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INTRODUCAO

A cultura de células, base de muitas pesquisas voltadas para a
terapia celular e a engenharia tecidual, constitui uma area
promissora da ciéncia que envolve segmentos como biologia
celular, bioengenharia, biomateriais, bioquimica e biofisica, que
tem como objetivo a reconstrucao de tecidos ou 6rgaos corporais
que perderam sua funcionalidade (PERTILE et al., 2007;
BOROJEVIK, 2008; PLACE; EVANS; STEVENS, 2009). Neste contexto,
deve-se levar em conta também, que modelos de cultura celular
estao se tornando prevalentes na investigacdo da reacao dos
tecidos a materiais de implantes e que o uso de métodos in vitro
pode reduzir a extensao de testes em animais e diminuir
significativamente o tempo e o custo das analises de uma forma
geral (CARVALHO et al., 2010; PRESGRAVE, et. al., 2010;
BASKETTER et al., 2012; VICTAL et al., 2014).

Um grupo de células bastante importante no processo de
regeneracao de tecidos sao os fibroblastos, que atuam
remodelando-os e produzindo varios componentes de matriz
extracelular, como o colageno; assim como, fatores de crescimento
que controlam a proliferacao e diferenciacao celular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). A célula Vero (uma linhagem fibroblastoide de
rim do macaco verde africano, Cercopithecus aethiops) tem sido
escolhida como modelo para testes de citotoxicidade e adesao a
biomateriais. Estas representam um padrao internacional para
estudos com Biomateriais (KIRKPATRICK, 1992); o que reforca a
utilizacdo das mesmas em nossa pesquisa.

Os biopolimeros despontam como ferramentas inovadoras, em
funcdo da sua biocompatibilidade e o biopolimero de cana-de-
acucar, um exopolissacarideo produzido a partir da fermentacao do
melaco pela bactéria Zoogloea sp., vem sendo utilizado em
diversas aplicacdes nas areas das Ciéncias da Salde 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).

Logo, o objetivo do nosso estudo foi avaliar in vitro os aspectos
morfologicos e morfométricos da interacdo de células Vero com
membranas de biopolimeros de cana-de-agucar.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Cultura de
Tecidos do Departamento de Histologia e Embriologia (LCT-DHE) e
as membranas de biopolimero de cana-de-aclicar foram
gentilmente cedidas pelo grupo de pesquisa Biopolimeros de Cana-
de-Acucar, coordenado pelo Prof. Dr. José Lamartine de Andrade
Aguiar, do Programa de Pos-graduagao em Cirurgia do Hospital das
Clinicas-CCS/UFPE.

As Células Vero, linhagem proveniente do rim do macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops), vem sendo mantida em cultura
no Laboratério de Cultura de Tecidos (LTC-DHE). Parte dessas
células, também, encontra-se congelada (armazenadas para
preservacao da linhagem). As células Vero sdo recomendadas para
estudos de citotoxicidade e para interacdes célula-substrato com
biomateriais (XUE; GREISLER, 2003).

No inicio dos ensaios as células foram descongeladas em banho-
maria e posteriormente, centrifugadas sob refrigeracao. O pellet
celular formado foi ressuspendido em meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino e mistura de antibioticos (100UlI/mL
de penicilina e 100 pm/mL de estreptomicina, Sigma®). As células
foram cultivadas e mantidas em estufa com 5% de CO,, a 37°C e 85
% de umidade controlada.

As células Vero cultivadas sobre as membranas porosas do
biopolimero de cana-de-agUcar foram avaliadas em microscopio
invertido com contraste de fase (LEICA) acoplado com camera
digital (MOTICAM 2.000 de 1,2 Mega Pixel), em uma magnitude
final de 100X. Fotografias digitais foram realizadas utilizando-se o
software Motic Images Plus 2.0 ML. As imagens obtidas foram
analisadas com o auxilio de um software NIH ImageJ 1.36b
(National Institutes of Health, Maryland, EUA), para determinacao
da contagem de células. Foram capturados 15 campos por garrafa
no periodo de 24, 48 e 72 horas de cultivo, definindo-se uma area
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para contagem das células de 90.000 pm2, tanto sobre a superficie
da biomembrana como no interior dos poros (area em contato com
o plastico da garrafa). Foram selecionados 07 campos,
correspondentes as melhores imagens, para realizacao das
contagens e analise estatistica dos dados coletados.

Parte das células juntamente com o biosuporte, foi processada
para a microscopia eletronica de varredura (MEV). As células foram
fixadas em solucdo de 0,5mL de glutaraldeido e 4,5mL de solucéo
tampao (pH= 7,4) e, em seguida, preparadas de acordo com
protocolo do Setor de Microscopia Eletrénica do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Azami (LIKA), sob a coordenacao de
pesquisadores da area.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Decorrido um periodo de 24 horas de cultivo (Figura 1A), as células
Vero apresentaram-se com aspecto arredondado sobre as
membranas e nas areas correspondente aos poros (em contato com
o plastico da garrafa de cultura). Foi possivel observar a formacéo
de monocamada com 48h da cultura inicial, com um ndmero
significativo de células arredondadas e fibroblastoides em ambas as
regides e de caracteristica mais agrupada sobre a membrana
(Figura 1B). A confluéncia celular de aproximadamente 80% foi
observada, em ambas as regides ja referidas inicialmente (Figura
1C). Nossos resultados corroboram com a caracterizacao
morfoldgica mencionada na literatura, onde os fibroblastos sao
descritos como células de regeneragao com tendéncia a crescerem
rapidamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 1. Fotomicrografias da cultura de células Vero em garrafas de cultura revestidas
com membranas porosas do Biopolimero de cana-de-aglcar, registradas com microscopio
invertido com contraste de fase: A) Células com forma arredondada (setas finas) no inicio
da cultura (24 horas). B) Células fibroblastoides na regiao do poro e de forma agrupada
(setas cheias brancas) sobre a membrana (48 horas) e C) Células confluentes (asteriscos)
em ambas as regides, aparentemente mais espalhadas dentro do poro e com densidade
reduzida sobre a membrana (72 horas de cultivo). Magnitude: 100X (A, B, C).

As culturas foram acompanhadas por um periodo de
aproximadamente uma semana e foi possivel observar células com
aspecto fibroblastoides aderidas as regides do poro (em contato
com o plastico) e sobre a membrana do biopolimero,
especialmente em areas com presenca de dobras no referido
biomaterial (Figura 2). A ades&o dessas células as biomembranas
revela um dos principais requisitos referidos por Pertile e
colaboradores (2007), direcionado a um biomaterial com
capacidade de formar ligacdes sdlidas e biocompativeis com as
células, proporcionando a interacdo de proteinas de membrana
celular com o biosuporte.

~

Figura 2: Fotomicrografia da cultura de células Vero em garrafas de cultura revestidas
com membranas porosas do Biopolimero de cana-de-acGcar por um periodo de uma
semana, registradas com microscopio invertido com contraste de fase. Observam-se
células fibroblastoides de aspecto confluente (asterisco) na regido do poro (em contato
com o plastico da garrafa) e sobre dobras da membrana (trevo) de forma mais dispersa.

Magnitude: 100X.
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A figura 3 representa o nimero de células/area (um?) obtido a
partir da analise de 07 campos/garrafa de cultura com 24, 48 e 72
horas de cultivo. Nossos resultados demonstram um aumento
rapido do nimero de células sobre a membrana e dentro dos poros
com 48 horas de observacao da cultura, corroborando com uma das
caracteristicas tipicas dos fibroblastos, consideradas como células
de regeneracdo e com tendéncia a crescimento rapido e isto foi
visualizado no grafico. Todavia, com 72 horas, observou-se uma
reducédo nao significativa (p<0,05) do nimero de células em ambas
as regides avaliadas. Morfologicamente, as células apresentam-se
mais delgadas, tendem a um aspecto fusiforme, e apresentam-se
metabolicamente quiescentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 3: Compatibilidade das células Vero com membranas do biopolimero de cana-de-
agucar no periodo de 24, 48 e 72 horas de cultura. Nota-se nitido aumento do nimero de
células com 48 horas do cultivo inicial, sobre o biopolimero (BCA) e nas regides referentes
aos poros (Plastico), todavia nao significativo. Os dados foram analisados com o teste

ANOVA, seguido pelo pos-teste de comparagées multiplas de Tukey (p>0,05) e expressos
como média e desvio padréo (n=07campos/garrafas).

A avaliacdo da interacdo das células-tronco mesenquimais com o
biomaterial por meio da microscopia eletrénica de varredura
revelou variados formatos das células Vero, desde as formas
arredondadas até aquelas com aspecto irregular (Figura 4).
Observamos que a estrutura da malha do biopolimero de cana-de-
aclcar foi é capaz de permitir a ancoragem das células Vero e
mediar a comunicacdo com células adjacentes. Segundo Santos
(2007), o processo de adesao celular é um fator relevante para que
seja possivel a proliferacdo celular sobre o biomaterial,
corroborando com os resultados encontrados.
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de células Vero cultivadas sobre membranas
de biopolimero de cana-de-agucar. Observou-se a interacao das células Vero com o
biosuporte através da ancoragem das mesmas as fibras do biomaterial (A e B). As células
apresentaram-se com formas arredondadas e agrupadas (A) e fibroblastéides (B). Escalas
de barra =2 pm (A) e 20 pm (B).

Deve-se levar em conta também, que modelos de cultura celular
estdo se tornando prevalentes na investigacdo das respostas dos
tecidos aos diferentes tipos de implantes (VERRIER et al., 1996). O
uso de métodos in vitro pode reduzir a extensdao de testes em
animais e pode diminuir, significativamente, de uma forma geral o
tempo e o custo das analises (PRESGRAVE, et. Al.,, 2010;
BASKETTER et al., 2012; SANDOR, 2013; VICTAL et al., 2014).

Segundo Barros (2013), o biopolimero de cana-de-aclcar
demonstrou-se ser um suporte adequado para o cultivo de células-
tronco mesenquimais, que também se caracterizam como células
com aspecto fibroblastoide, e foi capaz de sustentar o crescimento
das mesmas, favorecendo a remodelacdo citoplasmatica, assim
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como proporcionando um ambiente adequado para a diferenciacao
dessas células em queratindcitos (ARAUJO et al., 2014).

CONCLUSOES

As células Vero apresentaram-se metabolicamente mais ativas
quando cultivadas sobre as membranas do biopolimero de cana-de-
aglcar (BCA), o que refletiu em modificagdes de sua morfologia.
Com 48 horas do cultivo inicial, consideravel niumero de células
fibroblastoides foi visualizado nas regides referentes aos poros do
BCA, sendo as formas arredondadas e agrupadas mais evidentes
sobre as biomembranas.

As biomembranas mostraram-se biocompativeis e foram capazes de
proporcionar a adesividade das células Vero independente do
periodo de observacéo.
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