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Resumo:

Os métodos alternativos que substituem o uso de animais em
experimentos ainda s&o insuficientes, logo, pesquisas com tecidos
reconstituidos in vitro podem ser uma interessante solucao. Assim, o objetivo
deste projeto foi desenvolver um tecido in vitro, utilizando arcabouco
biopolimérico nanoestruturado e células de fibroblastos, com a finalidade
servir como modelo de estudo para ensaios pré-clinicos de produtos com
acdo antifangica e avaliacdo da interacdo hospedeiro-patégeno. O
arcabouco biopolimérico nanoestruturado foi sintetizado por eletrofiacéo,
avaliado macro e microscopicamente. Analisou-se ainda a citotoxicidade e a
interacdo com células. O arcabouco biopolimérico nanoestruturado de PCL
foi atoxico para as linhagens celulares L929, HeLa e Vero. Houve a
colonizacdo e proliferacdo dos fibroblastos sobre o arcabouco, com
crescimento linear, mimetizando a matriz extracelular e um tecido animal in
vitro. Neste estudo foi possivel formalizar um tecido reconstituido in vitro
para estudos de modelo de infec¢do e farmacoldégico.

Introducao

A busca de alternativas para substituir o uso de animais em
experimentos esta se fortalecendo, devido a preocupacao a respeito com o
comité de ética e o bem estar animal. Apesar do desenvolvimento
tecnoldgico, ainda ndo ha meétodos alternativos para abolir por completo o
uso de animais, logo, os tecidos reconstituidos in vitro podem ser uma
solugdo. Os modelos 3D de tecidos desenvolvidos in vitro apresentam
vantagens como a capacidade de fornecer um microambiente celular que
imitam o microambiente observado nos tecidos nativo, mimetizando
situacdes in vivo, em termos de controle de gradiente de moléculas
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sinalizadoras e agentes terapéuticos, composi¢cdo e estrutura da matriz
extracelular (MEC) ao redor das células, bem como morfologia e arranjo de
células individuais (ELLIOT,2011).

Para o desenvolvimento do tecido reconstituido € preciso de um arcabouco
(scaffold) que seja biocompativel, biodegradavel e biorreabsorvivel,
auxiliando com suporte fisico e mecanico, facil de manusear, moldar e
formar nanofios e que permita a interacdo com o scaffold e a célula, pois as
células isoladas, sozinhas ndo sdo capazes de formalizar um tecido. Os
biopolimeros, seja eles de origem animal ou vegetal como a quitosana (QUI)
ou sintéticos como a prolicaprolactona (PCL) apresentam ampla
aplicabilidade e potencial para serem um arcabouco, sendo biocompativeis,
sofrem hidrélise no organismo, viabilizando o processo de reconstrucao
tecidual apresentam facilidade de processamento e modulagéo da taxa de
degradacéo, propriedades mecanicas e viscoelasticas (RAYMUNDO, 2017).

A busca por um scaffold ideal e coloniza-la com linhagens celulares para a
formalizacdo de um tecido in vitro, pode auxiliar na substituicdo de uso de
animais como modelo experimental.

Materiais e métodos

Eletrofiacdo do arcabouco biopolimérico nanoestruturado (scaffold):
os biopolimeros qguitosana (QUI) e policaprolactona (PCL, Aldrich
chemistry®, UK) foram cedidos pelo laboratério de quimica da Universidade
Estadual de Maringa (UEM) e sintetizado pelo método de eletrospinning
adaptado. ApoGs a formacao dos scaffolds (QUI e PCL) estes foram cortados
com diametro de 0,5 cm? e hidratado durante 24 horas antes de colocar em
contato com as células.

Linhagens celulares e manutencao: as linhagens de células utilizada
foram HeLa (ATCC® CCL-2™) e Vero (ATCC® CCL-81™) e L929 (ATCC®
CCL-1") mantidas em garrafas de cultivo celular com meio completo & 10%
de soro fetal bovino (FBS; Gibco®, Grand Island, NY, EUA), e incubadas em
estufa a 37 °C e 5% de CO2.

Avaliacdo da Citotoxicidade: foi realizada de acordo com VEIGA.
(2018) com o polimero previamente esterilizados hidratado.

Aplicacdo dos polimero na linhagem celular: scaffold que apresentou
menor citotoxicidade foi avaliado. Apds a esterilizacdo e hidratacdo do
scaffold, estes foram colocadas em placas de 96 pocos e em seguida a
linhagem celular foi semeada sobre o biopolimero nanoestruturado.

Avaliagao da interacdo entre scaffold e as linhagens celulares: foi
avaliado por trés parametros: microscopia por contraste de fase (MCF),
acompanhando o crescimento celular sobre o biomaterial; e a microscopia
de varredura (MEV).

Avaliacdo do crescimento celular sobre o scaffold: foi cultivada a
linhagem celular L929 sobre em diversas concentracdes: 1x10°, 2,5x10°
5x10°, 1x10°, 2,5x10°, 5x10°, 7,5x10°, 1x107, 2.5x10" 5x10’, 7,5x10, 1x10°,
2,5x10° , 5x10° e incubada a 37 °C / 5% CO2 por 24 hora e avaliada a
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viabilidade celular pelo método de MTT. Os valores obtidos em absorbancia
foram convertidos em cel/cm?2 por meio da equacao da reta.

Resultados e Discussao

Neste estudo analisou-se as caracteristicas dos arcaboucos PCL e
PCL+QUI desenvolvidos pela técnica de eletrospinning adaptado.
Macroscopicamente ambos apresentaram opacidade e cor branca,
elasticidade e pouca mobilidade, semelhante com a MEC natural dos tecidos
humanos. Microscopicamente houve formacédo de nanofibras, sendo que o
de PCL+ QUI eram mais finos e com estruturas poliméricas de impurezas.
Em contrapartida, o PCL possuiu nanosfios espessos sem impurezas,
aumentando a porosidade e aderéncia celular, escolhendo assim, o PCL
como o arcabouco ideal.

Ao avaliar a citotoxicidade do scaffold com as linhagens celulares
Hela, Vero e L929, de acordo com a norma ISSO 10993-5, demonstrou
baixa citotoxicidade e com melhor desempenho de crescimento para 0s
fibroblastos. Ao acompanhar a evolucao linhagem L929 sobre o PCL, houve
adesdo celular sobre no material e possivel formacdo da matriz extracelular
(Fig. 2).

Em seguida, avaliou-se a interacdo entre os fibroblastos sobre o
biopolimero e a taxa de crescimento das células sobre o scaffold, formando
a curva de crescimento. Percebeu-se o crescimento linear com a
concentracéo celular por cm2 do nanofio de PCL e a concentracédo de L929
cultivado sobre o material. Selecionou-se as concentragdoes celulares
1x10°, 2,5x10°, 1x10° 5x10° 7,5x10°, e obteve-se o valor do R? igual
a 0,9914 e a equacéao da reta sendo y = 5.682.051,55x - 710.824,78 .

A colonizacéao celular dos fibroblastos no nanofio foi efetivo devido a
biocompatibilidade, grande area de superficie e estrutura porosa do produto.
Estas caracteristicas sdo essenciais para o desenvolvimento da estrutura 3D
de um tecido, favorecendo a adeséao, proliferacdo e diferenciacao celular (
SURYAMATHI, 2019). Os resultados permitram observar que o0
microambiente desenvolvido pelo arcaboucgo auxiliou no desenvolvimento do
tecido, pois segundo ELLIOTT (2011), sinais ambientais podem causar
mudancas na forma e na mobilidade das células, influenciar a proliferacéo,
diferenciacéo, apoptose e afetar a morfogénese das estruturas celulares.

Determinando a equacéo da reta com a curva de crescimento a
proxima etapa seria a avaliagdo da infeccdo fungica nesse tecido
reconstituido e seu tratamento com um produto natural de acéo antifingica,
mas devido a pandemia causada pelo COVID-19, ndo foi possivel dar a
continuidade ao estudo.
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Figura 2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do Scaffoldl polimérico de PCL com
colonizag&o dos fibroblastos da linhagem celular L929.

Conclusodes

Foi efetivo formalizar um tecido reconstituido in vitro para estudos
modelo de infec¢do e farmacolégico.
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