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Resumo

A engenharia dos tecidos utiliza diferentes métodos e materiais para tentar obter
estruturas com propriedades semelhantes aos tecidos que existem no organismo. Para
isso utiliza diferentes materiais que sdo designados por biomateriais, contribuindo
significativamente para diversos avancos no campo da Medicina Regenerativa. Estes
tém como funcéo reparar, substituir, manter ou melhorar a funcdo particular de um
tecido ou 6rgao.

O presente projecto de investigacdo teve como objectivo avaliar a adesédo celular
e a viabilidade de hidrogéis tendo como base o dextrano oxidado, para posterior
aplicacdo na medicina regenerativa, principalmente na producéo de substitutos de vasos
sanguineos.

Para isso procedeu-se inicialmente ao isolamento de células de musculo liso
humanas, para posterior realizacdo de ensaios de biocompatibilidade de varios hidrogéis
com diferentes formulacdes de dextrano oxidado ligado aos agentes reticulantes acido
adipidico dihidrazido (AAD) e/ou gelatina (Gel) dissolvidos em DMEM-F12 ou em
PBS. Estes biomateriais foram fornecidos pelo Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade de Coimbra. A presenca das células de musculo lisas humanas na
cultura primaria foi confirmada por imunofluorescéncia com sinal positivo para a
proteina de alfa - actina.

Porém os primeiros ensaios de biocompatibilidade foram realizados com células
de musculo liso de rato (A7r5) devido ao rapido crescimento destas células. E também
de modo a proceder a optimizacdo do método do MTT que foi realizado de modo a
testar a citotoxicidade das varias formulacGes de dextrano.

Ao longo deste estudo adicionou-se as células A7r5 e as células de musculo liso
humanas aos diferentes hidrogéis, observou-se para os dois tipos de células de musculo
liso que existe uma maior adesdo e crescimento celular para as formulagcbes de grau de
oxidacgdo inferior de dextrano, sendo o dextrano oxidado 5% (DexOx 5%) onde se
obtiveram os melhores resultados. Assim como se observou maior adesdo quando 0s
materiais foram dissolvidos em DMEM-F12 em comparacédo aos dissolvidos em PBS.

Os resultados obtidos fornecem novos dados importantes sobre a

biocompatibilidade de hidrogéis tendo como base o dextrano oxidado para que, apds
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futuros ensaios in vivo possam, num futuro proximo, ser utilizados na medicina

regenerativa, na formag&o de substitutos de vasos sanguineos.
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Abstract

Tissue Engineering uses different methods and materials to try to obtain structures
with properties similar to that in tissues of organism. For that, it uses different materials,
designated by biomateriais, contributing significantly to several progresses in the field
of the Regenerative Medicine. These have as function to repair, to substitute, to
maintain or to improve the peculiar function of tissue or organ.

This thesis focuses the cell adhesion assessment on oxidized dextran-based
hydrogels, for further application in regenerative medicine, mainly in the production of
substitutes for blood vessels.

For that, we started by isolating smooth muscle cells, for subsequent
accomplishment of biocompatibily assays of several oxidized-dextran (dexOx) based
hydrogels, linked to the agents reticulates adipic acid dihydrazide (AAD) and/or
gelatine (Gel) dissolved in DMEM-F12 or in PBS.These biomateriais were supplied by
the Department of Chemical Engineering of the Coimbra University. By using indirect
immunofluorescence the cells were identified as smooth muscle cells by the presence of
alpha smooth muscle actin.

However the first biocompatibily assays were accomplished with smooth muscle
cells from rat (A7r5) due to the fast growth of these cells. It is also in way to proceed to
the optimization of the method of MTT that was accomplished to test the cytotoxicity of
the several dextran formulations.

Along this study it was added the cells A7r5 and human smooth muscle cells to
the hydrogels, it was observed for the two types of cells of smooth muscle that exist a
larger adhesion and cellular growth for the formulations of smaller oxidation degree,
being the oxidized-dextran 5% (dexOx 5%) where they were obtained the best results.
As well as larger adhesion it was observed when the materials that were dissolved
initially in the culture medium (DMEM-F12) in comparison with dissolved in PBS.

The subsequent evaluation of the cytotoxicity (through the assay of reduction of
MTT) has concordant results with what was observed by optical microscopy. They are
verified the largest absorvancias for the materials than they were dissolved in DMEM-
F12.
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The results obtained gave new information about biocompatible of oxidized
dextran-based hydrogels, after in vivo assays can, in a near future, be applied in

regenerative medicine, in the production of substitutes for blood vessels.
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Abreviaturas

AAD - acido adipidico dihidrazido

ATr5 — células de musculo liso rato

AUH — artéria umbilical humana

BMP’s — proteinas morfogenéticas 6sseas

BSA — albumina sérica bovina

CD 144 — anti-VE-Cadherin

Dacron — polietileno-tereftalato

DexOx — dextrano oxidado

DexOx 5% — dextrano oxidado 5 %

DexOx 15% — dextrano oxidado 15 %

DexOx 10% — dextrano oxidado 10 %

DexOx 25% — dextrano oxidado 25 %

DexOx 40% — dextrano oxidado 40%
DMEM-F12 ou DMEM - dulbecco’s modified eagle’s medium — F 12
DMSO - dimetilsufoxido

ECGF — factor de crescimento endotelial

EGF — factor de crescimento epidermal

ECM — matriz extracelular

ePTFE ou Teflon — politetrafluoretileno

EGF — factor de crescimento epidermal

FGF — factor de crescimento de fibroblastos
FGF-1 — factor de crescimento de fibroblastos-1
FGF-2 — factor de crescimento de fibroblastos-2
FBS — soro fetal bovino

FGF — factor de crescimento de fibroblastos
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FDA — food and drug administration

FITC — fluoresceina isocianetada

Gel — gelatina

Gelatina BS — gelatina de pele de bovino

Gelatina PS — gelatina de pele de porco

GSP — componentes de suplemento do crescimento
HBSS — solugao salina Hank’s Balanced

HSMC — células de musculo liso humano

HUASMC — células humanas de musculo liso das artérias do corddo umbilical humano
IGF-1 — factor de crescimento “insulin-like 1

LDH — lactato desidrogenase

MTT — brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
MEM — meio essencial minimo

NGF — factor de crescimento neural

PBS - solucdo tampao fosfato

PCL — policaprolactona

PEG — polietileno glicol

PGA — &cido poliglicdlico

PLA — &cido polilactico

PLGA — &cido poli (lactico-co-glicdlico)

PMMA — poli (metilmetacrilato)

PSS — solucdo salina fosfato

PVC - cloreto de polivinil

PDGF — factor de crescimento derivado de plaquetas
RGD - sequéncia de arginina-glicina-acido aspartico
SEM — microscopia electrénica de varrimento
TGF-beta — factor de crescimento transformador de beta
VCAM-1 — molécula de adesao celular vascular
VEGF — factor de crescimento endoteliais vasculares
VSMC — células do musculo liso vascular

VEGF — factor de crescimento endotélio-vascular

vW factor — factor von Willebrand
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I. Objectivo

O presente trabalho teve como objectivo avaliar a adesdo celular e a
biocompatibilidade de hidrogeéis tendo como base o dextrano oxidado, para futuras

aplicagdes em medicina regenerativa, principalmente na producdo de substitutos de

vasos sanguineos.
Isolar e crescer in vitro células de musculo liso humanas isoladas a partir das

artérias do cordao umbilical.
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Il. Introducéao

1) Avancos na engenharia dos tecidos e na medicina regenerativa

A construcdo de tecidos, para substituicdo de tecidos lesados ou ndo funcionais
no corpo humano tem tido um grande progresso e contribuiram significativamente para
a medicina no século XX (Such, 2000).

A engenharia dos tecidos tem como objectivo reparar, substituir, manter ou
melhorar a funcdo particular de um o6rgdo ou tecido. A perda total ou parcial de um
Orgdo € um dos mais graves e dispendiosos problemas da satde do ser humano (Atala,
2000). Milhdes de pacientes em todo o mundo beneficiaram da inovagéo da tecnologia
de produtos feitos com biomateriais onde se incluem dispositivos de entrega
direccionada de farmacos, implantes dentarios, “pace-makers”, coragdes artificiais,
lentes de contacto, adesivos cirdrgicos e enxertos vasculares (Atala, 2000).

O desenvolvimento de novos biomateriais resultou da interdisciplinaridade entre
varias areas entre as quais se destacam: Quimica Industrial, Ciéncias de materiais,
Biologia Celular e Molecular, Engenharia Mecénica, Medicina e Engenharia Biomédica
(Karp e Langer, 2007).

As células sdo a chave para a regeneracdo dos tecidos e a sua reparacdo, devido a
sua proliferacdo e diferenciacdo, sinalizacdo célula-célula, producdo e deposicdo de
componentes da matriz extracelular (ECM) (Heydarkhan-Hagvall et al., 2006). A ECM
é uma rede complexa de macromoléculas secretadas, localizadas no espaco extracelular.
A ECM tem um papel central no controle dos processos celulares béasicos, como
proliferacdo, diferenciacdo, migracéo e interaccdes celulares. A rede macromolecular da
ECM ¢é constituida por colagenio, elastina, glicoproteinas e proteoglicanos que sdo
secretados por células do tecido conjuntivo, fibroblastos e células epiteliais. Os
componentes da ECM estdo em intimo contacto com as células e formam um leito
gelatinoso tridimensional no qual as células se diferenciam. As proteinas que
constituem ECM também estéo ligadas as superficies da célula de modo a transmitirem
0s sinais resultantes de alongamento e compreensdo dos tecidos. A abundancia relativa,

a distribuicdo das proteinas e a organizagdo molecular dos componentes da ECM variam

-11 -



Desenvolvimento de biomateriais para futura aplicacdo em medicina regenerativa

enormemente entre os tecidos, conforme sua estrutura e fungdo (Baynes e Dominiczak,
2000).

A regeneracéo de 6rgdos e tecidos vivos na engenharia dos tecidos pode ser feita
através de um pedaco de tecido retirado do préprio paciente, que é dissociado em
células individuais. Estas células ou sdo implantadas directamente no hospedeiro ou séo
cultivadas in vitro sobre suportes naturais ou sintéticos, conhecidos como “scaffolds”
(suportes poliméricos tridimensionais, matrizes tridimensionais, estruturas, etc.), que
apos proliferacdo séo reinseridos no paciente (Atala, 2000).

A fonte de tecido doador pode ser heterologa (como bovino), alogénica (mesma espécie,
mas de um individuo diferente) ou autéloga (do proprio hospedeiro). Idealmente, a
substituicdo de tecido estrutural e funcional acontecerd com o minimo de complicacoes,
sendo as células aut6logas onde se verificam melhores resultados, estas sao retiradas por
bidpsia, multiplicadas in vitro, semeadas e cultivadas num suporte poroso biodegradavel,
tipicamente polimérico, auxiliadas por um conjunto de factores de crescimento; esta
estrutura hibrida é posteriormente implantada na zona afectada, esperando-se que a
regeneracdo do novo tecido acompanhe o desaparecimento do suporte polimérico

tridimensional ou “scaffold” (ver figura n° 1) (Atala, 2007).

Células autélogas Células multiplicadas

retiradas por biopsia in vitro “Scaffold” Paciente

Figura n° 1 - Estratégia de engenharia de tecidos para obtencdo de um tecido através de células

autélogas (Andersson e Christ, 2007).

-12 -
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O implante aut6logo apresenta algumas vantagens sobre o transplante de 6rgéos.
Pelo facto da populacdo de células isoladas serem expandidas in vitro por meio de
cultura celular, logo somente um pequeno namero de células do doador sdo necessarias
para se preparar o implante. O uso de células autologas permite ainda evitar problemas
imunolégicos como rejeicGes ou processos alérgicos (Atala e Lanza, 2002).

Outra das estratégias usadas na engenharia dos tecidos € a utilizacdo de bioreactores
para oferecer condi¢des semelhantes as do corpo humano, sendo um meio propicio para
a criacdo de produtos biologicos (Bronzino, 2006). O suporte polimérico utilizado é
dimensionado com propriedades mecanicas e o tempo de degradacdo adequados para a
inoculacdo das células até a sua inser¢do num bioreactor, onde ocorrera a formacéo do
tecido maduro. Nesta etapa as células semeadas proliferam e secretam a matriz
extracelular durante a cultura in vitro. Enquanto o polimero é degradado e reabsorvido
gradualmente da-se a proliferacdo celular e formacdo do tecido no reactor bioldgico.
Somente apds a formacdo do tecido o implante é inserido no organismo (Barbanti et al,
2005). Podemos ver esta estratégia da engenharia dos tecidos na figura 2, onde se pode
observar as vérias etapas de producdo de novo tecido, neste caso da cartilagem, envolve
expansao in vitro de células isoladas de uma biopsia, usando a tecnologia de um

bioreactor.

Figura n® 2 - Estratégia de engenharia de tecidos para obtencdo de um tecido cartilagéneo

utilizando um bioreactor (adaptado de Felicity e Oreffo, 2002).

-13-
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Para além das estratégias mencionadas acima pode-se ainda recorrer a utilizacdo de
substancias que induzem a regeneragdo do tecido danificado. Para a proliferagéo de
muito tipos celulares (0 que pode induzir a formacdo de um novo tecido), existe a
dependéncia de uma combinacdo da varios factores de crescimento que sdo proteinas
altamente especificas. Alguns factores de crescimento podem ser libertados lentamente
através de cépsulas polimeéricas e podem estimular o crescimento do tecido danificado
(Lieberman et al., 2002). Também se podem adicionar factores de adesdo que sdo
componentes proteicos de fluidos bioldgicos e/ou da matriz extracelular adsorvidos na
superficie do material, como a fibronectina, vitronectina e a laminina as quais s&o
reconhecidas por integrinas (receptores na membrana celular associados ao
citoesqueleto). As integrinas ligam-se a pequenos dominios nos factores de adesdo. Por
exemplo a sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD) encontrada na estrutura da
fibronectina e vitronectina (Alberts et al., 2002).

Uma das propriedades dos biomateriais € a porosidade, esta é definida como a
percentagem de espaco oco nos sélidos (Karageorgiou e Kaplan, 2005). A influéncia da
porosidade e da geometria do suporte polimérico é descrita como um dos factores
determinantes na velocidade de degradacéo e proliferacdo do crescimento celular (Wu e
Ding, 2004). A figura n°® 3 mostra as etapas da adesdo e proliferagdo celular na
superficie de um material poroso (Sachlos e Czernuszka, 2003). Muitas aplicacdes em
engenharia de tecido frequentemente requerem um “scaffold” com porosidade alta e alta
area de superficie (Atala, 2007).

Numa experiéncia, osteoblastos de ratos foram colocados a crescer, in vitro, em
estruturas de TiO, com diferentes tamanhos de poros. Concluiu-se que uma elevada
porosidade ndo afecta a adesdo das células mas facilita a proliferacdo, uma vez que o
aumento da quantidade de poros facilita o transporte de nutrientes e oxigénio. Os poros
largos favorecem a osteogénese, uma vez que permitem a vascularizacdo e uma maior
oxigenacao (Karageorgiou e Kaplan, 2005). O processo de evaporagdo de solvente com
adicdo e lixiviacdo de sal mostra-se util na confeccao de suportes com alta porosidade.

A porosidade pode ser controlada pela quantidade de cloreto de sodio adicionado e 0
tamanho dos poros pelo tamanho dos cristais de sal. A técnica permite uma boa
reprodutibilidade, com interconexao dos poros (McGlohorn et al., 2004).

-14 -
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a) Estrutura tridimensional a qual b) Adicéo de células a estrutura tridi-
foi adicionado meio de cultura celular mensional

(com O, e nutrientes)

c) As ceélulas comegam a proliferar d) As células colonizam os poros
e a migrar no interior dos poros da estru- completamente e comecam a formar
tura tridimensional a sua propria matriz extracelular

Figura n° 3 - Diagrama que mostra as etapas da adesdo e proliferagdo celular na superficie de

um material poroso (adaptada de Sachlos e Czernuszka, 2003).

2) Biomateriais e suas aplicagdes

Na conferéncia de Chester, em 1991, definiu-se como biomaterial um “material
destinado a contactar com sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar, ou
substituir qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do do organismo” (citado em Gutierres et al.,
2006). Ao ser aplicado, deve manter as suas propriedades e caracteristicas estruturais,
mas simultaneamente substituir a funcfo para a qual foi criado. E também importante
que permita uma boa adesdo celular a sua superficie, tenha uma resisténcia mecanica
adequada, ndo tenha caracteristicas oncogeénicas, seja hemostatico, esterilizavel, e ainda
que ndo provoque uma reacgdo adversa do hospedeiro, ap6s a sua implantacdo no
interior do organismo (Gutierres et al., 2006; Serrano et al., 2004; Huhtala 2007). Por
fim, que a sua producdo em grandes quantidades seja facil e com custos aceitaveis
(Gutierres et al., 2006).

-15 -
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O éxito da aplicagdo de um biomaterial no organismo, depende essencialmente de dois
factores:

- da sua biofuncionalidade a qual estd directamente relacionada com a capacidade do
biomaterial desempenhar uma determinada funcdo (ou parte desta) no organismo.

- da sua biocompatibilidade que se baseia na andlise das reac¢des ocorridas na
superficie do implante, ndo sé aquando da sua implantagdo, mas também ao longo do
tempo, quando este sofre um processo de degradacdo e desgaste. Deve-se certificar que
ndo existem efeitos toxicos, nem activacao do sistema imune do organismo. E no caso
do material ser biodegradavel os produtos resultantes de degradacdo ndo podem ser
toxicos (Proubasta et al., 1997).

Desde muito cedo sabe-se que o0s materiais polimeros sintéticos séo
extensamente usados como materiais na medicina sdo exemplos: implantes, pensos,
dispositivos médicos, sistemas de libertacdo de agentes activos, proteses, entre outros
(Lee, 1989). Existem trés grupos principais de biomateriais que podem ser utilizados
nesta area: polimeros (naturais ou sintéticos), ceramicos e metais (Gutierres et al., 2006).

As vantagens principais dos polimeros comparadas com 0s metais ou materiais
ceramicos sdo a facilidade de serem produzidos com diferentes formas (latex, filme,
folha, fibras, etc.), facilidade de processamento secundario e custo razoavel (Park e
Bronzino, 2003). Por outro lado uma das grande desvantagens dos polimeros, é o
controlo das propriedades mecanicas ao longo do tempo, no entanto, estruturas nédo
degradaveis, como os metais e ceramicas, simplificam este problema e desempenham
uma funcdo duradoura, mas comprometem a funcdo e reparacdo dos tecidos, uma
permanéncia do biomaterial no local impede a formacdo de novo tecido no espaco que
este ocupa (Muschler et al., 2004). Outra limitacdo esta relacionada com o facto de que
nem todas as células implantadas sobreviverem, devido a competicéo entre células pelo
oxigenio disponivel. A morte celular resulta na libertacdo de produtos da lise celular e
pode aumentar a resposta inflamatoria no local de implante (Muschler et al, 2004). A
degradacdo de alguns polimeros tanto in vivo como in vitro, liberta compostos que
levam a alteracGes de pH, o que provoca uma diminuigédo da taxa de crescimento celular
(Sachlos e Czernuszka, 2003).

As caracteristicas basicas para um polimero ser utilizado séo: grande porosidade, grande
superficie de contacto celular, estrutura constante, forma tridimensional e
biocompatibilidade. A funcdo de um polimero é proporcionar um crescimento celular,

seja dos tecidos adjacentes a este ou das células semeadas nele. Ha muitos materiais
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biocompativeis que se podem utilizar como polimeros, dando-se preferéncia aos
biodegradaveis um vez que ndo necessitam de remocdo cirurgica apds terem finalizado
a sua funcéo (Atala, 2007).

Segundo Vert e seus colaboradores biodegradavel é um termo utilizado para
polimeros e dispositivos solidos que devido a degradagdo macromolecular sofrem
dispersdo in vivo, mas sem a eliminagdo dos produtos e subprodutos pelo organismo.
Polimeros biodegradaveis podem ser metabolizados por elementos biologicos,
formando-se fragmentos ou outros subprodutos de degradacdo, que podem ser
removidos do seu local de accéo, e em muitos casos do organismo (Vert et al., 1992). A
bioreabsor¢do ocorre quando a biodegradagdo gera produtos e subprodutos com
caracteristicas dos metabolitos organicos, especificamente os acidos do ciclo de krebs e
que sao eliminados totalmente do corpo (Ali et al., 1993).

O processo de biodegradagdo e bioreabsor¢do dos poli(a-hidréxi acidos) é descrito
na literatura através de uma sucessdo de eventos. Exposto aos fluidos aquosos do corpo,
inicialmente os materiais sofrem hidrélise simples, como se pode observar na figura 4.
Com a presenca das moléculas de agua, o processo de degradacdo da-se através da
hidrélise das ligagdes ésteres, originando produtos na forma de oligémeros sollveis e
ndo téxicos. A degradacdo prossegue por um processo biologicamente activo (por
enzimas) ou pela clivagem hidrolitica passiva (Elke et al. 2005). As formas de
eliminacdo dos produtos de degradacdo de alguns poliésteres podem ser vistas na figura
5.

H.O
WA fCHEJnCDﬂ:H,ﬂl C e i-HDfCH,EJ OO v + s I:CH,,;CDH
I 7 "l Sl

O O O O
Poliéster Hidraxi Carboxi
terminal terminal

Figura n°® 4 - Degradacdo dos poli(a-hidroxi acidos) pelo processo de hidrolise ( Adaptado de
Barbanti et al., 2005).
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Figura n° 5 - Via de degradacdo e excrecdo de alguns poliésteres: poli(p- dioxano) [PDS],
poli(acido glicélico) [PGA], poli(acido lactico) [PLA] e poli(hidroxibutirato) [PHB] (Adaptado e
modificado de AN et al., 2000).

Na engenharia dos tecidos, os polimeros sintéticos poli(acido glicélico) (PGA),
poli(acido lactico) (PLA) e acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA), sdo amplamente
usados uma vez que sdo biocompativeis e biodegradaveis. Estes polimeros ganharam
aprovacdo de FDA (Food and Drug Administration) para uso humano em diferentes
aplicacdes, inclusive suturas cirargicas (Atala, 2007).

Os produtos de degradacdo de PGA, PLA e PLGA sdo metabolitos ndo toxicos e sdo
eventualmente eliminados do corpo por simples hidrolise na forma de dioxido de
carbono e &gua. Uma forma injectdvel de PLA foi aprovada pela FDA para
comercializacdo indicadas para pacientes com lipodistrofia causada pelas drogas
antiretrovirais na terapia contra o HIV (Moyle et al., 2004).

Os biomateriais sintéticos ndo cumprem completamente as necessidades actuais em
termos de aplicacGes desejadas e assim, recentemente, muitos investigadores tém
concentrado os seus estudos em materiais de origem natural (Silva et al, 2007).

Existem numerosos biomateriais naturais entre 0s quais se encontram o colageneo,
gelatina, alginato, quitosano e o dextrano, entre outros. Estes materiais apresentam
como principal vantagem moléculas que facilitam a adeséo, proliferacdo e diferenciacédo
celular. No entanto, apresentam também desvantagens, nomeadamente a dificuldade em
controlar a sua degradacéo pelas diferentes enzimas existentes no organismo (Bronzino,
2006).

O quitosano, € um dos polimeros pseudo-natural mais utilizados na preparagédo
de hidrogéis, nomeadamente para substituinte da pele humana em pacientes queimados
(Santos et al., 2006). O quitosano, ou N-caboxibutilquitosano, é um derivado da

desacetilagdo da quitina. E um composto ndo imunogénico e que apresenta uma
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degradacdo em meio aquoso lenta, mesmo com a presenca de lisozimas. O seu produto

de degradacéo, a glicosamina, ndo é tdxico. Foi observado em membranas porosas de

quitosano que estas sao apropriadas para o crescimento celular (Ma et al., 2001).
Alginato, é um polissacarideo isolado a partir de uma alga e é usado como

transporte de células (Atala, 2007).

2.1 Biomaterais naturais utilizados neste trabalho

O colagénio é a proteina mais abundante no corpo humano (componente
principal da ECM), e pode ser purificada dos tecidos atraves de processos enzimaticos
ou quimicos (extraccdo sal/ &cido) (Li, 1995). Colageénio tipo I, é o polimero natural
mais usado e é derivado tipicamente de bovino ou 0sso de porco, pele ou tenddo (Winn
et al., 1998). A molécula de colagénio consiste em trés cadeias polipeptidicas
entrelacadas, formando uma estrutura chamada tripla hélice (figuras n°® 6 B). Cada
cadeia polipeptidica possui aproximadamente 1038 residuos de aminoacidos (figura n° 6
A) (Friess et al., 1998). A estrutura da hélice tripla é permitida devido a uma sequéncia
de aminodcidos repetitiva chamada (Gly-X-Y)n, onde Gly é glicina, X frequentemente
prolina (Pro) e Y normalmente hidroxiprolina (Hyp) (Bronzino, 2006).

O colagénio possui um baixo risco inflamatdrio, ndo é toxico e é biodegradavel
(Boccafoschi et al. 2005) é ainda resistente a forcas de distenséo e as suas propriedades
podem ser alteradas por modificacdo de seus grupos funcionais (Boccafoschi et al.
2005). E também considerado um meio adequado para a regeneracdo Ossea. Um
compésito deste tipo, de origem bovina, aprovado pela FDA sob a denominacgdo de
“Collagraft”, revelou 6ptimos resultados quando associado a células de medula, por
exemplo no tratamento de artroses vertebrais ou para o preenchimento de cavidades
quisticas (Gutierres et al., 2006).

Porém o colagénio também apresenta desvantagens como degradagdo rapida,
grande hidrofilicidade que pode causar um inchaco significativo ap0s a sua implantacéo,
uma baixa resisténcia a for¢as mecénicas de compressdo e um alto custo de purificacéo
(Ma, 2003). Implantes feitos de colagénio sdo degradados por um ataque sequencial

através de enzimas do lisossoma (Silver e Pins, 1992).
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Figura n° 6 - Estrutura do colagénio tipo I. A) Sequéncia de aminoacidos. B) Tripla hélice de
colagénio (adaptada de Friess et al, 1998).

A gelatina é derivada do colagénio, obtida por desnaturacio da tripla hélice. E
uma proteina animal constituida por 19 aminoacidos unidos por ligacGes peptidicas que
podem ser hidrolisadas por uma variedade de enzimas proteoliticas, para libertar os
aminoacidos constituintes ou os péptidos. E solGvel em &gua, biodegradavel e ¢é
utilizada na industria alimentar, em aplicacfes farmacéuticas e biomédicas. Tem sido
utilizada como cobertura de varios farmacos e na preparacdo de hidrogéis
biodegradaveis (Chandra e Rustgi, 1998).

A estabilizacdo dos biomaterais baseados em colagénio é necessaria para
diminuir a susceptibilidade a degradacdo enzimatica. Somente materiais suficientemente
estdveis manterdo as propriedades mecanicas requeridas durante o periodo de
implantacdo desejado. O acido adipidico dihidrazido (AAD) é um agente reticulante
comum na estabilizacdo de colagénio e gelatina (Silva et al., 2007).

Dextranos sdo polissacarideos de elevado peso molecular, que consistem em
unidades de a-D-glucose ligadas predominantemente por ligagdes glicosidicas 1-6 (ver
figura n® 7). A metabolizacdo do dextrano € realizada pela accdo da enzima dextranase
que se encontra em varios 6rgaos (como o figado, baco, rins e célon) que o degrada a
glicose e que é depois totalmente hidrolisada para formar dioxido de carbono e agua
(Mehvar, 2000).
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Figura n° 7 - Estrutura do dextrano (adaptado de Coviello et al., 2007).

Os dextranos sao vastamente utilizados para aplicacGes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade e baixo custo. Dentro destas aplicagdes destacam-se 0
desenvolvimento de agentes de contraste para imagiologia médica, sobretudo com o
objectivo de aumentar o tempo de retencdo destes compostos na circulagdo e sintese de
hidrogéis, nomeadamente recorrendo a tecnologia enzimatica, ou a oxidacdo do
dextrano (Maia et al., 2005). Também tem sido usado na separacdo e purificacdo de
materiais bioldgicos (Ferdous et al., 2004). Recentemente foi descrito um hidrogel
composto por N-carboxietilquitosano e dextrano oxidado capaz de aumentar a
capacidade de cura de feridas em ratos (Weng et al., 2008).

Dextrano possui grupos de hidroxilo que sdo oxidados por periodato, produzindo
maltiplos grupos de aldeido funcionais (figura n® 8) servindo como pontos de ligacdes
macromoleculares para polimeros com grupos aminas livres de modo a formar hidrogéis
(Weng et al. 2008).
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Figura n° 8 — Estrutura do dextrano e representacdo esquematica da sua oxidacéo por periodato
de sddio (adaptado de Maia et al., 2005).
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Foi descrito uma formulag&o injectavel composta por dextrano oxidado (DexOx)
ligado ao AAD. Dextrano oxidado 15% (DexOx 15%) quando misturado com AAD
forma um gel ao fim de 2-4 minutos conforme a concentracdo de agente reticulante
(AAD). Os grupos aldeido presentes no dextrano oxidado reagem com 0 grupo
hidrazida do AAD (figura n®9) (Maia et al., 2005).

Figura n°® 9 — Reacgdo entre o dextrano oxidado e o &cido adipidico dihidrazido (adaptado de Maia et
al., 2005).

Durante a degradacdo, existe um aumento dos poros do dextrano oxidado que
pode contribuir para o crescimento das células no interior deste, contribuindo para uma
melhor integrac&o junto das celulas vizinhas ao local de implante (como se pode ver na
figura n® 10) (Maia et al., 2005).
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Figura n° 10 - Imagens de microscopia electrénica de varrimento (SEM) de dexOx 15 % e AAD
10 % antes de ser imerso (A) depois de imerso em PBS ap6s 3 dias (B) apds 6 dias (C) e 11 dias (D). E

notoério o0 aumento da porosidade (adaptado de Maia et al., 2005).

2.2 Hidrogéis

Hidrogéis sdo materiais fortemente hidratados que sdo usados na regeneracao
dos tecidos como substitutos da matriz extracelular (Haines- Butterick et al., 2007). Os
hidrogéis sdo materiais que quando colocados em excesso de dgua incham rapidamente
e conservam um grande volume de agua na sua estrutura tridimensional (Chandra e
Rustgi, 1998). O contetdo polimérico dentro dos hidrogéis é normalmente abaixo dos
10% em peso, sendo atribuido o restante peso a dgua (aproximadamente 90%) quando
se encontra no estado inchado (Tessmar e Gopferich, 2007).

Isto deve-se ao facto dos hidrogeéis serem compostos por cadeias poliméricas
tridimensionais hidrofilicas que podem ser sintéticas ou naturais. A integridade
estrutural dos hidrogéis depende das ligac6es formadas entre as cadeias poliméricas que
sdo normalmente reticuladas fisica ou quimicamente. Na reticulacdo “quimica” ou
“permanentes” as cadeias sdo unidas por ligagbes covalentes, enquanto que na
reticulacdo “fisica”ou “reversiveis” as cadeias estdo conectadas por ligacGes tipo ponte
de hidrogénio, interac¢des de Van der Waals, idnicas e hidrofébicas (Hoffman et al.,

2002; Lin e Metters, 2006).
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A importancia dos hidrogéis como biomateriais deve-se a semelhanca das suas
propriedades fisicas com os tecidos vivos, tais como o elevado conteddo em &gua,
consisténcia macia e elastica e baixa tenséo superficial. Em funcédo destas propriedades,
os hidrogéis tém contribuido para o desenvolvimento de uma variedade de aplicacOes
médicas (Peppas et al., 1996). Por exemplo em sistemas de entrega direccionada de
farmacos (McCulloch e Shalaby, 1998), em materiais para suportes tridimensionais
poliméricos para organizar células (Kane et al., 1996), membranas de hemodialise,
lentes de contacto flexiveis, enxertos vasculares, penso de ferida e imobilizacdo de
proteinas, células, entre outros (Ishihara et al., 2002; Chen et al., 2003).

Recentemente, Van Tomme e colaboradores descreveram diferentes estratégias
na producdo de hidrogeéis baseados no dextrano, demonstrando-o como um polimero
muito versatil para sintese de hidrogéis (Van Tomme et al., 2007). Por exemplo, estudos
demonstram que o dextrano e seus derivados estdo entre os candidatos mais promissores
na preparacdo de hidrogéis capazes da entrega controlada de droga (Coviello et al.,
2007).

3) Morfologia do corddo umbilical humano:

O corddo umbilical liga o umbilicus do feto a placenta, é uma estrutura com
cerca de 50-60 cm de comprimento e 1 a 2,5 cm de didmetro, contém trés vasos
sanguineos (duas artérias enroladas em torno de uma veia), envolvidos helicoidalmente
pela geleia de Wharton's, ndo apresenta fibras nervosas nem vasos linfaticos (ver figura
n®11) (Di Naro et al., 2001; Zang, 1999).

A geleia de Wharton é composta por elevadas quantidades de fibras de colagénio,
substancia fundamental, acido hialorénico, sulfatos de glicosaminoglicanos e alguns
fibroblastos (Zhang, 1999; Todros et al., 2002). Esta geleia é envolvida por uma fina
camada de epitélio amnidtico queratinizado (Todros et al., 2002).

Os vasos sdo usualmente tortuosos e dispdem-se em espiral tendo, portanto, um

comprimento maior que o préprio corddo (Graga et al., 2000).
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Figura n° 11 - Corte transversal do corddo umbilical (adaptada de Zhang, 1999).

Por vezes surgem anomalias na constituicdo do corddo umbilical que se
caracterizam pela presenca de uma veia e uma Unica artéria umbilical. Esta situacédo
pode causar morte intra-uterina ou pds-parto do embrido. A Unica artéria presente pode,
por vezes, apresentar um diametro superior ao normal, chegando até a ter um diametro
semelhante ao da veia umbilical (Di Naro et al., 2001).

A geleia de Wharton pode participar na regulacdo do fluxo do sangue umbilical
e pelo menos em alguns casos, a reducao do crescimento fetal pode ser consequéncia de
uma diminuicdo da geleia de Wharton, levando a hipoplasia dos vasos umbilicais (Di
Naro et al., 2001). Existem também casos raros e incomuns onde existe auséncia de
geleia de Warton a volta das artérias umbilicais causando morte perinatal (Kulkarni et
al., 2007). O risco de pré-eclampsia em mulheres apds o parto esta frequentemente
associado a reduzida quantidade de geleia de Wharton a volta da veia umbilical humana
(Raio et al., 2002).

3.1 Morfologia dos vasos sanguineos:

Normalmente as artérias do corpo humano sdo compostas por trés camadas
(Saladin, 2001; Zhang, 1999) (ver figura n° 12): a tunica externa (adventicia) é
constituida por tecido conjuntivo frouxo (composto por “vasa vasorum”), fibras
nervosas, células adiposas, fibras elasticas e fibroblastos; a tunica média é constituida
por musculo liso, colagénio e por tecido elastico. O masculo liso é responsavel pela

vasoconstricdo e vasodilatacdo dos vasos sanguineos; a tunica interna (intima) € a
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camada mais interna em contacto com o0 sangue, € constituida por uma camada de
células endoteliais (endotélio), camada sub-endotelial e lamina elastica interna. O
endotélio actua como barreira permeavel selectiva de solutos sanguineos e segrega

agentes vasoconstritores/vasodilatadores (Saladin, 2001; Zhang, 1999).

Lamina elastica interna

Adventicia Média \ Endotélio
Intima

Figura n® 12 - Representacdo da estrutura dos vasos sanguineos mostrando as trés tlnicas
(adaptado de Patel et al., 2006).

No entanto, a artéria umbilical humana (AUH) é mais simples que as restantes
artérias do organismo. N&do existe nenhuma camada sub-endotelial ou lamina elastica
interna adjacentes estando assim o endotélio em contacto directo com a camada
muscular. Esta € composta por apenas uma camada longitudinal interna (de limen
irregular, sem nervos nem vasa vasorum) e tem uma camada circular externa continua
com geleia de Wharton (Zhang, 1999). A veia umbilical exibe uma invulgar camada
muscular espessa, intercalada com fibras musculares lisas, dispostas circular,
longitudinal e obliquamente. Além disso, apresenta uma lamina eldstica interna, a qual
permite distinguir a veia das referidas artérias (Zhang, 1999).

As duas artérias umbilicais levam o sangue ndo oxigenado do embrido para a
placenta, enquanto a Unica veia transporta o sangue oxigenado (rico em nutrientes) da
placenta para o embrifo (Moore e Persaud, 2000). E, portanto, importante que as
artérias possuam paredes adequadas para assegurar um rapido e eficiente fluxo de
sangue para os tecidos, de forma a fornecer-lhes os nutrientes necessarios e remover 0s

produtos de degradacdo. O colagénio promove a tensao, a elastina é responsavel pelas
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propriedades elasticas e os proteoglicanos contribuem para a compressibilidade
(Racliffe, 2000).

A comunicacdo entre células é um processo essencial e importante para a
manutencdo da normal fisiologia dos tecidos. No tecido vascular ocorrem interaccfes
estruturais e metabolicas entre o endotélio e as células do musculo liso. A manutengdo
da estrutura normal de uma artéria depende dessas interac¢Bes. As células endoteliais e
do musculo liso actuam como um sistema de transmissdo de sinais, dos receptores
localizados na superficie do endotélio para a parede das artérias e vice-versa, das células
do musculo liso para as endoteliais. Esta interac¢do entre as células nas paredes dos
vasos é considerada como sendo um importante factor no controlo do crescimento e
funcdo dos vasos sanguineos. Durante a formacdo dos vasos sanguineos, factores de
crescimento libertados pelas células endoteliais induzem a migracdo das células
mesenquimais indeferenciadas em direccdo as endoteliais, e apds o contacto entre estes
dois tipos de células ocorre a diferenciacdo das células mesenquimais em células do
mausculo liso (Heydarkhan-Hagvall et al., 2003).

4) Musculo liso:

O musculo liso encontra-se presente em diferentes locais do organismo, entre
eles temos: vasos sanguineos, tubo digestivo, aparelho respiratério, urinario e
reprodutor, derme, iris e corpo ciliar do olho, onde é sujeito a vérios estimulos de
natureza mecénica, hormonal e neuronal. O nome do musculo liso advém do facto da
organizacdo das proteinas contracteis ndo apresentarem uma aparéncia estriada (Burkitt
et al., 2000; Zhang, 1999; Solomon e Phillips, 1987).

As fibras do musculo liso sdo células alongadas, envolvidas por tecido
fibroelastico que forma uma porcdo contractil em alguns 6rgéos. Uma célula muscular
apresenta aproximadamente 20 a 50 um de comprimento e cerca de 5 a 10 um de
largura, na zona central (mais larga) encontra-se apenas um nicleo ovdide como se pode
observar na figura n® 13 (Burkitt et al., 2000).
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Figura n° 13 - Células do musculo liso isoladas a partir da artéria umbilical humana (adaptada
de De Llano et al, 2007).

As células sdo alinhadas paralelamente com as células adjacentes e ligam-se pelas suas
terminagfes conicas formando fasciculos ramificados irregulares (Zhang, 1999). Nas
paredes dos vasos sanguineos, as fibras musculares lisas estdo dispostas de modo
circular e servem para modificar o calibre do vaso (Snell, 1999). As células do musculo
liso vascular (VSMC) sdo responsaveis ndo s por manter a tensdo da parede das
artérias mas também pelo crescimento vascular, remodelacéo e reparacdo (Pauly, 1998).

Observam-se trés tipos de filamentos no musculo liso vascular: os filamentos
finos compostos principalmente por actina; os filamentos densos compostos
principalmente por miosina; e os filamentos intermédios constituidos essencialmente
por desminina (Murphy et al., 1999).

A presenca de células do musculo liso (SMC) em cultura apresenta uma
aparéncia “hill and valley”e a sua presenca ¢ confirmada pelo sinal positivo da a-actina
do mausculo liso através da técnica de imunofluorescéncia (Heydarkhan-Hagvall et al.,
2006).
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Figura n° 14 - Fotografia de fase-contraste das VSMC da artéria umbilical humana. As imagens
mostram a evolugdo das células ap6s serem cultivadas no meio M199 com 10% FBS nas placas (A) e
apos 12 (B), 24 (C), 48 (D) e 72 (E) horas. Apds 72 horas verifica-se a confluéncia total das CMVL
(adaptado de Han et al., 2006).

5) Cultura de células

A cultura de células define-se como o conjunto de técnicas que permitem
cultivar ou manter células isoladas fora do organismo onde existem, mantendo as
caracteristicas proprias. A cultura de células para expansao celular pode contribuir para
a formacdo de um novo tecido. Estudos efectuados sugerem que a cultura de células do
musculo, medula dssea e células de tecido adiposo podiam ser Uteis para a regeneragdo
do osso, cartilagem, musculo e tendBes. Contudo, a expansdo de células por cultura in
vitro envolve também alguns riscos, nomeadamente contaminacfes por bactérias,
fungos, virus ou por deplecdo da capacidade proliferativa do tecido apos implantacéo e
um elevado custo (Muschler et al., 2004).

As culturas celulares sdao divididas em “culturas primarias” e “cultura de linhas
celulares”. As culturas primarias consistem em culturas de células, tecidos ou Orgéos
isolados directamente do organismo e sdo assim consideradas até serem subcultivadas
com sucesso pela primeira vez. Tornam-se depois linhas celulares (Mather e Roberts,
1998).
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A cémara de fluxo laminar é a forma mais segura de criar um ambiente estéril
para efectuar a cultura de células. Todo o material utilizado para cultura de células deve
ser esteril. A esterilizacdo pode ser feita através da autoclave sendo a técnica mais
utilizada para esterilizar o equipamento da sala de cultura. E também utilizada a
esterilizagdo por ultra-violeta, para a esterilizagdo do material, das camaras de fluxo
laminar e das incubadoras. Em alguns casos o material que ndo pode ser autoclavado,
nem posto em ultra-violeta, sendo esterilizado com etanol 70 %. As caracteristicas que
nos podem indicar infec¢bes microbianas sdo: variacdo subita no pH do meio (mudanga
da cor do meio); turbidez do meio e espacos livres no meio do crescimento celular.

A maioria das culturas celulares ¢ mantida em crescimento em incubadoras a 37°
C com uma atmosfera contendo 5 % de CO,. As incubadoras humidificadas sdo uma
comum fonte de contaminacGes pois estas requerem agua para promover 0s niveis de
humidade adequados que podem levar ao crescimento de vérios fungos, na agua
colocada no interior ou até nas paredes e tubagem da incubadora. Estas incubadoras
devem ser limpas periodicamente. As células em cultura devem ser observadas ao
microscopio periodicamente para determinar a sua taxa de proliferacdo e auséncia de
contaminagfes. As culturas contaminadas devem ser imediatamente retiradas da
incubadora e eliminadas (Spector et al., 1998).

As células necessitam de oxigénio para o seu metabolismo. Este é fornecido pelo
meio de cultura. O oxigénio é normalmente difundido apenas nos primeiros milimetros
a partir da superficie. Assim sendo um excesso de meio de cultura provoca uma inibi¢do
na difusdo do oxigénio e um lento crescimento das células. Por outro lado, baixas
quantidades de meio podem provocar a morte celular por falta de nutrientes (Mather e
Roberts, 1998).

Uma diferenca clara entre 0 ambiente in vitro e in vivo esta na superficie a qual
as células aderem e a forma que elas adquirem. Varios estudos tém sido realizados para
demonstrar os efeitos, que a superficie onde as células aderem, pode ter na forma e na
funcdo das células em estudo. As placas e frascos de cultura podem ser revestidos por
proteinas de ligagdo como laminina, colagénio ou fibronectina. As células podem ser
submetidas a stress devido a alteragdes do ambiente de cultura, por exemplo, alteracdes
de pH ou temperatura, o que pode levar a sua morte (Mather e Roberts, 1998).

A subcultura de células envolve a remog¢do do meio de cultura, a lavagem das
células, a dissociacdo das células aderidas, normalmente com tripsina (uma enzima

proteolitica que destr6i a matriz e as proteinas de ligacdo entre as células) e a
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distribuicdo da suspensédo celular num novo frasco de cultura contendo meio de cultura
adequado (Mather e Roberts, 1998).

A criopreservacdo das células € um passo importante, pois serve como fonte de
células, no caso de perda da cultura celular por exemplo, por contaminacéo das células
em cultura (Spector et al, 1998). Os danos ocorridos durante a criopreservagao séo
atribuidos a vérios factores directos ou indirectamente relacionados com a formacéo de
gelo intra ou extracelularmente. No entanto, 0 mecanismo exacto de dano durante a
criopreservacdo é ainda desconhecido. A formacdo de gelo intracelular quebra o
citoesqueleto (Bronzino, 2006). Dois reagentes, glicerol e dimetilsuféxido (DMSQO), séo
normalmente usados como agentes criopreservantes no meio de congelagédo para
prevenir a formacao de cristais intracelulares (Spector et al, 1998). O DMSO é toxico a
altas temperaturas e tem um poder mutagénico e toxico em altas concentracdes
(Bronzino, 2006). O soro bovino fetal (FBS) é adicionado em maior concentra¢do no
meio utilizado para congelar as células (Spector et al., 1998).

5.1 Meios

Os meios de cultura sdo compostos por aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos,
glucose e soro (Spector et al., 1998). O Meio Essencial Minimo (MEM) desenvolvido
por Harry Eagle, é um dos meios de cultura usados para o crescimento de células in
vitro. O Meio MEM ¢ considerado uma solugdo nutritiva padrdo em cultura de células
por possuir 0s nutrientes basicos para a manutencdo celular. O meio Dulbecco’s MEM
inclui concentracfes de aminoacidos maiores que o MEM assemelhando-se as
concentragdes proteicas das células de mamiferos (Mathre e Roberts, 1998).

Como suplemento a maioria dos meios de cultura temos o soro (fonte de factores
de crescimento, hormonas e factores de ligacdo), este tem de ser testado para cada tipo
de células pois pode conter componentes toxicos para alguns tipos de células (Spector et
al, 1998). Podem ser usados soros de diferentes espéecies animais para suplementar uma
cultura celular, sendo os mais usados os de origem bovina, equino ou soro humano
(Mathre e Roberts, 1998).

Para minimizar contaminacgOes adiciona-se & maioria das culturas antibidticos,

antimicaticos e vermelho de fenol como indicador de pH. O pH da maioria das culturas
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varia entre 7,2 e 7,4 (Spector et al., 1998). O pH do meio é importante para manter um
correcto funcionamento das enzimas celulares, para uma optima ligacdo das hormonas e
factores de crescimento aos receptores da superficie celular e ainda para manter o
equilibrio i6nico apropriado. O sistema bicarbonato de sodio — didxido de carbono é o
sistema tamp&o na maioria dos meios de cultura. Ocorre uma descida do pH devido a
interac¢do do CO; libertado pelas células ou pelo ambiente segundo esta equacdo: H,O
+ CO; «H,CO3 «» H" + HCO5 . Quando aumentamos a concentracio de bicarbonato
no meio neutraliza o efeito de CO, da seguinte forma: NaHCO3; < Na' + HCOj.
Elevada concentragdo de bicarbonato no meio requer uma maior percentagem de CO,
para promover o pH apropriado e também para uma melhor capacidade de
tamponizacdo (Mathre e Roberts, 1998).

Os meios de cultura devem ser filtrados e os frascos onde estes sdo armazenados apenas
abertos na camara de fluxo laminar. Os meios sdo conservados a 4°C e devem ser

aquecidos a 37°C antes de se adicionarem as células (Spector et al, 1998).

5.2 Factores de crescimento

Os factores de crescimento sdo proteinas utilizadas em cultura de células in vitro
ou in vivo, para promover a proliferagéo celular (Suh, 2000).

O factor de crescimento epidermal (EGF) tem cerca de 6 kDa e provem da
glandula submaxilar ou pode ser isolado da urina humana. Os seus alvos sdo as células
epidermais, fibroblastos, células da glia e células endoteliais. O factor de crescimento de
fibroblastos-1 (FGF-1), também conhecido como factor de crescimento de celulas
endoteliais, tem cerca de 16 kDa, e é isolado do olho, cérebro e é também produzido
pelo embrifo. E indicado para varios tipos de células derivadas da mesoderme e da
ectoderme, incluindo fibroblastos, células muasculo liso, células endoteliais vasculares e
células da glia. O factor de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) tem cerca de 18 kDa
e € produzido pela maioria dos tecidos adultos e também pelos embriGes. Tem
igualmente accdo em varios tipos de células derivadas da mesoderme e da ectoderme,
incluindo fibroblastos, células do musculo liso, células endoteliais vasculares e células
da glia (Spector et al, 1998).
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VEGF (factor de crescimento endotélio-vascular) foi caracterizado como um
potente factor de crescimento endotelial e estimulador de permeabilidade endotelial
(Infanger et al., 2007). VEGF tem um papel central na formacdo e funcdo de novos
vasos sanguineos (no caso de ocorrer angiogénese por exemplo) serve também para
auxiliar no crescimento dos tecidos e 6rgaos do organismo (Denizot et al. 2007; Aird,
2007).

A geleia de Wharton é considerada um reservatorio de factores de crescimento
de péptidos como: factor de crescimento “insulin-like I’ (IGF-I), factor de crescimento
de fibroblastos (FGF), Factor de crescimento transformador de beta (TGF-beta), factor
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e factor de crescimento epidermal (EGF)
(Malkowski et al. 2007). O facto da geleia de Wharton possuir um nimero de células
muito baixo e uma quantidade de componentes de matriz extracelular muita elevada,
indica que estas células sdo estimuladas pelos factores crescimento e produzem grandes
quantidades de colagénio e glicosaminoglicanos (Sobolewski et al., 2005).

6) Determinacdo da viabilidade celular e citotoxicidade dos

biomateriais

De entre os estudos bioquimicos necessarios ao desenvolvimento de novos
biomateriais, os testes de citotoxicidade sdo de importéncia primordial. Hoje em dia, a
utilizacdo de culturas celulares em placas multipocos é uma pratica corrente para a
avaliacdo de novos compostos com potencialidade farmacoldgica, uma vez que permite
a manipulacdo de varias amostras simultaneamente, além de ser um procedimento
econdmico e que permite uma certa automatizacdo (Freshney, 1994). Recentemente, 0s
ensaios de citotoxicidade tém sido dominados pelo uso de técnicas colorimétricas
(Freshney, 1994).

Para determinar os efeitos dos diferentes materiais, quando sdo colocados em
contacto directo com as células, tém sido usados diversos métodos como, por exemplo,
contagem das celulas viaveis, determinacdo de taxas de proliferacdo celular e

determinacdo de actividade de enziméatica (Ames, 1973). Normalmente para estes testes
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sdo usadas células cultivadas sob condi¢des padrdes e submetidas a accdo do material
(Bhatia e Yetter, 2007).
Os ensaios de biocompatibilidade in vitro no presente trabalho foram analisados

por viabilidade celular (azul de triptano e MTT).

6.1 Teste do MTT

Um dos métodos mais utilizados na avaliacdo da viabilidade celular de
diferentes compostos € o teste da reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), devido a sua rapidez, versatilidade e alta reprodutibilidade
(Supino, 1995). Este teste colorimétrico baseia-se na capacidade das células viaveis
converterem um sal de tetrazolio solivel (MTT) num precipitado de formazano

insoltvel, de acordo com a reacc¢do indicada na figura n°® 15 (Vande et al., 2006).

oer? e o

-

CHy
MTT Formazano

Figura n° 15 - Estruturas quimicas do MTT e do formazano (adaptado de Liu, 1999).

Os sais de tetrazdlio atravessam a membrana celular e entram para a célula onde
aceitam electrbes a partir de substratos oxidados, ou de determinadas enzimas, sendo
particularmente reduzidos como resultado da actividade da enzima mitocondrial
succinato desidrogenase (Serrano et al., 2004). Esta reac¢do converte os sais de MTT de

cor amarela em cristais de formazan de cor violeta que se acumulam em endossomas e
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sdo posteriormente transportados para a superficie celular através de um processo de
exocitose (Supino, 1995; Liu, 1999). Os referidos cristais de formazano podem ser
posteriormente dissolvidos num solvente organico (por ex. isopropanol), que permita a
sua quantificacdo por espectrofotometria (Supino, 1995; Freshney, 1994). O ensaio de
MTT permite a sua utilizacdo na quantificacdo espetrofotometrica ndo radioactiva da
proliferacdo de celular e viabilidade em populacdes de células que usam placas de 96
pocos (Sjogren et al., 2000).

Estudos mais recentes demonstraram que a mitocondria ndo tem um papel
exclusivo na reducdo do MTT, uma vez que outras fracgdes subcelulares importantes
(incluindo a nuclear, a microssomal e a citosolica) podem igualmente reduzir o MTT,
funcionando o NADH ou o NADPH citoplasmaticos eventualmente como melhores
substratos para a reducdo do MTT do que o préprio succinato (Liu, 1999).

Sendo assim, deve ter-se em consideracdo que a reducdo do MTT poderéd ndo exprimir
necessariamente actividade metabolica a nivel mitocondrial. Para além disso a
toxicidade intrinseca do MTT pode de algum modo contribuir para a morte celular
eventualmente verificada (Liu, 1999; Freshney, 1994). N&o obstante, a reducédo do MTT
continua a ser um método expedito de determinacdo da viabilidade celular, tendo em

consideracdo as limitacGes mencionadas.

6.2 Teste do LDH

A viabilidade celular foi igualmente determinada através do teste da libertagdo
da enzima lactato desidrogenase (LDH). Esta enzima faz a conversdo de lactato a
piruvato, o que leva a producdo de NADH (figura n® 16). Uma vez que LDH é uma
enzima de origem citoplasmética, a sua presenca no meio extracelular fornece
indicacdes sobre danos ao nivel da membrana celular (Stryer, 1998).

Posteriormente, 0 NADH é usado na conversdo de um substrato (tetrazolium salt
(INT)) num produto corado (formazano), analisado por espectofotometria UV/visivel
(figura n°® 17). Assim, quanto maior a perda de integridade membranar, maior a
absorvancia determinada pelo método colorimétrico. Se ndo ocorrer dano membranar, a

LDH permanece intracelularmente, ndo ocorrendo reaccao (Stryer, 1998).
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Figura n° 16 - Reducdo do piruvato a lactato (adaptado de Stryer, 1998).

Diaphorase
NADH + INT - NAD+ + Formazano

Figura n® 17 - Formag&o do formazano (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay).

A quantificacdo da actividade da LDH, que catalisa a reaccao reversivel:
Piruvato + NADH + H* & Lactato + NAD" , pode ser medida a 340 nm pela

velocidade de consumo de NADH, que é proporcional a sua actividade.

Neste trabalho, usou-se apenas o método in vitro MTT de modo a proceder ao

estudo da biocompatibilidade dos hidrogéis baseados em DexOx. As culturas celulares

utilizadas para isso foram as células do musculo liso de rato (A7r5) e células humanas

de musculo liso das artérias do corddo umbilical humano (HUASMC).

7) Técnica da imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia € uma técnica que permite a visualizacdo de proteinas ou

antigénios em ceélulas ou secgOes de tecido por ligacdo de anticorpos especificos. Isto

porque € um fendmeno éptico no qual a luz é absorvida por uma substancia chamada

fluoroforo e quase instantaneamente reemitida com um comprimento de onda (A) maior.
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Os fluordforos mais utilizados em técnicas de imunofluorescéncia s&o o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e rodamina (Kuby et al., 2002).

Existem dois tipos de imunofluorescéncia: indirecta e directa.

Imunofluorescéncia directa, na qual o anticorpo priméario é marcado com uma sonda
fluorescente. Imunofluorescéncia indirecta na qual o anticorpo priméario é reconhecido
por um anticorpo secundario marcado com um fluordforo. A imunofluorescéncia
indirecta € um meétodo de deteccdo muito sensivel porque o anticorpo primario é ele
préprio reconhecido por varias moléculas do anticorpo secundario, permitindo uma
grande amplificacdo do sinal (Kuby et al., 2002).
A deteccdo da fluorescéncia emitida, pode ser medida através do microscopio de
fluorescéncia, este permite visualizar a distribuicdo espacial dos fluor6foros num
sistema bioldgico, por exemplo uma célula, assim como observar alteracbes na
intensidade da fluorescéncia (Kuby et al., 2002).

Neste trabalho apds isolamento das HUASMC, foi aplicada a técnica de
imunofluorescéncia indirecta de modo a tentar identificar a existéncia apenas deste tipo

de células.

8) Engenharia dos tecidos aplicada aos vasos sanguineos

O coragdo € o principal responsavel pela circulagdo do sangue, mas sdo 0S vasos
sanguineos que o transportam por todos os tecidos do corpo e o trazem de volta ao
coracdo. Por outro lado, os vasos sanguineos interferem na regulacdo da pressdo arterial
e ajudam a dirigir o sangue para os tecidos onde a actividade é maior.

Tanto os vasos sanguineos como o coragdo sdo controlados para manter uma pressdo
arterial suficientemente elevada, que produza um fluxo sanguineo suficiente para
satisfazer as necessidades metabdlicas dos tecidos (Mori e Matsuda, 2005).

Doencas cardiovasculares sdo causadas frequentemente por aterosclerose que
pode conduzir a evolucdo de doencas arteriais como trombose e aneurismas
(Boccafoschi et al., 2005). A aterosclerose é uma doenca inflamatéria que se
desenvolve nas paredes dos vasos sanguineos. As lesbes provocadas pela aterosclerose
consistem na formacdo de uma placa lipidica na camada interna das artérias, rodeada

por matriz extracelular e células do musculo liso, coberta por uma camada de fibras.
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Assim sendo o fluxo sanguineo diminui e pode mesmo provocar o bloqueio dos vasos
(Racliffe, 2000).

Actualmente, o tratamento desta doenca consiste na realizacdo de um enxerto da artéria
lesada usando uma outra artéria ou veia do paciente. Os vasos autologos, especialmente
artérias, sdo os enxertos escolhidos, no entanto, nem todos os pacientes tém veias
disponiveis para enxerto, quer por doencas dos vasos sanguineos quer por 0S vasos
sanguineos ja foram removidos em cirurgias anteriores (Heydarkhan-Hagvall, et al,
2006).

Nos pacientes que ndo possuem veias disponiveis para enxerto, quando a
substituicdo de vasos sanguineos doentes € necesséria sdo requeridas proteses artificiais,
feitas de material natural ou sintético (Boccafoschi et al., 2005). Com o objectivo de
desenvolver suportes tridimensionais biocompativeis, reproduziveis e que possuam a
vasculatura nativa (Andersson e Christ, 2007). Varios suportes tridimensionais
constituidos por polimeros biodegradaveis foram investigados para produzir vasos
funcionais. Polietileno-tereftalato (Dacron) e politetrafluoretileno (ePTFE ou Teflon)
sdo utilizados mas amplamente nas proteses vasculares. Estd comprovado que tanto o
Dacron como o ePTFE produz uma reaccdo com o soro e 0s glébulos vermelhos,
aumentando os niveis de tromboxano e como consequéncia diminuicdo de plaquetas
(Falke e Atala, 2000). Estes materiais sdo frequentemente usados no tratamento de
doencas vasculares mas tém a sua aplicacdo limitada quanto as condicGes de fluxo
sanguineo e resisténcia, devido a sua pobre elasticidade (Hoenig et al, 2005).

Em animais (ovelhas) foram feitos estudos experimentais com PGA onde se
semearam células endoteliais e miofibroblastos autélogos formando uma protese
cardiaca. Esta foi utilizada para substituicdo da valvula pulmonar com bons resultados
num periodo de 8 semanas. Este método ainda esta longe de se poder utilizar em seres
humanos (Falke e Atala, 2000). A eficacia de um polimero estd baseada no balanco
entre a sua rapida absorcdo, promovendo uma infiltracdo celular e desenvolvendo um
tecido. Para conseguir uma boa induc¢do do crescimento tecidular antes da reabsorcao do
polimero sdo utilizadas varias combinacfes de biomateriais biodegradaveis de modo a
conseguir estabilidade do enxerto, enquanto se forma o novo tecido (Falke e Atala,
2000).

Existem vantagens e desvantagens tanto para polimeros naturais como sintéticos
na engenharia dos tecidos vasculares na tabela 1 véem-se algumas das propriedades dos
biomateriais (Patel et al., 2006).
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Tabela 1. Propriedades dos suportes polimericos tridimensionais naturais e sintéticos (adaptado de Patel
et al., 2006).

Suporte Polimérico Suporte Polimérico
Tridimensional Biologico Tridimensional Sintético
Vantagens = N&o toxico = Facilmente disponivel e
= Favoravel para ligacéo das barato
células = F4cil de processar
= Geralmente biocompativel = Pequena ou nenhuma
variacdo de grupo para
grupo
Desvantagens = Pode degradar-se = Monomeros residuais
rapidamente toxicos ou catalisadores e
= Possibilidade de degradacéo de produtos
transmissdo de doenga podem provocar
= Inconsisténcia entre inflamacao
grupos diferentes = [Interacg&o celular pobre

Também foi utilizado um suporte tridimensional polimérico onde se combinava 0 PGA
e 0 PLLA, onde foram semeadas células musculares lisas da aorta de ratos adultos,
observou-se o crescimento de células e secrecdo de proteinas de matriz extracelular.
Contudo foi mais tarde demonstrado que o suporte de PGA possui uma alta
degradabilidade o que provoca uma disfuncdo a nivel celular devido a variacdo do pH
(Patel et al., 2006).

Em 1986, Weinberg e Bell, produziram o primeiro vaso sanguineo constituido
por Dacron, com células endoteliais, de musculo liso e fibroblastos de bovino,
colocados num suporte polimérico tridimensional com colagénio (Weinberg e Bell,
1986). No entanto, este modelo ndo dispunha dos requisitos mecéanicos, nomeadamente
da forga de tenséo. Mais tarde L'heureux e seus colaboradores, melhoraram estes vasos
sanguineos na for¢a mecanica destes enxertos criados cultivando células de mesenquima
(células de musculo lisas e fibroblastos) na presenca de vitamina C, de modo a criar
uma matriz de extracelular tridimensional com caracteristicas semelhante as que se
observam em vivo destes vasos, a figura n° 18 evidéncia estes vasos (citado em

Edelman, 2008). Foram os primeiros a desenvolver um tecido préximo aos vasos
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sanguineos naturais atraves de cultura de células humanas. Estes vasos sanguineos
artificiais foram projectados de maneira a que 0s enxertos vasculares tivessem os trés
tipos de células que se encontram nos vasos sanguineos naturais: células endoteliais,

células de musculo vasculares lisas e fibroblastos (Andersson e Christ, 2007).

Figura 18 - Vasos sanguineos obtidos por engenharia dos tecidos exclusivamente de materiais bioldgicos

e células vasculares autdlogas (adaptado por L’Heureux et al., 1998).

Além disso ainda nenhum biomaterial apropriado foi desenvolvido para substitui¢éo
arterial de didametro pequeno (Boccafoschi et al., 2005).

Muitos critérios foram propostos para o desenvolvimento de um enxerto de
pequeno tamanho funcional para substituicdo arterial

Vaérios factores podem afectar a biocompatibilidade dos enxertos vasculares. Um
desses factores envolve a resposta inflamatoria provocada pelo material implantado. Os
materiais poliméricos usados em enxertos vasculares agravam a resposta inflamatdria,
onde o grau de inflamacdo depende do tipo de tecido que rodeia o implante, e das
propriedades inerentes ao material que constitui o enxerto (Seal et al, 2001).

Investigadores estudaram o uso de células musculares e endoteliais de tecido
arterial combinadas com varios tipos de suportes tridimensionais de biomateriais
naturais e sintéticos para fazer construgdes tubulares e sujeitou-os a estimulagdo
mecénica e/ou quimica numa tentativa para desenvolver um enxerto de substituicdo

arterial de pequeno diametro com varios graus de sucesso (Isenberg et al., 2006).
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Para criar um vaso sanguineo substituto, pela engenharia de tecidos, é necessaria
a incorporagdo de células do musculo liso e células endoteliais numa estrutura
tridimensional de modo a estabelecer a arquitectura de um vaso sanguineo nativo (figura
n°19). Uma vez implantado no animal existe ainda uma variedade de desafios (Nerem e
Ensley, 2004).
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Figura n° 19 - Criacdo de um enxerto vascular de pequeno didmetro. Este esquema demonstra como a
combinacdo de vérias estratégias podem ser necessarias para atingir o sucesso (adaptada de Nerem e
Ensley, 2004).

Células do musculo liso foram postas em crescimento em contacto com PGA
com o intuito de estudar e comparar a matriz extracelular de vasos sanguineos
produzidos artificialmente com a matriz extracelular com vasos sanguineos nativos.
Apds seis semanas de cultura num bio-reactor, foram adicionadas células endoteliais e
ao fim de mais trés dias o vaso sanguineo obtido por engenharia dos tecidos foi
analisado (Heydarkhan-Hagvall et al, 2006).

Um dos objectivos deste trabalho era produzir em laboratério substitutos de
vasos sanguineos. Comprovar se 0s hidrogeis tendo como base o dextrano oxidado,
eram compativeis. De modo a obtermos um biomaterial compativel que no seu interior
permitisse a adesdo de células endoteliais e no seu exterior células de masculo liso.

Desta forma ir-se-ia reproduzir a estrutura de um vaso sanguineo.
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I11. Materiais e métodos

1) Preparacao dos frascos para transporte dos cordfes umbilicais

Os frascos para recolha dos corddes umbilicais foram preparados com PSS
(solucdo salina fosfato) diluido (ver anexo | tabela n® 1), antiproteases (ver anexo |
tabela n° 5) e antibidtico/antimicotico (ver anexo | tabela n° 6). Os corddes umbilicais
foram recolhidos no Hospital Sousa Martins da Guarda e no Hospital Amato Lusitano
de Castelo Branco, com o devido consentimento das gravidas e do Comité de ética dos
hospitais. Os frascos contendo os cordfes umbilicais foram posteriormente
armazenados no frigorifico a 4° C até se realizar o isolamento das artérias do cordao
umbilical (ver anexo | tabela n° 14).

O sangue do corddo umbilical e o corddo umbilical em si sdo amostras
bioldgicas que se podem obter logo ap6s o parto. Estes materiais biolégicos podem ser
recolhidos sem qualquer risco para a satde da mée e do bebé (Llano et al, 2007).

2) Isolamento das artérias umbilicais

As artérias umbilicais foram isoladas a partir dos corddes umbilicais imersos numa
solucdo de PSS diluido e antibidtico/antimicotico, a 4° C (figura n® 20 A). A geleia de
Wharton foi removida com a ajuda de uma pinca e uma tesoura (figura n® 20 C). Este
procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar (aura 2000).
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Figura n° 20 - Método de isolamento das artérias umbilicais. A) Corddo umbilical em solucéo de PSS

diluido com antibidtico/antimicético. B) ldentificacdo das artérias umbilicais e da veia umbilical. C)

Remocdo da geleia de Wharton. D) Artérias umbilicais.

3) Preparacéo de placas de cultura com colagénio

Para facilitar a adesdo celular os pocos das placas de cultura (com 12 pogos) foram
revestidos com colagénio (Sigma), colocaram-se 20 uL de solugdo de colagénio em
cada poco da placa de cultura e espalhou-se cuidadosamente por toda a sua superficie
com a ajuda de um “cell scraper”. A placa foi posteriormente incubada a 37° C durante
cerca de 3 horas. A placa revestida com colagénio seca foi posteriormente armazenada
no frigorifico para evitar a degradagéo do colageénio.

4) Isolamento de células humanas do musculo liso

4.1) Método | (adaptado de De Llano et al., 2007)

Apos isolamento das artérias, estas foram colocadas numa placa de petri pequena com 3
mL de PSS diluido e 30 pL de antibidtico/antimicotico onde foram cortadas
longitudinalmente (figura n® 21 A) e procedeu-se a remocao do endotélio e do sangue da
parte interna das artérias com a ajuda de um cotonete (figura n® 21 B). As artérias foram
colocadas numa nova placa de petri, nas mesmas condic¢des que a anterior e procedeu-se
a colheita de camadas musculares (figura n°® 21 C). Posteriormente, as camadas
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musculares foram lavadas trés vezes, em placas de petri com 3 mL de PBS (solucdo
tampao fosfato) (ver anexo | tabela n° 3) e 30 puL de antibiotico/antimicotico (figura n°
21 D). As camadas de musculo liso obtidas foram colocadas em placas de cultura
revestidas com colagénio (Sigma) (figura n° 21 E) apds ter sido removido o maximo de
liquido possivel (figura n® 21 F). A placa foi colocada a 37° C cerca de 5 minutos no
interior de uma incubadora. Apos esta incubagdo adicionou-se 500 puL de meio de
cultura DMEM — F12 com 5 % de FBS (suplementado com insulina e GSP) e 10 pL de
antibidtico/antimicotico a cada poco contendo as camadas de musculo liso.

Ap0s 24 horas foram adicionados mais 500 pL de meio de cultura DMEM — F12 com
5 % de FBS (suplementado com insulina e GSP) e 5 pL de antibidtico/antimicotico. O
meio foi mudado apds 48 horas e posteriormente de 3 em 3 dias. Este procedimento foi

realizado em ambiente estéril, no interior de uma cadmara de fluxo laminar (aura 2000).

Figura n° 21 - Método I, usado para o isolamento de células de musculo liso (adaptado de De
Llano et al., 2007). A) Corte longitudinal da artéria. B) Remog¢do do sangue e do endotélio. C)
Isolamento das camadas musculares. D) Lavagem das camadas. E) Colocacdo das camadas na placa de

cultura. F) Remocao do liquido.
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4.2) Método Il (adaptado de Van Rigen et al., 1997)

As artérias umbilicais isoladas foram intubadas com uma céanula e de seguida fez-se a
perfusdo com solucdo de PSS diluido para lavar o sangue e coagulos (figura n°® 22 A).
Apds esta primeira lavagem, fez-se passar meio RPMI 1640 com 10 % de FBS (ver
anexo | tabela n°® 12) nas artérias para as lavar e promover a sua dilatacdo.
Posteriormente, as artérias foram fechadas numa das extremidade com uma linha (figura
n° 22 B) e foram introduzidos aproximadamente 0,2 a 0,5 mL, dependendo do tamanho
da artéria, de uma solugdo de 0,1 % colagenase tipo | (Sigma) em HBSS (Solucdo salina
Hank’s Balanced) (ver anexo | tabela n® 4) (figura n® 22 C). Apo0s a adi¢do da enzima
fechou-se a outra extremidade da artéria (figura n°® 22 D). De seguida as artérias foram
colocadas num tubo de falcon contendo PBS (30mL aproximadamente) e foram
incubadas num banho de 37°C durante 25 minutos com agitacdo (figura n® 22 E). Ap6s
ter decorrido este tempo o0s nos das artérias sao cortados (figura n° 22 F) e fez-se passar
pelas artérias aproximadamente 0,2 a 0,5 mL (dependendo do tamanho da artéria) de
meio DMEMF-12 com 5% de FBS (figura n°® 22 G), para inibir a actividade enzimatica
e recolher as células que se dissociaram das artérias para um tubo de falcon. Apos este
passo realizou-se uma centrifugacdo a 1200 rpm, durante 8 minutos (figura n® 22 H).
Apbs centrifugacdo as células ficaram no pellet e o sobrenadante foi aspirado. O pellet,
foi ressuspendido, e colocado numa placa de cultura revestida com colagénio, com meio
DMEM — F12 com 5 % de FBS (suplementado com insulina e GSP (componentes de
suplemento do crescimento)) (ver anexo | tabela n°9 e n°10) e antibi6tico/antimicotico.
Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar (aura 2000).
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Figura n° 22 - Método I, usado para o isolamento de células de musculo liso (adaptado de Van Rigen

et al., 1997). A) Lavagem das artérias com PSS. B) Primeiro n6 numa extremidade da artéria. C)
Introducédo da colagenase. D) Artérias com nds em ambas as extremidades. E) As artérias sdo colocadas
num tubo de falcon com PBS e séo incubadas no banho a 37°C durante 25 minutos. F) Corte dos nés. G)
Passagem de meio de cultura RPMI 1640 com 5% de FBS com soro pela artéria. H) Centrifugacdo das

células com o meio a 1200 rpm durante 8 minutos.

5) Cultura de células

As células, isoladas pelos dois métodos descritos anteriormente, foram colocadas em
crescimento em placas de cultura e posteriormente em frascos de cultura. As placas e 0s
frascos de cultura foram colocados em incubadoras (Nuaire DH Autoflow CO, air-
jacketed incubator) a 37° C, numa atmosfera himida com 95 % ar e 5 % CO,. Os
respectivos meios de cultura foram mudados de 3 em 3 dias. Ao meio de cultura foi
adicionado antibiotico/antimicético na propor¢do de 10 uL de antibidtico/antimicotico

(ver anexo I tabela n° 6) para 1 mL de meio. A mudanca de meio de cultura foi feita por
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aspiracdo do meio e adicdo de novo meio e antibidtico/antimicotico. O crescimento das
células nos biomateriais foi acompanhado por observagdo ao microscopio (Olympus
CX41) e por captura de fotografias com uma maquina digital (Olympus SP-500 UZ).

6) Tripsinizacdo de células

A tripsinizacdo foi realizada apenas quando as células ocupavam 90 ou 95 % da
superficie do frasco/placa de cultura. O meio de cultura foi aspirado e de seguida lavou-
se, com 0 mesmo volume de meio de cultura correspondente, de PBS/EDTA 0,025 %.
Aspirou-se o PBS/EDTA e adicionou-se cerca de metade do volume de meio de cultura
correspondente, de tripsina para o frasco/placa de cultura. Posteriormente, o
frasco/placa de cultura foi incubado a 37 ° C durante 5 minutos. Apds terminar o tempo
de incubacdo observaram-se os frascos/placas de cultura ao microscépio e determinou-
se se as células se soltaram. Nos casos em que as células ndo estavam soltas davam-se
toques suaves no frasco/placa de cultura. Este procedimento foi efectuado no menor
tempo possivel, pois um tempo excessivo de exposi¢do a tripsina pode causar morte
celular. De seguida adicionou-se meio de cultura para parar a reac¢do. Depois procedeu-
se a transferéncia de todo o contetido dos frascos de cultura para um tubo de falcon.
Realizou-se uma centrifugacdo a 150 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente e
aspirou-se o sobrenadante. O pellet foi homogeneizado com uma pipeta de pasteur. As
células obtidas foram subcultivadas e procedeu-se a sua adicdo em frascos de cultura

gue continham meio de cultura e antibiotico/antimicético (ver anexo | tabela n° 6).

7) Determinacdo da contagem das células e da taxa de viabilidade

celular

O namero de células de uma cultura pode ser contado. E necessario obter primeiro uma
suspensdo celular devidamente homogeneizada, da qual se retira uma aliquota. Esta é
diluida numa solugdo de azul de tripano em PBS. O azul de tripano € um corante de
exclusdo que apenas entra em células permeabilizadas (inviaveis). Apds a entrada na

celula atravessa o involucro nuclear e acaba por se localizar nos nucleos, que ficam
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corados de azul. A amostra corada foi colocada numa cdmara de Neubauer, apds se ter
montado devidamente a lamela. Depois com a ajuda do microscopio é possivel contar as
células viaveis presentes nos campos da camara de contagem e determina-se a

percentagem de células viaveis.

8) Preparacao de placas de 96 pogos com biomateriais

As placas de 96 pocos com o0s biomateriais foram cedidas por Jodo Maia do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra. Foram preparadas
segundo o seguinte método: o dextrano (Mw 60'000 Da, Fluka's) (1 g; 0.125%, w/v) foi
oxidado com 2 mL de uma solucéo de periodato de sodio com diferentes concentragdes,
para obter oxidacdes de 5% a 40%, a temperatura ambiente. Parou-se a reac¢ao apos 20
horas. DexOx com diferentes concentracGes (dependendo do grau oxidacdo) foi
dissolvido em PBS até se obter uma solucédo liquida. De seguida, de modo a preparar
diferentes formulacbes de DexOx, adicionou-se uma determinada solucédo de AAD e/ou
gelatina em que as concentracfes usadas sdo calculadas baseadas numa determinada
percentagem molar de residuos de dextrano.

A preparagdo dos hidrogeis teve em conta trés factores: a concentragdo e o grau
de oxidacdo do DexOx, e a concentracdo de AAD e /ou gelatina. As formulacbes que
apresentavam melhores resultados (grau de oxidacdo, ligacdo com AAD e/ou gelatina,
tempo de dissociacdo, solubilidade, viscosidade e tamanho aparente dos poros)
escolhidos pelo Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra.
Foram colocados 60 pL de cada biomaterial em cada um dos 96 pocgos das placas de
cultura de células.

Resumidamente, o DexOx 5, 10, 25 e 40%, o AAD 5, 10 e 20% e/ou gelatina
2% (gel 2%) foram dissolvidos em PBS ou em meio de cultura apropriado DMEM-F12
5% para as células A7r5 e células humanas de musculo liso (HSMC). As quatro placas
foram colocadas a UV durante 30 minutos, antes de serem cultivadas as células (ver

anexo I, figura n®1 e n° 2).
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9) Estudo da biocompatibilidade do dextrano oxidado — Teste do MTT

As células A7Rs foram semeadas com uma densidade de 65000 células por po¢o numa
placa de 96 pocos que ja continha as vérias formulacGes de dextrano oxidado. Esta placa
foi incubada durante 24 horas, a 37°C, numa atmosfera hiumida com 5% CO,. Ap0s esse
periodo de incubacdo foi avaliada a actividade mitocondrial pela reducédo do reagente de
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) como foi descrito anteriormente.
Aspirou-se 0 meio e adicionou-se de seguida 50 pL de MTT (5mg de MTT em 1 ml de
Krebs diluido) em cada pogo, a placa foi entdo incubada na incubadora numa atmosfera
de 5% CO,, a 37°C, durante 4 horas. O meio foi posteriormente aspirado e foi
adicionado a cada poc¢o 50uL de isopropanol/HCI (0,04N) e a placa foi protegida da luz
com papel de aluminio durante 90 minutos a temperatura ambiente.

Finalizado esse periodo de tempo, com a ajuda de uma micropipeta homogeneizou-se a
solucdo de cada poco e transferiu-se 100ul de cada poco, para uma nova placa de 96
POCOS.

Num leitor de microplacas efectuou-se a leitura de absorvancias a 570nm usando Biorad
Microplate. Os pogos que contém células, mas que ndo possuem biomaterial foram
usados como controlo negativo. Para controlo positivo foram usados pogos contendo
células, aos quais foi adicionado etanol 96%. Este procedimento foi realizado em

ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo laminar.

10) Ensaios de Imunofluorescéncia

Em cada poco das placas de cultura (com 12 pocgos) sdo colocadas cuidadosamente
lamelas com ajuda de uma pinga. Posteriormente foram colocadas em UV durante 30
minutos. As lamelas foram revestidas com 20 pL de solugdo de colagénio (sigma). A
placa foi posteriormente incubada a 37° C até a solucdo de colagénio estar seca (cerca
de 3 horas). A placa foi guardada no frigorifico para evitar a degradacédo do colagénio.

As células de musculo liso isoladas anteriormente foram tripsinizadas e colocadas em
crescimento nas placas de cultura com as lamelas cobertas de colagénio. O crescimento
foi feito em incubadoras (Nuaire DH Autoflow CO; air-jacketed incubator) a 37° C com

95 % ar/5 % CO,. Os respectivos meios de cultura foram mudados de 3 em 3 dias. Ao
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meio de cultura foi adicionado antibidtico/antimicético na proporgdo de 10 uL de
antibidtico/antimicético para 1 mL de meio. O crescimento das células nos biomateriais
foi acompanhado por observacdo ao microscopio (Olympus CX41), até se observar
confluéncia.

Apos a confluéncia das células procedeu-se a fixacao destas. Primeiro aspirou-se o0 meio
dos pocos da placa de cultura (com 12 pocos) que contém as lamelas, e de seguida
lavaram-se duas vezes com PBS (ver anexo). Apos a lavagem com PBS, este foi
aspirado e foi adicionado 500 pL de paraformaldeido (PFA) 4% (diluido em PBS). A
placa é incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente. Depois deste tempo de
espera o paraformaldeido com PFA 4% é aspirado e fizeram-se trés lavagens com PBS.
Na tltima lavagem com PBS, este ndo é aspirado e placa € guardada a 4° C ap0s ter sido
isolado com parafilme.

Apos a fixacdo das células nas lamelas que se encontram na placa de 12 pocos procede-
se a permeabilizacdo das células com Triton X-100 (1%) em PBS durante 5 minutos. As
células sdo lavadas trés vezes com PBS, no fim das lavagens é adicionado 500uL de
3%BSA com 0,2% de Tween 20 em PBS em cada poco da placa, incubando-se esta
durante 1hora a temperatura ambiente. Procedeu-se a diluigdo dos anticorpos primarios
na solugéo padréo 0,2% de Tween 20 em PBS e depois de aspirar 3%BSA com 0,2% de
Tween 20 dos pogos foram adicionados a cada poco 150 ou 200 pL de anticorpo
priméario (rabbit anti- human von Willibrand factor polyclonal (E1), anti-VE-Cadherin
(E2), monoclonal anti-human fibroblast (F), anti calcium channel (aic subunit) (A), e
monoclonal anti-actin, o smooth muscle (S)) (ver anexo | tabela n® 16). A placa foi
incubada durante 1h30m a temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo lavaram-se as
lamelas trés vezes com PBS, entre cada lavagem espera-se 5 minutos no fim destas
lavagens as lamelas sdo colocadas com ajuda de uma pin¢ca numa tampa de uma placa
de cultura de 24 pogos na respectiva ordem e de forma que as fiqguem células voltadas
para cima. Os anticorpos secundarios foram diluidos 1:1000 na mesma solucéo padrédo
que foram diluidos os anticorpos primarios. Apos diluicdo 50 pL do anticorpo
secundario (Aygg goat anti-rabbit conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC -
fluorescein isothiocyanate) para a imunodeteccdo do E1, E2 e A utiliza-se Ass goat
anti-mouse conjugado com rodamina para a imunodeteccao do F e S) foram adicionados
a cada lamela de células e a placa foi incubada a temperatura ambiente durante 1h no
escuro. Apos este periodo lavaram-se as lamelas com 100 pL de PBS e aguardou-se 5

minutos entre cada lavagem, esta lavagem e os passos subsequentes foram realizados na
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auséncia de luz. Nas laminas, deitou-se uma pequena gota de meio de montagem e
colocou-se a lamela garantindo que as células entram em contacto directo com este
meio de montagem. O excesso de PBS da lamina foi retirado com ajuda de um pedaco
de papel que foi colocado suavemente em cima das lamelas. As laminas com as lamelas
sdo deixadas a secar durante uma hora no escuro. Depois é adicionado verniz em volta
de cada lamela, e colocadas a secar no escuro durante 1hora. Finalmente as lamelas séo
visualizadas no microscopio de imunofluorescéncia ou guardadas a -20 °C para

posterior observacao.
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V. Resultados e Discussao

1) Isolamento do musculo liso a partir de corddes umbilicais

Para o isolamento de células de musculo liso humanas, a partir de corddes
umbilicais, foram testados varios métodos (descritos na seccdo Materiais e métodos).
Para o isolamento de células do musculo liso, utilizando 0 método I, houve inicialmente
algumas dificuldades em se obterem as células, uma vez que estas ndo se soltavam das
camadas de musculo liso. Contudo, ap0s varias tentativas, foram obtidas células do
mausculo liso através deste método. Apds cerca de duas semanas observou-se a saida das

celulas das camadas e a sua aderéncia as placas de cultura (figura n° 23).

Figura n° 23 — Células do musculo liso, obtidas pelo método | em DMEM- F12 5%. A) ApGs
cerca de trés semanas do isolamento, pode observar-se a libertacdo de células a partir de uma pequena
camada muscular, pois estas libertam mais facilmente as células. B) Apds cerca de cinco semanas as

células encontram-se em confluéncia.

Também foram obtidas células de musculo liso pelo método Il, contudo as
placas apresentavam para além deste tipo de células, células endoteliais. As células
cresceram em conjunto em meio de cultura DMEM-F12 com 5 % de FBS, mas ap0s
algum tempo (3 a 4 dias) as células endoteliais soltaram-se ficando apenas as do
musculo liso. A confluéncia das células do musculo liso foi obtida ap6s 3 a 4 semanas

de crescimento (figura n° 24).

-52-



Desenvolvimento de biomateriais para futura aplicacdo em medicina regenerativa

Figura n° 24 — Fotografias de células de musculo liso isoladas pelo método I1. A) Células de
musculo liso e células endoteliais (em maior quantidade) em conjunto a crescerem ap6s 4 dias do

isolamento B) Células de musculo liso em confluéncia, apds duas semanas do isolamento.

2) Resultados dos ensaios de Imunofluorescéncia

Além da morfologia caracteristica do tipo de SMC estudadas e descritas

anteriormente por microscopia Optica. Também foi determinada, através da
imunofluorescéncia, a expressao de uma proteina existente no muasculo liso a actina, que
€ um marcador especifico para SMC (a actina e a miosina sdo duas das principais
proteinas do citoesqueleto (Murphy et al., 1999)). Verificou-se que a cultura de células
expressa 0 anticorpo monoclonal anti-actin, o smooth muscle que é especifico para
marcar a isoforma a-actina, uma vez que as células emitem sinal positivo (fluorescéncia)
apos se ter adicionado o anticorpo secundéario goat anti-mouse conjugado com rodamina
0 que nos indica a presenca de celulas de masculo liso, tanto pelo método | (figura 25)
como também pelo método |1 (figura 26).
De modo a provar que a cultura de HSMC néo estava contaminada por nenhum outro
tipo de células, determinou-se a presenca de células endoteliais (EC) e fibroblastos pela
expressdo dos anticorpos primarios correspondentes. Nenhuma contaminagdo nas
culturas de HSMC por EC ou fibroblastos foi observada de acordo com o que foi
observado anteriormente por microscopia Optica e devido a auséncia de imunodeteccao
dos anticorpos policlonais rabbit anti- human von Willibrand (vW) e anti-VE-Cadherin
(CD144) (caracteristicos das EC) e do anticorpo monoclonal anti-human fibroblast
(caracteristico dos fibroblastos) (De Llano et al., 2007).
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.

Figura n® 25 - Imagem de SMC (células provenientes do método 1) através do método da
imunofluorescéncia indirecta. Marcagdo das células com o anticorpo primario monoclonal anti-actin, «
smooth muscle conjugado com o anticorpo secundario Asys goat anti-mouse conjugado com rodamina. A)
Foto tirada com ampliacdo de 400 vezes superior ao tamanho real. B) Foto tirada com ampliacdo de 630

vezes superior ao tamanho real.

.

Figura n° 26 - Imagem de SMC (células provenientes do método Il) através do método da
imunofluorescéncia indirecta. Marcacdo das células com o anticorpo primario monoclonal anti-actin, a
smooth muscle conjugado com o anticorpo secundario Asss goat anti-mouse conjugado com rodamina. A)
Foto tirada com ampliacdo de 400 vezes superior ao tamanho real. B) Foto tirada com ampliacdo de 630

vezes superior ao tamanho real.

Outro marcador especifico para SMC € o anti- calcium channel (a1c Subunit) este
reconhece uma subunidade dos canais de calcio dependente de voltagem tipo L (a
membrana plasmética das SMC possui diferentes canais de Ca** sendo os CCDV tipo L
a via predominante para o influxo de Ca*" . Quando estes canais sdo activados permitem

a entrada de Ca** e induzindo vasoconstricdo das células (Jackson, 2000; Raingo et al.,
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2004)). Na figura n°® 27 para além de marcar as células com o anticorpo primario
monoclonal anti-actin, a smooth muscle, também adicionamos o anticorpo anti- calcium
channel (ayc subunit), posteriormente foram adicionados os anticorpos secundarios goat
anti-mouse conjugado com rodamina e goat anti-mouse conjugado com FITC
respectivamente para imunodetec¢do. Podemos observar imunolocaliza¢do atraves do
método da imunofluorescéncia, pois as celulas emitem sinal positivo para ambos
anticorpos primarios. Na cultura das SMC expressam isoforma a-actina (a vermelho) e
expressam a subunidade a;c dos canais de calcio tipo L dependentes de voltagem (a

verde).

Figura n° 27 - Imagem de imunolocalizacdo através do método da imunofluorescéncia indirecta
da cultura de SMC. A vermelho esta representado os filamentos de a- actina do citoesqueleto e a verde
esta representada a subunidade o4, dos canais de calcio tipo L. anti calcium channel (ay Subunit) A) Foto
(células provenientes do método Il — “chourigas™) tiradas com uma ampliacdo de 630 vezes superior ao
tamanho real. B) Foto (células provenientes do método | — “camadas™) tiradas com uma ampliacdo de 630

vezes superior ao tamanho real.

3) Estudos realizados aos biomateriais utilizados na sintese de

hidrogéis

Vérios estudos foram realizados pelo Departamento de Engenharia da
Universidade de Coimbra para se obterem as formula¢Ges de dextrano que melhores
resultados teriam na sintese de hidrogéis.

Entre eles o tempo de dissolucdo do dextrano e das diferentes amostras de

dextrano oxidado (dextrano oxidado 5 % (DexOx 5%), dextrano oxidado 10 % (DexOx
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10%), dextrano oxidado 25 % (DexOx 25%) e dextrano oxidado 40% (DexOx 40%))
em diferentes temperaturas (ver figura n® 28). As amostras de DexOx 5% e 10% tém
uma dissolucé@o ndo muito diferente do dextrano.

Verificando-se que o aumento do grau de oxidacdo, aumenta o tempo de
dissolucdo dos hidrogéis. Ja se tinha referido em estudos anteriores realizados pelo
mesmo departamento que o tamanho do poro aumenta durante a degradacdo do hidrogel
e que a dissolucdo das formulacdes de dextranos podia ser controlada pela quantidade
de AAD adicionada (Maia et al., 2005). O presente estudo demonstrou que para além da
quantidade de AAD, o grau de oxidagdo também ¢é relevante no controlo da dissolucéao
das vérias formulagdes de dextrano. O aumento do grau de oxidacdo permite que se
possa adicionar mais AAD como agente reticulante, obtendo um hidrogel mais

duradouro.

LR

=100

LR |

Dissolution Time
o
L III

5 22 37 50
Temperature (°C)

Figura n® 28 — Tempo de dissolucido do dextrano e das diferentes amostras de dextrano oxidado em
diferentes temperaturas. A- DexOx 40% , B- DexOx 25%, C- DexOx 10%, D- DexOx 5% e E- Dextrano.

No presente estudo foi também estudada a morfologia interior do hidrogel e a
estrutura porosa deste por microscopia electronica de varrimento. Este estudo
demonstrou que o tamanho do poro em hidrogéis com DexOx 40% é muito compacto e
também que a formulagdo DexOx 5%/ 20% AAD ndo forma hidrogel. E também
possivel se observar uma tendéncia decrescente no tamanho do poro com o aumento da

concentracéo de AAD, ver a figura n°® 29.
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5% AAD 10% AAD 20% AAD

A
o o ' A
~ D |
L - # ‘—

Nao se forma
hidrogel

DexOx 5%
(30% wiw)

DexOx 10%
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DexOx 25%
(20% wiw)
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rofim 959243

Nao se forma
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DexOx 40%
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Figura n® 29 — Imagens de SEM na superficie dos hidrogéis preparados com dextrano oxidado

dissolvidos com PBS (as formulagfes estudadas no presente trabalho estdo marcadas a azul).

Nestes hidrogéis constituidos por dextrano oxidado, os grupos aldeidos presentes
no dextrano oxidado reagem com o grupo hidrazida do AAD, aumentando 0S grupos
hidroxilo que véo facilitar a adeséo celular ao dextrano (Maia et al., 2005). O grau de
oxidacdo permite dar uma percentagem de residuos que servem como pontos reactivos
para moléculas como o AAD.

Num recente estudo realizado com hidrogéis constituidos por N-carboxietil-
quitosano e DexOx, verificou-se um aumento dos poros durante a reticulacdo do DexOx,
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com N-Carboxietil-quitosano o que contribui para um maior crescimento das células no
interior deste biomaterial. Os hidrogéis formados eram ndo citotdxicos, porosos,

estaveis e com maior durabilidade (Weng et al., 2008).

A tabela 2 mostra-nos como o periodo de gelificagdo dos hidrogéis utilizados é
afectado tanto pelo grau de oxidacdo de dextrano como pela concentracdo de AAD.
Podemos observar que para dextranos com graus de oxidacao elevados (25% e 40%) os
periodos de gelificagdo diminuem com o aumento de AAD. Ao contrario dos dextranos
com baixo grau de oxidacdo (5% e 10%) que os periodos de gelificagdo aumentam
directamente com a concentracdo de AAD. A relagdo de inchamento também pode ser

controlada pela quantidade de AAD, bem como pelo grau de oxidacdo do dextrano.

Table 2 — Periodo de gelificacio estimado para cada formulacdo de dextrano com as diferentes
concentragdes de AAD, e a correspondente relacdo de inchamento apds um dia de imersdo em PBS em
condigdes fisioldgicas.

Gelation period (min) ® Swelling Ratio °
dexOx
5% AAD 10% AAD  20% AAD 5% AAD 10% AAD  20% AAD
D5 66.7+14 77.8+52 -© 14.3+017 195+0.24 -

D10 149+17 16805 188+13 11.8+0.03 13.6+002 17410.09

D25 28zx0.3 1.6+0.9 1.3£02 1302001 6212001 441000

D40 3704 2.6 0.1 23101 -4 10.7+£0.00 6.7+0.00

Legenda:

& _ Periodo de gelificagdo considerado quando G=G valores so representados pela média + SD
(n=4). G- variagdo elastica e G” — mddulo viscoso.

b _ Relacdo de inchamento medida ap6s 1 dia imerso em PBS em 37°C, valores sdo
representados pela média + SD (n=3).

¢ _ Hidrogéis ndo formados.

d_ Hidrogéis dissolvidos.
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A quantidade de AAD adicionada (¢ muito importante no periodo de dissolugdo
do hidrogel, na gelificacdo e na relacdo de inchamento) deve estar dentro da mesma
gama da quantidade de residuos oxidados presente no dextrano ou relativamente inferior.

Sendo pode nédo se formar o hidrogel como é o caso de DexOx 5%/ 20%.

4) Crescimento de células da linha celular A7r5 na presenca de

diferentes biomateriais

As células da linha celular A7r5 quando se encontram em confluéncia sdo
tripsinizadas e colocadas em placas de cultura de 96 pocos revestidas com os diferentes
biomateriais, fornecidos pelo Departamento de Engenharia da Universidade de Coimbra
(ver anexo 11, figura n°1). O crescimento celular foi acompanhado ao longo de 24 horas.

Foi entdo estudado o crescimento das células nestes hidrogéis baseados em
dextrano com diferentes niveis de oxidacdo que foram reticulados com AAD, Gel ou
mesmo ambos. Os materiais foram preparados quer em PBS quer no meio de cultura
(DMEM- F12).

As primeiras imagens (figura n® 30, 31 e 32) mostram os resultados observados
ao microscopio optico ao fim de 24 horas de incubacdo das células A7r5 em materiais
dissolvidos quer em DMEM- F12, quer em PBS.

Podemos observar que as células aderiram e cresceram tanto em DMEM-F12
como em PBS para o controlo negativo e em AAD (20mg/ mL). O mesmo ndo acontece
para a Gel 2% e para o controlo positivo (figura n° 30). Nota-se uma maior aderéncia e
crescimento para as células em contacto com materiais dissolvidos em DMEM-F12.
Chegando mesmo a confluéncia celular no controlo negativo em DMEM-F12, este meio
¢ rico em nutrientes basicos e concentracbes de aminoacidos semelhantes as
concentracdes proteicas das células de mamiferos, isto explica possivelmente o maior

crescimento das células em DMEM-F12 em relacéo ao PBS.
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DMEM-F12 PBS

Controlo positivo

Controlo negativo

AAD 20mg/mL

Gel 2%

Figura n° 30 — Crescimento de células A7r5 para o controlo positivo, controlo negativo, 20mg/
mL AAD e Gel 2% inicialmente dissolvido em DMEM- -F12 ou em PBS apds 24 horas de incubacéo.

Podemos observar através da figura n® 31 as varias formulaces de DexOx e
concentracdes de AAD e/ou Gel dissolvidas em DMEM-F12. Pode-se observar que

quando as celulas sdo colocadas em DexOx 5% com qualquer agente reticulante (AAD
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e/ou Gel 2%) ocorre adesdo celular a superficie desta formulacdo de dextrano. Havendo
um crescimento superior para a formulagcdo DexOx 5%/ 5% AAD.

Para a formulacdo DexOx 10% as células aderiram e cresceram apenas para as
formulacGes de DexOx 10%/ 20% AAD e DexOx 10%/ 2%Gel. Enquanto que para
DexOx 10%/ 10% AAD e DexOx 10%/ 10% AAD/ 2% Gel houve apenas aglomeragéo
das células. Os resultados obtidos para a formulacdo DexOx 10% s&o contraditorios
com o que foi dito anteriormente, uma vez que existe crescimento em DexOx 10%/ 20%
AAD e em DexOx 10%/ 10% AAD nao existe, foi colocada a hipdtese de um mau
revestimento das placas de cultura, que pode estar na origem desta contradicao.

Na presenca de DexOx 25% e DexOx 40% as células ndo cresceram
independentemente de qualquer que fosse o agente reticulante presente, apenas ocorre
aglomeracéo celular para as formulacbes de 25% como se pode observar na figura n° 28.

Foi possivel observar que o aumento do grau de oxidacdo do dextrano levou a
uma diminuicdo da adesdo e crescimento das células A7r5. A percentagem de oxidacao
do dextrano esté relacionada com o numero de grupos aldeido existentes no dextrano
oxidado, logo como foi referido anteriormente um excesso de grupos hidroxilos resulta
na auséncia de adesdo celular. Esta podera ser uma possivel justificagdo para néo ter
ocorrido adesdo nos hidrogéis que continham as formulagdes de DexOx 25% e DexOx
40%.
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As células A7r5 foram semeadas nos pogos das placas de 96 pogos revestidas
com hidrogéis (ver anexo I, figura n°1) cujos materiais iniciais (diferentes formulagdes
de DexOx, AAD e Gel) foram dissolvidos em PBS. Os resultados obtidos ndo foram téo
satisfatorios como os descritos na figura n® 31 para materiais preparados no meio de
cultura (figura n® 32).

Quando as células foram colocadas em DexOx 5% s6 se observa a adesao e
crescimento para DexOx 5%/ 10% AAD/ 2% Gel havendo aglomeracdo celular nas
restantes formulacdes de dextrano.

Para 0 DexOx 10 % as células aderiram na presenga da Gel 2%. N&o houve

adesdo para nenhuma das restantes formulagdes (DexOx 10% /10% AAD, DexOx 10%/
20% AAD e DexOx 10%/ 10% AAD/ 2% Gel).
Em contacto com DexOx 25% verificou-se uma pequena adesdo celular e pequeno
crescimento para DexOx 25%/ 2%Gel. Para DexOx 25% / 10% AAD e para DexOx
25%/ 20% AAD verifica-se aglomeracdo celular. E a imagem de DexOx 25% /10%
AAD/ 2% Gel ndo nos mostra nada uma vez que é impossivel a sua visualizacéo.

Para 0 DexOx 40% ndo se observou adesdo celular, nem crescimento celular e
também ndo se observa aglomeracdo para as formulagfes preparadas com este grau de
oxidacdo, a excepcao de DexOx 40%/ 10% AAD/ 2% Gel, que ndo se pode comentar,
uma vez que ndo é possivel a visualizacdo desta (figura n° 32).

Todos estes resultados sdo contraditérios com o que foi observado na placa
anterior com hidrogéis preparados com materiais dissolvidos em DMEM-F12. A
excepc¢édo da adesdo e crescimento celular verificada em DexOx 5%/ 10% AAD/ 2% Gel
e DexOx 10%/ 2%Gel que também se constatou anteriormente (figura n® 31). Para
tantos resultados contraditérios, foi colocada a hipdtese de um mau revestimento da
placa de cultura cujos materiais foram dissolvidos em PBS.

Estudos recentes demonstram a capacidade de adesdo de células de rato em
hidrogéis constituidos com DexOx. Num estudo comparativo ao presente, realizado por
Weng e colaboradores também se verificou adesdo de células de rato (fibroblastos)
semeadas num biomaterial constituido por DexOx e N-carboxietil-quitosano (onde estes
materiais também foram inicialmente dissolvidos em PBS), apds o estudo da cultura de
células in vitro conclui-se que este biomaterial era degradavel e ndo era toxico (Weng et
al., 2008).
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Tabela 3 — Adeséo e crescimento celular das células de musculo liso A7r5 nas varias formulagcoes de

dextrano oxidado.

DexOx AAD | AAD | AAD | AAD10%!/ | Gel | AAD Controlo  Controlo
5% 10% | 20% | 2% Gel 2% | 20mg negativo  positivo
5% PBS X X | - * X
DMEM * 4 R * *
10% PBS | - X X X *
DMEM [ ------- X * * X
25% PBS | - X X X X
DMEM [ ------- X X X X
40% PBS X X |- X X
DMEM X X - X X
Sem PBS X *+ *+ X
DMEM X * + *+ X
Legenda:

* - adesdo e crescimento, *+ -

adesdo e grande crescimento e X- ndo aderem

Apoés andlise microscopica onde se observou se existe adesdo e crescimento

celular (tabela 3) nas placas preparadas com os diferentes hidrogéis foi avaliada a

biocompatibilidade dos hidrogéis através do ensaio do MTT.

O ensaio do MTT é um método rapido e efectivo para testar a integridade

mitocondrial, citoxidade e biocompatibilidade do material. O grafico do ensaio do MTT

apresenta as absorvancias para as células musculares lisas A7r5 em contacto com

materiais preparados quer no meio DMEM-F12 assim como com PBS apds 24 h de

incubacdo (figura n° 33).
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Ensaio do MTT

Controlo positivo
Controlo negativo
Gelatin 2%+ AAD
Gelatina 2%

20mg/mL AAD

DexOx 40%+ 2% GEL

DexOx 40%+ 109%AAD/2% GEL
DexOx 40%+ 10%AAD

DexOx 40%+ 5%AAD

DexOx 25%+ 2% GEL

B DMEM-F12
BPBS

DexOx 25%+ 10%AAD/2% GEL
DexOx 25%+ 20%AAD

DexOx 25%+ 109%AAD

DexOx 10%+ 2%GEL

DexOx 10%+ 10%AAD/2% GEL
DexOx 10%+ 20%AAD

Hidrogéis com células apds 24h

DexOx 10%+ 10%AAD

DexOx 5%+ 2% GEL
DexOx 5%+ 10%AAD/2% GEL
DexOx 5%+ 10%AAD

DexOx 5%+ 5%AAD

o

0,3 0,6 09 1,2

Absorvancia (570 nm)

Figura n° 33 — Viabilidade celular das células musculares lisas A7r5 determinada pelo
teste de reducéo do MTT. A percentagem de viabilidade celular foi calculada relacionando os
valores de absorvancia obtidos a 570nm para cada amostra, com o controlo positivo (um
controlo contendo apenas as células expostas a 96% de etanol) e com o controlo negativo (um
controlo contendo apenas as células). Cada coluna representa a média + erro padréo,

considerando os resultados obtidos para 3 experiéncias independentes.
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Neste ensaio de viabilidade celular (MTT) confirmou-se o que foi observado por
microscopia optica, ou seja, a existéncia de maior actividade da enzima mitocondrial em
hidrogéis preparados com DMEM-F12, uma vez que estes possuem maiores
absorvancias em comparacio aos preparados com PBS. E possivel observar-se para o
DMEM uma maior absorvancia para dextrano com grau de oxidagdo 5% com qualquer
agente reticulante, confirmando-se portanto uma maior actividade mitocondrial a
superficie do biomaterial.

Podemos observar no grafico que todas as formulactes feitas em DMEM-F12
promovem actividade mitocondrial superior ao controlo negativo com excepcdo do
hidrogel DexOx 10% / 10% AAD e DexOx 10% / 10% AAD/ 2% Gel, uma vez que
possuem maior absorvancia. Quando os biomateriais foram dissolvidos em PBS
verificou-se que algumas das formulacdes possuiam absorvancias abaixo do controlo
negativo (DexOx 40%/ 5% AAD, DexOx 25%/ 20% AAD, DexOx 10%/ 10% AAD,
DexOx 5%/ 10% AAD e DexOx 5%/ AAD 5%). Verifica-se que o0 AAD ndo tem
grande interferéncia nos resultados do MTT uma vez que o controlo de AAD (20mg/
mL) tem resultados inferiores a maioria das formulacdes.

Constata-se que os hidrogéis produzidos com DexOx 5% preparados em
DMEM-F12 foram onde se obtiveram os melhores resultados verificando-se adeséo e
crescimento celular. Os hidrogéis que foram dissolvidos em PBS sdo substratos pobres
para adesdo e crescimento celular. Os altos valores de absorvancia observados em
DexOx 40% devem-se a interferéncia do biomaterial e ndo a valores de actividade

mitocondrial das células existentes nesta formulagao.
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5) Crescimento de células do musculo liso humanas na presenca de

diferentes biomateriais

Foi também estudado o crescimento das HSMC isoladas a partir do cordao
umbilical em varios hidrogéis com diferentes niveis de oxidacdo de dextranos e
reticulados com AAD, Gel ou mesmo ambos. Os materiais foram preparados quer em
PBS quer no meio de cultura (DMEM-F12).

As células foram colocadas em placas de cultura revestidas com os diferentes
biomateriais, fornecidos pelo Departamento de Engenharia da Universidade de Coimbra
(ver anexo Il, figura n°2). O crescimento celular foi acompanhado ao longo de 24 horas.

As imagens mostram os resultados ao fim de 24 horas de incubag¢do das HSMC
em contacto com materiais dissolvidos em DMEM-F12 e em PBS. Como se pode
observar na figura n® 34 houve adesdo e crescimento celular para células no controlo
negativo assim como em contacto com AAD (20mg/ mL), sendo superior no controlo
negativo. Este crescimento & superior na presenca de DMEM-F12 em relacdo ao

observado na presenca de PBS (figura n® 34).

Controlo positivo Controlo negativo AAD

DME
M-F12

PBS

Figura n° 34 — Crescimento de HSMC para o controlo positivo, controlo negativo, 20mg/ mL e

AAD inicialmente dissolvido em DMEM-F12 ou em PBS ap6s 24 horas de incubacéo.
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A figura n° 35 mostra-nos os resultados obtidos do crescimento das HSMC em
placas de 96 pocos revestidas por 60 pL de hidrogéis (baseados nas diferentes
formulacGes de DexOx reticulados por diferentes concentraces de AAD, ambos
dissolvidas em DMEM-F12) ap06s 24horas. Na presenca de DexOx 5% verificou-se
adesdo e crescimento celular tanto para DexOx 5%/ 5% AAD como para DexOx 5%/
10% AAD.

Quando adicionadas a DexOx 10 % as células aderiram e cresceram para todas
as percentagens de ADD (5%, 10% e 20%) adicionadas ao DexOx. Apesar de este
crescimento ser inferior ao observado em dextrano oxidado 5%.

Também se observa crescimento celular para todas as formulagdes preparadas
com dextrano oxidado 25%. Sendo este crescimento menor em relagdo aos graus de
oxidacdo de dextrano 5 % e 10%. Ou seja, existe um menor crescimento celular em
materiais com maior grau de oxidacé&o.

Os grupos aldeidos do DexOx formam bases de Schiff com os grupos aminas do
AAD, levando a formacdo de uma rede tridimensional de pontos de ligacdo (hidrogel).
Isto pode explicar adesdo celular nas diferentes formulacdes DexOx com as diferentes
concentracdes de AAD.

Na presenca de DexOx 40% nao houve qualquer adesdo celular, nem
crescimento celular, ao contrario dos casos anteriores. Esta falta de crescimento pode
dever-se ao facto de ndo existir porosidade para esta formulacdo de DexOx, uma vez
que € muito compacto (como se pode ver na figura n°29), logo néo facilita o transporte

de nutrientes e oxigénio, ou seja a proliferacdo celular.
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AAD 5% AAD 10% AAD 20%

DexOx

504 Néao se forma

DexOx
10%

DexOx
25%

DexOx
40%

Figura n°® 35 — Crescimento de HSMC apés 24 horas de incubacdo em diferentes hidrogéis
produzidos com diferentes formulacBes de DexOx e concentracdes de AAD inicialmente dissolvidos em
DMEM-F12.
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As células HSMC também foram adicionadas a uma placa de 96 pogos revestida
com hidrogeis cujos materiais (diferentes formulacdes de DexOx e AAD) foram
inicialmente dissolvidos em PBS (ver anexo Il, figura n® 2). A figura n°® 36 mostra-nos o
crescimento das HSMC ao fim de 24 horas em contacto com estes hidrogéis.

Na presenca de dextrano com 5% de oxidacdo as células aderiram e cresceram
na presenca de 5% e 10% AAD. Também se observa crescimento celular para DexOx
10% na presenca de qualquer uma das percentagens (5%, 10% e 20%) de AAD. Sendo
este crescimento relativamente menor ao obtido para dextrano oxidado 5%. Observa-se
ainda um pequeno crescimento celular na presenca de DexOx 25% em relacdo ao
verificado em DexOx 5% e 10% na presenca das mesmas percentagens de AAD (5%,
10% e 20%).

Por fim para 0 DexOx 40% ndo se observou qualquer adesdo ou crescimento
celular. Foi observado que quanto maior a oxidacdo do dextrano menor € o crescimento
celular. Estes resultados sdo concordantes com os resultados observados anteriormente
(figura n° 35).
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AAD 5% AAD 10% AAD 20%

DexOx

504 Nao se forma

DexOx
10%

DexOx
25%

DexOx
40%

Figura n° 36 — Crescimento de HSMC apés 24 horas de incubacdo em diferentes hidrogéis
produzidos com diferentes formulacBes de DexOx e concentracdes de AAD inicialmente dissolvidos em
PBS.

-72-



Desenvolvimento de biomateriais para futura aplicacdo em medicina regenerativa

Tabela 4 — Adesdo e crescimento celular das HSMC nos diferentes materiais a base de dextrano

oxidado.
DexOx AAD | AAD | AAD 20% AAD Controlo  Controlo
5% 10% 20mg negativo  positivo
5% PBS * * Né&o se forma
DMEM *+ *+ | Nao se forma
10% PBS * * *
DMEM Bt RKE RKE
25% PBS * * *
DMEM * * *
40% PBS X X X
DMEM X X X
Sem PBS * * 4 X
DMEM * * 4+ X
Legenda:

* - adesdo e crescimento, *+ - adesdo e grande crescimento e X- ndo aderem

Apoés analise microscopica onde se observou se existia adesdo e crescimento
celular das HSMC (tabela 4) nas placas preparadas com os diferentes hidrogéis foi
realizado o ensaio do MTT para avaliar a biocompatibilidade dos hidrogéis.

O grafico do ensaio do MTT apresenta as absorvancias para as HSMC em
contacto com materiais preparados quer no meio DMEM-F12 assim como com PBS
(ver anexo | tabela n°9 e n°10) ap6s 24h de incubagdo (figura n® 37). O MTT é um

método eficaz para avaliar a citotoxicidade do biomaterial.
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Ensaio do MTT

Controlo positivo
Controlo negativo

20mg/mL AAD

T

DexOx 40% + 20% AAD

DexOx 40% + 10% AAD

DexOx 40% + 5%AAD

DexOx 25% + 20% AAD
BE DMEM-F12

DexOx 25% + 10% AAD — mPBS

DexOx 25% + 5%AAD

Hidrogéis com células 24h

DexOx 10% + 20% AAD

DexOx 10% + 10% AAD

DexOx 10% + 5% AAD

DexOx 5% + 10% AAD

DexOx 5% + 5% AAD B

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Absorvancia (570 nm)

Figura n° 37 — Viabilidade celular das células musculares lisas humanas determinada
pelo teste de reducdo do MTT. A percentagem de viabilidade celular foi calculada relacionando
os valores de absorvancia obtidos a 570nm para cada amostra, com o controlo positivo (um
controlo contendo apenas as células expostas a 96% de etanol) e com o controlo negativo (um
controlo contendo apenas as células). Cada coluna representa a média + erro padréo,

considerando os resultados obtidos para 3 experiéncias independentes.
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Neste ensaio de viabilidade celular (MTT) verifica-se que os resultados sdo

concordantes com o que foi observado por microscopia éptica, ou seja, a existéncia de
maior numero de células para os hidrogéis com menor grau de oxidagio de dextrano. A
excepcdo do DexOx 40%, que possui altas absorvancias apesar de ndo se observar
qualquer tipo de adesdo celular por microscopia Optica, isto pode dever-se
possivelmente a interferéncia do biomaterial. Contudo os melhores resultados foram
observados para a formulacdo de DexOx 5%/ 5% AAD, confirmando-se portanto a
maior adesdo celular observada a superficie do biomaterial.
Podemos também observar no grafico que todas as formulacbes em que os materiais
tinham sido previamente dissolvidos em DMEM-F12 possuem maiores absorvancias em
relacdo aos que foram dissolvidos em PBS. Isto pode indicar a importancia de se utilizar
0 meio de cultura das células na preparacdo dos hidrogéis, uma vez que se obtiveram
resultados mais satisfatorios. Este meio possui nutrientes basicos e concentracdes de
aminoacidos semelhantes as concentracdes proteicas das células de mamiferos, isto
explica possivelmente o maior crescimento das células em DMEM-F12 em relacédo ao
PBS.

Recentemente, Bhatia e colaboradores semearam células de fibroblastos 3T3 de

rato sobre adesivos cirurgicos formados por DexOx e PEG e demonstraram que estes
ndo eram toxicos e que houve confluéncia celular ao fim de 24 horas de crescimento
(Bhatia et al., 2007). A adesdo celular e crescimento celular foram conseguidos com um
grau de oxidacdo superior ao DexOx 5% onde se obteve melhores resultados no
presente estudo. Porém é demonstrado como a ligacdo a dextrano oxidado pode ter
melhores propriedades de adesao de células que o proprio dextrano (Massia et al., 2000).
Apesar de mostrar alguma toxicidade quando se apresenta, s6, em cultura de células
com células mesoteliais (Ito et al., 2007).
Em relacdo a adesdo esta pode ser melhorada através do enxerto de peptideos de adesdo
(RGD). A base de Schiff formada ap6s a reaccdo do grupo amina do peptideo com o
grupo aldeido do DexOx pode ser facilmente reduzida usando cianoborohidreto
(Bouhadir et al., 1999).
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V- Conclusao

Este estudo permitiu o isolamento de células de musculo liso humanas por
diferentes métodos. Apos varias tentativas, verificou-se que o método mais eficaz para
se obter células de musculo liso foi 0 método I, uma vez que foi possivel o isolamento
apenas de células de musculo liso. Também foi possivel a obtencdo de células de
musculo liso através do método 11, apesar de no inicio do isolamento haver dois tipos de
células (endoteliais e de musculo liso), ap6s 2 ou 3 dias obteve-se uma cultura com
apenas células de masculo liso.

Foi utilizada a técnica da imunofluorescéncia indirecta com marcadores
especificos moleculares, em que as células apresentaram sinal positivo para anti-actin, a
smooth muscle, o que permitiu identificar a existéncia de células do musculo liso. N&o
houve contaminacdo da cultura de células de mdsculo liso por células endoteliais, uma
vez que nao foi confirmado o sinal positivo para a expressdo do factor vW e do factor
CD144. Nem contaminagdo da cultura muscular por fibroblastos devido a auséncia de
imunodetecgdo do anticorpo monoclonal anti-human fibroblast. Conclui-se assim que o
objectivo de obter uma cultura pura de células de musculo liso humana isoladas a partir
das artérias do corddo umbilical foi atingido.

Maia e colaboradores verificaram num estudo anterior que nos hidrogéis
baseados em dextrano oxidado reticulado com AAD, os grupos aldeidos presentes no
dextrano oxidado reagem com o grupo hidrazida do AAD, aumentando 0s grupos
hidroxilo que véo facilitar a adesdo celular ao dextrano. A quantidade de AAD
adicionada (é muito importante no periodo de dissolucdo do hidrogel, na gelificacdo e
na relacdo de inchamento) deve estar dentro da mesma gama da quantidade de residuos
oxidados presente no dextrano ou relativamente inferior.

Entre as diferentes formulacGes de dextrano oxidado testadas onde se verificou
melhor adesdo e crescimento para a linha celular A7r5 e para as células de masculo liso
humanas, foi para DexOx 5% com qualquer concentracdo de AAD, para 0s materiais
dissolvidos em DMEM-F12. A percentagem maxima de oxidacdo de dextrano na qual
se observou células aderidas foi de 10% para células de musculo liso A7r5 e 25% para
HSMC. Para formulagtes de DexOx 40% ndo houve crescimento celular em nenhum
dos dois tipos de células musculares, tanto para materiais dissolvidos em DMEM-F12
como dissolvidos em PBS. Segundo as imagens de SEM isto deve-se ao facto de na
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presenca de dextrano com 40% de oxidacdo o hidrogel ndo tem porosidade é muito
compacto, logo ndo facilita a proliferacdo celular. Num estudo recente Weng e seus
colaboradores concluiram que um material poroso facilita o transporte de nutrientes e
oxigeénio, promovendo a proliferacdo celular.

Conclui-se que para ambos tipos de células A7r5 e HSMC que a adesdo e 0
crescimento celular era superior nos hidrogéis cujos biomateriais foram dissolvidos em
meio de cultura (DMEM-F12) e que a medida que o grau de oxidacdo de dextrano
aumenta, menor € o crescimento celular.

O ensaio do MTT in vitro mede a viabilidade celular mostrando a
biocompatibilidade e citoxicidade dos hidrogéis utilizados. Podemos constatar através
dos graficos dos ensaios do MTT que as absorvancias sdo mais elevadas para as
formulacBes de DexOx 5% para ambos os tipos de células. Conclui-se portanto que
existe uma viabilidade celular elevada para baixos graus de oxidacdo de dextrano.

Conclui-se assim, que os hidrogeéis baseados no dextrano oxidado ligado com
AAD sdo biocompativeis e poderdo ser usados in vivo para efectuar estudos que visem o
desenvolvimento de aplicacbes na medicina regenerativa, como substitutos de vasos
sanguineos para o tratamento de doencas cardiovasculares. Estes hidrogéis podem
também ser promissores sistemas de libertacdo de droga e/ou entrega de células
(injectaveis).

Como perspectivas futuras propBe-se a criagdo de um biomaterial com DexOx
40% reticulado com uma concentracdo de AAD superior as que foram utilizadas neste
estudo. De modo a se obter um polimero estavel e mais duravel. Mais ensaios de
biocompatibilidade para os hidrogéis baseados em DexOx, como o LDH e MTS ((3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) poderiam ser realizados para suporte da ndo toxicidade destes biomateriais.
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V1. Anexo | — Preparac0es de solugdes

Tabela 1 — Preparacdo da solugdo PSS (Solucdo Salina de Fosfato) basica concentrada, para volume

final de 1 L.
Solucéo Concentragéo | Volume (mL) 10x (mL) Marca dos
reagentes
EDTA 100 mM 5 50 Sigma
KCI 1M 5 50 Sigma
HEPES 1M 10 100 Sigma
Reagente Quantidade () 10 x (9)
MgCl, 0,4066 4,066 Sigma
NaHCO; 0,8401 8,401 Sigma
KH,PO, 0,0680 0,680 Sigma
NaH,PO, 0,0600 0,600 USB
Glicose 1,8016 18,016 Sigma
H.0 destilada Perfazeraté 1 L
pH=74
Tabela 2 — Preparacdo da solucdo PSS diluida, para volume final de 1 L.
Solucéo Concentracéao Volume (mL) Marca dos
reagentes
PSS bésico concentrado | ---------- 100 | e
NaCl 1M 110 Sigma
CaCl2 1M 0,16 Sigma
H.0 destilada Perfazerate 1 L
pH=7,4

Nota — A filtracdo desta solucéo é realizada com uma unidade de filtragdo no interior de uma camara de

fluxo laminar.
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Tabela 3 — Preparacdo da solugdo PBS (Solucéo Salina Tamp&o) para um volume final de 1 L.

Solucéo Quantidade () Marca dos reagentes
NaCl 81,816 Panreac
KCI 2,013 Sigma
KH,PO, 2,050 Sigma
Na,HPO, 11,620 uSB
H,O destilada Perfazerate 1 L
pH=7,4

Nota — A filtragdo desta solugdo é realizada com uma unidade de filtragdo no interior de uma

camara de fluxo laminar.

Tabela 4 — Preparacédo da solugdo HBSS (Solucio Salina Hank’s Balanced) para um volume

final de 1 L.
Reagente Quantidade (g) Marca dos reagentes
CaCl, 0,14 Sigma
KCI 0,4 Sigma
KH2PO, 0,06 Sigma
MgCl,.6H,0 0,1 Sigma
MgS0,.7H,0 0,1 Sigma
NaCl 8,0 Panreac
NaHCO; 0,35 Sigma
Na;HPO,4.7H,0 0,09 Sigma
D-glucose 1,0 Sigma
H,O destilada Perfazeraté 1 L
pH=74

Nota — A filtracdo desta solucéo é realizada com uma unidade de filtragdo no interior de uma

camara de fluxo laminar.
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Tabela 5 — Preparacdo da solugdo de AP (Antiprotease) para um volume final de 1 mL de PSS.

PSS basico diluido

Reagente Quantidade (mg) Marca dos reagentes
Pefabloc 6 Fluka
Benzamidina 6,5 Sigma
Inibidor de tripsina 2,5 Sigma
Leupectina 0,1125 Sigma
Solucéo Quantidade (mL)
1

de se usar, no interior de uma camara de fluxo laminar.

Tabela 6 — Solugdo AB (Antibidtico/Antimicético).

Nota — E feita uma solucdo de 5 mL e aliquota-se 200 pL para eppendorfs. Esta solucéo é filtrada antes

Reagente Quantidade Marca dos reagentes
Penincilina 10000 U Sigma
Estreptomicina 10 mg Sigma
Anfotericina 25 ug Sigma

cultura e as solugdes ¢ 10 uL/mL de solugao.

Tabela 7 — Preparacdo da solucdo de cultura celular DMEM — F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium — F 12) para um volume final de 1 L.

Nota — A solucéo aliquota-se 1 mL para eppendorfs. A quantidade a acrescentar de AB ao meio de

Reagente Quantidade (g) Marca dos reagentes
DMEM-F12 liofilizado 15,6 Sigma
L-ascorbico 0,02 Sigma
NaHCO; 1,2 Sigma
H,O destilada Perfazeraté 1 L

pH=7,4

fluxo laminar.
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Tabela 8 — Preparacéo da solucdo de cultura celular DMEM — F12 com 10 % de soro fetal bovino

para um volume final de 200 mL.

Solucéo Quantidade (mL) Marca dos reagentes
DMEM-F12 1
FBS 20 Biochrom-AG
Reagente Quantidade ()
BSA (albumina sérica de 1 Sigma
bovino)
pH=7,4

Nota — E necessario proceder a filtragdo da solucéo, com uma unidade de filtragdo no interior de uma

camara de fluxo laminar.

Tabela 9 — Preparacédo da solugdo de cultura celular DMEM — F12 com 5 % de soro fetal bovino

para um volume final de 200 mL.

Solucéo Quantidade (mL) Marca dos reagentes
DMEM-F12 % | -
FBS 10 Biochrom-AG
Reagente Quantidade (g)
BSA 1 Sigma
pH=7,4

Nota — E necessario proceder a filtragdo da solucfo, com uma unidade de filtragdo no interior de

uma camara de fluxo laminar.

Tabela 10 — Factores de crescimento adicionados a solugdo de cultura celular DMEM — F12

com 5 % de soro fetal bovino para um volume final de 200 mL.

Reagente Concentracdo | Quantidade (uL) Marca dos
reagentes
GSP | e 2000 | e
Insulina 10 mg/mL 100 Sigma
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Tabela 11 — Preparacdo do GSP (componentes de suplemento do crescimento), para um volume

final de 10 mL.
Solucéo Concentracdo | Quantidade (mL) Marca dos
reagentes
EGF 100 ng/mL 2000 Sigma
FGF 1pg/mL 100 Sigma
Heparina 2 mg/mL 1 LEO-
Pharmaceutic
PBS | - 2 | e

Tabela 12 — Preparacdo da solucdo de cultura celular RPMI 1640, com glutamina suplementado

com 10 % de soro fetal bovino para um volume final de 50 mL.

Solucéo Quantidade (mL) | Marca dos reagentes
RPMI 1640 45 GIBCO
FBS 5 Biochrom-AG
Reagente Quantidade ()
NaHCO3 0,1 Sigma
pH=7,4

Nota — A filtracdo desta solucédo é realizada com uma unidade de filtragdo no interior de uma
camara de fluxo laminar

Tabela 13 — Factores de crescimento adicionados a solugdo de cultura celular RPMI 1640 com

glutamina e suplementado com 10 % de soro fetal bovino para um volume final de 50 mL.

Reagente Concentracdo | Marca dos reagentes
Heparina 25 pg/mL LEO-Pharmaceutic
ECGF 50 pg/mL Sigma
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Tabela 14 — Preparacdo dos frascos de transporte dos olhos de coelhos e cord@es umbilicais.

Solugéo PSS (mL) AP (uL) AB(ul)
Frascos de shott 100 40 1000
Frascos de falcon 25 10 250

Nota — Os frascos de shott e falcons sdo preparados no interior da cdmara de fluxo laminar e
posteriormente sdo armazenados no frigorifico a 4°C.

Tabela 15 — Reagentes necessarios na fixacdo de células e imunoflurescéncia.

Reagente Concentracdo | Marca dos reagentes
Paraformaldeio 4% Applichem
Triton X-100 1% | 0 -
Albumina 3% Sigma
Tween 20 0,2% Panreac
Meio de montagem | = -----—---- Dako Cytomation
(media mounting)

Tabela 16 — Anticorpos primarios e secundarios usados na imunoflurescéncia.

Anticorpo Concentragéo Marca do
recomendada anticorpo
Anticorpo El 5-10 pg/ mL Chemicon
primario INTERNATIONAL
(1:1000) E2 0,08-1,2 mg/mL Sigma
S 2 mg/mL Sigma
F 0,2 mg/ mL Sigma
Anticorpo T S E—
secundario
(1:1000) | | e
Assp
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V1. Anexo Il — Preparacdo das placas com biomateriais —

hidrogéis baseados no dextrano oxidado.
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Figura n® 1 — Esquemas da placa com os biomateriais usadas para estudar a biocompatibilidade

do dextrano nas células de musculo liso de rato A7r5.
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