


aplicadas sobre a membrana de colageno com e sem
acido hialurbnico para o crescimento, que foi
acompanhada em diversas horas.

Materiais e Métodos

Preparo dos materiais de suporte e sua caracterizacdo
fisico-quimico

O acido hialurénico (AH) utilizado neste trabalho
foi extraido em laboratorio a partir de cristas de frango
obtidas em abatedouro de aves, conforme uma patente
em via de registro desenvolvido pelo grupo. O colageno
anidnico foi obtido de serosa porcina, através de
tratamento em meio alcalino durante 72 horas [16]. Para
o preparo das membranas dos compositos utilizaram-se
as propor¢des entre de 10:1 e 100:1 de colageno
aniénico em AH a pH3,5 para sua caracterizagao fisico-
quimica. No cultivo abaixo foi utilizado colageno nativo
anidnico a 72h e o biocombosito na proporgdo de 25:1
(Col:AH) e colocado cerca de 300uL em cada pocinho
da microplaca de cultivo celular de 24 pocinhos. O
material obtido foi previamente caracterizado por
analise térmica (DSC e TGA) e microscopia eletronica
de varredura (MEV).

Cultivo celular sobre o suporte

Cerca de 5,0 mL de medula oOssea foram
coletados a partir do imero dos cdes, os quais foram
diluidos e preparados em meio de DMEM (alta glicose,
com L-glutamina) e 20% SFB contendo penicilina e
estreptomicina. Uma vez atingidos 80% de
subconfluéncia, 3,8 x 10* cél/mL foram transferidas
para as membranas de coldgeno com e sem acido
hialurénico (Col:AH, 25:1) a 0,1% (m/v), preparadas
em uma microplaca de 24 pogos. A analise da
viabilidade foi realizada pela marcagdo das células pelo
Hoescht 33342 que marca as células vivas de azul e o
Iodeto de Propidio que marcam as células em vermelho,
indicando células em processo de necrose a cada 24hs,
durante 6 dias, apds este periodo, as células foram
marcadas para analise da viabilidade celular.

Resultados

Caracterizac@o do biocompdsito

As temperaturas de desnaturacdo obtidas por
calorimetria exploratoria diferencial foram para os
compositos de Col;AH de 43,45 (10:1), 43,80(25:1),
44,10 (50:1) e 45,00°C(100:1), ja para o colageno
anidnico puro esta ocorreu em 45,55°C (Figura 1).

As fotomicrografias no MEV das superficies das
membranas dos compositos formados sdo mostradas na
Figura 2, com aumentos de 5.000x.

O crescimento das células sobre a superficie das
membranas de coldgeno anidnico (tratamento de 72h) e
de biocompdsito (colageno aniénico com 6% de acido
hialurénico) em microplacas de cultivo.
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Figura 1. Curvas de DSC das amostras na forma de
membranas equilibradas em tampdo fosfato pH 7,4 ¢
forga ionica 0,15 mol.L™", (A) 4cido hialurénico; (B)
Col:AH 10:1; (C) colageno anionico: AH 25:1; (D)
colageno aniénico: AH 50:1; (E) colageno anidnico: AH
100:1; (F) colageno anidnico.

A (B)
Figura 2. Fotomicrografias de microscopia eletronica
de varredura das membranas equilibradas em pH 7,4 e
0,15 mol.L"! de forga idnica: (A) coldgeno anibnico; (B)
Colageno anidnico: acido hialurdénico 100:1 (com
aumento de 5.000x).

(a) (b)
Figura 3: Crescimento das células nas microplacas de
cultivo celular das membranas de colageno com acido
hialurénico (a) e colageno (b).

Discussao

Os resultados de transi¢do térmica (Fig. 1)
confirmam uma tendéncia decrescente nos valores das
temperaturas de desnaturacdo para as membranas a
propor¢do que se adiciona AH para obtencdo do
composito. Entretanto, esses numeros ndo sdo
indicativos de uma interacdo significativa entre o
colageno anidnico e o AH devido a similaridade dos
mesmos para o colageno aniénico e os compositos.

Todos os materiais contendo colageno apresentaram
transicdo térmica mostrando que a estrutura da tripla
hélice do colageno foi preservada. Por outro lado, a
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auséncia de transi¢do térmica na membrana de AH
sugere que os efeitos observados sdo provenientes de
modificacdes na estrutura do coladgeno anidnico
provocados pelo AH, o que ¢é visto também na
espectroscopia no IV [17].

As fotomicrografias no MEV mostraram que as
membranas de colageno anidnico “Fig. 2a” apesar de
exibirem uma superficie amorfa sio observadas
estruturas fibrilares caracteristicas de interagdes entre as
moléculas de tropocolageno, o que ja era esperado, visto
que a pH neutro as forgas que regem essa formagao
possuem maior eficacia, assim resultando na formacao
de microfibrilas[18]. Por outro lado, na presenca do
acido hialurénico “Fig. 2b” e nas mesmas condi¢des de
pH, essas membranas tendem a sofrer alteracdes
morfoldgicas devido as interacdes eletrostaticas entre
colageno anidnico e AH, passando a exibir uma
estrutura mais compacta que a anterior € com menos
fibrilas em relacdo as membranas formadas somente
com colageno anidnico. Esse impedimento do processo
de agregagdo entre as moléculas do tropocolageno para
formar fibrilas, esta refletida na estabilidade térmica do
material, corroborando a existéncia de um mecanismo
de repulsdo eletrostatica intermolecular envolvendo as
macromoléculas de colageno aniénico e 4cido
hialurénico ¢ ao mesmo tempo preservando a estrutura
da proteina.

As células apresentaram crescimentos uniformes,
apresentando morfologias caracteristicas das células-
tronco mesenquimais indiferenciadas, onde se
demonstrou que estas células se adaptaram bem as
condi¢des de cultivo estabelecido e as membranas de
coldgeno com ou sem acido hialurdnico. Na analise da
viabilidade celular, as células se apresentaram com uma
média de 95% de células vivas. A intensidade maior
naquele biocomposito contendo 25:1(Col:AH), como
mostra a Figura 3

Suportes de crescimento de células-tronco tém que
possuir ndo s6 a porosidade ideal, mas também sitios de
ancoragem das células, como ¢ apresentado pelo acido
hialurénico [13]. Uma area importante na engenharia
tecidual ¢ a aplicacdo de células-tronco mesenquimais
em cirurgias reparativas com possibilidade de troca
razoavelmente rapida do tecido danificado com uso de
suportes de crescimento, principalmente em queimados
para obtencdo de peles artificias. Compostos feitos de
coldgeno com a combinagdo de acido hialurénico para
aplicagdes como biomateriais injetaveis ou na forma de
membranas, vém sendo desenvolvidos para atuarem
como suportes com sitios atrativos para ancoragem de
novas células, sendo assim como um suporte para o
crescimento tecidual[10].

As células mesenquimais podem ser usadas sem
nenhuma polémica, o que ndo ocorrem com as células-
tronco embriondrias que ainda ndo sabem se ¢ um feto
ou ndo ja formado.

Apesar de ser ainda resultados preliminares, visto
a grande complexidade do crescimento de novos tecidos
sobre o suporte obtido, os resultados mostram que o
acido hialurénico pode ser utilizado como futuro

suporte dos tecidos, mas em concentragdo menor,
formando biocompositos com colageno como realizado
neste trabalho, visto q pequena quantidade encontrada
na crista de frango e o alto preco de mercado.

Conclusao

As membranas de coldgeno anidnico com ou sem
acido hialurénico demonstraram-se aptas para estudo
com terapia celular com células tronco, sendo uma
alternativa futura em tratamentos de lesdes de pele em
queimados ou ulceragdes apds estudo de adesdo celular.
O ades@o e crescimento celular foram mais acelerado e
maior para o biocompdsito contendo AH em pequena
quantidade.
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