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RESUMO

Pesquisadores estdo buscando solugBes baseadas na adequagédo do
microambiente fisico para controlar respostas bioldgicas. Estudos
recentes sugerem que alteracdes no microambiente influenciam
substancialmente o comportamento das células endoteliais e apenas
recentemente propriedades topogréaficas foram incorporadas como um
componente essencial para a engenharia de tecidos vasculares. A
celulose bacteriana (CB) tem sido investigada como biomaterial. A CB
sintetizada pela bactéria Gluconacetobacter hansenii em condicdes de
cultura estaticas forma uma membrana na interface entre o ar e 0 meio
de cultivo. A membrana é constituida de uma superficie pelicular lisa
(sp-BCM) formada na interface ar; seguida por uma regido tecidual
esponjosa (sT-BCM) que se estende até a outra superficie de interface
com o meio de cultivo. Em condigdes agitadas de cultura bacteriana
foram obtidas macroestruturas de CB meta-vascularizada. Adeséo,
viabilidade, proliferagdo, migracdo e morte celular das células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVECSs) foram avaliados em
funcdo das caracteristicas de superficie da CB (sT-BCM e sp-BCM ). As
HUVECs aderem em ambas as superficies da CB, apresentando-se
morfologicamente arredondas na sT-BCM e espraiadas na sp-BCM. As
HUVECSs permaneceram vidveis em ambas as superficies da membrana
de CB apo6s 20 dias de cultura, mas em maior quantidade na sT-BCM
possivelmente pela capacidade de penetracdo, das HUVECs através
desta superficie. Apés trés dias de cultura, houve declinio de viabilidade
celular em ambas as superficies da CB, sendo mais pronunciada na sp-
BCM. A morte celular foi experimentalmente identificada como
necrose, mas acredita-se que necrose secundaria seja a causa da morte
celular. ApOs caracterizacdo do comportamento das HUVECs nas
superficies da CB as macroestruturas de CB foram endotelizadas. A
endotelizacdo dos meta-vasos da macroestrutura da CB foi alcancada
apos 30 dias de cultivo das HUVECs no interior dos vasos. A
macroestrutura de celulose bacteriana mostrou ser uma plataforma
promissora para 0 desenvolvimento de tecidos ou érgaos vascularizados,
por permitir a endotelizacdo, que compreende uma das etapas mais
criticas dos processos in vitro.

Palavras chave: Celulose Bacteriana, HUVECs, Topografia de
superficie, Comportamento celular, Endotelizac&o.






ABSTRACT

Researchers have focused on solutions for adequacy of the physical
microenvironment to control biological responses. Recent studies
suggest that changes in the microenvironment greatly influence the
behavior of endothelial cells and topographic properties have only
recently been incorporated as an essential component of vascular tissue
engineering. Bacterial cellulose (BC) synthesized by the bacterium
Gluconacetobacter hansenii in static culture conditions as a membrane
at the air/medium interface has been investigated as a biomaterial. The
CB membrane obtained consists of a smooth peel surface (sP-BCM)
formed at the interface with air, followed by a spongy tissue surface (sT-
BCM), which extends to the other surface of interface with the medium.
Under agitation conditions into the bacterial culture medium were
obtained meta-vascularized BC macrostructures. Cell adhesion,
viability, proliferation, migration and cell death of human umbilical vein
endothelial cells (HUVECS) regarding their interaction with the surface
properties of the membrane of BC (sp-BCM and sT-BCM) were
evaluated. The HUVECs adhere to both surface of the BC and displays a
morphologically rounded shape in the sT-BCM but an elongated feature
as in sp-BCM. HUVECs remained viable in both surfaces of BC
membrane even after 20 days of culture, but in higher quantities in the
sT-BCM possibly due to the HUVECs capacity for invading that
surface. After a 3-day period of culture, cell viability decrease in both
BC surfaces, mainly on sp-BCM. Cell death was identified as necrosis,
but interestingly its feature suggests that cell death was due to a
secondary necrosis. After characterization of HUVEC lineage behavior
on the both surfaces of BC membrane, the macrostructure was
endothelized. The endothelization process of meta-vessels inside of BC
macrostructure was attained after a period of 30 days of HUVECs-
culture. The BC macrostructure properties has shown promising as a
3D-platform for development of vascular tissues or organs, by allowing
endothelization, which comprises one of the most critical events of in
vitro cell processes.

Keywords: Bacterial Cellulose, HUVECs, Topography, Cell Behavior,
Endothelization.
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GLOSSARIO

Actina: abundante proteina que forma os filamentos de actina nas
células eucaridticas. Os filamentos de actina sdo o0s maiores
constituintes do citoesqueleto de todas as células eucaridticas. A forma
polimérica da actina é denominada F-actina.

Angiogénese: crescimento de um novo vaso sanguineo através da
ramificacdo de um vaso sanguineo pré-existente.

Biocompatibilidade: conceito amplo que traduz um conjunto de
fendmenos relacionados com o envolvimento biolégico a que o material
fica sujeito no organismo humano. Materiais biocompativeis devem
apresentar pelo menos duas das seguintes caracteristicas: permitir a
adesdo, crescimento, manutencdo e diferenciagdo  celular;
permeabilidade para fluxo de compostos quimicos, nutrientes e residuos
metabolicos; capacidade de suportar a presenca de diversos tipos de
células diferentes presentes na vascularizacdo (células endoteliais,
células musculares lisas e fibroblastos) e outros tipos celulares (6rgdo
especificas); excelente estrutura porosa com uma ampla area superficial
que permite as células migrarem e interagirem entre si; resisténcia
mecanica para suportar a organizacdo celular; e a capacidade para se
conformar em vérias formas.

Biomaterial: material utilizado no desenvolvimento de préteses ou
substratos que entram em contato direto com células, tecidos e égaos
vivos. Material com estrutura coordenada no tempo e organizada no
espaco, capaz de codificar (induzir ou inibir) sinais fisicos, quimicos e
bioldgicos dentro de uma microestrutura que controle o0 comportamento
celularr. O material deve se enquadrar no conceito de
biocompatibilidade.

Scaffold: Estruturas capazes de suportar a formacdo tridimensional de
um tecido bioldgico.

Caracteristicas  fisicas e quimicas: composicdo, densidade,
microestrutura, propriedades termodinamicas e elétricas.

Engenharia de tecidos: é uma area interdisciplinar relativamente nova e
combina conhecimentos de engenharia e ciéncias da vida, que se destina
a produzir substitutos viaveis para a restauracdo, manutencdo ou




melhoramento da fun¢do dos tecidos ou érgdos humanos. A engenharia
de tecidos tem como objetivo desenvolver substitutos bioldgicos que
restaurem, mantenham ou melhorem a funcao tecidual.

Lamina basal: uma fina camada de matriz extracelular que separa as
células endoteliais das células musculares lisas que revestem 0s vasos
sanguineos.

Matriz_extracelular: complexa rede de polissacarideos e proteinas
secretada pelas células e na qual as células estdo embebidas.

Macroestruturas de celulose bacteriana: corpos tridimensionais de
hidrogel de celulose bacteriana, produzidos em cultivo agitado da
bactéria G. hansenii. Estes corpos trimensionais podem atingir
aproximadamente 150 cm?®,

Meta-vaso: vaso artificial produzido por biosintese no interior de
macroestruturas de celulose bacterian, que mimetiza um vaso sanguineo.

Propriedades mecénicas: elasticidade, resisténcia, dureza e fadiga.

Vasculogénese: a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
células progenitoras.



ESTRUTURA E ORGANIZACAO

Esta tese descreve a endotelizacio de meta-vasos
biossintetizados em macroestruturas de celulose bacteriana. A tese esta
organizada em capitulos da seguinte forma:

O conteudo do Capitulo 1 apresenta uma introdugdo sobre quais foram
os fatores que motivaram a execucdo desta tese. As justificativas
apresentadas esclarecem a importancia da endotelizacdo de biomateriais
in vitro. Neste capitulo também sera apresentado o objetivo principal da
tese e as questdes que levaram a execucao de cada etapa.

O Capitulo 2 apresenta uma revisao bibliografica sobre os temas que
envolvem a multidisciplinaridade desta tese. A revisdo bibliografica tem
como foco destacar a importancia do desenvolvimento de tecidos e/ou
orgaos vascularizados para o futuro da engenharia tecidual.

O Capitulo 3 descreve a importancia das caracteristicas fisicas das
superficies de biomateriais na morfologia das células endoteliais. Neste
capitulo a adesdo de céulas endoteliais foi avaliada em funcdo das
caracteristicas microestruturais das nanofibras de celulose bateriana.
Técnicas de secagem da membrana de celulose bacteriana contendo
células endoteliais serdo apresentadas como uma alternativa para
avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas celulares em hidrogéis de
celulose bacteriana por microscopia eletronica de varredura.

O Capitulo 4 descreve o quanto as alteracdes na morfologia das células
endoteliais (avaliada no Capitulo 3) podem alterar processos como, por
exemplo, a viabilidade, proliferacdo, migracdo e morte celular. Assim,
neste capitulo serdo discutidos e apresentados os resultados relacionados
ao comportamento das células endoteliais quando cultivadas em
distintas superficies da membrana de celulose bacteriana.

O Capitulo 5 mostra a endotelizacdo de meta-vasos da macroestrutura
de celulose bacteriana obtidos apds avaliagdo prévia do comportamento
das células endoteliais em microestruturas da celulose bacteriana,
estudados no Capitulo 3 e 4.

O Capitulo 6 apresenta as conclusdes finais da tese e as sugestdes para
continuidade deste estudo.



O Capitulo 7 apresenta as referéncias cientificas utilizadas para
execucao deste estudo.



CAPITULO 1

Introducédo, Motivagdo, Justificativa e Objetivos

Neste capitulo serd apresentada uma breve descricdo sobre o
trabalho realizado nos capitulos 3, 4 e 5. Apresenta também os
principais motivos que levaram a execucdo dos objetivos aqui
propostos.
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1. Introducéo, Motivagdo, Justificativa e Objetivos
1.1 Introduc8o e Motivacao

O desenvolvimento de novos produtos biomédicos é de grande
interesse para 0 aprimoramento de novas técnicas que possibilitem
melhoria no tratamento de salde e na qualidade de vida. Segundo dados
do relatério de Materiais Avangados no Brasil (2010-2022), do Centro
de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE), em 2008 a populacdo
brasileira atingiu a expectativa de vida ao nascer de 73 anos e estima-se,
para 2020, 30 milhdes de brasileiros com mais de 60 anos (Medeiros
and Filho, 2010). O incremento da longevidade aumenta também a
demanda por produtos e tecnologias avangadas que melhorem as
condicBes de sobrevida da populacdo. Os EUA gastam mais de U$ 1,5
trilhdo por ano em salde. Atualmente, a prioridade do governo
americano & combater os gastos decorrentes do envelhecimento
populacional; o governo brasileiro est4d apostando na pesquisa e
desenvolvimento com abordagens em biomedicina como uma das
alternativas mais promissoras para a solucdo de problemas voltados a
salde publica; no Brasil este tipo de abordagem vem sendo incorporado
recentemente as politicas de incentivo pablico (Medeiros and Filho,
2010). O alto nivel de prioridade atribuido a engenharia tecidual ndo
surpreende, pela tendéncia de evolugcdo da medicina na direcdo da
regeneracdo de 6rgdos e tecidos, de uma forma personalizada.

A engenharia de tecidos ¢ uma area que tem como objetivo
controlar e ampliar a capacidade natural de regeneracdo tecidual,
adotando diferentes abordagens como: o desenvolvimento de
dispositivos médicos e 6rgdos artificiais, engenharia tecidual e
biomateriais, terapia celular e testes clinicos (Palsson and Bhatia, 2004;
Tsang and Bhatia, 2004; Tsuda et al., 2007). Pesquisadores apostam que
em 10 anos, solucbes médicas baseadas em biomedicina/biomateriais
devam estar disponiveis para o tratamento de pacientes, isto se 0s
incentivos governamentais forem concretizados (Medeiros and Filho,
2010). O projeto de um scaffold objetiva mimetizar o funcionamento da
matriz extracelular (MEC) através da construcdo de uma estrutura
coordenada no tempo e organizada no espaco, capaz de codificar
(induzir ou inibir) sinais fisicos, quimicos e biolégicos dentro de uma
microestrutura que controle o comportamento celular (Discher et al.,
2005; Methe et al., 2008; Kniazeva and Putnam, 2009). Indmeros
materiais tém se mostrado opcdes promissoras para aplicacdes médicas.
Esses biomateriais podem ser de origem cerdmica, metalica e/ou
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polimérica (Ifkovits and Burdick, 2007). Um dos maiores obstaculos
gue limitam o rapido crescimento da engenharia de tecidos complexos é
a inabilidade de sustentar grandes massas celulares incorporadas a
macroestrutura. Isto se deve ao fato de que em distancias celulares
maiores ou iguais a 150 pum o sistema vascular é essencial para o
fornecimento de oxigénio e nutrientes. Adicionalmente, em funcéo das
limitagOes de difuséo de oxigénio, a viabilidade das células esta limitada
a presenca de vascularizagdo (Awwad et al., 1986; Griffith et al., 2005).
Desta forma estratégias de vasculariza¢do sdo primordiais para 0 avango
da engenharia tecidual. Assim, o processo de vascularizacdo de
biomateriais in vitro é uma das areas mais motivadoras da investigacao
médica.

A celulose produzida por bactérias € um polimero que tem
despertado grande interesse na area médica e vem sendo estudada para
ser utilizada como biomaterial em diversas aplicacdes da engenharia de
tecidos devido as suas propriedades vantajosas (Fontana et al., 1990;
Watanabe et al., 1993; Klemm et al., 2001; Svensson et al., 2005;
Backdahl et al., 2006; Czaja et al., 2006; Helenius et al., 2006;
Backdahl et al., 2008; Rambo et al., 2008; Fink et al., 2010;
Zaborowska et al., 2010; Andrade et al., 2011; De Souza et al., 2011;
Fink et al., 2011; Pertile et al., 2011; Petersen and Gatenholm, 2011;
Recouvreux et al., 2011; Zahedmanesh et al., 2011; Pertile et al., 2012).
Entretanto, o potencial da celulose bacteriana (CB) para o
desenvolvimento de produtos de alto valor biotecnolégico ainda nao foi
completamente explorado, e a celulose bacteriana permanece pouco
citada em comparagdo a outros polimeros.

Diversos ramos da engenharia podem contribuir substancialmente
para o desenvolvimento da medicina na medida em que suas técnicas e
métodos sdo fundamentais para a obtencdo em escala laboratorial e
industrial desses produtos em particular. As contribuicdes de engenharia
guimica para este novo campo de estudos tem sido fundamentais
(Langer and Vacanti, 1993; Langer, 2000a). Uma plataforma
macroestruturada baseada em Celulose Bacteriana (CB) foi
desenvolvida pelo Laboratério de Tecnologias Integradas — InteLab
(www.intelab.ufsc.br) — UFSC (Recouvreux, 2008; Recouvreux et al.,
2011), sendo que o processo de producdo dessa macroestrutura
tridimensional (cocoons) estd segurado através do pedido de patente
P10803173-8 (Porto et al.,, 2008). Recentemente foram executadas
modificacdes estruturais destas plataformas, como a formacgéo de canais
internos similares a rede vascular. Esta nova plataforma foi denominada
como macroestruturas de CB meta-vascularizadas.
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Buscando comprovar que as macroestruturas de CB meta-
vascularizadas podem ser utilizadas como uma estrutura ideal para o
desenvolvimento da engenharia de tecidos vascular, esforcos vém sendo
realizado no InteLab através do estabelecimento de uma relacéo entre as
propriedades estruturais e biologicas desse material. A macroestrutura
de CB meta-vascularizada pode representar bem a anatomia de tecidos e
6rgdos vascularizados. Os vasos sanguineos em geral sdo constituidos
por uma membrana interna (tGnica intima), formada por uma camada de
endotélio que esta aderida a lamina basal (Chan and Inoue, 1994; Wood
et al., 2010; Zani and Edelman, 2010), a lamina basal limita a interface
de células endoteliais e células musculares lisas (tunica média). A
endotelizacdo dos canais internos a macroestrutura da CB é uma das
questdes mais desafiadoras, ja que as células endoteliais sdo sensores
naturais do ambiente vascular in vivo (Helmke, 2005). Disfuncbes
endoteliais, caracterizadas por danos das fungdes bioquimicas, precedem
a doenga vascular, servindo como iniciador e propagador do dano
vascular, o que é considerado um marcador de varias doencas (Hess et
al., 2009).

O microambiente, neste caso a lamina basal, € uma estrutura que
regula o comportamento das células endoteliais. Assim, faz-se
necessario o desenvolvimento de estruturas que imitem fisicamente este
microambiente, permitindo respostas celulares “naturais” quanto a sua
aderéncia, proliferacdo e migragdo celular. 1sso permitiria a formacéao de
um endotélio artificial (Hirschi et al., 2008). Quando a estrutura é
preenchida com células endoteliais, células progenitoras podem
promover o revestimento natural do espaco fisico através da secrecdo de
componentes da lamina basal pelas prdprias células (Libby et al., 2002).
A utilizacdo das macroestruturas de CB meta-vascularizadas para o
desenvolvimento ou regeneracdo de tecidos e/ou 6rgaos lesados é uma
alternativa atrativa devido a possibilidade de se obter um novo material
biosintético vaso-estruturado. A combinacdo de propriedades intrinsecas
de um leito vascular (IAmina basal e matriz extracelular) geram grande
potencial para aplicacfes biotecnologicas e médicas.

1.2. Objetivos
Obijetivo Geral

Esta tese teve como objetivo central demonstrar a viabilidade de
endotelizacdo de vasos sanguineos  artificiais  (meta-vasos)
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biossintetizados em macroestruturas de celulose bacteriana, visando
futuramente constituir tecidos vascularizados e 6rgaos artificiais.
Em particular, este estudo pretendeu abordar as seguintes

questoes:

1)

2)
3)
4)

5)

6)

7)

Existe diferenga de estrutura fisica (i.e., topografia)
quando se compara ambas as superficies de membranas de
celulose bacteriana?

E viavel o cultivo de células endoteliais (HUVECs) em
superficies de meta-vasos de celulose bacteriana?

Como é afetada a morfologia celular em condicGes de
cultivo em meta-vasos?

Até que ponto se pode avaliar a migracéo vertical (cultivo
3D) em diferentes superficies e estruturas 3D?

Que técnicas podem ser desenvolvidas para avaliar a
adesdo celular em funcdo da natureza das caracteristicas de
superficie da celulose bacteriana?

Como as caracteristicas da superficie influenciam a
dinAmica da viabilidade, proliferacdo e morte de células
endoteliais?

E possivel endotelizar os meta-vasos de macroestruturas de
celulose bacteriana?



CAPITULO 2
Fundamentacédo Teorica
Este capitulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre o

desenvolvimento de tecidos e/ou 6rgdos vascularizados para o futuro da
engenharia tecidual.
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2. Fundamentacao Teorica
2.1. Engenharia de Tecidos ou Engenharia Tecidual

Em 2010 foi publicado um relatério de estudos prospectivos sobre
materiais, realizado em 2008 e 2009, onde foi concluido que os setores
prioritdrios em Pesquisa Desenvolvimento e Inovagdo (PD&I) de
materiais avancados para a salde da populagdo brasileira dependera do
desenvolvimento de setores como a engenharia tecidual e terapias
celulares (Medeiros and Filho, 2010). De 3.982 patentes registradas no
INPI (instituto nacional da propriedade industrial) e apontadas neste
estudo, a grande maioria tem como foco o desenvolvimento de
polimeros para outras aplicacdes que ndo envolvem engenharia tecidual.
Assim, é fundamental consolidar a pesquisa de exceléncia em
engenharia de tecidos no Brasil para que a indlstria de produtos
voltados para a saude atenda a demanda crescente por procedimentos de
alta complexidade. As tendéncias mundiais, em longo prazo (2020-
2050), apontam para grandes investimentos em medicina diagnostica e
tecidual regenerativa (Medeiros and Filho, 2010).

A engenharia de tecidos, também conhecida como engenharia
tecidual, tem como objetivo desenvolver substitutos bioldgicos que
restaurem, mantenham ou melhorem a funcéo tecidual (Palsson and
Bhatia, 2004). Dessa forma a engenharia de tecidos depende do
desenvolvimento de biomateriais que mimetizem microambientes
adequados para a cultura de células. Estes podem também servir para o
desenvolvimento de um novo tecido que pode ser implantado no
paciente, substituindo em parte, ou como um todo, um tecido ou érgdo
lesado. Os avancos recentes na area de biomateriais e suas aplicacdes
em &reas biomédicas mostram o grande potencial de diversos polimeros
no desenvolvimento de novas classes de materiais médicos (Langer,
2000b; Tsang and Bhatia, 2004; Discher et al., 2005; Methe et al., 2008;
Hung et al., 2009). Diversos materiais tém sido propostos para simular
um microambiente tridimensional (3D) para o desenvolvimento da
engenharia tecidual. Surpreendentemente, relativamente poucos
trabalhos se utilizam de celulose bacteriana como biomaterial (Fontana
et al., 1990; Watanabe et al., 1993; Klemm et al., 2001; Svensson et al.,
2005; Backdahl et al., 2006; Czaja et al., 2006; Helenius et al., 2006;
Backdahl et al., 2008; Rambo et al., 2008; Andrade et al., 2010;
Zaborowska et al., 2010; Andrade et al., 2011; Fink et al., 2011; Pertile
et al., 2011; Petersen and Gatenholm, 2011; Recouvreux et al., 2011;
Zahedmanesh et al., 2011; Pertile et al., 2012).
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A engenharia de tecidos é uma &rea relativamente nova e combina
conhecimentos de engenharia e materiais para melhorar ou substituir
fungdes bioldgicas. A engenharia de tecidos e descrita por Langer e
Vacanti, dois pioneiros da area, como uma area interdisciplinar que
aplica os principios de engenharia e ciéncias da vida para o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos que podem restaurar, manter
ou melhorar a formacéo tecidual (Langer and Vacanti, 1993).

O conceito bésico de scaffold inclui um suporte fisico (estrutura 3D)
composto de polimeros sintéticos ou materiais naturais (colageno,
elastina, fibrina, laminina, fibronectina, entre outros) que inicialmente
serve como uma estrutura padrdo que imita a matriz extracelular (MEC)
nas quais as células se organizam e proliferam in vitro antes da
implantac&o in vivo.

As pesquisas iniciais focaram no desenvolvimento de materiais
inertes como, por exemplo, o Teflon® e o silicone, que provocaram
inexpressivas respostas das funcgBes biologicas e interages teciduais.
Atualmente outros materiais estdo sendo desenvolvidos para estimular
reaces das células que possam ser completamente controladas. O
conceito chave no desenvolvimento de scaffolds é que estes devem
conter informagbes quimicas ou estruturais que permitam a
comunicagdo célula-célula e o controle da formagdo tecidual
dependendo do tipo de aplicacdo desejada.

2.2. Celulose Bacteriana - aplicagcdes em engenharia de tecidos

S6 recentemente a celulose sintetizada por bactérias vem
despertando grande interesse como biomaterial para aplicagdes em
engenharia de tecidos. Embora Brown tenha identificado a bactéria
Gluconacetobacter xylinus (G. xylinus) em 1886, como uma bactéria
produtora de celulose (Brown, 1886), até hoje esta espécie é reconhecida
como a Unica capaz de produzir celulose em escala comercial (Brown et
al,, 1976; Klemm D, 2006). Esta bactéria foi reclassificada de G.
xylinum ATCC 23769 para G. hansenii (Yamada et al., 1997). A G.
hansenii é uma bactéria Gram negativa, estritamente aerdbica que
produz uma membrana de celulose na interface liquido-ar do meio de
cultivo (Dudman, 1960; Watanabe et al., 1998). A bactéria G. hansenii
tem a capacidade de utilizar uma variedade de substratos carbonicos
para a biossintese de celulose. Os meios de cultivo bacterianos mais
utilizados sdo constituidos basicamente de uma fonte de carboidrato
(sacarose, glicose, frutose, lactose ou manitol entre outros), além da
utilizacdo do extrato de levedura como fonte de nitrogénio (Yamada et
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al., 1997). Tradicionalmente a celulose bacteriana é produzida em
culturas estéticas utilizando a bactéria G. hansenii, que produz uma
membrana de celulose na superficie do meio de cultivo que pode ser
desenvolvida até uma membrana de varios milimetros de espessura.

A celulose bacteriana (CB) produzida pelas bactérias do género
Gluconacetobacter possuem propriedades peculiares tanto quimicas
guanto fisicas. Quimicamente a celulose € um homopolissacarideo
linear, cuja unidade estrutural, a celobiose, é formada pela unido de duas
moléculas de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4).
Grupos hidroxilas estabelecem interac@es tipo ponte de hidrogénio intra
e intermoleculares que sdo responsaveis pela rigidez da cadeia, pela
formacdo de nanofibras e estaveis e fazem com que a celulose seja
insolivel em agua e na maioria dos solventes organicos (Kennedy et al.,
1982). Além da bactéria formar celulose com alto grau de pureza (livre
de lignina e hemicelulose), a CB é altamente hidrofilica, sendo que
aproximadamente 99% do seu volume é constituido de liquido (Klemm
et al., 2005; Backdahl et al., 2006). A CB, no estado hidratado, possui
alta resisténcia mecanica, apresentando elevado modulo de elasticidade
quando comparada a materiais organicos como, por exemplo, o
polipropileno e o tereftalato de polietileno. A CB é facilmente moldavel,
apresenta cristalinidade de 60 a 80%, ndo é alergénica e nem tdxica
(Fontana et al., 1990; Klemm et al., 2005; Svensson et al., 2005; Czaja
et al., 2006). A elevada pureza da CB e suas propriedades peculiares
tém despertado grande interesse na indUstria alimenticia (Omoto et al.,
2000), cosmética (Czaja et al., 2006) e na medicina (Fontana et al.,
1990; Watanabe et al., 1993; Klemm et al., 2001; Svensson et al., 2005;
Backdahl et al., 2006; Czaja et al., 2006; Helenius et al., 2006;
Backdahl et al., 2008; Rambo et al., 2008; Fink et al., 2010;
Zaborowska et al., 2010; Andrade et al., 2011; De Souza et al., 2011;
Fink et al., 2011; Pertile et al., 2011; Petersen and Gatenholm, 2011;
Recouvreux et al., 2011; Zahedmanesh et al., 2011; Pertile et al., 2012).

A CB vem sendo estudada especificadamente como uma estrutura
para regeneracdo de tecidos cartilaginosos (Svensson et al., 2005;
Andersson et al., 2010), revestimento de ferimentos (Fontana et al.,
1990), implantes dentarios (Dos Anjos et al., 1998), interacdo neuronal
(Pertile et al., 2012) e implantes vasculares (Helenius et al., 2006;
Andrade et al., 2010; Fink et al., 2010; Andrade et al., 2011; Fink et al.,
2011). Quanto a capacidade de degradacdo, a celulose ndo é degradada
por células humanas, mas alguns animais produzem em seu intestino a
enzima celulase, degradando assim a celulose (Helenius et al., 2006;
Russell et al., 2009). Um estudo de degradacdo mostrou que as
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nanofibras de CB ndo degradaram em até quatro meses de implantacdo
em camundongos in vivo (Pertile et al., 2011).

A integracdo do biomaterial com o tecido hospedeiro é essencial
para 0 sucesso da engenharia tecidual. Williams (1999) definiu a
biocompatibilidade de um material como a capacidade deste de realizar
ou ativar respostas bioldgicas apropriadas, como por exemplo, gerar
baixo processo inflamatério no tecido hospedeiro, dependendo da
especificidade da aplicacdo (Williams, 1999). Helenius e colaboradores
(2006) mostraram que a CB é um material que se integra totalmente ao
tecido hospedeiro in vivo e ndo induz processos inflamatérios e nem
rejeicdo ao longo do tempo (Helenius et al, 2006). Outros
pesquisadores tém mostrado que tubos de CB integraram-se
completamente a carétida de porcos (Wippermann et al., 2009). CB tem
sido sugerida como um material potencialmente ideal para engenharia
de tecidos cartilaginosos, vasos sanguineos (BASYC®), epidérmicos,
entre outros (Biofill®, Gengiflex®, XCell®) (Fontana et al., 1990;
Svensson et al., 2005; Czaja et al., 2006). Gengiflex® tem sido indicada
para reconstrucao de tecidos periodontais (Farah, 1990; Jonas and Farah,
1998), XCell®, da compania Xylos Corporation (Langhorne-PA), tem
sido indicada para tratamento de feridas cronicas (Xylos Corporation,
2010) e até como lentes de contato para regeneragdo de cOmea. Na
medicina veterinaria, Cellumed® tem sido desenvolvido para o
tratamento de Ulceras em eqlinos. Barud e colaboradores (2008)
recentemente desenvolveram géis, cremes, pomadas e sprays baseados
em CB para aplicacdo com agentes bactericidas através da incorporacdo
de prata e fitoterapicos (Barud et al., 2008). A biocompatibilidade in
vivo da CB também vem sendo avaliada. Recentemente, alguns
pesquisadores estudaram a utilizacdo da CB em cirurgias de restituicao
da laringe (De Souza et al., 2010). Esses estudos de biocompatibilidade
da CB in vivo utilizam modelos animais e tém demonstrado uma
excelente integragdo da CB com o tecido lesado sem a presenca de
processos inflamatérios agudos.

A membrana de CB formada na interface entre o meio de
cultivo e o ar em condicdes estaticas apresenta duas superficies com
microestruturas distintas. A membrana de CB formada na interface com
0 ar possui uma superficie formada por um arranjo altamente denso de
nanofibras de CB (lado denso) e a outra superficie possui um arranjo
anisotropico e poroso de nanofibras de CB (lado poroso) (Backdahl et
al., 2006). Visando maximizar a producdo de CB, a producdo sob
condicdes dindmicas (agitacdo) de cultura tém sido avaliada por alguns
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grupos (Czaja et al, 2004; Recouvreux et al., 2011). Alguns
pesquisadores buscam definir um meio quimicamente ideal para cultivos
sob agitacdo e também a determinacdo de pardmetros Otimos
(temperatura e velocidade) (Ge et al., 2011; Recouvreux et al., 2011).
Um dos grandes problemas de sistemas para a producdo de CB em
culturas agitadas esta relacionado a mutacfes esponténeas, sendo que
algumas bactérias, quando transferidas para culturas agitadas,
espontaneamente se transformam em linhagens ndo produtoras de
celulose, resultando, assim, em baixo rendimento de celulose (Heo and
Son, 2002).

Meios de cultivo quimicamente definidos para producdo com altos
rendimentos de celulose em agitador orbital utilizando a bactéria G.
hansenii foram investigados e definidos no InteLab/UFSC. Este estudo
resultou na producao de macroestruturas de CB com dimensao de cerca
13 cm em seu maior eixo e volumes maiores do que 150 cm?®
(Recouvreux et al., 2011). Estas macroestruturas de CB foram
produzidas através da utilizagdo de meio de cultura que possui como
fonte de carbono o manitol, onde as bactérias foram cultivadas em
condicbes agitadas (2,5-3,3 Hz) (Recouvreux et al., 2011). As
macroestruturas de CB apresentam uma camada externa de nanofibras
de CB caracterizada por uma alta densidade de fibras, semelhantes as
encontradas nas membranas de CB (superficie densa), que envolve uma
estrutura altamente porosa (superficie porosa) (Recouvreux et al., 2011).
Estas caracteristicas estruturais da CB vém despertando o interesse do
nosso grupo na utilizacdo destas estruturas macroscopicas para
regeneracdo de tecidos e 6rgdos. A principal proposta de utilizacdo de
um scaffold para a engenharia de tecidos é que sua estrutura seja
idealmente projetada para suportar a aderéncia e a proliferacdo das
células do tecido hospedeiro, mantendo para tanto estas células em
condices estaveis de oxigenacdo e nutricdo. Desta forma, a capacidade
de producédo de vasos sanguineos no interior de biomateriais é essencial
para a manutencao da sobrevivéncia tecidual. Os requesitos necessarios
para que um biomaterial suporte a vascularizacéo e consequentemente, a
regeneracdo tecidual dependem diretamente da sua microestrutura.
Buscando-se avaliar a capacidade de vascularizagdo da macroestrutura
de CB, foi desenvolvida uma plataforma experimental baseada na
construcdo de canais internos na macroestrutura de CB (meta-vasos)
(Recouvreux, 2008). Esta nova macroestrutura meta-vascularizada de
CB sera avaliada quanto a sua capacidade de endotelizacdo no presente
trabalho.



44

2.3. Vasos sanguineos

O sistema vascular é o primeiro drgdo funcional a ser desenvolvido
nos embrides de vertebrados e é crucial para o desenvolvimento
tecidual, homeastase e regeneracdo. Os primeiros vasos sanguineos sao
desenvolvidos a partir de células progenitoras as quais se diferenciam
em células endoteliais que se organizam em pequenos anéis circulares.
Este processo de formagdo de novos vasos sanguineos é denominado
vasculogénese (Folkman, 1995; Risau, 1995; 1997). A progressdo de
crescimento destes novos vasos formados, assim como o remodelamento
destes ocorre através de um processo denominado de angiogénese
(Carmeliet, 2000; 2003; Laschke, 2006). A vasculatura possui uma
plasticidade intrinseca que se adapta dinamicamente a microambientes
variados através de processos como ramificacdo, brotamento ou
regressao. Durante a vida adulta, os vasos sanguineos sao quiescentes e
estaveis, mas em alguns casos (doencas, regeneragdo e processos
reprodutivos) ocorrem processos de remodelamento desta estavel rede
vascular.

A vasculatura € constituida de grande vasos (artérias/veias) que estdo
conectados a vasos menores 0s quais estdo distribuidos no interior de
tecidos (capilares).

As artérias ou arteriolas sdo 0s vasos gque carregam 0 sangue que é
bombeado pelo coraco para todas as partes do corpo e facilitam a troca
de nutrientes, oxigénio e produtos residuais entre o sangue e 0s tecidos.
As artérias transportam o sangue sob alta pressdo sanguinea quando
comparada as veias, possuindo assim paredes vasculares mais espessas e
elasticas. As veias ou vénulas sdo vasos que transportam o sangue dos
tecidos de volta para o coracdo. Os capilares, vasos menores, S0 uma
excec¢do da estrutura geral. A funcdo dos capilares é suprir a oxigenagao
tecidual através da distribuicdo do oxigénio do sangue. Para permitir a
difusdo de oxigénio, a parede dos vasos capilares € composta por apenas
uma monocamada de células endoteliais. Resumidamente, 0s vasos
sanguineos transportam o sangue de um tecido para outro no corpo
humano, assegurando assim a homeastase metabolica pela liberacdo de
oxigénio e nutrientes e através da remocdo dos compostos residuais do
meio celular.

Todos os tipos de vasos sanguineos sdo circundados por uma
monocamada de células endoteliais (endotélio) aderidas a lamina basal.
Desta forma, o endotélio é composto de uma monocamada de células
epiteliais escamosas (células endoteliais) que se alinham dentro dos
vasos sanguineos de forma confluente, atingindo uma é&rea total de
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aproximadamente 350 a 1.000 m? no corpo humano (Jaffe, 1987; Pries
et al., 2000). Estas células possuem morfologia achatada, formando uma
barreira entre o tecido vascular e o sangue. O endotélio € uma camada
dinAmica de células que, no estado de quiescéncia, exibe propriedades
anti-trombaticas. O endotélio assegura a estabilidade da vasculatura,
estando diretamente ligado & vasoconstricdo/vasodilatacdo, propriedades
anticoagulantes/procoagulantes, adesdo ou ndo das células do sangue as
paredes dos vasos e a inibi¢cdo ou ndo da proliferacdo celular. Assim, o
endotélio regula o tonus vascular, mantém a hemostasia, controla a
estrutura vascular e media processos imunolgicos e inflamatérios (Hess
et al., 2009).

Estudos tém mostrado que nem todas as células endoteliais sdo
semelhantes em relacéo a caracteristicas morfoldgicas e, sendo assim, 0s
vasos sanguineos possuem uma diversidade de arquiteturas. Os vasos
sanguineos sdo Grgdo-especificos e apresentam variagdes fenotipicas
dependendo de sua funcéo (Aird, 2007b; a; Yano et al., 2007). As
células endoteliais sdo tipicamente achatadas, mas apresentam um
fendtipo cuboidal em vénulas endoteliais (Miyasaka and Tanaka, 2004).
Estas células sdo alongadas e fusiformes em arteriolas, apresentam
formato irregular em capilares e sdo arredondadas em vénulas coletoras
de produtos residuais (Miyasaka and Tanaka, 2004). A espessura das
células endoteliais varia desde 0,1 um em capilares e em veias, enquanto
na aorta, podem chegar até 1 um (Florey, 1966). Capilares sdo continuos
e ndo fenestrados na pele, no pulm&o e no coracdo, mas sdo continuos e
fenestrados nas glandulas enddécrinas e glomérulos, e ainda descontinuos
e fenestrados no figado. Esta heterogeneidade esta relacionada a fungdes
especificas de cada 6rgdo ou tecido em particular (Aird, 2007b; a).

Os vasos sanguineos sdo constituidos basicamente de trés camadas
denominadas: tunica intima, tUnica média e tUnica adventicia. A
composicdo e a estrutura destas trés camadas dependem da localizacdo
do vaso sanguineo na rede vascular do corpo humano, variando também
0 tamanho e o tipo de vaso. Em vasos maduros, a tdnica intima é
constituida por uma monocamada de células endoteliais que estdo
aderidas a um fino tecido conectivo denominado de lamina basal. As
células endoteliais da tinica intima estdo conectadas a lamina basal
através de finas juncdes que regulam o transporte de moléculas através
da monocamada endotelial, assim como estabelecem juncdes de
comunicacdo célula-célula (juncBes GAP) que transferem ions e
metabolitos. As células endoteliais se comunicam com as células
musculares lisas diretamente através de processos que se estendem da
l[dmina basal até a tunica média. A tunica média contém somente células



46

musculares lisas embebidas em uma matriz extracelular (MEC)
composta de elastina, colageno, fibronectina e proteoglicanas. As
células musculares lisas possuem miofibrilas orientadas ao longo do
eixo central da célula e recobrem o outro lado da ldmina basal. As
células musculares lisas sdo responséveis pela contracdo e relaxamento
da parede dos vasos e esta camada é mais espessa em artérias do que em
veias. Na aorta, a tinica média alcan¢a aproximadamente 500 um e nas
veias aproximadamente 20-50 pm. A tdnica adventicia é a ultima
camada que compde a parede de vasos sanguineos e consiste de um
tecido conectivo que contém coladgeno tipo I, elastina, nervos,
fibroblastos e “vasa vasorum”. “Vasa vasorum” € uma rede de
arteriolas, capilares e vénulas que suprem de oxigénio as camadas mais
externas da parede vascular (Holzapfel and Ogden, 2003).

As células endoteliais reagem a estimulos fisicos e quimicos do
microambiente vascular e estdo envolvidas na resposta imune, na
coagulacdo, na producdo de componentes da matriz extracelular e na
regulacéo do ténus vascular (Hess et al., 2009).

A primeira cultura de células endoteliais in vitro aconteceu em 1974
(Gimbrone et al., 1974). Desde entdo estudos genéticos de culturas de
células endoteliais humanas tem tentado identificar as principais
moléculas reguladoras da rede vascular. Algumas das principais
moléculas envolvidas no desenvolvimento vascular sdo: o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Ferrara et al., 2003), as
angiopoietinas  (sistema Tie) (Thomas and Augustin, 2009),
componentes das jun¢des do endotélio vascular (caderinas) (Dejana et
al., 2009) e os mediadores da interacdo célula-matriz (integrinas) (Silva
et al., 2008). O VEGF-A regula a angiogénese e é o principal regulador
das fungdes endoteliais como, por exemplo, proliferacdo, migracéo,
ramificacdo e permeabilidade vascular (Kroll and Waltenberger, 2000;
Lamalice et al., 2007), além de outros inimeros fatores envolvidos no
desenvolvimento vascular. A desorganizacdo da vasculatura é um
indicador de lesGes ou doencas que sdo revertidas pela regeneracdo
vascular em condigBes saudaveis. Na auséncia de vasculariza¢do, os
tecidos vivos acabam morrendo pela falta de oxigenacéo e de nutrientes
distribuidos pelo sangue. Qualquer tecido (exceto a parte avascular da
cornea e a cartilagem) necessita de uma rede vascular que deve estar
distribuida de 100-200 pm (limite de difusdo de oxigénio) de distancia
de cada célula que compde este tecido, para que a oxigenacdo tecidual
seja mantida (Awwad et al., 1986; Griffith et al., 2005).

Do ponto de vista da engenharia, as propriedades microestruturais e a
heterogeneidade da ldmina basal, assim como o perfil molecular
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amplamente variavel do endotélio, desperta o interesse pelo
desenvolvimento de uma rede vascular. Uma série de mecanismos
celulares vem sendo descobertos recentemente. Estes mecanismos
revelam que parcialmente o surgimento da rede vascular segue padrdes
especificos regulados pela auto-organizacdo que é guiada pela
microestrutura. E claro que muitos mecanismos permanecem ndo
esclarecidos quanto ao entendimento da complexa rede vascular. O
desenvolvimento vascular é um processo central para a engenharia de
tecidos, sendo que a regulagéo de uma vasculatura engenheirada in vitro
poderé contribuir para a regeneracao tecidual in vivo. O principal motivo
que relaciona a importancia da vascularizacdo para a engenharia de
tecidos é que a vasculatura € um alvo terapéutico crucial para a
sobrevivéncia tecidual e contribui para a formagdo de novos tecidos
durante os processos de regeneracdo. O desenvolvimento e a
investigacdo de questdes fundamentais relacionadas & organogénese
vascular poderdo auxiliar no projeto de biomateriais que mantenham as
condigdes de vascularizagdo in vivo.

2.4. Engenharia de tecidos vascularizados

Existem dois enfoques principais pesquisados na engenharia de
tecidos vasculares: o primeiro esta relacionado ao desenvolvimento de
métodos para vascularizacéo de tecidos ou 6rgdos artificiais; o segundo
foca no desenvolvimento de métodos para engenheirar a microestrutura
de vasos sanguineos, como veias ou artérias (Risau, 1997; Yancopoulos
et al., 2000). Um dos maiores obstaculos que limitam o rapido
crescimento da engenharia de tecidos é a inabilidade de sustentar
grandes massas celulares uma vez transferidas do ambiente in vitro para
0 ambiente in vivo. Em qualquer grande organismo vivo, 0 sistema
vascular é essencial para fornecer oxigénio e nutrientes, permitindo a
sinalizacdo autdcrina e removendo residuos (Alberts et al., 1994). Isto
explica porque os atuais produtos de engenharia de tecidos tém
apresentado um sucesso maior com tecidos menos espessos, como
substituintes de vesiculas, ou tecidos que necessitam de baixa
oxigenacdo como os cartilaginosos. Enguanto humerosos estudos vém
apresentando o desenvolvimento de métodos para vascularizar tecidos
espessos (Griffith et al., 2005), o sucesso da integracdo depende da
rapida difusdo de oxigénio e do fornecimento de nutrientes para o
transplante. Entdo, o estabelecimento e a manutencdo do sistema
vascular sdo necessarios para o crescimento continuo de quase todos 0s
tecidos normais. Uma rede vascular desenvolvida em um scaffold in
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vitro é alcangada quando pode funcionar plenamente como uma rede
vascular natural in vivo.

Os critérios essenciais para o desenvolvimento de um arcabouco
vascularizado estdo relacionados a biocompatibilidade do material com
uma superficie quimica que favoreca e permita: adesdo, crescimento,
manutencdo e diferenciacdo celular; permeabilidade para fluxo de
compostos quimicos (nutrientes e residuos metabolicos); capacidade de
suportar a presenca de diversos tipos de células diferentes presentes na
vascularizagdo (células endoteliais, células musculares lisas e
fibroblastos) e outros tipos celulares (6rgdo especificas); excelente
estrutura porosa com uma ampla area superficial que permite as células
migrarem e interagirem entre si; resisténcia mecénica para suportar a
organizacgdo celular; e a capacidade para se conformar em varias formas
(Luong and Gerecht, 2009). Materiais biocompativeis que ttm mostrado
um ou mais desses critérios satisfatorios podem ser classificados como
biomateriais (Ifkovits and Burdick, 2007). Alguns exemplos de
biomateriais utilizados em dispositivos biomédicos e que vém sendo
estudados como arcaboucos em tecidos bioengenheirados sdo: acido
poliglicélico (PGA), écido polilatico (PLA), polietileno glicol (PEG),
Matrigel (colageno tipo IV, laminina, proteoglicanos e entactina) (Yoon
et al., 2005; Albig et al., 2007), &cido hialurénico (Prestwich et al.,
1998), colageno (Luong and Gerecht, 2009), fibrina (Zisch, Lutolf,
Ehrbar et al., 2003; Zisch, Lutolf and Hubbell, 2003), elastina alginato
(acido B-d-manuronico e 4cido a-l-glucurénico) e dextrana.

Diversos estudos tém mostrado que as células cultivadas em
superficies 2D comportam-se diferentemente daquelas cultivadas em
ambientes 3D (Ingber, 2002; Griffith and Swartz, 2006; Methe et al.,
2007; Lu, L. et al., 2008; Methe et al., 2008; Fan et al., 2009). No
desenvolvimento embrionario ou em qualquer estrutura tecidual, células
migram, proliferam e existem em um microambiente 3D contendo um
arranjo diversificado de sinais bioquimicos e biofisicos. Entdo, o
desenvolvimento de arcaboucos 3D compativeis com células vasculares
e tecido-especificas é essencial para alcancar o objetivo da
bioengenharia tecidual. Desta forma uma das etapas mais importantes no
desenvolvimento de um biomaterial consiste em entender o papel das
propriedades fisico-quimicas e de superficie na adesdo de proteinas
celulares ao biomaterial, uma vez que a interacdo biomaterial-proteina
definird a biocompatibilidade do material.

Para melhorar o sucesso clinico dos arcaboucos vasculares,
estratégias que apresentem o biomaterial o mais “biomimético” possivel
em termos de superficie fisica estdo sendo explorados. Uma importante
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abordagem seria imitar as caracteristicas biofisicas nativas as quais t&m
impacto direto nas fungbes e na homeostase das células endoteliais.
Alteracdes no microambiente biofisico das células endoteliais, os quais
incluem os fundamentos de lamina basal, tém implicado no estado
homeostatico do tecido vascular levando o desenvolvimento de varias
patologias vasculares (Bayless and Davis, 2004; Jacot et al., 2006;
Candiello et al., 2007; Hayashi and Naiki, 2009). A combinacéo de
sinais fisicos promovidos pelo arranjo de proteinas da lamina basal é
capaz de suportar as células endoteliais, assim como as células
musculares lisas, que sdo os principais elementos do microambiente das
células do endotélio vascular (Chan and Inoue, 1994). Dessa forma o
desafio da engenharia de tecidos vascular é desenvolver um material que
substitua a lamina basal assumindo suas propriedades tanto fisicas
guanto quimicas.

Neste caso, o desafio deste estudo & comprovar que a macroestrutura
de CB com canais internos & capaz de substituir a lamina basal e
sustentar a diversidade celular que compde o tecido vascular.
Topograficamente a lamina basal endotelial é composta de arrranjos
caracteristicos de escala nano (1-100 nm) e submicron (100-1000 nm)
como uma malha (Liliensiek et al., 2009; Wood et al., 2010).
Substitutos  vasculares para regeneracdo tecidual tém  sido
desenvolvidos, mas algumas caracteristicas biofisicas relevantes,
incluindo a microestrutura e a elasticidade vascular dos vasos nativos,
ndo tém sido completamente incorporadas dentro do projeto de novas
microestruturas 3D e sua auséncia talvez seja um fator contribuinte para
o fracasso de pesquisas em substitutos vasculares (L'heureux et al.,
2006). A lamina basal é topograficamente constituida de poros, fibras e
saliéncias arranjadas em uma estrutura Unica (Abrams et al., 2000;
Abrams et al., 2003; Liliensiek et al., 2009). Além disso, a espessura da
ldmina basal de diferentes tecidos vasculares pode variar
significativamente. Esta observagdo sugere que as variagfes na
espessura tém um impacto em outras caracteristicas fisicas (Ebenstein
and Pruitt, 2004; Oie et al, 2009). O efeito da elasticidade no
comportamento endotelial tem sido observado em angiogénese vascular
assim como na migracdo, adesao, proliferacdo e diferenciacdo de células
endoteliais (Ausprunk and Folkman, 1977; Deroanne et al.,, 2001;
Ingber, 2002; Engler et al., 2004). Wood e colaboradores comprovaram
que as caracteristicas biofisicas de um biomaterial afetam as células
endoteliais ao nivel molecular; mais precisamente 4.000 genes em
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) foram
identificados com alteracfes na expressdo (alta ou baixa regulacao)



50

quando cultivadas em superficies 3D do que quando cultivadas em
superficies planas, 2D. Esses pesquisadores demonstram a necessidade
de consideracdo das evidéncias biofisicas, tais como microestrutura e
elasticidade, nos estudos futuros sobre substitutos vasculares, visto que
existem outras pesquisas que comprovam que a estrutura possui um
impacto critico no comportamento das células do endotélio vascular
(Methe et al., 2008; Zani and Edelman, 2010).

Um dos maiores desafios da engenharia de tecidos é estabelecer uma
excelente fonte de células para aplicacbes nas pesquisas. Células
autdlogas tém sido evitadas, pois ap6s a biopsia somente uma pequena
guantidade de células podem ser obtidas em um tempo consideravel.
Prolongados periodos de cultura in vitro podem afetar o fenétipo das
células. Assim, o tempo de cultura necessério para obtencdo de uma
guantidade satisfatéria de células e o estimulo celular talvez sejam
parametros mais importantes do que a fonte (Campbell and Campbell,
2007). Células endoteliais e células tronco humanas e de outras espécies
tem sido investigadas como fonte potencial de células para estudos com
biomateriais. Células endoteliais de veia umbilical humana (L'heureux,
1998), células de veia safena humana (Fink et al., 2010; Fink et al.,
2011), células de aorta humana (Weinberg and Bell, 1986), células de
aorta bovina (Niklason et al., 1999), células de artéria pulmonar bovina
(Jones, 1979), células endoteliais microvasculares (Tiwari et al., 2003) e
células tronco mesenquimais (Cho et al, 2005) sdo comumente
utilizadas na engenharia de tecidos atualmente. Enquanto Vvarios estudos
com HUVECs tém demonstrado a capacidade dessas células para formar
estruturas capilares, sua rapida senescéncia in vitro limita sua utilizacdo
em terapias celulares. Para resolver este problema, esforcos tém sido
feitos com linhagens de células imortalizadas pela manipulagdo genética
resultando em células que ndo perdem o padrdo de comportamento
endotelial (O'hare et al., 2001). Extensivos esforcos estdo focados na
investigacdo de limitacbes proliferativas, funcionalidade, e potencial
regenerativo de células (Eggermann et al., 2003; Droetto et al., 2004;
Nagano et al., 2007). Muitos pesquisadores focam na investigacdo de
qual o melhor tipo celular a ser utilizado na engenharia de tecidos
vasculares, mas a indefinicdo permanece. Diversas observacfes indicam
que biomateriais inoculados com células endoteliais (Gafni et al., 2006;
Li et al., 2008) ou células endoteliais em combinagdo com outros tipos
celulares como as células musculares lisas (Yim et al., 2005) promovem
0 reparo do tecido vascular depois da implantacdo de arcabougos
artificiais.
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Recentes estudos tém demonstrado que as forgas contrécteis geradas
pelo citoesqueleto das células endoteliais em conjun¢do com matrizes
rigidas e com sinalizadores bioguimicos regulam a vasculogénese
(Kniazeva and Putnam, 2009). Desta forma, sinais biofisicos e
bioguimicos remodelam o citoesqueleto das células endoteliais para
formar fibras de actina (Satcher et al., 1997; Ohashi et al., 2002;
Muthurangu et al., 2005; Del Alamo et al., 2008; Lu, L. et al., 2008).
Acredita-se que a combinagdo entre rigidez do biomaterial e
organizagdo do citoesqueleto celular seja o responsavel pela manutencdo
da funcdo celular. Assim, observa-se que as propriedades do
citoesqueleto sdo essenciais para integridade dos vasos sangiiineos,
sendo que um colapso no citoesqueleto pode levar ao colapso de um
vaso sanguineo (Bayless and Davis, 2004).

Até hoje, um biomaterial 6timo para ser usado como arcabouco
vascular ou 6rgdo vascularizado ainda ndo foi encontrado. As principais
causas desse insucesso (esforcos prévios) é multifacetada e incluiu
recentemente a andlise da microestrutura biomimética e a elasticidade
do biomaterial, assim como a incorporacdo de fatores de crescimento
especificos do endotélio, componentes da MEC e da lamina basal
(Ferreira et al., 2007). Outro problema que permanece é que as células
no centro dos arcabougos 3D ainda experimentam condi¢fes limitadas
de oxigénio fornecido pelos principais vasos sangliineos do tecido
hospedeiro que permanecem viaveis ao fornecimento de sangue por um
tempo limitado, (Lokmic et al., 2007). O uso de matrizes sintéticas com
atributos biofisicos que imitam o estado normal (homeomiméticos) e
doente (patomiméticas) dos vasos poderia contribuir para o0
entendimento da biologia do endotélio vascular saudavel e doente, que
ainda hoje nos deixa com muitas incertezas.

Jaboulay e Briau fizeram o primeiro transplante arterial em 1896,
mas a anastomose foi imperfeita resultando em trombose. Desde entéo,
técnicas sofisticadas bypass sdo rotineiramente realizadas. Em 1952,
Voorhees desenvolveu a primeria prétese vascular arterial denominada
Vinyon N (nylon) (Voorhees, 1952) e poucos anos mais tarde, Debakey
desenvolveu o Dracon® (Nose, 2008). Hoje em dia, o Dracon® e PTFE
sdo ainda amplamente utilizados como substitutos arteriais. Weinberg e
Bell foram os primeiros pesquisadores a desenvolver por completo (trés
camadas) o tecido vascular. Estes pesquisadores utilizaram uma co-
cultura de células endoteliais de aorta bovina, células musculares lisas e
fibroblastos em uma matriz de coldgeno animal, mas o tecido vascular
formado era completamente instavel (Weinberg and Bell, 1986).
L’Heureuz também desenvolveu vasos sanguineos in vitro através do
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projeto de uma matriz estrutural que imitava o formato dos vasos
sanguineos (formato tubular) in vivo. Neste caso foi utilizada uma co-
cultura de células endoteliais humanas, células musculares lisas e
fibroblastos que recobriram a superficie do material e se auto-
organizaram, resultando em um vaso resistente ao fluxo e a tensdo
(L'heureux, 1998). Diversos grupos de pesquisa tem investigado o
desenvolvimento de vasos sanguineos através do uso de estratégias de
engenharia de tecidos. Niklason e colaboradores desenvolveram um
biomaterial constituido de 4&cido poliglicdlico (PGA) para o
desenvolvimento de tecido vascular através de técnicas de co-cultura de
células bovinas. Neste caso 0 vaso sanguineo construido apresentou alta
resisténcia a ruptura (maior que a das veias) e respondeu a contracdes
induzidas por medicamentos (Niklason et al., 1999).

A engenharia de tecidos tem desenvolvido bioreatores de perfuséo
gue asseguram a oxigenacdo e a distribuicdo de nutrientes de forma
homogénea durante a cultura de células in vitro (Scherberich et al.,
2007). Entretanto o desenvolvimento de estratégias adicionais sdo
necessarias para promover a vascularizacdo e assegurar a sobrevivéncia
de células no projeto de um espesso e complexo tecido engenheirado
(Rouwkema et al., 2008; Lovett et al., 2009). Diversos estudos tém
mostrado que a incorporacdo e liberacdo controlada de fatores
angiogénicos para a construcdo de tecidos engenheirados pode aumentar
a penetracdo de vasos sanguineos apds a implantacdo do biomaterial
(Richardson et al., 2001; Perets et al., 2003). Os fatores angiogénicos
frequentemente utilizados sdo o VEGF, FGF, PDGF, EGF entre outros
(Richardson et al., 2001; Perets et al., 2003; Marra et al., 2008), sendo
que diversas estratégias para suprir estes agentes tém sido desenvolvidas
a partir da adicdo de proteinas recombinantes, transferéncia génica e
super expressdo de fatores angiogénicos (Lee et al., 2000; Post et al.,
2001; Lu et al., 2009). Como resultado das estratégias de liberacdo de
fatores angiogénicos geralmente sdo formados vasos imaturos e
instaveis (Jain et al., 2005). Encontrar quais 0s componentes e qual a
concentracdo correta de cada um para a inducdo de uma vascularizacdo
permanece por ser descoberta.

Nesta tese 0 comportamento das células endotelais foi avaliado em
funcdo das caracteristicas topograficas da pelicula celulose bacteriana.
Caracteristicas de biocompatibilidade, como por exemplo: adeséo,
viabilidade, proliferacdo, migracdo e morte celular foram obtidas
preliminarmente objetivando um estudo prévio do comportamento
endotelial na celulose bacteriana. Finalmente um scaffold 3D de celulose
bacteriana possuindo canais internos similares as paredes de um vaso
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sanguineo foram utilizados nos ensaios de endotelizacdo e estes
resultados serdo apresentados nos proximos capitulos.






CAPITULO 3

Efeito da microestrutura da celulose bacteriana na adesdo de células
endoteliais

Neste capitulo a adesdo de células endoteliais foi avaliada em
funcdo das caracteristicas microestruturais das nanofibras de celulose
bacteriana. O desenvolvimento e adaptacdo de técnicas de secagem da
celulose bacteriana contendo células endoteliais serdo apresentados
como uma alternativa para avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas
celulares em hidrogéis de celulose bacteriana por microscopia eletrdnica
de varredura.
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3. Efeito da microestrutura da celulose bacteriana na adesdo de
células endoteliais em funcao

3.1. Introducéo

H&a aproximadamente 60 anos atrds, os pesquisadores \Weiss e
Graber (1952) estudaram a reagdo das células quando cultivadas em
diferentes microestruturas e denominaram esta resposta biolégica ao
ambiente fisico de “orientacdo de contato” (Weiss and Garber, 1952).
Assim, o fendmeno “orienta¢do de contato” comecou a ser investigado
por outros pesquisadores que estudaram especialmente a reacdo de
algumas linhagens celulares cultivadas em diferentes superficies lisas e
ou rugosas (Clark et al., 1987; 1990; 1991; Wojciak-Stothard, Curtis et
al., 1995; Wojciak-Stothard, Madeja et al., 1995). Diferentes linhagens
celulares tém sido estudadas quanto ao comportamento celular em
funcdo das diferencas topogréficas de alguns scaffolds (Wojciak-
Stothard, Curtis et al., 1995; Dalby, Riehle et al., 2002; Dalby, Yarwood
et al., 2002; Dalby et al., 2003). Dentro deste contexto as interaces
entre célula e matriz extracelular sdo aspectos que precisam ser
entendidos e considerados no desenvolvimento de um biomaterial. A
engenharia de tecidos é a maior &rea de pesquisa voltada ao
desenvolvimento de materiais biomédicos e estd focada no
desenvolvimento de scaffolds com caracteristicas especificas capazes de
auxiliar o entendimento de respostas celulares em um contexto
tridimensional (Langer, 2000a; Cukierman et al, 2001). Células
endotelais sdo linhagens comumente utilizadas para avaliacdo da
biocompatibilidade de materiais para o desenvolvimento de proteses
vasculares (Sottiurai et al., 1983). As células endoteliais agem como
transdutores priméarios de forcas hemodindmicas do Iimen vascular,
mantendo as funcdes fisiologicas ou entdo iniciando processos
patoldgicos na parede dos vasos sanguineos, sendo 0s principais
sensores da rede vascular (Helmke, 2005). Wille e colaboradores (2004)
semearam células endoteliais de aorta humana em membranas de
silicone e submeteram o sistema a variagbes de compressdo e
estiramento, o que afetou a morfologia das células que se orientaram em
funcdo da direcdo da deformacdo (Wille et al., 2004). Em resposta a
estimulos mecanicos, as células endoteliais sofrem significantes
alteracfes na organizacdo do citoesqueleto e, consequentemente, na
morfologia (Ngu et al., 2010).

A interacdo de células endoteliais e biomateriais envolve uma das
areas mais importantes da engenharia de tecidos que atualmente nao esta
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completamente elucidada (Rivron, 2010). Algumas das caracteristicas
bioldgicas mais importantes a serem exploradas estdo relacionadas ao
entendimento do comportamento das células endoteliais em relacéo as
variacOes existentes na superficie de biopolimeros e a avaliacdo da
estabilidade das células endoteliais cultivadas por periodos prolongados
sobre a superficie dos scaffolds, (Gimbrone, 1987; Liliensiek et al.,
2006; Norman et al., 2008; Liliensiek et al., 2010; Tsang et al., 2011). A
interacdo de células em biomateriais é uma situacdo que envolve
interacdes célula-célula e célula-biomaterial. Superficies rugosas e
porosas sdo rotineiramente usadas em aplicacdes clinicas que envolvem
o desenvolvimento de préteses ortopédicas, dentarias e cardiovasculares,
entre outras (Clark et al., 1974; Haddad et al., 1987; Chehroudi et al.,
1990; Singhvi et al., 1994). Algumas pesquisas apontam que o material
com uma superficie porosa promove uma melhor integracdo entre o
tecido e o implante (Haddad et al., 1987). Sinais topograficos definidos
ndo somente permitem o estudo das interagOes célula-biomaterial, mas
podem também controlar a orientacdo e morfologia celular, podendo
auxiliar na descoberta de outros sinais envolvidos no controle de
respostas celulares especificas, por exemplo, na viabilidade,
proliferacdo, migracdo e morte celular.

A celulose bacteriana (CB) é um hidrogel que tem despertado
interesse de muitos pesquisadores que buscam o desenvolvimento de
produtos voltados para aplicacBes biomédicas (Fontana et al., 1990;
Backdahl et al., 2006; Czaja et al., 2006; Backdahl et al., 2008; Rambo
et al., 2008; Andrade et al., 2010; Fink et al., 2010; Zaborowska et al.,
2010; Andrade et al., 2011; De Souza et al., 2011; Fink et al., 2011,
Pertile et al., 2011; Petersen and Gatenholm, 2011; Recouvreux et al.,
2011; Zahedmanesh et al., 2011; Pertile et al., 2012). Em funcéo de suas
propriedades, a CB é um material promissor para ser utilizado como
scaffold na cicatrizacdo de ferimentos (Czaja et al., 2006), na liberacao
de farmacos (Wan and Millon, 2005) e na substituicdo ou regeneraco
de tecidos e 6rgdos (Svensson et al., 2005; Putra A, 2008).

Os hidrogéis de celulose bacteriana produzidos em condi¢Ges de
cultura estéatica pela G. hansenii formam membranas na interface gas-
liquido (ar-meio de cultura) caracterizadas por superficies distintas em
cada fase. Na fase gasosa (ar) a superficie (superior) apresenta maior
densidade de nanofibras entrelacadas com aparéncia pelicular lisa (sp-
BCM) (também denominada na literatura de superficie densa); na
interface com o liquido, a superficie (inferior) é topograficamente mais
irregular, com densidade menor de fibras e aparéncia tecidual esponjosa
(sT-BCM) (também denominada na literatura de superficie porosa). Em
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funcdo da relevancia que as caracteristicas de superficie de um
biomaterial apresentam no desenvolvimento de um produto biomédico é
extremamente importante entender como as distintas microestruturas da
CB podem influenciar respostas celulares. Assim, neste estudo, o
objetivo foi desenvolver e adaptar métodos experimentais que
possibilitassem & caracterizagdo da adesdo e da morfologia de células
endoteliais cultivadas em ambas as superficies da membrana de CB.

Existem diversos protocolos disponiveis na literatura que visam a
preparacdo de amostras bioldgicas hidratadas para observacdo por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) com o objetivo principal de
serem estruturalmente e morfologicamente caracterizadas (Braet et al.,
1997; Echlin, 2009). Pesquisas tém sido realizadas para otimizacdo dos
métodos utilizados para a caracterizacdo da microestrutura de
biomateriais em funcdo da morfologia celular. O maior desafio neste
caso esta relacionado ao fato de que o modo de preparo das amostras é
diretamente dependente do tipo de biomaterial. Assim, ndo existem
protocolos padrdes previamente definidos. Os métodos atualmente mais
utilizados para a preparacdo de amostras bioldgicas para a MEV incluem
a liofilizacdo (Echlin, 2009), ponto critico de CO, (Foliguet et al., 1989;
Forge et al., 1992; Bray et al., 1993; Braet et al., 1997; Brody et al.,
2006; Echlin, 2009), e por fim a utilizacdo de solventes organicos, como
acetona e hexametildisilazane (HMDS) (Heegaard et al., 1986; Braet et
al., 1997; Echlin, 2009). Sendo assim existe a necessidade de
aprimoramento das técnicas experimentais que permitam uma
caracterizagdo realista de cada fendmeno, mesmo que muitos desafios
permanecem desconhecidos no que diz respeito a interacdo célula-
biomaterial.

Neste capitulo serdo apresentados os resultados relacionados a
aplicacdo de diferentes técnicas de desidratacdo da pelicula de celulose
bacteriana objetivando a melhor caracterizacdo da adesdo das células
endoteliais sobre as diferentes microestruturas da pelicula. As diferentes
técnicas desenvolvidas neste capitulo objetivam a conservacdo da
microestrutura particular da pelicula de celulose bacteriana, assim como
a conservacdo da morfologia celular endotelial quando cultivada em um
microambiente especifico.
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3.2. Materiais e Métodos
3.21 Meio e condi¢Bes de cultura bacteriana

O meio de cultura utilizado para cultivo da bactéria G. hansenii
contém 25 g de manitol, 5 g de extrato de levedura e 3 g de peptona
diluidos em 1 L de &gua destilada. Apos o preparo do meio de cultura, o
pH da solucédo foi ajustado para 6,6 e entdo autoclavado por 20 min a
121 °C. A manipulacdo do meio de cultura e do indculo foi realizada em
camara de fluxo laminar para manutencéo da esterilidade.

3.2.2  Producdo de celulose bacteriana

A bactéria G. hansenii ATCC 23769 foi utilizada para producédo
de CB. O inoculo foi preparado em frascos conicos tipo Erlenmeyer
(125 mL) que foram mantidos & temperatura ambiente por no minimo 20
dias para que pudessem ser utilizados na preparacdo da membrana de
CB. As membranas de CB foram produzidas em placas de cultura de 24
pocos (TPP, Switzerland) sendo que em cada poco foram adicionados
450 pL de meio de cultura e 50 pL de inoculo (Figura 1).

Figura 1 — Indculo produzido em frascos conicos de 125 mL; meio de cultura
bacteriana composto de manitol, extrato de levedura e peptona, ap6s
autoclavagem; e placa de cultura de 24 pocos onde foram preparadas as
membranas de celulose bacteriana.
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As placas de cultura de 24 pocos foram mantidas em cultura
estatica a temperatura ambiente por trés dias. Apos o terceiro dia as
peliculas de CB cresceram na interface liquido/ar de cada poco de
cultura e foram entdo removidas para inicio do processo de purificacéo.

3.2.3. Purificacdo das membranas de celulose bacteriana

Apbs trés dias de cultura bacteriana houve a formagdo de
membranas de CB na interface liquido/ar de cada poco de cultura (ver
Figura 2). Estas membranas foram removidas dos pocos de cultura e
transferidas para um frasco (Becker) que continha uma solucdo de
NaOH 0,1M. As membranas foram mantidas em NaOH por 24 ha 50 °C
para remocao de bactérias efou residuos que poderiam estar retidos nas
redes de nanofibras da celulose bacteriana. Logo apés as membranas
foram lavadas com &gua destilada trés vezes, sendo que na Gltima troca
de 4gua o pH foi ajustado para 7 e as membranas de celulose bacteriana
foram autoclavadas por 20 min a 121 °C e mantidas refrigeradas até
utilizacéo.

3.2.4. Caracterizacdo da celulose bacteriana

A microestrutura das membranas de CB foi caracterizada por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As amostras foram
previamente congeladas (-80°C por 24 h) e logo apds liofilizadas (48 h)
no laboratério PROFI-EQA-UFSC com a utilizacdo do liofilizador de
bancada LD (Terroni). Apds secagem, as amostras foram devidamente
armazenadas em dessecador de vidro. A preparacdo das amostras e as
analises de microscopia foram realizadas no Laboratdrio Central de
Microscopia Eletronica (LCME). As amostras liofilizadas de CB foram
fixadas sobre fitas de carbono aderidas a suportes de aluminio (stubs) e
posteriormente metalizadas com ouro. A microestrutura foi analisada no
equipamento JEOL JSM-6390LV.
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Figura 2 — Membranas de celulose bacteriana produzidas apds trés dias de
cultivo estatico da bactéria G. hansenii em meio base manitol apés purificagao.
(@) detalhes da membrana de celulose bacteriana utilizada nos ensaios
experimentais que possuem diametro (d) de aproximadamente 1,54 cm. (b)
mostra membranas CB autoclavadas e armazenas sob refrigeragdo para
posterior utilizagdo.

3.2.5. Cultura de células endoteliais

Uma linhagem imortalizada de células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) foi gentilmente doada pela Prof? Rosa
Maria Ribeiro do Valle Nicolau do laboratério de Farmacologia de
Produtos Naturais - FARMACO-UFSC.

As HUVECs foram mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco®,
Invitrogen) suplementado com 1,5 g-L™* de bicarbonato de sédio
(Sigma- Aldrich), 4,5 g-L™* de glicose (Sigma- Aldrich) e 100 mL de
solugdo tamp&o HEPES 1M (Gibco®-Invitrogen). O pH da solugéo foi
ajustado entre 7,2 e 7,3 e 0 meio foi transferido para a cAmara de fluxo
onde foram adicionados 100 mL de penicilina/streptomicina 100 U/100
mg -mL? (Gibco®-Invitrogen) e 100 mL de L-glutamina 200 mM
(Gibco®-Invitrogen). O meio de cultura foi filtrado em suporte de
filtracdo a vacuo utilizando uma membrana GS em éster de celulose
com 0,22 pm de poro e 47 mm de diametro (Sterifil®, Millipore). Apés
filtracdo o meio de cultura foi mantido por 24 horas a 37 °C em banho
maria, este procedimento é feito para observar se ocorre a formacéo de
precipitado na solugdo pois este fator indica presenca de contaminacao.
Na auséncia de sinais de contaminacdo, o meio de cultivo foi
suplementado com 8% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®-Invitrogen).
O meio de cultura completo foi utilizado dentro de 15 dias ap6s a adicdo
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do SFB. Durante todo o periodo experimental os meios de cultivo (com
ou sem SFB) foram armazenados em geladeira.

As HUVECs foram repicadas quando atingida confluéncia de
85 a 95% de preenchimento das placas de cultura de tecidos (PCT). O
repique iniciou com a remocdo do meio de cultura seguido de trés
lavagens com solugdo PBS (Phosphate Buffered Saline) para remocéo
das proteinas do SFB da superficie das células. Logo apds, foi
adicionado 1 mL de solucéo de tripsina EDTA (Gibco®, Invitrogen). A
PCT foi transferida para a estufa incubadora Ultrasafe HF 212UV
durante 2 minutos para ativacdo da tripsina e descolamento das células
aderidas na PCT. Na camara de fluxo a tripsina e as células foram
transferidas para tubos tipo Eppendorf e centrifugadas por 2 minutos a
24°C e 1.200 rcf. A solugdo sobrenadante, a tripsina, foi removida e o
precipitado, as células, foram homogeneizadas em meio de cultura e
redistribuidas em novas PCT conforme o planejamento dos
experimentos. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias de cultivo.

3.2.6. Ensaio de adesdo das células endoteliais

Peliculas de CB previamente esterilizadas foram distribuidas
em poc¢os da placa de cultura (24 pocos) em condicBes estéreis de
cultura expondo ambas as superficies a cultura celular; 500 pyL de meio
de cultura RPMI-1640 (incompleto ou sem SFB) foram adicionados
sobre as membranas que permaneceram na incubadora (37 °C e 5% de
CO,) por 24 horas. Para que as membranas de CB permanecessem no
fundo dos pocos da placa de cultura, cilindros de vidro estéreis (com o
mesmo diametro dos pogos) foram utilizados para segura-las e
permaneceram na placa até o final de cada experimento. Apés 24 horas
o meio de cultura foi removido e foram semeadas 10° células
(HUVEC)/membrana de CB. As células foram mantidas em cultivo por
sete dias e 0 meio foi renovado a cada dois dias de cultivo.

3.2.7. Caracterizacdo de adesdo celular por microscopia eletrénica de
varredura

Para caracterizacdo da adesdo de células em biomateriais
através da MEV as amostras precisam estar secas. Embora a liofilizacédo
seja uma importante técnica empregada para caracterizacdo de
biomateriais, ndo foram alcancados bons resultados na utilizacdo desta
técnica na desidratacdo das membranas de CB contendo células
endoteliais, pois as amostras endureceram em funcdo da presenca do
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agente fixador e as células se despreenderam da pelicula de CB. Desta
forma algumas técnicas de secagem foram adaptadas objetivando a
valorizagdo da microestrutura da CB e conservacdo e observagdo em
paralelo da morfologia e integridade das células aderidas. O
desenvolvimento ou adaptacdo de uma técnica experimental de secagem
esta diretamente relacionado ao tipo e as propriedades do biomaterial
utilizado na pesquisa. Neste estudo foram utilizadas trés técnicas de
secagem para caracterizacao da ades@o das HUVECs na membrana de
CB.

3.2.7.1. Secagem com etanol

As amostras contendo membranas de CB cultivadas por sete
dias com HUVECs, foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com
glutaraldeido 2,5% (2 h, 4°C). Apds fixacdo as amostras foram lavadas
trés vezes com PBS e pdés-fixadas com 1 % de tetroxido de désmio
(0sO,) em PBS. Ap6s trés lavagens com PBS as amostras foram
desidratadas com uma série de soluces de etanol (20%, 30%, 50%,
70%, 80%, 90% e 100% duas vezes) de quinze minutos cada. As
amostras foram secas a temperatura ambiente por 24 horas.

3.2.7.2. Secagem com HMDS

Para secagem com hexametildisilazano [(CH3)3-Si-NH-
Si(CH3)3] (HMDS) o protocolo utilizado foi adaptado de um protocolo
estabelecido na literatura (Braet et al., 1997). Ap0s sete dias de cultura
as amostras foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com
glutaraldeido 2,5% (2 h, 4°C). Apds fixacdo as amostras foram lavadas
trés vezes com PBS e pos-fixadas com 1% de tetrdxido de dsmio (OsO,)
em PBS. Apds trés lavagens com PBS as amostras foram desidratadas
com séries de solucdes de etanol (20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e
100% duas vezes), somente apds a desidratacdo com etanol a 100% foi
realizada a adicdo de solucbes de hexametildisilazane (HMDS) 20%,
50%, 70% e 100% duas vezes de 30 minutos cada lavagem. As amostras
foram removidas da solucdo HMDS 100% e distribuidas sobre papel
filtro para evaporacdo do solvente. As amostras foram guardadas em
dessecador de vidro para evitar a reabsor¢do de agua.



65

3.2.7.3. Secagem por ponto critico de CO,

Apos sete dias de cultura as amostras foram lavadas trés vezes
com PBS e fixadas com glutaraldeido 2,5%. Apo6s fixagdo as amostras
foram lavadas trés vezes com PBS e poés-fixadas com 1% de tetroxido
de ésmio (OsO,). Apobs trés lavagens com PBS as amostras foram
desidratadas com séries de solucGes de etanol (20%, 30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 100%, 100%), de quinze minutos cada lavagem, em seguida
as amostras foram distribuidas em redes de secagem da cdmara de
Balzer. As amostras foram submetidas a no minimo trés substituicfes de
alcool por CO, liquido. O procedimento utilizado para secagem das
amostras por ponto critico de CO, foi adaptado de procedimento pré-
estabelecido na literatura (Bray et al., 1993).

3.2.8. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Todas as amostras secas através de etanol, HMDS ou ponto critico
de CO, foram distribuidas sobre fitas de carbono que estavam aderidas
sobre os stubs e entdo recobertas com camada dupla de ouro. Apo6s
recobrimento as amostras foram analisadas por MEV no Laboratdrio de
Caracterizacdo  Microestrutural (LCM/EMC-UFSC) através da
utilizacdo do equipamento Philips XL30 ou no CEOSP (S&o Miguel do
Oeste — SC) utilizando-se o equipamento JEOL 5910 e ou no
Laboratério Central de Microscopia (LCME) utilizando-se o
equipamento JEOL JSM — 6390LV.

3.3. Resultados e discussédo
3.3.1. Caracterizacdo da membrana de celulose bacteriana
Membranas de CB foram sintetizadas com sucesso guando a

bactéria G. hansenii foi cultivada em meio de cultura a base de manitol
em condicdes estaticas de cultura, como mostrado na Figura 3 (a).
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Figura 3 — Membranas de celulose bacteriana obtidas ap6s trés dias de cultivo
estatico da bactéria G. hansenii em meio de cultura manitol. (a) Membranas de
celulose bacteriana apés purificagdo com NaOH 0,1M. As membranas foram
sintetizadas em placas de cultura de 24 pogos e possuem 1,54 cm de diametro.
As setas indicadas em (a), (b) e (c) destacam a estrutura 3D apresentada pelas
membranas. (b) e () mostram ampliacdo de membrana de celulose bacteriana
onde é possivel observar diferencas de densidade das nanofibras de celulose
bacteriana na parte superior da membrana (parte mais esbranquicada),
denominada superficie pelicular lisa (sP-BCM) e a parte inferior que é
denominada superficie tecidual esponjosa (ST-BCM).

As membranas de CB foram sintetizadas em placas de cultura
de 24 pocos, desta forma apresentam didmetro igual ao didmetro interno
dos pogos de cultura. Os pesquisadores Borzani e Desouza (1995)
comprovaram que em condi¢cdes estéticas de cultura a CB forma uma
membrana na interface liquido/ar. Esta membrana cresce em espessura
para dentro do meio liquido sendo que em sua extensdo a membrana
ocupa toda a superficie do meio de cultura, resultando em uma
membrana que geralmente apresenta o formato do frasco de cultivo
(Borzani and Desouza, 1995). No presente trabalho todas as membranas
de CB foram obtidas ap6s trés dias de cultivo bacteriano. Como
destacado pela seta na Figura 3 (b) e (c), as membranas de CB
apresentam a superficie superior mais eshranquicada do que a superficie
inferior. Béckdahl e colaboradores (2006) mostraram que a membrana
de CB produzida estaticamente pela bactéria G. hansenii possui duas
superficies distintas, uma superficie apresenta alta densidade de
nanofibras de CB que se organizam umas préximas as outras de forma
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emaranhada (superficie com alta densidade de nanofibras de CB ou
superficie pelicular lisa) e a superficie oposta é caracterizada por uma
rede de nanofibras de CB que se organizam de forma espacada
(superficie com baixa densidade de nanofibras de CB ou superficie
tecidual esponjosa) (Backdahl et al., 2006). Neste estudo as membranas
de CB produzidas pela bactéria G. hansenii foram liofilizadas para
caracterizacdo de sua microestrutura por MEV. A Figura 4 (a) mostra a
microestrutura da membrana de CB obtida através do corte transversal
da amostra. A membrana de CB possui uma pelicula superior
estruturalmente diferente da matriz porosa que comp@e quase toda a sua
extensdo interna, similar as caracteristicas previamente observadas na
literatura (Backdahl et al., 2006).

= = 4 5um et s k
Figura 4 — Membranas de celulose bacteriana obtidas apds trés dias de cultivo
esttico da bactéria G. hansenii em meio de cultura manitol. (a) A membrana de
celulose bacteriana é formadas por uma pelicula superior lisa (sP-BCM) e
seguida de uma regido tecidual esponjosa que se estende até a superficie oposta
(inferior) (sT-BCM). (b) e (e) mostram detalhes da s,-BCM enguando (d) e (e)
mostram detalhes da sT-BCM.

A Figura 4 (b) e (c) mostra detalhes da superficie com alta
densidade de nanofibras de celulose bacteriana também denominada
como superficie pelicular lisa (sP-BCM). Esta superficie compreende a
superficie voltada com a interface ar quando em cultivo bacteriano. A
Figura 4 (d) e (e) mostra detalhes da superficie tecidual esponjosa (sT-
BCM). A superficie tecidual esponjosa compreende a superficie voltada
para a interface liquida ou submersa no meio de cultivo quando em
cultivo bacteriano. Como observado na Figura 4, a membrana de CB
produzida neste trabalho apresenta duas superficies opostas e distintas.
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A microestrutura ou topografia da superficie de um biomaterial pode
influenciar significativamente o comportamento de células animais
guando se analisa o desenvolvimento de um novo produto potencial para
aplicagcBes em engenharia de tecidos (Dalby, Riehle et al., 2002; Dalby
et al., 2003; Dalby et al., 2004). Caracteristicas fisicas topograficas de
superficie foram avaliadas, como por exemplo, com células ésseas que
foram cultivadas em diferentes superficies de poliestireno e
significativas alteracdes foram observadas. (Chesmel et al., 1995). A
microestrutura ou topografia de superficies de biomateriais tem se
mostrado um fator limitante para o comportamento celular interferindo
fortemente na morfologia, na adesdo e na mobilidade das células (Dalby
et al., 2004; Dalby, 2005). Os efeitos da microestrutura superficial da
celulose bacteriana sobre o comportamento e funcionalidade de células
endoteliais foram avaliados neste trabalho, sendo que neste capitulo sera
enfatizada a adeséo celular em fungdo da microestrutura.

3.3.2. Adesdo de células endoteliais na celulose bacteriana

Com o objetivo de investigar a influéncia da superficie pelicular
lisa (sP-BCM) e da superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) das
membranas CB na adesdo e morfologia de células endoteliais, HUVECs
foram semeadas sobre ambas as superficies da membrana. A MEV é
uma valiosa ferramenta para a investigacdo de superficies complexas de
biomateriais microscépicos com amplitude 3D. A etapa critica na
utilizacdo desta ferramenta compreende a preparacdo de amostras
teciduais ou ndo teciduais nas quais a dissecacdo deve ser realizada sem
qualquer distorcao estrutural (Slizova et al., 2003). A utilizacdo da MEV
para caracterizacdo da morfologia das células cultivadas sobre um novo
biomaterial vem sendo amplamente explorada atualmente (Lee and
Chow, 2011). Ao desidratar as membranas de CB observou-se que a
perda de liquido que ocorre quando a membrana é seca a temperatura
ambiente ocasiona a perda da microestrutura, impossibilitando a
avaliacdo da relacdo entre adesdo/microestrutura seja avaliada. Isto se
deve ao fato de que as membranas de CB sdo compostas de 98 a 99 %
de agua e apenas 1 a 2% de nanofibras. Quanto desidratadas e
reidratadas as peliculas de CB reabsorvem ~70% do liquido. Desta
forma, houve a necessidade do aprimoramento de técnicas de secagem
que permitissem que o processo de desidratacdo das membranas CB
mantivesse a microestrutura mais intacta possivel, ou seja, que a perda
da microestrutura fosse tdo pequena que ndo causasse 0 colapso das
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células possibilitando a caracterizacdo de adesdo celular dependente da
microestrutura.

Neste estudo foram avaliadas e adaptadas trés técnicas de
secagem. Previamente todas as amostras foram fixadas com
glutaraldeido e pos-fixadas com tetroxido de ésmio. Glutaraldeido é um
fixador que reage com 0s grupos amino dos aminoacidos que constituem
as proteinas das células, sendo muito utilizado, assim como o
formaldeido, nas etapas de fixacdo de amostras bioldgicas (Lee and
Chow, 2011). O tetroxido de 6smio é um agente utilizado na MEV para
identificacdo e comprovacdo da presenca de células pela capacidade
deste agente de se ligar aos fosfolipidios da membrana plasmaética
facilitando assim a comprovacdo da integridade celular por EDS-MEV.
Ambos, glutaraldeido e tetréxido de ésmio, foram manipulados com
muito cuidado por serem produtos extremamente toxicos.

As trés técnicas empregadas para secagem das amostras foram:
secagem por evaporagdo de etanol; secagem com a utilizacdo do
solvente organico HMDS e, por fim, secagem por ponto critico de CO».
A secagem a temperatura ambiente por evaporacdo de etanol é uma
técnica de desidratacdo empregada para a maioria dos biomateriais, para
caracterizacdo da adesdo celular, por se tratar de uma técnica répida e
barata. Etanol e acetona sdo fixadores coagulantes que fixam as
amostras pela mudanca rapida no estado de hidratacdo dos componentes
celulares que sdo coagulados. O grande problema da utilizacdo do etanol
na secagem de amostras biolégicas € que este solvente possui alto valor
de pressao de vapor (43 mm Hg) quando comparado a outros agentes de
secagem; desta forma, o etanol evapora rapidamente ocasionando
deformacdo da amostra. O HMDS, outro agente de secagem, possui
valor de pressdo de vapor de 15 mm Hg, com evaporacdo trés vezes
mais lenta que a do etanol. A técnica de secagem por HMDS é
geralmente utilizada em comparacdo com a técnica do ponto critico de
CO, (Slizova et al., 2003). A Figura 5 mostra membranas de CB secas
por evaporacdo de etanol, HMDS e ponto critico de CO,,
respectivamente, apds sete dias de cultivo com células endoteliais
humanas (HUVECs). A Figura 5 (a) e (d) mostra caracteristicas das
superficies tecidual esponjosa (sT-BCM) e pelicular lisa (sp-BCM) da
membrana de CB contendo HUVECs secas com etanol, sendo que nesta
mesma ordem (b) e (e) mostram o resultado de membranas secas por
HMDS e finalmente (c) e (f) mostram o resultado da secagem por ponto
critico de CO,, respectivamente. Como observado na Figura 5 (a) e (d) a
simples evaporacdo do etanol resultante das etapas de desidratacdo
ocasionou o colapso das nanofibras de CB, e diferencas entre a estrutura
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tecidual esponjosa versus pelicular lisa ndo puderam ser avaliadas. Neste
caso ocorreu também a sobreposicdo ou empacotamento de células em
funcdo da perda da microestrutura 3D caracteristica da membrana de
CB.

Alcool HMDS Ponto Critico de CO,

ST-BCM
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Figura 5 — Membrana de celulose bacteriana secas por trés diferentes métodos
de secagem apos sete dias de cultura com HUVECs. (a) e (d) mostram a
superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) e a superficie pelicular lisa (sp-BCM),
respectivamente, da membrana de celulose bacteriana secas por evaporagdo de
alcool; (b) e (e) mostram as superficies de celulose bacteriana secas por HMDS,
respectivamente, enquanto (c) e (f) mostram superficies secas por ponto critico
de CO,.

Na secagem por HMDS, como mostra a Figura 5 (b) e (e), o
colapso das membranas de CB foi menor do que quando utilizou-se o
etanol, mas a utilizacdo do HMDS ocasionou a remogdo de células
aderidas em ambas as superficies da membrana de CB. O mecanismo de
acdo do HMDS ainda é desconhecido, mas as propriedades do material
tais como tensdo superficial e possiveis ligagBes cruzadas, sdo
importantes fatores que devem ser levados em conta na utilizagdo do
HMDS (Slizova et al., 2003). Além disso, alguns estudos comprovam
que o HMDS pode romper as interacfes protéicas de amostras
bioldgicas ao mesmo tempo em que reduz a tensdo superficial e fornece
resisténcia durante a secagem das amostras (Nation, 1983). Sabe-se que
as proteinas ttm uma importante relagdo na manuten¢do da morfologia e
consequentemente, da adesdo celular; entdo, neste estudo o HMDS néo
apresentou resultado satisfatério. Métodos classicos de secagem como o
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ponto critico de CO, e a liofilizacdo sdo desfavoraveis em alguns casos,
em funcdo do custo de operacdo e do tempo gasto no procedimento.
Desta forma, em alguns casos de sucesso o0 solvente HMDS tem sido
aplicado no processamento de inUmeras amostras para MEV. Estas
amostras compreendem desde materiais botanicos (Thomasson and
Thomasson, 2011), mucosas (Foliguet et al., 1989; Kolb et al., 1997),
Orgdos sensoriais (Heegaard et al., 1986; Forge et al., 1992), glandula
tiredide (Weryha et al., 1990) e vasos sanguineos de pequeno calibre.

A Figura 5 (c) e (f) mostra a superficie tecidual esponjosa (sT-
BCM) e pelicular lisa (sp-BCM) da membrana de CB, respectivamente,
seca em camara de Balzer pelo método do ponto critico de CO, O
método de secagem por ponto critico de CO, foi 0 Unico método testado
gue conservou tanto a microestrutura quanto a aderéncia das células
endoteliais na membrana de CB. Na Figura 5 (c) e (f), é possivel
observar que as células aderidas na superficie tecidual esponjosa
apresentam morfologia arredondada, enquanto as células aderidas na
superficie pelicular lisa apresentam-se mais alongadas. Diferencas da
microestrutura também puderam ser visualizadas quando comparadas
ambas as superficies da membrana de CB. O sucesso deste método de
secagem sé foi alcancado apds sucessivas adaptacfes de métodos
previamente descritos na literatura (Slizova et al., 2003; Thomasson and
Thomasson, 2011). Secagens utilizando ponto critico de CO, tém sido
utilizadas para caracterizacdo de amostras biolégicas, mas o longo
periodo de processamento das amostras e 0 custo elevado dos materiais
necessarios tem despertado interesse pelo uso do HMDS (Jung et al.,
2010). Em alguns casos o ponto critico de CO, e 0 HMDS ndo tm
apresentado diferencas na qualidade de secagem das amostras para
MEV (Braet et al.,, 1997; Ubero-Pascal et al, 2005), o que ndo
aconteceu no caso das membranas de CB.

Na preparacdo de amostras para MEV, diferentes
procedimentos de secagem para células e biomateriais podem ser
selecionados baseados na disponibilidade de equipamentos e no tipo de
material, mas relatos da literatura devem ser levados em consideracdo
melhorando e aprimorando o desenvolvimento de novos métodos de
secagem, cada qual apropriado para cada caso em particular. Existem
diversos tipos de materiais e variagbes estruturais que podem
significantemente ser afetados pela técnica empregada na preparacdo das
amostras para MEV. No caso da CB, as adaptacOes realizadas no
procedimento de secagem por ponto critico de CO, foram satisfatorias, e
caracterizaram de forma acurada as células e a microestrutura. A Figura
6 mostra detalhes das HUVECs aderidas nas superficies da membrana
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de CB. A Figura 6 (), (b) e (c) mostra detalhes da morfologia e adeséo
das HUVECs cultivadas na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) da
membrana de CB, enquanto, a Figura 6 (d), (e) e (f) mostram detalhes
das células na superficie pelicular lisa (sP-BCM). Nota-se que o método
de secagem aplicado preservou caracteristicas de microestrutura da CB
assim como de morfologia dessas células.

/N

sp-BCM

Figura 6 — Adesdo e morfologia de células endoteliais (HUVECS) cultivadas na
membrana de celulose bacteriana e secas através da técnica do ponto critico de
CO.. (a), (b) e (c) mostram detalhes de células endoteliais (HUVECS) cultivadas
sobre superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) da celulose bacteriana. (d), (e) e
() mostram detalhes de células endoteliais (HUVECSs) cultivadas sobre a
superficie pelicular lisa (sP-BCM) da membrana de celulose bacteriana. As
células foram cultivadas por sete dias.

Em todas as imagens apresentadas na Figura 6 nota-se a
presenca de cristais precipitados. Estes precipitados poderiam ter sido
evitados através da mudanca de solucdo tampdo utilizada na lavagem
das amostras, porém acredita-se que eles ndo tenham interferido na
adesdo e morfologia celular. Solu¢fes tampdo foram utilizadas nas
etapas de fixacdo, pds-fixacdo e secagem de amostras bioldgicas para
proporcionar a manutencdo de pH neutro e manter as células na sua
forma normal. PBS é uma solucdo tampéo fosfato salina ndo toxica,
comumente utilizada na cultura de células e foi utilizada na preparagéo
das amostras apresentadas na Figura 5 e na Figura 6. A solucdo tampao
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cacodilato de sodio é outra op¢do para o preparo de amostra para a MEV
e apresenta a vantagem de assegurar a precipitacdo de calcio e
minimizar o crescimento de microrganismos contaminantes na
armazenagem do material. Entretanto, o tampdo cacodilato, além de
caro, é toxico e contem arsénio. A precipitacdo durante o processo de
fixacdo é afetada pela concentracdo de ions e o tipo de solu¢do tampéo
utilizada, (sugere-se, para futuros trabalhos testes com a solugéo tampéo
de cacodilato) no preparo das amostras de CB.

O impacto na obtencdo de imagens de células aderidas em um
biomaterial 3D podera trazer enormes contribuices para o
entendimento das complexas interagdes célula-biomaterial (Lee and
Chow, 2011). A utilizacdo do tetroxido de dsmio para caracterizacdo de
amostra por MEV torna-se Util na comprovagéo da presenca de células
ou outras espécies bioldgicas quando se utiliza a analise quantitativa por
EDS. Observando a Figura 7, pode-se concluir que no preparo da
secagem das amostras pelo método do ponto critico de CO, a utiliza¢do
do tetréxido de désmio na etapa de poés-fixacdo foi efetivamente
incorporada pelas HUVECs aderidas a membrana de CB.

VAPt e
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Figura 7 — HUVEC aderida a superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) da
membrana de celulose bacteriana. Analise quantitativa por EDS-MEV para

comprovacdo da incorporacdo de 6smio nos lipidios da membrana plasmatica.
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Como citado anteriormente o sucesso na utilizacdo da técnica
do ponto critico de CO, se deve a adaptagBes experimentais, através
principalmente da garantia de que a substituicdo do etanol por CO,
supercritico tenha realmente ocorrido. No caso da membrana de CB a
garantia de que a substituicdo progressiva do etanol por CO, liquido na
camara de Balzer s foi alcancada apés trés etapas de substituicéo,
sendo que a primeira troca durou aproximadamente 72 h e estas
informacgdes experimentais sdo geralmente negligenciadas na literatura.
Quando apenas uma etapa de substituicdo de solvente foi realizada, a
amostra apresentou trincas e rachaduras, como mostra a Figura 8. A
Figura 8 (a) e (b) mostra detalhes da microestrutura da superficie da
membrana de CB.

i
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Figura 8 — Membranas de celulose bacteriana cultivadas com células endoteliais
(HUVECS) por sete dias e secas através da técnica do ponto critico de CO, com
a realizagdo de apenas uma troca de solventes (etanol/CO, liquido) na camara
de Balzer. (a) e (b) mostram ampliages da microestrutura da membrana de
celulose bacteriana, onde rachaduras podem ser visualizadas, resultantes da
falha na substituicdo de solventes do método. (c) e (d) mostram amplia¢Ges das
células aderidas a membrana de celulose bacteriana que também tiveram sua
morfologia afetada em funcdo da falha nas etapas de substitui¢do dos solventes.

A falha na substituicdo progressiva de etanol por CO, liquido
acabou ocasionando rachaduras na amostra. A morfologia das células
aderidas também foi afetada pelo procedimento experimental, como
mostrado na Figura 8 (c) e (d).
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Outras sugestdes de métodos de secagem, discutidas na literatura
também devem ser levadas em consideracdo, principalmente em relacao
a utilizacdo da liofilizacAo para a secagem de amostras bioldgicas.
Relatos recentes da literatura apontam para o fato de que as etapas de
fixacdo e desidratacdo das amostras sdo extremamente necessarias para
secagens através do ponto critico de CO, e HMDS, mas devem ser
evitadas quando se utiliza a técnica de secagem por liofilizagdo (Lee et
al., 2012). A liofilizag&o opera usualmente a temperatura na ordem de -
80 °C e a secagem se deve a sublimagdo do gelo através da mudanca
brusca de temperatura. Na presenca de etanol ocorre ebulicdo seguida de
fusdo do etanol e assim as amostras ndo serdo efetivamente liofilizadas
(Lee et al., 2012). Quando a liofilizacdo foi testada para caracterizacdo
das membranas de CB com HUVECs as amostras foram previamente
fixadas com glutaraldeido e resultaram na obtencio de amostras rigidas
e deformadas (Obs: sugere-se que em futuros trabalhos a liofilizacdo
sem a fixa¢do e desidratacdo das membranas de CB seja testada).

3.4. Consideracdes finais

A caracterizacdo da morfologia e adesdo de células endoteliais
(HUVECs) em funcdo da microestrutura da membrana de CB foi
alcancada através da adaptacéo da técnica de secagem por ponto critico
de CO, As HUVECs sdo capazes de aderir na membrana de CB e
apresentam-se morfologicamente alongadas quando cultivadas na
superficie pelicular lisada (s,-BCM) da membrana; ja, quando
cultivadas na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM), as HUVECs
estdo morfologicamente arredondadas. Como a morfologia da célula
afeta a funcdo celular, estudos voltados para a caracterizacdo célula-
biomaterial devem ser aprimorados através do desenvolvimento de
novas metodologias ou adaptacdo das técnicas atualmente utilizadas. No
caso da membrana de CB, a técnica do ponto critico de CO, mostrou-se
uma excelente opc¢do, mas a substituicdo da solucdo tampdo PBS por
cacodilato de sddio devera ser empregada em futuros estudos, buscando-
se evitar a formagdo de precipitados na amostra. A utilizacdo da
liofilizagdo como técnica alternativa no preparo das membranas de CB
com células para MEV também devera ser averiguada, conforme
sugerido anteriormente.






CAPITULO 4

Influéncia da microestrutura da celulose bacteriana no comportamento
de células endoteliais

Neste capitulo serdo discutidos os resultados relacionados ao
comportamento das células endoteliais de veia umbilical humana
quando cultivadas sobre as superficies, tecidual esponjosa (sT-BCM) e
pelicular lisa (sp-BCM), da membrana de celulose bacteriana. Adeséo,
densidade, viabilidade, proliferacdo e migragdo em funcéo do tempo de
cultura celular foram os parametros avaliados.
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4. Influéncia da microestrutura da celulose bacteriana no
comportamento de células endoteliais

4.1. Introducdo

Propriedades estruturais de biomateriais como, por exemplo, a
porosidade ou microestrutura da superficie, podem alterar o
comportamento celular e tecidual (Rehfeldt et al., 2007), influenciando
significativamente nos processo de proliferacdo celular (Ghosh et al.,
2007), auto-organizacdo do citoesqueleto, morfogénese, mobilidade
celular ou migracéo, expressdo de genes e também nos mecanismos de
morte celular (Huang and Ingber, 2000; Shyy and Chien, 2002; Ingber,
2003; Samarel, 2005). Estas respostas variam em funcdo do tipo celular,
da geometria e das caracteristicas topograficas (Yim and Leong, 2005b).
Assim, faz-se necessario o entendimento das interagdes entre células e
biomateriais no desenvolvimento de novos materiais para cultura de
células in vitro ou implantes in vivo. Microambientes 3D sdo
desenvolvidos a partir de materiais poliméricos, ceramicos, metalicos
entre outros (Yim and Leong, 2005a). A celulose bacteriana, neste
estudo, é particularmente o material de interesse. Desta forma,
progredindo com o estudo do comportamento das células endoteliais na
superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) e na superficie pelicular lisa
(sp-BCM) da membrana de CB, neste capitulo outros relevantes
pardmetros comportamentais serdo avaliados, além da adesdo celular
que foi anteriormente discutida no capitulo 3.

Os primeiros relatos da literatura sobre células endoteliais semeadas
em superficies poliméricas datam de 1970 (Belden et al., 1982; Schmidt
et al., 1985). Desde entdo, poucos protocolos para o desenvolvimento de
linhagens de células endoteliais estaveis foram propostos (Laube et al.,
2000). As células endoteliais sdo responsaveis pela regulacdo de
atividades biolégicas relacionadas a vasculatura de tecidos e 6rgados
sendo as responsaveis pela ativacdo/agregacdo das plaguetas, a
proliferacdo das células musculares lisas (Zhang et al., 2006), o fluxo
vascular (Luscher, Dohi et al., 1991; Luscher, Richard et al., 1991) e a
manutencdo da matriz extracelular. O endotélio recebe sinalizagdo do
limen vascular (sangue) e da lamina basal. As células endoteliais
exibem significantes alteracbes morfologicas e de orientagdo em
resposta a estimulos mecanicos da lamina basal (Ngu et al., 2010). A
ldmina basal é uma forma especializada da matriz extracelular (MEC)
composta de coldgeno tipo 1V, laminina, perlecan, entactina,
fibronectina e outros componentes (Rongish et al., 1996; Hayden et al.,
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2005). A microestrutura da ldmina basal juntamente com sinais
bioquimicos regulam as funcbes celulares de migracdo, adesdo,
morfogénese, diferenciacdo e apoptose no desenvolvimento da
vascularizacdo (Zagris, 2001).

No entanto, a identificacdo de pardmetros cruciais tais como,
contato célula-célula e célula-biomaterial vinculados a alteracbes de
superficie de biomateriais devem ser compreendidos, pois podem
controlar a orientagdo e morfologia das células, auxiliando na descoberta
de outros sinais envolvidos no controle de especificas respostas
celulares. Assim, a microestrutura podera se tornar um regulador vital
gue modula a funcdo celular (Tsang et al., 2011). Alteracdes fenotipicas
das células endoteliais podem resultar na perda da regulacdo da
proliferacdo, adesdo, migracdo, gene expressdo e diferenciacdo celular
(Madri and Williams, 1983; Ingber and Folkman, 1989).

Em resposta a forgas mecénicas as células endoteliais exibem
significantes alteracbes também na organizacdo do citoesqueleto e
consequentemente na morfologia. Em particular quando a célula
endotelial espraia as fibras de actina se rompem e se reorganizam
permitindo a elongacdo da célula que se orienta no sentido da
deformacdo. Esta caracteristica mostra que as resposta ao
microambiente sdo altamente dependentes dos filamentos de actina
(Wang et al., 2000). Nas células endotelais 0 mecanismo chave que
envolve adesdo focal e sua influéncia nos filamentos de actina ainda ndo
estdo completamente compreendidos. A mobilidade ou migragdo de
células fibroblasticas, por exemplo, diminui com o aumento da adesdo
focal (llic et al., 1995; Wang et al., 2001) e existem relatos na literatura
gue resaltam que o aumento na adesdo focal também diminui o
espraiamento e a migracdo em outras linhagens de células (Hagel et al.,
2002), além das endoteliais. A morfologia das células endoteliais parece
ser crucial na determinacéo entre a vida e a morte celular e também
entre a proliferacdo e a quiescéncia.

Apoptose e necrose sdo duas formas de morte celular que tém sido
distinguidas através de critérios morfologicos. Entretanto, estes
diferentes tipos de morte celular talvez estejam envolvidos em diversos
mecanismos de sinalizacéo e execu¢do em comum. Recentes evidéncias
sugerem que idénticos receptores podem estar envolvidos na morte
celular por apoptose e necrose simultaneamente (Jurisic and
Bumbasirevic, 2008). A descricdo inicial de apoptose (Kerr et al., 1972)
considerava que a eliminacdo das células apoptdticas se dava pela
degradacéo heterolitica sequida de fagocitose pelas células fagocitarias.
A exposicdo da fosfatidilserina ativa as células fagocitarias que
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reconhecem o sinal (Krysko et al., 2006; Erwig and Henson, 2008) e se
ligam através de moléculas (Lauber et al., 2003; Elliott et al., 2009), na
auséncia deste reconhecimento de sinal entre as células fagocitarias e as
células apoptdticas o processo se transforma em uma necrose autolitica
também conhecida como necrose secundaria (Wyllie et al., 1980). Em
estudos com células linfoblasticas animais, cultivadas in vitro, apoptose
tem progredido para a necrose secundaria. A partir disso, vem surgindo
outra modalidade de culturas in vitro que envolve a presenca de células
fagocitérias, e que até o momento parecem ndo afetar a progressdo da
proliferacdo de células animais primarias (Bresgen et al., 2008) e/ou
imortalizadas(Wu et al., 2001; Berghe et al., 2010) e auxiliando na
progressdo da apoptose in vitro. Na necrose secundaria as organelas
citoplasmaticas incham, rompendo a membrana plasmatica e
desintegrando a célula que libera os componentes intracelulares (Kim et
al., 2003; Silva, 2008; Vinken et al., 2009; Berghe et al., 2010). Entao,
métodos corretos de identificacdo da necrose secundaria sdo importantes
e tem sido descritos na literatura (Silva, 2008; 2010), mas muito precisa
ser descoberto sobre isto. Resumindo, a necrose secundaria acontece na
auséncia de células fagocitarias do programa apoptético, ocorrendo
assim a desintegracdo eletrolitica da célula (Wyllie et al., 1980). Apesar
do grande numero de estudos voltados para a caracterizacdo dos
mecanismos de morte celular, a necrose secundaria é muito desprezada.
Futuras pesquisas baseadas no entendimento da necrose secundaria
certamente revelardo se este modelo esta envolvido em patogenias ou
ndo, esclarecendo e possibilitando o desenvolvimento de novas
intervencdes terapéuticas (Silva, 2011).

E conhecido que alteraces na superficie do biomaterial alteram o
comportamento das células endoteliais (Hayden et al., 2005; Candiello
et al., 2007), mas somente recentemente caracteristicas topograficas de
préteses vasculares tém sido avaliadas (Tsai et al., 2007; Lu, J. et al.,
2008; Tajima et al., 2008). Mesmo assim, o entendimento de como o
biomaterial altera o comportamento das células ainda necessita ser
melhor investigado. Embora muitos esforgos tenham sido feitos na
engenharia de tecidos, muitas limitacGes precisam ser superadas
(Johnsen et al., 2005; Atala et al., 2006; Nevins, 2006), principalmente
em relacdo ao projeto de tecidos espessos e complexos. O atraso no
desenvolvimento de técnicas para caracterizacdo desses tecidos
complexos e espessos esta relacionado a falta de métodos experimentais
disponiveis para a avaliacao, por exemplo, da distribuicdo e migracédo de
células em um biomaterial (Thevenot et al., 2008). Atualmente existe a
necessidade do desenvolvimento de técnicas que permitam a
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visualizacdo e a avaliagdo do comportamento celular dentro de
biomateriais e ndo somente na superficie como convencionalmente
acontece. Algumas tentativas recentes tém citado o uso de tomografia
micro-computadorizada de ressonancia magnética (T hurner et al., 2005;
Heymer et al., 2008), mas nenhum método rapido e economicamente
viavel foi desenvolvido. A capacidade de controlar o microambiente das
células dentro de uma estrutura tridimensional talvez seja uma
ferramenta poderosa no controle do crescimento tecidual in vitro
(Norman et al., 2008). Um estudo recente constatou que a elasticidade
da MEC ou de um biomaterial influencia na diferenciacdo das células
tronco mesenquimais, induzindo a sua diferenciacdo para células
neuronal, osteoblastica ou mioblastica (Banerjee et al, 2009). A
possibilidade de controlar células através da investigacdo de
fundamentos “fisicos - bioldgicos”, no entanto, sem a incorporagio de
indutores quimicos, podera ser extremamente Gtil em estudos voltados
ao desenvolvimento da engenharia de tecidos.

O objetivo deste capitulo foi investigar o comportamento das
células endoteliais quando cultivas sobre as distintas superficies da
pelicula de celulose bacteriana. A viabilidade, proliferacdo, migracao e
morte celular das HUVECs foram analisados qualitativamente e
guantitativamente quando cultivadas em ambas as superficies que
compdem a pelicula de celulose bacteriana.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Producdo, condicbes de cultura e purificagdo de celulose
bacteriana

A producdo das membranas de CB, o meio de cultura, as condigdes de
cultura bacteriana, a purificacdo e a caracterizacdo seguiram 0s mesmos
procedimentos descrito nas se¢des 3.2.1- 4, respectivamente.

4.2.2. Cultura de células

A cultura e manutencdo das células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVECs) foram realizadas conforme descrito nas
secoes, 3.2.5 e 3.2.6, respectivamente.



83

4.2.3. Contato direto para avaliacdo de adesdo, densidade e morfologia
celular

A caracterizacdo do comportamento celular através de contato
direto célula-CB, adesdo celular nos momentos iniciais do contato
célula-CB e densidade celular inoculada em funcdo da microestrutura
das superficies da membrana de CB foram avaliadas por microscopia
confocal. As HUVECs foram semeadas com variacBes de densidade
celular (10° células/membrana e 10° células/membrana), tempo (0,5; 10
e 24 h) e microestrutura de superficie da CB (sT-BCM e sp-BCM). Para
avaliacdo por microscopia confocal as células foram fixadas com
formaldeido 3,7% em PBS e permeabilizadas com 0,2% de Triton X-
100 em PBS. Para visualizar os filamentos de F-actina as células foram
coradas com o corante Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina
(Molecular Probes Inc., Eugen, OR, USA). O nucleo das células foi
corado com DAPI (sal dihidrocloridrico, 4’,6-diamidino-2-fenilindol),
(Molecular Probes Inc., Eugen, OR, EUA). As amostras foram
montadas em laminas com a utilizacdo do meio de montagem Prolong®
Gold (Molecular Probes Inc.), utilizado para manutencdo da
fluorescéncia das amostras. As amostras foram analisadas no
microscopio confocal, Leica DMI6000 B (Leica Microsystems,
Heidelberg GmbH, Alemanha).

4.2.4. Viabilidade e proliferacéo celular

A viabilidade e a proliferacdo foram determinadas pela atividade
mitocondrial das células através da utilizacdo do ensaio colorimétrico do
MT S[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio]. HUVECs foram semeadas em ambas as
superficies da membrana de CB na densidade de 10° células/membrana,
densidade pré-determinada apds ensaio de microscopia confocal,
descrito anteriormente. A viabilidade e proliferacdo celular foram
avaliadas em func¢éo do tempo de cultura em tempos iguais a 0, 2, 3, 7,
10 e 20 dias de cultura. Na realizagdo do ensaio do MTS, o0 meio de
cultura foi removido, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS e
transferidas para uma nova placa de cultura. Entéo, 300 uL de meio de
cultura e 60 pL do reagente MTS foram adicionados em cada poco da
placa de cultura com as amostras. As placas de cultura foram incubadas
por 1 h em incubadora a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,. Logo apds, a
solucdo (meio de cultura/MTS) foi homogeneizada, e 100 pL da solugéo
de cada amostra foi transferido para uma nova placa de cultura de 96
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pocos, € a leitura da absorbancia da solucéo a 490 nm foi analisada em
leitor de microplacas. O grupo controle negativo foi realizado com o
cultivo de HUVECs na placa de cultura. O grupo controle positivo foi
realizado com peliculas de CB sem a inoculacdo de células para avaliar
a retengdo do MTS na pelicula.

Paralelamente ao ensaio de MTS foi realizada também a anélise
qualitativa do  ensaio  Live/Dead®. O kit Live/Dead®
Viability/Cytotoxicity (Invitrogen) é utilizado somente com células de
mamiferos e mede a atividade intracelular das esterases (calceina) e a
integridade da membrana plasméatica (homodimero de etidio). Uma
solucdo calceina: homodimero de etidio (4:1) em PBS foi preparada e
100 pL desta solucédo foram adicionados sobre cada amostra. Logo apos,
a placa de cultura foi incubada por 45 minutos em incubadora a 37°C e
atmosfera de 5% de CO,. Apds incubacdo as amostras foram montadas
em laminas e visualizadas no microscopio de fluorescéncia Olympus
modelo BX41 do Laboratério FluorBEG-UFSC.

4.2.5. Migragéo vertical

A migracéo vertical ou penetragdo das HUVECs na membrana de CB
foi avaliada semeando-se 10° células/membrana em ambas as superficies
da membrana de CB. Apés sete dias de cultura das HUVECs na
membrana de CB, as amostras foram cortadas transversalmente (para
avaliar o interior da mambrana) e avaliadas por MEV e microscopia de
fluorescéncia. A técnica do ponto critico de CO, foi utilizada para
caracterizacdo da migragdo vertical por MEV. O protocolo experimental
utilizado foi 0 mesmo descrito na se¢do 3.2.7.3. Para a microscopia de
fluorescéncia as amostras foram coradas com o kit Live/Dead®
conforme protocolo descrito na se¢éo anterior (4.2.4).

4.2.6. Morte Celular

HUVECs foram semeadas em ambas as superficies da CB na
densidade de 10° células/membrana e incubadas a 37 °C em atmosfera
Umida com 5% de CO, por 3, 7 e 20 dias. Ap6s cada tempo
experimental o meio de cultura (sobrenadante) foi coletado e as
amostras foram rapidamente tripsinizadas para remoc¢do das células
aderentes na membrana de CB. As fragbes coletadas de cada amostra
foram combinadas e centrifugadas. O Kit Annexin-V-FITC
(Immunostep SL, Espanha) foi utilizado para deteccdo dos processos de
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morte celular relacionados ao cultivo das células endoteliais nas
membranas de CB em funcdo do tempo de cultura. As solucdes
referentes a cada amostra foram transferidas para tubos de citometria e
15 minutos antes da leitura, 2,5 pL de solucdo anexina foram
adicionados em cada amostra. Ap6s 10 minutos, 0,5 YL de iodeto de
propidio também foi adicionado. O comportamento das células em
funcdo do tempo de cultura na membrana de CB foi analisado
utilizando-se o citbmetro de fluxo FACSCanto Il apparatus (Becton
Dickinson) no laboratério LAMEB-BEG-UFSC. Foram coletados dados
de 3.000 eventos para cada amostra. Os resultados experimentais foram
processados utilizando-se o software FlowJo 7.6.5 (Tree Star, Ashland,
OR) e as percentagens de células necroticas e apoptoticas foram
calculadas comparando-se as triplicatas de cada amostra. Camptotecina
foi utilizada como controle positivo para células apoptdticas, e o
congelamento a -20° C por 2 horas foi realizado para obtencdo do
controle positivo de necrose celular.

4.2.7. Andlise Estatistica da viabilidade e proliferacdo celular

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software
Statistics 8.0 (StatSoft Software, Tulsa, OK). Os resultados
experimentais foram expressos como média = erro padrdo da média
(EPM) e comparados através da andlise de variancia one-way (ANOVA)
seguida do teste de Tukey considerando-se estatisticamente diferentes
parap < 0.05.

4.3. Resultados e Discussdo

Membranas de CB foram sintetizadas e padronizadas em todos 0s
experimentos, inclusive para 0s ensaios realizados no Capitulo 3 e 4.
Neste Capitulo, a viabilidade, proliferacdo, migracdo e adesdo das
células endoteliais (HUVECs) foram avaliadas em funcdo das variacGes
de microestrutura da membrana de CB. Diferencas de microestrutura de
biomateriais podem influenciar o comportamento celular (Chesmel et
al., 1995; Chen et al., 1997; Curtis and Wilkinson, 1997; Cukierman et
al., 2002; Cao et al., 2004; Edelman and Keefer, 2005; Norman et al.,
2008) e no caso da CB, esses mecanismos ainda ndo foram
completamente esclarecidos. A superficie de contato entre célula-
biomaterial, assim como a resposta celular no primeiro instante do
contato célula-biomaterial podem determinar se uma célula ir& tornar-se
quiescente, proliferar ou morrer (Mcgrath, 2007).
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Contato direto para avaliacdo de adesdo, densidade e morfologia
celular

HUVECs foram cultivadas em densidades variaveis (10°
células/membrana e 10° células/membrana) em ambas as superficies da
membrana de CB para se estimar se a interacdo aconteceria em funcdo
do contato célula-célula ou célula-biomaterial. Microscopia confocal,
combinada com a utilizacdo de corantes fluorescentes para marcacéo de
nacleo e F-actina (citoesqueleto) foram utilizados. A Figura 9 mostra
imagens obtidas por microscopia confocal da membrana de CB com
HUVECs cultivadas na densidade de 10° células/membrana. Pode-se
observar que nos primeiros 30 minutos de cultura, HUVECs ja estavam
aderidas e apresentavam morfologia circular em ambas as superficies da
membrana de CB (Figura 9 (a), (b), (c) e (d)).

30 min

10 h

24h

Figura 9 — Influéncia das distintas microestruturas de superficie da celulose
bacteriana na morfologia das células endoteliais (HUVECSs) semeadas na
densidade de 10° células/membrana. (a), (b), (), (f), (i), (j) mostram HUVECs
cultivadas na superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) da membrana; (c), (d),
(9), (h), (k) e () mostram HUVECs cultivadas na superficie pelicular lisa (sSp-
BCM). Os filamentos de F-actina do citoesqueleto foram coradas com Alexa
Fluor 546 conjugado com faloidina (vermelho) e o nicleo foicorado com DAPI
(azul).
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A proliferacdo e o0 espraiamento das HUVECs foram
visualizados apds 10 h de cultivo das células na superficie pelicular
lisada (sP-BCM) da membrana de CB, enguanto na superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) as células permaneceram esféricas (Figura 9 (e),
(M, (g) e (h). Apbés 24 h de cultura as HUVECs apresentaram
morfologia espraiada em ambas as superficies da membrana de CB
(Figura 9 (i), (), (k) e (D).

A Figura 10 mostra imagens obtidas por microscopia confocal
de HUVECs cultivadas em uma densidade (10° células/membrana)
maior do que apresentada anteriormente (Figura 9) e a evolucdo do
espraiamento celular também foi observada. A Figura 10 (a), (b), (c) e
(d) mostra detalhes das HUVECs cultivas sobre as superficies tecidual
esponjosa (sT-BCM) e pelicular lisa (s,-BCM) da membrana de CB
apos 30 minutos de cultura.

ST-BCM

Figura 10 — Influéncia das distintas microestruturas de superficie da celulose
bacteriana na morfologia das células endoteliais (HUVECs) semeadas na
densidade de 10° células/membrana. (a), (b), (e), (), (i), (j) mostram HUVECs
cultivadas na superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) da membrana; (c), (d),
(9), (h), (k) e (I) mostram HUVECs cultivadas na superficie pelicular lisa (sp-
BCM) da membrana. Os filamentos de F-actina do citoesqueleto foram coradas
com Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina (vermelho) e o nicleo foi corado
com DAPI (azul).

Neste caso pode-se observar que as HUVECs aderiram em
maior nimero na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) do que na
superficie pelicular lisa (sP-BCM) e em ambos os casos as HUVECs
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apresentam-se com morfologia esférica. Ao contrario do que acontece
guando uma densidade menor de HUVECs é semeada, as HUVECs
espraiaram mais rapidamente na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM)
do que na superficie pelicular lisa da membrana de CB, mas somente
apos 24 horas de cultura, enquanto em densidade menor isto aconteceu
apo6s 10 horas de cultura e sobre a superficie pelicular lisa (sP-BCM)
(Figura 10 (i), (j), (k) e (I)).

Apds 10 horas de cultura as HUVECs permaneceram com
morfologia esférica em ambas as superficies da membrana de CB
(Figura 10 (e), (f), (g) e (h)). Estas imagens indicam que quando altas
densidades de células sdo semeadas, extensivos contatos intercelulares
HUVEC-HUVEC acabam por encobrir a dependéncia da adesdo celular
a superficie do biomaterial, como pode ser observado neste caso para a
CB. Em outro estudo, quando HUVECs foram cultivadas em superficies
de PLLA, foi observado que em altas densidades celulares semeadas
sobre o biomaterial aumentam a aderéncia celular durante os primeiros
momentos de contato célula-biomaterial, mas a interferéncia da
microestrutura da superficie foi encoberta (Xia et al., 2011). Desta
forma, para se compreender o comportamento das HUVECs em funcio
das caracteristicas de superficie da membrana de CB altas densidades de
celulares ndo devem ser utilizadas. A interacdo célula-biomaterial s6
pode ser avaliada em densidades menores do que 10° células/membrana.
Somente desta forma o contato intensivo célula-célula podera ser
evitado, como também foi observado no caso do PLLA por Xia e
colaboradores (2011).

Viabilidade de Proliferacéo

O ensaio colorimétrico do MTS e o kit de fluorescéncia
Live/Dead® foram utilizados para avaliagdo quantitativa e qualitativa da
viabilidade celular em funcdo do tempo de cultura, respectivamente. A
Figura 11 mostra os resultados obtidos através destes métodos
experimentais, comparados em fungdo do tempo de cultura com o
objetivo de caracterizar a influéncia da microestrutura da membrana de
CB no comportamento das HUVECs. Para o caso do ensaio com MTS, a
atividade mitocondrial foi avaliada no tempo inicial (t=0) e ap6s 2, 3, 7,
10 e 20 dias de cultura conforme mostra o gréfico da Figura 11 (a). O
ensaio do MTS quantifica, através da medida de concentragdo, o
formazan sollvel resultante de uma reacdo de reducdo do sal de
tetrazolio (MTS) pelas mitocdndrias das células viaveis. A quantificacdo
do produto formazan é realizada espectrofotometricamente (absorbancia
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a 490 nm) e é diretamente proporcional ao nimero de células vivas em
cultura.

08
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Figura 11 — Andlise quantitativa e qualltatlva da viabilidade de células
endoteliais humanas (HUVECS) cultivas sobre as superficies tecidual esponjosa
(¢) (ST-BCM) e pelicular lisa (A) (sP-BCM) da membrana de celulose
bacteriana em fungédo do tempo de cultura através da utilizacdo das técnicas de
(a) MTS e (b) Live/Dead®, respectivamente.

A Figura 11 (a) apresenta o grafico de absorbancia em fungdo
do tempo de cultivo das HUVECs cultivadas em ambas as superficies de
CB. HUVECSs cultivadas nas superficies tecidual esponjosa (sT-BCM) e
pelicular lisa (sp-BCM) da membrana de CB apresentaram 0 mesmo
perfil de comportamento celular, mas em todos os periodos
experimentais a superficie tecidual esponjosa (ST-BCM) manteve maior
quantidade de células viaveis. O perfil comportamental foi caracterizado
por uma fase inicial de proliferacdo celular que durou aproximadamente
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trés dias de cultura. No periodo que compreende o terceiro e 0 sétimo
dia de cultura houve uma fase de declinio do numero de células,
indicando assim, uma fase de inducdo de morte celular. Apds o sétimo
dia, as células voltaram a proliferar novamente até o décimo dia, onde
parecem iniciar uma fase de quiescéncia celular que se estendeu até o
vigésimo dia de cultura. Ambas a superficies da CB mantiveram as
HUVECs viaveis, mas a superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) exibiu
altos niveis de viabilidade celular quando comparada com a superficie
pelicular lisa (sp-BCM) em todos os pontos experimentais. Diferencas
significativas (p < 0,005) foram observadas entre a quantidade de
células endoteliais vidveis presentes nas superficies de CB no sétimo dia
de cultura.

E interessante notar que quando células musculares lisas foram
cultivadas em ambas as superficies de CB, ndo foram observadas
diferencas significativas em funcdo do tempo de cultura (Backdahl et
al., 2006), mas é importante ressaltar que cada linhagem celular reage de
diferentes formas ao microambiente. Estudos sugerem que alteragGes no
microambiente influenciam substancialmente o comportamento das
células endoteliais (Hayden et al., 2005; Candiello et al., 2007) e apenas
recentemente propriedades topograficas foram incorporadas como um
componente essencial para a engenharia de tecidos vasculares (Tsai et
al., 2007; Lu, J. et al., 2008; Tajima et al., 2008; Ummartyotin et al.,
2012).

Comparando-se 0 método quantitativo do MTS com o método
qualitativo do Live/Dead® é possivel observar que ap6s trés dias de
cultura o ndmero de células mortas (coradas em vermelho) presente nas
amostras aumenta de forma significativa quando comparado a todos os
outros tempos experimentais. O Live/Dead® é um método que tem sido
utilizado por vérios laboratdrios para ensaios qualitativos e quantitativos
de morte celular. As células vivas sdo distinguidas das células mortas
através da calceina AM, que fica retida dentro das células vivas
produzindo uma coloracdo verde fluorescente intensa e uniforme
engquanto o homodimero de etidio penetra nas células com membrana
plasmatica danificada. A Figura 11 (a) e (b) mostra as relagdes entre 0s
resultados obtidos pelos dois métodos experimentais utilizados e que
foram comparados através da determinagdo das seguintes fases: fase | (0
— 2 dias de cultura), fase Il (2 — 3 dias de cultura), fase 11l (3 — 7 dias de
cultura), fase IV (7 — 10 dias de cultura) e finalmente, a fase V (10 — 20
dias de cultura). Como observado na comparacéo entre 0s dois métodos
experimentais utilizados anteriormente, observa-se que apos trés dias de
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cultivo as HUVECs iniciam um processo de morte celular, reduzindo o
numero de células viaveis. E interessante observar que quando células
musculares lisas foram cultivadas sobre a membrana de CB a
viabilidade celular também reduziu ap6s trés dias de cultivo (Backdahl
et al., 2006). Desta forma, propde-se como hipotese, que a morte celular
possa estar ocorrendo como um processo hatural de organizagdo do
espaco celular ou simplesmente por processos de renovagdo. Como a
degradacdo da CB é lenta ou quase inexistente no organismo humano,
acredita-se que a inducdo da morte celular ndo tenha sido influenciada
pela composicdo quimica da CB, mas sim das caracteristicas superficiais
da membrana. A identificacdo de qual processo de morte celular domina
o periodo Il da cultura de HUVECs na membrana de CB foi entdo
estabelecida.

Células endoteliais respondem biologicamente a estimulos
provenientes do microambiente onde se encontram. Assim, ap6s a
caracterizagdo de adesdo, viabilidade e proliferacdo das células
endoteliais cultivadas na membrana de CB, ainda permanecem algumas
dividas relacionadas ao que pode estar ocasionando morte celular no
estagio Il (Figura 11 (a) e (b)). Sabe-se que o declinio no nimero de
células viaveis ocorre devido a morte celular, mas qual é o processo de
morte celular que domina esta fase de interacdo célula-CB? Os
mecanismos de morte celular podem ser definidos como uma perda
irreversivel da integridade da membrana plasmatica. S&o trés os tipos de
morte celular para células animais, baseados em critérios morfoldgicos
sdo definidos na literatura (Berghe et al., 2010): apoptose, morte
autofagica e necrose.

A apoptose é definida como alteragdes na morfologia da célula,
as quais incluem a condensacéo e fragmentacédo da cromatina do ntcleo,
ocasionando mudangas na disposi¢cdo das organelas no citoplasma. Por
consequéncia ocorre contracdo e perda da integridade da membrana
plasmatica com a formacdo de corpos apoptoticos que contem material
nuclear efou citoplasmatico (Berghe et al., 2010). A apoptose € um
processo fisioldgico normal, ndo patolégico, onde os corpos apoptéticos
sdo removidos do meio extracelular pelas células fagocitarias como, por
exemplo, os macrofagos (Golstein and Kroemer, 2007). A morte celular
pode acontecer também através de um acimulo massivo de uma
membrana dupla ou vactolos autofagicos no citoplasma. Este fenébmeno
é conhecido como autofagia que na maioria das vezes, € visto como um
processo apoptético (Golstein and Kroemer, 2007).

Finalmente, a morte celular pode ocorrer por necrose, que é
rotineiramente definida como uma maneira “negativa” de morte celular,
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e engloba caracteristicas fisiolégicas de apoptose e morte autofagica
(Silva, 2011). A necrose é frequentemente associada perda injustificada
de células em patologias humanas (Jurisic and Bumbasirevic, 2008) e
estd associada a processos inflamatorios locais (Silva, 2011); é
facilmente confundida com a necrose secundaria. Wyllie e
colaboradores (1980) descreveram que a necrose secundaria é o
processo que ocorre quando as células fagocitarias ndo operam na
remogao dos corpos apoptoticos, o que resulta em uma fase de necrose
autolitica (Wyllie et al., 1980). Uma caracteristica de ensaios in vitro é a
presenca de corpos apoptdticos, assim como fragmentos celulares
resultantes de processos de renovagdo celular, que geralmente
permanecem em cultura, resultando em fendmenos como o da necrose
secundaria. Um fato preocupante neste caso, segundo Bombeli e
colaboradores (1999), é que as células endoteliais pré-apoptdticas
tornam-se pré-adesivas até que a apoptose realmente ocorra (apoptose
tardia) (Bombeli et al., 1999). Neste contexto, é importante citar que
estudos anteriores com préteses vasculares de pequeno calibre, feitos
com CB, comprovaram que este material ndo induz hiperplasia e nem
trombogenicidade nas células endoteliais implantadas (Esguerra et al.,
2009).

Morte Celular

Citometria de fluxo foi 0 método utilizado no presente trabalho
para determinar qual era o mecanismo de morte celular que
predominava no periodo Il da curva de comportamento das células
endoteliais cultivadas sobre ambas as superficies da membrana de CB.
A citometria de fluxo foi realizada pelo método da anexina V-FITC e
iodeto de propidio para analisar quantitativamente a percentagem de
células viaveis, necrdticas ou apoptéticas em funcdo do tempo de
cultura. Para detectar os eventos de morte celular foi utilizada a anexina
V conjugada ao tiocianato de fluoresceina (FITC), que se liga
preferencialmente a fosfatidilserina, que é translocada para fora da
membrana plasmatica no momento da apoptose, e o iodeto de propidio
(IP), por sua vez, identifica danos na membrana plasmética de células
necroticas. Esta técnica possibilita simultaneamente a discriminacéo de
células viaveis (anexina V-FITC-, IP-), células apoptoticas (anexina
V-FITC+, IP-), apoptose tardia e/ou necrose (anexina V—FITC+, IP+) e
células necrdticas (anexina V—FITC-, IP+).
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A Figura 12 mostra os citogramas dos ensaios com anexina
V-FITC em fun¢do do IP, obtido através de dados experimentais de
HUVECs cultivadas nas superficies tecidual esponjosa (sT-BCM) e
pelicular lisa (s,-BCM) da membrana de CB em funcdo do tempo de
cultura.

3 dias 7 dias 20 dias

0403% (b) wt s 101% 0.414%

FITC-A FITC-A FITC-A

Figura 12 — Citogramas do comportamento das células endoteliais (HUVECS)
cultivadas sobre a membrana de celulose bacteriana, obtidos por citometria de
fluxo através da utilizacdo de anexina V-FITC e iodeto de propidio. (a), (b) e
(c) mostram os citogramas das HUVECs cultivadas na superficie tecidual
esponjosa (ST-BCM) e (d), (¢) e (f) mostram citogramas das HUVECs
cultivadas na superficie pelicular lisa (sp-BCM) da membrana de celulose
bacteriana apés 3, 7 e 20 dias de cultura.

A andlise quantitativa de morte celular foi realizada nas
amostras apos 3, 7 e 20 dias de cultura. A Figura 12 (a), (b) e (c) mostra
os citogramas relacionados a cultura de HUVECSs na superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) enquanto a Figura 12 (d), (e) e (f) mostra os
citogramas relacionados a cultura de HUVECs na superficie pelicular
lisa (sp-BCM) da membrana de CB. De acordo com os resultados de
MTS e outras andlises microscopicas previamente descritas, a
viabilidade de células foi significativamente maior na superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) do que na superficie pelicular lisa (sp-BCM) da
membrana de CB. No caso da citometria de fluxo os resultados
anteriores se confirmaram. Os resultados obtidos estdo expressos na
Figura 12 como percentagem de viabilidade celular, sendo que as
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percentagens médias + EPM foram calculados em funcéo das triplicatas
para cada amostra. Apds trés dias, de cultura a superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) apresentava 91,3 + 1,2% de suas células viaveis,
enquanto a superficie pelicular lisa (sp-BCM) nas mesmas condicdes
continha 86,5 + 3,5%. Um declinio no nimero de células viaveis foi
observado ap6s sete dias de cultura quando HUVECs foram cultivadas
em ambas as superficies da CB, resultando em 8,8 + 1,5% de células
necroticas na superficie pelicular esponjosa (sT-BCM), enquanto na
superficie tecidual lisa (sP-BCM) existia 18,0 + 0,2% de células na
mesma condicao.

E importante observar que baixos indices de células apoptoticas
foram encontrados nas amostras em todas as analises realizadas. Isto
também aconteceu quando HUVECs foram cultivadas sobre uma
solucdo de nanofibras de CB avaliadas em funcdo do tempo de cultura
por Jeong e colaboradores (2010) (Jeong et al., 2010).

Apbs 20 dias de cultura, o nimero de HUVECS viaveis voltou a
aumentar, alcangando 88,5 + 2,8% na superficie tecidual esponjosa (ST-
BCM) e 84,2 + 1,6% na superficie pelicular lisa (sp-BCM) da
membrana de CB. Neste trabalho, HUVECs foram cultivadas em PCT e
analisadas como controle de viabilidade celular, sendo que neste caso
também foi constatado processo de morte celular por necrose (dados ndo
mostrados).

Analisando todos os resultados obtidos anteriormente é possivel
concluir que os mecanismos de morte celular talvez estejam envolvidos
na moculagdo da viabilidade celular que ocorre durante o periodo
experimental 111, sendo que longos periodos de cultura também foram
analisados (20 dias). Necrose secundaria ocorre in vitro no final de todo
0 processo apoptético, jA que nessas condicdes as células fagocitarias
estdo ausentes (Wyllie et al., 1980). Em funcdo disso, necrose
secundaria pode ser detectada como necrose, experimentalmente, mas na
verdade se trata de um processo apoptético que atualmente é pouco
considerado e estudado, principalmente em testes com biomateriais. Um
estudo recente mostrou que a necrose secundaria também ocorre in vivo,
particularmente em animais multicelulares, sob algumas condi¢des
fisioldgicas e patoldgicas onde células fagocitarias ndo estéo disponiveis
ou ndo respondem a determinado estimulo apoptético (Silva, 2011). Em
contraste, a abundancia de publica¢fes voltadas ao esclarecimento dos
processos de morte celular e sua relagdo com as células fagocitérias,
precisa ser melhor investigada em relagdo a necrose secundéria, que
continua sendo negligenciada. Através deste ensaio foi possivel
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constatar que a morte celular detectada talvez esteja relacionada a
necrose secundaria, ja que células fagocitarias ndo foram incorporadas
as condi¢des de cultivo celular para remocdo de corpos apoptoticos
resultantes da renovacgdo celular. A hip6tese de que a necrose secundéria
talvez esteja influenciando e/ou encobrindo processos apoptéticos de
HUVECs cultivadas na membrana de CB merece ser estudada mais
profundamente através da utilizacdo de outras técnicas experimentais
gue complementem as técnicas utilizadas anteriormente neste trabalho.

Migracéo celular

A maior quantidade de células presentes na superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) da membrana de CB durante todo o periodo
experimental talvez esteja relacionada ao fato de que, nesta superficie,
as células foram capazes de aderir sobre as nanofibras, estabelecendo
pontos de adesdo também no interior da membrana de CB. A migracdo
vertical ou penetragdo das células para o interior da membrana de CB foi
avaliada através das técnicas do ponto critico de CO, e do Live/Dead®,
Figura 13.

100pm

Figura 13 — Migracdo vertical de células endoteliais cultivadas na superficie
tecidual esponjosa (ST-BCM) do hidrogel de celulose bacteriana apds sete dias
de cultura. (a) Corte transversal do hidrogel seco através da técnica do ponto
critico de CO,. (c, d e €) mostram ampliagdes das células endoteliais no interior
do hidrogel de celulose bacteriana. (b) migracdo vertical das células endoteliais
(verde) no interior do hidrogel de celulose através da técnica de Live/Dead®.
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A Figura 13 mostra os resultados obtidos através do corte
transversal da membrana de CB, sendo que neste caso as HUVECs
foram semeadas na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM). A Figura
13 (a) mostra um corte transversal da membrana de CB depois de seca,
através da técnica do ponto critico de CO, onde pode ser observado que
as células endoteliais migram verticalmente em sete dias de cultivo.
Migracdo vertical ndo aconteceu quando as células endoteliais foram
semeadas na superficie pelicular lisa (sP-BCM) da membrana de CB
(dados ndo mostrados), pelo menos até o sétimo dia de cultura. A Figura
13 (c), (d) e (e) mostra detalhes do interior da membrana de CB onde
existem células endoteliais aderidas. Estas apresentam-se com formato
circular, morfologia caracteristica de células endotelais no primeiro
estdgio de adesdo celular; ou ainda, podem estar associadas a
conformacgdo celular adotada em funcdo dos pontos de adesdo do
microambiente poroso no interior da membrana. A Figura 13 (b) mostra
que as HUVECSs penetraram aproximadamente 600 um para o interior
da membrana de CB e permanecem viaveis em até sete dias de cultura.
Quando as HUVECs foram cultivadas na superficie pelicular lisa (sp-
BCM) elas nao foram capazes de penetrar/migrar na pelicula de CB.

Este resultado foi obtido através de corte transversal da membrana
de CB apds as amostras serem tratadas com o kit Live/Dead®.
Embasados no fato de que as HUVECs migram verticalmente para o
interior da membrana de CB, talvez o maior nimero de células viaveis
na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) da CB esteja diretamente
relacionado & porosidade, e consequentemente ao maior nimero de
pontos de contato em fun¢do da maior area superficial.

4.4. Consideracdes Finais

Todos os ensaios mostrados e discutidos neste capitulo comprovam
gue as HUVECSs respondem biologicamente ao espago microambiente
onde se encontram. Assim, sua morfologia, adesdo, migracdo e
proliferacdo podem ser moduladas em fun¢do da microestrutura da CB.
Esta microestrutura sera definida em funcéo do tipo de aplicacdo a que o
biomaterial se destina e ao comportamento celular necessério para o
desenvolvimento de determinados produtos médicos ou plataformas de
diagndstico para a pesquisa clinica ou laboratorial.

A microestrutura das membranas de CB induz mudancas no
comportamento das células endoteliais (HUVECS) em funcdo do tempo
de cultura. A superficie tecidual esponjsa (sT-BCM) da membrana de
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CB foi capaz de manter maior numero de células viaveis, ao longo do
periodo experimental, do que a superficie pelicular lisa (sP-BCM), mas
ambas as superficies mantiveram a viabilidade das HUVECs. Na
superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) as HUVECs aderiram e
migraram verticalmente para dentro da membrana de CB (~600 um), e
apresentaram morfologia circular, enquanto na superficie pelicular lisa
(sp-BCM) as HUVECs estavam morfologicamente mais espraiadas e
ndo migraram para o interior da membrana em até sete dias de cultura.
Um declinio da viabilidade celular foi observado entre o terceiro e o
sétimo dias de cultura em ambas as superficies da CB, sendo mais
acentuado na superficie pelicular lisa (sp-BCM). O mecanismo de morte
celular detectado por citometria de fluxo nesta fase de cultura foi a
necrose, mas acredita-se que neste caso a necrose secundaria esteja
encobrindo processos apoptéticos de renovacdo celular em funcéo da
auséncia de células fagocitarias em culturas in vitro. Diferengas
significativas (p < 0,005) de viabilidade celular foram observadas
somente apds sete dias de cultura. A densidade de células semeadas nas
superficies da membrana de CB influencia completamente a resposta
biolégica das células a microestrutura.

Assim, conclui-se que em ambas as superficies da membrana de CB
as HUVECs permaneceram aderentes, proliferativas e viaveis durante
todo o periodo experimental, mas na superficie pelicular lisa (sp-BCM)
este tipo celular espraiou-se mais rapidamente. Um ndmero maior de
células viaveis foi observado na superficie tecidual esponjosa (sT-
BCM), mas isso talvez esteja relacionado a capacidade de migracéo das
células para o interior da membrana quando cultivadas nesta superficie
em funcdo do aumento dos pontos de contato que pode este estar
relacionado a maior area superficial.






CAPITULO 5

Endotelizacdo de macroestruturas de celulose bacteriana meta-
vascularizadas

O estudo das propriedades de microestrutura da celulose
bacteriana (CB) e a sua influéncia no comportamento das células
endoteliais teve como objetivo principal analisar a possibilidade de
endotelizacdo de uma macroestrutura de CB. Esta macroestrutura de CB
foi previamente desenvolvida no InteLab e é caracterizada pela
formacdo de um meta-vaso interno que poderia simular in vitro o
mesmo microambiente que a lamina basal exerce in vivo. Assim, neste
capitulo serdo apresentados resultados relacionados a endotelizacdo da
macroestrutura de CB meta-vascularizada.
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5. Endotelizacdo de macroestruturas de celulose bacteriana meta-
vascularizadas

5.1. Introducéo

Embora tenham havido avangos significativos em engenharia de
tecidos, muitas limitacfes precisam ainda ser superadas (Johnsen et al.,
2005; Atala et al., 2006; Nevins, 2006), principalmente em relacdo ao
projeto de tecidos espessos € complexos. O atraso no desenvolvimento
de tecidos complexos e espessos esta relacionado a falta de métodos
experimentais disponiveis para a avaliacdo, por exemplo, da distribuicdo
e migracdo de células em um biomaterial. As propriedades fisicas dos
biomateriais podem ter um profundo impacto na proliferacdo celular e
no remodelamento de tecidos (Mooney and Mikos, 1999).
Possivelmente, o mais notavel substrato vascular desenvolvido até hoje
foi consequéncia de um projeto de uma protese vascular de pequeno
calibre construido de PTFE e recoberto com fibrina, capaz de reter as
células endoteliais em sua superficie. Esta prétese foi endotelizada in
vitro com células endoteliais de veia safena humana e células endoteliais
de veia umbilical humana (HUVECs), sendo que 65% destas proteses
permaneceram endotelizadas em pacientes por 9 anos de avaliacdo
(Meinhart et al., 1997).

A capacidade de controlar o microambiente das células dentro de
uma estrutura tridimensional talvez seja uma ferramenta poderosa no
controle do crescimento tecidual in vitro (Norman et al., 2008). Apds a
implantagdo de um biomaterial as respostas celulares que ocorrem na
interface do material implantado e o microambiente que envolve as
células sdo fatores importantes na determinacdo da biocompatibilidade
de um implante.

Uma das mais importantes caracteristicas das linhagens de
células endoteliais provenientes de artérias, veias e/ou capilares é a
formacdo de uma monocamada que envolve o limen dos vasos
sanguineos. Isto se da através do controle de uma dinamica tecidual que
apresenta variacbes de sinais quimicos e fisicos constantes, que
asseguram ou ndo a integridade ou organizacdo do tecido, essencial para
funcéo a vascular normal. O endotélio é considerado como um tecido
multifuncional ou “6rgdo” que interage ativamente com os componentes
do sangue, assim como com outros tipos de células dentro da parede dos
vasos (leucdcitos, células musculares lisas, entre outras). O endotélio é
metabolicamente ativo e responsavel por importantes alteracdes
fisioldgicas e, portanto suscetivel a danos teciduais (Gimbrone, 1987).



102

Desta forma ndo se pode desconsiderar o quanto é importante a
interacdo do endotélio com as células do sangue e a lamina basal
(Marchant et al.,, 1984). As interacdes das células endoteliais com
plaguetas e leucécitos envolvem, além do contato célula-célula, a troca
de mediadores quimicos produzidos por ambas as células, e acabam
influenciando o sistema vascular de maneira complexa. A penetragédo do
endotélio a partir de uma artéria adjacente geralmente acontece por
anastomose natural ao longo das células musculares lisas. No entanto, a
penetracdo capilar pode ocorrer através dos poros de um biomaterial que
apresente porosidade ideal para que estas células migrem e ramifiquem
o endotélio (Ziats et al., 1988).

Pesquisadores estdo buscando solu¢des baseadas na adequacdo do
microambiente fisico para controlar respostas biologicas. Por exemplo,
métodos tEm sido desenvolvidos para a fabricacdo de particulas
poliméricas com forma controlada (Rolland et al., 2005), propriedades
mecanicas especificas (Euliss et al., 2006), superficies com topografia
controlada e compartimentalizagdo (Rho et al., 1993).

A microestrutura das plataformas de celulose bacteriana (CB)
varia em funcdo dos métodos de cultura bacteriana utilizados (Hestrin
and Schramm, 1954; Dudman, 1959; 1960; Marx-Figini and Schulz,
1966; Marx-Figini, 1969). A CB pode ser entdo produzida em condigdes
estaticas de cultura (como mostrado nos Capitulos 3 e 4) e em culturas
agitadas (Capitulo 5). Em culturas agitadas ocorre um actmulo
acentuado de massa de CB (Hestrin and Schramm, 1954). As condicGes
agitadas de producdo da CB tém sido relatadas na literatura (Tonouchi et
al., 1997) e adaptadas para a obtengdo de macroestruturas complexas.
Recentemente foram desenvolvidos em nosso laboratério (Intelab-
UFSC) macroestruturas de CB (Recouvreux et al., 2011) contendo um
canal interno similar a parede de vasos sanguineos formados pela lamina
basal in vivo. O desenvolvimento desta hova macroestrutura despertou o
interesse em estudos voltados a endotelizacdo de tecidos e 6rgdos in
vitro.

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na
endotelizagdo dos canais internos a macroestruturas de CB.
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5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Producdo de macroestruturas de celulose bacteriana meta-
vascularizadas

A bactéria G. hansenii ATCC 23769, a mesma utilizada para
producdo das membranas de CB, foi utilizada para producdo de
macroestruturas de CB. O meio de cultura utilizado para cultivo
bacteriano continha 25 g/L de manitol, 5 g/L de extrato de levedura e 3
o/L de peptona. O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,6 e
posteriormente, 0 meio foi autoclavado (121 °C por 20 minutos). Os
parametros utilizados para a producdo das macroestruturas de CB e 0
protocolo experimental foram adaptados do método descrito por
Recouvreux e colaboradores (Recouvreux et al., 2011). Neste caso 0s
indculos foram preparados previamente em frascos conicos de 125 mL e
mantidos a temperatura ambiente. Para producdo das macroestruturas de
CB, frascos conicos de 125 mL foram preparados com fio massico de
nylon (didmetro: 1 mm) e, posteriormente, o conjunto foi autoclavado a
121 °C por 20 minutos. Na camara de fluxo, ao frasco autoclavado
foram adicionados 54 mL de meio de cultura complementados com 6
mL de indculo. O frasco foi montado em shaker rotatorio (Nova Etica
430/RDBP, Brasil) operando na frequéncia de 2,5 Hz a 30 °C, por 10
dias de cultura bacteriana. Cada macroestrutura de CB cresceu
envolvendo o fio de nylon e ao final de 10 dias de cultura apresentaram
aproximadamente 3,5 cm de comprimento. As amostras obtidas foram
denominadas de macroestruturas de CB meta-vascularizadas.

5.2.2. Purificacdo das macroestruturas de celulose bacteriana

As macroestruturas de CB foram tratadas com solucdo de
NaOH 0,1M a 50 °C por 12 horas, sendo este procedimento repetido
duas vezes. Ap0s tratamento com solucdo de NaOH as macroestruturas
foram lavadas com &gua destilada, o pH foi ajustado para 7,0, e as
amostras foram autoclavadas (121 °C por 20 min).

5.2.3. Caracterizacdo das macroestruturas de celulose bacteriana

A caracterizacdo das macroestruturas de CB foi realizada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As macroestruturas de CB
foram previamente congeladas e logo apés, liofilizadas em liofilizador
de bancada série LD (Terroni), no laboratério PROFI-EQA-UFSC. As
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amostras secas foram armazenadas em dessecador para evitar a retencdo
de umidade. O preparo das amostras para a MEV foi realizado no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME-UFSC). As
macroestruturas liofilizadas foram cortadas cuidadosamente com
l[aminas de bisturi para observacdo da estrutura interna. As amostras
foram fixadas sobre fitas de carbono, aderidas a suportes de aluminio
(stubs) e posteriormente metalizadas com ouro.

5.2.4. Endotelizacdo

A cultura e manutencdo das células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVECs) foram realizadas conforme descrito na
secdo 3.2.5.

As macroestruturas de CB hidratadas foram manipuladas
assepticamente e posicionadas dentro de pogos de placas de cultura
(placa de 6 pogos) contendo meio de cultura RPMI 1640 incompleto. As
macroestruturas foram mantidas nesta condicdo por 24 h a 37 °C em
atmosfera Umida com 5% de CO,. Este procedimento inicial foi
realizado para que houvesse a troca da agua retida nas nanofibras da
macroestrutura de CB pelo meio de cultura incompleto, evitando assim a
diluicdo do meio de cultura completo (com SFB) no inicio da cultura.
Apbs 24 horas 0 meio de cultura foi removido e foram semeadas 10°
células endoteliais dentro do vaso produzido na macroestrutura de CB.
As amostras permaneceram por 1 hora na estufa de CO, a 37 °C e em
seguida foi adicionado meio de cultura RPMI-1640 completo (8% de
SFB) em quantidade suficiente para cobrir a amostra. O meio de cultura
foi trocado a cada 48 h. As macroestruturas de CB permaneceram em
cultura com as HUVECs por 30 dias para posterior avaliacdo da
endotelizacdo.

5.2.5. Inclusdo em Historesina

Uma das técnicas utilizadas para analise histoquimica e
morfoldgica da endotelizagdo das macroestruturas de CB foi a inclusdo
em historesina. Ap6s 30 dias, as macroestruturas de CB foram lavadas
trés vezes em solucdo PBS e logo apds fixadas em solucdo de
paraformaldeido a 2,5% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, overnight
(Schmidt et al., 2009, 2010). Apds a fixacdo, as amostras foram lavadas
e desidratadas em séries sucessivas de etanol. Apds a desidratacdo, as
amostras foram infiltradas em historesina (Leica Historesin, Alemanha).
As amostras inclusas foram identificadas e fatiadas em ultramicrétomo.
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Secgdes com 5 pm de espessura foram coradas com azul de toluidina
(AT-O) e fotografada em microscépio Epifluorescent (Olympus BX 41),
equipado com o sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1 Software
(Qimaging Corporation, EUA).

5.2.6. Microscopia de fluorescéncia

Outra técnica utilizada na caracterizacdo da endotelizacdo das
estruturas macroscopicas de CB foi a microscopia de fluorescéncia.
Neste caso, as amostras, apos 30 dias de cultura, foram lavadas trés
vezes com solucdo PBS e coradas com uma solucdo (4:1) calceina:
homodimero de etidio, diluida em PBS (kit Live/Dead®). Apos 45
minutos, as amostras foram removidas do corante Live/Dead® e
dispostas em uma caixa de vidro adaptada para microscopia onde, com
auxilio de tesoura cirdrgica e bisturi, a amostra foi seccionada
transversalmente e o vaso da macroestrutura de CB foi exposto para
visualizacdo. As analises foram realizadas no Laboratério FluorBEG-
UFSC com a utilizagdo do microscopio de fluorescéncia Olympus
modelo BX41.

5.3. Resultados e Discusséo
5.3.1. Caracterizacdo de macroestruturas de celulose bacteriana

Macroestruturas de CB foram obtidas ap6s dez dias de cultura
bacteriana agitada (2,5 Hz). A Figura 14 mostra o processo de obtencgdo
das macroestruturas de CB. A Figura 14 (a) mostra 0 inicio da cultura
bacteriana quando o frasco conico foi adaptado ao shaker orbital
contendo meio de cultura e a bactéria G. hansenii. A Figura 14 (b)
mostra detalhes do hidrogel de CB crescendo em volta do fio de nylon
(seta) submerso no meio de cultura ap6s trés dias de cultura bacteriana.
A Figura 14 (d) e (e) mostra micrografias de MEV da formagéo da CB
envolvendo o fio de nylon (setas) apds cinco dias de cultura bacteriana.
A Figura 14 (c) mostra a macroestrutura de CB obtida apds dez dias de
cultura bacteriana e previamente purificada e esterilizada. A Figura 14
(f) mostra detalhes do vaso interno formado dentro da macroestrutura de
CB ap6s cinco dias de cultivo seguida da remocéo do fio de nylon.
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Figura 14 — Produgdo das macroestruturas de celulose bacteriana: (a) frascos
conicos contendo meio de cultura e a bactéria G. hansenii no inicio da cultura
bacteriana, adaptados a plataforma shaker orbital, (b) celulose bacteriana se
formando em volta do fio de nylon (seta) em cultura agitada apds trés dias de
cultura bacteriana, (c) Macroestrutura de celulose bacteriana purificada e
esterilizada ap6s dez dias de cultura bacteriana (o fio de nylon se encontra no
interior da macroestrutura), (d) e (e) mostram detalhes da celulose bacteriana se
formando ao redor do fio de nylon (setas), apds cinco dias de cultura bacteriana,
(f) detalhe do vaso formado dentro da macroestrutura de celulose bacteriana
apos cinco dias de cultivo.

A caracterizagdo da macroestrutura de CB foi realizada por
MEV. A Figura 15 mostra micrografias da macroestrutura de CB apds
dez dias de cultivo bacteriano. A Figura 15 (a) e (d) relaciona as
macroestruturas liofilizadas e hidratadas, respectivamente, evidenciando
a entrada do canal interno formado pelo nylon. A Figura 15 (b) e (g)
detalha a entrada do vaso interno da macroestrutura de CB evidenciando
uma diferenga de porosidade entre a superficie interna do vaso e a
camada externa que o envolve. O interior do canal é caracterizado por
uma superficie com alta densidade de nanofibras de CB, similar a
estrutura presente na superficie pelicular lisa (sP-BCM) da membrana de
CB. A Figura 15 (e) mostra a estrutura que envolve 0 meta-vaso,
composta de um arranjo poroso de nanofibras de CB, similar ao
encontrado na superficie tecidual esponjosa (sT-BCM) da membrana de
CB (Figura 15 (h) e (i)).



Figura 15 — Micrografias de cortes transversais e longitudinais da
macroestrutura de celulose bacteriana meta-vascularizada: (a) detalhe do meta-
vaso interno no interior da macroestrutura de celulose bacteriana liofilizada e
seccionada transversalmente; (b) detalhe da entrada do canal mostrando o
contraste de porosidade entre a regido interior e exterior do vaso; (c) corte
longitudinal da macroestrutura de celulose bacteriana; (d) Macroestruturas
meta-vascularizadas de celulose bacteriana hidratadas; (e) detalhe da
organizagdo das nanofibras de celulose bacteriana no interior do canal, similar a
estrutura pelicular lisa da membrana de celulose bacteriana; (f) interface entre o
interior do vaso e o exterior obtido através de corte longitudinal da
macroestrutura liofilizada; (g) detalhe da entrada no meta-vaso correspondente a
amostra apresentada em (d); (h) e (i) detalhe da estrutura porosa que envolve o
vaso interno da macroestrutura de celulose bacteriana.

y

A Figura 15 (c) mostra um corte longitudinal no centro do canal
interno da macroestrutura de CB, e a Figura 15 () detalha a interface
entre o canal interno e a rede porosa que o envolve. Sendo assim ha
evidéncias de que a macroestrutura de CB apresenta canais internos que
simulam a parede de um vaso sanguineo in vivo. Estas estruturas foram
denominadas como macroestruturas de CB meta-vascularizados e
poderiam ser utilizadas como uma plataforma complexa de teste para
endotelizagdo da celulose bacteriana. A compartimentalizacéo
ocasionada pela utilizacdo do fio de nylon na cultura agitada da CB
apresentou-se estruturalmente similar & estrutura do tecido vascular que
permeia 6rgdos e tecidos. A comprovagdo de que a superficie interna do
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vaso é envolvida por uma estrutura porosa em toda a sua extensdo foi
obtida por MEV-FEG, como mostra a Figura 16.

8-CBVAS LIOF SEI 12.0kV X550 WD 8.5mm 1%
Figura 16 — Micrografia de MEV-FEG da ruptura da superficie do meta-vaso
interno produzido na macroestrutura de celulose bacteriana. A imagem mostra
que toda a estrutura pelicular lisa (sP-BCM) do vaso é envolta por uma rede
porosa de nanofibras de celulose bacteriana.

Desta forma, a macroestrutura de CB despertou o interesse no
desenvolvimento de uma plataforma de teste para vascularizacdo de
Orgdos efou tecidos. A estrutura vascular se concretiza em funcéo da
camada pelicular lisa que envolve o vaso interno, similar a lamina basal
onde as células endoteliais aderem e formam uma monocamada estavel
em condi¢Bes saudaveis. Pesquisadores tém demonstrado que as células
endoteliais respondem ativamente a superficie de biomateriais; assim, a
formacdo da monocamada endotelial é a parte critica no
desenvolvimento de vasos sanguineos in vitro (Hess et al., 2009).

5.3.2. Endotelizacdo de meta-vasos em macroestruturas de celulose
bacteriana

A endotelizacéo das macroestruturas de CB foi avaliada apds 30
dias de cultura das HUVECs semeadas no interior do vaso da
macroestrutura de CB. Conforme apresentado no Capitulo 4, ndo foi
constatada citoxicidade do biomaterial (CB) nas células endoteliais
(HUVECS) cultivadas na superficie pelicular lisa da membrana de CB,
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que é extremamente similar, estruturalmente, a superficie do canal no
corpo macroscopico da CB. Adesdo e proliferagdo que ocorreram na
membrana de CB aparentemente poderiam favorecer a formagio de uma
monocamada endotelial na superficie luminal do vaso. A Figura 17
mostra imagens das amostras obtidas através da técnica de incluséo por
historesina, onde as amostras foram seccionadas transversalmente em

fatias de 5 pum em micr6tomo e coradas com azul de toluidina.
T G T ¢
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Figura 17 — SeccgBes transversais da macroestrutura de celulose bacteriana
cultivada por 30 dias com células endoteliais humanas (HUVECS) obtidas
através da técnica de inclusdo em historesina e coradas com azul de toluidina.
(@), (c) e (d) detalhes do meta-vaso interno da macroestrutura de celulose
bacteriana, sendo que as HUVECs recobriram toda a superficie interna do canal
e (b) migragdo das HUVECs pelas paredes do meta-vaso.

O azul de toluidina é um corante utilizado para corar amostras
seccionadas em espessuras entre 0,5 e 1 um e reage com 0s acidos
nucléicos e proteinas, corando toda a estrutura celular (Kohl et al.,
1997). A Figura 17 (a), (c) e (d) mostra detalhes do canal interno da
macroestrutura de CB meta-vascularizada, totalmente recoberta pelas
células endoteliais humanas (HUVECs). A Figura 17 (b) mostra que em
alguns pontos da superficie do canal as HUVECs migraram
aproximadamente 300 um para o interior da macroestrutura da CB.
Detalhes morfoldgicos das HUVECs ndo puderam ser observados.
Acredita-se que isto tenha ocorrido em funcdo da espessura dos cortes
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histoldgicos (5 um), mais finos do que o tamanho da célula (~10 um);
ou talvez a celulose bacteriana, por se tratar de um hidrogel, tenha
interferido na obtencdo de dados morfoldgicos mais acurados. A
migracdo das HUVECs pela microestrutura fibrilar da parede do canal
pode ser vista como uma 6tima alternativa para a inducéo dirigida de
angiogénese, mas isto precisa ser melhor investigado. Para confirmacao
da endotelizacdo do vaso interno na macroestrutura de CB foi utilizada a
técnica de microscopia de fluorescéncia através da coloracdo celular
com o kit Live/Dead®, onde as células vidveis sdo coradas em verde
(calceina) e as células mortas em vermelho (homodimero de etidio). A
Figura 18 mostra imagens de MEV e microscopia de fluorescéncia do
vaso interno apds 30 dias de cultivo com as células endoteliais
(HUVEC:S).

Figura 18 — Micrografia e imagens de MEV e microscopia de fluorescéncia da
macroestrutura da celulose bacteriana. (a) mostra detalhe do canal interno a
macroestrutura de celulose bacteriana ap6s liofilizacdo técnica que permitiu a
remocao da estrutura porosa que envolvia este canal. (b) imagens da entrada do
meta-vaso interno a macroestrutura de celulose bacteriana contendo células
endoteliais revestindo a superficie interna, sendo que as células foram coradas
como kit Live/Dead®. As células vidveis estdo coradas em verde (calceina) e as
células mortas em vermelho (homodimero de etidio). (c), (d), (e), () e (g)
mostram imagens de corte longitudinal do canal mostrado em (b) comprovando
que as HUVECs endotelizam o canal interno a macroestrutura de celulose
bacteriana em toda a sua extenséo.
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A Figura 18 (a) mostra detalne do canal interno da
macroestrutura de CB apds liofilizacdo, técnica que permitiu a remocéo
da estrutura porosa que envolvia este vaso. Esta imagem deve ser
comparada a Figura 18 (b), onde em funcdo do corante fluorescente
somente a estrutura interna do meta-vaso que continha as HUVECs
pode ser visualizada. Assim, a Figura 18 (b) confirma que as HUVECs
revestiram a superficie do canal apos 30 dias de cultura, concordando
com os dados obtidos através da inclusdo da amostra em historesina.
Para confirmacdo da endotelizacdo da superficie do vaso, este vaso foi
cortado longitudinalmente com uma tesoura cirdrgica.

A Figura 18 (c), (d), (f), (g) e (h) mostra que as células
endoteliais revestiram a parede do meta-vaso em toda a sua extensao.
Sendo assim, conclui-se que as HUVECs endotelizaram a superficie do
meta-vaso interno em macroestruturas de CB em toda a extensdo, apds
30 dias de cultivo. Por se tratar de uma macroestrutura com capacidade
de retencdo de liquido de aproximadamente 99%, é praticamente
impossivel seccionar a amostra sem utilizagdo de técnicas como
emblocagem ou inclusdo. A técnica de emblocagem em parafina foi uma
das técnicas testadas que falharam, pois nas etapas de processamento é
utilizado o solvente xilol que dilui parcialmente a estrutura da celulose
bacteriana. Assim, é dificil adaptar as amostras em um espago
compreendido entre uma ldmina e uma laminula. Outros corantes
fluorescentes e anticorpos foram testados, mas acabaram corando
inespecificamente a celulose bacteriana. A coloracéo inespecifica
aconteceu particularmente com a utilizagdo do anticorpo monoclonal
PECAM-1 (principal proteina de adesdo das HUVECs), marcador de
integrina a5B3 e o kit EDU, que distingue células hemostaticas e células
proliferativas.

5.4. Consideracdes finais

Macroestruturas de celulose bacteriana meta-vascularizadas
foram produzidas em condicbes de cultura bacteriana agitada e
apresentam em seu interior canais similares aos canais formados por
vasos sanguineos que permeiam Orgdos e tecidos. Células endoteliais
humanas (HUVECS) semeadas no interior destes canais endotelizaram a
superficie do meta-vaso ap06s 30 dias de cultura. A macroestrutura de
celulose bacteriana mostrou ser uma plataforma promissora para o
desenvolvimento de tecidos ou 6rgdos vascularizados, por permitir a
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endotelizacdo, que compreende uma das etapas mais criticas dos
processos in vitro.



CAPITULO 6
Conclusdes e sugestdes

Neste capitulo serdo apresentadas as concluses finais da tese,
assim como, algumas sugest6es futuras para o andamento deste estudo.
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6. Conclus0es e sugestbes
6.1. Conclustes

Os experimentos realizados nesta tese mostraram a aplicabilidade
do conceito de endotelizacgdo de meta-vasos produzidos em
macroestruturas de celulose bacteriana. A possibilidade de
vascularizacdo de estruturas in vitro, acrescidas da endotelizacdo em
macroestruturas de celulose bacteriana que mimetizam os canais de
vasos sanguineos in vivo € um passo importante na construcdo de
substitutos de tecidos e 6rgdos. Para que o objetivo da endotelizacdo
fosse alcancado a avaliacdo do comportamento das células endoteliais
de veia umbilical humana (HUVECSs) foi testada em membranas de
celulose bacteriana com superficies de cultura distintas, superficie
tecidual esponjosa (ST-BCM) e pelicular lisa (sp-BCM). Demonstrou-se
que os processos de adesdo, viabilidade, proliferacéo, migracdo e morte
celular séo influenciados pelas caracteristicas de superficie da CB.

A adesdo das células nas superficies tecidual esponjosa (ST-
BCM) e pelicular lisa (s,-BCM) da membrana de CB foi observada por
MEV apo6s adaptacdes de protocolos existentes na literatura e, somente
através da técnica do ponto critico de CO, a relacdo entre morfologia
celular e as topografias da superficie (pelicular lisa ou tecidual
esponjosa) pode ser observada. Verificou-se que as células endoteliais
sdo morfologicamente arredondadas na superficie tecidual esponjosa
(sT-BCM) e espraiadas na superficie pelicular lisa (s,-BCM) da CB. E
importante notar que a morfologia adquirida pelas células em funcéo da
topografia pode ser modulada pela densidade celular, ou seja, no caso
das superficies da CB a morfologia celular foi encoberta pelo intensivo
contato célula-célula quando 10° células foram semeadas sobre a
superficie da membrana de CB.

A viabilidade e proliferacdo das células endoteliais também é
modulada pelas diferencas estruturais da superficie da membrana de CB.
Acentuada morte celular foi observada no intervalo de 3 a 7 dias de
cultura quando células foram cultivadas na superficie pelicular lisa (sp-
BCM) da membrana e menos expressivamente quando cultivadas na
superficie tecidual esponjosa (ST-BCM). Ensaios de identificacdo de
processos de morte celular foram realizados e foi entdo constatada a
necrose como principal mecanismo de morte celular neste periodo
experimental (3 a 7 dias). Sugere-se que estes processos apoptdticos ndo
tenham sido efetivamente visualizados em funcdo da auséncia de células
fagocitarias nesta cultura in vitro; assim, o processo de morte celular



116

pode ter sido dominado por necrose secundaria em funcdo da renovagdo
celular que ocorre em periodos prolongados de cultura.

Foi também constatado que as células endoteliais permaneceram
vidveis em maior nimero quando cultivadas na superficie tecidual
esponjosa (sT-BCM) do material, mas isto talvez tenha sido
influenciado pela capacidade das células endoteliais de penetrarem por
entre as nanofibras de CB que compGem esta superficie em apenas sete
dias de cultura. Analisando o comportamento das células endoteliais nos
hidrogéis de celulose bacteriana observa-se que este material é proprio
para aplicacbes médicas e de engenharia de tecidos, particularmente
para regeneracao tecidual.

A endotelizacdo da macroestrutura de celulose bacteriana foi
alcancada apds 30 dias de cultivo das células endoteliais no interior dos
canais internos a macroestrutura. A auto-organizacdo das células
endoteliais aderidas a parede dos canais internos a macroestrutura de CB
foi um grande passo na endotelizacéo de scaffolds.

O comportamento das células endoteliais (HUVECS) observado
através do aprimoramento de técnicas para caracterizagdo do cultivo
endotelial in situ na celulose bacteriana é o primeiro passo na construcao
de tecidos e érgdos vascularizados.

6.2. Sugestdes para trabalhos futuros

Recomenda-se a execucdo dos seguintes passos para a
continuidade destes estudos:
- Avaliacéo da influéncia das caracteristicas de superficie da CB
na expressdo de genes especificos das células endoteliais em
funcéo do tempo de cultura.
- Desenvolvimento de protocolos de co-cultura entre células
endoteliais e musculares lisas, jA que comprovadamente a
interacdo entre estas duas linhagens celulares pode modular a
manutenc¢do do endotélio vascular.
- A utilizacdo de fatores de crescimento importantes para a
angiogénese, como, por exemplo, o VEGF e FGF, poderédo ser
utilizados para a indugdo da ramificacdo de vasos sanguineos
formados no interior do vaso da macroestrutura de CB.
- Ensaios utilizando fluxo continuo de meio de cultura contendo
células endoteliais, simulando assim, variacGes na pressdo
luminal. Estes resultados podem ser comparados com 0s
resultados obtidos até o momento sem a utilizacéo de fluxo.
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- Desenvolvimento de um aparato experimental que simule o
microambiente in vivo e que permita a cultura de células
continuamente possibilitando a avaliacio da integridade
vascular em longos periodos de experimentacdo in vitro. Neste
caso a quantificacdo de CO,, O,, pH e temperatura sdo apenas
alguns dos parametros basicos que devem ser analisados.
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