®) uAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Departamento de Quimica e Farmacia

Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia
de Tecidos

Rita Maria Lages Nobre
Dissertacdo para obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob orientacéo de:
Professora Doutora Ana Margarida Moutinho Grenha

2016



®) uAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Departamento de Quimica e Farmacia

Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia
de Tecidos

Rita Maria Lages Nobre
Dissertacao para obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob orientacéo de:
Professora Doutora Ana Margarida Moutinho Grenha

2016



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia
de Tecidos

Declaracdo de autoria de trabalho

Declaro ser o(a) autor(a) deste trabalho, que € original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias

incluida.

(Assinatura do Autor)

Copyright Rita Nobre.

A Universidade do Algarve tem o direito, perpétuo e sem limites geograficos, de arquivar
e publicitar este trabalho através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de
forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, de o
divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e distribuigdo com
objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito

ao autor e editor.



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

Agradecimentos

Em primeiro lugar quero agradecer a Professora Doutora Ana Margarida Grenha
pela ajuda, apoio e dedicacdo na realizacdo desta dissertacéo.

A Professora Doutora Isabel Ramalhinho por todo o esforco e dedicagio tanto na
organizacao dos estagios como durante o restante ano letivo.

A todos os professores pelos ensinamentos que me transmitiram durante o
percurso académico, contribuindo para a minha formacao enquanto futura Farmacéutica.

A equipa dos servigos farmacéuticos do Hospital CUF Descobertas por me terem
recebido e pelos conhecimentos que me transmitiram.

A equipa da Farmacia Aguiar por me ter acolhido durante os 4 meses de estagio e
me ter feito sentir em familia. Obrigada por todos os ensinamentos que me transmitiram
e pelo excelente ambiente de estagio que me proporcionaram.

A0S meus pais e a0 meu irmdo por todo o apoio, carinho e dedicacao ao longo
desta grande jornada, por nunca terem duvidado das minhas capacidades e tanto terem
contribuido para 0 meu sucesso académico. Sem eles a realizacdo deste curso ndo teria
sido possivel.

Ao meu namorado pelo grande apoio e compreensdo ao longo dos cinco anos e
por nunca ter duvidado das minhas capacidades.

Aos meus restantes familiares que igualmente me apoiaram e acompanharam
durante este percurso.

E um obrigado muito especial aos meus colegas de turma que foram muito mais
do que isso durante estes cinco anos. Obrigada por terem feito desta etapa a melhor etapa
da minha vida.

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para que esta etapa fosse
concluida, muito obrigada!



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

Resumo/ Abstract

RESUMO

A Engenharia de Tecidos tem vindo a ser uma area muito investigada e com
grande desenvolvimento ao longo das ultimas décadas. A sua evolugdo encontra-se aliada
a existéncia de poucas alternativas terapéuticas para a substituicdo ou regeneracdo de
funcdes, tecidos ou 6rgados, sendo necessario o desenvolvimento de novas estratégias.

Todo o processo tem por base o desenvolvimento de tecidos novos e funcionais
usando células vivas, que sdo geralmente associadas a estruturas de suporte (scaffolds),
de forma a orientar o desenvolvimento do tecido. A obtencdo de estruturas de suporte
com caracteristicas ideais tanto a nivel de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
resisténcia mecénica, ambiente adequado para adesdo, proliferacdo e sobrevivéncia
celular tem vindo a ser um grande desafio.

Os hidrogeéis tém demonstrado um grande potencial para aplicacdes biomédicas,
nomeadamente a nivel da regeneracdo de tecidos, sendo uma classe de biomateriais
bastante estudada e com algumas aplicacGes j& descritas. Estes podem ser obtidos a partir
de materiais poliméricos de origem natural ou sintética, e através de processos de
reticulacdo fisica ou quimica.

Tanto os polimeros de origem natural como os de origem sintética apresentam
vantagens e desvantagens, sendo a escolha do tipo de polimero dependente da fungéo ou
0rgdo que se pretende substituir ou regenerar.

A vantagem dos hidrogéis comparativamente a outros tipos de materiais passiveis
de serem aplicados nesta area € o facto destes apresentam uma vasta gama de
caracteristicas que podem ser otimizadas através de combinacao de diferentes polimeros,
alteracdes no tipo de agentes de reticulacdo usados ou na densidade de reticulacéo,
modificacdes de grupos funcionais ou adicao de péptidos de adesdo.

Nesta monografia serd efetuada uma revisdo relativamente ao conhecimento
acerca dos hidrogéis e as perspetivas futuras, no que toca a sua potencialidade de
aplicagdo na area da Engenharia de Tecidos.

Palavras-chave: biomateriais, engenharia de tecidos, hidrogéis, regeneragéo tecidular,

scaffolds
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ABSTRACT

Tissue Engineering has been turning into a very investigated area and with huge
development in the last few decades. The evolution of this area is linked to the existence
of little therapeutic alternatives to the substitution or regeneration of functions, tissues
and organs, being necessary the development of new strategies.

The whole process is based on the development of functioning new tissues using
living cells, which are generally associated to support structures (scaffolds), in order to
guide the development of the tissue. The obtainment of support structures with ideal
characteristics at the level of biocompatibility, biodegradability, mechanic resistance,
adequate environment for adhesion, proliferation and cellular survival has been a huge
challenge.

The hydrogels have been showing a great potential for biomedical applications,
specifically at the level of the regeneration of tissues, being a class of biomaterials widely
studied and with some applications already described. These might be obtained through
polymeric materials of natural or synthetic origin, and through processes of physical or
chemical crosslinking.

Both the polymers of natural and synthetic origin present advantages and
disadvantages, being the choice for the type of polymers dependent of the function or the
organ that is meant to be substituted or regenerated.

The advantage of the hydrogels comparing to other types of materials susceptible
of being applied in this area consists on the fact that these present a wide range of
characteristics that might be optimized through the combination of different polymers,
alterations on the type of crosslinking agents used or in the density of reticulation,
modifications of functioning groups or addition of adhesion peptides.

In this monography will be made a review regarding the knowledge about the
hydrogels and the future standpoints, in what concerns its potentiality of application in

the Tissue Engineering area.

Key-words: biomaterials, hydrogels, scaffolds, tissue engineering, tissue regeneration
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1. Introducéo

Atualmente, a nivel mundial, devido a determinadas doencas ou a ocorréncia de
acidentes, muitas pessoas sofrem de lesdo e perda de 6rgdos ou tecidos. Uma das
terapéuticas possiveis nestes casos é a transplantacdo. No entanto, este procedimento
apresenta diversas limitacbes sendo a principal a inexisténcia de 6rgdos e tecidos em
namero suficiente para se realizarem todos os transplantes necessarios (1).

Em Portugal, por exemplo, segundo o Instituto Portugués do Sangue e da
Transplantacao, entre janeiro e dezembro de 2015, foram realizados 830 transplantes. No
entanto, em dezembro de 2015 ainda se encontravam em lista de espera (ativa) para
transplantacdo 2053 pessoas (2).

Devido a esta limitacdo tornou-se necessario o desenvolvimento de estratégias
alternativas. Nesse sentido surge a Engenharia de Tecidos, conceito que foi aplicado pela
primeira vez por volta de 1980. A Engenharia de Tecidos tem como objetivo substituir
ou regenerar tecidos lesados, tendo por base conhecimentos de biologia celular e
molecular, bioquimica, biotecnologia, ciéncia dos materiais e engenharia (3,4). E uma
area em continua investigacao e marcado desenvolvimento. Todo o processo tem por base
0 desenvolvimento de tecidos novos e funcionais usando células vivas, que sdo
geralmente associadas a estruturas de suporte biodegradaveis (scaffolds), de forma a
orientar o desenvolvimento do tecido (4).

Este processo pode ser dividido em varias etapas sendo iniciado com a realizacéo
da colheita de células, seguida da escolha e preparacdo do suporte (scafffold). Neste
suporte serd inoculada a cultura celular e adicionadas moléculas bioativas, fatores de
crescimento e fatores de sinalizagdo. Terminados estes passos € realizado o crescimento
tecidular em ambiente controlado e posteriormente o implante cirdrgico do tecido (5).

O desenho dos scaffolds, verdadeiras estruturas de suporte, € um dos pontos
cruciais para o sucesso da Engenharia de Tecidos, pretendendo-se o desenvolvimento de
suportes biologicamente ativos, biocompativeis e com estrutura favoravel a proliferagdo
e sobrevivéncia celular, de forma a mimetizar o tecido lesado (6).

Desta forma, aliado ao desenvolvimento da Engenharia de Tecidos verificou-se o
desenvolvimento da &rea dos Biomateriais. Estes correspondem a materiais, de origem
natural ou sintética, que interagem com os sistemas bioldgicos, podendo ser usados para

fins biomédicos. Dentro deste grupo encontram-se materiais metalicos, ceramicos,
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poliméricos e compositos (7), sendo os polimeros os materiais mais usados neste campo
(8).

Englobados no grupo dos materiais polimeéricos encontram-se os hidrogéis, cuja
descricdo surgiu por volta de 1960. Sdo compostos por polimeros hidréfilos com uma
estrutura tridimensional, em forma de rede, com grande capacidade de retencéo de agua,
associar células e transportar biomoléculas (9,10). Tendo em conta a sua complexidade e
a época em que surgiram podem ser classificados como hidrogéis de primeira, segunda
ou terceira geracdo. Para além dessa classificacdo, podem ser divididos em subgrupos de
acordo com algumas caracteristicas que apresentem, tais como propriedades fisicas, tipo
de estrutura, fonte, carga idnica, método de preparacédo, resposta a estimulos, tipo de
ligacOes e tipo de degradacéo (11).

Nesta monografia sera realizada uma reviséo relativamente ao conhecimento atual
acerca dos hidrogéis e as perspetivas futuras, no que toca a sua potencialidade de
aplicacdo na area da Engenharia de Tecidos. No primeiro capitulo sera efetuada uma
abordagem tedrica da Engenharia de Tecidos, seguida de uma descricdo e classificacao
dos hidrogéis no segundo capitulo. Posteriormente, no penultimo capitulo sera efetuada
uma breve descricdo dos materiais poliméricos mais frequentemente aplicados como
biomateriais para produgdo de hidrogéis e no capitulo final serdo abordadas as
caracteristicas especificas de alguns hidrogéis que levam a sua aplicacao nesta area.
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2. Metodologia

De modo a obter a informacdo necessaria para o desenvolvimento desta
monografia foram utilizadas varias fontes bibliograficas.

Inicialmente foi realizada uma pesquisa e recolha de informacdo em diversas
bases de dados, como B-on, PubMeb, Research Gate e Google Schoolar. Os termos
utilizados para tal foram “hydrogels for tissue engineering”, “hydrogel scaffolds”,
“polymeric biomaterials”. Esta pesquisa permitiu aceder a diversos artigos cientificos
quer de revisdo, quer originais, revistas cientificas, algumas monografias e livros online.
Dos artigos obtidos na pesquisa foram considerados para estudo 0s que se encontravam
na lingua portuguesa e inglesa, com publicacéo realizada entre 2000 e 2016.

Para além disso, foram também consultadas algumas paginas de internet de
institutos e organizaces relacionadas com o tema, tais como o Instituto Portugués do
Sangue e Transplantacdo, National Institute of Biomedical Imaging and Bioengineering
e European Society for Biomaterials. Apés esta recolha bibliogréfica foi efetuada a
selecdo da informac&o cientifica, tendo em conta a atualidade e relevancia da mesma.
Toda a informacdo utilizada para o desenvolvimento da presente monografia encontra-se

devidamente referenciada.
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3. Engenharia de Tecidos

3.1. Conceito e estratégia

Como ja referido na Introducdo, a Engenharia de Tecidos corresponde a uma area
multidisciplinar que tem como objetivo desenvolver substitutos biologicos, ou seja,
tecidos novos e funcionais, com vista a substituir ou regenerar tecidos lesados. O conceito
de Engenharia de Tecidos surgiu por volta de 1980, sendo reconhecida, segundo a
National Science Foundation, dos Estados Unidos da América, como “A aplicagdo dos
principios e métodos de Engenharia e Ciéncias da Vida em direcdo a compreensao
fundamental das relacBes estrutura-funcdo em tecidos de mamiferos normais e
patoldgicos e do desenvolvimento de substitutos biolégicos para restaurar, manter ou
melhorar a funcéo do tecido” (12).

Desde entdo tem sido uma area bastante investigada, com grande desenvolvimento.
Para a obtencdo desses tecidos novos é usada uma estratégia que assenta em trés pontos-
chave. S8o desenvolvidos suportes biodegradaveis (scaffolds) que funcionam como
matriz extracelular, sobre estes sdo semeadas células e posteriormente adicionados fatores
bioquimicos, como fatores de crescimento que estimulam a proliferacéo e diferenciacao
celular (13). Em termos gerais, ap6s escolha e preparacdo do suporte (scaffold), o

processo pode ser dividido nas seguintes etapas (figura 3.1):

i. Colheita de células
ii. Crescimento e manipulagéo celular
iii. Inoculacdo da cultura celular sobre o suporte e adicdo de moléculas
bioativas, fatores de crescimento e fatores de sinalizacao
iv. Crescimento tecidular em ambiente controlado

v. Implante cirargico do tecido (3,14)
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Figura 3.1-Estratégia usada em Engenharia de Tecidos. Reproduzido de (3).

Os suportes podem ser cultivados in vitro sendo colocados em ambiente controlado
para ocorrer o crescimento tecidular e seguidamente sdo implantados no local da lesé&o,
ou podem ser injetados diretamente no local, ocorrendo a inducdo do desenvolvimento

do tecido in vivo (13).

3.1.1. Requisitos para o desenvolvimento dos Scaffolds

Um dos pontos criticos desta estratégia é a escolha e desenvolvimento dos
scaffolds. Estes suportes devem assemelhar-se 0 mais possivel & membrana extracelular
de forma a mimetiza-la. Deste modo os scaffolds deverdo obedecer a varios requisitos.

Estes deverdo ser indcuos do ponto de vista da toxicidade, ou seja, aquando da sua
implantacdo ndo deverdo originar nenhuma reacao adversa. Para além disso é necessario
gue sejam biocompativeis de modo a desencadearem uma reacdo imunitaria desprezavel,
prevenindo assim a ocorréncia da sua rejeicdo por parte do organismo. Assim, 0S
biomateriais usados para fabricar os suportes tém de ser compativeis com 0os componentes
celulares dos tecidos artificiais e as células do hospedeiro (12,15). Em termos de
arquitetura os suportes deverdo apresentar uma estrutura porosa, de forma a permitir a
vascularizagdo e o transporte eficiente dos nutrientes e metabolitos essenciais para a

formagéo do novo tecido. Os poros terdo que apresentar uma dimensdo adequada para
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possibilitar os processos acima citados e a0 mesmo tempo garantir a estabilidade
mecanica do suporte (15).

A sua superficie deverd apresentar uma composicao quimica adequada a adesao,
crescimento, diferenciacdo e proliferacdo das células em si aplicadas, quer em ambiente
in vitro quer in vivo. Os biomateriais que constituem o suporte deverao ser biodegradaveis
de modo a permitir a substituicdo gradual do suporte implantado por células do préprio
organismo. Os suportes correspondem a implantes temporérios e é pretendido que as
células do organismo construam a sua propria matriz extracelular. O suporte deve
apresentar propriedades mecanicas adequadas a zona corporal onde serd implantado,
fornecendo a estabilidade e rigidez necessaria para o desenvolvimento local do tecido.
Por altimo, os suportes deverdo ser faceis de fabricar, permitindo o seu fabrico em
diferentes formas e tamanhos e a custo acessivel (12,15,16).

Tendo em conta estes pontos entende-se a importancia da escolha do biomaterial

mais adequado.
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4. Hidrogéis
4.1. Conceito de hidrogel, historia e aplicacao

O conceito de hidrogel, tal como o conhecemos atualmente, foi aplicado pela
primeira vez em 1960 por Wichterle and Lim aquando da publicacdo dos resultados de
um dos seus trabalhos de investigacdo (17). Os hidrogéis correspondem a um material
polimérico hidrofilo com estrutura tridimensional, em forma de rede. Estes podem ser
formados in vitro ou in situ, podendo ser implantaveis ou injetaveis (9).

De acordo com o seu nivel de complexidade, os hidrogéis podem ser divididos em
trés geracdes. A primeira geracao corresponde a redes poliméricas simples obtidas a partir
da formacdo de ligacGes quimicas. Estas redes eram desenvolvidas com vista a serem
usadas em oftalmologia ou para libertacdo de farmacos. Posteriormente, por volta dos
anos setenta, surgiram os “hidrogéis de segunda gerag¢ao”. Estes sdo obtidos através do
estabelecimento de interacdes fisicas (interagdes hidrofobicas e idnicas) e diferem dos
anteriores por apresentarem reposta as alteracdes do ambiente onde se encontram, ou seja,
respondem a estimulos especificos. Os estimulos a que respondem podem ser de origem
fisica, quimica ou bioguimica. Esta particularidade torna-se vantajosa, uma vez que
permite uma aplicacdo em casos onde se pretende a formacdo do gel ou a libertacdo do
farmaco num local muito especifico (11,17).

Por Gltimo, por volta de 1990, surgiu a terceira geracao de hidrogéis que corresponde
a hidrogéis obtidos através de outras interacOes fisicas. Estes podem ser obtidos por
formacdo de complexos de inclusdo (quimica supramolecular) e formacédo de complexos
de coordenacdo metal-ligando, e foram desenvolvidos com vista a melhorar as
propriedades mecanicas, térmicas e de degradacdo, para aléem da possibilidade de

formacéo in situ (17).

Em termos de aplicacdes estes sdo usados nas mais diversas areas. No campo da
biomedicina comecaram por ser usados no fabrico de lentes de contacto, sendo depois
amplamente estudados e aplicados para a libertagdo controlada de farmacos e como
biomateriais em Engenharia de Tecidos. Noutras areas tém aplica¢es muito variadas. Por
exemplo, na area da alimentacdo, podem ser usados como filtros de purificacdo de agua.

Podem também ser aplicados, noutros campos, como adsorventes em fraldas descartaveis,
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como materiais para realizacdo de técnicas de analise, nomeadamente, cromatografia e

eletroforése, entre outras (11).

4.2. Classificacdo dos hidrogéis

Para além da divisdo anterior, baseada em trés geracGes, os hidrogéis podem ser
divididos em grupos de acordo com as caracteristicas que apresentam. As caracteristicas
que permitem fazer essa classificacdo representam-se na figura 4.1. De seguida seréo

descritas algumas das classificacGes mais relevantes.

Resposta

a estimulos

Composigao

Estrutura N
Polimérica

Hidrogeéis
Tipo de

. ~ Carga lonica
Reticulagao &

Degradabili

dade Fonte

Figura 4.1-Classificacdo dos hidrogéis baseada nas diferentes propriedades. Adaptado de (18).

4.2.1. Classificacdo de acordo com a composicado polimérica

De acordo com o método de preparacdo os hidrogéis séo divididos em hidrogeis
homopoliméricos, hidrogéis copoliméricos, redes poliméricas interprenetrantes (IPN) e
redes poliméricas semi-interprenetrantes (semi-IPN).

A unidade estrutural basica dos polimeros € designada de mondémero. Os hidrogéis
homopoliméricos correspondem a uma rede polimérica resultante da ligacdo de uma

unica espécie de mondmero hidrofilo. Os hidrogéis copolimeéricos séo compostos por
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duas ou mais espécies diferentes de mondmeros com pelo menos um componente
hidréfilo, dispostos numa configuracdo aleatoria, em bloco ou alternada ao longo da
cadeia da rede de polimero (19).

No caso dos hidrogéis ou redes poliméricas interpenetradas (IPN) para ocorrer a
sua formacdo é necessaria a combinacdo de dois ou mais polimeros em forma de rede. A
formacéo do hidrogel ocorre por sintese ou reticulacdo de um dos polimeros em forma de
rede na presenca de outro ja reticulado, sendo cada rede formada por um Unico tipo de
polimero. Ou seja, ha interpenetracdo das cadeias do segundo polimero com a rede do
primeiro polimero obtendo-se, assim, uma rede fisicamente reticulada (20,21). Na figura
4.2 encontra-se representado um esquema de uma rede polimérica interpenetrada.

No caso das redes poliméricas semi-interprenetrantes (semi-IPN) o processo de

formacéo é semelhante no entanto um dos polimeros é reticulado e o outro € linear (20).

—ordcg

\/'\\\‘

f\\
/ffr/

Redel 1 —— Rede?2

Figura 4.2-Esquema representativo de uma Rede Polimérica Interpenetrada (IPN). Reproduzido de (22).
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4.2.2. Classificacdo baseada no tipo de reticulacéo

Os hidrogéis sdao formados através de ligagdes denominadas reticulagGes. As
reticulacbes, como o préprio nome indica, correspondem as ligacdes ou interacdes que
levam & obtencdo da estrutura em forma de rede. Com base no tipo de reticulagdo os
hidrogéis podem ser divididos em duas categorias: hidrogéis fisicos e hidrogéis quimicos.
Os hidrogéis fisicos resultam do estabelecimento de interacdes fisicas entre as cadeias
poliméricas. Estas interaces fisicas podem ser interac6es hidrofdbicas, ligagcdes ionicas,
pontes de hidrogénio, formagdo de complexos de inclusdo (quimica supramolecular) e
formacdo de complexos de coordenacdo metal-ligando. Contrariamente, os hidrogéis
quimicos séo resultantes de ligacdes quimicas, ou seja, formacdo de ligacGes covalentes
entre as cadeias poliméricas (18,23). Na tabela 4.1 encontram-se apresentadas as
diferentes formas de obtencao de hidrogéis, tanto fisicos como quimicos.

Tabela 4.1- Métodos de Sintese de hidrogéis fisicos e hidrogéis quimicos. Adaptado de (23).

Hidrogéis Fisicos Hidrogeéis Quimicos
Interacdes Ionicas Polimerizacao
Interacbes Hidrofdbicas Radiac&o (raios-v, etc.)
InteracOes por pontes de hidrogénio Ligacdes entre moléculas

Estereocomplexacéo

__ Ligacdes polimero-polimero (reagdes de
Quimica Supramolecular (complexos de

) condensacao, etc.)

inclusdo, etc.)

Assim, tendo em conta estas particularidades é possivel afirmar que os hidrogéis
fisicos sdo redes poliméricas com ligagdes reversiveis, enquanto que os hidrogéis
quimicos sdo redes poliméricas com ligacGes permanentes (18,24). Na figura 4.3 é

possivel visualizar as diferencas estruturais entre os dois tipos de redes.

10
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interacoes
‘ fisicas “_
N S—
reticulagoes
hidrogel quimico hidrogel fisico

Figura 4.3-Esquemas representativos de hidrogéis quimicos e fisicos. Reproduzido de (24).

4.2.3. Classificacdo baseada na resposta a estimulos

Alguns hidrogéis podem exibir modificagdes em resposta a alteragdes no ambiente
envolvente, ou seja, respondem a estimulos, os quais podem ser de origem fisica, quimica
ou bioquimica. Os estimulos fisicos sdo, por exemplo, luz, pressao, existéncia de campo
elétrico ou de campo magnético. Entre os estimulos quimicos contam-se temperatura,
presenca de moléculas especificas e alteragdes na concentracdo das mesmas. Por sua vez,
os estimulos bioquimicos correspondem a presenca de antigénios, enzimas ou ligando
(18). Os hidrogéis, aquando da ocorréncia destas alteracdes, podem responder através de
mudancas a nivel da retencdo de agua, na estrutura da rede, permeabilidade ou resisténcia
(25).

11
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5. Materiais poliméricos como biomateriais

Atualmente existem varias definicGes de biomaterial sendo a definicdo da
Sociedade Europeia para os Biomateriais (ESB- European Society for Biomaterials)
uma das mais aceites. Segundo esta sociedade um biomaterial € um material destinado
a interagir com sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 6rgdo ou fungdo do organismo (12,26).

Dentro das aplicagdes dos biomateriais encontram-se, por exemplo, a producéo
de lentes de contacto, de préteses, materiais dentarios, pensos para tratamento de
feridas, encapsulacdo de farmacos e engenharia de tecidos, entre outros (27).

Idealmente um biomaterial deve apresentar biocompatibilidade, propriedades
fisicas e mecénicas adequadas, ser inerte do ponto de vista da toxicidade e ser
facilmente obtido (28).

Em engenharia de tecidos podem ser usados biomateriais de varios tipos como
€ 0 caso dos polimeros, compdsitos, materiais ceramicos e metais, sendo os polimeros
muito usados devido a sua versatilidade e carateristicas estruturais semelhantes as dos
tecidos. Estes podem ser divididos em polimeros naturais ou polimeros sintéticos, de
acordo com a sua fonte (29). Os polimeros naturais apresentam como principal
vantagem o facto de serem semelhantes a constituintes organicos, sendo reconhecidos
pelas células do hospedeiro de forma a originarem interacdes celulares positivas. Em
termos de desvantagens os polimeros naturais possuem variabilidade entre lotes,
sendo a sua composicdo variavel de acordo com a fonte de extracao e, para além disso,
devido ao potencial risco de imunogenicidade, necessitam de ser submetidos a um
processo de purificacdo antes de serem aplicados (30). Os polimeros sintéticos tém a
vantagem de serem obtidos por processos quimicos controlaveis. Este sdo geralmente
simples e possibilitam uma producdo em grande escala, sem apresentarem variacoes
entre lotes, e tornam possivel moldar algumas caracteristicas, tais como
degradabilidade e propriedades mecénicas da rede formada, de acordo com as
caracteristicas no tecido ou fungéo a substituir (31).

De modo a tomar partido das vantagens destes dois tipos de polimeros e a
ultrapassar algumas das suas desvantagens tem vindo a ser investigado o

desenvolvimento de hidrogeis compostos pelos dois tipos de polimeros (32).

12
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5.1. Polimeros naturais

Dentro dos polimeros naturais podem distinguir-se trés grupos, sendo eles 0s

polissacarideos, polinucledtidos e polipéptidos (tabela 5.1) (28).

Tabela 5.1-Polimeros naturais. Adaptado de (28)

Polimeros Naturais

Polissacarideos Polipéptidos Polinucledtidos
Acido hialurénico, Colagénio, gelatina, Acido
quitina, quitosano, elastina e fibrina desoxirribonucleico
dextrano, celulose, (DNA) e acido
agarose, pectina e ribonucleico (RNA)

alginato

Em termos de carga os polimeros aniénicos correspondem ao &cido hialurénico,
sulfato de dextrano, acido alginico, pectina e sulfato de condroitina. O quitosano, por sua
vez € um polimero catidnico. Os polimeros neutros sdo o dextrano e a agarose e sdo

polimeros anfipaticos o colagénio, a gelatina e a fibrina. (33).

Seguidamente serdo abordados alguns dos polimeros naturais com maior interesse
na area biomédica.

5.1.1 Polissacarideos

O é&cido hialurénico é um glucosaminoglicano, apresentando uma estrutura linear
constituida por unidades de N-acetil-D-glucosamina e acido glucurénico (figura 5.2). E
um dos componentes da matriz extracelular encontrando-se no liquido sinovial, humor
vitreo, cartilagem e na pele. Este polimero pode ser aplicado topicamente ou ser injetado
tendo vindo a ser usado para tratamento de osteoartrite, em cirurgia oftdlmica, em

cosmética e em engenharia de tecidos (34).

13



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos
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Figura 5.1-Estrutura quimica do acido hialurénico. Reproduzido de (35).

A quitina é o segundo polimero natural mais abundante no planeta Terra, logo a
seguir a celulose, podendo ser encontrado no exosqueleto de crustaceos e insetos.
Estruturalmente apresenta-se como um polissacarideo de cadeia linear composto por
unidades monomeéricas de glucosamina e de N-acetil-D-glucosamina com ligacdo P
(1—4). Através da desacetilagdo da quitina pode ser obtido o quitosano, que apresenta
maior proporcao de unidades de glucosamina comparativamente a quitina (36,37). Na

figura 5.3 é possivel visualizar a estrutura quimica de ambos os polimeros.

— — _

CHs

i OH
NH,
%*‘O MR EANANT 1
O .y
HO‘ \é\o HO

56 NH

O:< OH

Figura 5.2-Estrutura quimica da quitina e no quitosano, respetivamente. Reproduzido de (38).

Na literatura, tanto a quitina como o quitosano sdo descritos como sendo materiais
biodegradaveis, biocompativeis, ndo tdxicos com atividade antimicrobiana e baixa
imunogenicidade. A quitina, devido as ligacbes por pontes de hidrogenio que possui é
insolivel na maioria dos solventes. O quitosano, por sua vez, € soluvel em solugdes
acidicas diluidas, com pH inferior a 6 (39).

Outro polissacarideo com aplicac@es biomédicas € o dextrano. O termo dextrano
¢ atribuido a um grupo de polissacaridos de origem bacteriana compostos por unidades

de a-D-glucose unidas por ligagdes glicosidicas a.(1—6) (40). Este é solivel numa grande

14
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variedade de solventes, incluindo a agua, e no organismo, pode ser metabolizado por
enzimas existentes no figado, bago, rim e parte inferior do trato gastrointestinal, as
dextranases. A sua aplicacdo como biomaterial deve-se as suas propriedades
biodegradaveis, biocompativeis, ndo-imunogénicas e ndo antigénicas, sendo indcuo para
0 organismo humano (41). O alginato € um polissacarideo extraido de algas.
Estruturalmente € um copolimero linear composto por unidades de acido a-L-gulurénico
e de acido B-D-manurdnico unidas por ligagdes (1—4) (figura 5.4). Devido a sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixo custo de obtencéo e facilidade de gelificacéo,

este polissacarideo tem tido diversas aplicacdes na area biomédica (42).

-00c. HO
OH 0 O
o 0 HOXA//‘
00C_ HO g
'\‘O O OH
H
(o{olo}

Figura 5.3-Estrutura quimica do alginato. Reproduzido de (42).

5.1.2 Polipéptidos

O colagénio é o principal elemento estrutural e a proteina mais abundante no reino
animal. Este encontra-se presente na matriz extracelular e nos tecidos conjuntivos de
diversos animais e tem como principal funcdo fornecer suporte estrutural as células,
servindo de apoio ao desenvolvimento de diversos tecidos e 6rgaos (43).

O termo colagénio é usado para denominar de forma genérica uma familia de
proteinas compostas por trés cadeias polipeptidicas disposta em forma de tripla hélice.
Entre os varios tipos de colagénio podem observar-se diferencas a nivel estrutural, a nivel
da distribuicdo e em termos de funcdo (43,44). Atualmente ja foram identificados mais
de vinte tipos de colagénio (44). De entre 0s varios tipos de colagénio existentes 0s mais
abundantes séo o colagénio de tipo I e tipo I11. O colagénio de tipo | € o mais abundante,
podendo ser encontrado na pele, em estruturas dsseas, tenddes, ligamentos, vasos
sanguineos e discos intervertebrais. Este € composto por duas das cadeias idénticas entre
si (al) e por uma terceira cadeia com estrutura quimica diferente (a2). O colagenio de

tipo 111 é o0 segundo tipo de colagénio mais abundante podendo ser encontrado justamente
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com o tipo | na pele e em vasos sanguineos, sendo este composto por trés cadeia idénticas
entre si (43). Atraves da desnaturacdo do colagénio, por hidrdlise acida ou alcalina é
obtido outro polimero natural, a gelatina (45). A gelatina podera ser usada como uma
alternativa ao colagénio, uma vez que a gelatina tem demonstrado igual
biocompatibilidade e biodegradabilidade associadas a menor custo de obtengdo e menor
poder antigénico, devido ao processo de desnaturacdo a que é submetida (46). A fibrina
é um polimero natural obtido a partir do fibrinogénio, uma proteina existente no plasma
sanguineo e com um papel importante na hemostase. O fibrinogénio € clivado pela

trombina e os fibrinopéptidos irdo polimerizar e dar origem a fibrina (47).
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5.2 Polimeros sintéticos

No grupo dos polimeros sintéticos incluem-se inumeros polimeros, que podem
dividir-se em Vvérios subgrupos como poliésteres alifaticos, polianidridos, poliamidas,

polimeros a base de fosforo e polimeros acrilicos, entre outros (tabela 5.2) (48,49).

Tabela 5.2--Polimeros sintéticos. Adaptado de (48,49).

Acido polilatico, acido poliglicélico,
Poliésteres acido (polilatico-co-glicolico), poli (hidroxibutirato),
alifaticos policaprolactona, poli (propileno fumarato), acido

polimalico-B, poli (dioxanos)

Acido polisebacico, acido poliadipico, acido poli

Polianidridos . . )
” tereftalico e varios copolimeros
S
z Poliamidas Poli (carbonatos de imino), poliaminoacidos
=
@ Polimeros & base Polifosfatos, polifosfonatos, polifosfazenos
o L
= de fosforo
é ] . Polimetacrilatos, poli (metacrilato de metilo),
o Polimeros acrilicos ) ) o ]
o poli (2-hidroxietil metacrilato)

Poli (acrilatos de ciano), poliuretanos, poli (orto ésteres),
poli (etilenoglicol), poliacetais, poli(dihidropiranos), poli
Outros (vinil acetato), alcool polivinilico, poloxameros,

poloxamina

Dentro destes, os polimeros mais usados em engenharia de tecidos sdo o poli
(etilenoglicol) (PEG), acido polilatico (PLA), acido poliglicélico (PGA), o alcool
polivinilico (PVA) e o poli (2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA) (50).

Em termos de degradacdo os poliésteres alifaticos apresentam a vantagem de ser
biodegradaveis. Os poliésteres alifaticos, como o proprio nome indica, correspondem a
um grupo de polimeros que contém uma ligacdo éster alifatica, sendo removidos do
organismo de forma natural, através da hidrolise dessa ligacdo (48,50). Apoés a hidrolise

sdo originados produtos de degradacdo, variaveis consoante o polimero, que participardo

17



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

nas vias metabolicas do organismo. O tempo medio de degradacdo e o tipo de produto

obtido encontram-se apresentados na tabela 5.3 (51).

Tabela 5.3- Propriedades fisicas de poliésteres alifaticos usados como scaffolds. Reproduzido de (51).

Tempo de
, Produto de _ o
Polimero degradacéo . Estrutura da unidade polimérica
degradacéo
(meses)
Acido o o E
o 12-18 L-acido latico
polilatico ,
? n
' i
Acido Acido
3-4 —+0 —CH,—C
poliglicélico glicdlico
. n
Poli Acido O
>24 _ |
caprolactona caproico —O—[—CHZ —C—
Poli -
U s D, L-acido
(4cido latico- - o
. 3-6 latico e &cido
co-glicolico) e
glicolico
(50/50)
Poli -
U A D, L-acido
(4cido latico- - o
. 3-6 latico e acido O —CH,—C—0 —TH —C
co-glicolico) e
glicolico CH, A
(85/15)
Acido o
. D, L-acido
polilatico-co- - o
. <3 latico e &cido
glicolico) o
glicolico
(90/10)

O écido poliglicolico (PGA) é um polimero rapidamente degradavel e com uma

temperatura de transicdo vitrea (Tg) de 35-40 °C, passando do estado liquido para o estado

solido quando alcanga esta temperatura. O &cido latico tem como particularidade

apresentar quiralidade, encontrando-se disponivel sob a forma de dois estereoisémeros,
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acido L-latico e &cido D-latico. Assim o polimero &cido polilatico (PLA) podera
corresponder a apenas uma das variantes ou a uma mistura racémica. Em comparagéo
com o PGA, o PLA possui uma temperatura de transi¢do vitrea mais elevada, entre 60 e
65 °C, e apresenta um grupo metilo adicional que lhe confere maior hidrofobia e
estabilidade a hidrolise. O acido polilatico-co-glicélico (PLGA) corresponde a um
copolimero formado por unidades de &cido polilatico em ambas as formas (L e D) e &cido
poliglicolico. Este tem como vantagem ser composto por dois polimeros com
propriedades diferentes, sendo possivel otimizar algumas das suas caracteristicas de
acordo com a aplicacéo pretendida, através de alteracdes na proporcdo de cada um (48).
Tanto 0 PGA, como o PLA e o seu copolimero (PLGA) tém uma longa histdria de uso
como suturas cirdrgicas, com reportada biocompatibilidade e biodegradabilidade, tendo
ganho aprovacdo para uso clinico (51). Devido a estas propriedades estes polimeros tém
vindo a ser bastante investigado para aplicacGes biomédicas, como por exemplo producéo
de sistemas de libertacdo controlada de farmacos e scaffolds para engenharia de tecidos
(48,51). Outro polimero sintético biodegradavel é o poli(etilenoglicol) (PEG). O PEG,
também conhecido como poli (6xido de etileno), é um polimero hidrofilico,
biocompativel, com elevada permeabilidade, que possibilita a difusdo de nutrientes, baixa
imunogenicidade, baixo poder antigénico e limitada ligacdo a proteinas (10,52). Devido
a estas propriedades tem vindo a ser usado no campo biomédico nomeadamente para
libertacdo controlada de farmacos e engenharia de tecidos (53). Em termos da libertacdo
controlada de farmacos o PEG tem vindo a ser utilizado para a obtencdo de formulacdes
lipossomais com longo tempo de circulacdo. Este polimero forma uma camada hidrofilica
que reveste a superficie do lipossoma, inibindo o processo de reconhecimento molecular
e a captura destes pelas células do sistema fagocitario, aumentando assim o tempo de
permanéncia na corrente sanguinea (54). No campo da engenharia de tecidos o PEG pode
ser utilizado para a formacdo de hidrogéis. Estes hidrogéis apresentam elevada
capacidade de inchamento quando em meio aquoso, originando uma rede com elevado
teor em agua e propriedades viscoelasticas semelhantes as dos tecidos moles do
organismo. Isso cria um ambiente favoravel ao desenvolvimento celular e permite uma
aplicacdo como biomateriais mimeéticos da matriz extracelular (55). O facto do PEG ser
um polimero sintético torna-se vantajoso, uma vez que pode sofrer modificacdes quimicas
de modo a alterar algumas das suas carateristicas, nomeadamente a nivel da resisténcia
mecénica, de modo a ser possivel a sua aplicacdo para desenvolvimento de diversos

tecidos (52). Outros dois polimeros sintéticos também muito usados em aplicacOes

19



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

biomédicas sdo o poli (alcool vinilico) (PVA) e o poli (2-hidroxietil metacrilato)
(PHEMA). Estes dois, através de processos de copolimerizacdo, podem dar origem a
hidrogéis ndo biodegradaveis que poderdo ser aplicados para regeneracao de tecido 6sseo
e cartilagem (56). O PVA é um polimero hidrofilico, que pode ser obtido a partir do poli
(vinil acetato) através de alcodlise, hidrolise ou amindlise (57). Este € soluvel em agua,
ndo tdxico, biocompativel com boa resisténcia mecénica e baixa capacidade de adsor¢ao
as proteinas. Através de reticulacdo fisica ou quimica é possivel a obtencéo de hidrogéis
deste polimero (58). Devido a estas caracteristicas e a possibilidade de modificacdo de
algumas das suas propriedades, de forma a se assemelhar aos tecidos humanos, este tem
sido amplamente estudado para aplicacdes no campo biomédico. Algumas das suas
aplicacBes mais comuns sdo lentes de contacto, colirios, barreiras de adesdo celular e
substituicdo artificial de cartilagem e do menisco (59). O hidrogel a base de PHEMA foi
0 primeiro a ser sintetizado, tendo desde ai vindo a ser usado em diversas aplicacoes,
como por exemplo fabrico de lentes de contacto, biomembranas e libertagdo controlada
de farmacos. Os hidrogéis formados a partir deste polimero apresentam hidrofilia,

permeabilidade e biocompatibilidade (60).
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6. Aplicacdo de hidrogéis em engenharia de tecidos

Os hidrogéis tém vindo a ser vastamente utilizados em engenharia de tecidos
sendo que, para tal, deverdo possuir algumas caracteristicas, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, adequada resisténcia mecéanica e estrutura
favoravel a adesdo, proliferacéo e sobrevivéncia celular, assemelhando-se o0 mais possivel
da matriz extracelular (10). Tém sido referidas como vantagens destes o facto de em geral
proporcionarem um ambiente aquoso, favoravel ao crescimento e sobrevivéncia celular,
bom transporte de nutrientes, o facto de poderem ser facilmente modificados e permitirem
a incorporacao de ligandos de adesao celular. Alguns dos hidrogéis podem ser injetados
in vivo, gelificando a temperatura corporal. Em termos de desvantagens é apontado o
facto de, por vezes, possuirem uma estrutura mecanicamente fraca, dependendo do
polimero que lhes d& origem e de necessitarem de ser submetidos a processos de
esterilizacdo e purificacdo (61). De acordo com o tecido que se pretende regenerar e do

objetivo final da aplicacéo, assim sera escolhido o polimero para formar o hidrogel.
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6.1. Hidrogéis de polimeros naturais

De entre as varias aplicacdes dos hidrogéis de polimeros naturais em engenharia de
tecidos pode-se destacar a sua utilizagdo como scaffolds. Na tabela 6.1 encontram-se
apresentados alguns exemplos de aplicacbes como scaffolds ja descritas de hidrogéis

obtidos a partir de polimeros naturais.

Tabela 6.1-Algumas aplicacdes de hidrogéis de polimeros naturais como scaffolds em engenharia de
tecidos. Adaptado de (6,10,62,63).

Tipo de polimero Tipo de células estudadas Tecido pretendido

Hepatdcitos Cardiovascular

Condrocitos Cartilagem

Acido hialurénico Tecido Conjuntivo

Fibroblastos

Pele

Osteoblastos

Tecido 6sseo

Acido hialurénico-gelatina

Cordas Vocais

Condrécitos

Cartilagem

Gelatina Fibroblastos Matriz extracelular
Tecido vascular
Colagénio Fibroblastos Pele
Condrdcitos Cartilagem
Hepatdcitos Cardiovascular
Alginato Condrdcitos Cartilagem
Osteoblastos Tecido 6sseo
Quitosano Osteoblastos Tecido 6sseo

Carboximetilcelulose Hepatdcitos Cardiovascular

Células da medula éssea Cardiovascular

Fibrina

Condrdcitos Cartilagem

Dada a existéncia de muitos polimeros naturais e ao grande nimero de estudos ja
realizados, neste subcapitulo seréo referidas apenas aplica¢6es de hidrogéis de cinco dos
polimeros naturais mais utilizados. Serdo referenciados alguns dos estudos mais
relevantes, nomeadamente alguns estudos com realizagdo de ensaios in vivo e ensaios

clinicos.
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6.1.1. Colagénio

O colagénio é o polimero natural mais amplamente utilizado. Os hidrogéis podem
ser obtidos através de reticulacdo fisica ou reticulagdo quimica. Quando séo obtidos por
reticulacdo fisica sdo termicamente reversiveis. As desvantagens dos hidrogéis de
colagenio séo o facto de apresentarem baixa resisténcia mecanica, serem potencialmente
imunogenicos, poderem apresentar grandes variacdes na composi¢do dependendo do lote
e necessitarem de um processo de purificagdo dispendioso. Apesar destas desvantagens,
os hidrogéis de colagénio tém sido muito usados em engenharia de tecidos devido a sua
composicao favoravel a adesdo, migracdo e diferenciacdo celular, ao facto de poderem
ser formados in situ, serem biocompativeis e biodegradaveis. Esta Gltima carateristica
deve-se ao facto do polimero ser degradado por enzimas existentes no organismo
(colagenases) (57,64). O colagénio tem sido usado como scaffold para regeneracdo de
diferentes tecidos, que incluem tecido nervoso, pele (65), tecido vascular, tecido ésseo e
cartilagem (66), tecido intestinal e tecido hepatico (57). Este polimero pode apresentar
algumas limitacdes, sendo necessaria a otimizagdo de algumas caracteristicas de acordo
com o tecido que se pretende regenerar. Uma vez que apresenta uma elevada taxa de
degradacdo, os seus hidrogéis apresentardo menor estabilidade e reduzida resisténcia
mecanica. Estes aspetos podem ser otimizados através de alteracdes na concentracdo de
colageénio, através de processos fisicos ou processos de reticulacdo quimica. No entanto,

0s agentes de reticulacdo poderédo apresentar alguma toxicidade (67,68).

Um dos agentes que tem vindo a ser utilizado, o glutaraldeido, aumenta a
estabilidade do hidrogel, no entanto podera ter um efeito toxico devido a dificuldade de
eliminar completamente os seus residuos dos scaffolds. Em alternativa pode ser usado
outro agente de reticulagdo, o hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (EDAC), que até ao momento ndo demonstrou toxicidade (67).

Os hidrogéis de colagénio podem ser aplicados para a regeneracdo da derme e
epiderme. Por exemplo, o Apilgraf® tem vindo a ser usado como substituto da pele para
tratamento de feridas crénicas. Este material € composto por duas camadas de forma a
mimetizar a derme e a epiderme. A primeira camada é constituida por um hidrogel de
colagénio bovino de tipo | no qual sdo cultivados fibroblastos humanos, de modo a se
assemelhar a estrutura nativa da derme, enquanto a segunda camada é composta por uma
cultura de queratindcitos humanos. Tém sido apontadas como desvantagens deste

substituto dérmico o custo elevado, baixa resisténcia a degradacdo, apresentando um
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baixo tempo de vida util e o baixo tempo de permanéncia dos fibroblastos no suporte (69—
71). Com vista a ultrapassar estas limitacdes Helary et al. desenvolveram um hidrogel
com elevada concentracdo de colagénio (5 mg/mL) e avaliaram o seu desempenho
durante vinte e um dias, comparativamente a um hidrogel de colagénio de concentracédo
média (3 mg/mL) e de baixa concentracdo (0.66 mg/mL) (71). Na figura 6.1 encontra-se
representado um gréfico que traduz o crescimento celular ocorrido durante os vinte e um
dias do estudo, no hidrogel com elevada concentracdo de colagénio (CCHS5), no hidrogel
de colagénio de concentracdo média (CCH3) e no de baixa concentracdo (NCH). No caso
do hidrogel CCH5, verificou-se um maior numero de fibroblastos viaveis
comparativamente aos restantes, podendo concluir-se que o crescimento celular é

dependente da concentracdo do polimero (71).
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Figura 6.1-Crescimento celular nos hidrogéis de colagénio com concentracdo de 5 mg/mL (CCH5), de 3
mg/mL (CCH3) e de 0.66 mg/mL (NCH). Reproduzido de (71).

Na figura 6.2 encontra-se representado o grafico com a percentagem de células
apoptéticas em cada um dos hidrogéis estudados. Através da andlise destes dados €
possivel verificar que a apoptose é inversamente proporcional & concentracdo de
colagénio, ou seja, os hidrogéis de menor concentracdo apresentam maior nimero de

células apoptoticas (71).

24



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

100 - .
ONCH
L @ CCH3
= 80 - mCCH5
o]
o &
L O
4 I
[TY
g o
£ & 407
(6]
o
-
g 20 -
0

7 14 21
Tempo (dias)

Figura 6.2-Percentagem de células apoptéticas em cada um dos hidrogeéis estudados. Reproduzido de
(71).

No final do estudo concluiu-se que os hidrogéis de colagénio com a maior
concentragdo possibilitam uma maior permanéncia de fibroblastos sobre o suporte
favorecendo a proliferacdo celular e limitando a apoptose. Deste modo os hidrogéis de
colagénio com maior concentracdo poderdo constituir uma boa opcao para regeneracéo
da derme (71).

Para além da aplicacdo acima referida os hidrogéis de colagénio poderdo
apresentar outras como € o caso da regeneracdo 6ssea. Com vista a esta aplicacdo Ma et
al. prepararam um hidrogel hibrido contendo colagénio, hidroxiapatite e alendronato, um
farmaco usado para o tratamento da osteoporose. Os hidrogéis foram sintetizados
utilizando como agente de reticulagdo um composto organico encontrado em extratos de
frutos de gardénia, a genipina. Foram preparados hidrogéis com diferentes proporgdes de
hidroxiapatite e de alendronato e comparados os resultados obtidos. Para a realizagdo dos
testes de adesao e proliferacdo celular foi usada uma linhagem celular de pré-osteoblastos
de murinos (MC3T3-E1). Estes hidrogéis apresentaram boas propriedades mecanicas e
biodegradabilidade, podendo estas propriedades serem ajustadas através de alteracdes nas
proporcdes de hidroxiapatite e alendronato e na alteracdo da concentracdo do agente
reticulante. Apresentaram também biocompatibilidade e promocdo da adesdo e
proliferacdo celular. Em suma, neste estudo realizado in vitro estes hidrogéis
apresentaram potencial para aplicacdo como suportes para engenharia de tecido 0sseo,

sendo necessaria futuramente a realizagéo de estudos in vivo (72).
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Outa aplicacdo possivel dos hidrogéis de colagénio é a regeneracdo da cornea.
Com esse intuito Xiao et al. desenvolveram um hidrogel de colagénio usando uma técnica
designada compressdo pléastica e testaram a sua aplicagdo in vivo. A técnica utilizada
permitiu a obtencdo de um hidrogel de colagénio fino e transparente e com melhoria nas
propriedades mecanicas (73).

Para a realizacdo dos estudos in vivo foram usados vinte coelhos brancos New
Zealand sendo estes divididos em dois grupos, grupo experimental e grupo de controlo.
Nos animais pertencentes ao grupo experimental foi implantado o hidrogel de colagénio
enquanto que no grupo de controlo foi implantada uma membrana amnidtica. Foram
observados os olhos passados um, sete, catorze, vinte e um, sessenta, noventa e cento e
vinte dias do implante. Durante este periodo ndo foi observado formacao significativa do
edema, inflamacdo, ou neovascularizacdo nos dois grupos, demonstrando que ambas as

abordagens sdo biocompativeis (figura 6.3)(73).

1d 7d 14d 21d 304 60d 90d 120d

Figura 6.3-Fotografias representativas das corneas transplantadas, no grupo experimental (linha superior)
e no grupo controlo (linha inferior). Reproduzido de (73)

Para além disso, através da analise das imagens obtidas por microscopia eletrénica
de varrimento foi possivel verificar que as fibras de colagénio do hidrogel se encontravam
densamente comprimidas e uniformemente arranjadas. Em conclusdo, este hidrogel
formado demonstrou boa biocompatibilidade associada a melhorias das propriedades

mecanicas podendo vir a ser aplicado como scaffold para regeneracdo da cdrnea (73).
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6.1.2. Gelatina

A gelatina, polimero derivado do colagénio, também tem sido aplicada em
engenharia de tecidos (46). A gelatina tem por si s6 facilidade de gelificacdo, sendo
possivel melhorar esta caracteristica atraves da sua modificacdo quimica, como é o
exemplo da adicdo de grupos de metacrilamida. Estes grupos permitem manter as
propriedades originais do polimero e ddo origem a uma solidificacdo permanente da
gelatina, aumentando a sua estabilidade (68). Num estudo realizado por Zhao et al. foram
sintetizados hidrogéis com diferentes concentracbes de gelatina modificados com
metacrilamida (Gel-MA) e avaliada a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de
queratindcitos, com vista a uma aplicacdo na regeneracdo da epiderme. Foram usadas
solugdes com concentracdes entre 5 a 20% de gelatina-metacrilamida. Durante cinquenta
e seis dias foi observada a evolugéo do hidrogel em termos de resisténcia mecanica,
biodegradabilidade e capacidade de regeneracédo epidérmica (68).

Na figura 6.4. encontra-se representado o grafico com a percentagem de massa
restante, para cada hidrogel, ao longo dos cinquenta e seis dias de estudo. Através deste
é possivel verificar que o hidrogel com concentracdo de 20% apresenta menor taxa de
degradacdo que os restantes, permanecendo cerca de 25% da sua massa total passados
estes dias (68).
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Figura 6.4-Percentagem de massa restante em cada hidrogel ao longo dos cinquenta e seis dias de estudo.
Reproduzido de (68).

Ap0s analise da taxa de degradacéo dos varios hidrogéis foi escolhido o hidrogel

de Gel-MA com concentracdo de 20% para o restante estudo, sendo seguidamente

27



Hidrogeéis: Potencial de aplicacdo em Engenharia de Tecidos

realizado um ensaio de desenvolvimento da epiderme in vitro. Para tal foram usados
queratindcitos humanos imortalizados. Na figura 6.5 é possivel visualizar secgdes de
epiderme coradas com eosina e hematoxilina. As imagens A correspondem a secgoes
coradas de epiderme reconstruida usando o scaffold a base de hidrogel de gelatina
modificado com metacrilamida, enquanto as imagens B sdo referentes a sec¢fes coradas
de epiderme reconstruida a partir de um scaffold de hidrogel de colagénio. Foi observado
o desenvolvimento da epiderme apo6s duas semanas de cultura celular (imagens Ai e Bi)
e apos seis semanas (imagens Aii e Bii). Ndo foi visualizada nenhuma diferenca
significativa a nivel da espessura entre a epiderme cultivada recorrendo a hidrogéis de
Gel-MA e recorrendo a hidrogéis de colagénio. No entanto, apds as seis semanas de
cultura, € possivel visualizar que os hidrogéis de Gel-Ma ainda se encontram presentes
contrariamente ao hidrogel de colagénio que é praticamente impercetivel, indicando
maior estabilidade dos hidroéis de Gel-MA a 20% (68).

Ai GelMA 2weeks | | Aii GelMA 6 weeks

3 ."‘ ." i ‘-’,'a
: 100 pm T 100pm
BiCollagen 2 weeks 6 weeks

Figura 6.5-SecBes coradas com eosina e hematoxilina de epiderme reconstruida em scaffolds de hidrogéis
de Gel-MA (A) e de hidrogéis controlo de colagénio (B), ap6s duas semanas (i) e seis semanas (ii) de
cultura. E= epiderme, S=scaffolds. Reproduzido de (68).

Os autores concluiram que os hidrogeis de maior concentragdo apresentam
melhores propriedades mecanicas associadas a maior resisténcia a degradacdo pelas

colagenases. Os hidrogéis de Gel-MA funcionam como suporte para 0 crescimento e
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diferenciacéo dos queratindcitos e estratificacdo em multiplas camadas para reconstrucéo
da epiderme. Este tipo de hidrogéis, cultivados com queratindcitos, poderd ser usado
como substituto da epiderme, pensos para feridas, ou substratos para construir varios

modelos de pele in vitro (68).

Noutro estudo, realizado por McCain et al., foi desenvolvido e testado um hidrogel
de gelatina para engenharia de tecido cardiaco. Foram usados dois tipos de células, sendo
eles cardiomidcitos de ratos neonatos e cardiomiocitos humanos derivados de células-
tronco de pluripoténcia induzida. Foi observada adesdo de ambos os cardiomidcitos ao
hidrogel de forma natural, ndo sendo necessaria a adicdo de proteinas de adesdo ao
hidrogel. Este hidrogel de gelatina demonstrou também possibilitar a cultura a longo
prazo dos cardiomidcitos de rato e dos de origem humana, podendo vir a ser aplicado
como suporte para a engenharia de tecido cardiaco (74).

Para além destas aplicagdes os hidrogéis de gelatina também tém sido utilizados
para a administracdo de fatores de crescimento para promover a vascularizacdo de novos
tecidos (57).

6.1.3. Acido Hialurénico

O acido hialurénico é um dos componentes da matriz extracelular, composto por
acidos carboxilicos e alcoois, grupos funcionais que podem ser utilizados para introduzir
outros dominios funcionais ou para obter hidrogéis através de processos de reticulacéo.
Apresenta biodegradabilidade devido a presenca de hialuronidases no organismo, é
biocompativel e tem capacidade de bioreabsorcéo (75). Os hidrogéis de acido hialurénico
podem ser obtidos através de reticulacdo quimica, usando como agentes de reticulacao
varios tipos de derivados de hidrazida, ou por polimerizacgdo radicalar com metacrilato de
glicidilo (57).

Devido as caracteristicas acima citadas e a sua elevada viscoelasticidade, e ainda
por ser um polimero enddgeno, o &cido hialuronico constitui uma boa opgdo para
aplicacdo em engenharia de tecidos, estando reportada a sua aplicacdo para
preenchimento dérmico, regeneracdo da coOrnea, cicatrizacdo de feridas, reparacdo e

regeneracdo Ossea e de cartilagem, entre outros (35,75).
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Devido a sua capacidade de retencdo de agua e peso molecular elevado, os
hidrogéis de 4&cido hialurénico permitem obter um ambiente adequado ao
desenvolvimento celular (50,75).

Num estudo sobre reparacdo e regeneracdo da cartilagem, Erickson et al., tentaram
inferir se 0 aumento do numero de células mesenquimais semeadas sobre o hidrogel de
acido hialurénico e o0 aumento da densidade das cadeias poliméricas teriam influéncia no
processo de crescimento e diferenciacdo celular. O intuito foi testar o potencial do
polimero como substituto da cartilagem humana. Para tal, foram sintetizados hidrogéis de
acido hialuronico metacrilado (HA-MA) com concentracdes (m/v) de 1%, 3% e 5%. Os
autores do estudo optaram por usar acido hialurénico modificado, neste caso metacrilado,
de modo a obter um hidrogel covalentemente reticulado, obtendo-se uma estrutura mais
estavel. Sobre estes foram semeadas células mesenquimais, previamente isoladas de
fémures de bovinos jovens, na concentracdo de 20 ou 60 milhdes de células/mL. As
celulas foram cultivadas durante quatro e oito semanas, sendo a cada intervalo de tempo
avaliadas as propriedades biomecénicas, bioquimicas e histoldgicas do hidrogel (76).

Verificou-se que o aumento da concentracdo de células mesenquimais semeadas
leva ao aumento das células viaveis e ao mesmo tempo nao compromete a viabilidade do
hidrogel. No entanto, contrariamente ao que 0s autores esperavam, no caso dos hidrogéis
de HA-MA de 3% e 5% o aumento da densidade de células mesenquimais ndo melhorou
as propriedades da matriz formada. Demonstrou-se assim que as concentracdes mais
elevadas sdo menos permissivas para o desenvolvimento de uma matriz funcional, sendo
que o hidrogel de acido hialurénico com menor densidade (1%) apresentou melhor
microambiente para o crescimento celular (76) .

Num estudo mais recente foi desenvolvido um hidrogel de acido hialurénico
injetavel com formacdo in situ. Para a obtencdo deste hidrogel foi usado um derivado do
acido hialurénico, o acido hialurénico tiolado, sendo o hidrogel formado através do
estabelecimento de ligacOes dissulfeto entre dois grupos tiol livres. Foram preparados
varios hidrogeis usando acido hialurénico com diferentes graus de substituigdo tiol e
diferentes pesos moleculares. Foram analisadas as propriedades dos varios hidrogéis
obtidos e a possibilidade da sua aplicacdo como scaffolds para o desenvolvimento de
novos tecidos (77).

Realizaram-se estudos in vitro e in vivo. Para a realizacdo dos estudos in vivo
foram injetados subcutaneamente hidrogéis sem células (controlo) e hidrogéis contendo

condrécitos em ratinhos. Os resultados obtidos mostraram que é possivel controlar o
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tempo de gelificacdo, as propriedades de inchamento, propriedades mecanicas e
degradacdo dos hidrogéis podendo ser otimizadas de modo a se assemelharem as do
tecido a substituir. Os hidrogéis mostraram biocompatibilidade, observando-se
proliferacdo celular ao longo dos 21 dias de cultura in vitro. Nos estudos in vivo, durante
o decorrer destes, os hidrogéis demonstraram boa estabilidade e baixa taxa de degradacéo.
Verificou-se também um aumento da densidade de celular a longo dos 28 dias de estudo
demonstrando que os hidrogéis formados apresentam boa biocompatibilidade e permitem
a adesdo e proliferacdo celular in vivo. E possivel entdo concluir que estes hidrogéis
apresentam um grande potencial para aplicacdo em engenharia de tecidos (77).

Para além da aplicacdo dos hidrogéis de acido hialurénico como suporte para o
desenvolvimento de novos tecidos estes também podem ser aplicados para a libertacdo
controlada de farmacos. Por exemplo, hidrogéis de acido hialurénico injetaveis podem
ser usados para libertacdo controlada de fatores adipogenicos, como por exemplo

insulina, para regeneracgéo de tecido adiposo (78).

6.1.4. Alginato

Os hidrogéis de alginato podem ser obtidos, em meio aquoso, através do
estabelecimento de interagdes idnicas com catides divalentes (32). Tém sido descritas
aplicacdes deste em regeneracdo da pele (10,79), de cartilagem, de tecido 6sseo (63,80)
e tecido cardiaco (81).

Por exemplo, para regeneracao de tecido ésseo, Rubert et al. desenvolveram um
estudo com o objetivo de comparar as propriedades estruturais, fisico-quimicas, a
biocompatibilidade e bioatividade de hidrogéis de alginato e hidrogéis de acido
hialuronico, com diferentes concentracdes. Para a sintese dos hidrogéis foram usadas
solucdes de ambos 0s polimeros com concentracdes de 1%, 2% e 3% (m/v). Foi também
usada uma linha celular osteoblastica derivada de rato MC3T3-E1 (63).

Apos preparacgdo dos hidrogeis foram analisadas algumas das suas propriedades
tais como a viscosidade, pH e didmetro dos poros de modo a identificar as condi¢des
Otimas para a preparacao dos scaffolds. Em termos de viscosidade ambos os polimeros
demonstraram um aumento desta associada ao aumento da concentragcdo do polimero e
reducdo associada ao aumento da temperatura de 25 °C para 37 °C. Relativamente ao pH
os hidrogeéis apresentaram um valor semelhante ao pH fisioldgico. No caso dos hidrogéis
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de alginato os valores de pH obtidos para as diferentes concentrages foram muito
semelhantes entre si, no caso do &cido hialurénico observou-se uma pequena diminuicao
do pH associado ao aumento da concentragdo. No que toca a porosidade os hidrogeéis de
acido hialurénico apresentam poros de menor didametro do que os hidrogéis de alginato e
em ambos os hidrogeis verificou-se uma diminui¢do do tamanho do poro associada ao
aumento da concentracao de polimero (63).

Apo6s 24 h da adicdo das células aos hidrogéis procedeu-se a recolha do meio de
cultura para avaliar a citotoxicidade destes. Para avaliar esta componente foi usado como
indice a atividade da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (LDH) no meio de
cultura. Como é possivel verificar atraves da anélise do grafico presente na figura 6.6,
nenhum dos hidrogéis testados apresenta um efeito toxico sobre as células MC3T3-E1,
sendo observada maior viabilidade celular no caso do hidrogel de alginato a 1%

comparativamente ao hidrogel de acido hialurénico com a mesma concentragéo (63).
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Figura 6.6- Atividade da LDH medida a partir de meios de cultura recolhido 24 h ap@s a exposi¢éo das
células MC3T3-E1 com hidrogéis de alginato e hidrogéis de acido hialurénico com diferentes
concentragdes de polimeros (1%, 2% e 3%). Reproduzido de (63).

Passados vinte e um dias foram recolhidas células e analisado o seu nimero, niveis
de calcio e a atividade da fosfatase alcalina (63). A fosfatase alcalina (ALP) corresponde
a uma enzima expressa por células durante a osteogénese (82). O teor em célcio
intracelular foi quantificado e analisado como indicador de diferencia¢do celular. Em

relacdo a atividade da ALP, como é possivel visualizar na figura 6.7, as células presentes
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nos hidrogeis de alginato apresentaram maior atividade desta comparativamente as

células que se encontravam nos hidrogéis de acido hialurénico (63).
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Figura 6.7- Atividade de fosfatase alcalina (ALP) nas células MC3T3-EL1 cultivadas durante 21 dias em
hidrogéis de alginato e hidrogéis de acido hialurénico com diferentes concentragdes de polimero (1, 2 e
3%). Reproduzido de (63).

Em relacdo ao teor em calcio as células cultivadas em hidrogéis de alginato
apresentaram maior teor do que as células de controlo e foi verificado um aumento deste
teor com o aumento da concentracdo do polimero. No entanto, os autores nao
conseguiram analisar o teor em célcio das células cultivadas em hidrogéis de acido
hialuronico devido a uma interferéncia deste polimero no método para determinacao
utilizado (63).

Apos a realizacdo do estudo foi possivel concluir que ambos os hidrogéis
apresentam biocompatibilidade permitindo a sobrevivéncia e proliferacdo celular. Os
hidrogéis de alginato apresentaram niveis superiores de atividade de fosfatase alcalina
relativamente aos hidrogéis de 4&cido hialuronico e maior teor em célcio
comparativamente com o controlo. Assim, foi possivel inferir que os hidrogeis de alginato
apresentaram maior inducédo da diferenciacdo dos osteoblastos que os hidrogeis de acido
hialurdnico, sugerindo que os hidrogéis de alginato s&o mais adequados para aplicacdes

como biomateriais em engenharia de tecido 6sseo (63).
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Nesse seguimento, noutro estudo, foi avaliada a aplicacdo in vivo de um hidrogel
composto por matriz extracelular 6ssea, desmineralizada e sem células, e alginato (83).

A este hidrogel foram adicionadas células humanas isoladas do estroma da medula
Ossea e alguns fatores de crescimento selecionados. Foram usados diferentes tipos de
hidrogéis, de modo a avaliar a bioatividade da matriz extracelular 6ssea. Foi entdo
preparado um hidrogel composto por alginato e colagénio, um hidrogel composto por
alginato e matriz extracelular dssea sujeito a irradiacdo com luz ultravioleta, de modo a
inativar os fatores de crescimento enddgenos dentro da matriz, e hidrogéis compostos por
alginato e matriz extracelular éssea com e sem adicéo de fatores de crescimento exogenos.
Os hidrogéis foram implantados em ratinhos e analisados os resultados passados 28 dias.
Comparando os hidrogeis apenas compostos por alginato e matriz extracelular 6ssea com
os hidrogéis aos quais se adicionaram fatores de crescimento exdgenos verificou-se que
a adicdo destes fatores ndo aumentou a formacao 6ssea. No entanto, verificou-se diferenca
entre os hidrogeis sujeitos a irradiacdo e 0s restantes, sendo que 0S primeiros
apresentaram menor formacao 6ssea. Deste modo, foi possivel concluir que a componente
da matriz extracelular dssea, devido aos de fatores de crescimento enddgenos nela
presentes, apresenta por si so capacidade osteoindutora, ndo sendo necessaria a adicdo de
fatores de crescimento exdgenos. A adi¢cdo do alginato contribuiu para a melhoria da
estabilidade estrutural da matriz extracelular. Em todos os hidrogéis foi observada
invasdo dos hidrogéis por parte do tecido hospedeiro e vasculariza¢do. A combinacédo do
hidrogel de alginato com a matriz extracelular 6ssea permitiu a obtencdo de um scaffold
bioativo para aplicacdo em medicina regenerativa nomeadamente para regeneracdo de

tecido 6sseo (83).

Outra possivel aplicacdo dos hidrogéis de alginato é a regeneracdo de tecido
cardiaco. Dahlmann et al. desenvolveram um hidrogel contendo alginato e é&cido
hialurénico com formacédo in situ para engenharia de tecido do miocardio. O alginato e
0 acido hialurénico foram submetidos a processos quimicos de modo a obter 0s seus
derivados aldeidicos e hidrazidicos. O hidrogel formou-se por reticulacdo espontaneo em
meio aquoso, atraveés de reacdo de condensacao dos grupos aldeido e hidrazida (81).

Foram usados cardiomidcitos isolados de tecido cardiaco de ratos neonatos, com
idades compreendidas entre um e trés dias. Para a preparacdo do tecido cardiaco

bioartificial os polimeros foram suplementados com colagénio humano de tipo | (81).
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Verificou-se que as propriedades fisicas e mecanicas dos hidrogeis podem ser ajustadas
através da derivatizacdo dos polimeros e da alteracdo da concentragdo e composicdo da
mistura polimérica. Observou-se também que a adi¢do do colagénio permitiu a adeséo,
proliferacdo e integracdo das células na matriz formada, permitindo a formacédo de um
novo tecido, com caracteristicas semelhantes ao miocéardio (81).

Com este estudo foi possivel concluir que estes hidrogéis compostos por alginato
e &cido hialurénico e suplementados com colagénio para além de ndo apresentaram
citotoxicidade, apresentam grande potencial de ajuste das suas propriedades mecanicas,
permitindo a otimizacdo das mesmas de modo a melhor mimetizarem o miocardio. Deste
modo estes hidrogéis poderdo vir a ser aplicados para reconstrucdo do musculo cardiaco
(81).

Para além das aplicacdes acima descritas o alginato também pode ser combinado
com outros polimeros naturais como € o caso da agarose. Por exemplo, o Cartipatch® é
composto por um hidrogel hibrido de alginato e agarose cultivado com condrécitos
autologos, sendo usado como scaffold para regeneracdo de cartilagem hialina. Foram
realizados ensaios clinicos com este hidrogel sendo implantado em 17 individuos, com
idades compreendidas entre 0s 17 e 42 anos, e acompanhado o seu desenvolvimento ao
longo de dois anos. No decorrer deste periodo foi observada a formagéo de cartilagem
hialina em 8 dos 17 pacientes, demonstrando a potencialidade de aplicacéo deste hidrogel
(84-86).

6.1.5. Quitosano

O quitosano tem vindo a ser aplicado em engenharia de tecidos devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formacéo de hidrogéis in situ.

O BST-CarGel®, por exemplo, corresponde a um hidrogel injetavel copolimérico,
formado por quitosano e glicerol, usado como scaffold para a regeneragéo de cartilagem.
Foi realizado um ensaio clinico com 80 individuos, de idades compreendidas entre 18 e
55 anos, com vista a testar a sua evolucao clinica e estrutural durante 5 anos. Neste ensaio
foi verificado que a aplicacdo deste hidrogel proporciona maior recuperacdo da lesdo
associada a melhorias a nivel da dor, rigidez e fungcdo. Em suma, concluiu-se que a

aplicacéo deste hidrogel apresenta beneficio clinico (84,87)
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No mesmo seguimento, Tan et al. realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
0 potencial de aplicacdo de hidrogéis injetaveis compostos por quitosano e &cido
hialuronico para engenharia de tecidos cartilaginoso. Para tal foram usados hidrogéis com
diferentes proporcdes destes dois polimeros e observada a influéncia desta variacdo nas
suas propriedades (88). Os autores deste estudo optaram por usar um derivado do
quitosano, o N-succinil-quitosano (S-CS) e uma forma oxidada do &cido hialurénico,
acido hialurénico aldeido (A-HA). O S-CS em relacdo ao quitosano apresenta como
vantagem maior solubilidade em solventes organicos e a forma oxidada do &cido
hialuronico tem a vantagem de permitir a formacao de ligagdes reticuladas. O hidrogel é
entdo obtido através da reacdo entre 0s grupos amino e aldeido, sendo esta uma reacgdo de
reticulagdo com formagdo de uma base de Schiff (—C=N-) (88). Foram usadas solucfes
com diferentes racios de S-CS/A-HA, sendo eles 1/9, 3/7, 5/5, 7/3, 9/1. Aos hidrogéis
foram adicionados condrdcitos articulares de origem bovina, previamente isolados, com
uma densidade de 500 x 10* células/mL de hidrogel. No que toca a morfologia, na figura
6.8 encontram-se apresentadas imagens dos diferentes hidrogéis obtidas por microscopia
eletronica de varrimento. E possivel visualizar que uma maior proporcao de S-CS resulta

na formacao de poros com menor diametro e estrutura de rede mais apertada (88).

B o

Figura 6.8- Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varrimento de hidrogéis compostos S-CS / A-

HA liofilizado. (A) - (c) morfologia de superficie de hidrogéis com a propor¢do em volume de 07/03 (a),

5/5 (b) e 7/3 (c). (D) - (f) morfologia transversal de hidrogéis com a propor¢do em volume de 07/03 (d),
5/5 (e) e 7/3 (f). Reproduzido de (88).
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A nivel da sobrevivéncia celular foi observado um maior nimero de condrocitos
nos hidrogéis 5/5 e 7/3 comparativamente aos restantes (figura 6.9). No entanto, todos o0s
hidrogéis apresentaram menor nimero de condrécitos do que no caso do fosfato tricélcico
usado como controlo (88). O fosfato tricalcico € um material cerdamico que tem vindo a
ser usado como biomaterial para substituicdo 6ssea devido a sua biodegradabilidade e
osteocondutividade (89). No caso do hidrogel 5/5 os autores analisaram a morfologia dos
condrdcitos sendo concluido que estes mantiveram a sua morfologia tipica, podendo este
hidrogel ser uma escolha adequada para o desenvolvimento de scaffolds para engenharia

de tecido cartilaginoso (88).

50000

NUmero de células

TCP 317 5/5 713 9/1

S-CS/A-HA

Figura 6.9- Nimero de condrécitos bovinos aderidos a superficie dos hidrogéis comparativamente com 0s
pocos de controlo. TCP-fosfato tricdlcico. Reproduzido de (88)

Com este estudo concluiu-se que este hidrogel composto permite a adeséo e
proliferacdo de condrocitos e podera ser aplicado futuramente em engenharia de tecido
cartilaginoso (88).

Para além desta aplicacdo o quitosano tem demonstrado ser um material com
potencial para desenvolvimendo de scaffolds para engenharia de tecido 0sseo. Este
polimero permite a ligacdo e proliferacdo de osteoblastos e a formacdo de uma matriz
Ossea mineralizada (62).

Noutro estudo, realizado por Dhivya et al., foi avaliada a aplicagdo de um hidrogel

de quitosano reforcado com nanohidroxiapatite para reparacdo de tecido 6sseo. Foi
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testado um hidrogel contendo nanohidroxiapatite e outro sem este componente sendo que
a ambos os hidrogéis de quitosano foi adicionado zinco e B-glicerofosfato (90).

A hidroxiapatite corresponde a um componente mineral, quimcamente semelhante
a componente inorganica da matriz 0ssea, tendo descritas como propriedades suas
osteocondutividade, osteoinductividade, e lenta taxa de biodegradacdo (91). O zinco
também é encontrado em tecido 6sseo, tendo como accdo a estimulacdo da
osteoblastogenese e supressdo da osteoclastogenese, estimulando o crescimento dsseo e
diminuindo a degradacdo do mesmo (92). O B-glicerofosfato € um fosfato inorganico
sendo usado com o objetivo de induzir a mineralizacao do tecido formado (93).

Foram usadas células estaminais mesenquimais de rato. Primariamente foram
realizados estudos in vitro e posteriormente estudos in vivo. Para a realizacéo dos Gltimos
foram implantados hidrogéis em defeitos tibiais de rato e analisado o desenvolvimento
dos mesmos duas semanas ap6s a implantacdo. Os estudos in vivo realizados
demonstraram que hidrogéis apresentam uma temperatura de transi¢do vitrea de 37 °C e
que estes ndo apresentam toxicidade para as células estaminais mesenquimais. No que
diz respeito a diferenciacdo celular foram realizados testes com ambos os hidrogéis, com
e sem estimulacdo osteogénica e analisados os resultados passados sete e quatorze dias.
No caso do hidrogel contendo nHAp, quando sujeito a estimulagdo osteogénica, 0s
autores verifcaram uma maior diferenciagdo osteoblastica do que no hidrogel sem nHAp.
Em relacdo aos estudos realizados in vivo na figura 6.10 encontram-se imagens de
radiografias obtidas duas semanas apds o preenchimento dos defeitos tibiais com o0s
hidrogéis, sendo possivel verificar maior cicatrizacdo 6ssea no caso do hidrogel de Zn-
CS /nHAp / B-GP (90).
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Figura 6.10- Imagens radiograficas dos defeitos tibiais de ratos obtidas duas semanas ap6s o seu
preenchimento com o hidrogel de Zn-CS / B-GP e o hidrogel de Zn-CS / nHAp / p-GP. (a) Controlo, (b)
hidrogel de Zn-CS / B-GP, (c) hidrogel de Zn-CS / nHAp /B-GP. Reproduzido de (90).

Através deste estudo os autores puderam concluir que estes hidrogéis nédo
apresentam citotoxicidade, permitindo a adesdo e proliferacdo celular e que a adi¢do de
nHAp € vantajosa uma vez que aumenta a diferenciacdo das células estaminais
mesenquimais em osteoblastos e acelera a formacédo de tecido ésseo. Deste modo estes
hidrogéis poderao vir a ser aplicados para regeneracdo 0ssea (90).

A aplicacdo de hidrogéis de quitosano para regeneracdo 6ssea também foi
estudada por Liskova et al. Estes autores desenvolveram hidrogéis injetaveis de quitosano
contento B-glicerofosfato de sddio e magnésio. Neste estudo os hidrogéis demonstraram

igualmente citocompatibilidade e potencialidade de aplicacdo destes (94).

Num estudo realizado por Wang et al. foram preparados hidrogéis injetaveis de
quitosano e avaliada a potencialidade da sua aplicacdo como suporte para o crescimento
e diferenciacdo de células estaminais derivadas de tecido adiposo castanho para
regeneracdo de miocardio (95).

Foi avaliado o efeito in vitro do quitosano na diferenciacdo celular através da
medicdo da percentagem de células com expressdo de troponina T e da expressao de
marcadores cardiacos especificos, verificando-se que o0 quitosano melhorou
significativamente a diferenciacdo cardiaca das celulas usadas. Para a realizacdo dos
estudos in vivo foram usados ratos com historial de enfarte do miocéardio, sendo injetadas
células estaminais derivadas de tecido adiposo castanho com ou sem hidrogel de

quitosano no coracdo dos mesmos. Através da analise dos dados obtidos foi possivel
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verificar que a aplicacdo do hidrogel de colagénio se mostrou vantajosa, uma vez que,
nos animais onde este foi implantado se verificou maior adesdo, sobrevivéncia e
diferenciacdo celular e aumento significativo da funcéo cardiaca comparativamente aos
restantes animais. Estes resultados sugerem que a aplicacdo de hidrogéis de quitosano
juntamente com células estaminais derivadas do tecido adiposo castanho podera constituir

uma boa alternativa terapéutica para a regenera¢ao do miocérdio (95).
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6.2. Hidrogéis de polimeros sinteticos

Tal como os hidrogéis de polimeros naturais, os hidrogéis obtidos a partir de
polimeros sintéticos também podem ser aplicados como scaffolds em engenharia de
tecidos. Na tabela 6.2 apresentam-se algumas das aplicac6es ja descritas destes hidrogeis
como scaffolds em engenharia de tecidos.

Tabela 6.2 -Algumas aplicac6es de hidrogéis de polimeros sintéticos como scaffolds em engenharia de
tecidos. Adaptado de (6,10).

Tipo de polimero Tipo de células estudadas Tecido pretendido
Fibroblastos Tecido 6sseo
Condrdcitos, células- )
o Cartilagem
PEG tronco mesenquimais
Células endoteliais
_ : Vascular
Células do musculo liso
PEG-PLA Condrocitos Cartilagem
Mioblastos Musculo esquelético
PHEMA :
- Tecido ocular
PVA Condrdcitos Cartilagem

Dada a existéncia de muitos polimeros sintéticos, seguidamente serdo referidas
apenas aplicacdes de hidrogéis de quatro desses polimeros. Serdo referenciados alguns
dos estudos mais relevantes, nomeadamente alguns estudos com realiza¢&o de ensaios in

Vivo.
6.2.1. Poli (2-hidroxietil metacrilato)

Devido as excelentes propriedades mecanicas e a elevada hidrofobia, o poli (2-
hidroxietil metacrilato) tem vindo a ser uma opcéo de escolha para o fabrico de scaffolds.
No entanto, os hidrogéis formados ndo sdo biodegradaveis nao podendo ser aplicados em
engenharia de tecidos (96). De modo a ultrapassar esta limitacdo e a possibilitar a
obtenc&o de hidrogéis biodegradaveis, permitindo a sua substituicdo de forma progressiva
por novo tecido, s@o necessarias algumas modificagdes aquando da sintese dos polimeros
97).
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Zhang et al. realizaram um estudo tendo como objetivo o desenvolvimento de um
hidrogel biodegradavel de PHEMA. Para tal, utilizou-se uma técnica de polimerizagdo
assistida por micro-ondas, usando PHEMA como matéria-prima, persulfato de potassio
como o iniciador, e policaprolactona (PCL) como aditivo de reticulacdo (96). A PCL é
um poliéster alifatico, apresentando biodegradabilidade derivada da suscetibilidade das
ligacOes éster a degradacdo enzimatica ou hidrolitica. Este polimero apresenta uma
cinética de degradacdo mais lenta, comparativamente aos outros poliésteres alifaticos,
sendo favoravel para o fabrico de scaffolds, uma vez que se podera assemelhar a taxa de
desenvolvimento dos tecidos (98).

Apos a sintese foram avaliadas as propriedades fisicas e quimicas do hidrogel, a sua
degradacdo e toxicidade a nivel celular, de modo a ser possivel inferir a viabilidade da
sua utilizacdo para engenharia de tecidos. Em termos de degradacéo, os estudos efetuados
demonstraram um bom perfil de degradacdo, sendo degradado 75% do hidrogel
decorridos dezassete dias. Em termos de compatibilidade celular, os hidrogéis néo
demonstraram resposta citotoxica nos ensaios realizados in vitro. Com este estudo é
possivel concluir que através de algumas modificacbes sdo obtidos hidrogéis
biodegradaveis de PHEMA e que estes apresentam boas caracteristicas para a sua
aplicacdo em engenharia de tecidos (96).

Outra estratégia para a obtencéo de hidrogéis biodegradaveis de PHEMA é a sua
combinacdo com polimeros naturais, como € o caso da gelatina (97,99). Num estudo
realizado foram sintetizados cinco tipos de hidrogéis de PHEMA sendo eles: PHEMA,
PHEMA-gelatina, PHEMA-gelatina-glicerofosfato, PHEMA-gelatina-glutaraldeido e
PHEMA-hidroxiapatite e analisadas as suas caracteristicas com vista a serem aplicados
para engenharia de tecido 6sseo. Em termos de degradacdo, passados 28 dias, 0s hidrogéis
que apresentaram maior taxa de degradacdo foram os hidrogéis de PHEMA-gelatina, e
PHEMA-gelatina-glicerofosfato sendo degradado 12 e 15%, respetivamente. Para
realizacdo dos estudos celulares foi utilizada uma linhagem celular osteoblastica
previamente isolada de ratos. Através da analise dos dados obtidos verificou-se que a
adicéo de gelatina ao hidrogel de PHEMA originou um aumento da adesao, proliferagéo
e diferenciagdo celular. Associando esta caracteristica ao facto da gelatina aumentar a
biodegradabilidade do PHEMA é possivel concluir que os hidrogéis de PHEMA-gelatina
poderdo vir a ser aplicados como scaffolds para engenharia de tecido 6sseo (97).
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6.2.2. Acido polilatico-co-glicélico

O uso de PLGA para aplicagdes biomédicas tem sido muito investigado devido a
sua biocompatibilidade, possibilidade de ajuste da taxa de biodegradacdo através da
alteracdo da proporcdo de copolimeros, e devido & possibilidade de modificacdo das
propriedades de superficie de modo a estabelecer melhor interacdo com o organismo
(100). Em termos de aplicacdes, o PLGA é o polimero sintético mais frequentemente
usado para regeneracdo Ossea, podendo ser desenvolvido sob a forma de scaffolds,
revestimentos, fibras ou microesferas (101).

Lin et al. sintetizaram e caracterizaram hidrogéis compositos de PLGA-g-PEG
contendo diferentes concentracdes de hidroxiapatite e avaliaram o efeito desta sobre as
propriedades mecénicas, temperatura de transicdo de fase e pH do hidrogel. A
temperatura de transicdo vitrea obtida foi de 37 °C, sendo que abaixo de 37 °C encontra-
se liquido e a esta temperatura ocorre a formacdo do hidrogel (figura 6.11). Esta
propriedade € vantajosa para a sua aplicacdo em engenharia de tecidos uma vez que este
poderd ser injetado sob a forma de solugdo e formara o hidrogel em contacto com a
temperatura corporal (102).

Figura 6.11- -Hidrogel compdsito de PLGA-g-PEG contendo 10% de hidroxiapatite liquido a 4 °C e em
forma de gel a 37 °C. Reproduzido de (102).

Em relagdo & hidroxiapatite esta corresponde a um material cerdmico bioativo com
estrutura quimica semelhante a componente inorganica da matriz 6ssea (91,102).

A associacdo da hidroxiapatite ao hidrogel mostrou-se vantajosa para aplicacdes a
nivel da regeneracdo Ossea uma vez que esta ndo apresentou toxicidade, possui
bioatividade, biocompatibilidade, osteocondutividade e potencial osteoindutividade.
Além disso, ndo s6 ndo altera a temperatura de transicdo de fase do hidrogel, como

neutraliza o ambiente acido do hidrogel (100,102).
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Noutro estudo foi igualmente preparado um hidrogel composto por PLGA e PEG.
Yan et al. desenvolveram um hidrogel termo-sensivel de PLGA-PEG-PLGA carregado
com sinvastatina com vista a ser aplicado em regeneracdo de tecido 6sseo (103). Os
autores escolheram este farmaco por apresentar efeito a nivel da diferenciacdo e
mineralizacdo dos osteoblastos, tendo um efeito positivo na formagdo de tecido 6sseo
(104,105).

Foram sintetizados hidrogéis de PLGA-PEG-PLGA com e sem sinvastatina e
realizados estudos in vitro e in vivo, usando uma linhagem celular de osteoblastos
derivados de ratinho (MC3T3-E1). Para a realizacdo dos estudos in vivo os hidrogéis
foram injetados em defeitos femorais de ratos Wistar. Foi observada proliferacdo e
diferenciacéo celular nos hidrogéis, verificando-se maior mineralizacdo e expressao do
gene osteogénico no caso do hidrogel contento sinvastatina. Em relacdo aos estudos in
vivo, na figura 6.12 é possivel visualizar imagens histologicas das tibias dos ratos Wistar,
coradas com eosina e hematoxilina, apds 4 semanas da injecéo dos hidrogéis (103).

PLGA-PEG-PLGA
b Ll e 4, |
S ! )

Figura 6.12-Imagens histoldgicas dos defeitos tibias, corados com eosina e hematoxilina, sem
preenchimento (controlo), preenchidos com o hidrogel de PLGA-PEG-PLGA e preenchidos com hidrogel
de PLGA-PEG-PLGA contendo sinvastatina (SIM/PLGA-PEG-PLGA) quatro semanas ap6s a inje¢ao.
Reproduzido de (103).
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Verificou-se maior formacdo de novo 0sso nos defeitos tibiais injetados com
hidrogel de PLGA-PEG-PLGA contendo sinvastatina, comparativamente ao hidrogel
sem sinvastatina e ao controlo. Deste modo, 0s resultados obtidos mostraram que a
aplicacdo de hidrogéis de PLGA-PEG-PLGA contendo sinvastatina podera constituir

uma alternativa terapéutica para regeneracédo de tecido 6sseo (103).

6.2.3. Poli (etilenoglicol)

Ao longo do tempo os hidrogéis PEG tém sido amplamente usados em aplicacGes
biomédicas, tanto como scaffolds para o desenvolvimento de novos tecidos, como
matrizes para libertagdo controlada de biomoléculas (52).

Dahlin et al. avaliaram a fixacdo celular inicial e a viabilidade de hidrogéis de
PEG modificados com arginina-glicina-acido aspartico num modelo in vitro. Foram
usados fibroblastos de origem humana para testar a influéncia da modificacdo de algumas
propriedades fisico-quimicas dos hidrogéis e da modificacdo dos hidrogéis com arginina-
glicina-acido aspértico na adesdo e sobrevivéncia celular (106). O péptido arginina-
glicina-acido aspartico corresponde a um péptido de adesao bastante investigado que se
encontra presente nos dominios de ligacdo celular de proteinas existentes na matriz
extracelular. As integrinas presentes na superficie das células ligam-se a este péptido e
assim permitem a adesdo das células a superficies por si s6 ndo adesivas (107). Neste
estudo foram usados seis hidrogéis de PEG com diferentes modificac6es fisico-quimicas.
Foram usados hidrogéis com trés tempos de degradacdo in vitro diferentes (28, 60 e 120
dias), com ou sem adicdo da sequéncia de arginina-glicina-acido aspartico. A viabilidade
celular foi determinada através da medi¢cdo da concentracdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH), um marcador de rutura da membrana celular. Apés 24 horas de
cultura foi possivel visualizar o desenvolvimento celular nos vérios hidrogéis, associado
a baixo valor de LDH, sendo possivel inferir que estes hidrogéis ndo apresentam efeitos
toxicos agudos. Passado 13 dias do inicio do estudo foi visualizada uma diminuicéo do
namero de células em todos os hidrogéis estudados, sendo que os hidrogéis com um
tempo de degradacdo de 60 dias demonstraram um valor de LDH superior ao dos
restantes. Em conclusdo, todas as formulacdes de PEG estudadas demonstraram um
comportamento semelhante, exceto as formulagGes com taxa de degradacdo de 60 dias.

Estes dados permitem inferir a possibilidade de aplicacdo de hidrogéis de PEG para
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regeneracdo 0ssea guiada sendo, no entanto, necessaria otimizacdo a nivel do tempo de
degradacéo do hidrogel (106).

Para além das aplicacGes ja descritas os hidrogéis de PEG podera ser conjugado
com outros polimeros como é o caso do acido hialurénico. Skaalure et al. desenvolveram
uma rede polimérica semi-interpenetrante (semi-IPN) constituida por PEG reticulado e
cadeias lineares de &cido hialurénico que demonstrou ser uma alternativa promissora para

engenharia de tecido cartilaginoso (108).

6.2.4. Alcool polivinilico

Podem ser obtidos hidrogéis de PVA através de reticulacdo fisica ou reticulacdo
quimica. No caso da reticulacdo quimica, podem ser usados como agentes reticulantes o
glutaraldeido, o metanol, o etanol, o propranolol e a acetona. A reticulacdo quimica é um
processo eficiente e de baixo custo, no entanto tera que ser tida em conta a possibilidade
destas substancias quimicas apresentarem alguma citotoxicidade. No caso da reticulagao
fisica podem-se obter hidrogéis por ciclos repetidos de congelamento-descongelamento
ou por secagem. Os hidrogéis obtidos por estes métodos apresentam melhor
compatibilidade e sdo termicamente reversiveis (58,109). Num estudo realizado por
Kobayashi et al. foi desenvolvido um menisco artificial utilizando um hidrogel de PVA,
com contetdo em agua de 90%, sendo implantado em coelhos e avaliados os resultados
clinicos ap6s dois anos (110). Na figura 6.13 encontram-se apresentadas imagens
microscopicas de cortes histologicos do condilo femoral e da tibia, podendo visualizar-se
0 desenvolvimento da cartilagem articular no final do estudo, no grupo controlo e no

grupo onde foi implantado o hidrogel desenvolvido.
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Figura 6.13- Aparéncia histologica da cartilagem articular do joelho dois anos apds a operacéo. (A) Grupo
controlo; (B) Grupo com menisco artificial. 1. Superficie do c6ndilo femoral; 2. Superficie da tibia.
Reproduzido de (110).

No caso em que foi implantado o menisco artificial a cartilagem articular
apresentou condicbes satisfatorias comparativamente com a cartilagem do grupo
controlo. Os resultados indicaram que o hidrogel de PVA com elevado conteudo em agua
tém uma excelente funcdo a nivel do menisco, semelhante a do menisco humano. Durante
0s dois anos de estudo as propriedades mecanicas do hidrogel mantiveram-se, ndo sendo
observada degradacdo nem fratura do hidrogel. Estes resultados demonstram que 0s
hidrogéis de PVA tém durabilidade suficiente para esta funcdo podendo ser uma solugéo

viavel para substituicdo do menisco (110).

Os hidrogéis de PVA também poderao vir a ser aplicados para a regeneracédo de
tecido vascular. Com vista a esta aplicacdo Alexandre et al. realizaram um estudo de
modo a avaliar a biocompatibilidade e hemocompatiblidade dos hidrogéis de PVA. Para
tal, foram preparados hidrogéis de PVA isoladamente e hidrogéis de PVA
copolimerizados com dextrano e realizados testes in vitro e in vivo (111). A escolha do
dextrano deve-se ao facto desde polimero apresentar alguns efeitos a nivel da homeostasia
do coagulacdo sanguineo (112).

Foram usadas células estaminais mesenquimais humanas, previamente isoladas
do corddo umbilical. Para a realizacdo dos testes de hemocompatibilidade in vitro foi
quantificado o indice de hemdlise. Os hidrogéis testados demonstraram baixo indice de
hemolise, ndo sendo considerados hemoliticos. Para além disso verificou-se que o
hidrogel de PVA e dextrano apresenta menor indice comparativamente aos restantes.
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Para a realizacdo dos estudos in vivo foram usadas trinta ovelhas Merino fémeas
adultas sendo divididas em cinco grupos. Nos animais do grupo 1 foi implantado, por via
subcutanea, um hidrogel de PVA, no grupo 2 foi implantado um hidrogel de PVA coberto
com uma monocultura de células estaminais mesenquimais humanas e no grupo 3 foi
implantado o hidrogel composto por PVA e dextrano. O grupo 4 e grupo 5 funcionaram
como controlo negativo e positivo, respetivamente. De modo a avaliar a evolugédo dos
materiais implantados e a reposta do organismo aos mesmo, foram recolhidas amostras
dos implantes e dos tecidos circundantes 1, 2, 4, 8, 16, e 32 semanas apds implantacao.
Através da andlise de varios parametros de resposta biologica os autores verificaram que
a implantacdo do hidrogel de PVA originou uma pequena reagédo do organismo sendo
considerado ligeiramente irritante, sendo, no entanto, esta reacdo menor no caso do
hidrogel de PVA e dextrano e no caso do hidrogel de PVA ao qual foram adicionadas as
células estaminais mesenquimais de origem humana. Nestes grupos verificou-se também
a formacdo de novos vasos sanguineos junto aos implantes demonstrando
biocompatibilidade dos mesmos. Com este estudo foi possivel concluir que os hidrogéis
de PVA apresentam biocompatibilidade e hemocompatibilidade, possuindo
potencialidade para vir a ser usados como biomaterial para regeneracéo de tecido vascular
(111).
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7. Conclusao

A é&rea de engenharia de tecidos desenvolveu-se de modo a compensar a
inexisténcia de drgdos e tecidos em numero suficiente para se realizarem todos os
transplantes atualmente necessarios. Um dos pontos criticos desta estratégia € a escolha
e desenvolvimento dos scaffolds. Estes suportes devem assemelhar-se 0 mais possivel a
membrana extracelular de forma a mimetiza-la, sendo essencial a adequacdo das
caracteristicas destes de acordo com o local onde serdo implantados ou injetados e a
funcdo e/ou 6rgdos que irdo recuperar.

Dentro dos biomateriais existentes, 0s polimeros apresentam vantagens
relativamente aos restantes, sendo 0s mais usados. Tem sido investigada a aplicacdo tanto
de polimeros naturais como de polimeros sintéticos.

A partir destes sdo obtidas estruturas tridimensionais em forma de rede com
elevada capacidade de retencdo de agua, os hidrogéis. Estes tém sido bastante
investigados nesta area devido as suas propriedades fisico-quimicas favoraveis, as suas
semelhangas com a matriz extracelular e a sua flexibilidade para modificacdes. A fraca
resisténcia mecanica e a possivel citotoxicidade de alguns hidrogéis tém sido apontadas
como as principais desvantagens destes biomateriais, sendo necessaria a otimizagdo
destas caracteristicas. Algumas das estratégias possiveis para conduzir a essa otimizacao
sdo a combinacdo de diferentes polimeros, alteracdes nas concentragdes de polimeros
usados, no tipo de agentes ou na densidade de reticulagdo ou modificacGes de grupos
funcionais.

Apesar de alguns estudos ja realizados apresentarem bons resultados é necessaria
maior investigacdo nesta area, a nivel de estudos celulares e fisioldgicos de modo a
ultrapassar algumas limitacOes e possibilitar a aplicacdo dos produtos da engenharia de

tecidos como opcOes terapéuticas na pratica clinica.
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