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O estudo das interagdes entre células e seu substrato na
engenharia de tecidos é de grande importidncia para de-
terminacdo das propriedades biolégicas dos implantes. A
adesdo das células ao substrato influencia na morfologia, na
proliferacdo e na viabilidade celular. Neste trabalho foram
avaliadas adesdo, prolifera¢do e viabilidade de fibroblastos
de camundongo, linhagem 1929, em suporte biopolimérico.
Utilizaram-se membranas de celulose bacteriana como subs-
trato para a avaliacdo in vitro. As células foram cultivadas
sobre essas membranas em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), suplementado com 10% de Soro Bovino
Fetal (SBF), a 37°C, contendo 5% CO, Para monitorar e
avaliar o comportamento dessas células em diferentes tempos
de cultivos nas membranas, escolheram-se diferentes para-
metros celulares. Com base nessa experiéncia, observaram-se
diferencas morfolégicas significativas nas células. Os resul-
tados evidenciaram boa adesdo, crescimento, proliferacio e
viabilidade das células nas membranas utilizadas.

Palavras-chave: Membrana de celulose bacteriana. Dindmica
do crescimento celular. Engenharia de tecidos. Intera¢ao
célula-biopolimero.
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1 Introducao

A engenharia de tecidos envolve o desenvolvi-
mento de novos materiais ou dispositivos capazes
de interagdes especificas com os tecidos biologicos
(CROCE et al., 2004). A expansdo das pesquisas
na engenharia de tecidos tem acentuado a busca de
novas classes de polimeros biodegraddveis com bio-
atividade especifica e controlavel (MADIHALLY
et al., 1999) que possam ser usados como suporte
para culturas celulares — scaffolds (NEHRER et
al., 1997). Nos ultimos anos, grande variedade de
biomateriais tem sido desenvolvida com diferen-
tes propriedades fisico-quimicas e mecanicas, de-
pendendo da aplicacdo biomédica prevista, o que
inclui regeneracio tecidual, sistemas de libera¢do
de drogas, novos enxertos vasculares, ou arcabou-
¢os para engenharia de tecidos in vitro e in vivo
(CZAJA et al., 2007; SERRANO et al., 2004). O
sucesso de um suporte utilizado em engenharia de
tecidos depende, em parte, da adesdo e do cresci-
mento, na sua superficie, das células de interesse.
A superficie quimica do material pode definir a
resposta celular ao material e, dessa forma, afetar
a adesdo celular, a proliferagao, a migracdo e fun-
¢ao das células (BOYAN et al., 1996; DEE et al.,
1998; LAUFFENBURGER et al., 1996). O mate-
rial a ser implantado ndo pode ser rejeitado nem
causar resposta inflamatéria, devendo, portanto,
ser biocompativel. Além disso, espera-se que o ma-
terial seja biodegradavel, ou seja, precisa promover
a cura e a regeneracado tecidual e ser biodegrada-
do depois de servir a seu proposito (CHEN et al.,
2005). A biocompatibilidade dos biomateriais esta
relacionada ao comportamento celular em contato
com esses materiais e, particularmente, a adesdo
celular em sua superficie. O entendimento desse
comportamento em biomateriais é essencial para
otimizar a interagdo tecido-biomaterial. Além dis-
s0, a diversidade de respostas celulares a diferen-

tes materiais evidencia a capacidade das células de

discriminar, quimicamente, o arcabougo e de se
adaptar a ele (ANSELME, 2000). Portanto, a to-
pografia, a quimica e a energia de superficie dos
materiais sdo determinantes na adesio das célu-
las aos biomateriais e caracteristicas de superficie
condicionam o comportamento celular. As células
em contato com uma superficie vio primeiramen-
te aderir, e a qualidade dessa adesdo influenciara
sua morfologia e sua capacidade de proliferacio e
diferenciacio (ANSELME, 2000).

A celulose bacteriana tem sido desenvolvida
e utilizada para diversas aplicacbes médicas, es-
pecialmente como curativo de ferimentos e subs-
tituto tempordario de pele no tratamento de lesdes,
queimaduras, ulceras e enxertos, e como auxiliar
em abrasdes dérmicas (FONTANA et al., 1990;
SANCHAVANAKIT et al., 2006). A celulose
bacteriana é um polissacarideo formado por um
homopolimero linear de glicose (C.H, O,) com
n variando de 500 a 5000, excretado extracelu-
larmente pela bactéria Acetobacter xylinum em
longas nanofibras nio-agregadas (CZAJA et al.,
2007; MULLER et al., 2006). Segundo Svensson
e colaboradores (2005), a celulose bacteriana tem
potencial para ser utilizada como substrato na en-
genharia de tecidos por suas propriedades tnicas,
que incluem alta capacidade de retencdo de dgua
(hidrofilicidade), alta cristalinidade, uma rede de
fibras finas e alta resisténcia a tensio (NARITOMI
et al., 1998; ROSS et al., 1991; WATANABE et
al., 1998). A celulose bacteriana apresenta estru-
tura nanofibrilar que pode tornar-se matriz via-
vel para a cura de lesdes dérmicas (CZAJA et al.,
2007). E também considerado material promissor
na producdo de arcaboucos de tecidos cartilagi-
nosos, visto que possui alta resisténcia no estado
umido e moldabilidade in situ, biocompatibilida-
de e baixo custo de produg¢do (SVENSSON et al,
2005). Entretanto, os mecanismos de a¢io da ce-
lulose bacteriana nos tratamentos de pele ainda

nao foram completamente elucidados. Dessa for-
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ma, estudos 7 vitro sao necessarios, pois poderdo
prover o entendimento do seu potencial mecanis-
mo de agdo. Por isso, foram analisados, neste es-
tudo, os efeitos da celulose bacteriana na adesio,
proliferagdo e viabilidade celular. Utilizaram-se
membranas de celulose bacteriana como substrato
para o cultivo da linhagem de fibroblastos 1.929,
citada como referéncia, para testes de citotoxidade
em biopolimeros (SERRANO et al., 2004), com o
objetivo de avaliar a resposta celular ao entrar em
contato com esse biomaterial e colaborar para me-
lhor entendimento dos mecanismos de interacdo

célula-substrato in vitro.

2 Material e métodos

As membranas de celulose bacteriana (CB)
foram sintetizadas pela bactéria Acetobacter xyli-
num, cultivadas em erlenmeyer de 250 ml, com
50 ml de meio de cultura, a 30°C, por 7 dias, sob
condi¢bes estdticas. As membranas formadas na
superficie liquida foram removidas e tratadas com
solu¢do de 0,5M NaOH, a 90°C, durante 1 horace,
subseqiientemente, secas a 50°C, por 24 horas. As
membranas foram cortadas em pedagos circulares
(1,5 cm de diametro), esterilizadas sob radiagio
ultravioleta (UV), por 30 min, e fixadas em cilin-
dros de vidro para que permanecessem no fundo
dos pogos da placa de cultura. Foram adicionados
500 pl de meio de cultura nos 24 pocos da placa
de cultura, por 30 minutos, antes da semeadura
das células. As células foram semeadas nos pogos
com e sem os filmes de celulose, em uma densi-
dade de 2,5 x 10* células por pogo, em 1 ml de
DMEM (Sigma Chemical Company), suplementa-
do com 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco, BRL),
2 mM vr-glutamina, 4,5 g1 de glicose, 1,5 g1 de
bicarbonato de s6dio, 100 unidades-ml™ de peni-
cilina e estreptomicina, em atmosfera de 5% CO,
a 37°C.
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A adesdo de fibroblastos da linhagem 1929
nos filmes de celulose bacteriana foi analisada
por coloracdo de hematoxilina e eosina (Sigma
Chemical Company), nos intervalos de 0, 4, 8, 16
e 24 horas. As membranas com as células culti-
vadas foram lavadas com 1 ml de tampao fosfato
em solucgdo salina (PBS), fixadas com 100 pl de
solucdo dlcool:acetona (1:1) e, apds a secagem,
adicionaram-se 50 pl de hematoxilina, por 1 min.
As membranas foram imersas em 4 ml de dgua
Milli Q® durante 2,5 min. Aspirou-se a agua e fo-
ram adicionados 50 pl de eosina por um minuto.
O procedimento de lavagem foi mais uma vez re-
petido para realizar a contagem. Depois de secas,
analisaram-se as membranas no microscopio opti-
co e contados cinco pontos aleatérios com drea de
0,41 mm? na membrana.

A proliferacao dos fibroblastos 1.929 nos fil-
mes de celulose bacteriana foi analisada por con-
tagem de células em trés pontos predefinidos nas
membranas e nos controles de poliestireno, sem-
pre dos mesmos pogos, nos intervalos de 24, 48 e
72 horas.

Para o estudo de viabilidade celular, analisa-
ram-se as células tanto nas membranas de celulose
bacteriana quanto nos controles de poliestireno,
durante diferentes tempos de cultura (24, 48 e 72
h). A cada intervalo, o meio de cultura foi aspirado,
e as células, lavadas com 1 ml de PBS. Apds lava-
gem, adicionaram-se a cada amostra 200 pl de azul
de trypan, por 5 min, e o excedente, foi aspirado
para realizar a contagem das células vidveis.

Todas as andlises de contagem (adesdo, pro-
liferacdo e viabilidade) das culturas de fibroblasto
1929, tanto nos filmes de celulose bacteriana quan-
to nas superficies-controle, foram realizadas em mi-
croscopio optico (Bioval, XDS-1B). Para o contro-
le, utilizaram-se placas de cultura de poliestireno.
Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
As células cultivadas foram coradas por hematoxi-

lina-eosina. Para isso, foram lavadas com 1 ml de



PBS, fixadas em alcool: acetona (1:1) e examinadas
ap6s a coloracio de hematoxilina e eosina.

Para a avaliacio da morfologia celular e
caracterizagdo microestrutural das membranas
de celulose bacteriana, utilizou-se microscopia
eletronica de varredura (MEV, Philips, XL-30).
Para os estudos de MEV, as células fixas no
substrato foram lavadas duas vezes com PBS e
fixadas com 100 pl de solug¢do dlcool:acetona
(1:1), por 5 min. Depois de lavadas com PBS, a
desidratacdo foi feita pela troca lenta de dgua,
usando uma série de solucoes de etanol (30%,
50%, 70%, 90%), por 15 min, com desidrata-
¢ao final em etanol absoluto, por 30 min, per-
mitindo que as amostras secassem a temperatura
ambiente e sob vicuo. A morfologia das células
em cultura foi avaliada quantitativamente, por
intermédio da andlise de imagem, com o progra-
ma UTHSCSA ImageTool for Windows, v.3.0,

de imagens binarizadas significativas.

3 Resultados e discussao

Ap0s o cultivo, observou-se que os padrdes de
distribuicio celular entre as células nas membranas
e no controle foram diferentes, como ilustrado nas
imagens de microscopia Optica (Figura 1).

Apés 24 h, as células na celulose bacteria-
na mantiveram forma arredondada e tenderam a
agrupar-se (Figura 1a). Ja nos controles, as células
apresentaram formas alongadas, tipicas de fibro-
blastos, e atingiram confluéncia em 48 h (Figura
1b). As células cultivadas na celulose bacteriana,
entretanto, ndo a atingiram. Svensson e colabo-
radores (2005) demonstraram que condrocitos
cultivados em membranas de CB também aderi-
ram, mas mantiveram formato arredondado. A
morfologia celular é influenciada pela confluéncia
ou densidade de células (PALSSON & BHATIA,

2004) e embora seja medida qualitativa e subje-

Figura 1: Microscopia 6ptica dos fibroblastos
aderidos, apés 24 h: a) membrana, b) controle

Fonte: Os autores.

tiva, muitas informacdes quantitativas podem ser
extraidas pela analise de imagem.

A distribuicdo do fator de forma foi obtida
pela anadlise de imagens, consideradas represen-
tativas, contendo, em média, 100 células. Foram
realizadas trés imagens para cada caso (controle e
membrana), sendo o perfil das curvas de distribui-
¢do semelhante entre os casos. O método utilizado
no software para a estimativa do fator de forma é
uma relagido entre o perimetro (P) do objeto (nu-
mero de pixels pretos na fronteira entre pixels
pretos e brancos) e a drea (A) contida nesse peri-
metro (numero total de pixels pretos). O calculo é
realizado pela equacdo: F=4nA /P> (0<F<1)e
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Figura 2: Distribuicdo de fator de forma
celular apés 24 h de cultura: a) no controle
(poliestireno); b) na membrana de celulose
bacteriana

Fonte: Os autores

fornece informacgdes sobre o espalhamento e ade-
sdo celular.

A Figura 2 mostra a distribuicdo do fator de
forma das células ap6s 24 horas de adesio. Em
ambas as culturas foram detectadas distribui¢ao
bimodal para esse fator. As células do controle
apresentaram distribuicdo bimodal e larga para
fatores menores que 0,6, ¢ a minoria de células
com fatores proximos de 1 (Figura 2a). Nesse
caso, a maior parte das células encontra-se alon-
gada (formato que se distancia do circular). As

células aderidas na membrana, no entanto, apre-
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sentam distribui¢io mais estreita da maior fracao
de células em valores préoximos de 1, o que indica
formatos arredondados (Figura 2b).

A Figura 3 mostra imagens de microscopia
optica de fibroblastos apds adesdo e proliferacao,
em 24 h, na membrana celulésica (Figura 3a) e no
controle (Figura 3b). Depois da semeadura dos fi-
broblastos, praticamente todas as células aderiram
as membranas de celulose bacteriana, mas nio se
distribuiram completamente, mostrando-se agru-
padas em determinadas regides, o que evidencia

maior densidade celular (Figura 3a).
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Figura 3: Microscopia 6ptica evidenciando a
proliferagdo dos fibroblastos, apés 24 h: a)
na membrana de celulose bacteriana; b) no
controle (poliestireno)

Fonte: Os autores.
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Esse fenomeno pode ser explicado pela maior
adesdo aos proprios fibroblastos, em comparagdo
com a adesdo entre os fibroblastos e a membra-
na. Adicionalmente, fibroblastos interconectados
apresentam natureza contratil. Entdo, se a forca
de contracido entre a rede interconectada das cé-
lulas for mais intensa do que a de adesdo entre os
fibroblastos e a membrana, grupos de células se-
riao formados (SANCHAVANAKIT et al., 2006).
A Figura 4 mostra as curvas de adesdo aos fibro-
blastos em 24 h. Verifica-se que ela foi maior no
controle, atingindo um valor de 340% ap6s 16 h,
enquanto, na membrana, o valor maximo atingi-
do foi de 60% apds 24 h. O namero relativo de cé-
lulas foi definido como o ndmero total de células

contadas em relacio ao inicial.

T
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

—&— Membrana
—®— Controle

Figura 4: Contagem de células aderidas a
membrana de celulose bacteriana e ao controle
(poliestireno) em razdo do tempo de cultura

Fonte: Os autores.

Ap6s 24 h de cultivo, observou-se significa-
tiva prolifera¢do celular tanto nas membranas de
celulose quanto no controle, como mostram os
dados de proliferacao da Figura 5. Aumento sig-
nificativo de fibroblastos foi medido ap6s 72 h de
cultura, o que corresponde a cerca de 500%. A

taxa de proliferacio dos fibroblastos na celulose

bacteriana foi menor do que nas superficies de po-
liestireno do controle. Backdahl e colaboradores
(2006) descrevem o mesmo comportamento pro-
liferativo de células de musculo liso humano em

membranas de celulose bacteriana.

2250
2000
1750
15001
1250
1000
7501
500
250
-

-250 T T T 1]
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

N° relativo de células (%)

Tempo (h)
—@— Membrana
—®&— Controle

Figura 5: Proliferacdo dos fibroblastos na
membrana de celulose bacteriana e no controle
(poliestireno) em razdo do tempo de cultura

Fonte: Os autores.

A adesdo e a proliferagdo foram analisadas
durante curtos periodos de cultura. O perfil das
curvas de proliferacdo dos fibroblastos desenvolvi-
dos na placa de cultura e nas membranas de ce-
lulose foi similar. Entretanto, evidenciou-se que,
nas membranas de celulose bacteriana, as taxas de
adesdo e proliferacdo foram sempre menores que as
células semeadas no controle. Serrano e colabora-
dores (2004) utilizaram membranas de PCL como
substrato para cultura da linhagem 1.929 e também
observaram adesdo e proliferagio celulares menores
do que nas placas de poliestireno utilizadas como
controle em curtos periodos de cultura.

Na Figura 6, identificam-se micrografias de
MEV das culturas celulares sobre a membrana
de celulose bacteriana. A Figura 6a mostra, em
detalhe, a microestrutura de superficie da mem-

brana celulésica, formada por longas fibras com
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Figura 6: Micrografias de microscopia eletréonica de varredura (MEV) de cultura de fibroblastos em
membrana de celulose bacteriana, apés 24 h de adesdo. a) detalhe da superficie da membrana
celulésica; b) células aderidas @ membrana. A seta indica uma célula com formato de fibroblasto; c) e
d) ampliac¢ao, evidenciando o formato celular

Fonte: Os autores.

diametros de aproximadamente 100 nm, entrela-
¢adas e dispostas homogeneamente. Os fibroblas-
tos aderidos a superficie apresentam-se distribu-
idos com densidade média de 450 células/cm? e,
na maioria, em formatos arredondados (Figura
3a). Apenas uma célula mostra formato alonga-
do, tipico de um fibroblasto (indicado pela seta
na Figura 6b).

Detalhes da adesdo dessas células a membra-
na podem ser vistos nas Figuras 6¢ e 6d. As pro-
tuberancias formadas pelos fibroblastos interagem

com as nanofibras celuldsicas da membrana, re-
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sultando na unido dessas células. Pode-se afirmar
que os fibroblastos aderem e proliferam nas mem-
branas de celulose bacteriana, estando de acordo
com os resultados obtidos tanto para as medidas
de adesdo quanto para as de proliferagio.
Quanto a viabilidade celular, a porcentagem
de células viaveis depois da semeadura nos filmes
de celulose bacteriana para 24, 48 e 72 h foi com-
parada as culturas celulares nas placas de cultu-
ra de poliestireno (controle). A Figura 7 mostra
as curvas de viabilidade celular na membrana de

CB e no controle. Nas duas condi¢des de cultura,




os fibroblastos continuaram vidveis apds 72 h de
cultura. Observa-se, apds esse periodo, aumento
substancial de células vidveis tanto para o controle
(acima de 3500%, em relagdo a quantidade inicial
de cultura) quanto para a membrana (acima de
750%). Esse aumento é atribuido a proliferagio
celular simultanea.

Células proliferam em uma taxa proporcio-
nal ao nimero de células presentes, X, de acordo
com a equagdo 1 (PALSSON & BATHIA, 2004):

dX _ X
dt )

cuja solu¢do é uma exponencial crescente da forma:

X(z) = X er
@

em que X, é o numero inicial de células, e p, a
velocidade especifica de crescimento. A equagao 2
foi ajustada aos dados experimentais de cresci-
mento celular mostrados na Figura 7. Os valores

de p obtidos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de velocidade especifica
de crescimento, y, obtidos apés ajuste da
Equacdo 2 aos dados experimentais, com os
respectivos coeficientes de correlacdo, R?

M (h7) R?
Membrana 0,032 0,945
Controle 0,049 0,997

Fonte: Os autores.

Os desvios observados em relagdo aos dados
refletem limitacdes do modelo, que ndo considera
outros fatores que contribuem para a populagdo
celular, tais como morte celular e estdgio de dife-
renciagdo. Além disso, p é uma fun¢ao de muitas
variaveis (aqui desprezadas), como fatores de cres-
cimento e concentracdo de oxigénio.

Os resultados obtidos demonstraram que a
celulose bacteriana nao € citotéxica e suporta tan-

to a adesao quanto a proliferacio e a viabilidade

2.5

2.0

1.5

N° relativo de células (-10%)

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h)
—®— Membrana
—®— Controle

Figura 7: Dados de viabilidade celular na
membrana de CB e no controle. As curvas
representam ajustes da Equacdo X(f) = X e’
aos dados experimentais

Fonte: Os autores.

celular, porém em menores propor¢des quando

comparadas ao controle.

4 Consideracgoes finais

Neste trabalho, foiestudado o comportamen-
to de fibroblastos cultivados in vitro. Diferentes
aspectos celulares foram analisados para avaliar
o comportamento celular durante a cultura de fi-
broblastos 1.929 em membranas de celulose bac-
teriana: adesdo, proliferacdo, morfologia e viabi-
lidade celular. Investigou-se a resposta celular da
linhagem de fibroblastos L929 em contato com
membranas de celulose bacteriana, contribuindo,
assim, para um melhor entendimento das inte-
racoes células-substrato, tdo importantes para o
desenvolvimento e sucesso de produtos médicos
de engenharia de tecidos. Explorou-se a dinami-
ca da interacdo de células cultivadas em celulose
bacteriana para obter informag¢des quantitativas
e qualitativas da adesdo, prolifera¢do, morfologia

e viabilidade celular. Os resultados obtidos do
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comportamento celular sugerem que a celulose
bacteriana pode servir de material de fabricagcdo
de scaffolds. Novas investigacoes deverdo ser re-
alizadas para elucidar os mecanismos relaciona-
dos as interag¢oes célula-substrato, de modo que
estabelecam parametros de controle e otimizagdo

de produtos biomédicos.
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Analysis of cell culture
interactions on biopolymer
support for biomedical
applications

The study of cell-substrate interactions is of
great importance in tissue engineering applica-
tions, particularly in order to determine implant
biological properties response. The adhesion of
cells on the substrate influences morphology as
well as cell proliferation and viability. In this
work, we examined adhesion, proliferation and
viability of murine fibroblasts 1.929 on poly-
meric support. Bacterial cellulose membranes
were used as substrate for the in vitro evalua-
tion. Cells were cultivated on the membranes
using Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) at 37°C, with 5% CO,. In order to
monitor and evaluate cell behavior under differ-
ent cultivation times on the membranes several
cell parameters were chosen. Based on them,
significant morphological differences were
observed. Results showed good cell adhesion,
growth, proliferation and viability on the tested
bacterial cellulose membranes.

Key words: Bacterial cellulose membrane. Cell-
biopolymer interaction. Cell growth dynamics.
Tissue engineering.
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