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Abstract — Tissue engineering is a multidisciplinary
area of knowledge that focus on the maintenance,
repair or improve of tissue function. The interaction
between living tissues and biomaterials is influenced
by the biomaterial characteristics, such as contact
surface, hydrophilicity, and electric charges. These
surface properties direct cellular behavior such as
adhesion, migration, proliferation, growth and
cellular differentiation. The poly (lactic acid), PLA,
is a synthetic polymer used in different clinical
application, including tissue engineering. In this
study we evaluated the interaction of MC3T3 pre-
osteoblastic cells with PLA biomaterials, obtained
by casting or electrospinning. There were used light
microscopy, with phase contrast, fluorescence
microscopy and scanning electron microscopy. The
tested biomaterials were considered non cytotoxic.
The cells cultivated onto PLA casting showed
morphological characteristics similar to the cell
lineage pattern, spread and with intense interaction
with the scaffold. The electrospun biomaterials
induced different cell behavior, with contact cell
adhesion on the fibers. PLA structure influenced the
MC3T3 cell adhesion and spreading onto the
scaffolds obtained by casting and electrospinning.
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Introducéo

A engenharia de tecidos é uma ciéncia
multidisciplinar que reline conhecimentos das areas
de biologia, ciéncias da saide e de engenharia e
ciéncia dos materiais com o objetivo de manutengao,
reparo ou melhora da fungdo tecidual [1]. A
engenharia de tecidos possui trés elementos
fundamentais:  biomateriais, células e um
microambiente especifico [2,3].

Neste contexto 0s biomateriais sdo conhecidos
como scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais,
arcabougos) utilizados como substrato para o cultivo
de células de forma a desenvolver um novo tecido
ou mesmo restaurar a funcdo tecidual [4]. O
desenvolvimento dos biomateriais com esta

finalidade é baseado em duas caracteristicas
importantes para a  interacdo  bioldgica:
biocompatibilidade e biofuncionalidade. Ou seja, 0
biomaterial visa uma resposta adequada do
organismo, buscando a similaridade com
mecanismos de regeneragdo naturalmente presente,
possibilitando a recuperagdo de fun¢des perdidas [5].

Dentre os diferentes biomateriais os polimeros
apresentam caracteristicas que favorecem sua
aplicacdo em engenharia de tecidos. Podemos
classificar os polimeros quanto a sua origem como
naturais, como o colageno, ou sintéticos, como poli
(o-hidroxi  acidos), com potencialidade para
substitutos capazes de guiar processos bioldgicos
[6,7]. O poli (acido lactico) (PLA) ¢ um polimero

sintético, dentre 0s poli (a-hidroxi acidos),
biocompativel, biodegradavel e bioreabsorvivel,
com diferentes aplicacdes clinicas relatadas,

incluindo cartilagem, pele, valvulas cardiacas e
tecidos musculoesqueléticos [5-9].

A interacdo dos biomateriais com o tecido vivo,
e com as células que comple este tecido, é
intermediada por algumas das caracteristicas dos
biomateriais, como  superficie de contato,
rugosidade, hidrofilicidade, porosidade e cargas
elétricas. Estas caracteristicas direcionam
comportamentos celulares, tais como migracéo,
adesdo, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo
[10-14].

A porosidade é uma das caracteristicas dos
biomateriais mais estudadas quanto a sua
interferéncia no processo de interacdo com as
células, por meio da adsorcdo de proteinas adesivas,
adesdes focais e espalhamento celular. Além da
interacdo celular a porosidade também afeta outro
processo considerado durante a regeneracdo
tecidual, a angiogénese, ou seja, a formacdo de
novos vasos sanguineos. Em geral macroporos
interconectados favorecem tanto a celularizagdo de
um biomaterial quanto sua vascularizacdo [14, 15].

Neste projeto foram desenvolvidas culturas de
células pré-osteoblasticsa, da linhagem MC3T3, em
biomateriais de PLA densos, obtidos por casting, e



porosos, obtidos por eletrofiacdo. A interacdo das
células com os biomateriais e a influencia da
porosidade destes no comportamento celular foi
avaliada por diferentes técnicas de microscopia.
Materiais e Métodos
Cultura de Células da linhagem MC3T3

As células M3CT3-E1 foram mantidas com meio
alfa-MEM, 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
penicilina/estreptomicina, a 37 °C e 5 % CO..
Preparo de membranas de PLA

Foram preparadas membranas densas e porosas
de PLA segundo protocolo descrito anteriormente
[16]. As amostras foram cedidas pelo Grupo de
Pesquisa da UFABC composto pelo Prof. Dr.
Everaldo Carlos Venancio, Profa. Dra. Ana Paula
Romani e a aluna Marjorie Santos de Carvalho.

A solucdo de PLA foi preparada dissolvendo-se
0,250 g do polimero em 5 mL de uma mistura de
solventes (cloroférmio, 4 mL, e alcool etilico, 1
mL), sob agitacdo magnética. Para o preparo das
membranas 2 mL da solugdo PLA foram inseridos
em um molde para secagem a temperatura ambiente.
As membranas de PLA também foram preparadas
utilizando-se a técnica de eletrofiagdo. Para tanto foi
utilizada uma seringa de vidro, com 1 mm de
didmetro interno, contendo 2 mL da solucdo de
PLA. A seringa foi posicionada a 10 cm do coletor.
A eletrofiagdo foi realizada sob uma vazdo de 1
mL/h a uma tensdo (DC) de 15 kV. Utilizou-se o
sistema construido no Laboratdrio de Engenharia de
Macromoléculas da UFABC — Campus Santo André.
Inéculo celular e preparo da amostra

As células da linhagem MC3T3, foram
inoculadas sobre amostras de PLA, por deposicao
direta de suspensdo contendo 2 x 10° células / mL,
em placas de cultura de 12 pocos, utilizando como
controle a placa de cultura e laminulas de vidro. As
analises morfoldgicas foram feiras apos 24 horas de
cultura. Os testes foram realizados em duplicata.
Microscopia de Contraste de Fase

As culturas foram observadas por contraste de
fase, em microscopio invertido (Axiovert Al, Zeiss)
para verificacdo de morfologia celular.

Microscopia de Fluorescéncia

Os biomateriais, com células cultivadas, foram
fixados com glutaraldeido 2,5%, lavados em agua e
desidratados. Apo6s a coloracdo com DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol), as observacfes foram

realizadas ao microscépio de fluorescéncia (Eclipse
80i, Nikon), com a colaboragdo do Prof. Ricardo
Augusto Lombello.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As culturas celulares sobre biomateriais foram
fixadas com glutaraldeido 2,5%, lavadas, submetidas
a desidratacdo em ponto critico (EM CPD300,
Leica), recobertas com ouro (AC200, Leica), e
observadas ao MEV (Quanta 250, FEI).

Resultados

Pode ser observada, com microscopia de luz e de
contraste de fase, a formacdo de monocamada
celular na presenca dos biomateriais, ao redor das
amostras depositadas em placa de cultura, com a
manuten¢do da morfologia caracteristica das células
MC3T3, comparada ao controle, cultura celular na
placa e na presenca de laminula de vidro (Figural).
As amostras de PLA podem ser consideradas ndo
citotdxicas segundo estes dados.

Figura 1: Células cultivadas em: A. Placa de cultura.
B. Laminulas. C.PLA casting. D.PLA eletrofiac&o.

A microscopia de fluorescéncia possibilitou a
observacdo das células sobre os diferentes
substratos, laminula (controle), PLA por casting e
PLA eletrofiado. As células cultivadas sobre
laminulas de vidro apresentaram-se alongadas, com
nacleo ovoide acompanhado o eixo principal da
célula, também alongado, caracteristica da linhagem
(Figura 2A). As células na superficie dos
biomateriais apresentaram uma morfologia irregular,
alongadas, e com prolongamentos citoplasmaticos
(Figuras 2B, 2C, 2D).



.

Figura 2: Microscopia de fluorescéncia. A. Laminula
B. PLA casting; C,D. PLA eletrofiado. Aumentos:
A,B,C: 100x; D: 200x.

As células cultivadas em membranas PLA densas
(casting) mostraram uma morfologia semelhante a
cultivada em laminulas de vidro, controle (Figura
2A), no entanto a opacidade destas amostras
dificultou a observacdo (Figura 2B). As células
aderidas as amostras de PLA poroso, eletrofiado,
apresentaram uma morfologia irregular, menos
alongada (Figuras 2C, 2D).

As observacbes ao MEV permitiram a
observacdo da interacdo celular com ambos os
biomateriais complementando as analises a
microscopia de luz. As células cultivadas nas
amostras de PLA casting apresentaram regides de
camada monocelular semi-confluente em areas
especificas das amostras, mas sem organiza¢do em
maltiplas camadas celulares (Figuras 3C, 3D). Esse
comportamento é semelhante ao padrdo de
crescimento normal observado para estas células em
estado ndo diferenciado, pré-osteoblasticas, sendo
observado também em superficies controle, como o
vidro das laminulas (Figuras 3A, 3B). No entanto
este padrdo difere dos padrdes de crescimento
observados em substratos biol6gicos naturais. A
interacdo entre células e matriz extracelular é
intermediada por contatos focais e bioestimulagdo
celular intermediada por elementos da matriz
extracelular, em padrdo semelhante ao observado em
PLA eletrofiado (Figuras 3E, 3F).

Discussao
As MC3T3 sdao uma linhagem de células
osteoblasticas estabelecidas a partir da calota

craniana de camundongos C57BL/6, e selecionadas
com base na elevada atividade da fosfatase alcalina
no estado de repouso. Estas células tém a capacidade
de se diferenciarem em osteoblastos e depositarem
hidroxiapatita. O processo de diferenciagdo em
culturas de células MC3T3 ¢ muito semelhante ao

observado na osteogénese intermembrana in Vivo
[17, 18]. Por estes motivos s&o utilizadas para
avaliacdo de biomateriais com a proposicdo de
interacdo com  tecidos  musculo-esqueléticos,
especialmente com o tecido 6sseo.

A,B. Células cultivadas em laminula. C, D. PLA
casting. E, F. PLA eletrofiado.

As amostras de PLA incluidas neste estudo
podem ser consideras ndo citotdxicas, tanto as
amostras obtidas por casting quanto por eletrofiacéo,
em concordancia com relatos da literatura [6]. As
culturas de células MC3T3 apresentaram padrdo de
proliferacdo celular nas condi¢Ges experimentais,
semelhante ao padrdo de crescimento da linhagem
[17, 18]. O aumento da populagdo celular nas
condigdes experimentais pode ser evidenciado pelas
analises por contraste de fase, e sugerem a
biocompatibilidade dos biomateriais [14]. No
entanto a microscopia por contraste de fase néo
favorece a observacdo direta das células sobre as
amostras de  biomateriais, sendo utilizada
preferencialmente para avaliar a camada de células
na placa de cultura ao redor das amostras de
biomateriais.

A observacdo de células MC3T3 sobre as
laminulas de vidro e sobre os biomateriais pode ser
avaliada por outras técnicas de microscopia,
fluorescéncia e MEV. Estas técnicas sdo
fundamentais para a complementacdo da avaliagdo



de interacdo entre células e substratos [19, 20]. As
células cultivadas nas amostras de PLA casting
apresentam morfologia semelhante ao padrdo de
crescimento observado para estas células em estado
nao  diferenciado, pré-osteoblasticas,  sendo
observado também em superficies controle, como o
as placas de cultura [14, 17, 18]. As células
cultivadas em PLA eletrofiado interagem com o0s
biomateriais ao longo das fibras, sendo o corpo
celular projetado no espaco entre estas. As
alteracdes na morfologia celular em virtude do
substrato estdo relacionadas a reorganizacdo de rede
de citoesqueleto em resposta as caracteristicas de
superficie dos biomateriais, como a topografia dos
polimeros, a rigidez / flexibilidade e composi¢éo
guimica, direcionando eventos de adesdo, migracdo
celular e diferenciacéo celular [20].
Conclusoes

Foram desenvolvidas culturas de células pré-
osteoblasticas, da linhagem MC3T3, em
biomateriais de PLA densos, obtidos por casting, e
porosos, obtidos por eletrofiacdo. A interacdo das
células com os biomateriais e a influencia da
porosidade destes no comportamento celular foi
avaliada por diferentes técnicas de microscopia. Os
biomateriais ndo  apresentaram  sinais  de
citotoxicidade. Foi possivel concluir que as células
cultivadas em PLA casting apresentaram padrdo de
adesdo, com bom espalhamento celular, e as células
cultivadas em PLA eletrofiado exibiram uma forma
alongada e aderiram as fibras do biomaterial, com
contatos focais de adesdo, em padrdo distinto
daquele observado para o casting. A estrutura dos
biomateriais induziu ao comportamento diferenciado
de adesdo e interacdo das células da linhagem,
avaliado por microscopia eletrénica de varredura.
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