Avaliacdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano oxidado

I) Objectivo

O objectivo do presente trabalho de investigacdo foi avaliar a adeséo e
viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano oxidado ligado com AAD e/ou
gelatina, de forma a verificar se este biomaterial é biocompativel para criar por
engenharia de tecidos um vaso sanguineo substituto. Na producéo de vasos substitutos é
necessaria a incorporacéo exterior de células do musculo liso e a incorporagdo interior
de ceélulas endoteliais numa estrutura tridimensional de modo a estabelecer a
arquitectura de um vaso sanguineo nativo.

A adesdo e a viabilidade celular na presenca dos hidrogéis foram determinadas
com dois tipos diferentes de células: células endoteliais da cornea de coelho e células de
mausculo liso humanas a partir das artérias de corddes umbilicais pelo ensaio do MTT.

O projecto de investigacdo tinha também como objectivo isolar células
endoteliais humanas a partir das artérias de corddes umbilicais. A caracterizagdo deste

tipo de células foi determinada por imunofluorescéncia.
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I1) Introducéo

1) Engenharia de tecidos versus Medicina Regenerativa

A medicina regenerativa e a engenharia de tecidos sdo areas multidisciplinares
que envolvem a aplicacdo de principios e métodos de engenharia e das ciéncias da vida
para desenvolver substitutos bioldgicos que restabelecem, mantém ou melhorem a
funcéo dos tecidos (Atala, 2007; Ma, 2008).

O termo "engenharia de tecido” foi inicialmente introduzido para descrever a
tecnologia de formar tecido in vitro (Myron, 2006). Mais recentemente o termo
"medicina regenerativa™ foi usado para descrever o desenvolvimento de tecnologias e
procedimentos cirurgicos para a regeneracdo de tecido in vivo (Myron, 2006). Ha
vantagens e desvantagens para ambas as estratégias. A sintese de tecido in vitro tém
como vantagem a capacidade de examinar como o tecido se forma e estabelece as
funcbes antes de ser implantado, e como desvantagem a auséncia de um ambiente
fisiologico mecénico durante a formagdo dos tecidos. In vivo, existe a vantagem da
presenca de um ambiente fisioldgico na formacdo dos tecidos, no entanto estes podem
ser rejeitados pelo sistema imunitario ou degradados pelas forcas mecéanicas que
normalmente agem no local antes do tecido ser incorporado completamente (Myron,
2006).

Os dois componentes fundamentais para formar tecidos sdo as células e a matriz
extracelular (Myron, 2006). As células sdo a chave para a regeneracdo e reparacdo dos
tecidos, devido a sua proliferacdo e diferenciacdo, sinalizacdo célula-célula, producéo e
deposicdo de componentes da matriz extracelular (Heydarkhan-Hagvall et al, 2006). A
matriz extracelular é constituida por diferentes moléculas sintetizadas pelas células:
fibras (colagénio e elastina), glicoproteinas adesivas (fibronectina e laminina) e
proteoglicanos que ajudam no suporte fisico das células e tecidos, promovendo uma
barreira permeéavel entre os compartimentos dos tecidos (Rosso et al., 2004). As
moléculas da matriz extracelular tém diversos dominios e regifes funcionais, incluindo
aqueles envolvidos na adesdo celular assim como as regides que interagem com outras
moléculas da matriz extracelular ou com factores de crescimento (Griffith, 2000).

Um aspecto importante na engenharia dos tecidos € a investigacdo das
interacgdes das célula-matriz. As respostas da célula a estas interac¢des incluem a

proliferacdo celular e a biossintese de moléculas da matriz. O biomaterial serve como
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analogo da matriz do tecido regenerado, proporcionando as células um suporte
mecanico e fisico, de modo a manté-las na orientacdo desejada (Myron, 2006).

Na adesdo celular aos biomateriais, apos a implantacdo de um biomaterial num
sistema vivo, ocorre 0 revestimento da superficie do material com uma camada de
proteinas (Ratner, 2006; Atala, 2007). A adesdo celular aos biomateriais é mediada por
receptores da membrana citoplasmatica, que interactuam com proteinas e outros
ligandos (provenientes do plasma ou de outros fluidos) que adsorvem/aderem a
superficie do material (Ratner, 2006). A familia das integrinas € o receptor mais comum
que medeia a adesdo celular a matriz extracelular e interage especificamente com o
epitopo Arg-Gly-Asp (RGD) (Rosso et al., 2004). A interac¢do da proteina com o
biomaterial modula e inicia a adesdo celular e desencadeia a resposta por parte do
hospedeiro (Rehfeldt et al., 2007).

Apo6s implantacdo do biomaterial, as células podem aderir ao implante, podem
libertar moléculas metabolicamente activas, recrutar outras células, aumentar de
tamanho, replicarem-se ou morrer (Anderson et al., 2008). A resposta da célula (por
exemplo, proliferacdo ou expressdo de gene) é modelada pela interaccéo entre a célula e
a matriz extracelular, sendo esta interaccdo afectada pelas propriedades fisicas e pela
presenca de ligandos de adesdo na matriz, por forgas fisicas e factores sollveis celulares
(citocinas, factores de crescimento) e sinais de outras células (figura 1) (Huebsch e
Mooney, 2007).
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Figura 1 — Diferentes factores que afectam a morfologia da célula (Huebsch e Mooney, 2007).

A superficie do biomaterial pode conter informagdo quimica e estrutural que
controla formagdo do tecido, de uma forma semelhante a comunicagédo celular (célula-

célula) que ocorre durante o desenvolvimento embrionério (Ratner, 2006). Actualmente,
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em engenharia de tecidos aplicam-se biomateriais com superficies desenhadas para
estimularem reaccOes precisas com proteinas e celulas ao nivel molecular (Ratner,
2006). Através de uma criteriosa seleccdo de ligandos, as superficies podem ser
desenhadas para reduzirem a adesdo de proteinas e celulas, prevenirem a coagulagédo
sanguinea, incentivarem a adesao de células endoteliais e a sua retencdo e promoverem
a producdo de capilares (Ratner, 2006). Este principio est4 na base do desenvolvimento
de biomateriais que possam ser adicionados as células in vitro para posterior
implantacdo no hospedeiro ou para atrair determinado tipo de células in vivo (Ratner,
2006). Pela combinacdo adequada entre os biomateriais e as células procuram-se
solucBes para varios problemas clinicos que s6 sdo tratados adequadamente pelo uso de
dispositivos de substituicdo. As investigacdes das interaccGes biomaterial-célula in vitro
oferecem a possibilidade de descobrir o comportamento biologico da célula quando elas
crescem dentro do tecido tridimensional, a oportunidade para modificar a composicéo e
a estrutura do biomaterial e melhorar os resultados in vivo (Myron, 2006).

Uma das estratégias aplicadas na engenharia dos tecidos envolve a expansao de
células humanas in vitro em estruturas tridimensionais biodegradaveis e biocompativeis
(Hutmacher et al., 2007). Essas estruturas formam um veiculo de distribuicdo de células
num local de implante onde é necessario a formacéo de um novo tecido, tendo como
finalidade acomodar e dirigir o crescimento e a proliferacdo de novas células a trés
dimensGes (Muschler et al., 2004). A producdo de uma estrutura tridimensional a partir
de materiais naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, fornece assim um suporte para a
proliferacdo celular (Hutmacher et al., 2007).

A producdo de uma estrutura tridimensional deve obedecer a varios requisitos:
1) possuir poros de tamanho apropriada de modo a acomodar as células, favorecer a
vascularizacdo e permitir o fornecimento de oxigénio e nutrientes no interior da
estrutura tridimensional; 2) o material utilizado tem que ser biodegradavel, no entanto a
sua degradacdo deve ocorrer a um ritmo apropriado sem que, no entanto, a sua
degradacdo origine subprodutos téxicos; 3) uma superficie quimica apropriada que
favoreca a adesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular; 4) possuir propriedades
mecanicas adequadas ao local pretendido para a implantacdo; 5) o material ndo deve
induzir resposta adversa; 6) ser facilmente sintetizado em uma variedade de formas e
tamanhos (Sachlos et al., 2003a e b).

Um dos avancos tecnoldgicos mais importantes na engenharia dos tecidos foi a

producdo de estruturas porosas e absorviveis. Talvez a primeira aplicagdo com sucesso
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surgiu na implementacdo de matrizes porosas de colageneo-glicosaminoglicano na
regeneragéo in vivo de tecidos da derme (citado em Myron, 2006). Um outro desafio das
estruturas tridimensionais € o controlo das propriedades mecanicas ao longo do tempo.
Estruturas ndo degradaveis, como metais e ceramicas, desempenham uma funcao
excelente e duradoura mas comprometem a funcéo e reparagéo dos tecidos, uma vez que
a permanéncia do biomaterial no local impede a formacéo do novo tecido no espago que
este ocupa. Outra limitacdo esta relacionada com o facto de que nem todas as células
implantadas sobreviverem, devido a competicdo entre células pelo oxigénio disponivel
Myron, 2006). A morte celular resulta na libertacdo de produtos resultantes da lise
celular e pode aumentar a resposta inflamatoria no local de implante. O efeito que os
produtos de degradacdo tém na célula depende da concentracao, do efeito que tém em
pH local e da toxicidade (Sachlos e Czernuszka, 2003a; Muschler et al., 2004).

Varios processos industriais tém sido estudados para a producdo das estruturas
tridimensionais, controlando as microestruturas internas que favorecem o transporte de
oxigénio e nutrientes no seu interior (Sachlos e Czernuszka, 2003a). A figura 2
representa as células adicionadas a estrutura tridimensional, na qual foi previamente
adicionado meio de cultura contendo os nutrientes necessarios ao crescimento celular. A
arquitectura dessa estrutura tridimensional pode definir a forma do novo tecido
(Williams e Sebastine, 2005).
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Figura 2 — Adesdo e crescimento celular na superficie dos biomateriais (adaptada de Sachlos e
Czernuszka, 2003a).
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O meio ambiente possui um papel fundamental na remodelacéo e na regeneracao
de tecidos. Na engenharia dos tecidos, os bio-reactores séo definidos como um meio
capaz de criar ambientes propicios a criacdo de produtos bioldgicos e sdo utilizados para
oferecer condicbes semelhantes as do corpo (Martin et al, 2004; Bronzino, 2006).

Embora o restauro e a substituicdo de tecidos ndo funcionais tivessem um grande
progresso e contribuissem significativamente para a medicina no século XX, a
engenharia de tecidos e a medicina regenerativa precisam de uma intensa investigacédo
que permita o melhoramento das estruturas tridimensionais, o desenvolvimento de
novos bioreactores e a optimizacdo da construcdo de tecidos artificiais com funcoes
fisiologicas (Williams e Sebastine, 2005; Priya et al., 2008).

1.1) Engenharia de tecidos aplicada aos vasos sanguineos

Biomateriais polimericos podem ser usados como substitutos de artérias em
doentes com problemas ao nivel dos vasos sanguineos (Garcia-Honduvilla et al., 2008).
As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade no EUA e mais de
54% das mortes desta doenca estdo relacionadas com disfungfes na artéria coronéaria
(Gao et al., 2008). A engenharia dos tecidos € um promissor avango para tratar esta
doenca, combinando principios da engenharia com a ciéncia bioldgica para produzir
estruturas viaveis que substituam e reparem as deficiéncias dos tecidos nativos (Gao et
al., 2008).

Presentemente, o tratamento da doenca aterosclerose consiste na obtencdo de um
enxerto da artéria lesada usando uma outra artéria ou veia do paciente (Heydarkhan-
Hagvall, et al, 2006). Nos pacientes que ndo possuem veias disponiveis para enxerto,
tém sido utilizados materiais sintéticos, principalmente Dacron e ePTFE
(politetrafluoretileno). Estes materiais sdo usados no tratamento de doencas vasculares
mas tém a sua aplicacdo limitada quanto as condicdes de fluxo sanguineo e resisténcia,
devido a sua pobre elasticidade (Hoenig et al, 2005). Apesar dos enxertos vasculares
sintéticos formados por Dacron e por ePTFE terem sucesso em tratamentos de
patologias de artérias de grande diametro ainda ndo foram usados com sucesso na
substituicdo de vasos de pequeno didmetro (Racliffe, 2000).

Em 1986, Weinberg e Bell, conseguiram produzir por engenharia de tecidos o
primeiro vaso sanguineo em Dacron, com células endoteliais, de musculo liso e

fibroblastos de bovino. Porém, este modelo ndo dispunha dos requisitos mecéanicos,
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nomeadamente da forgca de tensdo necessarios para desempenhar correctamente a sua
funcgéo (citado em L’Heureux et al, 1998).

O enxerto vascular ideal seria biocompativel, ndo-trombogeénico e resistente a
infeccdes. A engenharia de tecidos aplicada aos vasos sanguineos pode oferecer uma
reducdo das limitagdes nos enxertos de pequenos vasos sanguineos, ao criar construgdes
viaveis com capacidades de reparacdo e reconstrucdo. Nos Ultimos anos tém sido
estudados substitutos de vasos sanguineos para serem usados em enxertos vasculares em
cirurgias bypass. Para aumentar o sucesso dos enxertos vasculares, 0s vasos sanguineos
construidos devem ser feitos de modo a reproduzir as propriedades dos vasos
sanguineos (Heydarkhan-Hagvall et al, 2006).

Existem muitas investigacdes que projectam por engenharia dos tecidos
substitutos arteriais de pequeno diametro (Jeong et al., 2007). Varios estudos
demonstram que para criar um vaso sanguineo substituto, por engenharia de tecidos, é
necessaria a incorporacdo de células do musculo liso e células endoteliais numa
estrutura tridimensional de modo a estabelecer a arquitectura de um vaso sanguineo
nativo (figura 3) (Nerem e Ensley, 2004; Jeong et al., 2007). Enxertos arteriais, cada
vez mais reproduzem as propriedades dos vasos naturais, incorporam células endoteliais

na sua estrutura tridimensional (Rodriguez-Morata et al., 2008).
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Figura 3 — Criacéo de um enxerto vascular de pequeno didmetro. Este esquema demonstra como
a combinacdo de vérias estratégias podem ser necessérias para atingir o sucesso (adaptada de Nerem e
Ensley, 2004).

Heydarkhan-Hagvall e seus colaboradores, com o intuito de estudar e comparar
a matriz extracelular de vasos sanguineos produzidos artificialmente com a matriz
extracelular de vasos sanguineos nativos, colocaram em crescimento células do masculo
liso em contacto com PGA (acido poliglicélico). Apos 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) (figura 4).
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A

Figura 4 — Producédo de vasos sanguineos in vitro. A) Bio-reactor utilizado para o fabrico do
vaso sanguineo. B) Vaso sanguineo obtido por engenharia dos tecidos apds seis semanas de cultura e da
adicdo de células endoteliais (adaptada de Heydarkhan-Hagvall et al, 2006).

O vaso sanguineo mantinha uma aparéncia semelhante aos vasos nativos, no
entanto, enquanto que as células do musculo liso nos vasos sanguineos nativos se
encontram num estado de quiescéncia, no vaso obtido por engenharia dos tecidos
apresentavam uma rapida proliferacdo. Foi notdria ainda uma baixa expressdo de genes
que actuam como marcadores especificos de células do musculo liso (Heydarkhan-
Hagvall et al, 2006).

Varios 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). O
endotélio vascular € o elemento presente nos vasos sanguineos normais que promove o
efeito ndo-trombogénico. A molécula de adesdo celular vascular (VCAM-1) é uma
molécula importante no recrutamento de mondcitos, células da familia dos glébulos

brancos com importante papel nas respostas inflamatdrias (Nerem, 2000).
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2) Biomateriais e suas aplicacdes

Uma das areas da engenharia de tecidos é a pesquisa de biomateriais para
aplicacbes médicas, especialmente para cirurgia reconstrutiva (Williams, 2003). Um
biomaterial compreende uma substancia pura ou composta, de natureza sintética ou
natural, que pode ser utilizado temporaria ou definitivamente, com finalidade de
melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou totalmente um tecido de um modo seguro,
econdmico e fisiologicamente aceitavel (Williams, 1987; Ratner et al., 1996).
Recentemente, 0 termo “biomaterial” ¢ utilizado para descrever materiais obtidos de
uma fonte bioldgica ou para descrever materiais usados em terapias de organismos
vivos (Griffith et al, 2000). O desempenho de um dispositivo médico é controlado por
duas caracteristicas: a compatibilidade do material dentro do corpo e a capacidade de
executar a funcdo apropriada e especifica — biocompatibilidade e biofuncionalidade
(Rickert et al., 2006).

A biocompatibilidade esta relacionada com as interac¢des que acontecem entre o
biomaterial e o tecido do corpo. Esta propriedade é definida como a capacidade de um
material desempenhar uma funcéo especifica no organismo e desencadear uma resposta
adequada no hospedeiro sem causar reac¢des adversas. O biomaterial usado ndo deve
prejudicar os tecidos, 6rgdos ou sistemas e os produtos de degradacdo ndo devem
prejudicar e perturbar o sistema bioldgico (Park e Lakes, 2007). A funcionalidade de um
dispositivo médico implica que o biomaterial usado para uma determinada aplicacéo,
mantenha a sua caracteristica por tempo necessario, seja ele temporario ou definitivo
(Rickert et al., 2006). O cumprimento destes e de outros requisitos depende das
propriedades fisico-quimicas, mecanicas e biolégicas do material (composicéo,
estrutura, estabilidade, a fisico-quimica da superficie, resisténcia a forgas ou pressdes as
quais sera submetido, resisténcias ao ataque de fluidos fisioldgicos e enzimas, entre
outras) (Vallet-Regi,1997).

Os desenvolvimentos na &rea da ciéncia dos Materiais, da Medicina e
Engenharia permitiram que, a partir da segunda metade do Sec. XX, a ciéncia dos
Biomateriais pudesse revolucionar a utilizacdo criteriosa de polimeros, cerdmicos,
compdsitos ou metais em implantes, dispositivos médicos, sistemas de libertacdo de
agentes activos e, mais recentemente, em suportes de tecidos humanos (Lee et al., 2008;
Kohane e Langer, 2008).
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Existem assim polimeros naturais de origem vegetal (celulose, amido) ou animal
(colagénio, gelatina, albumina e elastina), e polimeros sintéticos, por exemplo o
polimetilmetacrilato (PMMA) e o &cido polilactico-co-glicolico (PLGA) aplicados na
reconstrucdo  0ssea, polivinil  siloxano (PVS) em clinica dentaria e
polihidroxietilmetacrilato (PHEMA) na producdo de lentes de contacto (Seal et al,
2001; Gunatillake e Adhikari, 2003; Atala, 2007).

Os polimeros naturais podem ser utilizados na forma natural ou quimicamente
modificados, e as aplicacbes envolvem substituintes de ligacdo, hemodialise,
dispositivos de libertacdo controlada de drogas e implantes biodegradaveis (Jorge-
Herrero, 1997). Estes polimeros tém como principal vantagem moléculas na sua
constituicdo que facilitam a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e como
desvantagens a dificuldade em controlar a sua degradacdo pelas diferentes enzimas
existentes no organismo (Mano et al., 2007). O polimero natural mais utilizado € o
colagénio e pode ser o biomaterial ideal, uma vez que é o componente maioritério da
matriz extracelular (Jeong et al., 2007; Silva et al., 2007; Glowacki e Mizuno, 2008).

O uso de polimeros sintéticos na medicina iniciou-se em 1940, estruturas de
nylon, PMMA, Dacron poliéster e cloreto de polivinil (PVC) comecaram a ser
utilizados em cirurgias (Griffith et al, 2000). As ceramicas foram introduzidas na
medicina, especialmente como material de restauro para o sistema esquelético nos anos
60 e apresentavam propriedades com boa estabilidade bioldgica (citado em Suh, 2000).
Desde a utilizacdo do PVC, para restaurar vasos em 1952 que os polimeros sintéticos
tém sido considerados como uns dos mais importantes biomateriais na engenharia dos
tecidos (Park e Lakes, 2007).

Muitos polimeros sintéticos ja disponiveis comercialmente apresentam
propriedades mecanicas e fisico-quimicas comparaveis a dos tecidos bioldgicos
(Gunatillake e Adhikari, 2003). As melhorias nas caracteristicas de um biomaterial
sintético podem ser obtidas pela adicdo de macromoléculas biolégicas. O material
resultante deve combinar as propriedades mecanicas adequadas do componente sintético
com a biocompatibilidade do componente biolégico (Cascone et al., 1995; Sartri e
Scandola, 1995).

A procura de novos biomateriais que desempenhem funcgdes especificas sem, no
entanto, desencadearem respostas adversas nos hospedeiros constitui um desafio
permanente e actual. Os biomateriais degradaveis foram uma das solugdes propostas

mas, embora possuam vantagens inegaveis, também apresentam alguns problemas
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nomeadamente possiveis produtos toxicos que resultam da sua degradacdo (Kim et al.,
2000).

Existem biomateriais que sdo produzidos considerando que os seus produtos de
degradacdo poderdo ser incorporados nas vias metabdlicas normais evitando efeitos
secundarios no hospedeiro. Habitualmente sdo usados trés termos para descrever a
interaccdo dos materiais com os tecidos: bioinerte, bioreabsorvivel/biodegradavel e
bioactivo. Quando se diz que o material € inerte ou bioinerte significa que o material
ndo apresenta reac¢do com os tecidos vizinhos, porém essa definicao parece ser erronea,
pois os tecidos adjacentes ao implante apresentam sempre uma resposta ao biomaterial,
por menor que ela seja. A biodegradacdo, € uma diminui¢do gradual de quantidade de
material mediada por actividade bioldgica ou bioquimica especificas; bioreabsorcéo,
que € um processo de remocao do material mediada por actividade celular, directamente
por fagocitose ou indirectamente por ac¢do enzimatica e/ou através de dissolucdo por
difusdo idnica continua do material quando colocado em meios bioldgicos;
bioactividade, que ¢ o comportamento do material bioactivo capaz de induzir uma
reaccao biologica especifica, podendo ser integrado no tecido (Ravagliolo e Krajewski,
1992; Hench, 1991;1998).

Na &rea da medicina, os polimeros biodegradaveis tém sido aplicados para
reparar tecidos lesados, valvulas cardiacas e artérias, reconstrucdo dentaria,
reconstrucdo de fracturas Osseas, substituicdo total ou parcial de érgdos e libertacdo
direccionada de farmacos no organismo, tanto em tecidos alvo (por exemplo
directamente em tumores) como na libertagdo de substancias por fases (por exemplo
insulina, contraceptivos) (Chandra e Rustgi, 1998). Poliésteres como o0 é&cido
poliglicélico (PGA), o acido polilactico (PLA), a policaprolactona (PCL) e 0 PLGA sdo
os polimeros biodegradaveis habitualmente utilizados na producdo de estruturas
tridimensionais para aplicacdo na engenharia de tecidos. Estes ndo apresentam
toxicidade e os seus produtos de degradacdo sdo removidos do corpo humano por vias

metabolicas naturais (Kim et al., 2000; Sachlos e Czernuszka, 2003a).
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2.1) Biomateriais utilizados no presente estudo

O nome dextrano foi pela primeira vez utilizado em 1874 por Scheibler (citado
em Naessens et al, 2005), e define um polissacéarido natural e biocompativel que pode
ser degradado por ac¢do das dextranases, em diferentes 6rgdos do corpo humano,
incluindo o figado, rim, c6lon e bago (Mehvar, 2000).

O dextrano é um polimero constituido por glicose e tem sido usado clinicamente
como agente antitrombotico, para terapia anticoagulante, como um dilatador de volume
de protoplasma para prevenir a oclusdo vascular (citado em Ito et al., 2007). Os
dextranos sdo também utilizados em suturas cirdrgicas no tratamento de anemias tanto
em seres humanos como em animais (Mehavar, 2005). Ito e seus colaboradores
sintetizaram uma formulacdo de hidrogeis injectaveis baseados em dextrano para a
prevencéo de adesdes peritoneais (Ito et al., 2007). Recentemente, comegou a ser usado
como agente terapéutico para entregar drogas, proteinas ou enzimas nos 6rgaos onde o
dextrano é degrado (Bhatia et al, 2007b).

O grau de oxidacdo do dextrano € definido como o nimero de residuos oxidados
por 100 residuos de glicose (ver figura 5). O dextrano contém um ndmero grande de
grupos hidroxilo, que podem ser conjugados facilmente com outras moléculas (Mehvar,
2000)

; H ;
0 % ),
n()\lo HO \J no\ —0
n()..&,.___.--—-*g---._\ HO- \\ HO-\ \\
OH OH 4 OH
0  NalO, 0 NalOy4 0
f 4 jq‘ = .\| 4 ()
”(,)_---i____ 5 -0 0= —— :'.-.-,-'0 0= 5_-0
T2 2.\, ncoon 2\
IIO~n,,»"§Q=E§1 O —\ Oﬁ?;?"““ﬁl
3 OH 2 OH
0 0 0
5 % ’
Dextrano Dextrano oxidado

Figura 5 — Oxidacdo do dextrano por accdo do periodato de sédio (adaptado de Maia et al,
2005).

Os hidrogéis de dextrano foram primeiramente produzidos para actuarem como
veiculos na entrega de farmacos e ndo como suportes para formar tecidos, pois estes
hidrogéis sintetizados possuiam poros muito pequenos para a penetracdo das células
(citado em Lévesque et al., 2005). Recentemente, foi descrito a producdo de hidrogéis
injectaveis e degradaveis compostos por dexOx e AAD. Os grupos aldeido presentes no

dextrano oxidado reagem com o grupo hidrazida da AAD (figura 6) (Maia et al, 2005).
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=Y

Figura 6 — Reaccdo entre o dextrano oxidado e a dihidrazida de &cido adipico (adaptado de Maia
et al, 2005).

Durante a reticulagdo, o aumento dos poros do dexOx pode contribuir para o

crescimento das células no interior deste, contribuindo para uma melhor integracdo

junto das células vizinhas ao local de implante (ver figura 7) (Maia et al, 2005).

Figura 7 — Imagens de Microscopia electronica de varrimento (SEM) de dextrano oxidado 15 %
e AAD 10 % antes (A) e depois da imersdo em PBS apds 3 dias (B) apds 6 dias (C) e 11 dias (D). E
notorio o aumento da porosidade (adaptado de Maia et al, 2005).

Recentemente, Van Tomme e colaboradores descreveram diferentes estratégias
na producdo de hidrogéis baseados no dextrano, demonstrando-o que este polimero
apresenta uma elevada versatilidade (Van Tomme et al., 2007). Estes hidrogéis sao
biocompativeis e biodegradaveis (Ferreira et al., 2002; 2004; 2005; 2007). Weng e
colaboradores sintetizaram hidrogéis ndo citoxicos de dexOx/N-carboxietil-quitosano

capazes de aumentar a cura de feridas transcutaneas em ratos (Weng et al., 2008).
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O colagénio (figura 8) € 0 componente principal da matriz extracelular humana e
possui uma superficie que favorece a adesdo celular (Mano et al., 2007). E constituido
por trés cadeias polipeptidicas que se entrelacam formando uma tripla hélice. As cadeias
polipeptidicas ttm uma sequéncia repetitiva de glicina-X-Y, onde X e Y sdo ocupados

por prolina e hidroxiprolina, respectivamente (Bronzino, 2006; Cen et al., 2008).

OH

O H O R1 H O R2 O
e T]/Q/”\../é" gl b ML
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B

Figura 8 — Estrutura do colagénio tipo I. A) Sequéncia de aminoécidos; B) Tripla hélice de
colagénio (adaptada de Friess et al, 1998).

A gelatina é um derivado do colagénio, obtido por desnaturacdo da tripla hélice.
E uma proteina animal constituida por 19 aminoécidos unidos por ligacbes peptidicas
que podem ser hidrolisadas por uma variedade de enzimas proteoliticas, para libertar os
aminoacidos constituintes ou os péptidos. E solGvel em é&gua, biodegradavel e possui
utilidade industrial, farmacéutica e biomédica. Embora este polimero ndo seja
encontrado na natureza, a classificagdo como natural é a mais adequada. Ha diversas
variedades de gelatina, na qual a sua composicdo depende da fonte de colagénio e do
tratamento hidrolitico usado. Em todos os tipos ha um predominio dos aminoacidos
prolina, glicina, &cido glutamico, hidroxiprolina, alanina, acido aspartico e arginina
(Silva et al, 2007). Tem sido utilizada no revestimento de varios farmacos e na
preparacdo de hidrogéis biodegradaveis (Chandra e Rustgi, 1998). A gelatina tem
também vindo a ser usada, na forma de microparticulas, para a incorporacéo e libertacao
de farmacos Chandra e Rustgi, 1998).

A estabilizacdo dos biomaterais baseados em colagénio é necessaria para
diminuir a susceptibilidade a degradacdo enzimatica. Somente materiais suficientemente
estabilizados manterdo as propriedades mecanicas requeridas durante o periodo de

implantacdo desejado (Silva et al, 2007).
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2.2) Hidrogéis

Os hidrogéis séo polimeros hidrofilicos na forma de rede tridimensional, capazes
de reter grande quantidade de agua (Cade’e et al., 2000; De Groot et al., 2001; Hiemstra
et al., 2007; Weng et al., 2007 e 2008). Estes podem ser quimicamente estaveis ou
podem degradar-se (eventualmente desintegrar e dissolver). Para manter estas
estruturas, as cadeias poliméricas do hidrogel 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, interaccdes de Van der Waals,
ionicas e hidrofébicas (Hoffman et al., 2002; Lin e Metters, 2006). Os hidrogéis
derivam de polimeros naturais ou sintéticos que tém sido usados para criar estruturas
tridimensionais que suportam e promovem a regeneracdo dos tecidos (Lévesque et al,
2005; Weng et al., 2007).

O interesse por hidrogéis na area de biomateriais é justificado por algumas
vantagens que esses polimeros apresentam: a natureza elastomérica e macia dos
hidrogéis minimiza a irritacdo mecanica causada por friccdo aos tecidos (Lin e Metters,
2006). Os hidrogéis sao aplicados como componentes fundamentais numa variedade de
aplicacdes terapéuticas. S&o aplicados como agentes de preenchimento de espagos,
como veiculos de entrega de moléculas bioactivas e como estruturas tridimensionais que
organizam células e apresentam estimulos para dirigir a formacdo do tecido desejado
(Hiemstra et al., 2007; Weng et al., 2007 e 2008). Recentemente, tem sido dada especial
atencdo ao uso de micro e nanofabricacGes na entrega de farmacos (Peppas et al, 2000;
Drury e Mooney, 2003), na libertagdo controlada de farmacos, revestimento de
superficies para melhorar a biocompatibilidade e desenvolvimento de musculos
artificiais (Lin e Metters, 2006).

3) Testes de citotoxicidade

Aproximadamente ha dez anos o Comité Técnico 194 - International
Organization for Standardization (ISO) e outros grupos desenvolveram um documento
conhecido como ISO 10993, que é composto por uma série de normas e padrdes que

organizam a avaliacéo biologica de dispositivos médicos (Bhatia e Yetter, 2007a).
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Uma das primeiras consideragdes sobre dispositivos medicos é a sua
caracterizagdo, quanto as propriedades fisico-quimicas, toxicologicas, eléctricas,
morfologicas e mecanicas. Dessa forma a caracterizacdo dos biomateriais é claramente
identificada como o primeiro passo da avaliacdo, na qual avaliard o tipo de material, a
presenca de residuos, os aditivos e contaminantes, as substancias nocivas, os produtos
de degradacéo e as caracteristicas finais do produto (Rogero et al., 2003).

Vérias sdo as técnicas utilizadas na caracterizacdo dos materiais, analise por
espectroscopia de infravermelho, analise térmica diferencial, calorimetria exploratéria
diferencial e microscopia electrdnica de varrimento sdo alguns exemplos (Rogero et al.,
2003).

Apds a realizacdo da caracterizacdo, 0s testes de viabilidade celular e de
citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5) devem ser executados para determinar os efeitos
bioldgicos adversos causados pelos materiais. Normalmente para estes testes sdo usadas
células cultivadas sob condicfes padrfes e colocadas na presenca do material. A cultura
de células em laboratério apresentam um baixo custo e facilidade de manutencao,
podendo ser utilizadas para diferentes estudos principalmente na avaliacao da toxicidade
de diferentes materiais (Bhatia e Yetter, 2007a).

3.1) Ensaios de biocompatibilidade in vitro

Com o controle cada vez mais rigoroso em relagdo ao uso de animais de
laboratdrio, ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam
detectar a toxicidade de materiais para 0 uso em seres humanos, principalmente aqueles
para aplicacdo clinica (Rogero et al., 2003). A toxicidade envolve a perturbacdo da
homeostase celular que afecta as funcbes celulares que podem conduzir a uma
multiplicidade de mudancas bioquimicas (Park e Lakes, 2007).

O azul de tripano é utilizado para corar as células mortas, assim as células que
tém a membrana citoplasméatica comprometida permitem a entrada de azul de tripano. A
viabilidade celular é avaliada por contagem do nimero das células num hemocitémetro.
Posteriormente, determina-se a percentagem de células viaveis (Doyle e Griffiths,
1998).

O parametro mais utilizado para avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais é
a viabilidade celular, que pode ser evidenciada com o auxilio do método MTT (3-4,5-
dimethylthiazol 2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Rickert et al., 2006). Este método
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revela-se adequado para proceder a esta avaliacdo e esta descrito nos compéndios
oficiais e normas internacionais, apresentando como principais vantagens a
sensibilidade, facilidade na execucdo, reprodutibilidade, além de atender a tendéncia
mundial em suprimir o uso de modelos animais experimentais (Bhatia e Yetter, 2007a).

O principio deste método consiste na absor¢do do sal MTT pelas células sendo
reduzido no interior da mitocondria, a formazano (figura 9). A succinato desidrogenase,
uma enzima do ciclo de Krebs activa nas mitocondrias de células viaveis, é capaz de
transformar o MTT que é de cor amarela em cristais de formazano, que séo de cor roxa.
Os cristais podem ser observados ao microscopio e posteriormente dissolvidos com
solventes organicos, como por exemplo o dimetilsufoxido (DMSO) ou isopropanol,
permitindo a sua quantificacdo através da determinacdo da absorvancia a 570 nm.
Somente as células viaveis possuem actividade mitocondrial e consequente viabilidade
celular (figura 9) (Doyle e Griffiths, 1998, Serrano et al., 2004).

S/~ CH, -
MTT  CH, " Fomazen Gy,

Figura 9 - Estrutura do MTT e do formazano formado por acgdo da succianato desidrogenase
mitocdndrial (Cell Proliferation KIT | (MTT) — roche).

O MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-  (4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium é também um ensaio de biocompatibilidade in vitro para
analisar a viabilidade celular. O MTS na presenca de phenazine methosulfate (PMS) da
origem a formacdo de formazano soltvel no meio de cultura de células (figura 10). A
quantidade de produto de formazano é medida pela absorvancia a 490 nm. Tal como no
ensaio do MTT também aqui a quantidade de formazano formado esta directamente

relacionado com o numero de células vidveis na cultura (Wielgus et al., 2007).
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Figura 10 — Estrutura do MTS e do Formazano (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay — promega).

O teste de citotoxicidade LDH determina os niveis da lactato desidrogenase
(LDH), uma enzima citosolica estavel, presente no meio de cultura. Esta enzima faz a
conversdo de lactato a piruvato, o que leva a producdo de NADH. O NADH sintetizado
converter o sal de tetrazolio (INT) em formazano (figura 11). A LDH ndo atravessa
livremente a membrana citoplasmatica, mas quando a membrana é danificada, a LDH é

libertada para o meio circundante (Serrano et al., 2004).

LDH
NAD® + lactate — pyruvate + NADH
Diaphorase
NADH + INT — NAD+ + formazan (red)

Figura 11— Reac¢do quimica da LDH e formacéo do formazano (CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay).

A quantificagdo da actividade da LDH, que catalisa a reaccdo 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 0 método in vitro MTT visando agregar informacdo da
biocompatibilidade do dextrano oxidado (dexOx). As culturas celulares CEC (células
endoteliais da cornea de coelho) e HUASMC (células humanas de musculo liso das
artérias do corddo umbilical humano) foram utilizadas em estudos da
biocompatibilidade in vitro nos hidrogeis baseados em dextrano com diferentes graus de
oxidacao reticulado com AAD e/ou gelatina.
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4) Morfologia do corddo umbilical

O corddo umbilical é o 6rgdo que durante a gravidez une o feto a placenta.
Quando a vida comega é o corddo umbilical, provavelmente, o Unico 6rgdo que morre.
Contudo é uma estrutura vital para o crescimento e bem-estar do feto, sendo essencial
para o seu desenvolvimento uma vez que fornece os nutrientes e 0 0Xxigénio necessarios
ao desenvolvimento fetal, através da corrente sanguinea (Di Naro et al, 2001; Koblas et
al, 2005).

Habitualmente, o corddo umbilical tem um comprimento de 30 a 90 cm e um
diametro de 1 a 2 cm (Moore et al, 1994; Gray, 2001). E constituido por duas artérias e
uma veia, as quais se encontram envolvidas por um tecido conjuntivo mucoide,
conhecido como geleia de Wharton. Os vasos sdo usualmente tortuosos e dispdem-se

em espiral tendo, portanto, um comprimento maior que o proprio corddo (Graca et al,

2000) (figura 12).

geleia de
Wharton

artérias veia

P
-

Figura 12 — A) O corddo umbilical (adaptada de Solomon et al., 1987); B) Representacdo da
morfologia do corddo umbilical (adaptada de Moore et al, 1994); C) Corte transversal do corddo
humbilical (adaptada de Zhang, 1999).

A geleia de Wharton é formada por um baixo nimero de células e por elevadas
quantidade de fibras de colagénio, substancia fundamental, fibroblastos, &cido
hialurénico e sulfatos de glicosaminoglicanos. Esta pode participar na regulacdo do
fluxo sanguineo no corddo umbilical e, em alguns casos, a diminuicdo desta geleia leva
a que haja uma reducdo do crescimento fetal, levando a hipoplasia dos vasos umbilicais
(Zhang, 1999).

Vérios estudos tém demonstrado que alteracbes na composicdo e no
metabolismo do corddo umbilical estdo frequentemente relacionados com doencas que

ocorrem durante a gravidez (restricdo do crescimento fetal, diabetes ou dano fetal) ou
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durante o parto (disturbios no coragdo do feto, perigo fetal, entre outras) (Zhang, 1999).
Existem anomalias na constituicdo do corddo umbilical que se caracterizam pela
presenca de uma veia e uma unica artéria umbilical. Esta situacdo pode causar a morte
intra-uterina ou pos-parto do embrido. A Unica artéria presente pode, por vezes, ser
maior que em casos normais, chegando até a ter um didmetro semelhante ao da veia
umbilical (Di Naro et al, 2001).

4.1) Morfologia dos vasos sanguineos

Os vasos sanguineos sdo de trés tipos: artérias, veias e capilares. As artérias
transportam e distribuem sangue do coracao para os diversos tecidos do corpo e as veias
transportam o sangue de volta para o coragdo. Os capilares sdo vasos microscépios na
forma de rede que ligam as arteriolas as vénulas (Snell, 1993; Gray, 2001) (ver figura
13). Com menos musculo que as artérias, as veias sdo constituidas por paredes mais
finas. Muitas veias de tamanho médio, que fazem com que o sangue volte para coracédo
contra a gravidade, tém valvulas permitindo que o fluxo sanguineo se dé somente em
direccdo ao coracdo (Moore e Daley, 2001; Graaff, 2002).

O coragdo e 0s vasos sanguineos formam uma rede de transporte, o sistema
circulatério (Moore e Dalley, 2001). A parede dos vasos sanguineos é constituida por
trés camadas (figura 13):

- Tunica externa (adventicia) é constituida por tecido conjuntivo frouxo e
fibroblastos;

- Tunica média é constituida por musculo liso, colagénio e por tecido eldstico.
O musculo liso é responsavel pela vasoconstri¢cdo e vasodilatacdo dos vasos sanguineos;

- Tanica interna (intima) é a camada mais interna em contacto com o sangue, é
constituida por uma camada de células endoteliais (endotélio). O endotélio actua como
barreira permeadvel selectiva de solutos sanguineos e segrega agentes

vasoconstritores/vasodilatadores (Saladin, 2001).
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Tunica adventicia——— l—Tunica adventicia
Tunica média +— Tlnica média
Tunica intima. \\ | Tinica intima:
Endotélio Endotélio
Subendotélio — Subendotélio
Memnrgna Membrana basilar
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\‘:— Lamina da valvula
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Figura 13 — Representacéo da estrutura de uma artéria e veia onde se identificam as principais
camadas: tUnica intima, tinica média e tUnica adventicia (adaptada de Moore e Dalley, 2001).

As artérias umbilicais sdo mais simples que as restantes artérias do organismo.
Estas artérias sdo rodeadas por uma Unica e fina camada de células endoteliais achatadas
ou cubicas, ndo contendo nenhuma camada subendotelial subjacente ou lamina elastica
interna, encontrando-se o endotélio adjacente as camadas musculares. Estas sdo
composta por fibras musculares lisas numa camada longitudinal interna e uma camada
circular externa que tem continuacdo na geleia de Wharton. A veia umbilical tem

estrutura semelhante a das artérias umbilicais (Zhang, 1999) (figura 14).

Endotélio M@d il

Camada R O
longitudinal | .
interna ‘ :

WS A gy \\\‘ .
Camada e L . . Geleiade
longitudinal -~ - - e " Wharton
externa =

Figura 14 — Esquema parcial da artéria do corddo umbilical mostrando as varias camadas de

células que a compde: endotélio, camada longitudinal interna, camada circular externa e geleia de
Wharton (adaptado de Zhang, 1999).
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O sangue do corddo umbilical e o corddo umbilical em si sdo amostras
bioldgicas que se podem obter logo apos o parto. Estes materiais bioldgicos podem ser
recolhidos sem qualquer risco para a salde da mée e do bebé. A recolha destas amostras
bioldgicas tem que ser autorizada pelas maes dadoras e pela comissdo de ética dos
hospitais onde as amostras sdo recolhidas. Das artérias e veias do corddo umbilical
podem ser isoladas células endoteliais e células do masculo liso (De Llano et al, 2007).

5) Celulas endoteliais

O endotélio é a camada interna dos vasos sanguineos e tem um papel
indispensavel em varias func¢des bioldgicas, incluindo o controlo vasomotor, trdfego das
células do sangue, balanco hemostatico, permeabilidade, sobrevivéncia e imunidade. E
formado por uma Unica camada de células endoteliais achatadas e de espessura variada
que possuem elevada actividade metabdlica. A espessura das células endoteliais esta
compreendida entre menos de 0,1 um nos capilares e nas veias, ¢ cerca de 1 um na
artéria aorta. A forma destas células varia mas regularmente tém uma forma plana,
arredondada ou cubicas (Aird, 2007).

Normalmente, as células endoteliais sdo obtidas a partir das veias do corddo
umbilical por tratamento enzimatico com a colagenase. As artérias do corddo umbilical
sdo menos utilizadas para o isolamento destas células devido ao seu pequeno diametro,
no entanto o isolamento de células endoteliais a partir das artérias umbilicais também ¢é
possivel (Shaw, 1996).

Em 1973 e 1974 foi descrito pela primeira vez o isolamento de células
endoteliais a partir de veias umbilicais por dois investigadores (Jaffe et al, 1973; Shaw,
1996). Jaffe e seus colaboradores, em 1973, isolaram células endoteliais humanas a
partir de veias do corddo umbilical. O procedimento ndo contou com o isolamento das
veias. Foi efectuada a perfusdo das veias umbilicais com colagenase e ap6s incubacéao
de 15 minutos, a 37° C, foram recolhidas células endoteliais (Jaffe et al, 1973).
Gimbrone e seus colaboradores, em 1974, isolaram células endoteliais por tratamento
das veias umbilicais humanas com colagenase, com incubacdo de 20 minutos a 37°C.
As células apresentavam-se alongadas contendo um nucleo ovdide (ver figura 15).
Obteve ainda um segundo tipo de células que identificaram como células do musculo
liso (Gimbrone et al, 1974).
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Figura 15 — Células endoteliais ap6s 6 horas (A) e 3 dias (B) em cultura obtidas por Gimbrone e
seus colaboradores (Adaptada de Gimbrone et al., 1974)

As celulas endoteliais em cultura crescem em col6nias de células com aparéncia
semelhante a disposi¢do de pedras da cal¢ada (aparéncia “cobblestone”) e podem ser

identificadas com o factor von Willebrand (vW factor) (De Llano et al., 2007).

6) Cultura de células

O termo cultura de células refere-se as culturas derivadas de células dispersas
obtidas de um tecido, de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular através da
degradacdo enzimatica, mecanica ou quimica. Em 1940, o desenvolvimento dos meios
liguidos e os antibidticos possibilitaram o desenvolvimento de experiéncias com as
culturas de tecidos, impulsionando ampla gama de pesquisas (Freshney, 1987).

Estudos efectuados sugerem que a cultura de células do musculo, medula dssea e
células de tecido adiposo podiam ser Uteis para a regeneracdo do 0sso, cartilagem,
musculo e tenddes. No entanto, a expansao de células em cultura envolve alguns riscos,
nomeadamente contaminacGes por bactérias, fungos, virus ou por deplecdo da
capacidade proliferativa do tecido apos implantacdo (citado em Muschler et al, 2004).

As culturas celulares sdao divididas em “culturas primarias” e “cultura de linhas
celulares”. As culturas primdrias consistem em culturas de células, tecidos ou 6rgaos
isolados directamente do organismo e sdo assim consideradas até serem subcultivadas

com sucesso pela primeira vez. Tornam-se depois linhas celulares com crescimento
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rpido e continuo que podem ser repetidamente subcultivadas por semanas ou meses
(Mather e Roberts, 1998).

A cultura de células deve ser realizada dentro de uma camara de fluxo laminar,
pois é a forma mais eficaz de criar um ambiente estéril e todo o material utilizado para
cultura de células deve ser esterilizado. A esterilizagdo por autoclave é a técnica mais
comum para esterilizar o equipamento da sala de cultura. O material que n&o pode ser
autoclavado, é esterelizado com etanol 70 % ou ultra-violeta (UV). O material que sofre
contaminacdo por residuos bioldgicos tem que ser tratado, sendo os métodos mais
seguros de tratamento a incineragdo e a esterilizacdo do material (Spector et al, 1998).

Para um metabolismo normal as células necessitam de oxigénio, que é fornecido
pelo meio de cultura. Normalmente, o oxigénio apenas é fornecido pelos primeiros
milimetros a partir da superficie, logo um excesso de meio de cultura provoca uma
inibicdo da difusdo do oxigénio e consequentemente um crescimento celular lento. Por
outro lado, baixas quantidades de meio podem levar a morte celular por falta de
nutrientes. A maioria das culturas celulares sdo mantidas em crescimento em
incubadoras a 37° C com uma atmosfera contendo 5 % de CO, (Mather e Roberts,
1998).

As incubadoras humidificadas sdo uma comum fonte de contaminagdes pois
estas requerem agua para promover os niveis de humidificacdo adequados que pode
levar ao crescimento de vérias bactérias e fungos, na agua colocada no interior ou até
nas paredes e tubagem da incubadora. As células em cultura devem ser observadas ao
microscopio varias vezes por semana para assegurar que crescem como esperado e para
controlar a auséncia de contaminacdes. As culturas contaminadas devem ser
imediatamente retiradas da incubadora e eliminadas (Spector et al, 1998).

Uma diferenca clara entre o ambiente in vitro e in vivo esta na superficie a qual
as células aderem e a forma que elas adquirem. Diferentes estudos tém sido realizados
com o objectivo de demonstrar os efeitos que a superficie a qual as células aderem tem
sobre a forma e funcdo destas. Estes factos devem-se em parte aos constituintes da
matriz extracelular (por exemplo: colagénio, laminina e fibronectina) (Mathre e Roberts,
1998). As moléculas da matriz extracelular tém diversos dominios e regides funcionais,
incluindo aqueles envolvidos na adesao celular e as regides que interagem com outras
moléculas da matriz extracelular ou factores de crescimento (Griffith, 2000). As placas
e frascos (T-flasks) de cultura podem ser revestidos por proteinas de ligacdo como

laminina ou colagénio. Na matriz extracelular cresce uma monocamada de proteinas de
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ligagdo que permite a aderéncia celular & superficie. As células quando submetidas a
alteracdes do ambiente de cultura, tais como alteragfes de pH ou temperatura, podem
entrarem em stress e consequentemente morrer (Spector et al, 1998).

A subcultura de células envolve a remocdo do meio de cultura, a lavagem das
células, a dissociacdo das células aderidas, normalmente com tripsina (uma enzima
proteolitica que destréi a matriz e as proteinas de ligacéo) e a distribui¢do da suspenséo
celular num novo frasco de cultura contendo meio de cultura adequado (Mather e
Roberts, 1998).

A criopreservacgdo das células é um passo importante, pois serve como fonte de
células, no caso de perda da cultura celular, por exemplo, por contaminacdo das células
em cultura (Spector et al, 1998). Dois reagentes, glicerol e DMSO, sdo normalmente
usados como agentes criopreservantes no meio de congelacédo para prevenir a formacéo
de cristais intracelulares (Spector et al, 1998). O DMSO é tdxico a altas temperaturas e
tem um poder mutagénico e tdxico em altas concentra¢des (Bronzino, 2006). O soro é
adicionado em maior concentra¢do no meio utilizado para congelar as células (Spector
et al, 1998).

6.1) Meios

Os meios de cultura sdo constituidos por aminodcidos, vitaminas, sais
inorgénicos, glucose e soro. O soro é adicionado a maioria dos meios de cultura como
suplemento (fonte de factores de crescimento, hormonas e factores de liga¢do), no
entanto este tem de ser testado para as respectivas células pois pode conter componentes
toxicos para determinadas linhas celulares (Spector et al, 1998). Uma cultura de células
pode ser suplementada com soro de véarias espécies animais, bovino, equino ou soro
humano sdo os mais utilizados (Mather e Roberts, 1998).

O vermelho de fenol é adicionado & maioria dos meios de cultura como
indicador de pH e os antibidticos e antimicéticos (Ab) sdo adicionados para minimizar
as contaminac6es. O pH do meio de cultura da maioria das células varia entre 7,2 e 7,4
(Spector et al, 1998). O pH é importante ndo s6 para manter o equilibrio iénico
apropriado mas também para manter um correcto funcionamento das enzimas celulares
e para uma Optima ligagdo das hormonas e factores de crescimento aos receptores da

superficie celular (Mather e Roberts, 1998).
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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 equacéo:

H,O + CO; &= H,CO; €= H'+HCO03 "~

Quando aumentamos a concentragdo de bicarbonato no meio neutraliza o efeito
de CO; da seguinte forma:

NaHCO; = Na' + HCO; -

Elevada concentracdo 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 apenas podem ser abertos
dentro de uma camara de fluxo laminar. Estes sdo armazenados a 4° C e devem ser

aquecidos a 37° C antes da sua adicdo as células (Spector et al, 1998).

6.2) Factores de crescimento

Os factores de crescimento sdo proteinas utilizadas para acelerar a diferenciagéo
e taxa de crescimento da cultura celular in vitro, (Suh, 2000).

O factor de crescimento de fibroblastos-1 (FGF-1), tem cerca de 16 kDa, e é
isolado do olho, cérebro e também é produzido pelo embrio. E indicado para varios
tipos de células derivadas da mesoderme e da ectoderme, incluindo fibroblastos, células
mausculo liso, células endoteliais vasculares e células da glia. O factor de crescimento de
fibroblastos-2 (FGF-2) tem cerca de 18 kDa e é produzido pela maioria dos tecidos
adultos e também pelos embriGes. Tem igualmente ac¢do em varios tipos de células
derivadas da mesoderme e da ectoderme, incluindo fibroblastos, células musculo liso,
células endoteliais vasculares e células da glia (Spector et al, 1998).

O factor de crescimento epidérmico (EGF) tem cerca de 6 kDa e provem da
glandula submaxilar ou pode ser isolado da urina humana. Os seus alvos séo as células
epidermais, fibroblastos, células da glia e células endoteliais (Spector et al, 1998).

O factor de crescimento neural (NGF) existe na forma de dimero com 26 kDa e
liga a proteinas transportadoras do soro. E isolado na glandula submaxilar. Ndo é um
mitogénico potente mas induz a diferenciagdo, aumenta a sobrevivéncia das células

neuronais em cultura e previne a perda de neuronios in vivo (Spector et al, 1998).

- 26 -



Avaliacdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano oxidado

A descoberta do factor de crescimento endotelial (ECGF) permitiu melhorar as
técnicas de cultura das células endoteliais. Foi demonstrado que a heparina pode
aumentar a proliferacao destas células na presenca de factores de crescimento ECGF e
FGF, ligando-se a eles (Marin et al., 2001).

O factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma proteina cujo papel é
promover a formacgdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) para auxiliar no
crescimento dos tecidos e 6rgdos do organismo. E o principal factor de crescimento
vascular fundamental para a sobrevivéncia e proliferacdo das células endoteliais (Aird,
2007).

7) Imunocitogquimica e Imunofluorescéncia

A citoquimica é o estudo da organizacdo quimica celular e dos processos
bioldgicos a nivel molecular que se desenrolam no interior das células. E uma érea da
biologia celular e estrutural dedicada aos métodos de coloragdo dos tecidos e
constituintes celulares, preparando-os nao somente com 0s principios quimicos das
reaccOes de coloracdo, mas também com os procedimentos protocolares para obtencao
de materiais a serem avaliados no microscépio A imunocitoquimica é o conjunto de
técnicas que usam anticorpos para identificar estruturas tecidulares, que funcionam
como antigénios, nos tecidos (Polak e Noorden, 2003). Esta identificacdo ocorre devido
a reacgOes especificas, interaccdo anticorpo-antigénio permitindo a sua visualiza¢do ao
microscopio (Owen et al, 2005).

A imunofluorescéncia é uma técnica que permite a visualizacdo de antigénios
nos tecidos ou em suspensdes celulares utilizando fluorocromos que absorvem luz e a
emitem num determinado comprimento de onda (Storch, 2000). Quando estes estdo
ligados ou conjugados com um anticorpo, os locais de reaccao entre o antigénio e o
anticorpo conjugado, podem facilmente ser visualizados num microscépio de
imunoflurescéncia (Owen et al., 2005). Os fluorocromos séo assim substancias capazes
de armazenar energia quando excitados por radiagdo luminosa com um comprimento de
onda adequado, e sdo capazes de emitir esta mesma energia luminosa absorvida, em
geral de maior comprimento de onda que a luz excitante. Os fluorocromos devem

formar, com o anticorpo, complexos que néo alterem a esséncia da estrutura molecular e
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ser estaveis. Os fluorocromos mais utilizados nas técnicas de imunoflurescéncia séo a
fluoresceina e a rodamina (Rivitti et al, 1990; Storch, 2000).

A combinacdo da sensibilidade, especificidade e simplicidade torna este método
muito Gtil. A imunoflurescéncia é a técnica mais comum da microscopia de
fluorescéncia (Mathers e Roberts, 1999)

A localizacdo de antigénios através da utilizagdo de anticorpos fluorescentes foi
utilizada pela primeira vez em 1941 por Coons, Creech e Jones (citado em Madeley e
Peiris, 2002). Em 1950 Coons e Kaplan introduziram métodos de congelacao, filtros
Opticos e sistemas de iluminacdo especiais para realizar esta técnica. Em 1954, Weller e
Coons descreveram a técnica da imunofluorescéncia. Utilizaram culturas de virus
expostos inicialmente a soros humanos antivirus e a seguir a anticorpos ligados a
substancias fluorescentes. Ainda em 1957, Deacon e Cols descreveram a reac¢do de
fluorescéncia para sifilis, FTA (Fluorescent treponemal antibody (Madeley e Peiris,
2002). Em 1958, Goldwasser e Shepard utilizaram a técnica de imunofluorescéncia para
detectar anticorpos fixadores de complemento utilizando conjugados fluorescentes
anticomplementares (Madeley e Peiris, 2002). Desde entdo, a imunofluorescéncia
assumiu um papel importante na citoquimica, ndo somente como recurso para detectar
estruturas teciduais, mas também como instrumento bastante Gtil na investigacdo de
doencas (Rivitti et al, 1990).

Neste trabalho apds o isolamento de células endoteliais das artérias do cordéo
umbilical humano (HUAEC) pelo método enzimatico com colagenase, a presenca
destas células foi confirmada pela técnica de imunofluorescéncia. Os marcadores
celulares especificos das células endoteliais foram o von Willibrand (vW factor) e o VE-
Cadherina (CD144). A presenca das células HUASMC foi confirmada usando o

anticorpo monoclonal anti-actin, o smooth muscle.
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I11) Materiais e métodos

1) Preparacéo dos frascos para transporte dos corddes umbilicais

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 de recolha continham PSS
(solucdo salina de fosfato) diluido (ver anexo | tabela 2), antiproteases (ver anexo I
tabela 5) e antibiotico/antimicético (AB) (Sigma) (ver anexo | tabela 6). Os frascos
foram posteriormente armazenados no frigorifico a 4° C (ver anexo | tabela 16). Este
procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar.

2) Preparacdo de placas de cultura revestidas com colagénio

Para revestir as placas de cultura com colagénio (Sigma), colocaram-se 20 uL de
solucdo de colagénio em cada poco da placa de cultura e espalhou-se por toda a sua
superficie com a ajuda de um cell scraper. A placa foi posteriormente incubada a 37° C
até a solucdo de colagénio estar seca (cerca de 2 horas). A placa revestida com
colagénio foi guardada no frigorifico para evitar a degradacdo do colagénio. Este
procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar.

3) Preparacdo das placas com biomateriais — hidrogéis baseados no
dextrano oxidado.

As placas de 96 pocos com os biomateriais foram cedidas por Jodo Maia do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra. As mesmas 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 solugdo de periodato de s6dio com
diferentes concentragdes, para obter oxidacGes de 5% a 40%, & temperatura ambiente.
Parou-se a reaccdo apés 20 horas. O dextrano oxidao (dexOx) com diferentes
concentragOes (dependendo do grau oxidagéo) foi dissolvido em PBS até se obter uma

solucdo liquida. De seguida, de modo a preparar diferentes formulacGes de dexOx,
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adicionou-se uma solucdo de AAD e/ou gelatina em que as concentragfes usadas séo
calculadas baseadas numa determinada percentagem molar de residuos de dextrano.

A preparacao dos hidrogéis teve em conta trés factores: a concentracao e o grau
de oxidacdo do dexOx, e a concentracdo de AAD e /ou gelatina. As formulagcbes que
apresentavam melhores resultados (grau de oxidagéo, ligagdo com AAD e/ou gelatina,
tempo de dissociacdo, solubilidade, viscosidade e tamanho aparente dos poro)
escolhidos pelo Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra
foram colocadas em placas de 96 pogos, nunca excedendo os 60 L.

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 para cada linha
de células, MEM (Minimum Essential medium Eagle) (ver anexo | tabela 9 €10) para as
células endoteliais da cornea de coelho (CEC) e DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — F 12) 5% (ver anexo | tabela 12) para as células humanas de musculo
liso (hNSMC) (ver anexo Il figura 1 e 2). As quatro placas foram colocadas em UV

durante 30 minutos, antes de serem cultivadas as células.

4) Cultura e crescimento das células endoteliais da cornea de coelho

As CEC foram obtidas como foi descrito anteriormente na literatura (Natu et al.,
2007). Posteriormente, as células foram cultivadas em T-flasks de 25 cm® com 20 mL de
meio MEM, 10% de FBS (soro fetal bovino), AB suplementado com os factores de
crescimento FGF, EGF e NGF (ver anexo | tabela 9 e 10). Os T-flasks foram colocados
numa incubadora a 37°C com uma atmosfera himida 5% CO,. O meio de cultura foi
mudado de 3 em 3 dias e a confluéncia celular foi obtida passados 5-7 dias.

Apos a cultura de células estar confluente, as células foram subcultivadas por
tripsinizacao, tripsina 0,18% (1:250) e 5 mM EDTA (ver ponto 8 dos materiais e
métodos). Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma

camara de fluxo laminar (aura 2000).
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5) Isolamento das artérias umbilicais

As artérias foram isoladas a partir dos corddes umbilicais imersos numa solucéo
de PSS diluido e AB, a 4° C (figura 16A e B). A geleia de Wharton foi removida com a
ajuda de uma pinca e uma tesoura (figura 16C), o que permitiu isolar as artérias (figura
16D). Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de

fluxo laminar.

Figura 16 — Método de isolamento das artérias umbilicais. A) Corddo umbilical em solucéo de
PSS diluido e AB; B) artérias e veia do corddo umbilical; C) remocéo da geleia de Wharton; D) artérias
umbilicais.

6) Isolamento de células endoteliais humanas

As células endoteliais humanas foram isoladas de acordo com o método
anteriormente descrito na literatura (Van Rigen et al., 1997). As artérias foram
entubadas com uma canula e de seguida fez-se a perfusdo com solucdo de PSS diluido
para lavar o sangue e coagulos (figura 17A). Apds esta primeira lavagem, fez-se passar
meio RPMI 1640 com 10 % de FBS (ver anexo | tabela 14 e 15) nas artérias para as
lavar e para ajudar na sua dilatacdo. Posteriormente, as artérias foram fechadas numa
extremidade com uma linha (figura 17B) e foram introduzidos aproximadamente 0,2 a
0,5 mL, dependendo do tamanho da artéria, de uma solucéo de 0,1 % colagenase tipo |
(Sigma) em HBSS (Solugao salina Hank’s Balanced) (ver anexo | tabela 4) (figura
17C). Foi dado um n6 na outra extremidade da artéria para a solugdo de colagenase
permanecer dentro desta (figura 17D). Apds incubacdo com PBS (ver anexo | tabela 3) a
37° C durante 25 minutos num banho com agitacéo (figura 17E), os nos das artérias sao
cortados (figura 17F) e as celulas dissociadas foram recolhidas fazendo passar pelas

artérias aproximadamente 0,2 a 0,5 mL (dependendo do tamanho da artéria) de meio
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DMEM - F12 com 5 % de FBS (ver anexo | tabela 11) para inibir a actividade da
colagenase (figura 17G). Para obter as células dissociadas realizou-se uma
centrifugacdo a 1200 rpm durante 8 minutos (figura 17H), e o sobrenadante foi

aspirado.

Figura 17 — Isolamento das células endoteliais. A) Lavagem das artérias; B) Encerramento da
extremidade da artéria; C) Introdugdo de colagenase; D) Artéria com nés em ambas as extremidades; E)
Incubacdo das artérias durante 25 min num banho a 37°C com agitacdo; F) Corte dos nés; G) Passagem
de meio de cultura DMEM-F12 com 5 % de FBS pela artéria; H) Centrifugacdo a 1200 rpm durante 8
min a 37 2C.

O pellet, apds ressuspendido, foi colocado numa placa de cultura revestida com
colagénio, com meio DMEM — F12 com 5 % de FBS suplementado com insulina e GSP
e AB (ver anexo | tabela 12).

Posteriormente, foram realizados outros estudos em que o pellet foi colocado em
placas de cultura revestidas com colagénio utilizando meios de cultura diferentes:

(i) com meio RPMI 1640 com 10 % de FBS com heparina, ECGF (ver anexo |
tabela 14 e 15) e AB;

(if) com meio RPMI 1640 com 20 % de FBS com heparina, ECGF e AB;
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(iii) com meio DMEM-F12 com 5% de FBS com heparina, ECGF e AB,;

(iv) com meio DMEM-F12 com 20% de FBS com heparina, ECGF e AB;

(v) com meio DMEM-F12 com 20% de FBS suplementado com insulina, GSP e
ECGF e AB. Neste estudo, ndo se passou 0 meio RPMI pelas artérias e diminuiu-se o
tempo de incubagéo em PBS para 15 minutos.

Apos a cultura de células estar confluente, as células foram subcultivadas por
tripsinizacao, tripsina 0,18% (1:250) e 5 mM EDTA (ver ponto 8 dos materiais e
métodos). Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma

camara de fluxo laminar (aura 2000).

7) Cultura e crescimento dos diferentes tipos de células

O crescimento dos diferentes tipos de células, da cornea de coelho e células
humanas, foi feito em incubadoras com atmosfera himida (Nuaire DH Autoflow CO,
air-jacketed incubator) a 37° C com 95 % ar/5 % CO2. Os respectivos meios de cultura
foram mudados de 3 em 3 dias. Ao meio de cultura foi adicionado AB na proporgdo de
10 uL de AB para 1 mL de meio. A mudanca de meio de cultura foi feita por aspiragao
do meio e adicdo de novo meio e AB. O crescimento das células foi acompanhado por
observacdo ao microscopio (Olympus CX41) com ampliacdo 100x e por fotografias

retiradas com uma méquina fotogréafica Olympus SP-500 UZ.

8) Tripsinizacéo de células

A tripsinizacdo foi realizada apenas quando as células ocupavam 90 — 95 % da
superficie do T-flask/placa de cultura. O meio de cultura foi aspirado e de seguida
lavou-se, com o mesmo volume de meio de cultura correspondente, de PBS/EDTA
0,025 %. Aspirou-se 0 PBS/EDTA e colocou-se cerca do mesmo volume de tripsina no
T-flask. Posteriormente, o T-flask foi incubado a 37 © C durante 2 minutos (tempo
necessario para as células se soltarem). Apds terminar o tempo de incubacdo
observaram-se os T-flasks ao microscépio e verificou-se se as células estavam soltas.

Este procedimento foi efectuado no menor tempo possivel, pois um tempo
excessivo de exposicdo a tripsina pode matar as células. Imediatamente a seguir

adicionou-se meio de cultura, na mesma quantidade de volume utilizado de tripsina,

-33-



Avaliacdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano oxidado

para parar a reaccao de tripsinizagdo. Transferiu-se todo o seu conteddo (com a ajuda de
uma pipeta) para um tubo falcon. Realizou-se uma centrifugagéo a 1200 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente e aspirou-se 0 sobrenadante. O pellet foi
homogeneizado com uma pipeta de pasteur. Uma parte das células obtidas foi
subcultivada e procedeu-se a sua adi¢cdo em T-flask ou placas de cultura que continham
meio de cultura e AB. A outra parte das células foi armazenada a -80° C. Para tal, o
pellet foi ressuspendido em meio de cultura em tubos de congelacdo e adicionou-se
DMSO (Fluka) (95 % de meio de cultura e 5 % de DMSO). As células foram colocadas
a -20 ° C durante cerca de 2 horas e posteriormente foram armazenadas a -80° C. Este
procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar.

9) Caracterizacédo das células por imunofluorescéncia

As ceélulas endoteliais do isolamento das artérias do corddo umbilical humano
(HUAECS), apds atingirem confluéncia celular, foram subcultivadas por tripsinizacdo
em placas de 12 pocos (passagem 1) (ver ponto 8 dos materiais e métodos).

Seguidamente, colocaram-se lamelas com a ajuda de uma pinca em placas de 12
pocos. Estas foram colocadas sob UV durante 30 minutos na cadmara de fluxo laminar.
De seguida, fez-se o revestimento das placas com o colagénio (ver ponto 2 dos materiais
e métodos).

Apds atingirem confluéncia celular, as células foram subcultivadas por
tripsinizacdo durante 2 minutos nas placas de 12 pogos com lamelas e foram a incubar a
37°C com 5% de CO, em atmosfera himida até atingirem confluéncia celular (passagem
2).

Aproximadamente apds 2/3 dias as células endoteliais humanas atingiram
confluéncia celular, procedendo-se de seguida a sua fixagdo. Assim, aspirou-se 0 meio
de cultura e as células foram lavadas 2x com PBS. Posteriormente, adicionaram-se 400
uL de paraformaldeido/PBS 4% durante 20 minutos. Aspirou-se a solucdo de fixacdo e
lavaram-se 3x as células com PBS. As placas foram revestidas com parafilme e
guardadas em PBS a 4°C para posteriormente realizar-se o procedimento de
imunofluorescéncia.

A imunodetecgdo do vW factor e do CD144 comegou na permeabilizacdo das

células com 500 pL de Triton X-100 (1% em PBS) durante 5 minutos a temperatura
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ambiente. De seguida as células foram lavadas 3x com PBS. No bloqueio, adicionaram-
se em cada poco 500 pL de albumina (3% BSA e 0,2% de Tween20) e incubou-se
durante 1 hora. Durante este tempo preparam-se os anticorpos primarios diluidos em
PBS com Tween20 (0,2%): rabbit anti- human von Willibrand factor polyclonal (E1);
anti-VE-Cadherin (E2); monoclonal anti-human fibroblast (F) e monoclonal anti-actin,
a smooth muscle (S) (anexo | tabela 18). Depois da incubag¢do com a solugdo de blogueio,
aspirou-se a solucéo e adicionaram-se 200 pL de anticorpo primario diluido.

Apds o tempo de incubacdo de 90 minutos a temperatura ambiente, aspirou-se o
anticorpo primario e lavaram-se as células 3x em PBS. Adicionaram-se 50 pL de
anticorpo secundario diluido 1:1000 de Asss goat anti-rabbit conjugado com GFP
(green fluorescent protein) para a imunodeteccdo do vW factor e CD144 e Ass goat
anti-mouse conjugado com rodamina para a imunodeteccdo da a-actina e dos
fibroblastos. Incubou-se a placa com as células a temperatura ambiente durante 1 hora
no escuro. De seguida, as células foram lavadas 3x com PBS em intervalos de 5
minutos.

Apds as lavagens, foram preparadas as laminas, deitando uma pequena gota de
meio de montagem. As lamelas foram colocadas sobre as ldminas com a ajuda de duas
pincas de modo que as células ficassem em contacto com o0 meio. O excesso de meio de
montagem foi retirado das laminas e deixaram-se secar no escuro durante 1 hora. De
forma a isolar as células foi aplicado verniz em volta de cada lamela e colocaram-se a
secar no escuro durante lhora. Por fim as lamelas foram guardadas a -20 °C para
posterior visualizacdo ao microscopio de fluorescéncia com o programa Axion VisionLE
4.6.3 (os reagentes necessarios ao procedimento de fixacdo das células e

imunofluorescéncia encontram-se no anexo | tabela 17 e 18).

10) Estudo da biocompatibilidade do dextrano oxidado:

determinacéo da viabilidade celular pelo ensaio MTT

As células CEC foram subcultivadas numa densidade de 65000 células por pogo
e as HUASMC subcultivadas numa densidade de 40000 células por poco nas diferentes
placas de 96 pocos que continham os biomateriais (ver anexo 1l figura 1 e 2). As placas
foram incubadas 24 horas a 37°C com 5% de CO, numa atmosfera humida.
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A biocompatibilidade dos hidrogéis baseados no dexOx foi estudada pelo
crescimento e aderéncia das células ap6s incubacdo de 24 horas para cada formulagdo
do dexOx. Os resultados foram registados por observacdo ao microscépio (Olympus
CX41) com ampliacdo 100x e por fotografias retiradas com uma maquina fotografica
Olympus SP-500 UZ.

Apo6s um periodo de incubacédo de 24 horas, a viabilidade celular foi avaliada por
determinacdo da quantidade de reagente MTT que foi reduzido a formazano. Assim,
aspirou-se o0 meio de cultura das placas e adicionaram-se 50 uL de MTT (5 mg/ml em
PBS) a cada amostra. As placas foram incubadas durante 4 horas a 37°C numa
atmosfera humida com 5% de CO,. De seguida, o reagente MTT foi aspirado e as
culturas de células foram tratadas com 50 pL de isoprotanol/HCI (0,04M) por pocgo,
durante 90 minutos no escuro para dissolver os cristais roxos formados. A absorvancia
foi lida a 570 nm usando a Biorad Microplate Benchmark. O poco que continha células
em meio apropriado sem biomateriais foi usado como controlo negativo. Nos controlos
positivos, 0s po¢os que continha células sem biomateriais, foi adicionado etanol 96%
Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma camara de fluxo

laminar.
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V) Resultados e Discussao

1) Placas com biomateriais — hidrogéis baseados no dextrano

oxidado

Em consequéncia do dextrano com diferentes percentagens de oxidacdo e do
dextrano dissolvidos em PBS a temperaturas diferentes sem agitacdo, obteve-se que
perfis de dissolucdo poderiam ser controlados, ndo sé pela quantidade de AAD (Maia et
al., 2005), como também pelo aumento da oxidacéo (dexOx 40%) (figura 18). Este pode
ser um resultado importante se o material tiver éxito numa aplicacdo biomédica. Dentro
destas aplicagbes destacam-se o desenvolvimento de agentes de contraste para
imagiologia médica, sobretudo com o objectivo de aumentar o tempo de retencdo destes
compostos na circulacdo e sintese de hidrogéis, nomeadamente recorrendo a tecnologia
enzimatica, ou a oxidacdo do dextrano (Maia et al., 2005) que séo bastante promissores

para fins biomédicos (Ferreira et al., 2005; Weng et al., 2008).

DexOx 40%

= 100F
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E

- DexOx 25%

-
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5 10F
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D | DexOx 5% e 10% \
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|

1mw

Temperature (°C)

Figura 18 — Tempo de dissolucdo das amostras do dextrano e dextrano oxidado a 5, 10, 25 e
40% a diferentes temperaturas (grafico cedido pelo Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade de Coimbra).
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As imagens de microscopia electronica demonstram que existe a tendéncia

decrescente em tamanho de poro com o aumento da concentracdo de AAD (figura 19).

20% AAD

Hydrogel
not formed

DexOx 5%

DexOx 10%

DexOx 25%
(20% whw)

Hydrogel
not formed

DexOx 40%
(10% wiw)

DexOx 40%
(15% wiw)

Figura 19 - Imagens de SEM das diferentes formulacGes do dextrano oxidado (as formulagdes
estudadas no presente trabalho estdo marcadas a vermelho) (imagens cedidas pelo Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra).

Nestes hidrogéis baseados no dextrano oxidado, 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 (Maia et al, 2005) (ver figura 6
da introducdo). A hidrofilicidade/hidrofobicidade € talvez o pardmetro inicial que afecta
a absorcdo das proteinas ao biomaterial (Ma et al., 2007). Os materiais hidrofilicos sdo
melhores a imitar 0 ambiente aquoso in vivo e por essa razdo, os hidrogéis formam redes
de cadeias de polimeros hidrofilicos (Lee et al., 2008). Os grupos hidroxilo e carboxilo
sdo importantes para adesdo e crescimento celular (depende do tipo de células). No
entanto, ha estudos que revelaram que o bloqueio ou um excesso dos grupos hidroxilo

resultam na auséncia de ades&o celular (Ma et al., 2007).
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A reticulagdo dos hidrogeéis baseado no dextrano oxidado com o AAD aumentou
a porosidade do dextrano oxidado e contribui para o crescimento das células no interior
(Maia et al, 2005). A gelatina foi usada como agente de estabilizacdo dos biomateriais

para diminuir a susceptibilidade a degradacéo enzimatica (citado em Silva et al, 2007).

2) Isolamento de células endoteliais humanas

Para o isolamento de HUAECs foi testado o método adaptado de um
procedimento descrito na literatura (Van Rigen et al., 1997). As células obtidas foram
colocadas em cultura em placas de 12 pogos com meio de cultura DMEM-F12 com 5%
de FBS suplementado com insulina, GSP e AB.

Inicialmente houve algumas contaminagdes nas culturas de células, contudo,
apos varias tentativas, foram obtidas células endoteliais (ECs) e células de musculo liso
(SMCs) (figura 20A). As ECs cresceram em meio de cultura apropriado as SMCs. A
confluéncia destas células foi atingida ap6s 2 semanas, verificando-se a presenca de
HUAECs e HUASMCs (figura 20B).

Figura 20 — Células endoteliais e de musculo liso humanas obtidas pelo método adaptado de
Van Rigen et al., 1997. Fotos da 1 semana (A) e 2 semanas (B) ap6s o isolamento com ampliagdo 100x.

Para obter unicamente HUAECS realizaram-se quatro ensaios com diferentes
meios de cultura e diferentes concentracfes de FBS. Os factores de crescimento usados
eram especificos do crescimento de ECs, heparina e ECGF (Van Rigen et al., 1997,
Marin et al., 2001). As células obtidas foram colocadas em cultura em placas de 12
pOcOs com:

(1°) meio de cultura RPMI 1640 com 10 % de FBS com heparina, ECGF e AB;

(2°) meio de cultura RPMI 1640 com 20 % de FBS com heparina, ECGF e AB;

-39-



Avaliacdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano oxidado

(3°) meio DMEM-F12 com 5% de FBS com heparina, ECGF e AB;
(4°) meio DMEM-F12 com 20% de FBS com heparina, ECGF e AB.

Nos dois primeiros ensaios foram obtidas HUAECs (figura 21A), no entanto
soltaram-se apds o quarto dia (figura 21B).

Figura 21 — Células endoteliais humanas obtidas no 1° e 2° ensaio pelo método adaptado de Van
Rigen et al., 1997. Fotos obtidas apds o 2 dia (A) e 0 4 dia (B) do isolamento com ampliagdo 100x.

No 3° ensaio foram obtidas HUAECs e HUASMCs (figura 22A). A confluéncia
destas células foi obtida apds 2 semanas, periodo apds o qual apenas se observaram
HUASMC:s (figura 22B).

Figura 22 — Células endoteliais e de musculo liso humanas obtidas no 3° ensaio pelo método
adaptado de Van Rigen et al., 1997. Fotos do 2 dia (A) e 2 da semana (B) ap6s o isolamento com
ampliacdo 100x.

No 4° ensaio, foi possivel crescer HUAECs e HUASMCs (figura 23A). A
confluéncia destas células foi obtida apds 1 semana em que se verificou apenas a
presenca de HUASMC:s (figura 23B).
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Figura 23 — Células endoteliais e de musculo liso humanas obtidas no 4° ensaio pelo método
adaptado de Van Rigen et al., 1997. Fotos do 2 dia (A) e 1 da semana (B) apds o isolamento com
ampliagdo 100x.

Ap0s a realizacdo dos quatro ensaios anteriores ndo foi possivel obter HUAECs
em confluéncia. Assim, e verificando que as HUAECs cresciam melhor em meio
DMEM-F12 suplementado com insulina e GSP, testou-se este meio com 20% de FBS
suplementado com novo factor crescimento, o ECGF.

No 5° ensaio efectuaram-se as seguintes variagdes no método de isolamento das
HUAECs: ndo se passou 0 meio RPMI pelas artérias e diminuiu-se o tempo de
incubacdo em PBS para 15 minutos (Dunzendorfer et al., 1999; Marin et al., 2001;
Baudin et al., 2007; Crampton et al., 2007; Cheung, 2007).

Neste ensaio cresceram maioritariamente HUAECs (Figura 24A), em que a
confluéncia foi obtida apds 1 semana (figura 24B) (tabela 1).

Figura 24 — Células endoteliais humanas obtidas no 5° ensaio pelo método adaptado de Van
Rigen et al., 1997. Fotos do 2 dia (A) e 1 da semana (B) ap6s o isolamento com ampliagdo 100x.
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Tabela 1 — Ensaios para o isolamento de células endoteliais humanas.

Meio de cultura,

Tipo de células

Ensaio % de FBS e 20 em confluéncia Observacoes
factores de Dia 12 22
crescimento semana | semanas
Apresentava células
Ensaio DMEM - F12, ECse ECse endoteliais e cé;lulas
doano | 2 Y deFBScom | SMCs | ------- SMCs do musculo liso,
anterior | 1nsulina e GSP apos 2 semanas do
isolamento.
1° RPMI 1640, As células soltaram-
10 % de FBS com se apos 4 dias.
heparina e ECGF ECs | - | -
20 RPMI 1640,
20 % de FBS com
heparina e ECGF
3° DMEM-F12 , ECse | ----—-- SMCs Né&o se observou a
5% de FBS com | SMCs presenca de células
heparina e ECGF endoteliais 2 semanas
apos do isolamento.
40 DMEM-F12, ECse | SMCs | ------ N&o se observou a
20% de FBS com | SMCs presenca de células
heparina e ECGF endoteliais 2 semanas
apos do isolamento.
N&o se passou 0 meio
RPMI pelas artérias e
DMEM-F12, ECse ECs diminuiu-se o tempo
50 20% de FBS com | SMCs de incubacdo em PBS
insulinaeGSPe | | | e para 15 minutos;
ECGF Observou-se
maioritariamente a
presenca de células
endoteliais apos 1
semanas do
isolamento.
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3) Caracterizacdo das células por imunofluorescéncia

Apols o isolamento das artérias do corddo umbilical humano, em adicdo as
caracteristicas morfologicas das HUAECs observadas ao microscopio oOptico (forma
plana, arredondada e em cultura crescem em coldnias de células com aparéncia
semelhante a disposicdo de pedras da calgada) (Morgan, 1996; Larrivée e Karsan,
2004), foram usados quatro tipo de anticorpos para controlar o crescimento das
HUAEC, HUASMC ou fibroblastos na cultura de células.

A presenca das HUAECs foi demonstrada por imunofluorescéncia usando os
anticorpos rabbit anti- human von Willibrand factor polyclonal e anti-VE-Cadherin. O
factor vW e o VE- cadherin (também designado CD144) sdo geralmente consideradas
moléculas especificas das células endoteliais, pois sdo sintetizadas por estes tipo de
celulas (Luo e Radice, 2005; De Llano et al., 2007; Tsai et al., 2007).

Se o tempo de incubagdo com a colagenase for muito longo ou se as artérias do
corddo umbilical se encontrarem danificadas, a membrana pode ser digerida e 0 nimero
de células de musculo liso ou fibroblastos aumentardo (Marin et al., 2001). A presenca
de contaminagdes de outro tipo de células, HUASMCs e fibroblastos, foi demonstrada
por imunofluorescéncia usando os anticorpos monoclonal anti-actin o smooth muscle e
monoclonal anti-human fibroblas, respectivamente. A actina é uma das duas maiores
proteinas do citoesqueleto e as suas isoformas sao maioritarias nas SMCs (De Llano et
al., 2007).

As culturas de HUAECs analisadas expressaram o factor vW (Figura 25A e B) e
0 CD144 (figura 25C e D).
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Figura 25 — Caracterizacdo do fenétipo das células humanas endoteliais por imunofluorescéncia.
Expressdo do factor vW com ampliacdo 630x (A) e 1000x (B) e do CD144 com ampliagdo 630x (C) e
1000x (D).

A presenca de HUASMC na cultura de células foi confirmada pela expressédo da
a-actin observada no microscopio de imunofluorescéncia (figura 26A e B) ((De Llano et
al., 2007).

A ndo contaminacao da cultura de HUAECSs por fibroblastos foi confirmada pela

auséncia de sinal na imunodetecc¢éo dos fibroblastos.

Figura 26 - Caracterizacdo do fendtipo das células humanas de musculo liso por
imunofluorescéncia. Expressdo da a-actin com ampliagdo 630x (A) e 1000x (B).

A presenca de HUAECs e HUASMC foi também observada por dupla-marcacgéo
na co-localizacdo do factor vW e da a-actin (Figura 27A e B) e 0 CD144 e da a-actin
(figura 27C e D).
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Figura 27 - Fotos de células endoteliais e de musculo liso humanas obtidas por
imunofluorescéncia com dupla marcacdo. Expressdo do factor vW (verde) e da a-actin (vermelho) com
ampliacdo 630x (A) e 1000x (B) e expressdo do CD144 (verde) e da a-actin (vermelho) com ampliacdo
630x (C) e 1000x (D).

4) Estudo da biocompatibilidade do hidrogel baseado em dextrano

oxidado: determinacdo da viabilidade celular pelo ensaio do MTT

Vérios estudos demonstram que para criar um vaso Ssanguineo substituto é
necessaria a incorporacdo de células do musculo liso e células endoteliais numa
estrutura tridimensional de modo a estabelecer a arquitectura de um vaso sanguineo
nativo (Nerem e Ensley, 2004). A construcdo eficiente de substitutos de vasos
sanguineos humanos é fortemente dependente do uso de células endoteliais viaveis e
completamente funcionais (Jeong et al., 2007; Garcia-Honduvilla et al., 2008;
Rodriguez-Morata et al., 2008) e de células de musculo liso (Buijtenhuijs et al., 2004;
Buttafoco et al., 2006; Gao et al., 2008). Devido as dificuldades em obter HUAECs a
viabilidade celular foi estudada nas CECs e HUASMCs.

As células foram semeadas em diferentes placas de cultura revestidas com 0s
diferentes biomateriais, fornecidos pelo Departamento de Engenharia da Universidade
de Coimbra. Foi estudado a biocompatibilidade do hidrogel baseado nas seguintes

formulagGes: dexOx 5, 10, 25 e 40% reticulado com diferentes concentraces de AAD e
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/ou gelatina 2% dissolvidos em meio de cultura apropriado para o tipo de células ou em
PBS (ver anexo Il figura 1 e 2).

i) Determinacdo da adesdo das CEC no biomaterial e da resposta celular a
presenca do dextrano oxidado

Quando as CECs foram colocadas em placas revestidas com as formulagdes,
preparadas em meio de cultura MEM, dexOx 5%/ AAD 5%; dexOx 5%/ AAD 10%;
dexOx 5%/ AAD 10%/ Gel 2% e dexOx 5%/ Gel 2% as células aderiram, cresceram
e apresentaram confluéncias em todas as formulagdes. Nas formula¢Ges dexOx 10%/
AAD 10% e DexOx 10%/ AAD 20% as células aderiram e cresceram e em dexOx
10%/ AAD 10%/ Gel 2% e DexOx 10%/ Gel 2% as células apresentaram confluéncia
celular. Nas formulacdes dexOx 25% e 40% as células aderiram e cresceram apenas
em dexOx 25%/ Gel 2% e dexOx 40%/ Gel 2% (figura 28 e tabela 2).

Quando as CECs foram semeadas em placas revestidas com as formulacdes,
preparadas em PBS, dexOx 5%/ AAD 5%; dexOx 5%/ AAD 10%; dexOx 5%/ AAD
10%/ Gel 2% e dexOx 5%/ Gel 2% as células aderiram e cresceram apenas nas
formulagcbes em que se usou gelatina (sozinha ou reticulada com o AAD). Na
formulacdo dexOx 5%/ Gel 2% as células apresentaram confluéncia celular. Nas
formulacbes dexOx 10%/ AAD 10% e dexOx 10%/ AAD 20% as células apresentam
aglomerados e ndo se observou adesdo e crescimento celular. Nas formulagoes
dexOx10% em que se usou a gelatina (sozinha ou reticulada com o AAD) as células
aderiram e cresceram apresentando confluéncia em dexOx 10%/ Gel 2%. Nas
formulacbes dexOx 25% e 40% as células aderiram e cresceram apenas em dexOx
25%/ Gel 2% e dexOx 40%/ Gel 2% (figura 29 e tabela 2).

Quando as CECs foram semeadas em placas revestidas com AAD, Gel 2% e
Gel29%/AAD10%, com os materiais preparados em MEM, foi observada escassa adesdo
celular e fraco crescimento. Nas placas revestidas com AAD, Gel 2% e
Gel29%/AAD10%, com os materiais preparados em PBS, observou-se pouca adesdo e
crescimento celular. Nos materiais preparados em MEM e PBS os controlos positivos
ndo apresentaram crescimento celular e os controlos negativos apresentaram

confluéncia celular (figura 30 e tabela 2).
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AAD 5% AAD 10% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
5%
AAD 10% AAD 20% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
10%

Figura 28 — Fotos das CEC ap6s 24 horas na presenca das diferentes formulacoes de dexOx com ampliacdo 100x. Materiais preparados por dissolugdo em MEM.
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AAD 10% AAD 20% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
25%
AAD 5% AAD 10% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
40%

Continuacao da figura 28 — Fotos das CEC apds 24 horas na presenca das diferentes formulaces de dexOx com ampliagdo 100x. Materiais preparados por
dissolugdo em MEM
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AAD 5% AAD 10% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
5%
AAD 10% AAD 20% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
10%

Figura 29 — Fotos das CEC ap6s 24 horas na presenca das diferentes formulagcdes de dexOx com ampliagdo 100x. Materiais preparados por dissolucdo em PBS.
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AAD 10% AAD 20% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
25%
AAD 5% AAD 10% AAD10%/Gel 2% Gel 2%
dexOx
40%

Continuacdo da figura 29 — Fotos das CEC apds 24 horas na presenca das diferentes formulagdes de dexOx com ampliacdo 100x. Materiais preparados por
dissolugdo em PBS.
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MEM

PBS

Gelatina 2%

Gel 2% / AAD10%

Controlo negativo

Controlo positivo

Figura 30 — Fotos das CEC apds 24 horas na presenca de Gelatina 2%, Gel 29%/AAD10%/, ADD, controlo negativo e controlo positivo com ampliagdo 100x.
Materiais preparados por dissolu¢cdo em MEM e PBS.
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Tabela 2 — Determinacdo da adesdo das CEC no biomaterial dextrano oxidado.

Adesao Avaliacdo | Confluéncia
Biomaterial do

crescimento
MEM | PBS | MEM | PBS | MEM | PBS

DexOx 5% / Sim Nao +++ - Sim N&o
AAD 5%

DexOx 5% / Sim Nao +++ - Sim N&o
AAD 10%

DexOx5%/ Sim Sim +++ ++ Sim N&o

AAD10%/Gel 2%

DexOx 5%/ Sim Sim +++ +++ Sim Sim
Gel 2%

DexOx 10% / Sim Nao ++ - Nao Nao
AAD 10%

DexOx 10% / Sim Nao ++ - Nao Nao
AAD 20%

DexOx10%/ Sim Sim +++ ++ Sim Nao

AAD10%/Gel 2%

DexOx10%/ Sim Sim +++ +++ Sim Sim
Gel 2%

DexOx 25% / Nao Nao - - Nao Nao
AAD 10%

DexOx 25% / Nao Nao - - Nao Nao
AAD 20%

DexOx25%/ Nao | Nao* - - Nao Nao
AAD10%/Gel 2%

DexOx25%/ Sim Sim ++ ++ Nao Nao
Gel 2%

DexOx 40% / Nao* | Nao* - - Nao Nao
AAD 5%

DexOx 40% / Nao* [ Nao* - - Nao Nao
AAD 10%

DexOx40%/ Nao* | Nao* - - Nao Nao
AAD10%/Gel 2%

DexOx 40%/ Sim Sim i + Nao Nao
Gel 2%
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Continuacdo tabela 2 - Determinacdo da adesdo das CEC em AAD, Getatina 2%,
Gel2%/AAD10% e nos controlos preparados em MEM e PBS.

Biomaterial Adesao Avaliacdo | Confluéncia
do
crescimento
MEM | PBS | MEM | PBS | MEM | PBS

AAD 20 Sim + Né&o
mg/mL
Gelatina 2% Sim + Né&o
Gel 2%/ Sim + Né&o
AAD10%
Controlo +++ Sim
negativo Sim
Controlo N&o - Né&o
positivo
Legenda:
+; ++; +++ - crescente crescimento das células
* - hidrogel com aparéncia opaca
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Os biomateriais utilizados neste estudo apresentaram um diferente grau de
oxidagdo do dexOx 5,10, 25 e 40% reticulados com diferentes concentragdes de AAD
5,10 e 20% e/ou Gel2% preparados em MEM ou em PBS (Maia et al., 2005).

Em geral, os polissacarideos degradam-se rapidamente e ndo séo tdo duraveis
como os polimeros sintéticos. Assim, a oxidacdo do dextrano e a reticulagdo com
agentes ndo toxicos introduzem ligacBes nas cadeias dos polissacarideos que estabilizam
e aumentam a durabilidade destes (Wenh et al., 2008). O dextrano contém grupos
hidroxilo que foram facilmente modificados com a oxidacdo por periodato para formar
grupos aldeido (Weng et al., 2007 e 2008). Os grupos aldeido presentes no dextrano
oxidado reagiram com o grupo hidrazida da AAD (Maia et al., 2005). Durante a
reticulacdo, 0 aumento dos poros do dexOx contribuiu para um maior crescimento das
células no interior deste. Weng e colaboradores demonstraram que a reticulacdo de
dexOx com N-carboxietil-quitosano formavam hidrogéis ndo citotéxicos, porosos,
estaveis e com maior durabilidade (Weng et al., 2007 e 2008).

No presente trabalho, todas as formulaces de dexOx 5% e 10% preparadas por
dissolucdo em MEM estimularam a adesdo e crescimento das CEC, observando-se a
confluéncia ao fim de um dia de incubagdo. A Unica formulacdo de dexOx 25% e 40%
que estimulou o crescimento celular foi quando o material continha para além do dexOx
a Gel 2%.

As formulacBes em PBS dexOx 5% e 10% reticuladas apenas com AAD nao
estimularam o crescimento celular, ao contrério das outras formulagfes. Nas
formulacdes dexOx 25% e 40% apenas se observou adesdo e crescimento celular na
reticulacdo com Gel2%.

A gelatina em todas as formulacdes preparadas em MEM e PBS estimulou a
adesdo e crescimento celular.

Neste estudo foi possivel observar que o aumento do grau de oxidacdo do
dextrano e a sua preparacdo em PBS levou a uma diminuigdo da adesdo e crescimento
das células.

A biocompatibilidade dos hidrogéis baseados no dexOx foi estudada pela adesdo
celular e pela presenca ou auséncia de crescimento celular apds 24 horas. Apos
incubacéo de 24 horas, a viabilidade celular foi avaliada pela redugédo do reagente MTT.
Os resultados significativos obtidos no ensaio do MTT revelaram elevada actividade
redox mitocondrial para os hidrogeis dissolvidos em meio de cultura e com baixos graus

de oxidacdo que promoveram adesdo e proliferacdo celular. A actividade celular para
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quase todos os graus de dexOx foi mais elevada nas formulacGes dissolvidas em meio
de cultura. Todos os graus de oxidacdo apresentaram uma actividade celular acima do

controle positivo (gréfico 1).
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Grafico 1 — Actividade redox mitocondrial das CEC na presenga de hidrogeis de dextrano oxidado preparados em MEM e PBS. As linhas por cima das barras
correspondem ao desvio padréo.
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i) Determinagdo da adesdo das HUASMCs no biomaterial e da resposta
celular a presenca do dextrano oxidado
Os biomateriais utilizados neste estudo apresentaram um diferente grau de
oxidacdo do dexOx 5,10, 25 e 40% reticulados com diferentes concentracdes de AAD
5,10 e 20% preparados em DMEM-F12 ou em PBS (Maia et al., 2005).
Quando as HUASMCs foram semeadas nas formulagdes dexOx 5% dexOx
10% e dexOx 25% com diferentes percentagens de AAD 5, 10 e 20% foi possivel
observar adesao e crescimento celular para todas as formulacGes preparadas em meio de
cultura e PBS. Verificou-se maior crescimento nas formulagdes de dexOx preparadas
em meio de cultura. Nas placas revestidas com as formulagdes dexOx 40% dissolvidas
em DMEM-F12 e PBS nédo se verificou adesdo e crescimento celular (figura 31, figura
32 e tabela 3).

Neste ensaio, apesar da gelatina aumentar a adeséo e crescimento celular no ensaio
das CEC, ndo se usou gelatina 2% nas formulagbes de dexOx pois esta é de origem
animal. O uso de colagénio de origem animal e seus derivados induz respostas
imunolodgicas associadas a um risco mais elevado de varias doencas, como exemplo a
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (Jeong et al., 2007).

Nas placas de cultura preparadas em com meio de cultura e PBS, com AAD e no
controlo negativo, verificou-se pouca adesdo e crescimento celular (figura 33 e tabela
3).

A diminuicdo do grau de dexOx e da concentragdo de AAD e a diluicdo dos
biomateriais em meio de cultura levaram a um aumento da adesdo e crescimento das
células.

Os resultados significativos do ensaio do MTT relevaram elevada actividade redox
mitocondrial para os hidrogeis dissolvidos em meio de cultura e com baixos graus de

oxidacdo (grafico 2).
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dexOx 10%

dexOx 25%

dexOx 40%

Figura 31 — Fotos das HUASMCs ap0s 24 horas na presenca das diferentes formulagdes de dexOx com ampliagdo 100x. Materiais preparados por dissolu¢do em
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Figura 32 — Fotos das HUASMCs ap0s 24 horas na presenca das diferentes formulagdes de dexOx. Materiais preparados por dissolugdo em PBS.
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DMEM-F12

PBS

Controlo negativo

Controlo positivo

Figura 33 — Fotos das HUASMCs ap6s 24 horas na presenca de ADD, controlo negativo e controlo positivo com ampliacdo 100x. Materiais preparados por

dissolugdo em DMEM-F12 e PBS.
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Tabela 3 — Determinacéo da adesdo das HUASMCs no biomaterial dextrano oxidado.

Adeséao Avaliacdo | Confluéncia
Biomaterial do
crescimento

MEM | PBS | MEM | PBS | MEM | PBS
DexOx 5% / Sim Sim + + Nao Né&o
AAD 5%
DexOx 5% / Sim Sim + + Nao Né&o
AAD 10%
DexOx 10% / Sim Sim + + Nao Né&o
AAD 5%
DexOx 10% / Sim Sim + + Nao Nao
AAD 10%
DexOx10% / Sim Sim + + Nao Nao
AAD 20%
DexOx 25% / Sim N3o + S Nao Nao
AAD 5%
DexOx 25% / Sim N3o + S Nao Nao
AAD 10%
DexOx25%/ Sim Nao + S N&o Nao
AAD 20%
DexOx 40% / Nao* | Ndo* - - Nao Nao
AAD 5%
DexOx 40% / Nao* | Nao* - - Nao Nao
AAD 10%
DexOx40%/ Nao* | Nao* - - Nao Nao
AAD 20%
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Tabela 3 continuacéo - Determinacdo da adesdo das HUASMCs em AAD e nos controlos
preparados em MEM e PBS.

Biomaterial Adeséao Avaliacdo | Confluéncia
do
crescimento

MEM | PBS | MEM | PBS | MEM | PBS

AAD 20 Sim + Nao
mg/mL

Controlo Sim + Sim
negativo

Controlo Nao - Nao
positivo

Legenda:+ ; ++; +++ - crescente crescimento das células.
* - hidrogel com aparéncia opaca
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Grafico 2 — Actividade redox mitocondrial das hSMC em hidrogeis de dextrano oxidado. As linhas por cima das barras correspondem ao desvio padrao.
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V) Conclusao

Neste estudo pretendia-se avaliar a adesdo e a viabilidade celular em hidrogéis
baseados no dextrano oxidado, de forma a verificar se este biomaterial é biocompativel
para criar por engenharia de tecidos substitutos de vasos sanguineos.

Rodriguez-Morata e colaboradores apontam que a construcédo eficiente de vasos
sanguineos é fortemente dependente do uso de células endoteliais vidveis e
completamente funcionais. Gao e colaboradores mencionam que é necesséaria a
incorporacdo de ceélulas do musculo liso e células endoteliais numa estrutura
tridimensional de modo a estabelecer a arquitectura de um vaso sanguineo nativo. A
trombose e a hiperplasia intimal sdo a principal causa do insucesso da substitui¢cdo de
pequenas e médias artérias. Garcia-Honduvilla e colaboradores indicam que a
hiperplasia intimal pode ser solucionada se o limen dos vasos artificiais fosse semeado
com células endoteliais.

No presente trabalho, o isolamento de células endoteliais humanas efectuou-se a
partir das artérias do corddo umbilical pelo método adaptado de Van Rigen et al, 1997.
Ap0és varias tentativas, e efectuando variacdes no método de isolamento das células (ndo
se passar meio RPMI pelas artérias e diminuir o tempo de incubacdo em PBS para 15
minutos), foi possivel obter células endoteliais humanas. Durante o presente trabalho,
foram efectuados ensaios com anticorpos especificos, que reconhecem sequéncias
especificas que existem nas células isoladas. A identidade do fenétipo das células
endoteliais humanas na passagem 2 foi confirmada por imunofluorescéncia com
marcadores especificos moleculares para a VE- cadherin e o factor vW. A contaminacao
da cultura por células de musculo liso foi confirmada pela expressdo da actina
observada por imunofluorescéncia. Conclui-se assim que o objectivo de obter uma
cultura pura de células endoteliais isoladas a partir das artérias do corddao umbilical ndo
foi conseguida. Assim, ndo foi possivel avaliar a viabilidade celular pelo método MTT
em células endoteliais humanas.

A avaliagdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogéis baseados no dextrano
oxidado ligado com AAD e/ou gelatina dissolvidos em meio de cultura ou PBS foram
determinadas com dois diferentes tipos de células: células endoteliais da cdérnea de
coelho e células humanas de musculo liso obtidas a partir das artérias de corddes

umbilicais.
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De um modo geral, para ambos os tipos de células, conclui-se que a aderéncia e
crescimento celular é maior em hidrogéis de dextrano com baixo grau de oxidagdo
preparados em meio de cultura. O aumento do grau de oxidagdo do dextrano e o
aumento da concentracdo de AAD levou a uma diminuicdo da adesdo celular e
consequentemente uma diminuicdo no seu crescimento. A percentagem méaxima de
oxidacdo de dextrano para a qual se observaram células aderidas foi de 10% para as
células endoteliais da cérnea e 25 % para as células humanas de musculo liso. A
gelatina usada como agente de estabilizacdo dos biomaterias, apesar de promover
adesdo e proliferacdo celular no ensaio com as CEC, visto ser de origem animal e
aumentar o risco de vérias doencas, evitou-se ser utilizada no ensaio com células
humanas.

O pardmetro mais utilizado para avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais é
a viabilidade celular, que pode ser determinada pelo método MTT e MTS. Os testes in
vitro de viabilidade celular e de citotoxicidade (método LDH) (ISO 10993-5) devem ser
executados para determinar os efeitos bioldgicos adversos causados pelos materiais. No
presente trabalho apenas optimizamos o método MTT visando agregar informacédo da
biocompatibilidade do dextrano oxidado. Como perspectivas futuras pretende-se a
optimizacdo do método MTS e LDH para ensaios de biocompatibilidade nestes
materiais.

Pelo método MTT, para ambos o0s tipos de células, conclui-se elevada
viabilidade celular para baixos graus de oxidacao.

Nos hidrogéis baseados no dextrano oxidado a reticulacdo com AAD levou a um
aumento dos poros do dextrano oxidado e contribuiu para o crescimento das células no
interior deste. O grau de oxidacdo do dextrano permitiu criar uma determinada
percentagem de residuos que serviram como pontos reactivos para as moléculas de
AAD. Entdo, a quantidade de AAD usada é muito importante no periodo de dissolucao
do hidrogel e estd dentro da mesma gama da quantidade de residuos oxidados. Nestes
hidrogéis os grupos aldeidos presentes no dextrano oxidado reagem com 0 grupo
hidrazida do AAD, aumentando os grupos hidroxilo que véo facilitar a adesao celular ao
dextrano.

Conclui-se assim, que os hidrogéis baseados em dextrano oxidado ligado com
AAD e/ou gelatina sdo biocompativeis e podem ser usados in vivo para futuras
aplicacbes em medicina regenerativa em suportes para formar vasos sanguineos

substitutos ou para a entrega de células e /ou drogas injectaveis.
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ANexos

/) Anexo | — Preparacao de solucdes

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

volume final de 1 L.

Solucéo Concentracéo | 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
KH2PO4 0,0680 0,680 Sigma
NaH,PO4 0,0600 0,600 USB
Glicose 1,8016 18,016 Sigma

H,0 destilada Perfazeraté 1 L
pH=74
Tabela 2 — Preparacao da solucdo PSS diluida, para volume final de 1 L.
Solucéo Concentracéao Volume (mL) Marca dos
reagentes
PSS basico concentrado | ---------- 100 | -
NaCl 1M 110 Sigma
CaCl, 1M 0,16 Sigma
H,0 destilada Perfazer até 1 L
pH=7,4

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

fluxo laminar.
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Tabela 3 — Preparacédo da solucdo 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
KH2PO4 2,050 Sigma
Na;HPO, 11,620 USB

H->O destilada

Perfazer até 1 L

pH=7,4

Nota — A filtragdo desta solugdo é realizada com uma unidade de filtrag&o no interior de uma camara de

fluxo laminar.

Tabela 4 — Preparagéo da solucdo HBSS (Solucdo Salina Hank’s Balanced) para um volume

finalde 1 L.
Reagente Quantidade () Marca dos reagentes
CaCl, 0,14 Sigma
KCI 0,4 Sigma
KH,PO, 0,06 Sigma
MgCl,.6H,0 0,1 Sigma
MgSQO,.7H,0 0,1 Sigma
NaCl 8,0 Panreac
NaHCO3 0,35 Sigma
Na,HPO,4.7H,0 0,09 Sigma
D-glucose 1,0 Sigma
H,0 destilada Perfazeraté 1 L
pH=74

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

fluxo laminar.

-75-



Avaliacdo da adesdo e viabilidade celular em hidrogeis baseados no dextrano oxidado

Tabela 5 — Preparacdo da solucdo de AP (Antiprotease) para um volume final de 1 mL de PSS.

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)
PSS bésico diluido 1

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

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

Tabela 6 — Solugdo AB (Antibidtico/Antimicdtico).

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

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

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

Tabela 7 — Preparacdo da solugdo de cultura celular DMEM — F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — F 12) para um volume final de 1 L.

Reagente Quantidade () 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

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

fluxo laminar.
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Tabela 8 — Preparacdo 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 80 | -
FBS 20 Biochrom-AG
Reagente Quantidade ()
BSA (albumina sérica de 1 Sigma
bovino)
pH=7,4

Nota — E necessario proceder a filtracdo da solugdo, com uma unidade de filtracdo no interior de uma

camara de fluxo laminar.

Tabela 9 — Preparacdo da solucdo de cultura celular MEM (Minimum Essential medium
Eagle) (para volume final de solucdo de 1 L).

Reagente Quantidade () Marca dos reagentes
MEM 15,6 Sigma
NaHCO; 1,2 Sigma

H-,0O destilada

Perfazer até 1 L

pH=72

Nota — E necessario proceder a filtragio da solucio, com uma unidade de filtracio no interior de uma

camara de fluxo laminar.

Tabela 10 — Preparacdo da solucdo de cultura celular MEM com soro 10 % de soro fetal
bovino e com factores de crescimento (para volume final de solugdo de 200 mL).

Solucéo Concentracdo | Quantidade (mL) Marca dos
reagentes
MEM | e 180 Sigma
FBS 20 Biochrom-AG
Factores de Quantidade (uL)
crescimento
FGF 1000
EGF 5 ng/mL 50 Sigma
NGF 50

pH =74
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Tabela 11 — Preparacdo da solucdo 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=74

Nota — E necessario proceder a filtragao da solugdo, com uma unidade de filtrag&o no interior de uma

camara de fluxo laminar.

Tabela 12 — Factores de crescimento adicionados a solucdo 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 | - 2000 | -
Insulina 10 mg/mL 100 Sigma

Tabela 13 — 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 | e
FGF 1pg/mL 100 Sigma
Heparina 2 mg/mL 1 LEO-
Pharmaceutic
PBS | - 2 | e
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Tabela 14 — Preparagdo da solugdo de cultura celular RPMI 1640, com glutamina e
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 (g)
NaHCO3 0,1 Sigma
pH=74

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

Tabela 15 — Factores de crescimento adicionados a solucdo 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

Tabela 16 — Preparacéo dos frascos de transporte dos olhos de coelhos e cordfes umbilicais.

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

Tabela 17 — Reagentes necessarios na fixagdo de células e imunoflurescéncia.

Reagente Concentracdo | Marca dos reagentes
Paraformaldeio 4% Applichem
Triton X-100 1%
Albumina 3% Sigma
Tween 20 0,2% Panreac
Meio de montagem | = --------- Dako Cytomation
(media mounting)
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Tabela 18 — Anticorpos primarios e secundarios usados na imunofluorescéncia.

Anticorpo Concentracéao Marca do
recomendada anticorpo
Anticorpo El 5-10 pg/ mL Chemicon
primario Internacional
(1:1000) E2 0,08-1,2 mg/mL Sigma
S 2 mg/mL Sigma
F 0,2 mg/ mL Sigma
Anticorpo Aggg | -
secundario
(1:2000) | | -
Asas
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2) Anexo Il - Preparagao das placas com biomateriais —
hidrogéis baseados no dextrano oxidado.
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Figura 1 — Esquemas da placa com os biomateriais usadas para estudar a biocompatibilidade do

dextrano nas células endoteliais da cérnea.
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Figura 2 — Esquemas da placa com os biomateriais usadas para estudar a biocompatibilidade do

dextrano nas células de musculo liso humanas.
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