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Sumario: O biopolimero da cana de agUcar € um exopolissacarideo obtido a partir da
bactéria Zooglea sp com potencial uso em bioengenharia de tecidos. No presente estudo
analisamos as suas propriedades mecéanicas e testamos a viabilidade do mesmo para
obtencdo de culturas tridimensionais de asttrocitos e de culturas mistas de neurénios e glia
do cortex cerebral de ratos.
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INTRODUCAO

A engenharia de tecidos tem como principal alvo a producdo de matrizes tridimensionais,
capazes de mimetizar o sistema fisioldgico in vitro ou in situ. Dessa forma, a criacdo de
materiais biodegradéveis, assim como biocompativeis tem sido bastante estimulada na
ciéncia atual (SUBRAMANIAN; KRISHNAN; SETHURAMAN, 2009). Biopolimeros
podem ser obtidos a partir de matéria organica muitas vezes oriunda de plantios
comerciais, tais como cana-de-aclcar, milho, girassol ou qualquer outra oleaginosa
(PRADELLA, 2006). Neste cenario, o biopolimero produzido a partir do melaco da cana-
de-acucar por acdo da bactéria Zooglea sp vem ganhando especial atencdo pela sua
potencialidade de uso em ensaios biomédicos, incluindo a sua aplicagdo como substituto da
dura mater em ratos. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as
propriedades mecanicas do biopolimero e sua possivel utilizacdo para cultura
tridimensional de astrocitos e neurénios.

MATERIAIS E METODOS

Propriedades mecanicas do biopolimero de cana-de-acUcar

As propriedades mecanicas, incluindo cargas maxima (N), a resisténcia a tracdo (tensao,
MPa) e alongamento (deformacdo, %) das membranas do biopolimero (previamente
umedecido com alcool isopropilico) foram avaliadas através da realizacdo de um ensaio de
tracdo padronizado em uma Maquina Mecanica Universal de Teste (EMIC , modelo DL
500 MF), com uma distancia de folga de 2,5 cm, velocidade de 250 mm/min . O stress foi
calculado como F/A, onde F é a forca de carga e A é a &rea da seccdo transversal dos
materiais. A deformacédo foi calculada considerando DL/L, em que L € o comprimento
inicial e DL é a diferenga entre 0s comprimentos na ruptura e o comprimento inicial. As
amostras (n = 10) foram cortadas em pedacgos de ensaio, cada 2cm x 7cm . Um um
paquimetro digital (Mitutoyo Série 342, Japdo; resolucdo : 0,001 milimetros ; Graduagéo:
0,01 milimetros) foi utilizado para medir a espessura antes de colocar as amostras na
maquina de teste.

Aquisicdo dos animais, acasalamento para obtencdo dos filhotes e obtencdo do
biopolimero Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE, mantidos sob dieta comercial balanceada (Labina) e &gua ad
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libtum com idade entre PO e P3 (PO = dia de nascimento). O biopolimero da cana-de-agucar
foi fornecido pela Polisa® através do Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar do Depto.
de Cirurgia da UFPE.

Culturas mistas de neurdnios e astrocitos de cortex cerebral de ratos

As culturas mistas de astrécitos e neurdnios foram obtidas a partir do cortex cerebral de
ratos neonatos (PO-P3). Apds a disseccdo, o tecido foi mecanicamente dissociado com
micropipeta. Apds a centrifugacdo das células em suspensdo (1500 rpm/5 min) o
sobrenadante foi desprezado e ao 'pellet’ foram adicionados 3 ml de meio DMEM-F12
(Gibco) complementado com glicose (33 mM), glutamina (2 mM), bicarbonato de sédio (3
mM), penicilina/estreptomicina (0,5 mg/ml) e fungizona (2,5 pg/ml). As culturas foram
mantidas inicialmente por 2 dias, em meio DMEM-F12 suplementado com soro fetal
bovino a 10% (SFB) a 37°C e 5% de CO,. A partir do segundo dia foi acrescentado meio
Neurobasal + suplemento B27 para a manutencdo dos neurénios. Tal meio foi trocado a
cada 2 dias até o oitavo dia onde se teve uma boa confluéncia tanto das células neuronais
quanto das células astrocitarias

Culturas de astrécitos de substancia nigra em matriz tridimensional

As culturas primarias de astrocitos da substantia nigra foram preparadas a partir de ratos
neonatos (PO-P3). O tecido foi dissociado com micropipeta. Apés a centrifugacdo das
células em suspensdo (1500 rpm/5 min) o sobrenadante foi desprezado e ao ‘pellet’ foram
adicionados 3 ml de meio DMEM-F12 (Gibco) como descrito acima para as culturas
mistas. No entanto, as células foram sempre mantidas no meio DMEM-F12.
Imunocitoquimica das culturas

A presenca dos neurdnios nas culturas mistas foi evidenciada a partir de imunocitoquimica
para marcacdo de nucleo neuronal utilizando-se o anticorpo anti-neu-N e para o0s astrocitos,
o marcador foi o filamento intermediario GFAP. As células foram fixadas com
paraformaldeido a 4%, por 20 min, seguida de lavagem com tampd&o tris+ triton X100
(TBS-T). Apos isso, as células foram bloqueadas com solugédo de bloqueio (TBS-T + 0,3%
BSA a 3% + 10% FBS) por 1 h, a temperatura ambiente. Depois do bloqueio, as células
foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios. No dia seguinte, foi feita a
incubacdo no anticorpo secundario anti-camundongo ou anti-coelno da Vector. A
visualizacdo do antigeno foi feita utilizando-se Diaminobenzidina como cromoégeno. As
células foram observadas em microscépio Optico invertido trinocular acoplado a uma
camera Moticam.

RESULTADOS
Tabela 1. Espessura e propriedades mecénicas do biopolimero de cana-de-agUcar
Amostras Espessura Forg_a Tens_éo Deformacéo Méd_ulo
(um) maxima(N) maxima(MPa) (%) elastico(MPa)
1 90 29.89 15.82 4.02 409.6
2 85 114.80 60.71 9.52 801.4
3 70 31.36 16.59 4.23 450.5
4 70 24.50 12.96 3.22 437.9
5 80 25.29 11.71 3.59 203.4
6 70 33.29 15.41 3.40 489.9
7 75 33.17 15.35 6.30 402.6
8 75 30.84 14.28 5.43 376.1
9 75 37.95 18.74 5.29 303.4
10 75 26.42 13.05 7.74 266.9
11 95 32.90 16.25 6.16 340.9
12 80 31.28 15.45 5.42 314.4
Mean 78.33 30.7 14.97 5.07 358.60

SD 8.07 4.17 2.05 1.46 89.45
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Figura 1. Fotomicrografia de cultura mista de astrocitos e neurdnios sobre poliestireno em (A) e com (B)
contraste de fase. A marcacéo para neurdnios imunorreativos a proteina neu-n. Neurdnios sdo mostrados nas

setas em preto.

Figura 2. Fotomicrografia de cultura mista de astrocitos e neurbnios sobre poliestireno (A) e sobre
biopolimero da cana de agucar (B) evidenciando a marcagdo para neurnios imunorreativos a proteina neu-N.
Neurdnios sdo mostrados nas setas em azul. Observar a adequada adesdo dos neurdnios sobre o biopolimero

nesta preparacao de cultura mista.

Figura 3. Fotomicrografia de cultura tridimensional de astrécitos da substantia nigra evidenciando
immunorreatividade a proteina de filamento intermediario GFAP. Em C e C” as setas indicam células com
foco em diferentes profundidades na cultura 3D em esponjas do biopolimero da cana de agicar. Em D
observar o formato 3D dos astrocitos.



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

DISCUSSAO

O biopolimero apresenta propriedades mecanicas satisfatorias, em funcéo dos valores em
relacdo a variavel deformacdo e médulo elastico, indicando uma maior resisténcia deste
biomaterial a acdo, diminuindo sua fragilidade, assim como afirmam Engelberg e Kohn
(1990), sendo estas duas caracteristicas importantes ainda para a tenacidade e ductilidade
do biomaterial, auxiliando ainda na energia de absorcdao (KUNDU, 2013). Além disso, as
propriedades do mesmo permitiram a realizacdo de culturas tridimensionais de astrocitos
bem como co-culturas de neurdnio e astrdcitos.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente estudo suportam a hipétese de que o biopolimero
da cana de aglcar podera ser usado para obtengdo de microfatias funcionais do sistema
nervoso.
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