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INTRODUCAO

A engenharia de tecidos constitui uma area emergente da
biotecnologia que se enquadra na pesquisa multidisciplinar e ao
associar-se a biologia estrutural e biomimética, engloba
conhecimentos da engenharia de materiais e ciéncias biomédicas,
destacando-se devido a abordagem promissora no reparo e
regeneracao de tecidos eventualmente lesados por traumas fisicos
ou quimicos, doencas e/ou senescéncia (PERTILE et al., 2007;
BOROJEVIK, 2008; PLACE; EVANS; STEVENS, 2009; SANDOR, 2013).
Logo, a confiabilidade para utilizacdo de um material biologico na
engenharia de tecidos dependera, primeiramente, dentre diversas
propriedades avaliadas, de sua biocompatibilidade; ou seja, da
avaliacao in vitro das fases de adesao e proliferacao de
determinadas células em contato com o biomaterial (WADLA et al.,
2005; PLACE; EVANS; STEVENS, 2009, MAGER et al., 2011).

Neste contexto, os macrofagos desempenham papel critico no
desenvolvimento do processo de cicatrizacao, modulando a
producao de quimiocinas e fatores de crescimento que promovem
proliferacao celular e sintese protéica. As células J774 constituem
uma linhagem de macrofagos diferenciados de pré-mondcitos
murinos, ou seja, o mesmo tipo celular envolvido na cicatrizacao
(WILSON, 1997). Essas células tém caracteristicas morfologicas
bastante variaveis que dependem de seu estado de atividade
funcional e do tecido que habitam (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Desta forma, promover a adesao de células a um biomaterial pode
ajudar na integracao do tecido conectivo mole com o implante,
repercutindo no desenvolvimento de novas ferramentas (CARVALHO
et al., 2010; MAGER et al., 2011; PIRES et al., 2015).

Os biopolimeros despontam como biomateriais inovadores, em
funcdo da sua biocompatibilidade e o biopolimero de cana-de-
aclcar (BCA), um exopolissacarideo produzido a partir da
fermentacdo do melaco pela bactéria Zoogloea sp., vem sendo
utilizado em diversas aplicacdes nas areas das Ciéncias da Saude e
da Biologia (PATERSON-BEEDLE et al., 2000; CASTRO, et al., 2004;
AGUIAR et al., 2007; CAVALCANTE, et al., 2007; SILVEIRA et al.,

2007; MAYER et al., 2011; MARTINS et al., 2013; SILVEIRA et al.,
2014; ABREU et al., 2016). Em funcao do exposto, objetivamos
avaliar in vitro o processo de adesao de macroéfagos J774 com
arcaboucos 3D a base de biopolimero de cana-de-aclcar.

MATERIAIS E METODOS

As esponjas de biopolimero de cana-de-aglcar foram gentilmente
doadas pelo Coordenador grupo de pesquisa com Biopolimeros de
cana-de-agucar, Prof. Dr. José Lamartine de Andrade Aguiar,
ligado ao Programa de Pds-graduacao em Cirurgia do Hospital das
Clinicas (CCS-UFPE).

A referida pesquisa foi realizada no Laboratorio de Cultura de
Tecidos do Departamento de Histologia e Embriologia (LCT-DHE) do
Centro de Biociéncias da UFPE. Os macrofagos foram
descongelados em banho-maria e posteriormente, centrifugados
sob refrigeracao. O pellet celular formado foi ressuspendido em
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e mistura
de antibioticos. As células foram cultivadas e mantidas em estufa
com 5% de CO;, a 37°C e umidade controlada. Os macrofagos (10°
células/mL) foram colocados em placas de cultura de 06 pogcos em
contato com as esponjas de BCA e acompanhados por um periodo
de 24,48 e 72 horas. A morfologia das células cultivados nas
esponjas foi analisada através de sistema de video microscopia e
parte desse material foi processado para a analise histologica. A
biocompatibilidade dessas células com os arcaboucos 3D foi
acompanhada através de microscopio invertido de contraste de
fase (LEICA) com sistema de captura de imagem e uma avaliacao
mais refinada foi realizada com auxilio da microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Para o processamento histotécnico, procedeu-
se a fixacdo das esponjas em paraformaldeido 4% (tamponado) com
posterior inclusdo em parafina. Apos a confeccado dos blocos, cortes
histologicos (5um) foram realizados em micrétomo e as
preparacoes foram coradas com corante azul de toluidina. As
preparacoes com o biomaterial foram observadas com uso de
Microscopio Motic (BA 200) acoplado com camera (MOTICAM 1000)
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para registro das fotomicrografias. Como parte de uma colaboracao
com pesquisadores do Setor de Microscopia Eletronica do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Azami (LIKA/UFPE), pequenas
amostras das esponjas com as células foram fixadas em solucao de
0,5 mL de glutaraldeido e 4,5 mL de solucdo tampao (pH= 7,4), e
em seguida, preparadas de acordo com protocolo de
processamento para a microscopia eletronica de varredura (MEV).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os macrofagos cultivados em garrafas de cultura para expanséao das
células apresentaram-se com aspecto fibroblastoide caracteristico
da linhagem estudada (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografia da cultura de macrofagos J774 apds o processo de
descongelamento, realizada com microscopio invertido com contraste de fase. A) Inicio
do surgimento das colonias de macrofagos (cabeca de seta) com 24 horas de cultivo. B)
Nota-se formacao de monocamada com 48 horas (cabeca de seta). C) Ampliacdo de uma
regido da figura B, destacando células com aspecto fibroblastoide (cabeca de seta). A e
B: aumento de 100X; C: aumento de 200X

Ao avaliarmos a morfologia dos macrofagos J774 cultivados em
arcaboucos 3D de BCA, com auxilio da microscopia comum,
observamos que as esponjas suportaram satisfatoriamente o
crescimento dessas células com 24 horas; ocorrendo agrupamento
com 48 horas e com 72 horas mantiveram-se espalhadas
adentrando no biomaterial, apresentando morfologia arredondada
na maioria das observacoes (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografias referente ao processamento histolégico da esponja do
biopolimero de cana-de-aglicar com a presenca de células J774 observadas em
microscopio invertido com contraste de fase. A) Nota-se aspecto irregular do biomaterial
com a presenca dos macrofagos com 24 horas; B) as células tendem a se agruparem com
48 horas e C) com 72 horas, percebem-se células infiltradas por todo o arcabougo. Todas
as imagens com aumento de 100X.

Os resultados obtidos com o processamento histoldgico, também
revelaram células (J744) em associacdo com o arcabouco (3D),
destacando-se a morfologia arredondada na maioria das
observacoes (Figura 3).

\ y'
Figura 3. Arcabouco (3D) de biopolimero de cana-de-agclcar apo6s processamento
histolégico, preparagdes histologicas coradas com azul de toluidina e imagens
fotografadas em microscopio optico. A) Aspecto da esponja apos corte histologico, malha
com dobras em direcoes variadas (asterisco). B) presenca de células no arcabouco 3D
(setas finas) e C) Nota-se macro6fago arredondado na ponta da seta (aumento: 400X). A e
B, aumento de 100X.

FERREIRA ET AL. - ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2017): 33-35

Como descrito por Junqueira e Carneiro (2013), os macréfagos tém
caracteristicas morfoldgicas bastante variaveis que dependem de
seu estado de atividade funcional e do tecido que habitam. No
entendimento histoldgico, os macrofagos derivam de células
precursoras da medula oOssea que se dividem, produzindo os
mondcitos. Em nossa avaliacdo histologica dos arcaboucos 3D
(esponjas de BCA) foi possivel observar células com aspecto
reniforme semelhantes a monocitos (Figura 4).

Figura 4. Imagem de macrofago com aspecto reniforme, semelhante a um mondcito
(cabeca de seta). Aumento: 400X.

Observamos com o auxilio da microscopia eletronica de varredura
que a estrutura da malha do biopolimero de cana-de-aglcar foi
capaz de permitir a ancoragem dos macréfagos e mediar a
comunicacao com células adjacentes (Figura 5).

Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura do processo de adesao de macrofagos J774
com os arcabougos esponjosos a base de biopolimero de cana-de-aglcar. A) Observa-se o
aspecto folheado do biosuporte e a presenca de macrofagos ancorados ao mesmo. B)
Nota-se células aderidas ao biomaterial por meio de finas projegdes. Escalas de barra: 50
pum (A) e 10 pm (B).

Araujo e colaboradores (2014) referem haver um grande interesse
em pesquisas com polimeros naturais voltados para a regeneracao
da pele entre outros tecidos, o que reforca a busca por materiais
com potencial viabilidade econémica como o biosuporte a base de
cana-de-aclcar, oriundo de uma matéria-prima abundante da
regido do Nordeste brasileiro. Vale ressaltar que este é o primeiro
relato do cultivo de macrofagos J774 em arcaboucos a base de
biopolimero de cana-de-aglcar e estudos futuros poderdo nortear
as suas possiveis aplicacdes. Além do que, deve-se levar em conta,
que modelos de cultura celular estao se tornando prevalentes na
investigacao das respostas dos tecidos aos diferentes tipos de
implantes (BARBANTI; ZAVAGLIA, 2005; GRAJEIRO, 2007; PLACE;
EVANS; STEVENS, 2009; MAGER et al., 2011) e uso de novos
arcaboucos in vitro pode reduzir a extensao de testes em animais
(VICTAL et al., 2014; PIRES et al., 2015).
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CONCLUSOES

Os arcaboucos esponjosos a base de biopolimero de cana-de-aclcar
mostraram-se biocompativeis e capazes de proporcionar o
desenvolvimento dos macrofagos J774. Dessa forma, faz-se
necessario intensificar os estudos na area de polimeros voltados
para a engenharia de tecidos, para que em um futuro préximo seja
possivel oferecer uma aplicabilidade real desses materiais e, assim,
fornecer ferramentas capazes de auxiliar os métodos convencionais
nos processos de regeneracao tecidual.
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