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RESUMO - A incorporacdo de principios bioativos extraidos da planta Aloe vera pode
ser realizada in situ durante a producdo de celulose bacteriana, proporcionando um
aumento na funcionalidade dos hidrogéis de celulose bacteriana (CB) quando
aplicados como scaffolds na Engenharia de Tecidos. Neste trabalho avaliou-se a
atividade metabdlica de fibroblastos humanos dermais cultivados in vitro nas
membranas de CB-Aloe. Para tanto, MEV foi realizado a fim de avaliar a morfologia
celular. A citotoxicidade foi avaliada atraves da anélise de MTS e Live/Dead®. N&o
foram observados efeitos citotdxicos e houveram mudangas morfoldgicas
significativas devido a adesdo das células nas fibras do scaffold. Tais achados
demonstram que as alteraces morfoldgicas observadas no citoesqueleto dos
fibroblastos sdo correspondentes a boa adaptacao no biomaterial.

1. INTRODUCAO

Na engenharia de tecidos estdo sendo desenvolvidos novos biomateriais, visando melhorar
scaffolds que possam ser utilizados como substitutos de 6rgdos e tecidos, para promover a
restauracdo das funcdes nativas dos mesmos (Naderi et al., 2011). Estes scaffolds podem ser
utilizados como suportes na reconstrucdo e mimetizagdo de microambientes celulares (Fu et al.,
2013). No caso do desenvolvimento de substitutos para a pele os scaffolds servem como ‘guias’
para as células, favorecendo a adesdo, crescimento e diferenciacdo celular, formando assim uma
pele funcional e um tecido estruturado (Zhong et al., 2010).

Os biomateriais que vem sendo desenvolvidos em engenharia de tecidos sdo quimicamente
diversificados como, por exemplo: a poli(e-caprolactona), a quitosana, o colageno, a quitina, a
elastina, a gelatina, o acido hialurénico, dentre outros como a celulose bacteriana(Koide et al.,
1993;1999; Badylak, 2007). A celulose bacteriana (CB) é um polimero natural, que apresenta
formula molecular (C¢H100s)n, com ligacdes B-(1,4), nas quais estdo ligadas unidades de D-glicose
que possuem interacdo intramolecular entre o oxigénio e hidrogénio, atraves de ligacdes do tipo
pontes de hidrogénio (Sjostrom, 1993).

A bactéria que possui capacidade de sintese de CB é conhecida como Gluconacetobacter.
Quando for cultivada em meio de cultura contendo diferentes fontes de carbono como, por
exemplo: manitol, glicose, sacarose e glicerol excreta nanofibras de celulose pura. Deste modo
esta bactéria possibilita a formagdo de membranas (hidrogeis) com propriedades fisicas e quimicas
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particulares que dependem da composicdo do meio de cultura. Estas propriedades estdo
relacionadas a estrutura organizacional das nanofibras de celulose ao longo de sua produgdo
(Haigler et al., 1982; Hutchens et al., 2007) e, consequentemente, das suas propriedades
mecanicas.

A celulose produzida extracelularmente apresenta caracteristicas peculiares, as quais
indicam um grande potencial para ser utilizada como biomaterial de engenharia tecidual, medicina
regenerativa e outras aplicagdes biomédicas. A CB é um polimero puro, ultra-fino, que possui uma
rede aleatoria de fibras, estrutura de rede cristalina Unica, em nano-escala tridimensional, bem
como alta capacidade de absorcdo de agua, resisténcia mecéanica e flexibilidade (Czaja et al.,
2006; Fu et al., 2013). Além disso, este material apresenta estrutura variada e com poder de reter
99% de agua em seu peso total (Schrecker and Gostomski, 2005).

Estudos vém sendo desenvolvidos para aperfeicoar as propriedades e o uso da CB; portanto,
a incorporacdo de agentes quimicos e/ou bioldgicos nas etapas de producao deste biomaterial pode
aumentar o seu espectro de aplicacdo, melhorando suas propriedades fisico-quimicas (Chen et al.,
2010).

A Aloe vera, também conhecida como babosa, possui inimeras moléculas bioativas em sua
composicdo, com potencial para ser utilizada na cicatrizacao de feridas. A penetracdo do gel de
Aloe vera no tecido lesionado pode impedir o crescimento de bactérias, fungos e virus, pois este
gel tem poder antiinflamatério e imunoregulador (Hutter et al., 1996; Das et al., 2011).

Em funcdo das inumeras propriedades promissoras da celulose bacteriana e da Aloe vera,
novos biomateriais foram produzidos em nosso laboratério com base na combinacdo CB-Aloe. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade metabdlica dos fibroblastos humanos da derme
cultivadas in vitro nas membranas de CB-Aloe.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producédo de membranas de celulose bacteriana

As membranas de CB foram produzidas utilizando in6culo da bactéria G. hansenii ATCC
23769, obtida da "Colecao da Cultura Tropical (CCT)", da Fundacdo André Tosello, Campinas -
SP. O indculo foi produzido trés dias antes do inicio dos experimentos; assim, obteve-se uma
solucdo de indculo estoque, cuja adi¢do, a base de 10 % (v/v), ao meio de cultura, permitiu a
producéo de diversas membranas. O meio Manitol foi utilizado para cultivo das membranas (CB)
sendo que o mesmo contém: 25 g de manitol, 5 g de extrato de levedura e 3 g de peptona diluidos
em 10 de agua destilada. O pH do meio foi ajustado em 6,6 e esterilizado por autoclavagem no
periodo de 20 minutos a 121°C. As membranas de CB foram produzidas em placas de cultura de
24 pogos (TPP, Switzerland) sendo que em cada pogo foram adicionados 1000 pt da solugdo de
indculo e meio de cultura manitol. As placas de cultura de 24 pocos foram mantidas em cultura
estatica a temperatura de 25°C, por um periodo de dez dias. Ap6s o decimo dia, as membranas de
CB que cresceram na interface liquido/ar de cada poco de cultura foram entdo removidas para
inicio do processo de purificagéo.
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2.2. Producdo, purificacdo e esterilizacgdo das membranas de celulose
bacteriana com fracdes de Aloe vera (CB-Aloe)

A producdo da CB-Aloe foi realizada conforme descrito na Se¢do 2.1. Contudo,
modificagdes nas proporcdes de volume de meio com diferentes solucGes do extrato de Aloe vera
na proporcdo foram também consideradas. Formando desta forma trés membranas distintas,
definidas como: CB-Gel, CB-Gel Total, CB-FP1. A membrana CB-Gel é formada por uma
solucéo de gel do extrato de Aloe vera sem as fibras. J& A membrana CB-GelTotal € formada por
uma solucéo do extrato de Aloe vera com as fibras. Por fim a membrana CB-FP1 é formada por
uma solugdo 1 g.L™ de FP1 ( solucéo de gel do extrato de Aloe vera deixado em solucéo com
alcool etilico por 24 horas. O floculado entdo autoclado e liofilizado).

Solucdo de 60% de cada destas solucdes, com 10% de meio e meio manitol foram entdo
homogeneizadas e adicionadas nas placas de cultura de 24 pocos; em cada poco, o volume final
foi de 1000 ul. Finalizados dez dias de cultura bacteriana houve a formacdo de membranas de CB
e CB-Aloe na interface liquido/ar de cada poco de cultura; as mesmas foram transferidas para um
frasco que continha uma solucdo de NaOH 0,1M, e mantidas em NaOH por 24 h a 50°C para
remocdo de bactérias e/ou residuos, que poderiam estar retidos nas redes de nanofibras da celulose
bacteriana. Em seguida as membranas foram lavadas trés vezes com &gua destilada; na ultima
lavagem o pH foi ajustado para 7 e as membranas de CB e CB-Aloe foram entdo esterilizadas por
autoclavagem por um periodo de 20 min a 121°C, e mantidas em local protegido até utilizacdo nos
experimentos de cultura de células.

2.3. Culturas de células de fibroblastos dermais humanos adultos (HDFa)

A dispersdo da cultura de células de fibroblastos dermais humano adultos (HDFa)
(Invitrogen) foi mantida em meio de cultura celular Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de penicilina/estreptomicina em
atmosfera Umida, a 37 °C com 5 % de CO,), utilizando uma densidade celular de ~2,5 x 10*
cellscm™em cada placa de petri (TPP, Switzerland) para propagacéo celular. As células HDFa
foram utilizadas nas passagens de 5 a 9.

2.4. Atividade metabdlica e proliferacéo celular

A atividade metabdlica e a proliferacdo foram determinadas pela atividade mitocondrial das
células através do ensaio colorimétrico do MTS (Promega). O ensaio de MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] € um método utilizado
para determinar a atividade metabolica. As células de HDFa foram semeadas na superficie mais
porosa das membranas em estudo (CB, CB-Gel, CB-Gel Total, CB-FP1), cultivadas na densidade
de 10° células/membrana. A atividade metabdlica e proliferacdo celular foram avaliadas em
fungéo do tempo, para 1, 2, 3, 7 e 20 dias de cultura. Para cada tempo avaliado no ensaio do MTS,
0 meio de cultura era removido, as amostras lavadas trés vezes com PBS e transferidas para uma
nova placa de cultura. Entdo, 300 ut de meio de cultura e 60 put do reagente MTS foram
adicionados em cada pogo da placa de cultura com as amostras. As placas de cultura eram
incubadas por 1 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO; e, logo ap0s, a solugdo era homogeneizada
e 100 pt da solugdao de cada amostra eram transferidos para uma nova placa de cultura de 96
pocos. A leitura da absorbancia da solugdo a 490 nm foi analisada em leitor de microplacas
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(Thermo Plate - TP Reader). Paralelamente ao ensaio de MTS foi realizada a analise 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 A constituida por calceina:
homodimero de etidio (4:1) em PBS foi preparada e 100 p¢ desta solugdo foram adicionados sobre
cada amostra. Logo apds, a placa de cultura foi incubada por 30 minutos a 37 °C em atmosfera de
5% de CO, e, apds incubagdo, as amostras foram montadas em laminas e visualizadas no
microscopio de fluorescéncia (Eclipse Ci-L, Nikon, Japao).

2.5. Morfologia e adeséo celular

A morfologia das membranas CB-Aloe e a capacidade de adesdo das células de fibroblastos
humanos da derme cultivadas nas membranas CB-Aloe foram avaliadas utilizando a técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura. As membranas foram secas por ponto critico, foram
distribuidas sobre fitas de carbono que estavam aderidas sobre os stubs e entdo recobertas com
uma camada dupla de ouro. ApOs recobrimento, as amostras foram analisadas por MEV no
Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica (LCME/UFSC), utilizando o equipamento JEOL
JSM - 6390LV.

2.6. Analise estatistica

As comparagOes entre os grupos foram analisadas pela variancia one-way, ANOVA, seguido
do teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Microestrutura das membranas CB-Aloe sem adesao celular

A Figura 1 mostra micrografias das membranas CB-Aloe produzidas de modo estatico.
Pode-se observar que a estrutura da CB (a) e CB-Aloe (b, ¢, d) possui em sua extensao uma rede
de fibras entrelagadas com diferentes porosidades, organizadas de forma randomica.

60V o HA - CLONEURSC [ v o Sm |/ LOMEURSC

Figura 1 — Micrografias das membranas CB-Aloe. a) CB, b) CB-Gel, c) CB-Gel Total e d)
CB-FP1. Membranas com fracdo de 60% de Aloe vera. Imagens amplificadas 3000 x.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

3.2. Atividade metabdlica e proliferacéo celular

Os ensaios de atividade metabolica e proliferacdo celular foram realizados com células da
derme humana in vitro avaliando-se o comportamento celular em até 20 dias de cultura. Os
resultados obtidos nestes ensaios sao mostrados na Figura 2.
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Figura 2 — (a) Proliferacdo celular de células epiteliais, fibroblastos (HDFa), na placa de
cultura, no periodo total de 20 dias. (b) Viabilidade de HDFa em membranas de CB, CB-Gel, CB-
Gel Total, CB-FP1, avaliadas por MTS para 1, 2, 3, 7 e 20 dias.

A atividade metabdlica e proliferagdo das células HDFa cultivadas na placa estdo mostradas
na Figura 2 (a). Pode-se observar que a atividade metabdlica e proliferacdo das HDFa se mantém
por 20 dias quando cultivadas em placas de cultura. Observa-se que a atividade metabolica
diminui a partir do primeiro dia até o terceiro dia de cultura. Apos 7 dias de cultura as celulas
atingem uma taxa de atividade metabolica que permanece constante até o vigésimo dia de cultura.
Apobs analisar o comportamento destas celulas em placas de cultura cultivou-se as HDFa na
superficie porosa das membranas de CB-Aloe.
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A Figura 2 (b) mostra os resultados da atividade metabolica e proliferacdo das HDFa
cultivadas na superficie porosa das membranas de CB-Aloe com distintas composicdes, obtidos
em 20 dias de cultura, com barras de erro (n = 4). Identifica-se que a atividade metabdlica da
HDFa na CB-Aloe estdo acima de 80% ao longo do tempo de cultivo. Analisando a CB-Gel
podemos identificar que ap6s o segundo dia de cultura a atividade metabdlica diminuiu.
Posteriormente esta atividade metabdlica aumenta até o ultimo dia de cultura. Este comportamento
foi observado também na CB-Gel Total. Contudo, com a CB-FP1 a atividade metabdlica apos o
segundo dia de cultura foi diminuida, mantendo-se até constante até o sétimo dia; posteriormente,
ocorreu um aumento desta atividade. Diferencgas significativas (p < 0,05) foram observadas no
segundo e terceiro dias de cultivo para as membranas CB-Gel e CB-FP1.

A viabilidade das HDFa cultivadas nas membranas CB-Aloe foi comprovada
qualitativamente através do ensaio Live/Dead®, mostrado na Figura 3.
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Figura 3 — Viabilidade das células de HDFa, utilizando o kit Live/Dead®. Em verde (calceina)
podem ser visualizadas as células viaveis e em vermelho (homodimero de etidio) as células
mortas.

Na Figura 3 podemos identificar qualitativamente, pelas imagens obtidas do ensaio com o kit
Live/Dead®, a viabilidade referente a CB-Aloe ao longo do tempo de experimento. Estes
resultados comprovam os resultados de MTS e demonstra a boa a viabilidade celular nestas
membranas.
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3.4. Adesao e morfologia celular

A adesdo e a morfologia das células HDFa foram avaliadas utilizando microscopia eletronica
de varredura (MEV). O resultado pode ser observado na Figura 4.

| " 10kV> X3,000  Spm . LCME-URSC\, | 'm,v” ;
Figura 4 — Morfologia e adesdo de células HDFa cultivadas nas membranas CB-Aloe. Como
ilustrado na figura, temos: (a) CB; (b) CB-Gel; (c) CB-Gel Total e (d) CB-FP1.

A Figura 4 mostra a morfologia das células HDFa no terceiro dia de cultivo. Nas imagens
observamos em (a) e (b) o estado morfoldgico das células com comportamento natural, em forma
alongada. Entretanto, nas demais membranas sdo mostradas imagens em que as nanofibras de
celulose no compdsito CB-Aloe estdo entrelagadas, fixando ainda mais a célula no biomaterial.
Observa-se também que a morfologia € mais arredondada, ndo aderida.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos quanto a atividade metabdlica das células de fibroblastos humanos
cultivados nas membranas de CB-Aloe comprovam gue 0s materiais desenvolvidos ndo afetam a
viabilidade celular. Através da analise qualitativa (Live/Dead®) foi possivel observar que as
células permanecem viaveis durante 20 dias de cultura nas membranas de CB-Aloe. As células
aderidas nas membranas de CB-Aloe, e ap0ds trés dias de cultura, encontram-se morfologicamente
espraiadas na membrana CB-Aloe. Podemos identificar que a membrana CB-Gel demonstrou
maior manutencao da viabilidade celular no periodo estudado.
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