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Resumo

A Engenharia de Tecidos envolve o desenvolvimento de novos materiais ou dispositivos capazes de intera¢des especificas
com os tecidos bioldgicos, buscando a utilizagdo de materiais biocompativeis que devem servir como arcabougo para o
crescimento de células in vitro, organizando e desenvolvendo o tecido que posteriormente sera implantado no paciente.
Uma variedade de arcabougos como hidrogéis poliméricos, sintéticos e naturais, t€m sido investigados para a expansao
de condrocitos in vitro, visando o reparo da cartilagem lesionada. Um hidrogel de interesse particular na regeneragio de
cartilagem ¢ o acido hialurénico (AH). Trata-se de um biopolimero atraente para a fabrica¢@o de arcabougos artificiais
para Engenharia de Tecidos por ser biocompativel e biodegradavel. A biocompatibilidade do AH deve-se ao fato de estar
presente na matriz extracelular nativa, deste modo, cria-se um ambiente propicio que facilita a adesao, proliferagao e
diferenciagao celular, além da existéncia de sinalizagdo celular especifica, o que contribui para a regeneragao do tecido.
O uso de hidrogel composto de acido hialurénico e quitosana (QUI) também tem sido investigado em aplicacdes de
Engenharia de Tecidos de cartilagem, com resultados promissores. Baseando-se nestas informagdes, o objetivo este
trabalho foi investigar as alternativas disponiveis para regeneracao tecidual da cartilagem e conhecer mais detalhadamente
as relagdes entre células e biomateriais.

Palavras-chave: dcido hialurénico, biocompatibilidade, engenharia de tecidos, quitosana, cultura de células.

Abstract

Tissue Engineering involves the development of new materials or devices capable of specific interactions with biological
tissues, searching the use of biocompatible materials as scaffolds for cell growth in vitro, organizing and developing
tissue that is subsequently implanted into the patient. A variety of scaffolds such as polymeric hydrogels, natural and
synthetic, have been investigated for the expansion of chondrocytes in vitro in order to repair the damaged cartilage.
A hydrogel of particular interest in cartilage regeneration is hyaluronic acid (HA). HA are attractive biopolymers for
manufacturing artificial scaffolds for Tissue Engineering, it is biocompatible and biodegradable. The biocompatibility
of HA is due to the fact that it is present in native extracellular matrix, thus creates an environment, which facilitates
the adhesion, proliferation and differentiation, in addition to the existence of specific cell signaling, which contributes
to tissue regeneration. The use of hydrogel composed of hyaluronic acid and chitosan (CHI) has also been investigated
for applications in Tissue Engineering of soft tissues, like cartilage, with promising results. Based on this information,
this study aims to investigate the alternatives available for cartilage tissue regeneration and meet more detail the
relationships between cells and biomaterials.

Keywords: hyaluronic acid, biocompatibility, tissue engineering, chitosan, cell culture.

1. Introducao

As patologias de tecidos cartilaginosos vém sendo objeto  ter uma pobre capacidade intrinseca para o reparo, devido
de estudos relevantes nos tltimos anos por representaremum ~ em grande parte a sua avascularidade e ao acesso limitado
importante problema de satde mundial. Danos a cartilagem  as células reparadoras. As células deste tecido apresentam
articular continuam sendo uma questdo desafiadora na  baixo indice mitotico, o que contribui para a sua limitada
area da ortopedia. A cartilagem articular é conhecida por  capacidade de regeneragaol!.
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Por esse motivo, pequenos ferimentos na cartilagem
articular podem evoluir para danos progressivos e degeneragao
tecidual. Os tratamentos convencionais, ciriirgicos ou nao,
podem trazer uma importante melhora da sintomatologia
do paciente, no entanto ndo garantem necessariamente o
reparo do tecido lesado. Os resultados mais positivos para
a regeneracgdo da cartilagem, principalmente dos tecidos
articulares, se referem ao uso de terapia celular’®,

Atualmente, a Engenharia de Tecidos vem despontando
como um ramo cientifico capaz de fornecer metodologias
promissoras para o tratamento de patologias do tecido
cartilaginoso. Segundo Langer ¢ Vacantil®), este ¢ um
campo cientifico-tecnoldgico interdisciplinar que aplica os
conceitos de engenharia e ciéncias da vida com o intuito
de desenvolver substitutos biologicos capazes de restaurar,
preservar e restabelecer as fun¢des de um o6rgao ou tecido
lesado. Os trés elementos constituintes da Engenharia de
Tecidos sao, fundamentalmente, o arcabougo (scaffold), as
células, e o microambiente fisioldgico.

Os arcabougos sdo componentes fundamentais na
Engenharia de Tecidos, na medida em que fornecem o
suporte estrutural a fixagdo e crescimento das células,
criando um microambiente propicio para a substitui¢do ou
reparagdo dos tecidos, e auxiliando estruturalmente o tecido
recém-formado!®. Os arcabougos, a0 mimetizar a matriz
extracelular (MEC), devem interagir com as células de maneira
especifica e direcionada a fim de obter comportamentos
especificos, relacionados a adesdo, espalhamento, crescimento
e diferenciacao celulares.

Uma variedade de arcaboucos como hidrogéis, de
polimeros sintéticos ou naturais, tém sido investigados
para o cultivo de condrocitos in vitro, visando o reparo da
cartilagem lesada. Um hidrogel de interesse particular na
regeneracao de cartilagem ¢ o 4cido hialurénico (AH). O AH
¢ um polimero de origem natural, pertencente a familia dos
glicosaminoglicanos (GAGs), presente em abundancia na
matriz extracelular da cartilagem articular ¢ desempenha
papel importante numa variedade de processos celulares.
Trata-se de um hidrogel atraente para a fabricagdo de
arcabougcos artificiais para Engenharia de Tecidos por ser
biocompativel, biodegradavel e apresentar beneficios no
tratamento inicial em lesdes osteoartriticas®>”.

Contudo, deve-se utilizar o AH em relativa baixa quantidade,
uma vez que a presenca em excesso deste biopolimero
pode promover a reducdo da adesdo celular devido a carga
negativa caracteristica deste GAG. Esta complicag¢@o pode
ser superada pela combinagdo entre o AH e hidrogéis de
carga positiva (polications) tais como a quitosana (QUI).
Este biomaterial polimérico tem origem natural, apresenta
importante biocompatibilidade e biodegradabilidade, além
de ser um polissacarideo com estrutura molecular bastante
similar a de GAGs presentes na cartilagem articular®®!. Como
as GAGs, a QUI esta fortemente envolvida na modulagdo
de processos celulares, como a condrogénese, por interagir
com fatores de crescimento e citocinas. Além disso, estudos
realizados com hidrogéis compostos por AH e QUI reportaram
a maior adesdo celular nas blendas, demonstrando que a
QUI melhorou a bioestabilidade e a biocompatibilidade
do arcabougo!®.
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Tendo em vista a necessidade de aprimorar as alternativas
disponiveis para regeneragdo tecidual da cartilagem e
conhecer mais detalhadamente as relagdes entre células e
biomateriais, este estudo traz a revisdo de topicos relacionados
a area da Engenharia de Tecidos, especificando a utilizagdo
de hidrogéis a base de AH e QUI como substratos para a
cultura de células.

2. Engenharia de Tecidos

Quando a estrutura bioldgica de um 6rgdo ou tecido
ndo pode ser naturalmente reparada, a alternativa viavel
para o restabelecimento das fungdes normais do paciente ¢,
muitas vezes, utilizar um implante feito de um biomaterial®..
A regeneragdo de 6rgdos e tecidos vivos, ou o reparo da
fungdo destes, ¢ o objetivo da Engenharia de Tecidos.
Uma abordagem consiste no recrutamento de células do
proprio paciente, que sdo dissociadas dos tecidos originais
e cultivadas sobre arcabougos biolégicos ou sintéticos,
conhecidos como scaffolds (arcabougos, suportes, matrizes
tridimensionais, ou estruturas), para entdo serem reinseridos
no paciente.

Como uma ciéncia multidisciplinar a Engenharia de
Tecidos envolve conhecimentos das areas de biologia,
ciéncias da saude, engenharia e ciéncia dos materiais!”.
O termo “Engenharia de Tecidos” foi citado pela primeira
vez numa reunido patrocinada pela NSF (National Science
Fundation) em 1987 ¢ num Workshop a Engenharia de
Tecidos foi definida como

Aplicacdo de principios e métodos de engenharia e
ciéncias da vida com o propdsito do entendimento
fundamental das relag¢des estrutura-fun¢do nos
tecidos normais e patologicos dos mamiferos e o
desenvolvimento de substitutos biologicos para
recuperar, manter, ou incrementar a fungdo do
tecido!!,

No final da década de 80, a Engenharia de Tecidos
comegou a ser ministrada em centros de ensino com o objetivo
de avancar nos conhecimentos e pesquisas no tratamento de
doengas utilizando abordagens celulares!"!!. Durante a década
de 1990, a Engenharia de Tecidos progrediu rapidamente
com o desenvolvimento de alguns substitutos bioldgicos
de tecidos. Produtos biomédicos como pele artificial, com
células viaveis, e terapia celular, com condrdcitos autélogos
cultivados, entraram prontamente no mercado>!>!3!,

Para criar um tecido substituto, um numero pequeno de
células, idealmente, pode ser colhido do paciente usando
uma técnica de biopsia e as células sdo entdo cultivadas para
a obtenc@o de um niimero apropriado em laboratorio. Estas
células podem entdo ser cultivadas em arcabougo (natural ou
sintético), na presenca de fatores de crescimento. Se providas
com as condigdes e sinalizagdo adequados, as células irdo
secretar varios componentes da matriz extracelular (MEC)
para criar de fato um tecido vivo que pode ser usado como
tecido substituto a ser reimplantado no paciente!®'*.

A avaliacao dos progressos da Engenharia de Tecidos
em suas mais diversas aplicagdes clinicas (pele, osso,
cartilagem, nervos, medula dssea, vasos sanguineos, cornea,
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valvulas cardicas e miocardio) ¢ francamente satisfatoria.
Ao longo de anos tém sido desenvolvidos, disponibilizados e
comercializados inimeros substitutos funcionais e estruturais
para aplicagdo clinica!'!.

2.1 Arcaboucgos para cultura de células

A primeira etapa na Engenharia de Tecidos inicia-se
com o desenvolvimento, selecdo e processamento dos
arcaboucos. Os biomateriais, utilizados na Engenharia de
Tecidos como arcabougos para cultura de células, podem
ser definidos como um material ndo viavel, ou seja, ndo
vivo, utilizado em um dispositivo médico com intengao de
interagir com sistemas biologicos!!'®.

Quanto ao tipo de material, estes biomateriais podem
ser: polimeros, metais, cerimicas e compositos. E desejavel
que estes arcabougos sejam biocompativeis, de maneira que
apresentem a capacidade de induzir uma resposta apropriada
do hospedeiro, minimizando as reagdes imunologicas; e
biodegradaveis, onde os produtos de degradagao ndo devam
ser citotoxicos, tumorigénicos, ou causar qualquer outro
efeito indesejavel ao organismo. Os polimeros compdem uma
classe bastante ampla de biomateriais, classificados como
naturais (por exemplo: colageno, agarose, alginato, fibrina,
AH, gelatina, gel de plaquetas e glicosaminoglicanos) ou
sintéticos (por exemplo: poli(a-hidroxi acidos e poliHEMA)®:!7),

A biocompatibilidade de alguns polimeros naturais,
como o colageno e 0 AH, deve-se ao fato destes compostos
estarem presentes na matriz extracelular nativa. Deste
modo, cria-se um ambiente propicio que facilita a adesdo,
proliferagdo e diferenciag@o celular, para além da existéncia
de sinalizagdo celular especifica, o que contribui para a
regeneragdo do tecido!'®!.

Em fungdo da permanéncia no corpo, os biomateriais
podem ser classificados como permanentes ou temporarios.
Os materiais permanentes sdo utilizados com a finalidade
de substituir um tecido lesionado por tempo indeterminado,
assim sdo produzidos de modo a reter as suas caracteristicas
mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Ja os
biomateriais temporarios sao utilizados em situagdes
onde se necessita de um suporte que preencha apenas
temporariamente a regido lesada, até que a recomposicio
tecidual se concretize, ou ainda que direcione o processo
regenerativol'®l,

As propriedades mecanicas e fisico-quimicas dos
arcabougos utilizados na Engenharia de Tecidos sdo
caracteristicas importantes, que influenciam a sua aplicagdo
final. Estes arcaboucos ndo s6 apresentam uma funcao
mecanica, como também apoiam a fixagdo, migracdo,
proliferacdo e diferenciagdo celular para expressdao de
fenotipos desejaveis!!®l,

As propriedades mecanicas dos arcabougos como a resisténcia
a tragdo, flexdo e compressao, ductilidade (propriedade de
suportar a deformag@o sem romper ou fraturar) e moédulo de
Young (razao entre tensdo e deformacao no regime eldstico)
sdo determinadas tanto pelas propriedades do material quanto
pela estrutura do mesmo (macro, micro e nanoestrutura).
A combinagdo das propriedades mecanicas do arcabougo
com o ambiente do enxerto ¢ de crucial importancia para
que a progressao da recuperagio tecidual nao seja limitada
por falhas mecanicas do arcabougo®”. Ja propriedades
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quimicas como: hidrofilicidade, hidrofobicidade e cargas
elétricas superficiais regulam o contato célula-tecido, e devem
ser mimetizadas para obtengdo de melhores resultados no
desenvolvimento tecidualll.

E importante também salientar que a estrutura quimica
do biomaterial e o seu processamento determinam as
propriedades funcionais e a interagdo das células com o
arcabougo??. Além disso, estes arcabougos podem ser
projetados de duas formas: porosos e ndo porosos ou densos.

A porosidade ¢ uma caracteristica fundamental para
que ocorra o alojamento adequado das células, propiciando
a interagdo arcabouco-célula, bem como uma otimizacao
do transporte de nutrientes e de gases através matriz
tridimensional, por meio da vascularizagdo deste. Em particular,
a microporosidade ¢ importante para ingresso capilar e
interacdes entre células e matriz, enquanto a macroporosidade
¢ relevante para o fornecimento de nutrientes e remogao de
residuos do metabolismo celular. A porosidade ndo deve ser
excessiva, afim de ndo comprometer a estabilidade mecanica
do arcabougol!'>2!23:24],

Além do tamanho dos poros, a sua morfologia pode
significativamente influenciar o desempenho de uma
matriz implantada e a taxa de crescimento interna do tecido.
A porosidade ideal ¢ estritamente ligada ao tipo de tecido,
e varias arquiteturas de tecidos podem ser associadas com
um microambiente diferente. Assim, o biomaterial deve ser
moldado em diferentes geometrias, de forma a adequar-se
as necessidades dos diferentes tipos de tecidos. Formas de
disco ou cubo sdo usualmente utilizadas na regeneracdo
de tecido 6sseo, tubular aplicada na regeneragao do tecido
nervoso, vascular ou na regeneragao da traqueia e achatada
na engenharia de pele, cartilagem, intestino e figadol'.

Estes arcabougos provém um suporte biomecanico inicial
até que as células produzam a MEC adequada. Durante a
formagao, deposicdo e organizagdo da nova matriz, o ideal
¢ que o arcabougo seja degradado e metabolizado, deixando
que o 6rgdo vital ou tecido seja reestabelecido, mantenha
ou melhore sua fungéo tecidual®!,

E importante sincronizar o tempo de degradagiio/absorgéio
do biomaterial com o tempo de regeneragdo do tecido,
possibilitando a transferéncia gradativa das fung¢des do
biomaterial para o tecido recém-formado, ndo devendo,
contudo, originar produtos de degradagdo que possam
interferir com o tecido em crescimento ou originar um
processo inflamatoriol'>!”). Na escolha do biomaterial,
deve-se ter ainda em consideragdo, que ha matrizes cujas
caracteristicas quimicas definem a sua suscetibilidade a
degradacdo aquosa ou enzimatical®!>,

Segundo Vert et al.*®! dentro da Engenharia de Tecidos
os termos biodegradacdo, bioabsor¢do e biorreabsor¢ao
apresentam defini¢des distintas: biodegradavel é um termo
utilizado para macromoléculas ou substancias poliméricas
susceptiveis a degradagdo por atividade biologica, com a
reducdo das massas molares das macromoléculas que formam
as substancias; biorreabsorvivel faz referéncia a materiais
poliméricos e dispositivos solidos que mostram degradagao
através da diminuicdo de tamanho e que sdo reabsorvidos
in vivo (por exemplo materiais que sdo eliminados dos
organismo por processos metabolicos, de secregdo ou
excregdo); e bioabsorvivel refere-se a materiais poliméricos
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e dispositivos que podem se dissolver em fluidos corpdreos
sem qualquer clivagem das cadeias macromoleculares ou
diminui¢do de massa molecular.

2.2 Interagdo entre células e biomateriais

O estudo das intera¢des entre células e biomateriais
na Engenharia de Tecidos é de grande importancia para a
determinagao das propriedades biologicas dos implantes.
A diversidade de respostas celulares a diferentes materiais
evidencia a capacidade das células de discriminar quimicamente
o0 arcabougo ¢ de aderir ou ndo a sua superficiel''l.

O conceito da biocompatibilidade refere-se a capacidade
de um biomaterial, utilizado na concepgao de arcabougos,
desempenhar a sua fun¢ao desejada no que diz respeito a uma
terapia médica, sem suscitar quaisquer efeitos indesejaveis
locais ou sistémicos para o destinatario ou beneficiario
daquela terapia, mas gerando a mais apropriada e benéfica
resposta celular ou tecidual, numa situago especifica. A chave
para compreender este conceito ¢ a determinago de quais
mecanismos, quimicos, bioquimicos, fisiologicos, fisicos
ou outros, tornam-se funcionais nas condi¢des altamente
especificas associadas com o contato entre os biomateriais
¢ os tecidos do corpo, e quais sdo as consequéncias dessas
interagoes!®27),

Neste sentido pode-se citar quatro aspectos mais
importantes com relagdo as interagdes entre biomateriais
e tecidos!':

* Fendmenos fisicos-quimicos de interface relacionados
com os primeiros instantes de contato entre o biomaterial,
tecido e ambiente de implantagdo;

* Resposta do tecido e meio organico a presenca do
material;

* Mudangas ocorridas nos materiais como resultados
da agdo do meio (tecido, fluidos organicos) sobre o
material: degradac@o e corrosio;

» Reagdo de alguma parte do organismo, ndo diretamente
em contato com o implante.

Abiocompatibilidade de um biomaterial esta estreitamente
relacionada ao comportamento das células em contato com
a superficie, especialmente a adesdo celular. Quando um
implante ¢ instalado em um defeito tecidual ou em um
meio de cultura in vitro, inicia-se um processo de adsorcio
de proteinas em sua superficie. Essa camada de proteinas
controla a interagao das células do tecido adjacente com a
superficie do implante>*2#],

O fendmeno de adsor¢do de proteinas na superficie
de arcabougos ¢ motivado pelo fato de que as proteinas
possuem geralmente tanto grupamentos polares quanto
apolares, favorecendo uma concentragdo destas numa
interface que separa duas fases com distintas caracteristicas
(como entre uma fase liquida — fluidos corporeos — ¢ a
superficie hidrofobica de um biomaterial). Uma estratégia
para se manipular o processo de adsorcao de proteinas na
superficie de biomateriais diz respeito ao enxerto de cadeias
poliméricas especificamente escolhidas na superficie de
materiais para controlar a adsor¢aol!*?l,
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Desta maneira, a associagdo dos arcabougos celulares com
moléculas sinalizadoras, incluindo fatores de crescimento,
citocinas, e 0os compostos quimicos nao-proteicos, ¢
comumente utilizada para promover a regeneracao do
tecido lesado!?3. Essas moléculas, ao se ligarem a seus
receptores na superficie celular, ativam vias de sinalizag@o
que irdo induzir a proliferacdo celular, diferenciagdo e a
sintese de proteinas da matriz extracelular. Algumas destas
moléculas podem ser liberadas lentamente através de
capsulas poliméricas e podem estimular o crescimento do
tecido danificado. Essas biomoléculas permitem também
melhorar e orientar a organizagdo e neovascularizag@o de
tecidos lesados!¥.

Caso a superficie de um biomaterial ndo seja biorreconhecida
pelas células, havera imediatamente a sinalizagdo para o
desenvolvimento de um processo inflamatorio resultando
na formagao de uma capsula fibrosa que por sua vez isolara
o biomaterial do corpo. Caso ocorra o biorreconhecimento,
havera a possibilidade de interagdo da superficie com
células que poderdo proliferar e estimular a regeneragao
dos tecidos, fixacdo de implantes e provocar menor grau
de inflamagao®®”..

2.2.1 Dindmica celular: adesao, proliferagdo e migragdo celular

Quando se trata de regeneracio de 6rgaos e tecidos, torna-se
fundamental o estudo do comportamento e diferenciagao
celular induzidos pela estrutura, composi¢ao e presenga
de elementos bioldgicos dos arcabougos, para aperfeicoar
os substratos e avangar em técnicas de cultivo celular, que
possam permitir a reprodugdo dos tecidos e 6rgaos em toda
sua complexidade®.

Ainteracdo celular com o substrato deve ser semelhante
ao de condigdes in vivo. Idealmente as caracteristicas
fisico-quimicas dos arcabougos devem mimetizar a matriz
extracelular e esta, por sua vez tem grande influéncia sobre
a migragao, proliferacdo e diferenciagéo das células!!®3!,

Normalmente, para que ocorra uma boa interagao
arcabougo-célula ¢ necessario que se estabelega inicialmente
a adesdo celular ao substrato. O processo de adesdo
esta relacionado com a adsor¢do de proteinas adesivas
e ¢ direcionado por caracteristicas do substrato como
hidrofilicidade, hidrofobicidade e disposi¢ao de cargas
elétricas de superficie!'”!. Somente apds de aderidas, as
células iniciam seu processo de espalhamento, proliferacdo
e produgdo de matriz extracelular®?.

A matriz extracelular (MEC) animal é formada por
varios tipos de moléculas (fibronectina, lamininas, elastina,
proteoglicanas, colagenos) as quais associam-se entre si
formando redes ou malhas. Estas, por sua vez, constituem
estruturas morfofisiologicas bem definidas e conhecidas
por lamina basal e tecido conjuntivo. Enquanto a algumas
macromoléculas de MEC, como os colagenos, atribui-se
fungdo estrutural, a outras, como as GAGs, associa-se
hidratagaol33-351,

Malhas moleculares representam os ambientes naturais
da maioria das células e tecidos de mamiferos. Assim sendo,
células devem ser capazes de reconhecer e responder a cada
uma das dimensdes das malhas: quimica (tipos moleculares),
mecanica (tensdo e rigidez) e arquitetonica (forma e estrutura
dos arranjos moleculares), além de também responderem a
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hidrodinamica e a fisico-quimica inerentes a hidrata¢ao do
meio. Tanto a formagao quanto a funcionalidade do tecido
resultante estardo, dessa forma, diretamente relacionadas
a mecanoquimica da malha molecular onde as células
formadoras do tecido em questdo se encontram®*37,

A adesdo celular a um biomaterial estd relacionada a
dois fendmenos diferentes: (1) fase de anexagdo, que ocorre
rapidamente, envolve eventos como ligagdes fisico-quimicas
entre as células e o material por forgas ionicas e forgas de
van der Walls; (2) fase de adesdo, que ocorre posteriormente
e envolve diversas moléculas bioldgicas como proteinas de
matriz extracelular, proteinas de membrana celular e do
citoesqueleto, que interagem conjuntamente para induzir
a transducdo do sinal, promovendo a acdo de fatores de
transcrigdo e consequentemente regulando a expressao
génica. A adesdo celular ¢ mediada por diferentes tipos
de proteinas receptoras transmembrana conectadas ao
citoesqueleto das células. Os aspectos da dindmica da
adesao celular necessitam de regulagdo destes receptores
de adesao celular, que se encontram na superficie da célula.
Este fendmeno € crucial para a unido de células individuais
em tecidos tridimensionais de animais!®®!.

Os sitios de adesao entre as células e o substrato sdo
chamados de contatos focais ou placas de adesdo, sendo
a distancia de unido entre ambos em torno de 10-20 nm.
As faces externas dos contatos focais apresentam proteinas
receptoras especificas como as integrinas. Na face interna,
proteinas como as talinas, paxilinas, vinculinas e tensinas sdo
conhecidas por mediarem as intera¢des entre filamentos de
actina e integrinas. A formagao de contatos focais geralmente
ocorre em células com baixa motilidade e pode ser produzida
in vitro através de proteinas da matriz extracelular como as
fibronectinas ou vitronectinas?®’..

As comunicagdes intercelulares podem ocorrer através
da troca direta de ions via “gap junctions”, também
denominadas de jungdes comunicantes, ou através de sinais
produzidos pela agdo das caderinas. Jungdes aderentes e
desmossomos promovem uma ancoragem entre as células
vizinhas. Ja a adesdo entre célula e substrato ¢ realizada,
preferencialmente, pela familia das integrinas, que €
composta por 22 heterodimeros de 2 tipos de sub-unidades
e, ligadas nao covalentemente entre si. Essa diversidade de
estruturas ocorre devido as varias possibilidades de ligantes
(colageno, laminina, fibronectina, osteopontina, vitronectina,
sialoproteina, trombospondina)©®®!,

A migragao celular requer uma integracdo entre
célula, substrato e citoesqueleto. Primeiramente, as células
desenvolvem uma protrusdo formando o lamelipodio e, em
seguida, utilizam as intera¢des adesivas para gerar tragao e
energia para o movimento. Por tltimo, ocorre a liberagdo dos
pontos de adesdes, seguida pelo destacamento ¢ retragdo.
As integrinas sdo envolvidas nessa migragdo celular®®).

Mudangas nas formas dos tecidos, por exemplo, durante
o desenvolvimento ou remodelacdo, frequentemente
envolvem migragdes celulares extensivas. As células podem
migrar individualmente ou como uma parte aderente do
tecido, acompanhando mudangas morfogenéticas nos
tecidos. Para que a migracdo celular seja entendida como
um processo integrado héd a necessidade de pesquisas das
propriedades fisicas e quimicas dos componentes celulares
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que trabalham juntos como um sistema dindmico, incluindo
sua termodindmica, cinética e caracteristicas mecanicas, pois
amigracao ¢ um processo coordenado tanto espacialmente
quanto temporalmente*’!,

Na Engenharia de Tecidos, a migragao celular se torna
crucial quando se trata de colonizagdo dos arcabougos.
Lo et al., (2000) mostraram em seus trabalhos que as células
apresentam diferentes morfologias e taxas de motilidade de
acordo com arigidez, flexibilidade e deformagao mecanicas
do substrato*!l.

2.3 Hidrogéis

Devido a capacidade de simular a natureza da maioria
dos tecidos moles, os hidrogéis sao biomateriais altamente
atraentes para o desenvolvimento de analogos sintéticos da
MEC. Essas estruturas de cadeias poliméricas reticuladas
possuem alto teor de dgua e facil transporte de oxigénio,
nutrientes e residuos. Além disso, muitos hidrogéis podem
ser facilmente modificados para apresentar ligantes de adesdo
celular, viscoelasticidade e degradabilidadel®*.

Os hidrogéis sdo materiais poliméricos que podem ser
usados como biomateriais, pois apresentam uma estrutura
tridimensional e importante capacidade de intumescimento
em agua ou fluidos bioldgicos, que permitem a inoculagido
celular sobre estes arcabougos. A massa de agua contida em
um hidrogel apds intumescimento pode variar de 10 a milhares
de vezes de sua massa inicial*?l,

Para que possam ser utilizados como arcabougos, os
hidrogéis poliméricos devem softer processo de reticulacao.
Este processo pode ser realizado por métodos quimicos,
envolvendo ligacdes covalentes entre cadeias poliméricas,
ou métodos fisicos, como interagdes i0nicas e interagdes
por cristalizagdo, que envolvem forcas e interagdes
intermoleculares®**#. Para a preservagdo estrutural do
hidrogel no seu estado hidratado ¢ necessario a formagao
de ligagdes intermoleculares que resultem no balango
entre o padrao de densidade de reticulagio e capacidade de
intumescimento*?, Alguns protocolos de reticulagio tém sido
utilizados com éxito, permitindo que hidrogéis poliméricos
sejam aplicados em Engenharia de Tecidos, e garantindo as
suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradacdo e
bioatividade!*!!. Estes reticulos sdo formados por ligagdes
intermoleculares de modo que evitam a dissolugdo das cadeias
poliméricas e contém dominios ou grupos hidrofilicos que
sdo hidratados em meio aquoso para formar a estrutura
tridimensional do hidrogel™..

Os hidrogéis podem ser classificados de diversos modos.
Quanto ao método de formagao das cadeias, os hidrogéis
podem ser classificados em homopolimeros, quando sido
utilizados apenas um tipo de mondmero; copolimeros, quando
sdo utilizados mais de um tipo de mondmero; polimeros
interpenetrantes, quando as cadeias poliméricas de um dado
hidrogel penetram e se emaranham com as cadeias de um
outro hidrogel, formando blendas de hidrogéis. Quanto a
carga iOnica, os hidrogéis podem ser classificados em neutros,
quando os meros do hidrogel ndo apresentam grupamentos
ionizévei, poli(metil metacrilato), por exemplo; cationicos,
quando os meros do hidrogel apresentam grupamentos
capazes de formagdo de cations por variagdo do pH do
meio reacional; e anidnicos, quando os meros do hidrogel
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apresentam grupamentos capazes de formagdo de anions
por variagdo do pH do meio reacional!.

A capacidade dos hidrogéis de se ligar com moléculas
de agua surge principalmente devido a presenga de grupos
hidrofilicos tais como grupos aminos, carboxilas e hidroxilas.
Esta propriedade dos hidrogéis ¢ denominada grau de
intumescimento que ¢ diretamente proporcional a quantidade
de agua absorvida pelo hidrogel**.

Os hidrogéis utilizados para a cultura de células podem
ser formados a partir de uma vasta gama de materiais
naturais e sintéticos, oferecendo um amplo espectro de
propriedades mecanicas e quimicas. Hidrogéis naturais
para a cultura de células sdo tipicamente formados de
proteinas e componentes da matriz extracelular, como
colageno, fibrina, AH, bem como de materiais de outras
fontes bioldgica, tais como QUI, alginato ou de fibrilas de
seda. Uma vez que sdo derivados de fontes naturais, estes
hidrogéis sdo inerentemente biocompativeis e bioativost*!.
Eles também promovem muitas fungdes celulares, devido
a presenca de fatores endogenos, o que pode ser vantajoso
para a viabilidade, proliferacdo e desenvolvimento de
muitos tipos de célulasP*. Por outro lado, os hidrogéis
podem ser formados por moléculas sintéticas, tais como
poli (etileno glicol) (PEG), poli (alcool vinilico) e poli
(2-hidroxi-etil-metacrilato)>*.

2.3.1 Acido hialurénico

O AH ¢ um hidrogel atraente para a fabricagdo de
arcaboucos artificiais para engenharia tecido porque ¢
biocompativel, biodegradavel, bioativo, ndo-imunogénico
e ndo-trombogénico!”. Trata-se de um polissacarideo linear
de alta massa molar pertencente a familia dos GAGs ¢ ¢
composto por unidades dissacaridicas polianionicas de acido
D-glicurénico (GlcUA) e N-acetilglicosamina (GlcNAc)
unidas alternadamente por ligagdes B(1—3) e B(1—4)47.

O AH produzido comercialmente ¢ obtido de materiais
ou estruturas de origem animal e/ou de bactérias, através do
isolamento direto ou da fermentagdo. O AH esta presente
em todos os vertebrados e também na capsula de algumas
cepas de Streptococcus sp., mas esta ausente em fungos,
plantas e insetos!*®. O AH ¢ encontrado principalmente na
matriz do tecido conjuntivo e ¢ produzido por células de
origem mesenquimal, com fungao de organizar os elementos
da matriz extracelular (MEC)*. O AH ¢ sintetizado por trés
tipos de enzimas sintases (AHS1, AHS2 e AHS3) que estdo
localizadas na membrana celular, e € imediatamente secretado
paraa MEC onde interage com os demais constituintes para
fornecer suporte mecanico ao tecido™.

No ser humano, este mucopolissacarideo esta presente
no liquido sinovial, na pele, nos tenddes, no humor vitreo e
no corddo umbilical. Na pele, bem como nas cartilagens, a
funcdo do AH ¢ ligar-se a 4gua, mantendo a tonicidade e a
clasticidade desses tecidos. No liquido sinovial, sua fungao
basica ¢ o de manter um suporte protetivo e lubrificante para
as células das articulagdes. No olho, atua como componente
natural dos tecidos oculares, tais como coOrnea, esclera e
corpo vitreot 1,

Em condigdes fisiologicas, o AH apresenta abundantes
cargas negativas (devido a presenca de radicais carboxila e
N-acetila), podendo assim absorver grandes quantidades de
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agua, formando uma estrutura hidratada em forma de rede,
controlando o transporte de agua e restringindo o movimento
de agentes patogénicos, proteinas plasmaticas, e proteases®’l,

O AH ¢é também um composto reconhecido por sua
importancia em controlar e regular o comportamento
das células e a interagdo célula-célula, especialmente no
decurso do reparo de tecidos. Este Gltimo inclui a ativagdo e
modulagdo das respostas imunes, promogao de angiogénese,
bem como a proliferagdo e migragéo celulart®.

Desta maneira, o AH interage com receptores de superficie
celular, por exemplo: CD44, ICAM-1 ¢ RHAMM, para
ativar varias vias de sinalizagdo, tais como c¢-Src, Ras e
proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK). Estas
vias regulam varias fungdes celulares, incluindo a adesao
celular, rearranjo do citoesqueleto, migracao, proliferacdo e
diferenciagao®>*. Especificamente, os receptores RHAMM
e CD44 tém sido sugeridos como os principais fatores
envolvidos na motilidade celular. Ambos os receptores de
AH sdo bem conhecidos por estarem envolvidos no reparo
de feridas e tem sido demonstrado em numerosos estudos
que a regulagdo da motilidade celular, contribui para uma
variedade de doengas, incluindo artrite e cancer®*.

O AH pode ser rapidamente degradado na MEC por
espécies de oxigénio reativas ou pelas enzimas hialuronidases,
e o tempo de meia-vida in vivo pode variar de horas a dias,
dependendo do tipo de tecido®3l.

Devido a sua biocompatibilidade, o AH vem sendo
utilizado como biomaterial em diversas aplicagdes, as quais
sdo divididas em cinco grandes grupos: viscocirurgia — para
proteger tecidos delicados e fornecer espago durante as
manipulagdes cirurgicas ou em cirurgias oftalmolédgicas;
“viscoaugmentation” ou aumento de volume — para preencher
¢ aumentar os espagos nos tecidos, como na pele, nos misculos
esfincter, nos tecidos vocais e na faringe; viscosseparagdo —
para separar a superficie de tecidos conectivos traumatizados
por processos cirurgicos ou lesdes, a fim de evitar adesdes
e formagdo excessiva de cicatrizes; viscossuplementagao
— para substituir ou suplementar fluidos de tecidos, como
a substitui¢do do fluido sinovial em artrites dolorosas, e
para aliviar a dor; viscoprote¢@o — para proteger superficies
de tecidos saudaveis, feridos ou lesionados, de securas ou
agentes nocivos do ambiente, e para promover a cicatrizagao
dessas superficies®.

Na medicina clinica 0 AH ¢ usado como um marcador
diagnostico para varias doengas, como cancer, artrite
reumatdide, patologias hepaticas e suplementagao de fluido
sinovial debilitado em pacientes com artrite. O AH também
¢ usado em certas cirurgias oftalmologicas, na reconstrugao
de tecidos moles e em revestimentos hidrofilicos para
dispositivos médicos. Além disso, o AH ¢ utilizado em
cosméticos devido a sua alta capacidade de retencdo de
agua e em sistemas de liberagdo modificada de farmacos,
devido a sua biodegradabilidadel*48:3],

2.3.2 Quitosana

A quitina é um polissacarideo nitrogenado composto
por ligacdes B(14) 2 acetamino-2-desoxi-  -D-glicose,
geralmente derivada do exoesqueleto de animais marinhos,
tais como caranguejo, camarao, lagosta e krill. Estima-se que
2,3 milhdes de toneladas de quitina sdo produzidas como
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residuos da industria de alimentos a cada ano tornando-se
um material econémico e renovavel. No entanto, a quitina
¢ considerada quimicamente inerte ¢ ¢ insolivel em agua
e solventes organicos. A N-desacetilacdo da quitina conduz
ao seu principal derivado, a QUI. O grau de desacetilagdo ¢
um fator importante para a determinagao das caracteristicas
da QUIF.

A QUI ¢ um polissacarideo natural, estruturalmente
similar as GAGs, atoxica e bioabsorvivel®. Devido a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade, a QUI tem sido
amplamente aplicada na entrega de drogas, terapia génica,
tratamento de aguas, produgdo de cosméticos, aditivos
alimenticios, membranas semipermedveis e no desenvolvimento
de biomateriais para a Engenharia de Tecidos®**.

Como citado anteriormente, este biomaterial polimérico
¢ comumente obtido por desacetilagdo de quitina, e seus
meros permanecem unidos por ligagdes f(14). A presenca de
grupamentos amina na composi¢do da QUI € responsavel por
sua natureza policationica em solugdes acidas. Sua natureza
cationica é responsavel pelas interagdes eletrostaticas com
GAGs, proteoglicanos e demais moléculas carregadas
negativamente, tanto presentes na matriz extracelular, quanto
na superficie celular’®”),

Como um polimero natural, a QUI possui propriedades
favoraveis em aplicagdes na Engenharia de Tecidos.
Foi demonstrado que este tipo de substrato ¢ capaz de interagir
com células vivas, sem apresentar sinais de citotoxicidade
ou desencadear uma resposta imunitaria,

O estudo realizado por Nwe et al.l*¥, mostrou que o
numero de células aderidas no arcabougo de QUI foi altamente
dependente do grau de desacetilag@o ¢ o tipo da linhagem
celular utilizada. Menor grau de desacetilacdo favorece a
formag@o de poros menores, desta forma é possivel obter
uma melhor resisténcia mecénica, absor¢do moderada de
agua e maior atividade celular comparado com arcabougos
produzidos com altos graus de desacetilagdo!®”. A importancia
da desacetilagdo se da por conta da limitada solubilidade da
quitina’®, o preparo de filmes desse material se da melhor na
forma de QUI que ¢ soliivel em solugdes aquosas de varios
acidos (acido acético e cloridrico sdo as mais utilizadas).

A QUI também apresenta a caracteristica de
biodegradabilidade. Quitinases, quitosanases e lisozimas
em geral, degradam a QUI em oligdmeros e mondmeros
de QUI e, finalmente, em um amino-a¢icar comum,
N — acetilglucosamina que, em seguida, entra no ciclo de
glicoproteina e, eventualmente, ¢ excretada na forma de
dioxido de carbono. A taxa de degradagdo de QUI esta
relacionada com o peso molecular e grau de desacetilagaol>”.

2.3.3 Aplicagdo de hidrogéis a base de &cido hialurénico e
quitosana na Engenharia de Tecido de cartilagem

O tecido cartilaginoso ¢ um tipo especializado de tecido
conjuntivo de consisténcia semi-rigida, avascular, sem
inervagao, contendo muita MEC esparsamente povoada por
células (condrocitos). A matriz cartilaginosa ¢ constituida
por colageno, ou colageno mais elastina, em associagio
com macromoléculas de proteoglicanos, AH e diversas
glicoproteinas. Os condrécitos presentes no tecido sdo
altamente especializados e sua principal fung@o ¢ conferir
as propriedades biomecanicas ao tecido, pela sintese dos
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componentes da matriz extracelular®. Existem varias
metodologias sendo empregadas na tentativa de reparar
lesdes focais da cartilagem articular. Tais metodologias
incluem tratamentos cirurgicos que vao desde métodos de
estimulagdo da medula 6ssea como desbridamento, perfuragdes
multiplas, abrasdes, microfaturas, até métodos bioldgicos
modernos como transplantes periosteais ¢ pericondrais,
transplante autdlogo de condrocitos e enxertos autdlogos
osteocondrais?!. Varios destes métodos bioldgicos encontram-se
associados a Engenharia de Tecidos®*®. Como in vivo, 0s
tecidos projetados in vitro devem fornecer transporte de
nutrientes, estabilidade mecanica, coordenagdo de processos
multicelulares e um microambiente celular que preserve a
estabilidade fenotipica das células!®.

Dentre os hidrogéis aplicéveis a engenharia de tecido
cartilaginoso, o AH ¢ um GAGs presente na matriz extracelular
do tecido cartilaginoso, que fornece um microambiente capaz
de manter a homeostase ¢ preservar o estado diferenciado
dos tecidos. O AH ¢ uma das moléculas presentes no
mesénquima cujo papel ¢ um dos mais fundamentais nas
primeiras fases da condrogénese. Além disso, 0 AH ¢ capaz
de influenciar condrdcitos a desencadear uma sofisticada
sinalizagdo de uma rota metabdlica que melhorar as suas
fungdes celulares.

Interagdes celulares entre condrocitos e 0 AH ajudam a
organizar a MEC da cartilagem e manter as proteoglicanas
no interior da cartilagem. O AH também estimula a
diferenciagéo condrogénica de células-tronco mesenquimais
¢ a produgdo de proteoglicanas através da sua interagdo
com os condrocitost>¥.

Estudos demonstraram que os condrocitos cultivados
em um suporte de AH expressam colageno tipo II e
agregan e regulam negativamente a producao de colageno
tipo I. Mais recentemente, foi também demonstrado que
0 AH cria um ambiente em que os condrocitos regulam
negativamente a expressao de fatores catabolicos e da
apoptose. Estes resultados demonstraram uma capacidade
potencial do AH em prevenir a cartilagem contra danos,
além da possibilidade de ter beneficios no tratamento inicial
em lesdes osteoartriticas®.

O uso de hidrogel composto de AH e QUI também tem
sido investigado em aplicagdes de Engenharia de Tecidos de
cartilagem, com resultados promissores. A natureza cationica
da QUI em meio aquoso acido ¢ a principal responsavel
pelas interacdes eletrostaticas com GAGs anionicos,
proteoglicanos e outras moléculas carregadas negativamente.
Esta propriedade ¢ de grande interesse, visto que um grande
numero de citocinas/fatores de crescimento esta ligado aos
GAGs (por exemplo, o AH). Um arcabougo incorporando
um complexo de quitosana-glicosaminaglicana pode reter
e concentrar fatores secretados através da colonizagdo de
células®l,

A associacdo de AH e QUI geralmente leva a formagao
de um complexo de polieletrélito (PEC)”. PECs sdo
preparados geralmente através da mistura de dois polimeros
de cargas opostas, o que leva a auto-montagem devido ao
aumento de entropial®®!. Porém, estes hidrogéis compostos ndo
possuem as propriedades de homogeneidade, transparéncia
¢ estabilidade a curto prazo, que sdo necessarias no caso de
uma formulagao injetavel. Assim, sistemas mais complexos
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tém sido propostos para contornar estas limitagdes, nos quais
AH e QUI sdo ligados através de uma reticulagdo quimica
com agentes tais como carbodiimida, o glutaraldeido,
genipina, e di-hidrazida adical®%%),

Porém, muitas vezes o uso de agentes de reticulagdo quimica
tem sido vistos como um obstaculo no preparo de hidrogéis,
devido a sua toxicidade para células’®’!!. Uma alternativa
para a associagdo de AH e QUI, sem a adigdo de um agente
reticulante, ¢ por meio de uma oxidagao. Neste caso, o
AH ¢ oxidado, usando o periodato, para formar dialdeido
(HDA) ou acido hialurénico oxidado (A-AH). O HDA ¢
posteriormente associado a quitosana por meios de reagdes de
base de Schiff entre os grupos amino da quitosana e grupos
aldeido no HDA. Estas modifica¢des quimicas, portanto,
oferecem a vantagem da formagao do gel e do arcabougo
sem o uso de agentes de reticulagdo, podendo assim criar
um microambiente com biocompatibilidade melhorada para
a regeneracdo de tecidos(®"!,

O estudo de Muzzarelli et al., (2012) [73] demonstrou
que esta blenda de AH e QUI ¢ propicia para propagagdo e
desenvolvimento de condrdcitos que, localizados no interior
do arcabougo, se re-diferenciaram e sintetizaram cartilagem
do tipo hialina. A produ¢do de matriz extracelular também
¢ influenciada pelo arcabougo™”!. Estudos comparativos
demonstram que a ades@o e proliferagdo celulares sdo
mais expressivos quando as blendas sdo utilizadas como
arcaboucos, se comparados aos polimeros ndo associados,
AH e QUI™,

Uma das vantagens do uso de blenda ¢ a possibilidade de
utilizagdo clinica na forma injetavel, para cirurgias minimamente
invasivas. O estudo de Walker e Madihally”*! demonstraram
que a incorporagio de AH a hidrogéis a base de QUI melhorou
a integridade estrutural do hidrogel injetavel em relacdo a
outras formulagdes. O hidrogel injetavel, desenvolvido no
trabalho de Tan et al.[), conseguiu preservar o fendtipo de
condrocitos e permitiu a adesdo dessas células. Yan et al.
] também reportaram a maior adesdo de condrdcitos nas
blendas, mostrando que a QUI melhorou a bioestabilidade
¢ a biocompatibilidade do biomaterial.

Outra estratégia promissora para a regeneracao do
tecido cartilaginoso tem sido a combinagdo da Engenharia
de Tecidos com sistemas de entrega de genes terapéuticos.
Lu et al.”® desenvolveram e avaliaram um arcabougo a base
de QUI embutidos com nanoparticulas de AH/QUI/pDNA
(plasmideo de DNA) que codificam o gene do fator de
transformagdo de crescimento f1 (TGF-f1). O TGF-f1
¢ conhecido por promover a proliferagao e diferenciagido
de condrocitos e consequentemente aumentar a sintese
de componentes da MEC®. Os condrécitos cultivados
neste arcabou¢o mostraram alta proliferagdo e aumento da
expressdo de TGF-f1176!,

3. Conclusao

Arcabougos derivados de polissacarideos naturais sdo
promissores em aplicagdes de Engenharia de Tecidos, em
que se assemelham aos glicosaminoglicanos da matriz
extracelular. Nos tecidos, a MEC possui fungdo mecénica
e sinalizadora de diferentes comportamentos celulares.
Os arcabougos ao mimetizar a MEC, devem interagir com
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as células de maneira especifica e direcionada a fim de
obter comportamentos especificos, relacionados a adesao,
espalhamento, crescimento e diferenciacdo celulares.
O desenvolvimento de arcabougos a base de hidrogéis
poliméricos ¢ objeto de varios estudos, uma vez que estes
biomateriais apresentam propriedades cruciais para esta
aplicagdo, tais como biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Dentre os arcabougos aplicaveis a engenharia de tecido
cartilaginoso o hidrogel de AH e QUI tem sido investigado e
apresentam resultados promissores. O uso da blenda composta
pelos hidrogéis citados € propicia a adesao, crescimento,
propagacio diferenciaco e desenvolvimento de condrocitos,
além de estimular a produgdo de MEC.

Estas caracteristicas sdo de suma importancia no ambito
da regeneragdo de tecidos e proporcionam, portanto, uma
oportunidade potencial para usar hidrogéis compostos por
AH e QUI em aplicagdes de Engenharia de Tecidos de
cartilagem.
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