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Abstract: A scaffold made of multilayer bacterial
cellulose-hydroxyapatite hydrogel composite was
synthesized by a biomimetic method. Multilayer
bacterial cellulose hydrogel was soaked in solutions
of CaCl, followed by incubation in Na,HPO,. The
ratio of Ca:P in the final composite was determined
as 1.37, by energy dispersive spectroscopy. The
morphology and distribution of hydroxyapatite
particles on the multilayer bacterial cellulose
hydrogel was evaluated by scanning electron
microscopy. It was observed that calcium phosphate
was deposited on the surface and homogeneously
distributed within the cellulose nanofibers. Scaffold
size, internal structure and surface properties are
potentially good parameters for bone tissue
engineering.
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Introducédo

Nanofibras de celulose bacteriana (CB) tém se
mostrado um material bioldgico versatil, com excelentes
propriedades para construcdo de suportes (scaffolds)
para a engenharia de tecidos e medicina regenerativa;
por outro lado, a hidroxiapatita tem sido utilizada como
biomaterial em diversas aplica¢cGes biomédicas, devido
as suas propriedades de biocompatibilidade e
osteoindugéo.

A CB pertence a uma das classes mais promissoras
de biopolimeros, devido as propriedades peculiares
Unicas, ndo apresentadas por outros biomateriais. A
celulose produzida por bactérias é altamente pura,
uniforme, biocompativel — exigéncia necessaria para
biomateriais [1] — e possui grande capacidade de
retencdo de liquidos [2], propriedade importante para
aplicacfes médicas e de engenharia de tecidos [3].

A celulose produzida por bactérias possui a mesma
composicdo quimica da celulose produzida por plantas,
porém com propriedade mecanicas e estruturais
diferentes. Comparando com a celulose sintetizada por
plantas, a CB possui maior capacidade de reter agua, €

mais cristalina, possui maior resisténcia a tracdo, maior
area de superficie e sua microestrutura € constituida de
nanofibras [4].

A CB tem sido industrialmente utilizada em diversas
aplicagdes, desde membranas para aparelhos de audio
de alta qualidade até materiais para a area biomédica,
como adjuvante em tratamentos de les6es da pele [5, 6],
ou ainda na producdo de vasos sanguineos [7] e suportes
para produtos médicos de engenharia de tecidos [8].

A hidroxiapatita (HAp), Ca;o(PO4)s(OH),, é o
principal mineral constituinte do tecido désseo. A
hidroxiapatita sintética é muito utilizada em tratamentos
de recuperacdo Ossea (implantes e proteses) devido as
propriedades de biocompatibilidade e osteoinducdo,
promovendo o crescimento do tecido dsseo. A estrutura
quimica da superficie desse material exerce influéncia
significativa para induzir a formagdo de uma camada de
apatita na sua superficie em condicOes fisiolégicas
adequadas [9].

A CB tem sido utilizada recentemente como molde
para a sintese biomimética de nanocristais de
hidroxiapatita [1014]. A CB e a HAp quando expostas a
ambientes  bioldgicos promovem a adesdo, a
proliferacdo, o crescimento e a diferenciacdo celular
[15].

Neste trabalho foram desenvolvidas e caracterizadas
novas estruturas a partir de celulose bacteriana
multicamadas (CBM) [16] e de particulas de HAp
(CBM-HAp), visando a obtencdo de um material
compdsito constituido de uma matriz porosa com
propriedades adequadas para ser utilizado como um
biomaterial em regeneracdo de tecidos dsseos.

Materiais e Métodos

A bactéria Gluconacetobacter hansenii, linhagem
ATCC 23769, obtida da Colecdo de Culturas Tropicais
(CCT), gentilmente fornecida pela Fundacdo André
Tosello (Campinas, SP) foi utilizada neste estudo para a
producédo de CB.

G. hansenii foi cultivada em frascos Erlenmeyer de
100 ml contendo 20 ml de meio de cultura com a
seguinte composicdo: manitol (25 g-I""), extrato de
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levedura (5,0 g-1") e bactopeptona (3,0 g:I%). Os
compostos do meio de cultivo foram diluidos em agua
destilada, o pH foi ajustado para 6,6 com o auxilio de
solucdes de HCI e NaOH e esterilizados em autoclave a
120°C durante 20 min. Ao meio de cultivo foram
adicionados 5% (v/v) de inoculo obtido de uma cultura
estoque. Os cultivos foram mantidos em agitador orbital
(150 rpm) a 30°C durante 12 dias.

As estruturas gelatinosas formadas foram coletadas e
submetidas ao tratamento de purificacdo (solugdo de
NaOH 0,1M a 90°C) por 20 min e posteriormente
lavadas com &gua destilada para eliminar as bactérias e
remover os residuos de células e compostos
contaminantes do meio de cultivo.

A incorporacéo de HAp foi realizada em amostras de
CBM no estado hidratado, ou seja, foi mantida a sua
forma de hidratacdo natural. O método utilizado para
incorporacdo foi de modo similar ao descrito por
Hutchens et al. (2006)[10].

As amostras no estado hidratado foram incubadas por
24 h, sob agitacdo (150 rpm) a 30°C, em solugdes de
CaCl, (11 g1 com pH ajustado em 4,83.
Subseqlientemente, as amostras foram lavadas com agua
deionizada e novamente incubadas por mais 24 h, sob as
mesmas condigdes, em solucdo de Na,HPO, (8,52 g-I™),
com pH ajustado em 8,36. Foram realizados cinco ciclos
de incubacdo. As amostras foram secas em estufa a
60°C até massa constante para a determinacdo da massa
seca.

A microestrutura do compésito CBM-HAp foi
analisada por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) (Philips, XL-30). Para as observacdes da
microestrutura, amostras secas do compdsito foram
dispostas sobre um suporte de aluminio e recobertas
com ouro. A espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), acoplada ao MEV, foi utilizada para determinar
a razéo Ca:P das particulas de HAp.

Resultados

A estrutura de CBM produzida pela bactéria G.
hansenii é um gel homogéneo, resistente, contendo
aproximadamente 99% de agua. A Figura 1(a) mostra
uma fotografia da estrutura tridimensional de CBM na
forma de hidrogel natural. Esta estrutura foi produzida
pelo cultivo de G. hansenii, em condi¢bes agitadas,
durante 12 dias. As dimens@es da estrutura na forma de
hidrogel natural variam de acordo com o volume do
frasco utilizado e o volume do meio de cultivo. As
dimensbes da estrutura mostrada na Figura 1(a) séo:
eixo maior = 13 cm; eixo menor = 6 cm, altura = 2,5
cm. A Figura 1(b) mostra uma fotografia da estrutura
tridimensional de CBM na forma de hidrogel natural,
ap6s ter sido submetida ao tratamento para a
incorporagdo de HAp [16].

A morfologia das amostras de CBM e do compdsito
CBM-HAp foram analisadas através de observacdes em
MEV. A Figura 1(c) mostra uma micrografia do MEV
da superficie da estrutura hidrogel tridimensional de
CBM. Pode ser observado que o hidrogel CBM é

composto por uma densa e homogénea matriz de longas
fibras. A Figura 1(d) mostra uma micrografia do MEV
da superficie do compésito CBM-HAp. Conforme pode
ser observado, as longas fibras foram recobertas por
particulas de HAp.

Figura 1: Em (a) fotografia de uma estrutura
tridimensional de CBM na forma de hidrogel natural.
Em (b) uma fotografia do compdsito de CBM-HAp na
forma de hidrogel natural. Em (c) micrografia do MEV
da superficie de CBM, amplificacdo 16000x. Em (d)
micrografia do MEV do compésito CBM-HAp,
amplificagdo 800x.

A Figura 2 mostra uma seqiiéncia de micrografias
detalhando a estrutura tridimensional multicamadas do
composito CBM-HAp.

Figura 2: Micrografias do MEV da microestrutura do
compésito CBM-HAp. Em (a) micrografia da
superficie, amplificacdo 100x. Em (b), (c), (d), (e) e ()
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micrografias da fratura com detalhes das multicamadas
com hidroxiapatita depositada nas fibras, amplificacdes
50x%, 200%, 800%, 3200 e 800x.

A Figura 2(a) mostra uma micrografia da superficie
do compdsito CBM-HAp e as Figura 2(b), (c), (d), (e) e
(f) mostram micrografias da fratura do compésito CBM-
HAp, evidenciando os detalhes da microestrutura
multicamadas de CB, composta por nanofibras de
celulose recobertas por cristais de HAp.

Os resultados da espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) do compésito CBM-HAp, mostrados na Figura 3,
indicam a formacdo de uma camada rica em Ca e P. Os
picos mais intensos correspondem a presenca de Ca e P,
cuja razao Ca:P foi de 1,37.
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Figura 3: Anéalise dos compostos quimicos da estrutura
tridimensional de CB-HAp por espectrometria de
energia dispersiva por raios X (EDS).

Discussao

A biomineralizacdo é um processo natural para a
formacdo de ossos e dentes em seres humanos e
animais. O método biomimético para recobrimento de
materiais com fosfato de célcio é inspirado por esse
processo e consiste em um processo pelo qual uma
camada biologicamente ativa da apatita é formada em
uma superficie através de imersdo em solucdo artificial
supersaturada de célcio e fosfato [17].

Grupos funcionais da superficie de materiais
desempenham um papel decisivo para a modificacdo
das propriedades da superficie [17]. A CB possui
hidroxilas livres que podem induzir a deposicdo de HAp
na sua superficie.

Devido as propriedades benéficas da HAp na
regeneracdo de tecidos dsseos muitas pesquisas tém sido
conduzidas no sentido de se obter materiais com
caracteristicas que possam aumentar a formacdo da
HAp nos tecidos 6sseos [17, 18].

Neste estudo a CBM tridimensional foi utilizada para
induzir o crescimento de HAp na sua superficie. Como
pode ser observado na Figura 1(a), a estrutura gelatinosa
e transldcida tornou-se branca, opaca, e aparentemente
mais rigida, apds ter sido submetida ao tratamento de
incorporagdo de HAp (Figura 1(b)). A modificacdo da
superficie da microestrutura da CBM, Figura 1(c) pode

ser observada na Figura 1(d), isto é, a estrutura
inicialmente constituida de uma rede de fibras foi
recoberta por cristais de HAp.

A seqliéncia de imagens do MEV, mostradas nas
Figura 2, evidenciam a deposicdo de HAp nas
multicamadas. Os grupos funcionais das microfibras
celulosicas da estrutura CBM induziram a deposicdo de
HAp formando um sistema biféasico onde as fibras estdo
dispersas entre particulas de HAp. Essas particulas
possuem uma distribuicdo homogénea e estreita de
tamanhos que variam entre 1 e 2 pum. O sistema
hidroxiapatita-fibras celulésicas pode conferir uma
maior resisténcia mecanica ao biocomposito.

A analise EDS mostrou que a razéo Ca:P de 1,37 foi
menor que a razdo estequiométrica caracteristica de
hidroxiapatita que é de 1,67. A hidroxiapatita preparada
por precipitacdo de solucdes aquosas normalmente
resultam em menor razdo Ca:P, que pode variar entre
1,33e1,67[19].

A apatita bioldgica, principal componente inorganico
de tecidos duros humanos, ¢ um fosfato de calcio nao
estequiométrico, que permite variagdes em sua
composi¢do e apresentam um déficit de calcio em
relacdo a hidroxiapatita estequiométrica. A HAp é
constituida  somente de fosfatos de célcio
termodinamicamente estaveis em solugdes aquosas com
o pH maior que 4,2. Apatita deficiente de calcio pode
ser usada como precursor do componente inorganico da
apatita bioldgica [20], uma vez que a formacdo de HAp
envolve uma nucleagdo inicial com subsequente
crescimento de cristais [12]. A presenca de Ca e P no
composito CB-HAp analisado por EDS confirmam,
portanto, a deposicdo de hidroxiapatita no polimero
celulésico, na forma desejada.

Conclusoes

Este estudo mostrou que a estrutura multicamadas de
CBM na forma de hidrogel natural é uma estrutura com
potencial para a mineralizacdo biomimética de
hidroxiapatita na sua superficie. As observacGes por
MEV revelaram que ocorreu distribuigdo, de forma
homogeénea, dos cristais de hidroxiapatita na superficie
de CBM. O compésito desenvolvido, a luz da
caracterizacdo realizada, apresenta-se como um novo
material potencial para aplicacfes de engenharia de
tecidos e de regeneragao 6ssea.
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