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RESUMO - O desenvolvimento de scaffolds sintéticos, que mimetizem a matriz
extracelular para promover a regeneracdo tecidual, tem sido foco intenso de estudo. Este
trabalho tem como objetivo a producdo e a caracterizagdo microestrutural e mecanica de
membranas de celulose bacteriana (CB), incorporadas com polissacarideos de Aloe vera.
A Aloe vera foi incorporada na CB através da incorporagdo in situ de fragdes
polissacaridicas em concentragdes de 20, 40 e 60%. As amostras foram caracterizadas
morfologicamente por microscopia eletronica de varredura e quanto as propriedades
mecanicas, através de ensaios de tragdo. Foram obtidas membranas com propriedades
mecénicas distintas para cada composicdo. As membranas apresentaram uma
microestrutura composta de nanofibras randomicamente distribuidas. O aumento da
concentracdo de Aloe ocasionou um decréscimo na resisténcia a tragdo dos biomateriais.
As membranas compositas apresentaram propriedades promissoras para aplicacdes na
engenharia de tecidos.

1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos abrange a aplicagdo de conhecimentos multidisciplinares para o
desenvolvimento de biomateriais capazes de restaurar a funcdo de tecidos e orgdos. Diversos
materiais tém sido propostos, dentre eles a celulose bacteriana (CB), que tem sido ressaltada por
sua microestrutura e propriedades mecanicas singulares que se assemelham a matriz extracelular.
A CB ¢ produzida por bactérias, do género Gluconacetobacter, em forma de nanofibras
randomicamente distribuidas que interconectadas formam uma rede fibrosa tridimensional
ultrafina. As propriedades da CB podem ser aprimoradas para melhor adequacao a aplicabilidade
em um tecido alvo através da incorporacao de outros compostos na sua produgao.

A Aloe vera, popularmente denominada babosa no Brasil, ¢ uma planta utilizada na
medicina popular por suas propriedades terapéuticas e medicinais. Essa planta possui uma ampla
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gama de atividades bioldgicas benéficas a saide humana, como agdes antiinflamatoria,
cicatrizante e estimuladora do sistema imune, devido a complexa combinacdo de compostos
presentes no seu gel interno. A incorporacdo do gel desta planta em biomateriais, como a CB,
pode conferir propriedades unicas capazes de melhorar a biocompatibilidade e proporcionar
efeitos terapéuticos isentos nos biomateriais puros de CB.

Este trabalho tem por objetivo produzir e caracterizar materiais a base de CB incorporados
com trés fracdes extraidas da Aloe vera: fragdo enriquecida de polissacarideos (F), o gel total da
polpa da planta contendo fibras (T) e o gel isento de fibras da planta (G). Esses materiais foram
produzidos com a adigdo in situ de fracdes de Aloe vera em concentragdes de 20, 40 ¢ 60%. Ao
final do periodo de produgdo, esses hidrogéis foram caracterizados quanto ao modulo de
elasticidade, tensdo e alongamento de ruptura, através de ensaios de tracdo, e a microestrutura,
através da microscopia eletronica de varredura (MEV).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Producio e purificacao dos hidrogéis

Para a producdo dos hidrogéis a base de celulose bacteriana foi utilizado um meio de
cultura contendo 25 g-L"' de manitol, 3 g-L" de peptona e 5 gL' de extrato de levedura. Esses
componentes foram diluidos em 1 L de dgua destilada, o pH dessa solugdo foi ajustado para 6,5 e
em seguida esta foi autoclavada. Hidrogéis isentos de fragdes de Aloe vera foram utilizados
como controle.

Os hidrogéis controle de CB foram preparados com a adi¢cdo de 90% (v/v) do meio de
cultura a base de manitol (MCM) e 10% (v/v) de uma solucdo estoque de indculo (SEI) contendo
a bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769. Os demais meios de cultura contendo A.
vera foram preparados, conforme descrito na Tabela 1, homogeneizados e para cada formulagado
do meio de manitol/4. vera foi adicionado 10% (v/v) de in6culo da bactéria G. hansenii. Para
incorporacdo das fragdes de Aloe vera na sintese in situ da CB foi preparada uma solugdo de
lg.L'1 de fracdo F, que posteriormente seguiu para autoclavagem, juntamente com as fracdes T e
G.

Para sintese dos hidrogéis, as culturas foram mantidas em placas de cultura de 24 pogos
(TPP, Switzerland), devidamente identificadas. Em cada pogo, foi adicionado 1 mL de cada
formulagdo. Os hidrogéis foram formados em 10 dias na interface ar/liquido, mantidos a
temperatura ambiente e sob condigdes estaticas. Apds o periodo de cultura, os hidrogéis foram
retirados das placas e submetidos a purificacdo com solucdo de NaOH 0,1 M, durante 24 horas a
50 °C. Logo ap0s, os hidrogéis foram retirados da solucao alcalina e lavados com agua destilada.
Ao final, o pH da 4gua contendo os hidrogéis foi ajustado para 7,4 seguindo entdo para a
esterilizacao através de autoclavagem.
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Tabela 1 — Formulagdes dos hidrogéis de celulose bacteriana (% v/v): a) fragdo enriquecida de
polissacarideos, b) gel isento de fibras da planta, c) gel total da polpa da planta contendo fibras,
d) solugdo estoque de indculo e e) meio de cultura a base de manitol.

£ laca Hidrogéis de Celulose Bacteriana (CB)
ormulacao
¢ CB-F | CB-G | CB-T
0% 10% SEI + 90% MCM
20% 10% SEI* + 70% 10% SEI + 70% MCM | 10% SEI + 70% MCM
0 MCM® + 20% F* +20% G° +20% T¢
40% 10% SEI + 50% MCM | 10% SEI + 50% MCM | 10% SEI + 50% MCM
0 +40% F +40% G +40% T
60% 10% SEI +30% MCM | 10% SEI + 30% MCM | 10% SEI + 30% MCM
? +60% F +60% G +60% T

2.2 Caracterizacio dos hidrogéis

Previamente a andlise de microscopia eletronica de varredura, os hidrogéis foram
congelados em um freezer a -80°C (marca Nuaire, modelo NU-9483GC), por aproximadamente
24 horas, e liofilizados (24 h) em equipamento Liotop, modelo L101, no Laboratério de
Tecnologias Integradas (InteLab/UFSC). Posteriormente os hidrogéis foram metalizados com
ouro para analise de MEV, utilizando o equipamento Jeol 6390 LV (JEOL Ltd., Tokio, Japao) a
uma tensao de 10 kV.

As propriedades mecanicas dos hidrogéis de CB foram determinadas em um texturométro
Stable Micro Systems (TA.XT Plus, Inglaterra), utilizando o software Exponent Stable Micro
Systems v. 5.1.1.0 com uma célula de carga de 500 N. Para essa analise foram utilizadas trés
unidades de cada hidrogel, de dimensdes 90 mm de comprimento por 15 mm de largura. A
espessura de cada hidrogel foi determinada utilizando um paquimetro, apds o calculo da média
de trés medidas repetidas aleatoriamente. A separacdo inicial entre as garras ¢ a velocidade do
teste foram de 50 mm e 0,05 mm-s"l, respectivamente. Os moédulos de tensdo de ruptura,
alongamento a ruptura e modulo de elasticidade foram determinados através das curvas de
tensao-deformacao.

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se o software Statistica 7.0 (StatSoft
Software, Tulsa, OK, USA). Os resultados experimentais foram expressos como a média + erro
padrao da média (EPM) e comparados através da andlise de varidncia one-way (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey considerando-se estatisticamente diferentes para p < 0,05.

3. RESULTADOS

As Figuras 1, 2 e 3 mostram variagdo da microestrutura dos hidrogéis produzidos em
fun¢ao da adigdo de fragdes de Aloe vera no meio de cultura.
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A Figura 1 mostra a microestrutura tipica do hidrogel de CB, no qual (a) representa a
fratura transversal da membrana, (b) a superficie superior e (c) a superficie inferior. A superficie
que se forma na interface ar/liquido (b) apresenta uma rede com alta densidade de fibras, seguida
por uma rede porosa, com poros de tamanhos variados, que se estende até a face em contato com
o liquido (c), com fibras livremente orientadas. O hidrogel suplementado com 20% de fragcdo F
(CB-20F d-f) possui a microestrutura da superficie superior (e) e interna (d) bastante similar a da
CB pura; entretanto, sua superficie inferior exibe menor densidade de fibras (f). CB-40F e CB-
60F possuem densidade de fibras similar & CB pura na superficie inferior (i e h). No entanto, a
secdo transversal revela que existe uma tendéncia a organizacdo de uma microestrutura interna (g
e j), com poros mais definidos, sendo que a superficie superior possui maior heterogeneidade,
com alta densidade de fibras, e espagamento maior entre elas (h e 1).

CB CB-20F CB-40F CB-60F

10kV X430 SO0um 2 —_— LCME-UFSC

10kV  X5,000 " Spm 17 10KV X5,000  Sum LCME-UFSC

Figura 1 — Mlcrograﬁas dos h1drogels lloﬁllzados de CB (a—c) CB-20F (d t) CB 4OF (g—
1) e CB-60F (j—m) evidenciando: fratura, face inferior e face superior. Magnitudes de ampliagdo
a) 430%, b) 5.000%, ¢) 5.000x%, d) 700x, e) 5.000x, f) 5.000x%, g) 900%, h) 5.000%, i) 5.000x, j)
3.000x%, 1) 5.000x e m) 5.000x.

A Figura 2 mostra a microestrutura dos hidrogéis produzidos com formulagdes a base da
fragdo G, ou seja, os hidrogéis CB-G. A superficie superior das trés formulacdes utilizadas, 20,
40 e 60% (b, e, h) exibe uma estrutura homogénea sem grandes poros. O corte sagital (a, d, g)
das membranas apresenta uma rede porosa interconectada por uma formagao lamelar fina como
uma malha que se estende até a face inferior (c, f, 1). Na face inferior os poros sdao preenchidos
com uma malha de nanofibras.
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Figura 2 — Micrografias dos hidrogéis liofilizados de CB-20G (a—), CB-40G (d-f) e CB-60G (g—
1) evidenciando: fratura, face inferior e face superior. Magnitudes de ampliacao a) 1.000x%, b)
5.000%, ¢) 5.000%, d) 600%, e) 5.000x, f) 5.000x%, g) 900%, h) 5.000x e i) 5.000x.

CB-40T

CB-20T

CB-60T

—
LCME-UFSC

/LCME-UFSC. 10KV X5,000.  Sum LCME-UFSC

Infer

- 7 - : b= ¥ L S
0Ky X500, P Bforn, LX}:SC Sem iy UFSC DKV~ X5,000 " Spm, LCME-UFSE

Figura 3 — Micrografias dos hidrogéis liofilizados de CB-20T (a—c), CB-40T (d—f) e CB-60T (g—
1) evidenciando: fratura, face inferior e face superior. Magnitudes de ampliacdo a) 900x, b)
5.000%, ¢) 5.000%, d) 200x%, e) 5.000x, f) 5.000x, g) 250%, h) 5.000x e i) 5.000x.
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A microestrutura dos hidrogéis produzidos com diferentes concentragdes da fragao T esta
mostrada na Figura 3. A superficie superior do hidrogel CB-20T (b) apresenta uma estrutura
semelhante a mesma superficie da CB pura (Fig. 1 b) e o corte transversal (a) se assemelha a
estrutura interna dos hidrogéis modificados com a fragdo G (Figura 2). A superficie inferior (c)
também possui microfibrilas que preenchem os poros e recobrem as fibras. A superficie superior
de CB-40T (e) e CB-60T (h) ¢ similar a superficie das amostras sintetizadas com diferentes
fragdes da porcao G. O corte sagital do hidrogel CB-40T (d) revelou uma microestrutura com
distribuicdo vertical continua da porosidade. As fibras estdo distribuidas e interconectadas em
trés camadas distintas, no qual a primeira camada ¢ constituida por uma superficie com alta
densidade de fibras, seguida por uma camada de porosidade intermedidria quando comparada ao
tamanho de poros da ultima camada. A presen¢a de lamelas ou compartimentos maiores ¢
observada na ultima camada, que possui uma rede de microfibrilas interconectadas at¢ a face
inferior (i). O corte sagital de CB-60T (g) mostra que a microestrutura ¢ ordenada em pequenos
poros no topo, interconectados por finas lamelas, que gradativamente aumentam de tamanho até
a face inferior. A superficie inferior ¢ constituida por uma rede fibrosa, mas ndo possui
microfibrilas interligando as fibras maiores.

As propriedades mecéanicas dos hidrogéis sintetizados com e sem A. vera estdo
apresentadas na Tabela 2. O hidrogel de CB evidenciou menor deformag¢do, maior tensdo de
ruptura ¢ modulo de elasticidade dentre todas as amostras (exceto CB-20G). A medida que a
concentracdo da suplementagdo do meio de cultura aumenta, o alongamento de ruptura dos
hidrogéis se eleva a valores significativamente (p < 0,05) maiores para as amostras modificadas
com 40% e 60% das fracdoes. O mddulo de elasticidade foi significativamente reduzido (p < 0,05)
com a inser¢do de fracdes de Aloe vera, em praticamente todas as amostras, exceto a CB-20G.

Tabela 2 — Propriedades mecanicas dos hidrogéis de CB. Dados representados com a média +

EPM (* p <0,05).
Amostras | Modulo de elasticidade Alongamento até a Tensdo de ruptura
(kPa) ruptura (%) (kPa)

CB 26,89 +£2,17 21,11 0,73 482,88 +£3541
CB-20F 11,41 +£0,07* 39,49 +1,07 342,40 +14,10
CB-40F 13,37 =+£1,44* 58,74 +3,33% 406,15 +51,75
CB-60F 7,79 £0,32% 61,61 =+£3,92% 262,72 +12,15
CB-20G 20,71 +2,83 37,65 +38,63 609,72 +179,15
CB-40G 6,81 =£0,76* 53,20 +3,51% 229,10 +31,86
CB-60G 3,70 +0,10* 70,36 +4,03* 232,00 +2522
CB-20T 7,17 +£0,33% 31,03 +1,19 211,41 +£1233
CB-40T 7,14  £0,36%* 70,47 +4,16* 423,12 +£9,07
CB-60T 4,85 +0,64* 72,89 +3,90% 238,38 +£18,59
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4. DISCUSSAO

A microestrutura apresentada pela CB (Figura 1) ¢ muito similar a relatada na literatura.
(BACKDAHL et al., 2006; BERTI, 2012; UL-ISLAM; KHAN PARK, 2012). A introdugao de
fracdes de Aloe vera no meio de cultura da bactéria G. hansenii produz alteracdes em toda a
microestrutura dos hidrogéis variando a homogeneidade da superficie superior, como mostrado
nos hidrogéis modificados com a fracao F, exibindo camadas lamelares que permeiam a estrutura
interna, o recobrimento das fibras e o preenchimento dos poros dos hidrogéis, formulados com G
e T, com uma camada microfibrilar que pode corresponder a presenca dessas fracdes de Aloe
vera. Outros materiais compositos de CB-acemanana e CB-quitosana mostraram lamelas e
regides reticuladas similares as destacadas (KIM ef al., 2011; RECOUVREUX, 2008).
Saibuatong e Phisalaphong (2010) evidenciaram que em condi¢des hidratadas o gel de Aloe vera
permeia toda a superficie superior de membranas de CB (SAIBUATONG; PHISALAPHONG,
2010). Entretanto, nas condi¢des analisadas essa permea¢do se observa na superficie inferior.
Estudos destacam que a adi¢do de polissacarideos a base de glicomananas e/ou galatomananas
no meio de cultura da CB afeta o processo deformagdo da fibra de celulose. Esses
polissacarideos aderem sobre a superficie das microfibrilas e se depositam sobre as fibras
favorecendo a reticulacdo e o colapso das fibras de celulose (TOKOH et al., 1998; WHITNEY et
al., 1998). Além disso, a microestrutura apresentada pela amostra CB-40T revelou um aspecto
que remete a constitui¢do fisica da pele. Nesta comparagdo, a primeira camada representaria a
epiderme, a segunda camada a derme e a ultima camada a hipoderme (CLARK, 2014).

A ades3o e a deposi¢do de polissacarideos sobre as fibras de celulose influenciam as
propriedades mecanicas dos hidrogéis. As alteracdes observadas nas propriedades mecanicas dos
hidrogéis formulados com as fracdes podem estar relacionadas ao aumento de fase amorfa (4.
vera) na CB, que ao se depositar sobre a superficie das microfibrilas, forma, em algumas regides,
pontos criticos suscetiveis a ruptura. Consequentemente, a quantidade de interacdes
intermoleculares (ligacdes de hidrogénio), que conferem rigidez a estrutura, ¢ reduzida. Além
disso, a fase amorfa presente entre microfibrilas de CB pode permitir o movimento dessas fibras
durante a aplicagdo de uma forga de tragdo, aumentando assim a extensibilidade do material. A
variagdo muito diferenciada, evidenciada pela CB-20G, pode estar correlacionada com a
heterogeneidade da distribuicdo da fracdo G no hidrogel. Ademais, a redu¢do do modulo de
elasticidade das amostras CB-20F, CB-60F, CB-40G, CB-20T e CB-40T se mostrou compativel
com valores do mddulo de elasticidade relatados para a pele (5 — 12 kPa), como reportado na
literatura (PAILLER-MATTEIL, BEC ZAHOUANI, 2008).

5. CONCLUSAO

A insercdo de fracdes de Aloe vera in situ no meio de cultura da bactéria G. hansenii
produziu hidrogéis cuja microestrutura foi notavelmente alterada, quando comparadas com a
celulose controle, devido a incorporagao dessas fragdes na celulose. Além disso, as propriedades
mecanicas foram intimamente influenciadas por essa incorporacdo aumentando o alongamento
de ruptura e reduzindo o médulo de elasticidade e a tensdo de ruptura em comparacao a celulose
isenta de modificacdo. Essas alteracdes se mostraram interessantes por se assemelharem a pele, e
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dessa forma podem ser aplicadas em estudos de engenharia tecidual da pele.
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