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RESUMO

A utilizacdo de materiais hidrogéis poliméricos visando ancorar células
e promover a regeneracdo neuronal é uma abordagem atual e
promissora. Neste sentido, o estudo da viabilidade e interacdo de células
neuronais nesses biomateriais é de grande importancia para engenharia
de tecido neuronal. A interacdo das células com o material arcabougo
pode definir o sucesso da formacdo do novo tecido. Neste trabalho
foram avaliadas a viabilidade e a interagéo de células de ganglios da raiz
dorsal de ratos Wistar em arcabouco hidrogel baseado em celulose
bacteriana. Utilizou-se hidrogel de celulose bacteriana modificado com
fibronectina e poli-L-lisina/laminina como arcabougo para o cultivo
celular com o objetivo de avaliar a viabilidade e interacdo celular in
vitro. Os resultados evidenciaram que houve interacdo entre as células e
0 arcabouco e que as mesmas se mantiveram viaveis e nao apresentaram
citotoxicidade para células neuronais, sendo que o hidrogel de superficie
modificada composto de CB e poli-L-lisina/laminina manteve o maior
namero de células vidveis. Também, a adsorcao de fibronectina e poli-L-
lisina/lamina aumentou a adesdo e a interacdo celular ao biomaterial e o
tratamento enzimatico hidrogel composto de CB-PL (CB-PL injetavel)
ndo apresentou citotoxicidade, No entanto ocorreu uma diminuicdo na
viabilidade celular quando comparado ao biomaterial CB-PL sem
tratamento enzimatico. Portanto, o hidrogel de celulose bacteriana
modificada com poli-L-lisina/laminina se apresenta como um
biomaterial promissor para promover a regeneracdo de tecidos neurais
uma vez que 0s mesmos potencializam a adesdo celular e aumentam a
sobrevida neuronal.

Palavras-chave: Engenharia de tecido neuronal, ganglio da raiz dorsal
(GRD), viabilidade celular, hidrogel de celulose bacteriana.






ABSTRACT

The use of polymeric hydrogel materials to anchor cells and to promote
the neuronal regeneration is a promising current approach. In this way,
the study of viability and interaction neuronal cells in these biomaterials
is of great importance for neuronal tissue engineering. The cell
interactions with the material scaffold can define the success of the new
tissue formation. In this work was assessed the viability and interaction
of ganglion cells of Wistar rat dorsal roots, hydrogel scaffold based in
bacterial cellulose. It was used modified bacterial cellulose with
fibronectin and poli-L-lisina/lamina as scaffold for cell culture, aiming
to assess the cellular viability and interaction in vitro. The results
showed that there was interaction between cells and scaffold and that
ones were viable and did not present cytotoxity for neuronal cells, being
that the modified surface hydrogel composed of CB and poli-L-
lisina/lamina kept the highest number of viable cells. The absorption of
fibronectin and poli-L-lisina/lamina also increased the cell adhesion and
interaction to the biomaterial and the hydrogel enzymatic treatment
compound of CD-PL (injected CB-PL) did not present cytotoxicity,
however, occurred a decrease in the cell viability when compared to
CB-PL biomaterial without enzymatic treatment. Therefore, the
hydrogel of modified bacterial cellulose with poli-lisina/lamina present
as a prosperous biomaterial to promote neuronal tissue regeneration,
since they potentiate cell adhesion and increase the neuronal survival.

Keywords: Neural tissue engineering, dorsal root ganglion (DRG), cell
viability, bacterial cellulose hydrogel.
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1 INTRODUCAO
1.1 Justificativa

Enfase tem sido dada as lesdes traumaticas da medula espinhal,
por ser uma das mais devastadoras entre as lesbes que podem afetar o
ser humano, pois apresenta limitada ou nenhuma recuperacdo
neuroldgica.

Mundialmente, a taxa de incidéncia de lesbes na medula espinhal
é de 22 ocorréncias por milhdo de habitantes (ROSSIGNOL et al., 2007).
No Brasil, ha cerca de 250.000 pacientes com esta condi¢do, somando-
se aproximadamente nove mil novos casos por ano (MEYER et al., 2003).

A intervencdo clinica atual se restringe, essencialmente, na
estabilizacdo da coluna vertebral, restauragdo do alinhamento e
descompressdao da medula espinhal e no uso de doses altas de
metilprednisolona, administrada até oito horas apds a lesdo da medula
espinhal (para revisdo ver THURET; MOON; GAGE, 2006).

No entanto, embora os estudos pré-clinicos e clinicos sejam
promissores, 0 avango das pesquisas é limitado devido a auséncia de
interacdo célula-célula, ou seja, falta de matriz extracelular no sitio de
lesdo e consequente limitacdo da diferenciacdo e atividade celular. Uma
das estratégias ndo farmacoldgicas promissoras para a regeneragdo do
tecido neural tem sido a utilizacdo de arcabougos tridimensionais, que
podem mimetizar uma matriz extracelular fornecendo sitios de
ancoragem e diferenciacdo celular essencial para a regeneragdo axonal e
consequente  restauracdo de  fungbes  (para  revisdo  ver
SAMADIKUCHAKSARAEI, 2007).

A versatilidade dos materiais compostos por celulose bacteriana é
marcada por caracteristicas como a disponibilidade, biocompatibilidade,
resisténcia e facil producdo desses biopolimeros favorecem sua
utilizacdo na engenharia de tecidos e na &rea biomédica. Além disso,
areas promissoras e que necessitam de estudos é a associagdo com
farmacos, com compostos bioativos ou com outros biopolimeros, além
de estudos de sua produgdo em larga escala (CZAJA et al., 2006; CZAJA
et al., 2007; RECOUVREUX, 2008; FERREIRA et al., 2010).

Para que um novo material possa ser utilizado em aplica¢cfes
biomédicas exige-se uma avaliagdo completa de possiveis danos que
possam vir a causar em organismos vivos. Desta forma, torna-se
extremamente necessaria avaliar a toxicidade e a biocompatibilidade, e
0 desempenho do material em meios bioldgicos.
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Até 0 momento, ndo existem relatos na literatura de estudos de
biomateriais baseados em nanofibras de celulose bacteriana, com
superficie modificada, utilizados em estudos de regeneracdo de tecido
neural de animais submetidos a lesdes da medula espinhal.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a avaliacdo
da viabilidade e da interacdo de células de ganglios da raiz dorsal em
arcaboucos de celulose bacteriana modificada pela adsorcdo de
fibronectina e poli-L-lisina/laminina, atuando, portanto como suporte
estrutural. Aos biomateriais produzidos e caracterizados neste estudo
pretende-se, em um futuro préximo implanta-los na medula espinhal de
ratos submetidos ao trauma raquimedular, visando o favorecimento da
regeneracdo do tecido neuronal danificado e consequente recuperagédo
funcional destes animais.

1.2 Sistema nervoso central: a medula espinhal

O sistema nervoso central é formado pelo encéfalo e pela medula
espinhal os quais apresentam independéncia funcional, embora estejam
intimamente relacionados. A medula espinhal é uma massa cilindroide
de tecido nervoso, ligeiramente achatada no sentido antero-posterior,
situada na parte posterior do neuroeixo, dentro do canal vertebral sem,
entretanto, ocupéa-lo completamente. Seu calibre ndo é uniforme, pois
apresenta duas dilatagdes denominadas intumescéncias cervical e
lombar, as quais se relacionam com os membros superiores e inferiores,
respectivamente. No homem adulto a medula espinhal possui
aproximadamente 45 centimetros de comprimento, sendo um pouco
menor na mulher. Cranialmente a medula limita-se com o bulbo,
aproximadamente ao nivel do forame magno do 0sso occipital. O limite
caudal, no adulto, situa-se entre as vértebras lombares L1 e L2. A
medula ndo estd presente abaixo do nivel vertebral L1. Portanto, os
ax0nios possuem raizes longas que vao do término da medula espinhal
até a saida na coluna vertebral lombossacra, formando, dentro do canal
vertebral inferior, a chamada cauda equina (LUNDY-EKMAN, 2008,
MACHADO, 2005). Uma caracteristica importante da medula espinhal é
a sua organizacdo segmentar. Cada segmento da medula se liga a uma
regido especifica do corpo por axdnios, que seguem por um par de
nervos espinhais. Assim, da medula partem 31 pares de nervos
espinhais, sendo 8 cervicais, 12 toréacicos, 5 lombares e 6 sacrais. Todos
fazem parte do sistema nervoso periférico e emergem da medula
espinhal por meio de espacos existentes entre cada vértebra da coluna
vertebral, como pode ser observado na Figura 1. Por meio dessa rede de
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nervos, a medula espinhal se conecta com o restante do corpo,
recebendo sinais provenientes da periferia em direcdo ao encéfalo, ou a
partir do encéfalo em direcdo ao corpo. A medula possui dois sistemas
de neurbnios: o sistema descendente, que controla a. funcdo motora dos
musculos, regula a pressdo arterial e temperatura, transporta sinais
originados no cérebro até seu destino na periferia, e 0 sistema
ascendente, que transporta os sinais sensoriais da periferia até a medula,
e entdo, até o cérebro (MARTINI, 1992; LUNDY-EKMAN, 2008).

Figura 1 - Representagdo esquematica demonstrando os principais elementos
anatdbmicos da medula espinhal.

Spinal cord pathways

Brain stem

Spinal cord

Vertebra

Spinal nerves

Disk

Vertebra

Spinal cord

Cauda equina

FONTE: Thuret et al. (2006).

Relativo a estrutura interna da medula, em toda a medula
espinhal, a substancia branca circunda a substdncia cinzenta. A
substancia branca contém colunas de axdnios que ligam os diversos
niveis da medula espinhal e que ligam a medula ao encéfalo. Dessa
maneira, 0s feixes axonais que seguem ao longo da superficie dorsal,
ventral ou lateral da substéncia branca formam a coluna dorsal, ventral e
lateral, respectivamente (GUYTON; HALL, 2006; MARTINI, 1992). As
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colunas dorsal e lateral da substancia branca contém axdnios das células
dos tratos, transmitindo informacdes sensoriais acima até o encéfalo. A
substancia branca lateral e anterior contém ax0nios de neurbnios
motores superiores, que transmitem informacdes descendentes do
enceéfalo para interneurbnios e neurbnios motores inferiores. Na parte
central da medula espinhal encontra-se um tecido nervoso constituido de
interneurdnios espinhais, dendritos e corpos de células dos tratos,
denominada de substancia cinzenta que, por sua vez, apresenta uma
forma da letra H ou borboleta (em destaque na Figura 1), dividindo-se
em cornos dorsal, lateral e ventral (MACHADO, 2005).

Toda informacdo sensorial proveniente da pele, musculos,
tendbes e visceras, chega ao sistema nervoso central (SNC) pelos
neurdnios sensoriais, cujos corpos estdo nos ganglios da raiz dorsal
(GRD) que, por sua vez, estdo junto ao SNC, entretanto, sem penetrar
nele. Estes neurdnios possuem morfologia pseudo-unipolar e formam
um axénio que se bifurca a pouca distancia do neurossoma. O ramo
periférico segue pelos nervos espinhais para a periferia até o terminal
sensorial. O ramo central segue pela raiz dorsal até a medula espinhal,
onde forma sinapses com neurdnios ali presentes, ou prossegue pela
medula até o bulbo. O neurossoma € desprovido de dendritos e
aferéncias sinapticas. Isso garante que toda a informacdo que trafega
pelo axbnio seja proveniente exclusivamente da terminacgdo sensorial
que ele se forma. Os corpos dos neurdnios ndo estdo em contato franco
com o espaco extracelular do ganglio, pois estdo envolvidos por
delgadas células gliais (BATISTA, 2008).

Tanto no sistema nervoso central como no sistema nervoso
periférico, os neurdnios relacionam-se com células coletivamente
denominadas neuroglia, glia ou glidcitos. Sdo as células mais frequentes
do sistema nervoso, podendo a proporcdo entre neurdnios e células
gliais variar de 1:10 a 1:50 (MACHADO, 2005). Na substancia branca e
substancia cinzenta as células gliais formam uma rede de sustentacéo
dos neurdnios. As grandes células gliais sdéo denominadas macrdglia e
nesta categoria encontram-se trés grupos celulares: astrocitos,
oligodendrdcitos e células de Schwann. Os astrécitos possuem forma
estrelada, sdo encontradas em todo sistema nervoso central, participam
da sinalizacdo celular e desempenham fungdo nutritiva ao ligar
neurdnios e capilares sanguineos. Oligodendrocitos e células de
Schwann formam uma cobertura protetora composta de lipideos e
proteinas, designada como bainha de mielina, onde a mielina é um
isolante que protege o0s neurbnios do ambiente extracelular. Os
neurdnios do SNC séo mielinizados por oligodendrécitos, enquanto que
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as células de Schwann mielinizam os neurdnios do sistema nervoso
periférico. As pequenas ceélulas gliais, chamadas de microglias,
funcionam normalmente como fagécitos e agem como o sistema
imunolégico do SNC, sendo ativadas no processo de desenvolvimento
cerebral e apds uma lesdo, infeccdo ou doenca (LUNDY-EKMAN, 2008;
MACHADO, 2005).

Por fim, o conjunto formado pela coluna vertebral, os ligamentos,
tendbes e musculos circundantes isolam a medula espinhal do ambiente
externo. Além disso, o tecido neural também precisa ser protegido
contra as paredes dsseas da coluna. Para isso, membranas fibrosas
especializadas denominadas meninges — dura-mater, aracndide e pia-
mater — sdo responsaveis por fornecer a estabilidade fisica e
amortecimento de impacto, além de nutrientes e oxigénio que chegam
através de vasos sanguineos que brotam dentro dessas camadas
(MARTINI, 1992; LUNDY-EKMAN, 2008; MACHADO, 2005).

1.2.1 Fisiopatologia da medula espinhal

E comum considerarmos a medula espinhal como sendo apenas
uma via de transmissdo da informacéo nervosa, cujo objetivo é enviar
impulsos sensoriais oriundos de receptores periféricos ao encéfalo e
trazer, a partir dele, impulsos direcionados a 6rgdos efetuadores e
também periféricos. Porém, as fungfes da medula espinhal sdo bem
mais complexas do que a simples condugdo de informagbes. Somente
para um tipo de informacdo a medula espinhal serve como um simples
condutor, a citar, os axo0nios, que levam informacfes tateis e
proprioceptivas, entram na coluna dorsal e fazem projecdo para o bulbo
sem fazer sinapse. Todos o0s outros tratos que transmitem informagdes
fazem sinapse na medula e, portanto, elas estdo sujeitas a
processamentos e modificagédo dentro da medula espinhal (Figura 2)

Entdo, o controle fisiolégico das funcdes motoras, sensoriais e
autondmicas requer vias neurais intactas (GUYTON; HALL, 2006).
Assim, lesfes na regido medular (Figura 3) interferem na funcéo da
medula espinhal, tais como alteracdes do desenvolvimento, lesbes das
raizes nervosas dorsais e ventrais, esclerose multipla, esclerose lateral
amiotrdfica, acidentes vasculares, sindrome pés-poliomielite, tumores
da regido medular, lesdes traumaticas da medula espinhal, entre outros,
podem interferir na funcdo segmentar, dos tratos ou ambos (LUNDY-
EKMAN, 2008).
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Figura 2 - Representacdo esquematica demonstrando as principais vias de
transmisséo da informag&o nervosa na medula espinhal.
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FONTE: Thuret et al. (2006).

No contexto do presente estudo demos énfase as lesdes
traumaticas da medula espinhal, uma das mais devastadoras entre as
lesbes que podem afetar o ser humano, pois apresenta limitada ou
nenhuma recuperacdo neuroldgica (para revisdo ver THURET et al.,
2006).
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Figura 3 - Representagdo esquematica demonstrando os danos nas vias de
transmisséo da informag&o nervosa em lesdes na medula espinhal.
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1.2.2 Lesdo traumatica da medula espinhal

Segundo estimativa do National Spinal Cord Injury Stastistical
Center (NSCISC) a les@o medular ocorre em cerca de 20% das fraturas
da coluna vertebral, e 10 a 15% dos pacientes apresentam dano
neurolégico severo com grande morbidade (NSCISC, 2009). Esta
patologia representa um grande problema socioeconémico devido a essa
elevada incidéncia e os custos envolvidos no diagnéstico, tratamento,
reabilitagdo e suporte dos pacientes. Segundo relatério do NSCISC de
2009, a lesdo é mais frequente no sexo masculino, representando 80%
dos casos, sendo os adultos na faixa etaria de 14 a 40 anos 0s mais
atingidos. Os acidentes automobilisticos sdo as principais causas dessas
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lesGes, seguido por quedas de alturas, ferimentos com armas de fogo e
traumatismos esportivos, entre os quais se destaca o0 mergulho em aguas
rasas.

A metilprednisolona tem a capacidade de atenuar a resposta
inflamatéria medular que se segue a lesdo primaria, reduzir a
peroxidacdo lipidica e preservar a integridade das estruturas neuronais.
Porém, como ha inclusive estudos clinicos que contestam a eficacia do
tratamento com o corticoide em promover melhoras nestes quadros, a
busca por abordagens terapéuticas mais eficazes tem sido intensa (para
revisao ver KWON et al., 2004).

Atualmente, sabe-se que o déficit neuroldgico decorrente da leséo
traumatica da medula espinhal advém da somatéria de dois eventos
distintos: a lesdo mecanica inicial e a lesdo enddgena secundaria. A
lesdo primaria é produzida pelo trauma em si, com liberagdo de
eletrdlitos, producdo de metabdlitos, ativacdo de enzimas e morte
celular, sendo, portanto, um processo mecanico que independe de
controle celular. A lesdo secundaria envolve complexas mudancas
bioquimicas, surgindo como uma cascata de eventos envolvendo edema,
inflamac&o, isquemia, reperfusdo, peroxidacao lipidica e apoptose (para
revisdo ver HULSEBOSCH, 2002). Assim, 0s avancos no entendimento
da patofisiologia do trauma raquimedular tém conduzido a diversos
estudos clinicos de fase | e Il. Entre eles, estuda-se a eficicia do
tratamento com metilprednisolona e de outros agentes farmacol6gicos,
de intervengdes, tais como a descompressdo cirdrgica precoce,
estimulacdo elétrica de campo, estratégias de neuroprotecdo como
riluzole e minociclina, inativacdo de fatores inibitérios de regeneracédo e
o0 transplante de varios substratos celulares na medula espinhal lesada
(para revisdo ver HAWRYLUK et al., 2008; GISZTER 2008).

No entanto, embora os estudos pré-clinicos e clinicos sejam
promissores, 0 avanco das pesquisas é limitado devido a auséncia de
interacdo célula-célula, ou seja, falta de matriz extracelular no sitio de
lesdo e consequente limitacdo da diferenciacédo e atividade celular. Uma
das estratégias ndo farmacoldgicas promissoras para a regeneracdo do
tecido neural tem sido a utilizagdo de arcabougos tridimensionais, o0s
quais podem mimetizar uma matriz extracelular fornecendo sitios de
ancoragem e diferenciacdo celular essencial para a regeneracdo axonal e
consequente  restauracdo de  fungbes  (para  revisdo  ver
SAMADIKUCHAKSARAEI, 2007).
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1.3 Estratégias ndo farmacoldgicas para regeneracdo do tecido
neuronal

A lesdo da medula espinhal conduz frequentemente a perda
significativa de tecido nervoso. Diferentes abordagens tém sido
utilizadas visando reconstruir a medula espinhal lesada. O uso de fatores
de crescimentos, através de administracdo exdgena (LU et al., 2004) ou
pela introducdo de implantes contendo esses fatores (HOULE; ZIEGLER,
1994; MENS et al., 2004), além de células geneticamente engenhadas
(LOH et al., 2001; RUITENBERG et al., 2005) tem sido utilizado, porém
com sucesso limitado. Outra abordagem utilizada tem sido o implante de
células de diferentes fontes diretamente no sitio da lesdo. No entanto, a
grande desvantagem desta abordagem refere-se ao tempo de
permanéncia das células no local lesionado, uma vez que elas tendem a
migrar para as regides vizinhas (ROCKIND et al., 2006).

Portanto, a abordagem mais promissora para promover a
regeneracao neuronal apds a lesdo medular inclui a construcdo de pontes
funcionais, arcaboucos para ancorar as células implantadas, que estejam
embebidos em meio adesivo viscoso e suplementados com uma
variedade de fatores troficos (GELLER; FAWCETT, 2002; ROCKIND et
al., 2006).

No contexto acima, a Engenharia de Tecidos vem se destacando
como sendo um campo interdisciplinar que aplica os principios da
engenharia e das ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos
biologicos que restaurem, mantenham ou melhorem funcfes de um
tecido ou de um drgdo (LANGER; VACANTI, 1993; WINTERMANTEL et
al., 1997). Atualmente, exemplos tipicos sdo aplicacdes que visam
possibilitar o desenvolvimento de um tecido, a partir de células
especificas, em arcaboucos constituidos de materiais poliméricos
biodegradaveis e bioabsorviveis, revestidos com compostos bioativos.
Esses arcabougos atuam como suportes estruturais temporérios para o
crescimento de novos tecidos (DONG, 2009; TUZLAKOGLU, 2009).

Os recentes avangos na area de biomateriais e suas aplicacdes em
areas médicas mostram o grande potencial de varios polimeros no
desenvolvimento de novas classes de biomateriais que possam guiar a
regeneracdo neuronal. Os suportes e moldes para o desenvolvimento
celular (arcabougos) constituidos por uma rede tridimensional de
nanofibras, com morfologia e didmetros de fibras em uma escala
comparavel com aquelas encontradas na matriz extracelular do tecido
nervoso, tem mostrado fornecer um ambiente mais adequado para a
migracgdo, proliferacdo e diferenciacdo das células neuronais, quando
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comparado com ambiente bidimensional tradicional (MARTINS et al.,
2007). Neste contexto, dentre os biomateriais compostos de uma rede
tridimensional de nanofibras, podemos citar a celulose bacteriana como
uma das classes de polimeros mais promissores em fornecer um
ambiente favorvel & regeneracdo neuronal.

O sucesso de um arcabouco para engenharia de tecido depende
das propriedades de superficie que promovam a interagdo célula-
material. Modificacbes da superficie dos materiais, utilizados no
desenvolvimento de arcaboucgos, tém sido utilizadas como estratégia
para regular essa interacao.

Fundamentalmente, arcaboucos para engenharia tecidual devem
fornecer: suporte mecanico para a reposicao e regeneracdo do tecido, um
ambiente que favoreca a interagdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e
ainda, uma matriz permeavel que permita difusdo de nutrientes, gases e
metabolitos (SERPOOSHAN et al., 2010).

Polimeros que sdo frequentemente utilizados para engenharia de
tecido sdo: poli(a-hidroxiesters), poliortoesteres, polianidridos,
polidioxanona e alguns poliuretanos. No entanto, ndo é facilmente
obtido o equilibrio entre a degradacdo e a regeneracdo do tecido, a
rapida degradacdo pode levar a perda da estabilidade, distor¢do e perda
tecidual. Além disso, ha a preocupacdo com possiveis efeitos toxicos
dos produtos de degradacgdo, apesar de que o polimero por si ndo se
apresenta tdxico. Os polimeros ndo degradaveis oferecem uma melhor
resisténcia estrutural, porém estes materiais se apresentam como um
corpo estranho apés a implantagcdo, podendo provocar uma reagdo
inflamatéria. O emprego de biopolimeros como alginato, colageno,
acido  hialurbnico e outros tem demonstrado  excelente
biocompatibilidade, mas seu uso é limitado por apresentarem baixas
propriedades mecénicas (ZANETTA et al., 2009).

Dessa forma, os hidrogéis poliméricos oferecem uma excelente
oportunidade para engenharia tecidual, tendo em vista que eles
mimetizam a condigdo in vivo para o desenvolvimento celular. Assim,
arcabougcos hidrogéis, constituidos de hidrogel celulose bacteriana (CB)
vem sendo amplamente estudados para diversas aplicagdes de
engenharia de tecidos.

Por outro lado, a fibronectina, proteinas da matriz extracelular, e
a polilisina, um homopolimero natural, e laminina, uma glicoproteina,
apresentam-se como alternativas para modificar a superficie dos
hidrogéis e melhor promover a interacdo celular, medida pelas
integrinas (RICHTER et al., 2010; MARTYN et al., 2010).
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1.4 Celulose bacteriana: um arcabouco hidrogel para engenharia de
tecido neuronal

A celulose é um polimero formado por cadeias lineares nédo
ramificadas de moléculas de p-D-glicose, unidas por ligacdo do tipo
B(1—4) glicosidicas. Cada residuo de glicose estd rotacionado
aproximadamente 180° em relagdo ao residuo vizinho. A unidade
estrutural de repeticdo da molécula de celulose é a celobiose, formada
pela unido de duas moléculas de glicose. A cadeia glicana pode ter de
2000 a mais de 25000 residuos de glicose. Na natureza, a celulose ndo
existe como uma Unica cadeia. As moléculas longas e rigidas de
celulose combinam-se para formar microfibrilas, cada uma consistindo
de varias cadeias de celulose. Essas cadeias, que compdem a
microfibrila, estdo orientadas paralelamente, formando ligacGes de
hidrogénio intermolecular (entre unidades de glicose de moléculas de
celulose adjacentes) e intramolecular (entre unidades de glicose da
mesma molécula de celulose) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001),
como pode ser verificado na Figura 4.

A celulose forma a base estrutural da parede celular de plantas e
também ¢ produzida por outros organismos como algas, fungos e
algumas bactérias (CANNON; ANDERSON, 1991; ROSS et al. 1991;
BROWN, 1886). Dentre as espécies bacterianas encontradas as
Glucoacetobacter foram utilizadas em estudos que padronizaram e
investigaram a producdo de celulose em laboratorio. As bactérias da
espécie Glucoacetobacter sdo bactérias Gram-negativas, e assim como
os membros da familia Acetobacteraceae, sdo estritamente aer6bicas e
muito utilizadas na industria de produgdo de vinagre (GARRITY;
BOONE, 1984). Essas bactérias tém a capacidade de utilizar diversos
substratos carb6nicos como frutose, maltose, manitol, sacarose, glicerol,
lactose e glicose para a sintese da celulose. As condi¢Bes 6timas para a
produgdo de celulose foram: 2% de glicose, pH entre 5,0 e 7,0 e
temperatura entre 25 °C a 37 °C, sendo amplamente utilizadas até os
dias atuais (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).
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Figura 4 - Estrutura quimica da celulose, mostrando as ligacbes P(1—4)
glicosidicas e as liga¢des de hidrogénio intra e inter cadeias de celulose.
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FONTE: Recouvreux (2008).

A celulose sintetizada por bactérias possui a mesma estrutura
quimica da celulose sintetizada por plantas, porém com propriedades
fisicas e mecanicas Unicas, ndo apresentadas por outros biomateriais. A
celulose produzida pelas bactérias Gluconacetobacter é altamente pura e
uniforme, sendo obtida na forma de um hidrogel natural o qual possui
grande capacidade de retencdo de liquidos, com mais de 95% de agua na
sua composicdo e biocompatibilidade elevada, propriedades estas
importantes para aplicacbes médicas. Enquanto a celulose sintetizada
por plantas necessita de processos de purificagdo complexos,
dispendiosos e altamente poluentes para a extracdo da lignina e da
hemicelulose, a obtencdo de celulose bacteriana é bastante simples nédo
envolvendo processos poluentes (BROWN JR., 1999).

A CB, por sua estrutura nanométrica diferenciada da celulose
vegetal, é utilizada como molde para preparagcdo de novos materiais com
aplicacbes desde a fotbnica, como suporte para telas
eletroluminescentes, até a medicina como curativos (FONTANA et al.,
1990; SIQUEIRA; MORESCHI, 2000). Na indudstria alimenticia ela é
utilizada na producdo de nata de coco, sorvetes de baixas calorias,
aperitivos, doces, espessantes e soro para reducdo do colesterol. Na
indastria de cosméticos a CB ¢ utilizada como hidratantes e
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adstringentes. Em empresas de aparelhos eletroacusticos ela é utilizada
como membrana para aparelhos de audio de alta qualidade. A CB ¢
utilizada ainda para membrana de célula combustivel (hidrogénio),
aditivo para papel de alta qualidade e papel eletrénico (e-paper)
(BROWN JR., 1998).

Nas ultimas décadas a celulose bacteriana tem despertado grande
interesse como biomaterial para uma variedade de aplicacdes
biomédicas, incluindo substituto temporario da pele para recuperacéo de
ferimentos e queimaduras, recuperagdo da gengiva (FONTANA et al.,
1990; MELLO et al., 2001; CZAJA et al., 2006; CZAJA et al., 2007),
producdo de vasos sanguineos, recuperacdo da dura-mater
revestimento de stents (malha de aco colocada dentro dos vasos para
promover a sua desobstrugdo) e recuperacdo de nervos (KLEMM et al.,
2001), potencial uso para engenharia de tecido cartilaginoso (SVENSSON
et al., 2005). A Figura 5 mostra algumas aplicagdes da CB na area
biomédica.

Klemm et al (2006) implantaram tubos constituidos de celulose
bacteriana no nervo ciatico lesionado de ratos. Apés um periodo de
observacdo de 4 a 26 semanas o tubo foi recoberto por um tecido
conectivo e por pequenos vasos sanguineos que cresceram no seu
interior. De forma importante, nenhuma reacdo inflamatéria foi
observada ou ainda o encapsulamento do implante. Ja as fungdes do
nervo foram melhoradas ap6s 10 semanas, quando comparado a um
nervo lesionado sem a cobertura de celulose bacteriana. Os resultados
demonstraram um processo de integragdo sem degradacdo (KLEMM et
al., 2001; KLEMM et al., 2006).

A avaliacdo in vivo da biocompatibilidade da CB mostrou que ela
possui excelente integracdo com o tecido vivo e ndo apresentou reacdo
inflamatdria crénica (HELENIUS et al., 2006). Culturas de células
musculares lisas utilizando CB como scaffolds mostraram que estas se
aderem e proliferam permitindo a formacdo de uma camada confluente
no lado luminal dos canais de CB (BACKDAHI et al., 2006).
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Figura 5 - Aplicagdes da celulose bacteriana na area biomédica.

hidroxiapatita para regeneracdo 6ssea; (c) CB para 6rgdo artificial
(RECOUVREUX, 2008); (d) CB para regeneragdo de nervos
(KLEMM et al., 2001; KLEMM et al., 2006); (e) controle da
porosidade de CB (RAMBO et al., 2007) e (f) CB como revestimento
de stents (NEGRAO et al., 2006).

FONTE: Souza (2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Avaliacgdo da viabilidade e da interacdo de células de ganglios da
raiz dorsal em biomateriais baseados em celulose bacteriana visando a
utilizacdo em engenharia de tecido neural.

2.2 Objetivos especificos

e Producdo de membranas de celulose bacteriana com espessura
e didmetros pré-definidos;

e Producdo de membranas de celulose bacteriana com superficie
modificada através da adsor¢do de proteinas adesivas, entre
elas a poli-L-lisina e Laminina e a fibronectina;

e Padronizacdo da cultura priméaria de neurbnios adultos do
ganglio da raiz dorsal de ratos;

e Determinagdo do perfil de sobrevida dos neurdnios na
presenca ou auséncia do fator de crescimento do Nervo —
NGF;

e Avaliacdo da viabilidade de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal cultivados sobre membranas in natura ou de superficie
modificada;

e Avaliacdo o perfil de adeséo e a morfologia dos neurdnios
cultivados sobre os diferentes biomateriais;

e Producdo e caracterizacdo de um gel injetdvel na medula
espinhal de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Producéo dos biomateriais
3.1.1 Hidrogel de celulose bacteriana

A bactéria Gluconacetobacter hansenii, linhagem ATCC
23769, utilizada neste estudo para a producdo de CB, foi obtida da
Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) — Fundagdo André Tosello
(Campinas, SP). A bactéria foi cultivada em placas de 96 pocos
contendo 100 pL de meio de cultura composto de manitol (25 g.L™),
extrato de levedura (5,0 g.L™*) e bactopeptona (3,0 g.L™). Os compostos
para 0 meio de cultivo foram diluidos em &agua destilada com o pH
ajustado para 6,6 e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos.
Ao meio de cultivo foram inoculados 5% (v/v) de in6culo obtido de uma
cultura estoque. Os cultivos foram mantidos em condicGes estaticas, em
temperatura ambiente, durante sete dias.

Os hidrogéis de CB formados na superficie do meio de cultivo
foram coletados e purificados através da imersdo das amostras em
solucdo de NaOH 0,1M a 50 °C durante 24 horas. Em seguida, para
permitir a eliminacdo de contaminantes do meio de cultivo, as amostras
foram submetidas a sucessivas lavagens em agua destilada tamponada.

Ap0s a purificagdo, os biomateriais imersos em PBS tiveram
seu pH ajustado em 7,3, autoclavados e armazenados em recipientes
adequados até o seu uso .

3.1.2 Hidrogel de celulose bacteriana com superficie modificada

3.1.2.1 Adsorcéo de fibronectina

Para a obtencdo de hidrogel de CB com fibronectina (CB-FN)
adsorvida a superficie do biomaterial foi utilizado o método descrito por
Mendonca, Thiré e Costa (2009).

Para tal, 25 ul de uma solucdo de fibro-nectina sérica humana
(10 pg-mL™ diluida em tamp&o acetato de sédio 20 mM, pH 4,5) foi
instilada na superficie do hidrogel de CB. Uma hora ap0s a instilagéo, as
amostras foram lavadas em meio de Earle modificado por Dulbecco
(DMEM, Invitrogen Coporation, USA), sem soro fetal bovino, para
remogdo da proteina ndo adsorvida.
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3.1.2.2 Adsorcéo de poli-L-lisina e laminina

Para a obtencdo de amostras de hidrogel de CB com poli-L-
lisina e laminina (CB-PL) utilizou-se 0 mesmo protocolo experimental
descrito acima, com algumas modificacGes. Para tal, 2 horas apo6s a
instilacdo de 25 pL de uma solucéo de poli-L-lisina (20 ng.mL™? diluido
em KRH, pH 7,4) na superficie de cada hidrogel de CB e remocéo do
liqguido excedente, um volume adicional de 25 pL de laminina (20
ug.mL? diluido em KRH, pH 7,4) foi instilado na superficie do hidrogel
e mantido por um periodo de 1 hora em temperatura ambiente. Em
seguida, para remocao da proteina ndo adsorvida, as amostras foram
lavadas em meio DMEM sem soro fetal bovino.

3.1.3 Hidrogel de peptideos BD™ PURAMATRIX™

Para a realizacdo de cultura de células em 3D em BD™
PuraMatrix™ (BD Bioscences) como suporte foi necessaria preparacéo
prévia do material para plaqueamento de superficie.

A partir da solugdo concentrada de BD Puramatrix foi realizada
uma diluicdo a 0,3% em A&gua estéril. Essa solugdo foi pipetada
cuidadosamente na placa de cultivo, em volume de 50 pL.poco™ em
placa de 96 pocos. A gelificacdo foi promovida adicionando lentamente
150 pL.pogo™ de meio de cultura incompleto e incubando a 37 °C
durante 60 minutos para completar a gelificacdo, substituindo 50% do
meio duas vezes durante esse periodo. Apos a gelificagdo, foi removido
2/3 do meio de cultivo sobre a superficie do BD Puramatrix e acrescido
100 pL.pogo™ da suspensdo celular.

3.1.4 Hidrogel injetavel

A fim de se obter um biomaterial, composto de celulose
bacteriana e poli-L-lisina e laminina passivel de ser injetado diretamente
na medula espinhal de ratos e com viscosidade que permitisse a
passagem por uma agulha de gengival, foi realizado uma hidrolise
enzimatica em membranas de celulose bacteriana, através do método
descrito por Recouvreux (2004), com algumas modificaces.

Para tal, a cada 1 g das amostras de hidrogel de celulose
bacteriana (produzidas conforme o item 3.1.1) foram adicionados 40 uL
de celulase (Celluclast 1.5 L — Novozymes) em 1 mL de tampao citrato
de sodio (50 mM, pH 4,5). As amostras foram, entdo, incubadas em
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banho-maria a 50 °C por 1 hora, centrifugadas (5000 rpm, 5 min) e 0
sobrenadante descartado.

Em seguida, foi realizado o procedimento de adsor¢éo de poli-
L-lisina e laminina ao hidrolisado de celulose bacteriana, conforme
descrito no item 3.1.2, com algumas altera%()es. Resumidamente, 2 horas
apos a instilacdo de 25 pL.g de amostra™, de uma solucéo de poli-L-
lisina (20 pg.mL™ diluido em KRH, pH 7,4) no hidrolisado de CB e
posterior agitacdo para homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas (5000 rpm, 5 min) e o liquido excedente foi removido. Em
seguida, um volume adicional de 25 L de laminina.g de amostra™ (20
pg.mL? diluido em KRH, pH 7,4) foi instilado na superficie do
hidrogel, agitado para homogeneizar e mantido por um periodo de 1
hora em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5000 rpm, 5 min) e o liquido excedente foi removido.
Para remocdo da proteina ndo adsorvida, as amostras foram lavadas em
meio DMEM sem soro fetal bovino.

3.2 Caracterizacgdo dos biomateriais

A microestrutura das amostras dos diferentes biomateriais
produzidos foi caracterizada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) (Philips, XL-30). Para as observag¢fes por MEV, as amostras
foram primeiramente desidratadas através da manutencdo das amostras
em estufa por um periodo de 48 h. ApGs a obtencdo das amostras secas,
as mesmas foram colocadas sobre um suporte de aluminio e recobertas
com ouro para posterior visualizagdo através do MEV.

3.3 Cultura priméria de neur6nios do ganglio da raiz dorsal (GRD)
de ratos adultos

Os GRDs que inervam os segmentos tordcicos e lombares
foram isolados de ratos Wistar machos pesando entre 280 e 300 g. Para
tal, apds inducdo de eutanasia dos animais em camara de CO, e
exposicdo da medula espinhal, aproximadamente 15 GRDs por animal
foram removidos e submetidos a digestdo enzimatica com papaina e
colagenase. Apés a digestdo, 10° células neuronais/campo foram
semeadas em placas de cultura 2D, ou cultura 3D contendo hidrogel de
CB, CB-FN, CB-PL ou BD™ PuraMatrix™. Em seguida, adicionaram-
se meio de cultivo DMEM (Invitrogen Coporation, USA), suplementado
com albumina tipo IV bovino (BSA) e fator de crescimento do nervo
(Nerve Grow factor — NGF; 100 ng.mL™). O cultivo celular foi
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acompanhado por um periodo de 12 a 96 horas através da observacdo
em microscopio invertido (Medilux). Todas as placas de cultura 2D
utilizadas neste estudo foram recobertas com 25 uL.pogo'1 de uma
solucdo de poli-L-Lisina (20 pg.mL™ diluido em KRH, pH 7,4) por 2
horas e apos a retirada do volume excedente, 25 pL.poco™ uma solucéo
de Laminina (20 pg.mL™ diluido em KRH, pH 7,4) foi adicionada por 1
h e mantido em temperatura ambiente.

Todos o0s protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da UFSC (CEUA,
processo n° 230080.030935/2010-53)

3.4 Analise da citotoxicidade in vitro

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagdo
(International Standard Organization), ISO 10993, o ensaio de
citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos. Ap6s de comprovada a sua taxa de toxicidade, é que o
estudo da biocompatibilidade do produto pode ter ou ndo continuidade,
realizando-se 0s ensaios necessarios em animais de laboratério
(ROGERO, 2003)

Portanto, foi utilizado a técnica de MTT (3-(4,5-
dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide), a qual
permite avaliar a viabilidade celular através da quantificacdo da
atividade mitocondrial via formacdo de cristais de formazana, de
coloragdo azul, resultante da reducdo dos sais tetrazlio MTT pela acéo
da enzima succinato desidrogenase (MOSMANN, 1983). Para tal, 10°
células GRDs foram semeadas sobre placas de cultura 2D (controle), ou
3D (CB, CB-FN, CB-PL e P) contendo 100 pL de meio de cultivo
DMEM (Invitrogen Coporation, USA) suplementado com albumina
bovina tipo IV (BSA) e fator de crescimento do nervo (Nerve Grow
factor — NGF; 100 ng.mL-1) seguido de incubacdo em atmosfera
umidificada a 95% de O,, 5% de CO,, a 37 °C. Ap6s 0s tempos de
cultivo de 24, 48, 72 ou 96 h, foi avaliado a citotoxicidade dos
biomateriais através da remocao do meio de cultivo e adigdo de solugédo
contendo tamp&o fosfato e MTT (5 mg.mL™ diluido em tamp&o fosfato)
por um periodo de 2 horas. Na sequéncia, os cristais de formazana
foram solubilizados com uma solugéo de dodecilsulfato de sddio e acido
cloridrico 10% por 18 horas sem agitacdo ou com agitacdo em agitador
orbital a 30 °C e 2,5 Hz. Apds esta etapa, 100 pL de cada amostra foram
transferidos para uma placa de 96 pocos e foi realizada a leitura da
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absorbancia em leitora de placas (ThermoPlate - Reader) com
comprimento de onda de 570 nm. Juntamente com as amostras foi
realizado o branco, que é composto de meio de cultura, MTT, SDS 10%
- HCI nas mesmas proporc¢des contidas nas amostras, e incubado nas
mesmas condi¢Bes. A concentracdo dos cristais de formazana ¢é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Os testes
foram realizados em triplicata e a viabilidade celular determinada
conforme a equacéo 1.

% Viabilidade Celular = __Abs. das amostras — Abs. do branco x 100 (1)
Abs. do controle positivo — Abs. do branco

3.5 Ensaio de adesao celular

Para determinar se os diferentes biomateriais utilizados
promovem a adesdo celular, as células neuronais do GRD foram
semeadas (10° células.poco™) em placas de 96 pocos que continham CB,
CB-FN e CB-PL e incubadas por 24 h a 37 °C em 95% de O, e 5% de
CO,, Apb6s o periodo de incubacdo, cada poco foi cuidadosamente
lavado com solugdo PBS para remogdo das células ndo aderentes. As
células aderentes foram caracterizadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) (Philips, XL-30). Para as observacGes de MEV,
amostras foram fixadas com glutaraldeido 2,5% e, em seguida, foram
desidratadas com uma série de etanol 50% a 100% com intervalo de 10
minutos por etapa. Posteriormente, a solucdo de etanol 100% foi retirada
e adicionada uma solugdo de etanol 50% e HMDS (hexametildisilazane)
50% por 10 minutos. Apds essa etapa, a solucdo anterior foi retirada e
adicionada HMDS 100% e armazenadas a temperatura ambiente até
completa secagem. As amostras secas foram colocadas sobre um suporte
de aluminio e recobertas com ouro para posterior visualizagéo por MEV.

3.6 Identificagdo e morfologia celular

Para a identificacdo os tipos celulares e da morfologia das
células, as amostras foram preparadas para avaliagdo microscopica
eletrénica confocal e avaliagdo imunocitoquimica. Para tal, as células
neuronais do GRD foram semeadas (103 células) em placas 3D de 96
pocos que contendo CB ou CB-FN e incubadas por 24 horas a 37 °C em
95% de O, e 5% de CO,, Apds 24 horas de cultivo, os biomateriais
foram coletados e lavados com tampdo fosfato (PBS). As células
contidas no biomaterial foram fixadas com glutaraldeido 2,5%, os
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nlcleos foram corados com DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole) e
observadas em microscopio confocal (Leica DMI6000HB). As imagens
foram analisadas utilizando o software LAS AF Lite. A interagdo e
interiorizacdo celular foram avaliadas pela digitalizacdo das imagens
obtidas das células cultivadas no biomaterial, analisando do centro para
a periferia, na direcéo z.

Para as analises imunocitoquimicas, as culturas foram fixadas
com paraformaldeido a 4% durante 1 hora e, a seguir, lavadas com
solucéo de salina tamponada de fosfato (PBS) (pH 7,6). As células, ap6s
fixacdo, foram permeabilizadas, com solucdo de PBS-Triton X-100
0,25% por 20 minutos a temperatura ambiente, para permitir a marcagdo
de antigenos citoplasmaticos. Os sitios inespecificos foram blogueados
com 10% de SFB em PBS durante 1 hora. As células foram, ento,
lavadas com PBS e incubadas, por 1 hora a 37 °C, com marcadores
especificos para neurénios (Tabela 1).

Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados para os diferentes tipos celulares
analisados.

Tipo Anticorpo Produzido Imuno- Diluicéo Fonte
Celular primario em globulina
Anti B-tubulina 111 camundongo 1gG1 1:500 Promega
Neurdnio Anti coelho I9G 1:150 Sigma

Neurofilamento 150

Anti - Neu-N camundongo 1gG1 1:50 Chemicon

FONTE: Souza (2011).

As células foram, entdo, lavadas com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (Sigma) e subsequentemente incubadas, por 1 hora, a
temperatura ambiente, com os anticorpos secundarios (Tabela 2).

As células foram novamente lavadas com PBS e, entdo,
incubadas por 40 segundos com corante fluorescente nuclear 4,6-
diamidino-2-fenilindol dihidroclorido (DAPI) (1 pg.mL™; Sigma) e
observadas e fotografadas em microscopio invertido de fluorescéncia
(Olympus IX71).



45

Tabela 2 - Relagdo dos anticorpos secundarios utilizados.

Anticorpo Reconhece Diluicéo Fonte
Secundario
Alexa Fluor 488 coelho 1:500 Invitrogen
Alexa Fluor 594 camundongo 1:400 Invitrogen

FONTE: Souza (2011).
3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a diferenca entre a média (
X) e 0 erro-padrdo da média (EPM) dos grupos 2D (controle) e 3D (CB,
CB-FN ou CB-PL) através do software GraphPadPrism 5, utilizando os
testes estatisticos ANOVA de uma via, seguido de teste de Dunnett'se
Newman-Keuls para amostras ndo-pareadas e o teste t de Student para
amostras pareadas. Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Producdo e caracterizagdo dos biomateriais

A CB sintetizada por G. hanseni em condigdes estaticas,
utilizando manitol como fonte de carbono, produziu um biomaterial
homogéneo, gelatinoso e resistente, na superficie da placa de cultura,
com seis milimetros de diametro, conforme mostrado na Figura 6. O
tempo de cultivo foi de sete dias.

Figura 6 - Representacdo da obtencéo do biomaterial de celulose bacteriana.

(A) (B)

NOTA: Imagens representativas da placa de cultura de 96 pocos (A), e do
biomaterial celulose bacteriana (B), obtida apds cultura em placas de
96 pogos.

FONTE: Souza (2011).

A caracterizacdo da microestrutura dos biomateriais foi
realizada utilizando MEV nos aumentos de 1500 e 3000x. A Figura 7
apresenta micrografias de MEV obtidas da superficie dos biomateriais
Celulose Bacteriana (CB, A e B); celulose bacteriana com fibronectina
(CB-FN, C e D), e celulose bacteriana com poli-L-lisina e laminina (CB-
PL, E e F). Claramente, quando comparado ao biomaterial CB, pode-se
observar uma alteragdo estrutural promovida pelas proteinas adsorvidas
na superficie dos compésitos CB-FN e CB-PL caracterizada por uma
rede proteica frouxa recobrindo a superficie do biomaterial.
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Figura 7 - Micrografias de MEV da superficie dos biomateriais CB, CB-FN e
CB-PL com ampliacdes de 1500 e 3000x.

5kV. . X1,500 10pm X3,000 S5um

{C) CB-FN (D) CB-FN

5kV. X1,500 10pm X3,000 . 5um
(E) CB-PL (F) CB-PL

5KV X1,500 10pm X3,000 5um
FONTE: Souza (2011).

4.2 Avaliacéo do tempo de sobrevida de células do ganglio da raiz
dorsal de ratos cultivados em ambiente bidimensional (2D)

Apo6s a realizacdo de diversos experimentos, voltados a
determinacdo da quantidade ideal de géanglios da raiz dorsal (13-14
DRGs.animal™) de ratos a serem removidos e que fossem capazes de
nos fornecer uma densidade celular adequada e adesdo consistente,
passou-se a avaliar o tempo de sobrevida das células do GRD de ratos
adultos, cultivadas em placas de cultura bidimensionais (culturas 2D),
contendo meio DMEM, suplementado ou ndo com fator de crescimento
do nervo (NGF — 100 ng.mL™). O parametro utilizado no estudo foi a
analise da viabilidade celular através da reducdo do MTT e avaliacdo
microscopica das células em cultura.

Na Figura 8 verificou-se uma diminuicdo significativa na
viabilidade celular das culturas do GRD, a partir da décima oitava hora
de cultivo, em meio sem suplementacdo com NGF. Em contraste, a
adicdo de NGF ao meio de cultivo foi capaz de prolongar o inicio da
morte celular. No entanto, nos tempos de 48, 72 e 96 horas ndo foi
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observado alteracdo significativa na viabilidade celular, quando se fez
uso do NGF.

Figura 8 - Avaliacdo da viabilidade de neurbnios em fungédo do tempo.

[CJ Sem NGF
150~ B8 Com NGF
£
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NOTA: Avaliacdo da viabilidade celular de neurdnios do ganglio da raiz dorsal
de ratos na presenca (barras escuras) ou auséncia (barras brancas) do
fator de crescimento do nervo (NGF, 100 ng.mL™). Para avaliagdo da
viabilidade celular foi utilizado o método de redu¢do do MTT. Os
valores representam a média + o erro padrdo da média de experimentos
realizados em triplicata. Asteriscos denotam significancia em relacéo
ao tempo de cultivo de 18 h (ANOVA de uma via, seguido de teste t de
Student).

FONTE: Souza (2011).

A avaliacdo microscépica das culturas primarias de GRD,
apresentada na Figura 9, permitiu identificar células com formato
arredondado e diametro médio de 14 um (setas vermelhas), no periodo
de 24 horas (painel A), acompanhadas de formacdo de prolongamentos
no tempo de 96 horas de cultivo (painel B), indicativo de células
neuronais. Ademais, como ndo foi realizado o uso de inibidores de
crescimento de células gliais ou de células ndo neuronais, foi possivel
observar diversas células (setas pretas) nas adjacéncias desses possiveis
corpos neuronais, indicativo de células gliais. A exposi¢do destas células
a reacdo de reducdo do MTT mostra a formagdo dos cristais de
formazana no interior da célula, fornecendo uma colora¢do mais escura
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a célula (painel C e D). Os painéis E e F da Figura 9 mostram uma
populacdo de células vidveis marcadas com azul de tripan.

Sendo assim, padronizou-se o periodo de 18 horas de incubacgio
em meio de cultivo suplementado com o fator de crescimento do nervo,
como o que apresenta melhores condi¢des fisioldgicas e sem alteracdo
na viabilidade celular das culturas priméarias de neurdnios adultos do
GRD, entre os diversos periodos avaliados.

Figura 9 - Fotografias de neurdnios cultivados em placas 2D.

NOTA: Fotografias de células neuronais do ganglio da raiz dorsal cultivadas
durante 24 h (A) ou 96 h (B) em placas de cultura 2D. Em C e D
células mantidas durante 24 h em cultivo e submetidas ao método de
reducdo do MTT. Em E e F células neuronais viaveis mantidas durante
96 h em cultivo, expostas ao azul de tripan. As setas vermelhas
indicam células neuronais (corpos do neurénio), enquanto que as setas
pretas indicam células gliais.

FONTE: Souza (2011).

Em seguida, visando identificar a presenca de células neuronais
nas culturas de GRD, mantidas durante 24 h em cultivo, as amostras
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foram submetidas a andlise imunocitoquimica, através da
imunodeteccdo por meio de anticorpos especificos (mono/policlonais)
para marcador de neurénios adultos, o neurofilamento N ( Neu-N), para
células progenitoras neurais a B-tubulina Il ou para proteinas do
citoesqueleto, o neurofilamento 150 (NF-150). Vinte e quatro horas apds
0 cultivo, muitas células apresentaram marcacdo positiva para f-
Tubulina 111 (Figura 10 A - C) e Neu-N (Figura 10 D - F). Em adicéo, 0s
neurdnios expressaram a proteina NF-150 (Figura 10 G - 1), indicando
um processo de regenera¢do nos estagios iniciais de crescimento celular.
Estes resultados indicam a presenca de células neuronais viaveis. No
entanto, ndo permite distinguir os tipos de neurdnios presentes na
cultura ou ainda a populacéo de células gliais.

Figura 10 - Evidéncia imunocitoquimica da presenca de células neurfnais no
cultivo de células do ganglio da raiz dorsal de ratos adultos em placa 2D.

(A) DAPI (B)B-TUB. Il (C)B-TUB. IIl_e DAPI

(D) DAPI (E) Neu-N (F) NEU-N e DAPI

(G) DAPI (H)NF-150 (1) NF-150 & DAPI

NOTA: A-C sdo micrografias mostrando neurdnios marcados com B Tubulina
Il (marcador especifico de células progenitoras neurais). D-F,
marcacOes fluorescentes de células positivas para NEU-N (marcador
especifico para neurdnios adultos). Em G-I neurdnios marcados com
NF -150, marcador especifico da proteina neurofilamento 150.

FONTE: Souza (2011).
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4.3 Analise da citotoxicidade in vitro dos biomateriais CB, CB-FN e
CB-PL

Uma vez padronizada e identificada a cultura priméaria de
neurdnios do GRD de ratos adultos, passou-se a investigar a possivel
citotoxicidade dos biomateriais. Para tal, as placas de cultura foram
previamente recobertas com CB, CB-FN, CB-PL ou BD Puramatrix®.
Em seguida, as células neuronais foram semeadas diretamente sobre a
superficie de cada um dos biomateriais, mantidas em cultura por um
periodo de 24, 48, 72 ou 96 horas e submetidas ao método de reducdo
do MTT para avaliacdo da viabilidade celular.

Quando comparado ao cultivo celular em ambiente 2D, o
cultivo em ambiente 3D, isto &, sobre a superficie de CB ou CB-FN,
apresentou uma redu¢do na viabilidade celular no tempo de 24 horas,
seguido de um aumento superior aquele apresentado pelo controle 2D
nos demais tempos avaliados. J& o cultivo sobre o biomaterial BD
Puramatrix®, um biomaterial disponivel comercialmente, apresentou
um decurso temporal de viabilidade celular semelhante aquele
apresentado pelo controle 2D. Em adigdo e de forma surpreendente,
quando comparada ao cultivo em placa 2D, as células neuronais
cultivadas sobre o biomaterial CB-PL apresentaram um aumento de
31%, 49%, 31% e 28 % na viabilidade celular nos periodos de 24, 48,
72 e 96h, respectivamente (Figura 11).

Ademais, na Figura 12, a qual compara a viabilidade celular dos
biomateriais CB-FN, CB-PL e BD Puramatrix® com o biomaterial CB,
pode-se observar uma melhora na viabilidade celular quando se
promove a adsorc¢do de proteinas na superficie do biomaterial, sendo que
a modificacdo estrutural da superficie do biomaterial CB com as
proteinas poli-L-lisina e laminina apresentou uma evidente capacidade
em potencializar e prolongar a sobrevida de neurdnios adultos em
cultura. Estes achados podem ser melhor observados na Figura 13 a qual
demonstra a ades&o de células do GRD mantidas 24 horas em cultivo na
superficie de CB (A e B), CB- FN (C e D) ou CB-PL (E e F),
comprovando o ambiente favoravel & adesdo celular, sobrevivéncia e
regeneracao, propiciado pela modificacdo estrutural da superficie do
biomaterial CB, induzido pela proteina fibronectina e em especial pelas
proteinas poli-L-lisina e laminina.
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Figura 11 - Viabilidade celular das culturas de células neuronais do ganglio da

raiz dorsal de ratos (RGD) cultivados em placa 2D.

1501

/
a"e‘ . =
E =
3 . . e
] H
o H
I+ H
3 504 |H
= H
S |-

0_ E -
24 48
Tempo (h)

Controle 2D

CcB

CB-FN

CB-PL

BD Puramatrix®

NOTA: Biomaterial CB, CB-FN, CB-PL e BD Puramatrix® por um periodo de
24, 48, 72 e 96 horas. Os valores representam a média + o erro padrdo
da média de 3 experimentos realizados em triplicata. Os resultados
foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA de uma via,

seguido de Dunnett's Multiple Comparis

on Test. Asteriscos (*)

denotam diferenca estatistica em relacdo ao controle 2D 24 horas.

FONTE: Souza (2011).

Figura 12 - Comparagdo da viabilidade celular apresentada pelos biomateriais

CB, CB-FN, CB-PL e BD Puramatrix nos tempos

cultivo.
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NOTA: Os valores representam a média + o erro padrdo da média de 3
experimentos realizados em triplicata. ANOVA de uma via, seguido

de Dunnett's Multiple Comparison Test.

de 24, 48, 72 e 96 h de

2D

CB

CB-FN

CB-PL

BD Puramatrix®

Asteriscos (*) denotam

diferenca estatistica em relagdo ao biomaterial CB nos tempos de 24,

48, 72 ou 96 horas, respectivamente.
FONTE: Souza (2011).
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Figura 13 - Micrografias obtidas por MEV da superficie de diferentes
biomateriais.

{E) CB-PL ' {F) CE-PL

NOTA: Micrografias de celulose bacteriana (CB) (A e B), CB-FN (C e D) e
CB-PL (E e F) nos aumentos de 1500 e 3000x, respectivamente.
FONTE: Souza (2011).

No estudo comparando as diferencas no grau de interiorizacdo
celular nos biomateriais CB e CB-FN, pode se observar que o grau de
interiorizacdo dependente do tipo de biomaterial utilizado. Células
neuronais cultivadas sobre CB foram capazes de migrar para o interior
do biomaterial atingindo uma profundidade de 20,9 um (Figura 14 A e
C), enquanto aquelas cultivadas sobre CB-FN adentraram no biomaterial
até uma distancia de 27,9 um (Figura 14 B e C). A interiorizacdo celular
foi avaliada através da digitalizacdo das imagens obtidas das células
cultivadas nos biomateriais, analisando do centro para a periferia, na
direcéo z.

Em seguida, foi realizada a identificacdo celular das culturas
sobre CB (Figura 15), CB-FN (Figura 16), CB-PL (Figura 17) e BD



55

Puramatrix® (Figura 18), onde foi possivel detectar marcacdo positiva
para neurdnios adultos e células progenitoras neurais.

Figura 14 - Andlise da interiorizacdo das células neuronais cultivadas durante
24 h sobre CB ou CB-FN

Z (pm)

cB CB-FN

A) CB ©)

NOTA: Em A e B imagens obtidas através de microscopia confocal de nucleos
celulares corados com DAPI. Em C, grafico representando a
interiorizacdo celular avaliada através da digitalizagdo das imagens
obtidas das células cultivadas sobre CB ou CB-FN, analisando do
centro para a periferia, na dire¢do z.

FONTE: Souza (2011).
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Figura 15 - Imagens obtidas por microscopio invertido de fluorescéncia em
culturas com o biomaterial CB.

(©)

NOTA: A, B e C séo imagens de culturas com B - Tubulina Ill, D, E e F séo
imagens com Neu-N, G, H e | com anti Neurofilamentos.
FONTE: Souza (2011).



Figura 16 - Imagens obtidas por microscopio invertido de fluorescéncia em
culturas com o biomaterial CB-FN

(A) (8) (€)

NOTA: A, B e C séo imagens de culturas com B - Tubulina Ill, D, E e F séo
imagens com Neu-N, G, H e | com anti Neurofilamentos.
FONTE: Souza (2011).
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Figura 17 - Imagens obtidas através de microscopio invertido de fluorescéncia
em culturas com o biomaterial CB-PL.

)

-
NOTA: A, B e C séo imagens de culturas com 3 - Tubulina IlI, D, E e F séo

imagens com Neu-N, G, H e | com anti Neurofilamentos.
FONTE: Souza (2011).
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Figura 18 - Imagens obtidas por microscopio invertido de fluorescéncia em
culturas com o biomaterial BD Puramatrix®.

(B) ()

NOTA: A, B e C séo imagens de culturas com f - Tubulina Ill, D, E e F séo
imagens com Neu-N, G, H e | com anti Neurofilamentos.
FONTE: Souza (2011).

4.4 Hidrogel injetavel baseado em CB (CB-PL.i)

Uma vez confirmado que os biomateriais CB, CB-FN e CB-PL
ndo sdo citotoxicos para as células estudadas e que ocorrem diferencas
no que diz respeito a adesao e proliferacdo celular dependente do tipo de
biomaterial empregado, diferencas estas que podem repercutir na taxa
de adesdo celular e/ou em sua sobrevivéncia, passou-se a investigar as
consequéncias do ponto de vista quimico e biolégico da hidrolise
enzimatica do biomaterial CB-PL, uma vez que este biomaterial
promoveu uma alta taxa de adeséo e sobrevivéncia celular.

A proposicao de promover a hidrélise enziméatica do biomaterial
CB-PL baseia-se na hipotese de que a producdo de um biomaterial
passivel de ser administrado diretamente na medula espinhal por via
intra-tecal poderia auxiliar no tratamento da lesdo medular traumatica
através da formacdo de um arcabouco favoravel a neuroregeneracao.
Assim, foi realizada uma hidrdlise enzimatica incompleta, utilizando a
enzima celulase Celluclast® (Novozymes®), formando um hidrogel



60

composto por oligdmeros de celulose bacteriana. Apds a hidrélise foi
adicionado poli-L-lisina e laminina ao hidrogel seguindo 0s mesmos
protocolos anteriormente citados. Dessa forma, obtivemos o hidrogel
injetavel baseado em CB com poli-L-lisina e laminina denominado CB-
PLi.

4.4.1 Caracterizacdo do hidrogel injetavel CB-PLi

Através das analises em microscopio eletrénico de varredura da
superficie de CB-PLi foi possivel observar uma superficie mais
compacta com aglomerados de fibras em regides especificas (Figura 19
A-C) diferentemente da superficie do biomaterial CB-PL ndo submetido
ao processo de hidroélise enzimatica (ver Figura 7 A e B).

Figura 19 - Micrografias obtidas por MEV do hidrogel injetavel de celulose
bacteriana, poli-L-Lisina e laminina (CB-PLi).

WU

NOTA: Micrografias obtidasnoauentos de 750 (A), 1500 (B) e 3000x (C).
FONTE: Souza (2011).

4.4.2 Crescimento e viabilidade celular

Quando comparado, a viabilidade celular das células do GRD
de ratos adultos cultivadas sobre CB-PLi em relagdo ao cultivo sobre
CB-PL néo hidrolisado, pode-se observar uma reducdo da viabilidade
celular, induzida, possivelmente, pela hidrélise enziméatica em todos os
tempos de cultivo avaliado. No entanto, esta reducdo na viabilidade
celular ndo foi estatisticamente diferente do controle 2D (Figura 20).

De forma semelhante, quando foi avaliada a viabilidade das
células cultivadas sobre CB, CB-FN, CB-PL, BD Puramatrix® ou CB-
PLi, ndo houve alteracdo significativa na viabilidade entre o0s
biomateriais CB, CB-FN, BD Puramatrix® ou CB-PLi, quando
comparada ao controle 2D (Figura 21 e Figura 22).
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Figura 20 - Viabilidade de células de neurdnios do ganglio da raiz dorsal de
ratos (RGD) cultivados no controle 2D, CB-PL e CB-PLi utilizando o método
MTT, com leituras nos tempos de 24h, 48h, 72h e 96h.

150+ *
—_ * 3 Controle
£ BB CB-FL
= 1004 E= CB-PLi
@
0 *
o
= *
o
= 50+
=
=
: 0 1
0
24 72 96
Tempo (h)

NOTA: Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA de
uma via, seguido de Dunnett's Multiple Comparison Test. Onde,
asteriscos (*) denotam diferenca estatistica entre os hidrogéis
analisados em relagdo ao controle 2D em 24, 48, 72 e 96h,
respectivamente.

FONTE: Souza (2011).

Figura 21 - Comparagdo entre viabilidade celular entre os biomateriais CB,
CB-FN, CB-PL, BD Puramatrix®e CB-PLi, mostrado no gréafico representativo
dos valores de absorbancia obtidos para cada grupo.

2D

CB

CB-FN

CE-PL

ED Puramatrix®

CB-PL1

0.6+

BRRADD

Absorbancia (570nm)
=]
o

0.0-

Tempo (h)
NOTA: Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA de
uma via, seguido de Dunnett's Multiple Comparison Test. Asteriscos
(*) denotam diferenca estatistica entre os hidrogéis analisados em
relacdo a CB.
FONTE: Souza (2011).
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Figura 22 - Comparacdo da viabilidade celular de células de neur6nios do
ganglio da raiz dorsal de ratos (RGD) cultivados sobre os biomateriais CB, CB-
FN, CB-PL, BD Puramatrix®e CB-PLi por um periodo de 24, 48, 72 ou 96h.

150+ - 1 Controle 2D
E3 CB

9 E3 CBFN
= E@A cBPL
g 1004 A B BD Puramatrix®
2 I . E= CBPL
® E mB
- = g
© i H
2 504 H | |E
3 H | B g

0 E | 1H £

24 48 72 96
Tempo (h)

NOTA: Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA de
uma via, seguido de Dunnett's Multiple Comparison Test. Asteriscos
(*) denotam diferenga estatistica entre os hidrogéis analisados em
relacdo a CB.

FONTE: Souza (2011).

4.4.3 ldentificacao celular

Por fim, e de forma similar a identificacdo celular das culturas
sobre CB, CB-FN, CB-PL e BD Puramatrix®, nas culturas celulares
sobre CB-PLi também foi possivel detectar marcacdo positiva para
células progenitores neurais (Figura 23 A - C), neurbnios adultos
(Figura 23 D - F) e neurdnios em regeneragdo (Figura 23 G - H).



Figura 23 - Imagens obtidas através de microscépio invertido de fluorescéncia,
de cultivos celulares em CB-PLi.

|
(H) NF 150

NOTA: Na primeira coluna de imagens (A, D e G) os nucleos celulares estao
corados com DAPI, a coluna central (B, E e H) sdo imagens de células
marcadas com anticorpos especificos (B-tubulina I1l, Neu-N e
Neurofilamento, respectivamente) e a terceira coluna (C, F e l) é a
colocalizagdo da primeira coluna e a central.

FONTE: Souza (2011).
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5 DISCUSSAO

A cultura celular permite a manutencdo de células vivas em
laboratério independentemente do organismo que as originou. Desse
modo, a utilizacdo dessa técnica tem possibilitado o estudo de
fendmenos inacessiveis em tecidos intactos, o controle das condicOes
ambientais (pH, temperatura, concentragdo de O, e CO,, etc.), a
obtencdo de células com boa homogeneidade e bem caracterizadas,
economia de reagentes e de tempo, bem como o conhecimento do
comportamento em funcdo de uma populacdo isolada de células. Por
outro lado, possuem desvantagens, como gasto elevado de material,
condicdo de crescimento da cultura, instabilidade de cultura celular,
perda de caracteristicas, dificuldade de extrapolacdo para 0 modelo de
organismo intacto, entre outras. Muitas destas desvantagens se devem ao
fato das células obtidas a partir da dissociacdo de células com geometria
tridimensional terem sua propagacdo e cultivo realizado em um
substrato bidimensional (AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011).

Assim, a cultura de células em trés dimensfes (3D) possui seu
diferencial por permitir que as células, dependendo da sua origem
morfol6gica, explorem as trés dimensdes do espago, aumentando, assim,
as interacdes da célula com o ambiente e com outras células, como pode
ser visualizado na Figura 24 (AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011).

Figura 24 — Esquema ilustrando a diferenca entre o arranjo espacial de culturas
celulares em monocamadas (2D) e em dimensdes (3D).

r4

Cultura em 3 dimensdes (3D)

¥ M da (2D) [ 7]
o‘nocama a kv /y
- &Ko el

FONTE: Amaral e Machado-Santelli (2011).

Neste contexto, este estudo buscou produzir e caracterizar um
biomaterial capaz de promover um ambiente 3D favoravel a um tecido
com conformacao tridimensional.

Primeiramente induzimos uma modificagdo da superficie do
biomaterial base, a celulose bacteriana, através da adsorcao de proteinas
adesivas, tais como a fibronectina e a poli-L-lisina/laminina
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Sabe-se que a modificacdo de superficies dos materiais para
aplicacbes biomédicas possibilita a combinacdo de propriedades do
volume do material com as propriedades desejadas na superficie, como a
biocompatibilidade, bioatividade, resisténcia mecanica, dentre outras.
Esta combinacdo visa aperfeicoar o desempenho do sistema,
simultaneamente diminuindo as perdas funcionais decorrentes da
substituicdo do tecido ou érgdo lesado pelo biomaterial implantado
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006).

O método mais facil e mais utilizado para modificar
biomateriais para 0 uso na engenharia de tecido neural tem sido a
cobertura/adsorcdo de moléculas/proteinas de adesdo na superficie dos
biomateriais. As moléculas de adesdo se ligam fisicamente a superficie
do biomaterial através de ligagdes fracas, como forca de VVan der Waals,
ligacbes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas. Este método foi
utilizado para aplicar a laminina e a poli-L-lisina a filmes de poli(acido
latico)-co-(acido glicolico) (PLGA) (PARK et al, 2008); laminina,
polilisina e colageno a superficies de hidrogel de &cido polisialico
(HAILE et al., 2008); laminina a filmes de PLGA tratados com plasma,
filmes de quitosana (HUANG et al., 2007) e nanofibras de &cido poli L-
lactico (PLA) (KOH et al., 2008). Estas proteinas trazem importantes
mecanismos de interacdo biomaterial-sistema vivo, e possuem uma
sequéncia priméaria de aminoacidos que se organizam em estruturas
bidimensionais e tridimensionais, promovendo a formacdo de arranjos
com conformagbes particulares que influenciam a ocorréncia de
fendmenos na interface do implante. Esta distribuicdo tridimensional
atribui caracteristicas funcionais, especificidade e seletividade a esta
classe de macromoléculas (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006). De
fato, os resultados comprovam uma alteracdo na conformacéao estrutral
do biomaterial CB ap6s a adsor¢do de fibronectina, poli-L-lisina e
laminina a qual foi capaz de promover uma melhor interacdo e adesdo
entre as células e o substrato. Sempre que uma solucéo de proteina entra
em contato com uma superficie sélida, espontaneamente moléculas se
acumulam na interface liquido-s6lido (WAHLGREN; ARNEBRANT,
1991; SCHAKENRAAD; BUSSCHER, 1989; ABSOLOM; NEUMANN,1988).
A adsorcdo de proteinas tem sido relatada por diversos pesquisadores
como o primeiro evento quando uma superficie artificial entra em
contato com o sangue (BASMADIIAN; SEFTON; BALDWIN, 1997).
Controlar e manipular a adsor¢éo de proteinas, de solu¢fes aquosas ou
do sangue, na superficie de dispositivos médicos, tem sido almejado por
pesquisadores da éarea de biomateriais. Para isso € necessario
compreender as propriedades/composicdo da estrutura molecular, bem
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como 0s mecanismos de interacdo entre células/biomateriais. Para a
engenharia de tecido as moléculas de adesdo que compdem a matriz
extracelular, tais como fibronectina, laminina e colageno, sdo de grande
interesse, uma vez que elas proporcionam uma superficie de adesdo a
tipos particulares de células (SCHMIDT; LEACH, 2003).

Concomitante a adsor¢do de moléculas de adesdo na superficie
da CB, também foi utilizado o fator de crescimento do nervo, um fator
tréfico essencial para a sobrevivéncia do neurdnio, o qual foi diluido
diretamente no meio de cultivo, o que nos permite sugerir que além de
proteinas adesivas, os biomateriais produzidos neste estudo poderiam
conter, além de proteinas adesivas, NGF em sua superficie. No entanto,
fazem-se necessarios estudos adicionais para comprovar tal hip6tese.

No contexto dos resultados obtidos, em cultura bidimensional, a
adicdo de NGF ao meio de cultivo prolongou o tempo de sobrevida de
células do ganglio da raiz dorsal. A viabilidade celular destas células se
manteve maxima até o periodo de 24 horas, decrescendo a partir das 48
horas. Ademais, a suplementacdo do meio com NGF aumentou em 11%
0 numero de células vidveis ao final de 4 dias de cultivo.

Outro achado importante relaciona-se a formagdo de
prolongamentos axonais dependentes do tempo e das condi¢Ges de
cultivo, sendo que em 24 h de cultivo as células aderem, e com o passar
do tempo espraiam e formam comunicagdo entre si. Ademais, a
marcacdo positiva para B-tubulina Ill, um marcador para células
progenitoras neurais, confirma o processo de regeneracdo celular
observado em nosso estudo.

Ainda, a questdo mais relevante a ser discutida € o fato de que o
cultivo das células do ganglio da rais dorsal sobre os diferentes
biomateriais produzidos, ou seja, em ambiente 3D, foi capaz de
potencializar a adesdo e o tempo de sobrevida dessas células. Os
resultados mais surpreendentes foram observados quando se fez uso do
biomaterial CB-PL, o0 qual promoveu um aumento médio no nimero de
células vidveis de 31%, 49%, 31% e 28% nos tempos de cultivo de 24 h,
48 h, 72 h e 96 h, respectivamente.

Em adicdo, o biomaterial CB-PL promoveu um aumento médio
de 52% de células vidveis em relagdo ao biomaterial CB, e de 48% em
relacio ao hidrogel comercial baseado em peptideos BD™
Puramatrix™, respectivamente.

Também, se pode observar nas imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura (Figura 13) a adesao das células nos
biomateriais CB, CB-FN e CB-PL, onde houve uma maior interacdo
quando as células do ganglio da raiz dorsal foram cultivadas sobre
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membranas modificadas com fibronectina ou poli-L-lisina/laminina.
Essa maior interacdo célula-biomaterial se deve, provavelmente, as
propriedades dos compostos adsorvidos na superficie do biomaterial.
Além disso, é possivel verificar os didmetros dos corpos celulares nas
amostras analisadas e, a partir deles, calcular a area média, que foi de
157um?, sendo que a area ndo se alterou em cultivo 3D, essa area
encontrada é compativel com de neurdnios de ratos. Uma vez que
estudos realizados estimam um pico de neurbnios de ratos com area
entre 120 e 200 um?, variando com as caracteristicas de cada animal,
como a idade, por exemplo, (ROMANO et al, 2010; GABELLA, 1989).
Ainda, nas andlises de interiorizacdo realizadas com CB e CB-FN,
apresentou uma maior interiorizacdo na dire¢do z nas amostras com a
adicdo de fibronectina, sendo 20,9 um em CB e 27,9 um em CB-FN.
Ainda, verificou-se a presenca de células neuronais, identificadas
através da imunodetccdo por meio de anticorpos especificos, em todas
as amostras analisadas e, aparentemente, mantendo a morfologia celular
(Controle 2D, CB, CB-FN, CB-PL, BD™ Puramatrix™) Em conjunto,
o0s resultados apresentados permitem sugerir que os biomateriais com
superficie modificado, CB-FN e CB-PL, parecem ser os biomateriais
mais promissores em fornecer um ambiente favoravel a
neuroregeneracao.

Sugere-se que a melhoria na adesdo e sobrevivéncia celular se
deve as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas de cada proteina
adsorvida na superficie das membranas de celulose bacteriana. A
fibronectina, por exemplo, é uma glicoproteina formada por dois
polipeptideos ligados através de ligacGes dissulfetos. Essa proteina pode
ser encontrada no plasma sanguineo e em outros fluidos na forma
solGvel e também como proteina estrutural em tecido sélido. Na sua
cadeia é encontrada a sequéncia de aminoacidos arginina-glicina-
aspartato (RGD). A sequéncia RGD pode estar relacionada a interacdo
da proteina com a superficie das células (HYNES, 1985). Varios estudos
tém mostrado a influéncia desta molécula na interacdo com integrinas e
ndo integrinas da superficie celular, influenciando, desta forma, na
adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. A adsor¢do da
fibronectina aos biomateriais provoca uma mudanca conformacional de
uma estrutura globular para uma estrutura prolongada, dependendo das
propriedades de superficie, tais como a carga da superficie,
hidrofobicidade, hidrofilicidade, desempenhando um papel critico na
mediacdo da resposta celular (BERGKVIST, 2003). A adsorcdo de
fibronectina em diferentes tipos de materiais, tais como silica e mica
(BERGKVIST, 2003), politereftalato de etileno (PET) (KESELOWSKY et
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al., 2007) e silicone (SALAKHUTDINOV et al., 2008) tem sido utilizada
para determinar o seu papel na mediacao da resposta celular.

A laminina é uma proteina da matriz extracelular com funcéo de
organizacdo estrutural da arquitetura do tecido e da transmissdo de
sinais extracelulares, controlando uma variedade de fenémenos
bioldgicos, tais como crescimento celular, sobrevivéncia, migracéo e
diferenciacdo. No sistema nervoso, a expressdo da laminina €
espacialmente e temporalmente regulada para guiar a migracdo neural e
crescimento axonal durante o desenvolvimento embrionario e
regeneracdo. No SNC, a expressdo da laminina endégena aumenta apés
a lesdo, e esse aumento tem sido associado com regeneragdo, quando ela
ocorre. No entanto, no cérebro dos mamiferos adultos e na medula
espinhal, a producdo espontanea de laminina ap6s a lesdo ndo €
suficiente para promover uma regeneragdo substancial (MENEZES et al.,
2010).

Menezes et al (2010) investigaram se um polimero biomimético
de laminina em pH &cido denominado polilaminina poderia promover
uma melhora da atividade locomotora de ratos paraplégicos. A inje¢do
local de polilaminina melhorou a fungdo motora ap6s a transecgao
parcial ou completa por compressdo da medula espinhal toracica. A
Polilaminina também teve uma ac¢éo anti-inflamatéria, que fundamenta
0 inicio precoce de seus efeitos positivos sobre a melhora na locomogéo
na primeira semana apds o tratamento.

Cheng et al (2007) projetaram um arcaboug¢o poroso constituido
de quitosana incorporada com laminina na superficie interna, com o
objetivo de direcionar o reparo de axdnios danificados apds a lesdo da
medula espinhal. Apds o implante dos biomateriais, 0s ratos mostraram
uma tendéncia a recuperagdo funcional. Andlises imunohistoquimicas e
imunocitoquimicas indicaram que nos animais que receberam o
implante houve uma melhora na conducdo dos ax6nios danificados
através da area lesionada, sem desencadear inflamag&o ou apoptose.

Por fim, a polilisina é um homopolimero de L-lisina, contendo
aproximadamente 30 subunidades L-lisina, ligados entre 0s grupos
carboxil e amino (HIRAKI et al., 2003). Poli-L-lisina é secretado por
varias bactérias Streptomycetaceae e é industrialmente produzido por
fermentacdo (NISHIKAWA, 2005). A poli-D-lisina (PDL) e a poli-L-lisina
(PLL) sdo compostos que melhoram a adesdo celular e a absorcdo de
proteina, alterando as cargas de superficie do substrato celular.

Nas analises por microscopia eletronica do biomaterial
injetavel, baseado em celulose bacteriana com poli-L-lisina e laminina,
foi possivel observar o rompimento das fibras de celulose (Figura 19).
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No cultivo celular demonstrado na Figura 20, pode se observar,
através da viabilidade, que houve uma diminuicdo de 50% no nimero de
células viaveis em relagdo a CB-PL, essa diminuicdo parece ser
decorrente da perda da conformacdo tridimensional presente nas
membranas de celulose. Mas, quando comparado com 0s outros
biomateriais, (Figura 21 e Figura 22), obteve-se resultado semelhante ao
hidrogel comercial BD Puramatrix®. Quando a viabilidade celular é
calculada em relagdo ao controle 2D, o CB-PLi apresentou resultado
equivalente a0 BD Puramatrix® , CB e CB-FN em todos 0s tempos
analisados e uma diminuicdo de 50%, 42%, 29% e 26% na viabilidade
celular quando comparado com CB-PL em 24, 48, 72 e 96 horas,
respectivamente (Figura 21).

Também, nas analises de imunofluorescéncia (Figura 22),
utilizando os anticorpos Anti B-Tubulina I1l, Anti Neu-N e Anti
Neurofilamento 200, verificou-se a presenca de células neuronais.
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6 CONCLUSOES

A morte de células do GRD teve inicio a partir de 24 horas de
cultivo em ambiente 2D suplementado com NGF.

Em ambiente 3D, preparados com os diferentes biomateriais, a
viabilidade celular decaiu a partir das 48 horas, 0 que independe da
presenca do fator de crescimento do nervo no meio de cultivo.

Os diferentes hidrogéis analisados neste estudo nédo
apresentaram citotoxicidade para células neuronais, sendo que o
hidrogel de superficie modificada, composto de CB e poli-L-
lisina/laminina, manteve o maior nimero de células viaveis.

A adsorcdo de fibronectina e poli-L-lisina/lamina aumentou a
adesdo e interacdo celular ao biomaterial.

A média das areas dos corpos celulares visualizados foi de
157um?, sendo que nenhuma alteracio no diametro celular foi
observada apds o cultivo em ambiente 3D.

O tratamento enzimatico do hidrogel composto de CB-PL (CB-
PL injetavel) ndo apresentou citotoxicidade. No entanto, ocorreu uma
diminui¢do na viabilidade celular quando comparado ao biomaterial
CB-PL sem tratamento enzimatico.

Portanto, o hidrogel de celulose bacteriana modificada com
poli-L-lisina/laminina parece ser um biomaterial promissor para
promover a regeneracdo de tecidos neurais uma vez que 0 mesmo
potencializa a adesdo celular e aumenta a sobrevida das células
neuronais.
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