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Resumo: Os biomateriais poli L-acido latico (PLLA) e o poli caprolactona (PCL) séo os polimeros mais estudadas na
area dos materiais bioreabsorviveis. Dentre as suas principais caracteristicas que contribuem para a interagao celular,
temos a especificidade quimica da superficie, elétrica, hidrofobicidade e topografia. Ainda, observa-se o tempo de
degradagdo, porosidade, biocompatibilidade com o tecido biologico, bem como, a confec¢do com as mais variadas
formas e dimensdes. Ja a pratica da cultura celular, tem como objetivo estudar a adesdo, migragdo, diferenciacdo e
a prolifera¢do celular utilizando-se um determinado material ou substancia. Contudo, poucos trabalhos utilizando os
biomateriais ora supracitados e a aplicagdo em células neuro2 A foram realizados. Sabe-se que este tipo celular ¢ derivado
de células embrionarias da crista neural, as quais originam em neurdnios simpaticos e apresentam como caracteristica
a imortalidade, portanto, sdo excelentes modelos em ensaios in vitro. Nesse sentido, o presente estudo avalia a adesao
e a proliferagdo desta linhagem celular sobre os biopolimeros poli caprolactona (PCL) e poli L-acido latico (PLLA).
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Study of Neuro2a Cells on the Biomaterials Poly L-lactic Acid and Poly Caprolactone

Abstract: Biomaterials poly L-lactic acid (PLLA) and poly caprolactone (PCL) are the most studied in the area of
bioresorbable materials. Among the main features that contribute to cell interaction, we have the specific surface
chemistry, electrical, hydrophobicity and topography. Also, is observed the degradation time, porosity, biocompatibility
with biological tissue, as well as the preparation of the most varied shapes and sizes. The practice of cell culture, aims
to study the adhesion, migration, differentiation and cell proliferation using a given material or substance. However,
few studies were performed using these biomaterials and the application of neuro2A cells. It is known that this cell type
is derived from the embryonic neural crest cells, which originate in sympathetic neurons and have the characteristic of
immortality, therefore, are excellent models in vitro assays. Accordingly, the present study evaluates the adhesion and
proliferation of this cell line on the biopolymers poly caprolactone (PCL) and poly L-lactic acid (PLLA).

Keywords: Biomaterials, PLLA, PLC, neuroblastoma, culture.

Introdugao

Com o advento da bioengenharia intensificaram os
estudos sobre a aplicagdo e agdo dos biomateriais em
diferentes tipos celulares. Sabe-se que a adesao, migragao,
diferenciag@o e a proliferacdo celular sobre determinado
substrato depende em parte das propriedades intrinsecas de
cada tipo celular, bem como, o tipo de material utilizado!'-*.
Dentre os produtos celulares, pode-se ressaltar a sintese de
moléculas de adesio celular, como laminina, fibronectina
e colageno, importantes para o cultivo e o crescimento
celular™®, Além disso, alguns experimentos in vitro
demonstraram que a utilizagdo de fatores de crescimento

hidrofobicidade e topografia, podem influenciar na adesdo

e crescimento celulart'34%1],

Ainda, observa-se que dentre os biomateriais utilizados
para o cultivo celular, os poli o-hidroxi acidos, vém se
tornando uma das familias de polimeros mais promissoras
e estudadas na area dos materiais bioreabsorviveis,
destacando-se o poli acido glicélico (PGA) e o poli
caprolactona (PCL), por atuarem positivamente em varios
ensaios in vivo e in vitro>*!"161 A grande vantagem desses
polimeros estd na sua forma de degradagdo, que ocorre

e outras substancias como o interferon e acetato de
glatiramer provocam a prolifera¢do celulart’®. Por outro
lado, as caracteristicas intrinsecas dos biomateriais,
como a especificidade quimica da superficie, elétrica,

por hidrdlise de suas ligacdes ésteres, sendo os produtos
resultantes da degrada¢@o completamente absorvidos pelo
organismol'”\. Entre outras vantagens, observa-se o tempo
de degradacdo, porosidade de sua superficie, resisténcia
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mecanica e a biocompatibilidade com o tecido bioldgico,
bem como, a confec¢do com as mais variadas formas e
dimensdes!> 11131,

Varias pesquisas utilizando-se os biomateriais no reparo
do sistema nervoso periférico, evidenciaram excelentes
resultados no processo regenerativo e demonstraram que
os biomaterias apresentam a caracteristica positivas quanto
a biocompatibilidade!!>!¢-18-201,

Outros ensaios envolvendo os polimeros PCL, PLGA
e o copolimero poli -co-, -dcido lactico (PLDLA),
conferiram o carater de serem biocompativeis e mantiveram
a viabilidade celular in vitrol'-131521,

Ja, quando aplicados os biomateriais no sistema
nervoso central, estes se mostraram viaveis e provocaram
a diferenciagio celular e maturagdo neuronal®?), Segundo
Teixeira et al.??, quando o substrato apresenta as mesmas
caracteristicas do tecido cerebral, ou seja, a propriedade
mecanica da elasticidade, este tem a capacidade de promover
amaturacao e a diferenciagdo de células indiferenciadas em
neurdnios e também realizar a sustentagdo e proliferagdo
dos astrocitos.

Ainda, quando cultivadas células indiferenciadas
sobre matriz de Chitosan acrescidos da proteina verde
fluorescente (GFP) e aplicadas no local da lesdo medular,
notou-se que as mesmas diferenciaram-se em astrocitos,
oligodentrdcitos e neurdnios, portanto, este material atua
positivamente na regeneragdo do tecido!?*!.

De acordo com as observacdes realizadas por
Wong et al.?, 0 uso do PLGA e PCL no sistema nervoso
central permitiu o crescimento neuronal e redugdo das
lesdes secundarias, como a redugdo da atividade astrocitaria
e prevencao ao aumento do tecido cicatricial. Ainda, os
autores evidenciaram que o PCL seria uma alternativa ao
PLGA, pois este apresenta menor tempo de degradagio,
torna o pH menor do microambiente nervoso ¢ induz uma
baixa resposta inflamatoria.

Contudo, poucos trabalhos utilizando-se os biomateriais
e aaplicagdo em células neuro2 A foram realizados. Sabe-se
que este tipo celular ¢ derivado de células embrionarias da
crista neural, as quais originam em neurdnios simpaticos e
apresentam como caracteristica principal a imortalidade(?>¢!
e, tornam-se excelentes modelos experimentas em
pesquisas. O trabalho mais recente envolvendo este tipo
celular e um copolimero foi realizado por Rao et al.*"), ao
observar que o nanomaterial sintetizado a partir do poli-D-
lisina e o derivado de Norborneno serviam como substrato
para o crescimento neuronal, orienta¢do e diferenciagdo
das mesmas. J& a adi¢do de fatores em meio de cultivo
celular, como a proteina beta, acido disialico e fosfocolina
citidilitransferease beta 2, arginina N-metiltransferase,
glangliosideo GM1, também induziram a diferenciag¢do
neuronal destas!?®).

Entretanto, estudos mais recentes abordaram a regulagao
da transcri¢ao do fator neurotrofico mesencefalico derivado
astrocitos nas células neuro2A®’!. Outros, entretanto,
avaliaram os efeitos de oxidantes na adenosina monofosfato
quinase ativada (AMPK) sobre o metabolismo energético
destas célulasB’). Desta forma, tendo-se em vista a pouca
quantidade de trabalhos utilizando-se as células neuro2a e
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o uso de biomateriais, o propdsito deste estudo sera avaliar
a capacidade dos biopolimeros poli caprolactona (PCL) e
poli | acido latico (PLLA) na adesdo e proliferagdo das
mesmas in vitro.

Experimental

Confeccdo de membranas de PCL e PLLA

Os biopolimeros, poli-caprolactona (PCL) e poli
_-acido latico (PLLA) foram adquiridos junto ao DEMA.
As membranas de PCL e PLLA foram confeccionadas
a partir da técnica do solventel®!!. Para isto, as amostras
foram colocadas separadamente em 33ml de solvente
(dicloroetano) (Merck, Darmstadt, Alemanha), de modo que
as concentragoes finais fossem 5% e 2,5% respectivamente
(peso/volume). A seguir, as solugdes permanecerao
em temperatura ambiente por 12 horas para completa
homogeneiza¢do. Em seguida, cada uma foi colocada em
uma placa contida no interior de uma cuba de vidro com o
meio saturado de solvente. Esperar-se-a por 12 horas para
evaporacao completa do solvente. Por fim, as membranas
foram retiradas da cuba, sendo estas colocadas em uma
camara de vacuo por 5 minutos, de forma que eventuais
residuos do solvente ndo permanecessem nas mesmas.
Posteriormente, as membranas foram colocadas na cdmara
de vacuo e cortadas de acordo com o tamanho dos pogos da
placa de cultura (24 pogos), aproximadamente com 2,0mm
de diametro. Antecedendo a preparagao da cultura de células
neuro2a, as membranas foram desinfetadas em alcool 70%,
em seguida, lavadas com meio de cultura e colocadas nos
respectivos pogos, recebendo posteriormente as células de
neuroblastoma.

Cultura de células Neuro2a

As células de neuroblastoma humana, linhagem
neuro2a, foram obtidas da colecdo de linhagens celulares
do Laboratério de Regeneragdo Nervosa da UNICAMP.
Inicialmente, as células neuro2A estavam armazenadas
em criotubo no interior do botijao criogénico contendo
nitrogénio liquido, sob uma temperatura de —273°C. Em
seguida as células foram retiradas do botijao e colocadas
em agua do banho mariaa 36 °C. Apds, foram colocadas em
tubos Falcon com 4ml de meio DMEM, centrifugadas por
5 minutos e ressuspendidas em meio de cultura de cultura
e armazenadas em garrafa de cultura celular de 75cm?
Passados 03 dias de cultivo no interior do frasco de cultura
contendo meio modificado Eagle (DMEM) com 10% de
soro fetal bovino e 1% de penicilina-estreptomicina, para
crescimento e confluéncia celular, estas foram langadas na
placa de cultura de 24 pogos (100mm) contendo poly I-lisina
(Sigma) (grupo controle) e sobre as membranas de PCL e
PLLA no interior do pogo. Em seguida, foram armazenadas
em incubadora CO, a temperatura de 37°C e atmosfera de
5%, e cultivadas durante o periodo de 07 dias.

Todo o experimento sera feito em triplicata e examinada
diariamente. Ainda, serdo capturados campos da cultura
com o auxilio do Microscopio invertido (Nikon eclipse
TS100) conectado a camera Nikon (DMX1200F) para
acompanhar o crescimento celular. J& o nimero de células
foi quantificado com o software /mage Tool (versdo 3.0,
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UTHSCSA, USA) através da contagem dos nucleos
celulares feitas pela marcagdo com PCNA e DAPIL

Imunocitoquimica e quantificagdo das células Neuro2a

Apds 07 dias de cultura, as amostras foram fixadas
em paraformoldeido 4% por 10 minutos e lavadas 2 vezes
em tampao fosfato (PB) 0,1M, pH 7,4 por 5 minutos. Para
evitar marcagdes inespecificas, as culturas foram incubadas
por 45 minutos em uma solucao contendo albumina bovina
(Sigma) 1% e triton X (0,25%) em PB. Em seguida, as
preparacdes foram incubadas com o anticorpo PCNA
(antigeno nuclear de proliferagdo celular) por 2 horas
em temperatura ambiente. As amostras serdo lavadas 2
vezes em PB 0,1M, pH 7,4 por 5 minutos, e incubadas
com anticorpo secundario fluorescente CY-3, (dilui¢do
1:500) por 45 minutos em temperatura ambiente. Apos a
imunomarcagao, ocorrereu a citoquimica das amostras com
DAPI por 10 minutos. Posteriormente, o material sofreu
novamente 2 lavagens em PB 0,1M, pH 7.4 por 5 minutos.

Em seguidas, as membranas foram colocadas e laminas
e montadas em glicerol (1:3 de PB). Foram capturados
3 campos representativos de cada membrana, com o auxilio
do Microscopio invertido (Nikon eclipse TS100) (Nikon
eclipse TS100) equipado com sistema de epifluorescéncia
e conectado a camera Nikon (DMX1200F) para captura
de imagens.

Para a quantificagdo do nimero de células de cada
campo, utilizou-se o software Image Tool (versao 3.0,
UTHSCSA, USA), sendo que a contagem foi feita pelos
nucleos celulares marcados com PCNA (Antigeno Nuclear
de Proliferacdo Celular) e DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol).

Resultados e Discussao

A confec¢do das membranas de PCL ¢ PLLA foram
feitas a partir da técnica do solvente®'), de acordo com a
metodologia apresentada na confecgdo das membranas.
Devido a sua leveza, foram colocadas arruelas de titdnio
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sobre a biomembranas a fim de evitar que ocorresse a
flutuagdo destas durante e apds a colocagdo das células
do neuroblastoma e o meio de cultura. Inicialmente,
adicionou-se 100 pL de meio DMEM sobre o biomaterial.
Passados 45 minutos para adesdo celular no substrato,
completou-se com 100 pL do mesmo meio. Devido a
opacidade da membrana de PCL, e a pouca transparéncia
da membrana de PLLA, utilizou-se como controle deste
experimento o pogo da placa de cultura sem o biomaterial
e, isto permitiu-nos a orientagdo a respeito da confluéncia da
cultura celular. Além disso, percebe-se a maior regularidade
da superficie do polimero PLLA quando comparado ao
PCL (Figura 1).

Ja, para o calculo do nimero de células langadas
em cada pogo da placa de cultura, utilizou-se a seguinte
férmula: Numero de quadrantes contados (normalmente
10 quadrantes da cdmara de Neubauer) x 10.000 (fator
de correcdo da camara) = Numero de células por mililitro
(cel/ml). O niimero de células langadas foi estimado em
10x10° células. Durante a experimentagdo, observou-se,
em contraste de fase e com a dupla marcagdo, que essas
células tinham como caracteristicas a morfologia circular
de seu citoplasma, tipicas de células de neuro2 A (Figura 2a,
Figura 2d, Figura 2e, Figura 2f).

Apbs 7 dias de cultivo celular sobre as biomembranas
de PCL e PLLA e no grupo controle, realizou-se a dupla
marcag¢ao, utilizando-se o anticorpo para o PCNA e o
corante DAPI, os quais revelaram uma intensa marcagio na
cultura de neuro2A (Figura 2d, Figura 2e, Figura 2f). Nesse
sentido, observou-se que o numero de células marcadas
no grupo controle foi superior ao niimero de células sobre
ambos biomateriais. Contudo, nota-se que o contingente
celular sobre a membrana de PLLA (Figura 2f) foi superior
do que na membrana de PCL (Figura 2e, Grafico 1). Isso
mostra que os biomateriais influenciam diferentemente na
adesdo celular.

A partir dos resultados numéricos da contagem das
células de neuroblastoma, foram calculados a média
e desvio-padrdo. Estes parametros foram analisados

PLLA

o)
L
L ¥ &

Figura 1. Fotomicrografia das membranas de poli caprolactona (PCL) e poli  -4cido latico (PLLA), confeccionadas pelo método solvente.
Observe que a membrana de PLLA apresenta uma superficie mais regular quando comparado com a membrana de PCL; Escala = lcm.
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Controle

PLLA

Figura 2. Contraste de fase da cultura de células neuro2A (A, B e C) e dupla marcacao feita através da Imunocitoquimica (anticorpo
PCNA) e Citoquimica (corante DAPI) (D, E, F). Observe o maior contingente celular no grupo controle. Com relagao aos polimeros, o
PLLA apresentou uma melhor adesao celular em relagdo ao PCL. Ainda a membrana de PLLA por ser mais regular em sua superficie,

facilitou a visualizagdo das células neuro2A em relagao ao PCL; Escala = 10um.
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Grifico 1. Contagem de células neuro2A apds 7 dias de cultura, no grupo controle e sobre os biomateriais PCL ¢ PLLA. Observe que
o numero de células no grupo controle foi estatisticamente superior os grupos PCL e PLLA. Ja o niimero de células sobre o biomaterial
PLLA foi significantemente superior quando comparado ao polimero PCL (¥**P< 0,01 e ***P< 0,001, Teste ¢ de Student).

g
t

fazendo-se uso do teste de Student, assumindo-se
um nivel de significancia igual a *P<0,05; **P<0,01;
*#*Pp<(,001.

O grupo controle apresentou um numero médio de
1007+263,63 células presenciadas em contraste de fase
(Figura 2a), 976+265,10 marcadas com PCNA quando
observadas em epifluorecéncia com filtro para fluoresceina
€ 9584+254,75 coradas com o DAPI quando observadas com
filtro para rodamina (Grafico 1).

Ja quando foi realizado a contagem celular sobre
a membrana de PCL, notou-se a presenca média de

736

55,88+33,58 células para a marcagdo para PCNA e
51,11+28,55 células de neuro2A para o DAPI. Deve-se
ressaltar que devido a opacidade e irregularidade da
membrana de PCL, ndo foi possivel realizar a contagem sob
o contraste de fase (Grafico 1). Em contrapartida, o nimero
médio de células presentes sobre o biomaterial PLLA foi
129+40,06 para a imuno feita com PCNA e 130,33+£54,29
para a citoquimica para o DAPIL.

Apo6s a contagem das células marcadas e coradas,
realizou-se a analise estatistica e, notou-se que o nimero
de células presentes no grupo controle foi superior aos
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grupos PCL E PLLA. Ainda, o grupo PLLA apresentou
maior significancia quando comparado ao PCL (Grafico 1).

Sabe-se que a utilizagdo de biomateriais vém sendo
utilizada intensamente nestes Gltimos anos na cultura
celular para fins de estudo na ades@o, crescimento
celular, citoxicidade, citocompatibilidade e diferenciagao
celular!'*#10321 Nesse intuito, varios biomateriais foram
testados ao longo dos anos, entre eles, o poli acido
latico (PLLA), poli caprolactona (PCL), chitosana
e poliuretano®!%31:331 O estudo dos biomateriais ora
supracitados, entre outros, foram pesquisados nao
somente in vivol'*!1%34 mas in vitro, com os diversos tipos
celulares, tais como os fibroblastos, as células de Schwann
e neurdnios/>!1316:351,

Ainda, alguns dos estudos realizados com o
neuroblastoma em cultura celular foram feitos com
carbono, poli acido latico-co-glicdlico (PLGA) e
nanomateriais!!-1>14323436],

Portanto, a escassez de trabalhos in vitro com o
neuroblastoma do tipo neuro2A e os polimeros PLLA e
PCL, tornam-se indicios favoraveis a apresentacao desta
pesquisa, o qual estudou a adesdo e a proliferagdo destes
tipos celulares sobre os polimeros ora supracitados, através
da andlise quantitativa. Adicionalmente, apresentamos
a analise na imunocitoquimica com caracterizagdo da
expressdo de PCNA e da citoquimica com o DAPI.

Para o parametro quantitativo, foi feita a contagem do
numero de células neuro2A, cultivadas por 07 dias sobre
os biomateriais e na placa de cultura (grupo controle).
Este tltimo, apresentou um numero médio de 976+265,10
marcadas com PCNA e 958+254,75 coradas com o DAPI.
Este valor foi significativamente superior aquele obtido
sobre a membrana de PCL, cuja a média foi de 55,88+33,58
células para a marcagdo para o PCNA e 51,11£28,55
para o DAPI e, superior ao grupo PLLA, no qual foi
observada a presenga de 129440,06 ¢ 130,33+54,29, para
as visualizagdes com PCNA e DAPI, respectivamente.

Essa diferenca significativa no nimero de células
aderentes entre os mesmos biomateriais, também
foi observada em outro experimento realizado por
Pierucci et al.l'%, quando foram estudados a expressao dos
componentes da matriz extracelular pelas de Schwann
sobre os mesmos biomateriais. Entre outros resultados
apresentados pelo pesquisador, foram observados diferencas
no comportamento das células neuro2A no que se diz
respeito a adesdo e a morfologia celular sobre as membranas
de poli | acido lactico (PLLA) e poli caprolactona (PCL),
podendo os diferentes biomateriais repercutir na taxa de
adesdo celular e/ou em sua proliferagao.

A analise quantitativa em ensaio in vitro através
da marca¢do com DAPI também foi empregada por
Mitchell et al.®”!, os quais observaram o crescimento de
neurites em cultura de neurdnios granulares do cerebelo e
da uma linhagem especifica NG108-15.

Quanto a morfologia das células neuro2 A, notou-se que
estas células tinham o formato esférico quando cultivadas
sobre os biomateriais, idénticas ao observado pelos
pesquisadores Noguchi et al.>! e Liu et al.?®, no grupo
controle, diferentemente do formato bipolar e multipolar
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dos grupos experimentais. Ainda, Wu et al.l*®!, observaram
em seus experimentos que as células de glioma quando
cultivadas em meio DMEM e 10% de soro fetal bovino
apresentavam uma morfologia esférica, independentemente
de estarem aderidas umas as outras.

Ja, outros trabalhos in vitro com o neuroblastoma
focaram a agdo de agentes quimicos na investigacdo de
toxicidade celular, tais como o cobalto, cloridrato de
cocaina®>#" e metais pesados como litio e niquel®’. Os
resultados mostraram que a agdo destes causavam uma
mudanga morfoldgica nos neurdnios, além de alteragdes
fisiologicas e metabdlicas, tais como vacuolizagdo
citoplasmatica e degeneragdo nucleart**4!.

Como base nos resultados expressos acima, podemos
observar que a técnica de solvente apresentado nesta
metodologia evidencia a auséncia de toxicidade celular nas
membranas poliméricas, pelo fato das células apresentarem
aintegridade nuclear, observada pela coloragdo com o DAPI,
bem como a presenca da atividade nuclear, evidenciada pela
intensa marcagao com o PCNA. Nao obstante, o pesquisador
Atif et al.”?, utilizou o PCNA e DAPI em seu trabalho, o
qual investigou a agdo da progesterona na inibicdo do
neuroblastoma. Ainda, Hossain et al."*¥) ao estudar uma
nova terapia para o tratamento de neuroblastoma, através da
expressao do oncogene N-myec utilizando ARN, agregado
ao plasmideo (shRNA) com a finalidade de aumentar a
eficacia antitumoral da apigenina isoflavonoide (APG),
avaliaram a morfologia celular e a apoptose nuclear através
da marcag¢do com DAPI.

Ja, o tratamento do neuroblastoma in vivo e in vitro
foram estudados por outros autores, tais Yasuda et al.l'¥]
e Hifeli et al.l**, utilizando-se microesferas de poli acido
latico (PLA) contendo inibidores angiogénicos e com
radioatividade. Os resultados apresentados foram excelentes
para o tratamento tumoral e, surgiu uma nova proposta para
a radioterapia.

Desta forma, ao contrario a metodologia empregada
pelos autores acima, acredita-se que as membranas
confeccionadas ora pela metodologia do solvente podem
vir a receber medicamentos/drogas antitumorais integrada
na matriz polimérica como sendo uma alternativa no
tratamento de neuroblastomas.

Conclusoes

A metodologia do solvente para a confecg¢do das
membranas de PCL e PLLA ndo resultou em toxicidade
celular pelo fato de observar células aderentes e com a
morfologia preservada. Quando realizado a contagem do
numero de células, percebe-se que o numero de células
aderidas na membrana de PLLA foi significantemente
superior as das membranas de PCL, embora o grupo controle
apresente um contingente superior aos biomateriais. Sendo
assim, nota-se que houve diferencas na adesio das células
neuro2A sobre as membranas de poli | acido lactico
(PLLA) e poli caprolactona (PCL), devido a regularidade
da superficie polimérica, a qual pode repercutir na taxa de
adesdo celular e/ou em sua proliferagdo. Ainda, acredita-se
que as membranas possam a vir a receber medicamentos/
drogas antitumorais integrados a matriz polimérica para
tratamento de neuroblastomas.
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