase a celulose bacteriana. A celulose bacteriana possui uma
nanoestrutura fibrilar Unica, que determina propriedades fisicas e mecanicas
caracteristicas, que |he conferem papel bastante promissor na medicina moderna e nas
pesquisas biomédicas (Czaja et al., 2007). Algumas questbes a respeito deste
biomaterial necessitam maior investigagdo. Ainda ndo ha indicagdes claras do seu
mecanismo de acdo, mas acreditase que sga promovido pela sua nanoestrutura
caracteristica, que proporciona condicbes favoraveis para a cura de feridas e
regeneracdo tecidual (Hoenich, 2006). Desta forma, novos estudos in vitro e in vivo se
fazem necessarios, pois poderdo prover o entendimento de sua interagdo com os tecidos
biol6gicos.



Capitulo 2

Revisdo Bibliografica

2.1. Engenharia detecidos

A engenharia de tecidos surgiu ha aproximadamente trés décadas como uma
abordagem alternativa para a econstrucéo de tecidos e 6rgdos que sdo severamente
danificados e perdidos por doengas como o cancer, anomalias congénitas ou traumas e

onde os tratamentos médicos convencionais ndo sdo mais aplicaveis (Ikada, 2006).

No fina da década de 80, a engenharia de tecidos comegou a ser ministrada em
centros de ensino com o0 objetivo de avancar nos conhecimentos e pesquisas no
tratamento de doengas utilizando abordagens celulares (Palsson e Bhatia, 2004).

Durante a década de 1990, a engenharia de tecidos progrediu rapidamente com o
desenvolvimento de alguns substitutos bioldgicos de tecidos. Produtos biomédicos
como peles artificiais com células viaveis e ndo-viaveis e condrécitos autélogos

cultivados entraram prontamente no mercado (Chapekar, 2000).

A engenharia de tecidos uma especialidade da engenharia biomédica, € definida
por Ralsson e Bathia como a “Aplicacdo dos principios e métodos de engenharia e
ciéncias da vida para a compreensdo fundamental das relagOes estrutura-funcdo em
tecidos normais e patologicos de mamiferos e o desenvolvimento de substitutos para

restaurar, manter ou melhorar a fungéo tecidual” (Palsson e Bhatia, 2004).

O conceito de engenharia de tecidos foi ilustrado por Stock e Vacanti (Stock e

Vacanti, 2001), e € apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Conceito de Engenharia de Tecidos (adaptada de Stock e Vacanti, 2001).

Para regenerar novos tecidos, a engenharia biomédica utiliza trés ferramentas:
células, suportes e fatores de crescimento. As células sintetizam matriz extracelular para
0 hovo tecido, 0 suporte deve prover 0o ambiente/suporte apropriado para as células
crescerem e executarem suas fungdes, e os fatores de crescimento devem facilitar e

promover aregeneracdo do novo tecido pelas céulas (Ikada, 2006).

O desenvolvimento de biomateriais e a utilizagdo de suportes séo partes cruciais
da engenharia de tecidos, pois 0s suportes devem prover a estrutura e forma para o novo
tecido, e sdo responsaveis pela organizagdo do conjunto celular semeado,
proporcionando o desenvolvimento do tecido ou 6rgdo desejado que posteriormente
serd implantado (Stock e Vacanti, 2001).

Barbanti e colaboradores (Barbanti et al., 2005) relacionam as principais etapas
a serem seguidas para a obtencéo de produtos na engenharia de tecidos, que s&o: (1)
selecdo e processamento do suporte; (2) inoculagdo da populagcdo celular sobre o
suporte; (3) crescimento do tecido prematuro e aescimento do tecido maturado em
sistema fisiolégico; (4) re-implante cirdrgico e, (5) periodo de assimilagdo do produto;

como esguematizado na Figura 2.
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Figura 2. Técnica da engenharia de tecidos (retirado de Barbanti et al, 2005), apresentando as
principais etapas da reposi¢éo tecidual. As células sdo retiradas do paciente, expandidas in vitro,
cultivadas sob um suporte biopolimérico e apds este procedimento, o tecido gerado é
implantado no paciente.

Os produtos médicos de engenharia de tecidos (PMETS) tipicamente assumem
uma das seguintes formas (Palsson e Bhatia, 2004):

* produtos hibridos de componentes biol6gicos (por exemplo, células) com ou
sem componentes ndo biol égicos (por exemplo, construcdes poliméricas);

e produtos gue induzem uma resposta tecidual especifica (por exemplo,
regeneracao);

 células bioldgicas significativamente manipuladas in vitro (por exemplo,
geneticamente modificadas).
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Uma caracteristica distinta da engenharia de tecidos € a regeneracéo de tecidos e
Orgdos dos proprios pacientes, com boa biocompatibilidade e biofuncionalidade, sem
gue ocorram problemas com rejeicdes imunes severas (Ikada, 2006). Para isso, 0s
materiais dos dispositivos de engenharia de tecidos devem prover as necessidades
nutricionais e biolégicas para a populacdo especifica das células envolvidas na
formacdo do tecido (Stock e Vacanti, 2001), e devem seguir certos critérios para torna-

los aptos a aplicagdes em seres vivos.

O material utilizado em implantes ndo pode ser rgjeitado e ndo pode causar uma
resposta inflamatoria, devendo ser, portanto, biocompativel. Além disso, deve
promover a cura e a regeneracdo tecidual; e quando necessario, desaparecer depois de
servir ao seu proposito, significando que o0 mesmo deve ser biodegradavel (Chen e Wu,
2005).

O estudo das interacdes entre células e suporte na engenharia de tecidos é de
grande importancia para a determinacdo das propriedades biologicas dos implantes. A
diversidade de respostas celulares a diferentes materiais evidencia a capacidade das
células de discriminar quimicamente o suporte e de se adaptar a ele, e de aderir ou ndo a
sua superficie (Anselme, 2000). Este evento é importante, pois a adesdo das células ao
suporte podera influenciar em eventos celulares posteriores a adesio como a

proliferacéo, viabilidade e migracdo celular.

2.2 Suportes para cultura celular (Scaffolds)

A funcdo do scaffold € proporcionar tanto uma superficie para o crescimento
celular quanto suporte mecanico e estrutural do tecido original enquanto o novo tecido €
formado (Barbanti et al., 2005). Na regeneracdo tecidual, este suporte provera o
ambiente necessario para a diferenciacdo celular e definira a forma final do tecido
regenerado (Hokugo et al., 2006). Estas estruturas provém um suporte biomecéanico
inicial para o tecido implantado até que as células produzam a matriz extracelular
adequada. Durante a formagdo, deposi¢do e organizagcdo da nova matriz, o ideal € que o
scaffold degrade e sga metabolizado, deixando que o 6rgdo vita ou tecido sga

reestabel ecido, mantenha ou melhore sua funcéo tecidual (Stock e Vacanti, 2001).
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A Figura 3 apresenta exemplos de scaffolds fabricados através de técnicas de

engenharia de tecidos.

Figura 3. Exemplos de scaffolds de fibras de seda, com diferentes estruturas e porosidades,
retirado de (Karageorgiou e Kaplan, 2005)).

As propriedades mecénicas dos scaffolds como a resisténcia a tragéo, flexdo e
compressao, ductilidade (propriedade de suportar a deformacéo sem romper ou fraturar)
e modulo de Young (razdo entre tensdo e deformacdo no regime eastico) sdo
determinadas tanto pelas propriedades do material quanto pela estrutura do mesmo
(macro, micro e nanoestrutura). A combinagdo das propriedades mecénicas do scaffold
com o ambiente do enxerto € de crucial importancia para que a progresséo da
recuperacdo tecidual ndo seja limitada por falhas mecénicas do scaffold, e para que haja

apromocao da regeneracdo tecidual (Muschler et al., 2004).

O suporte dado pelos biomateriais, através dos scaffolds, pode facilitar a
restauracdo da estrutura e funcdo de tecidos danificados, tanto em terapias baseadas em
células, como aguelas que comportam células transplantadas ou matrizes que induzem a
morfogénese em tecidos bioengenheirados construidos ex vivo, quanto em terapias sem
células, como aquelas onde ha materiais indutores de migracdo, crescimento e
diferenciacdo das células em tecidos sadios in situ (Lutolf e Hubbell, 2005). Estes
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materiais devem prover um suporte tridimensional provisorio para interagir
biomol ecularmente com as células para controlar suas fungdes, guiando espacial mente
0s processos multicelulares mmplexos de formagdo e regeneracdo tecidual (Lutolf e
Hubbell, 2005). E importante salientar que aestrutura quimica do material e o seu
processamento determinam as propriedades funcionais e a interacdo das células com o
scaffold (Hollister, 2005). Além disso, estas estruturas biopoliméricas podem ser
projetadas de duas formas: ndo porosos ou densos, de maneira a proteger as células
implantadas do sistema imunol égico, ou porosos, de forma a permitir aincorporacdo de
novas células no corpo (Williams et al., 1999).

O sucesso de um scaffold depende, em parte, da adesdo e crescimento das
células de interesse na sua superficie. A superficie quimica do material pode definir a
resposta celular ao material e, de certa forma, afetar a adesdo celular, proliferacéo,
migragdo e funcdo das cdulas (Boyan et al., 1996; Dee et al., 1998; Lauffenburger e
Horwitz, 1996). N&o é apenas necessaria a biocompatibilidade ou biodegradabilidade do
arcabouco, mas também é essencia que a sua superficie possibilite a adesdo celular e 0
subsegiente crescimento tecidual. O ideal € que seja capaz de se gjustar as propriedades
de superficie para atender a aplicagdo desgjada, geralmente sem aterar outras
propriedades deste scaffold, como sua resisténcia mecanica ou suas propriedades

térmicas.

Para que o scaffold crie um ambiente apropriado, através do qual o novo tecido
sera formado (Muschler et al., 2004), a quimica destas estruturas deve incluir interacdes
especificas com os conmponentes de matriz extracelular como, fatores de crescimento e
receptores celulares de superficie (Madihally e Matthew, 1999). Modificacbes Uteis de
superficie incluem mudancas no grupo quimico funcional, carga de superficie,
hidrofobicidade, hidrofilicidade e molhabilidade (Williams et al., 1999). Desta forma,
as caracteristicas de superficie irdo determinar o comportamento celular (Anselme,

2000) e definirdo o grau de sucesso do implante.

Atualmente, a variedade de biomateriais disponiveis para uso na engenharia de
tecidos, como substrato para culturas celulares ou arcaboucos tridimensionais
temporarios com propriedades especificas, ainda é limitada (Williams et al., 1999).
Entretanto, progressos recentes tém sido relatados no campo de materiais biomédicos,

gue utilizam tanto polimeros naturais quanto sintéticos e que podem ser utilizados em
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diversas aplicagbes, incluindo curativos, sistemas de liberacdo de farmacos, enxertos

vasculares ou scaffolds para engenharia de tecidos in vitro ein vivo (Czajaet a., 2007).

A biocompatibilidade destes biomateriais esta relacionada com o
comportamento das células em contato com eles e particularmente a adesdo celular a
sua superficie (Anselme, 2000). Para servir a0 seu propdsito com maior eficiéncia e
maior biocompatibilidade, os biomateriais e biopolimeros podem sofrer modificagdes e

serem incrementados com compostos que promovam a regeneracdo tecidual (Czaja et
al., 2007).

As caracteristicas de superficie dos biomateriais irdo determinar quais moléculas
biol 6gicas serdo adsorvidas. De acordo com as biomoléculas adsorvidas no biomaterial
e sua orientacdo na superficie, havera um comportamento celular caracteristico, com
consequéncias diretas na adesdo, proliferacdo e diferenciacéo das células, sendo que
estes eventos dependem de diversos fatores quimicos e bioldgicos para ocorrer (Boyan
et al., 1996). Além disso, deve-se levar em conta que as células usam a morfologia do
suporte para sua orientacdo e migracdo (Boyanet al., 1996).

O conhecimento dos mecanismos bésicos de interacdo célula-material e um
melhor entendimento dos processos em nivels celulares, durante a interacdo das células
dependentes de ancoragem, que sb proliferam apds a adesdo ao substrato, podem ajudar
no desenvolvimento de novos biomateriais (Kumari et al., 2002; Watanabe et al., 1993).

Muitos polissacarideos de origem microbiol 6gica possuem propriedades fisicas e
bioldgicas interessartes para a engenharia de tecidos, e podem ser utilizados em vérias
aplicagdes em scaffolds como, por exemplo, o acido hialurénico, dextrano, alginato e a
celulose bacteriana (Czgja et al., 2007).

2.3. Cdlulose Bacteriana

Diversos biopolimeros tém sido investigados para aplicacbes como scaffolds,
dentre os quais destaca-se a celulose bacteriana (Svenssonet al., 2005). A celulose € um
homopolimero linear de glicose (CgH100s),, com n variando de 500 a 5000, e € o

material polimérico mais difundido na natureza (Muller et al., 2006). E insolGvel em
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agua e é degradado na natureza por enzimas (Martson et al., 1999)

apresenta a estrutura quimica da celul ose bacteriana.
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Figura 4. Estrutura quimica da celul ose bacteriana (retirada de Klemm et al., 2001).

A celulose bacteriana € um polissacarideo excretado extracelularmente por

diversas bactérias, entre elas a bactéria Gluconacetobacter hansenii,

anteriormente

conhecida como Acetobacter xylinum, em longas nanofibras ndo agregadas (Brown et

al., 1976), como pode ser visto na Figura 5 Esta bactéria constr6i uma pelicula de

celulose bacteriana, entre 0 meio de cultura e a superficie gasosa, que tem em um lado

uma superficie densa, e uma camada gelatinosa do lado oposto, que estd em contato

com o liquido (Backdahl et al., 2006).

Figura 5. Microscopia eletronica de Varredura (MEV) darede de celul ose bacteriana, mostrando

as bactérias excretando as nanofibras celulésicas (retirada de Iguchi et al.

, 2000).
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A cdulose bacteriana, diferentemente da celulose das plantas, ndo contém
lignina, e também ndo contém componentes de origem animal e nenhuma espécie de
proteina estranha e, portanto, ndo causa reagOes aérgicas (Sanchavanakit et al., 2006).
E um material altamente hidrofilico e tem a possibilidade de ser moldada em estruturas

tridimensionais durante a sintese (Helenius et al., 2006).

Segundo Svensson e colaboradores, a celulose bacteriana tem potencial para ser
utilizada como substrato na engenharia de tecidos, devido as suas propriedades que
incluem alta capacidade de retencéo de agua (hidrofilicidade), alta cristalinidade, uma
rede de nanofibras, e dtaresisténcia a tensdo (Naritomi et al., 1998; Ross et al., 1991;
Svenssonet al., 2005; Watanabe et al., 1998).

Essa estrutura nanofibrilar pode vir a ser uma matriz viavel para auxiliar a cura
de lesdes dérmicas (Czga et al., 2007) e vem sendo desenvolvida e utilizada em
diversas aplicagbes médicas como: substitutos temporérios de pele no tratamento de
lesbes, queimaduras, Ulceras, enxertos como curativo de ferimentos e auxiliar em
abrasbes dérmicas (Fontana et al., 1990; Sanchavanakit et al., 2006). Um substituto
dérmico ideal, por exemplo, deve ser capaz de funcionar como um guia para as células
na reparacdo de areas teciduais e como um scaffold para fibroblastos para sintetizar

componentes de matriz extracelular (Croceet al., 2004).

A celulose bacteriana € um material promissor também na producéo de scaffolds
de tecidos cartilaginosos visto que possui ata resisténcia no estado Umido e
moldabilidade in situ, biocompatibilidade, relativa simplicidade, e baixo custo de
producdo (Svensson et al., 2005). A Figura 6 adaptada de (Klemm et al., 2001) e

(Czgjaet al., 2006) apresenta algumas aplicagcdes médicas da celulose bacteriana.
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Figura 6. Algumas aplicacdes médicas da celulose bacteriana. Adaptada de (Klemmet al.,
2001) e (Czga et al., 2006), a) tubos de celulose bacteriana para implantes em vasos
sanguineos, b) d) e €) Celulose bacteriana aplicada em queimaduras e ¢) membrana de celulose
bacteriana.

A degradabilidade da celulose bacteriana (CB) ndo esta completamente
elucidada nem in vitro, nem in vivo (Backdahl et al., 2006). Mas, a degradacéo da
celulose em tecidos animais e humanos é considerada limitada, em virtude da auséncia
de hidrolases que atacam a ligagdo (¥(1,4) da cadeia de celulose. As pontes de
hidrogénio dos grupos hidroxila, que mantém as cadeias da celulose juntas, fazem com
gue a celulose bacteriana tenha um alto grau de cristalinidade, baixa solubilidade, e
degradacéo pobre in vivo (Helenius et al., 2006).

Apesar da idéia de um materia completamente degradavel para ser utilizado na
engenharia de tecidos ser interessante, as dificuldades enfrentadas com os materiais
degradaveis, como a otimizagdo e sincronia do tempo de degradacdo e as propriedades
mecéanicas, levam a acreditar que um materiad ndo degradavel possa também ser
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vantgjoso em relacdo a scaffolds degradaveis (Backdahl et al., 2006; Helenius et al.,
2006).

Helenius e colaboradores (Helenius et al., 2006) em seu trabalho com a celulose
bacteriana in vivo contribuiram para um maior conhecimento sobre este biomaterial e
sua interacdo com células Neste trabalho, pedacos de celulose bacteriana foram
implantados subcutaneamente em modelos de ratos, e sua biocompatibilidade in vivo foi
avaliada. Os implantes de celulose bacteriana ndo causaram reacdo de corpo estranho,
ndo apresentaram formacdo de fibrose ou encapsulamento, e o tecido conectivo dos
ratos apresentou-se muito bem integrado as estruturas de celulose bacteriana. Apds
semanas do implante, o processo de remodelamento prosseguiu e os fibroblastos
estavam completamente integrados na estrutura celuldsica e sintetizaram colageno.
Neste estudo foi mostrado que a densidade do material influencia na morfologia e na
invasdo das células e quanto maior a densidade da CB, menor a migracdo celular. Foi
observado que & diferentes morfologias dos nucleos dos fibroblastos dependem da
direcdo das nanofibras celulésicas e que o novo tecido formado apresentou
vascularizacdo, sendo este dado relevante quando se trata de implantes na engenharia de
tecidos, pois € necessario para a sobrevivéncia e integracdo das células e pode

determinar 0 sucesso do implante.

Apesar dos avangos recentes, a celulose bacteriana ainda ndo € amplamente
utilizada ou investigada para aplicacbes em engenharia de tecidos (Backdahl et al.,
2006). No comego dos anos 80, ocorreram as primeiras tentativas de comercializagéo
em escala industrial da celulose bacteriana. Entretanto, sGo necessarias mais pesquisas
interdisciplinares para fazer da celulose bacteriana um produto de sucesso e sua
comercializagdo e maior utilizacdo em produtos biomédicos. Testes in vitro devem ser
realizados, com uma maor variedade de células de mamiferos cultivadas em
membranas de celulose bacteriana, para verificar sua viabilidade e proliferacéo, e
também ha necessidade de um grande nimero de estudos clinicos para provar sua
utilidade e funcionalidade (Czaja et al., 2007).
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2.4 Linhagem celular L929

A linhagem de fibroblastos L929 é citada como referéncia para testes de
citotoxidade em biopolimeros (Serrano et al., 2004). L929 é um subclone da linhagem
parental L, uma linhagem celular estabelecida por W. R. Earle no ano de 1940. Foi uma
das primeiras linhagens celulares a serem estabelecidas em cultura continua. A
linhagem L é derivada do tecido aureolar subcuténeo e adiposo de um camundongo

macho C3H/An de 100 dias (nhttp://www.nce.ufrj.br/berj/buscal.asp?berji=CR020, acesso em
09/08/2007).

Os fibroblastos sdo as células predominantemente encontradas em tecidos
conectivos perdidos ou danificados, e sGo importantes nos mecanismos de reparacéo
tecidua e na fase de remodelamento dos tecidos (Pan et al., 2006). Estas células sdo
importantes na produc&o de muitos componentes essenciais do tecido conectivo, como
0s componentes de matriz extracelular e, no tecido fibroso, o colégeno (Baxter et al.,
2002; Rae, 1981 apud). O encapsulamento fibroso é causado pelas células tipo
fibroblasto que aderem as suas vizinhas preferencialmente ao suporte, e pode prejudicar
a efetividade dos implantes (Baxter et al., 2002; Brunette e Chehroudi, 1999 apud)

Promover a adesdo dos fibroblastos ao biomaterial pode gjudar na integracdo do
tecido conectivo mole ao implante, adicionando vascularizagdo a superficie do implante
e diminuindo a chance de encapsulamento fibroso e infeccdo bacteriana (Richards,
1996). Para isso, tornamse necess&rios estudos de comportamento celular em
biomateriais que podem colaborar para o desenvolvimento de implantes produzidos

através de técnicas de engenharia de tecidos mais efetivos (Verrier et al., 1996).

Deve-se levar em conta também, que modelos de cultura celular estédo se
tornando prevaentes na investigagdo de respostas de ecidos a materiais de implantes
(Verrier et al., 1996). O uso de métodos in vitro pode reduzir a extensdo de testes em
animais e pode reduzir significativamente o tempo e o custo dos testes (Kumari et al.,
2002).
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2.5 Dinamica celular: adesdo, proliferacdo e migracao celular

Quando se trata de regeneracdo de 6rgaos e tecidos, torna-se fundamental o
estudo do comportamento e diferenciagdo celular induzidos pela estrutura, composicéo
e presenca de elementos biol 6gicos dos suportes, para otimizar 0s suportes e avancar em
técnicas de cultivo celular, que possam permitir a reproducdo dos tecidos e 6rgdos em
toda sua complexidade (Barbanti et al., 2005).

A anexacdo, a adesdo e 0 alongamento das células dependentes de ancoragem
pertencem a primeira fase de interacdo entre célula-suporte. A qualidade desta primeira
etapa influenciara as respostas subsequientes das células e tecidos, como na capacidade
das células de se proliferarem e diferenciarem em contato com o implante (Anselme,
2000; Kumari et al., 2002).

A adesdo celular a um biomaterial esta relacionada a dois fendbmenos diferentes:
(1) fase de anexacdo, que ocorre rapidamente, envolve eventos como ligagoes fisico-
quimicas entre as células e 0 material por forgas iGnicas e forgas de van der Walls; (2)
fase de adesdo, que ocorre posteriormente e envolve diversas moléculas biologicas
como proteinas de matriz extracelular, proteinas de membrana celular e do
citoesgueleto, que interagem conjuntamente para induzir a transducdo do sinal,
promovendo a acdo de fatores de transcricdo e consequentemente regulando a expressao
génica (Anselme, 2000). A adesdo celular é mediada por diferentes tipos de proteinas
receptoras transmembrana conectadas ao citoesqueleto celular (Baxter et al., 2002). Os
aspectos da dindmica da adesdo celular necessitam de regulacdo destes receptores de
adesdo celular, que se encontram na superficie da célula (Gumbiner, 1996). Este
fendbmeno é crucial para a unido de células individuais em tecidos tridimensionais de
animais. As cdlulas ndo se juntam simplesmente e formam tecidos, na verdade elas

estéo organizadas em padrdes diversos e altamente distintos (Gumbiner, 1996).

A capacidade adesiva dos conjuntos de receptores de adesdo ou dos processos
citoesguel eto-dependentes como 0 espalhamento celular, sdo cruciais para uma boa
adesdo celular, controle do crescimento e mobilidade celulares. A morfogénese tecidual
requer a cooperacdo entre o processo fisico de adesdo celular e os processos de
sinalizacdo mediados por proteinas que controlam a transferéncia da informagdo entre

as céulas. Portanto, os sistemas de adesdo celular podem ser reconhecidos como



Revisfo Bibliogréfica 20

mecanismos que gjudam na traducdo da informagdo genética basica nos complexos

padrdes tridimensionais das células nos tecidos (Gumbiner, 1996).

Os mecanismos que controlam o estado da adesdo com o substrato sdo aspectos
importantes a considerar (Gumbiner, 1996). As caracteristicas hidrofilicas e
hidrofobicas dos materiais sG0 muito importantes nestas interacdes entre células e
substrato (Anselme, 2000). Geralmente, as células aderem mais fortemente a superficies
de materiais mais hidrofilicos (Yang et al., 2002). A proliferacéo e a viabilidade
celulares sdo fenbmenos que também dependem diretamente da adesdo das células
(dependentes de ancoragem) ao substrato (Kumari et al., 2002; Panet al., 2006).

A migracio celular esta envolvida em diversos fendémenos bioldgicos. E parte
fundamental na formacdo dos 6rgéos na embriogénese, e sua importancia permanece no
organismo adulto, tanto na fisiologia normal, quanto nas patologias. Por exemplo, a
migracdo dos fibroblastos e células endoteliais vasculares é essencial para a cura de

feridas (Lauffenburger e Horwitz, 1996).

A migracdo celular requer uma interacéo dinamica entre a célula, seu suporte e
seu citoesqueleto (Anselme, 2000). Sabe-se que o processo de adesdo da célula ao
suporte é de grande importancia para a migracdo celular. Para que a céula se
movimente, primeiramente ela deve aderir ao suporte para que sgjam desencadeados 0s
eventos que provocardo seu movimento, incluindo a contragdo dos filamentos que
conectam os complexos de adesdo célula-suporte com estruturas intracelulares
(Lauffenburger e Horwitz, 1996).

Mudangas nas formas dos tecidos frequentemente envolvem migracdes celulares
extensivas. As células podem migrar individualmente ou como uma parte aderente do
tecido, acompanhando mudancas morfogenéticas nos tecidos (Gumbiner, 1996). Para
gue a migracdo celular sgja entendida como um processo integrado ha a necessidade de
pesquisas das propriedades fisicas e quimicas dos componentes celulares que trabalham
juntos como um sistema dinamico, incluindo sua termodinamica, cinética e
caracteristicas mecénicas, pois a migracdo €é um processo coordenado tanto

espacialmente quanto temporalmente (Lauffenburger e Horwitz, 1996).



Revisfo Bibliogréfica 21

Na engenharia de tecidos, a migracdo celular se torma crucial quando se trata de
colonizagdo dos scaffolds (Lauffenburger e Horwitz, 1996). Lo e colaboradores (Lo et
al., 2000) mostraram em seus trabahos que as céulas apresentam diferentes
morfologias e taxas de motilidade de acordo com a rigidez, flexibilidade e deformacédo

mecanicas do substrato.
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M ateriais e M étodos

A metodologia experimental utilizada neste trabalho esta esquematizada no
fluxograma da Figura 7. Cada etapa apresentada sera descrita detalhadamente nas

seces subsequentes.

Sintege da celulose
bacteriana

Secagem das membranas ‘

4{ Absorgiio em solugiio, pH e molhabilidade

‘ Resisténcia a tragio

Caracterizacio fisico- |

Celulose bacteriana
comercial

quimica das ‘ Temperatura de transigiio vitrea

membranas [

‘ Temperatura de degradagiio

|
—{ Cristalinidade

Cultura de fibroblastos

1929 sob as membranas

—— Viabilidade 24, 48, 72 hs - Azul de trypan

Adesiio 0,4, 8, 16, 24 h - Contagem em pontos
aleatorios - hematoxilina e eosina

Avaliagéo do [

comportamento celular Proliferagiio 24, 48, 72 h - Contagem em pontos
pré-definidos

‘ Migragfio — Fotos de pontos pré-determinados

4{ Morfologia - Microscopio optico e MEV

Figura 7. Fluxograma da metodol ogia experimental para o estudo da interacéo cdula-celulose
bacteriana.



Material e Métodos 23

3.1 Cdlulose bacteriana
3.1.1 Sintese

As membranas de celulose bacteriana (CB) foram sintetizadas pela bactéria
Gluconacetobacter hansenii, (=Acetobacter xylinum), linhagem ATCC 23769,
cultivadas com 150 ml de meio de cultura Hestrin & Schramm (Schramm et al., 1957),
a 30°C por 7 dias, sob condices estéticas, no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Microrganismos — LBBMM do Departamento de Biogquimica da
Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC.

Para a purificacdo da celulose bacteriana formada na superficie liquida da
cultura, as membranas foram removidas e tratadas com solugdo de 0,2AM NaOH a 90°C
durante 20 minutos para remover as células bacterianas e outras impurezas. Apos este
processo, as membranas foram lavadas com &gua destilada por uma semana e,

subseqguientemente, foram secas a 50°C por 24 horas.

Como material de comparacdo de resultados foram utilizadas membranas de
celulose bacteriana comerciamente disponiveis (BIONEXT®, Bionext Produtos
Biotecnoldgicos Ltda.). Para andlise dos resultados utilizou-se as propriedades fisico-
quimicas fornecidas pelo fabricante e constantes no relatério de caracterizacdo
confeccionado por Messaddeq e colaboradores (Messaddeq et al., 2004).

3.1.2 Caracterizacao das membranas de celulose bacteriana

3.1.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Ensaios de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram redlizados em
equipamento Philips, XL-30, disponivel no Laboratério de Materiais — LABMAT da
UFSC, e foram utilizados para a caracterizagdo microestrutural e morfolégica das
membranas de celulose bacteriana. Esta técnica € fundamentada na interacdo de um
feixe eetrénico primério incidente (gerado por um canhdo de elétrons) com a amostra.
Cada andlise depende do tipo de radiacdo detectada. Utilizam-se elétrons secundérios

para andlises topograficas, retroespalhados para andlises de composi¢cdo quimica e raios
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X para microandlises quimicas e mapeamento de elementos. As amostras foram
cortadas em filmes circulares de aproximadamente 25 mn?, e foram dispostas sobre
uma fita de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro, conforme procedimento

padréo.

3.1.2.2 Micropor osidade das M embranas

A microporosidade das membranas foi estimada através de andise de imagem.
Essa microporosidade € atribuida aos poros (espacos vazios) entre as fibras, que

possuem diametros equival entes entre 50-700 nm.

3.1.2.3 Absorcéo de dgua e nutrientes

A absorcdo das membranas de CB comercial foi determinada pela absorgéo de
agua destilada e meio de cultura celular DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino. As medidas consistiram na imersdo das membranas secas nas solugGes por
determinados periodos e medidas de massa, apds remocdo do excesso de solucdo na
superficie. O experimento foi mantido até 24 horas. A porcentagem de ganho de massa

das amostras foi calculada e graficada em funcéo do tempo.

3.1.2.4 Cristalinidade

Ensaios de Difratometria de Raios-X (DRX, Phiplips, X’Pert), com radiacéo
CuKa (I =1.45 nm) foram utilizados para identificar as fases cristalinas da membrana de
celulose. Membranas secas de CB foram colocadas sobre um substrato de aluminio e
medidas em um intervalo de 2q = 5° a40°. O grau de cristalinidade (X¢c) das membranas
celulésicas foi estimado pelo difratograma, através da 1Bzéo entre as areas sobre o0s
picos cristalinos (110) e (200) e a area total, de acordo com o método descrito por
Watanabe e colaboradores (Watanabe et al., 1998).
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3.1.25 Andlisetémica

As temperaturas caracteristicas de transicéo vitrea (Tg) e degradagdo (Tq) das
membranas de celulose foram determinadas atraves de analises térmicas. Os ensaios de
Calorimetria Exploratoria Diferencia (DSC, Shimadzu, DSC 50) foram realizados em
atmosfera de argdnio, com fluxo dindmico de 50 cm/min. Primeiramente as amostras
foram aguecidas a 150°C (com taxa e aguecimento de 20°C/min) para remocéo ch
umidade absorvida. Apés etapa as amostras foram rapidamente resfriadas com
nitrogénio liquido (até -65°C) e novamente aguecidas a 300°C. Andise
termogravimétrica (TGA, Schimadzu, TGA-50) foi realizada sob fluxo de argbnio, na
faixa de temperatura de 25°C (temp. ambiente) a 850°C com taxa de aguecimento de
20°C/min.

3.1.2.6 Resisténcia atragdo

A resisténcia a tracdo da celulose bacteriana em temperatura ambiente foi
medida para cinco amostras, com dimensdes de 70 x 25 mm, usando uma méguina de
ensaios universal (Instron Corp., Instron 4202). A velocidade de ensaio foi mantida

constante, a1 mm/min.

3.1.2.7 Molhabilidade

Para quantificar a molhabilidade das membrares de celulose bacteriana utilizow
se 0 método da gota séssil. Neste método, uma gota de agua de aproximadamente 4 pl
foi colocada suavemente sobre a superficie das membranas de celulose bacteriana (CB1,
produzida no laboratério, e CB2, comercial) como mostra a ilustracéo daFigura 8, e foi

registrada aimagem de 3 gotas diferentes dispostas sob as superficies da membrana.
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B = Gngulo de contato

Figura 8. Representacdo da medida do angulo de contato (?), formado entre a gota e a superficie
onde se encontra.

O angulo de contato (?) entre a gota e a superficie foi medido por andlise de
imagem através do software Image Tool (Image Tool, UTHSCSA for Windows, v.3.0).

3.1.2.8 pH

O pH das membranas CB1 e CB2 foi determinado pela medida do pH da
solugdo, onde pedacos das membranas foram colocados. As solugdes consistiam de
agua destilada e meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. As medidas
consistiram na imersdo das membranas secas has solucfes por determinados periodos e
medidas do pH da solucdo. O experimento foi mantido até 24 horas. O vaor do pH das

solucdes foi graficado em funcéo do tempo.

3.1.3 Prepar acao das membranas para cultura celular

As membranas foram cortadas em pedacos circulares (1,5 cm de didmetro),
esterilizadas sob radiacdo ultravioleta por 30 minutos e fixadas na placa de cultura, de
poliestireno tratadas, com cilindros de vidro para que permanecessem no fundo dos
pocos da placa de cultura. Foram adicionados 500 pl de meio de cultura nos 24 pocos da
placa de cultura por 30 minutos antes da semeadura das células. As células foram
semeadas nos pogos com e sem os filmes de celulose (controle), em uma densidade de
2,5 x 10* células por poco em 1 ml de Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM,
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Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (Gibco, BRL), 2 mM L-glutamina, 4,5 gl de glicose, 1,5 gl'* de bicarbonato
de sodio, 100 unidadesml™ de penicilina e estreptomicina, em uma atmosfera de 5%
CO, a37°C.

A linhagem de fibroblastos L929 foi gentilmente cedida pela professora Tania de
Lima P. Pessatti, da Universidade do Vale do Itgal. Todas as andises de contagem
(adesdo, proliferacéo e viabilidade) das culturas de fibroblasto L929, tanto nos filmes de
celulose bacteriana, quanto nas superficies controle, foram realizadas em microscépio
optico (Bioval, XDS-1B). Para os testes com a membrana CB1, a passagem das células
utilizada foi a P19, e para a membrana CB2, a passagem foi a P8. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata.

Para o controle foram utilizadas placas de cultura de poliestireno tratadas para
cultura celular, que proporcionam maior adeséo das células e esterilizadas por radiacéo

gama; sendo que as células foram cultivadas diretamente sobre a placa, sem membranas.

3.2 Estudoin vitro

Os estudos in vitro foram realizados no Laboratério de Rodutos Naturais do

Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.1 Adesio

A adesdo s fibroblastos nos filmes de celulose bacteriana foi analisada por
coloracdo de hematoxilina e eosina (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), nos
intervalos de 0, 4, 8, 16 e 24 horas. Para este ensaio foi adaptado o modelo de andlise de
adesdo celular descrito por Min e colaboradores (Min et al, 2004).

As membranas com as cdlulas cultivadas, em cada intervalo, foram lavadas com
1 ml de PBS, fixadas com 100 ul de solugdo dcool:acetona (1:1 em volume) e, apds a

secagem, adicionou-se 50 pl de hematoxilina por 1 min. As membranas foram imersas



Material e Métodos 28

em 4 ml de &gua milliQ durante 2,5 min. Aspirou-se a agua e foram adicionados 50 pl
de eosina por um minuto. O procedimento de lavagem foi mais uma vez repetido para
realizar a contagem. O mesmo procedimento foi feito com o controle. Depois de secas
as membranas e o controle foram analisados sob microscopio optico, e foram contados

cinco pontos a eatérios com &rea de 0,41 mn? cada, na membrana.

3.2.2 Proliferacao

A proliferaco dos fibroblastos nos filmes de celulose bacteriana foi analisada
por contagem de células em trés pontos pré-definidos nas membranas e nos controles de
poliestireno, sempre dos mesmos pogos, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. O
protocolo utilizado para andlise da proliferacéo foi 0 mesno dos ensaios de adesdo,

também modificado.

3.2.3 Viabilidade celular

Para 0 estudo de viabilidade celular, as células foram analisadas tanto nas
membranas de celulose bacteriana quanto nos controles de poliestireno, durante
diferentes tempos de cultura, 24, 48 e 72 h. A cada intervalo, 0 meio de cultura foi
aspirado, e as cdlulas lavadas com 1 ml de PBS. Ap6s lavagem, foram adicionados a
cada amostra 200 ul de azul de trypan por 5 min, e o excedente foi aspirado para
realizar a contagem das céulas viaveis. No tempo zero foram consideradas todas as

25000 céulas iniciais viaveis.

3.2.4 Morfologia celular

Para a avaliacdo da morfologia celular foi utilizada microscopia eletronica de
varredura (MEV, Philips, XL-30). A morfologia das células em cultura foi avaliada
guantitativamente através de analise de imagem (Image Tool, UTHSCSA for Windows,

v.3.0) de imagens binarizadas



Material e Métodos 29

Para os estudos de MEV, as células fixas no substrato foram lavadas duas vezes
com PBS, e fixadas com 100 ul de solucéo acool:acetona (1:1) por 5 min. Depois de
lavadas com PBS, a desidratacdo foi feita através de troca lenta de dgua usando uma
série de solugdes de etanol (30%, 50%, 70%, 90%) por 15 min com desidratacéo final
em etanol absoluto por 30 min, permitindo que as amostras secassem a temperatura
ambiente e sob vacuo.

3.2.5 Migracéo celular

Neste trabalho foi adaptado o0 modelo de analise de migracéo celular descrito por
Sanchavanakit e colaboradores (Sanchavanakit et al., 2006).

As membranas foram cortadas em pedacgos circulares (1,5 cm de didmetro), e
fixadas na placa de cultura com cilindros de vidro para que permanecessem no fundo
dos pocos da placa de cultura. Subsegquentemente, barreiras de plastico foram dispostas
no centro diametral dos pocos dividindo-os em duas partes. A Figura 9 ilustra
esgquematicamente um poco da placa de cultura, com a barreira.

Barreira
polimérica

i

Cilindro
de vidro

Figura 9. Aparato desenvolvido para analisar a migragéo celular. Representacéo de um pogo da
placa de cultura de 24 pogos, com o cilindro de vidro e com a barreira polimérica

As células foram plagueadas em uma das metades de cada poco, em uma
densidade de 2,5 x 10* células por poco e incubadas a 37° C e 5% CO,. Apds 24 horas
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de incubacdo, 0 meio foi aspirado e a barreira foi retirada para permitir o movimento

das células. O meio de cultura foi entdo reposto (1 ml).

Para a andlise da migracéo celular, fotografias de pontos pré-determinados foram
registradas, em diferentes intervalos de cultura. Foi utilizado microscopio de contraste
de fase com uma cameradigital SONY Cybershot 6.0Mp acoplada.



Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao das membranas de celulose bacteriana

No estado hidratado o biofilme formado na superficie do meio de cultura da
bactéria Gluconacetobacter hansenii € um gel resistente, moldavel, transparente e
homogéneo, como mostra a Figura 10. Depois de seca, a espessura das membranas varia
entre 150 nm e 200 nm.

Figura 10. Fotografia de uma membrana de celulose bacteriana hidratada (gel).

Uma andlise mais detalhada da microestrutura das membranas CB1 e CB2 por
Microscopia Eletronica de Varredura, representada na Figura 11, revelou que depois de
seca a zooglea é composta de longas fibras. O filme consiste de uma matriz celul6sica
homogénea, densa e livre de defeitos aparentes, sendo formada por uma rede
entrelagada de longas nanofibras celulésicas com alta razéo de aspecto e didmetros
menores do que 100 nm.
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Figura 11. Micrografias (MEV) da superficie das membranas @) eb) CB1, ec) ed) CB2,
mostrando a rede de nanofibras entrel agadas das membranas e porosidade. Aumentos de 2000x
aec,e8000x bed.

A alta razdo de aspecto, dada pela razéo entre 0 comprimento e o didmetro das
fibras, pode afetar as propriedades mecanicas do filme, tais como elasticidade e
resisténcia a tracdo, razdo pela qual a morfologia fibrosa foi assunto de discusséo na
Ultima década e ainda permanece (Helbert et al., 1998; OSullivan, 1997). A biossintese
da celulose é caracterizada pelo crescimento unidirecional e cristalizacdo, onde
moléculas de glicose sdo agrupadas linearmente por ligagdes glicosidicas 3(1? 4). A
unido de cadeias glicosidicas forma microfibrilas orientadas por pontes de hidrogénio
intramoleculares (Saxena et al., 1994). A orientagcdo preferencial do crescimento de
cristais celuldsicos durante a biossintese foi anteriormente reportada por Koama e
colaboradores (Koyamaet al., 1997). A celulose é cristalizada e excretada para fora dos

organismos, particularmente na Gluconacetobacter hansenii que sintetiza as cadeias de
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celulose introduzindo unidades de glicose nas extremidades do polimero. O mecanismo

de crescimento durante a atividade bacteriana determina a morfologia da celulose find.

Porosidades na faixa entre 30-35% foram estimadas na superficie das
membranas de celulose bacteriana. A porosidade, bem como o tamanho de poro pode
variar dependendo do grau de interligacéo entre as microfibrilas, tornando a malha de
fibras mais densa. O processo de secagem da celulose bacteriana também interfere na
porosidade do material, sendo que quando secas em estufa, a porosidade e o tamanho

dos poros das membranas diminuem consideravel mente.

As propriedades mecénicas dos biomateriais se tornam importantes na escolha
de qual materia utilizar na aplicacdo médica desgada. Diferentes tipos de tecidos
exigem diferentes propriedades mecanicas do material para poderem ser regenerados ou

substituidos, como na engenharia de tecidos de pele, cartilagem, Gssea ou vascular.

A Figura 12 mostra o comportamento de absor¢do das membranas CB1 e CB2
imersas em agua ou emmeio DMEM. Os comportamentos de absorcéo foram similares
dentro do desvio estatistico. Apés uma hora, a massa atingiu o vaor maximo
(aproximadamente 200%), e permaneceu relativamente estével entre a segunda hora e
24 horas. Para a membrana CB2, o comportamento foi similar, exceto para a membrana
CB1 imersaem DMEM, que apresentou um aumento substancial na absorc¢éo, atingindo
400% apds 24 h.
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Figura 12. Comportamento de absorgéo das membranas CB1 e CB2 nas solugdes de meio
DMEM (10% SBF) e &guadestilada. A CB1 apresentou maior ganho de massa que a CB2, tanto
na &gua guanto no meio de cultura DMEM.

A absorcéo ocorre por um efeito combinado da absorcéo/inchamento das fibras e
perda das ligagcOes friccionais entre as fibras, causando seu deslocamento. Esse
deslocamento das fibras provoca uma expansdo do volume, resultando em espacos
livres para a absor¢do do liquido. A expansdo maxima das fibras depende da capacidade
de absorcdo das fibras no liquido, ou da habilidade do liquido de formar pontes de

hidrogénio com os grupos hidroxila da celulose (Mantanis et al., 1995).

Os valores de absorcdo das membranas foram maiores no meio de cultura do que
na &gua. Isto pode ser um indicativo da adsor¢do de proteinas do meio pelas
membranas, considerando que quando uma superficie € colocada em contato com um
fluido bioldgico, o primeiro processo que ocorre é a absor¢éo de &gua, e imediatamente

apos, a adsorcdo de proteinas (Boulmedais et a.l, 2004).

A CB1 apresentou um ganho de massa maior do que a CB2 comercial, tanto no
DMEM quanto na &gua. Este fendmeno pode ser um indicativo de uma maior adsorcéo
de proteinas pela membrana CB1 no meio DMEM, sendo que estas proteinas podem

interferir na adesdo celular, proporcionando um substrato que promove melhor a adesédo.
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A Figura 13 mostra o difratograma de raios X da superficie da CB1. Trés picos
de difragdo podem ser observados, que foram identificados como os planos (110),
(110) e (200) da membrana (Tokohet al., 1998). O grau de cristalinidade (Xc) estimado
dessa membrana é de 56 *+ 5%. O grau de cristalinidade da membrana CB2, estimado

através do difratograma fornecido pela analise do fabricante, €de 61 + 5%.
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Figura 13. Difratometria de raos-X da membrana CB1.

O comportamento fisico-quimico de um polimero é fortemente influenciado pelo
grau de cristalinidade da sua estrutura. Por exemplo, a cristalinidade da celulose
influencia diretamente as propriedades de degradacdo, absorcdo e retencéo de é&gua
(Schenzel et al., 2005).

A Figura 14 mostra as anadlises térmicas obtidas da membrana CB1. O
termograma de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é mostrado na Figura 14a.
A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) de um material polimérico € a temperatura na
qual ocorre uma mudanca de um estado de rigidez vitrea para um estado viscoso (como
na borracha). Essa transicdo € seguida de um aumento da capacidade #rmica e uma
endoterma de relaxagao, caracterizada por uma transicdo em degrau, como mostrado em
detalhes a direita da figura, onde a Ty esta indicada pela seta em 355°C. A Ty de
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macromoléculas cristalinas € muito dificil de ser detectada, devido &s largas curvas de
fluxo de calor, o que faz com que qualquer desvio da linha base se torne quase
indistinguivel. Esses resultados sdo similares aos relatados por George e colaboradores
(George; Ramana; Sabapathy; Jagannath et al., 2005), onde a Ty de membranas
celulésicas tratadas quimicamente com NaOH apresenta-se deslocada para valores
maiores (~40°C), comparados com membranas ndo tratadas (~14°C). Esse
deslocamento pode ser atribuido a mudancas na mobilidade molecular das nanofibras
celul6sicas apds tratamento. Além disso, a curva de fluxo de calor expandida evidenciou
um pico endotérmico a 116,2°C, que pode ser atribuida a temperatura de fusdo cristalina
(Tm) do polimero. Em temperaturas elevadas (>270°C), a curva de DSC mostrada na
Figura 14a apresentou um aumento de fluxo de calor (fenbmeno exotérmico), que é
atribuido ao estagio inicia de degradacéo da celulose, como confirmado pela andlise
termogravimétrica (TGA). A Figura 14b mostra a curva termogravimétrica (TG), da
membrana CB1 com sua respectiva derivada, da membrana CB1. A primeira etapa de
perda de massa € atribuida a liberagdo de &gua (em torno de 100°C). Uma perda
acentuada de 68% pode ser observada a aproximadamente 341°C, relacionada a

degradacéo das cadeias celulésicas (Ty).
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Figura 14. Andlise térmica da membrana CB1,; @) termogramade DSC. O detalhe mostraa faixa
de temperatura entre 31°C e 41°C; b) curva TG, com a respectiva derivada.

Sob tensdo, a membrana CB1 demonstrou uma baixa deformacéo elastica antes
do rompimento, como pode ser doservado no gréfico na Fgura 15. A ruptura ocorreu

apos 3,4% de deformacdo. Esta membrana apresentou uma resisténcia a tracdo de 28
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MPa. Resisténcia a tracdo das membranas de celulose bacteriana ndo tratadas
apresentam valores geralmente maiores que 65 MPa (George; Ramana; Sabapathy;
Jagannathet al., 2005). A baixaresisténcia das membranas tratadas com NaOH pode ser
atribuida a suas propriedades de absor¢cdo. Durante a absorcdo e inchamento das fibras
de celulose, as juncdes intramoleculares entre as fibras se rompem, como resultado da
tensdo interna produzida pela absor¢do (Mantanis et al., 1995). Devido a absorcdo, a
ordenagdo entre as fibras € reduzida e isso pode contribuir para uma redugdo na

resi sténcia mecanica.

00 05 10 15 2.0
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Figura 15. Curva tipica de tenso-deformacao da CB1 sob forca de tragéo.

A Tabela | resume as propriedades chave das membranas CB1 obtidas neste

trabalho em comparacdo com outros dados da literatura.
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Tabela I: Propriedades da celulose bacteriana (T, = temperatura de transicdo vitrea; Ty =

temperatura de degradacéo).

Propriedade CB (outrostrabalhos) Refs. CB1
Resist. atracéo 10-70 MPa 1,2 32+5 MPa
Tg 13°C-49°C (3) 355°C
Td > 300°C (3 341°C
Cristalinidade 40 - 70% (4,5,6,7) 56+5%

(1) (George; Ramana; Sabapathy; Jagannath et al., 2005)

(2) (Nakagaito et al., 2005)

(3) (George; Ramana; Sabapathy e Bawa, 2005)
(4) (Osullivan, 1997)

(5) (Tokoh et al., 1998)

(6) (Schenzel et al., 2005)

(7) (Watanabe et al., 1998)

Outra caracteristica das membranas pode ser dada pela medicdo do angulo de
molhabilidade. Este angulo € formado por um liquido sobre uma superficie e € um
método utilizado para determinar a hidrofobicidade dos materiais, permitindo avaliar a
molhabilidade dessa superficie. Este pardmetro macroscopico revela o carater
hidrofdbico ou hidrofilico de superficies, e caracteriza também o nivel microscopico da

superficie em estudo, como a energia de superficie.

Os valores meédios dos angul os de contato das membranas CB1 e CB2 comercia
foram 31,1° e 51,5° respectivamente. Considerando estes valores, a membrana CB1
apresentou-se mais hidrofilica em comparacdo com a CB2. As imagens obtidas dos

ensal os estao apresentadas na Figura 16.
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1 mm

Figura 16. Imagem das gotas de égua nas membranas para calculo do angulo de contato a) CB1
eb) CB2 comercid.

Os valores obtidos de molhabilidade corroboram com a porcentagem de
absor¢cdo medida para as membranas CB1 e CB2 comercial, e podem gjudar a explicar o

comportamento celular obtido nestas membranas, discutido mais a frente.

Apesar de o poliestireno ser reconhecidamente hidrofébico, seu revestimento na
placa (préprio para cultura e adesdo celular) mostrou-se hidrofilico, razéo pelo qua a

ades30 nos controles foi maior.

Os valores do pH das solucdes das membranas CB1 e CB2 estdo representados
naFigura 17.
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Figura 17. Valores medidos do pH da solugéo: @) membranas CB1 e CB2 comerciad em meio

DMEM suplementado com 10% SFB e b) CB1 e CB2 comercia em &gua destilada.

Os vaores de pH obtidos para as membranas imersas no meio DMEM

mantiveramse em torno de 7,7, enquanto nas membranas imersas na agua destilada os
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valores de pH decresceram em funcdo do tempo, variando de 7,2 a 54. A maior
estabilidade dos valores de pH no meio de cultura pode ser causada pelo tampéo
adicionado a0 meio de cultura que colabora para que o pH mantenha-se a 7,4 nas
cuturas celularesem estufa de CO,. O pH pode interferir na adsorcéo de proteinas pelas
membranas e, quando incorporadas, estas poderdo interferir na adesdo das células as
superficies (Boulmedais et al., 2004).

4.2 Estudoin vitro

Apbs o cultivo observouse que os padrdes de distribuicdo celular entre as
células nas membranas e no controle foram diferentes como pode ser observado nas

imagens de microscopia optica (Figura 18).

Figura 18. Microscopia Optica dos fibroblastos aderidos, ap6s 24 h de cultura: @) membrana
CB1, b) controle daCB1, c) membrana CB2, d) controle da CB2. Nos controles as células estéo
cultivadas diretamente sobre as placas de poliestireno.
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As medidas de adesdo foram realizadas em curtos periodos de cultura. Cho e
colaboradores mostraram que os fibroblastos aderem nas superficies dos substratos que
sdo favoraveis a adesdo, mostrando rapidas mudancas morfologicas que vao de formatos
arredondados aformatos alongados depois de apenas 1 hora de cultivo (Cho et al.,
1996; Gotoh e Tamada, 2005). Considera-se que a fase de anexagdo da adesdo celular
ocorre rapidamente e envolve ligagbes fisico-quimicas entre as células e o material,

incluindo forgas idnicas (Kumari et al., 2002).

AplGs 24 has cdulas nas membranas de celulose bacteriana mantiveram uma
forma arredondada, e tenderam a se agrupar (Figuras 18a e 18c). Ja nos controles as
células apresentaram forma alongada, tipica de fibroblastos, e atingiram confluénciaem
48 h. As células cultivadas nas CB, entretanto, ndo atingiram confluéncia no intervalo
de culturaestudado.

Watanabe e colaboradores (Watanabe et al., 1993) testaram a linhagem L929 em
membranas de celulose bacteriana sem tratamento, sintetizadas por Acetobacter aceti, e
relataram que, em seus testes iniciais, as células ndo proliferaram significativamente e
apresentaram baixo crescimento, alongamento e baixa adesdo, comparadas as células
cultivadas em placas de Petri. Com algumas modificacbes de cargas elétricas na
superficie, ndo foram observadas modificagcbes morfolégicas significativas das células
nas membranas de celulose bacteriana e houve um aumento significativo no

crescimento celular.

A Figura 19a mostra as curvas de adesdo dos fibroblastos nas membranas CB1 e
seu controle em 24 h. A adesdo dos fibroblastos foi maior no controle, atingindo um
valor de 340% apds 16 h, enquanto na membrana, o valor maximo atingido foi de 60%
apos 24 h. O numero relativo de células foi definido como o nimero total de células

contadas em relagéo ao numero inicial.

A Figura 19b mostra as curvas de adesio dos fibroblastos nas membranas CB2 e
seu controle em 24 h. A adesdo dos fibroblastos foi maior no controle, atingindo um
valor de 320% ap6s 16 h enquanto na membrana o valor maximo atingido foi de 60%

apos 24h.
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Figura 19. Contagem de célul as aderidas nas membranas @) CB1 e b) CB2 comercia em relacdo
a seus controles e em funcéo do tempo de cultura.

Esta quantidade menor de células aderidas nas membranas pode ser interessante.

Estudos recentes indicam que tanto syportes adesivos e ndo adesivos Sd0 hecessarios
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para plangar materiais para regeneracéo tecidual. Usando suportes com diferentes
caracteristicas adesivas, os scaffolds para cultura tecidual podem conter areas adesivas e
regides ndo adesivas e modular formatos celulares e fungdes teciduais em culturas
celulares organizadas (Gotoh e Tamada, 2005).

Na comparacdo entre o numero de células aderidas nas membranas CB1 e CB2,
a primeira membrana mostrou-se um substrato mais aderente do que a segunda, pois
apresentou um maior nimero de células aderidas durante as 24 horas do experimento.
Entretanto, as curvas de adesdo seguem 0 mesmo comportamento, como pode ser
observado na Figura 20. Os controles do teste com a CB1 também apresentaram maior

numero de células aderidas do que o controle da CB2.
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Figura 20. Contagem de células aderidas na membrana CB1 e CB2 comercia

Quanto a morfologia celular, ela também é influenciada pela mnfluéncia ou
densidade de células (Palsson e Bhatia, 2004). Embora a morfologia celular sgja uma

medida qualitativa e subjetiva, muitas informacgfes quantitativas podem ser extraidas
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através de andlise de imagem. Um exemplo de informacdo quantitativa € o fator de

forma

O céculo do fator de forma fornece informagdes sobre o espalhamento e adesdo
celular. A distribuicdo do fator de forma foi obtida através da andise de imagens,
consideradas representativas, contendo, em média, 100 células. Foram realizadas 3
imagens para cada um dos casos (controle e membrana). O perfil das curvas de
distribuicdo foi semelhante entre os casos. O método utilizado no software para a
estimativa do fator de forma € uma relacéo entre o perimetro (P) do objeto, (nmero de
pixels pretos na fronteira entre pixels pretos e brancos) e a area (A) contida nesse

perimetro (nimero total de pixéis pretos). O célculo é realizado através da equagao 1.:

4pA
P2 M

F =

onde O=F=1.

A Figura 21 mostra a distribuicéo de fator de forma das células apds 24 horas de
adesd0. Ambas as culturas na CB1, CB2 e controles apresentam distribuicdo bimodal
para o fator de forma. As células do controle apresentaram uma distribuicdo bimodal e
larga para fatores menores que 0,6, com a minoria de células com fatores proximos de 1
(Figura 21a). Neste caso, a maior parte das células encontra-se alongada (formatos que
se distanciam do circular). As céulas aderidas nas membranas, no entanto,
apresentaram uma distribuicdo mais estreita da maior fracdo de células em valores

préximos de 1, o que indica formatos arredondados (Figuras 21b e 21c).
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A Figura 22 mostra imagens de microscopia Optica de fibroblastos apés adesdo e
proliferacdo em 24 h na membrana CB1 (Fig. 22a) e CB2 (Fig. 22c) e em seus
respectivos controles (Fig. 22b e 22d). Ap6s a semeadur a dos fibroblastos praticamente
todas as células aderiram nas membranas CB1 e CB2. Na membrana CB1 as células ndo
se distribuiram completamente, evidenciando maior densidade celular e agrupamentos
em determinadas regides (Fig. 22a). JA na CB2 as células nostraram uma distribuicéo
mais homogénea na superficie da membrana, mas também apresentaram agrupamentos

(Dados néo apresentados).

Figura 22. Microscopia Optica evidenciando a proliferacdo dos fibroblastos, apos 24 h de
cultura: 8) namembrana CB1; b) controle da CB1; c) namembrana CB2; d) no controle da
CB2.

Este fendbmeno de agrupamento que ocorreu na CB1 pode ser explicado pela
maior forca de adesdo entre os préprios fibroblastos, em comparacdo com a adeséo entre
os fibroblastos e a membrana. Adicionamente, fibroblastos interconectados apresentam
natureza contratil. Entdo, se a forca de contracéo entre a rede interconectada das células
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for mais intensa do que a forca de adeséo entre os fibroblastos e a membrana, grupos de
células serdo formados (Sanchavanakit et al., 2006).

A deteccdo menor de fibroblastos aderidos encontrados nestes testes de ades&o,
em relacdo as contagens de proliferacdo e viabilidade, pode ter sido influenciada pelas
diversas etapas de lavagem durante o procedimento de coloracéo das células, como
relatado por Groth e Altankov (Groth e Altankov, 1996). Outros fatores também podem
interferir neste tipo de ensaio de adesdo, como 0 nUmero da passagem celular e a

distribuicdo homogénea ou ndo das células sobre o substrato.

A proliferacdo das células de mamiferos pode ser definida como um aumento no
nimero de células resultante da finalizagdo do ciclo de divisdo celular em resposta a

sinais extracelulares (Pardee, 1989 apud Tapinos, 2005).

Apos 24 h de cultivo, observou-se uma significativa proliferacdo celular tanto
nas membranas CB1 e CB2 guanto em seus controles, como mostram os dados ce

proliferacéo da Figura 23.
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Figura 23. Proliferacdo dos fibroblastos na membranaa) CB1 e controle e b) CB2 comercia e
controle, em funcéo do tempo de cultura.

Um aumento significativo de fibroblastos foi medido apds 72 h de cultura, que

corresponde a cerca de 450% na membrana CB2. A taxa de proliferacdo dos
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fibroblastos nas membranas foi menor do que nas superficies de poliestireno dos
controles. Backdahl e colaboradores (Backdahl et al., 2006) descrevem o mesmo

comportamento proliferativo de células de musculo liso humano em membranas de CB.

As membranas CB1 foram esterilizadas por UV durante 30 minutos, o que pode
ter influenciado na estrutura do polimero, e provocado mudancas no comportamento
adesivo e proliferativo das células em contato com a membrana. A proliferacéo dos
fibroblastos em superficies de silicone tratadas com UV € menor em substratos tratados
apenas com descarga luminescente de radio-frequéncia (RFGD), ou em combinagdo
com tratamento com UV, como reportado por den Braber e colaboradores (den Braber
et al., 1996).

Quando as membranas CB1 e CB2 comercia sdo comparadas, em relacdo a
proliferacéo celular em funcéo do tempo, pode-se perceber que o nimero de células nas
membranas CB1 é superior ao numero de células na membrana CB2. A CB1 mostrou-se
um substrato melhor para a proliferagdo celular do que a CB2 comercial (Ver Figura
24).

4] —e—cB2
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Figura 24. Comparagéo da proliferacdo dos fibroblastos entre as membranas CB1 e CB2 em
fungdo do tempo de cultura.
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Neste trabalho, a adesdo e a proliferacdo foram analisadas durante curtos
periodos de cultura (0 a 72 h). O perfil das curvas de proliferacdo dos fibroblastos
crescidos na placa de cultura e dos crescidos nas membranas de celulose foi similar.
Entretanto, evidenciouse que nas membranas de celulose bacteriana as taxas de adesdo

e proliferacéo foram sempre menores do que as mesmas células semeadas nos controles.

Os resultados mostraram-se similares aos obtidos por Serrano e colaboradores
(Serrano et al., 2004), que utilizaram membranas de PCL como substrato para cultura
da linhagem L929 e também observaram adesdo e proliferacdo celulares menores do

gue nas placas de poliestireno, utilizadas como controle em curtos periodos de cultura.

A molhabilidade dos substratos é um fator que influencia na adesdo e na
proliferacéo celular. O efeito adverso do substrato hidrofobico nas células, em se
tratando da adesdo e proliferacéo, se deve atransferéncia prejudicada da sinalizacéo de
proteinas entre o substrato e o interior da célula (Groth e Altankov, 1996). A CB1
apresentou molhabilidade maior do que a CB2 comercial, sendo mais hidrofilica, e nela

observaram se nimeros maiores de céulas aderidas e de proliferacéo.

A Figura 25 apresenta micrografias de MEV das culturas celulares sobre a
membrana de CB1. A Hgura 25a mostra em detalhe a microestrutura de superficie da
membrana celuldsica, formada por longas fibras com didmetros de aproximadamente
100 nm, entrelacadas e dispostas homogeneamente. Os fibroblastos aderidos a
superficie, apbds 24h, apresentaramse distribuidos com densidade média de 410
células'mn? para CB1 e de 250célulass'mm? para CB2, além de formatos arredordados
em sua maioria (Ver Figura 21b). Apenas uma célula apresenta um formato alongado,
tipico de um fibroblasto (indicado pela seta na Figura 25b).
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Figura 25. Micrografias de MEV de cultura de fibroblastos em membrana de CB1, apds 24 h de
cultura. @) detal he da superficie da membrana celulésica, b) células aderidas a membrana. A seta
indica uma célula com formato de fibroblasto, ¢) e d) diferentes magnitudes, evidenciando o
formato celular.

Detalhes da adesdo dessas células na membrama podem ser vistos nas Figuras
25c e 25d. As protuberancias formadas pelos fibroblastos interagem com as nanofibras
celulésicas da membrana, conferindo adesdo a células. Pode-se afirmar que os
fibroblastos aderem e proliferam nas membranas de celulose bacteriana, estando de

acordo com os resultados obtidos nas medidas de adeséo e proliferacéo.

A Figura 26 apresenta micrografias de MEV das culturas celulares sobre a
membrana de CB2. A Figura 26a mostra detalhes da microestrutura da superficie
daCB2, formada por nanofibras com didmetros de aproximadamente 100 nm,
entrelacadas. Aparentemente as fibras dessa membrana também estdo dispostas
homogeneamente, como na CB1. Os fibroblastos aderidos a superficie, apds 24h,
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apresentaram se distribuidos com densidade média a 250 célulasymm?, e também

formatos arredondados em sua maioria (Ver Figuras 21b e 21c¢).

10 ym

Figura 26. Micrografias de MEV de cultura de fibroblastos em membrana de CB2, apés 24 h de
cultura. @) detalhe da superficie da membrana celulsica, b) células aderidas a membrana, ) e d)
diferentes magnitudes, evidenciando o formato celular.

A mobilidade relativa das células nas membranas CB1 e CB2 foi
gualitativamente avaliada. As micrografias Opticas das Figuras 27 e 28 apresentam a
evolucdo temporal, a partir de uma configuracéo inicia (apds 24h) das células nas duas
membranas. Observam-se movimentos em diregdes e com velocidades distintas, tanto
na membrana CB1 (Figura 27), quanto na CB2 (Figura 28). Devido a quantidade e
complexidade de fatores que influenciam a migragéo celular, aliada a aleatoriedade de
direcOes e velocidades, torna-se dificil uma avaliaco precisa da cinética de migracao.
Procurouse, entdo, apresentar resultados que fornecessem uma base para afirmar que,
apesar da forte caracteristica de adesdo dos fibroblastos as membranas, ocorre a
migracdo. As setas indicam as diregdes de migracdo das células.
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Figura 27. Células na membrana CB1 em diferentes tempos de cultura d) 24h de adeséo, b) 26
h, c) 29h ed) 42h.

Figura 28. Céulas na membrana CB2 em diferentes tempos de cultura @) 24h de adesdo, b) 26h,
C) 2%h e d) 42h.

Para a avaliagdo da viabilidade celular, a porcentagem de células vidvels apos a
semeadura nas membranas apos 24, 48 e 72 h foi medida e comparada aos controles. A
Figura 29a mostra as curvas de viabilidade celular na membrana CB1 e em seu controle
e 29b na CB2 e em seu controle. Nas duas condi¢des de cultura, os fibroblastos
permaneceram viaveis apos 72 h. Observa-se, ap6s 72 h, um aumento substancial de
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células viaveis tanto para o controle (acima de 3500% para controle CB1 e 448% para
controle CB2, em relacdo a quantidade inicial de cultura) quanto para as membranas
(acimade 750% CB1 e 216% CB2). Esse aumento esta associado a proliferacéo celular,

isto é, a um aumento constante no nimero de células.
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Figura 29. Dados de viabilidade celular namembranaa) CB1 e controle e b) CB2 e controle. As
curvas representam gjustes da Equacao 2 aos dados experimentais.
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As cdlulas tipicamente proliferam numa taxa proporcional ao numero de células

presentes, X, de acordo com a Equagéo 2:

dX

2 =X
dt )

cuja solugdo temporal, para mconstante, € uma exponencia crescente da forma:
— m
X(t) =X, 3

onde Xo € o nimero inicial de células e mé a velocidade especifica de crescimento da
fase exponencial. A Equacdo 3 foi gjustada aos dados experimentais de crescimento

celular mostrados na Figura 29. Os va ores de mobtidos encontram-se na Tabela ll.

Tabelall. Valores de vel ocidade especifica de crescimento, m obtidos ap6s gjuste da Equacado 2
a0s dados experimentais, com os respectivos coeficientes de corrdlacio, R®.

m(h™) R?
Membrana CB1 0,032 0,945
Controle 0,049 0,997
Membrana CB2 0,029 0,943
Controle 0,049 0,974

Os valores de mforam iguais para os controles e muito semelhantes entre as
membranas. Entretanto, as células na membrana CB1 cresceram a uma velocidade
especifica de 0,032 h!, enquanto que a CB2 comercia teve valor ligeiramente menor
menor, de 0,029 h. Este valor pode ser um indicativo da maior adesio e proliferacdo

paraa membrana CB1, dentro dos desvios considerados.

Os desvios observados com relacdo aos dados refletem limitagbes do modelo,
gue ndo leva em conta outros fatores que contribuem para a populacéo celular, tais

como morte celular e estagio de diferenciacdo. Além disso, m € uma funcdo de muitas
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variaveis (agui ndo apresentadas), como fatores de crescimento, concentracdo de

oxigénio, entre outros.

Quando as membranas foram comparadas entre si, amembrana CB1 apresentou
se mais hidrofilica, com um maior nimero de células aderidas, e maiores taxas de
proliferacéo e viabilidade celulares do que a membrana CB2 comercial. A CB1 também
apresentou um ganho de massa maior do que a CB2 o0 que pode sugerir uma maior
adsorcéo de proteinas e interferir na adesdo celular, proporcionando um substrato que
melhor promova a adeséo.

Os resultados obtidos demonstraram que as membranas de celulose bacteriana
ndo sdo citotdxicas e suportam tanto a adesdo, quanto a proliferacdo e a viabilidade

celular, porém em menores proporcdes quando comparadas ao controle.

Deve-se levar em conta ainda que condi¢des in vitro ndo reproduzem situactes
in vivo com fidelidade, devido ao grande nimero de fatores que devem ser levados em
consideracdo. Porém, é possivel determinar as reacOes celulares basicas e singulares
para um unico tipo de célula em meio de cultura in vitro. Embora isso ndo represente
completamente as reacdes celulares in vivo, pode dar umaidéia de como diferentes tipos
celulares podem responder. Estes métodos podem ser usados para reduzir o nimero de
testes de biocompatibilidade executados in vivo, e fazem parte de um grande repertorio
de testes de citocompatibilidade para biopolimeros (Baxter et al, 2002).

Um maior entendimento sobre os biomecanismos envolvidos nos processos
celulares em contato com biomateriais pode colaborar para a ampliagdo do uso de

materiais como a celulose bacteriana ha engenharia de tecidos.

A celulose bacteriana € um material natural e produzido em abundéncia, puro,
bioconpativel e possui uma estrutura nanofibrilar Unica, além de ter possibilidades de
moldabilidade em sua producdo, podendo ser modificada e incrementada com produtos
terapéuticos tanto em sua sintese, através de mudancas genéticas nas bactérias, quanto
com tratamentos posteriores a sua sintese. Pesquisas interdisciplinares sd0 necessarias,
para explorar a versatilidade e a potencialidade da celulose bacteriana como material
biomédico, e para fazer deste biomaterial um candidato com maiores beneficios para a
medicina moderna e engenharia de tecidos.
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Conclusbes e Sugestdes

5.1 Conclusdes

Neste trabalho foi estudado o comportamento de fibroblastos cultivados in vitro
sobre membranas de celulose bacteriana produzidas em laboratério e comercia
Diferertes aspectos celulares foram analisados para conhecer o0 comportamento celular

durante a cultura dos fibroblastos L929: adesdo, proliferacdo, morfologia e viabilidade.

Este estudo investigou a resposta celular da linhagem de fibroblastos L929 em
contato com membranas de celulose bacteriana, e contribui para um melhor
entendimento das interagbes células-substrato, que se fazem tdo importantes para o
desenvolvimento e sucesso de produtos médicos de engenharia de tecidos. Os
fibroblastos, em contato com as membranas de celul ose bacteriana, permaneceram com
um formato arredondado, entretanto houve adesdo, proliferacdo, migracdo e viabilidade
celular nos intervalos de cultura estudados, porém em menores proporcdes do que 0s

controles.

O presente trabalho explorou a dindmica da interacdo de células — biomaterial
para obter informages quantitativas e qualitativas do comportamento celular. Novas
investigacbes devem ser realizadas para elucidar os mecanismos relacionados as
interacBes célula-substrato, de modo a estabelecer parémetros de controle e otimizacéo

de produtos biomeédicos.

Foram também investigadas as propriedades fisico-quimicas das membranas de
celulose bacteriana, para entender e correlacionar as caracteristicas que influenciam no
comportamento das células em contato com esses materiais. A membrana CB1 mostrou
se um substrato que promove melhor a adesdo, proliferacéo e viabilidade celular em

comparacdo com a membrana CB2 comercial.
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5.2 Sugestdes par a trabalhos futur os

Estudos com culturas de células em tempos mais prolongados devem ser feitos
para complementar os dados obtidos para culturas de curto prazo e verificar através dos
mesmos parametros o comportamento celular desta linhagem, bem como o de outras

linhagens celulares.

Ensaios de biologia molecular podem auxiliar e ampliar os conhecimentos a
respeito do padréo de expressao protéica nas células em contato com os biopolimeros,
sendo que poderdo ser identificadas mudangas na expressdo de proteinas de
citoesqueleto e sua interferéncia na adesdo celular, ja que a morfologia arredondada

permanece nas células em contato com as membranas de celul ose bacteriana.

Pesquisas com 0 objetivo de incorporacdo de medicamentos nas membranas de
celulose bacteriana para implantes farmacologicamente ativos, producdo ce scaffolds
tridimensionais e mais testes in vitro e também in vivo com este biopolimero poder&o
dar continuidade a este trabalho.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

CB  Celulose bacteriana

CB1 Ceulose produzida em laboratorio

CB2 Celulose comercial (BIONEXT®)
DMEM Dulbecco’s modified eagle’ s medium
DRX Difratometria de Raios-X

DSC Calorimetria Exploratoria Diferencial
MEV Microscopia Eletrénica de Varredura
PBS Phosphate buffered saline

RFGD Descarga Luminescente de Radio-frequéncia
SBF  Soro fetal bovino

Ty Temperatura de transicéo vitrea

TG  Curvatermogravimétrica

Ty Temperatura de transi¢éo vitrea

TGA Andisetermogravimétrica

Xec Grau de cristalinidade



