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Resumo. Hidrogéis a base de polimeros naturais sdo conhecidos por suas propriedades favoraveis
biocompativeis, fornecem um ambiente tridimensional aquoso que mimetiza a matriz extracelular (MEC). O tecido
cartilaginoso é um tipo especializado de tecido conjuntivo rigido. Por ser um avascular e possuir capacidade de
proliferacao limitada, as lesdes na cartilagem séo tipicamente seguidas de necrose. A quitosana (QUI) e o &cido
hialurénico (AH) sdo amplamente pesquisados para aplicacfes biomédicas. Foram sintetizados hidrogeis de QUI
e de QUI + AH, neutralizado com g-glicerofosfato (pH=7,14) que formam um gel em temperatura em torno da
bioldgica (38°C). Células Vero foram inoculadas sobre gotas de hidrogel, cultivadas por 24h e 72h, fixadas e
coradas com Cristal Violeta, Xylidine Ponceau (pH=2,5) e Azul de Toluidina (pH=2,5 e 4,0) para avaliar
morfologia, proteinas totais, glicosaminoglicanos, DNA e RNA, respectivamente. Testes de citotoxicidade direto
e por extrato demonstraram ndo haver citotoxicidade. Células cresceram ao redor e sobre as gotas. Dados
citoquimicos mostram que as células acumulam grande quantidade de material proteico. Constatou-se que quando
0 AH é adicionado ao gel observamos maior nimero de células. Os hidrogeis apresentam potencial tanto para as
aplicacGes propostas quanto para outras aplicagdes que estéo sendo estudadas.
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1. INTRODUCAO

Os hidrogéis sao estruturas reticuladas de alto peso molecular que intumescem em solucéo
aquosa (Choi et al., 2014; Ji e Guvendiren, 2017). Permanecem em contato direto com células,
mantém sua viabilidade e sustentam seu crescimento e proliferacdo. Além disso, eles também
podem servir como scaffolds para a adesdo e a proliferagdo celular. Hidrogéis a base de
polimeros naturais sdo conhecidos devido as suas propriedades favoraveis biocompativeis, além
de serem biomateriais atraentes para o encapsulamento celular (Souza, Maria e Santos, 2018).
Eles fornecem um ambiente 3D aquoso com sinais quimicos e fisicos biologicamente
relevantes, imitando o ambiente da matriz extracelular. Normalmente os materiais usados para
a fabricacdo de scaffolds podem ser de origem natural ou sintética. Os de origem natural sao:
colageno, gelatina, alginato, quitina e seus derivados deacetilados como a quitosana, por
exemplo, &cido hialurdnico e glicosaminoglicanos. Dentre estes a quitosana é um biopolimero
que apresenta semelhancgas estruturais as dos glicosaminoglicanos da matriz extracelular que
sdo grande importancia para a adesdo celular (Oryan e Sahvieh, 2017).

Engenharia de tecidos e Medicina Regenerativa (ETMR) pode ser entendida como a
aplicacdo dos principios de ciéncias exatas e engenharia para a criacdo e reparacao de tecidos.
Algumas estratégias gerais foram adotadas para a obtencao de novos tecidos (Langer e Vacanti,
1993; Santos Jr., Lombello e Genari, 2012). E uma ciéncia multidisciplinar que requer o
conhecimento de areas bioldgicas, engenharia, ciéncias de materiais e ciéncias da saude (Santos
Jr. e Zavaglia, de, 2016). A ETMR vem se destacando como um ramo cientifico capaz de
fornecer metodologias promissoras para o tratamento de patologias do tecido cartilaginoso
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(Nascimento e Lombello, 2016), o que é de tamanha importancia visto que este tecido raramente
tem a capacidade de se regenerar sozinho apds ser lesionado.

Os trés elementos principais da ETMR sdo; o arcabouco (scaffold), as células, e o
microambiente fisiolégico (Nascimento e Lombello, 2016). O arcabouco é responsavel por
fornecer suporte estrutural para a fixagéo e crescimento celular criando um ambiente ideal onde
ird acontecer o reparo ou substitui¢do do tecido.

As técnicas de ETMR possuem aplicagdes em diversas areas como no caso de tratamentos
de lesGes extensas e continuas do tecido cartilaginoso, por tornar possivel a criagcéo de estruturas
ex-vivo a partir de biomateriais substitutos de cartilagem formados por uma matriz
tridimensional associada a moléculas sinalizadoras onde pode haver deposicdo celular,
proporcionando a obtengédo de estruturas condrais que podem ser integralmente implantadas
nos pacientes (Hunziker, 2002; Solchaga, Penick e Welter, 2011).

Os hidroggéis se apresentam como uma oportunidade Unica para a regeneracdo da cartilagem
através da introducdo de condrdcitos e seus precursores em um ambiente fisicamente
controlavel o que permite o transporte eficiente de nutrientes e moléculas biologicas (Choi et
al., 2014).

Por ser capaz de simular a maioria dos tecidos moles, os hidrogéis sdo biomateriais
altamente atraentes para a producdo e desenvolvimento de analogos sintéticos da matriz
extracelular. Sua formacdo estrutural a base de cadeias poliméricas reticuladas possui alto teor
de &gua e féacil transporte de oxigénio, nutrientes e residuos. Além disso, muitos hidrogéis
podem ser facilmente modificados para apresentar ligantes de adeséo celular, viscoelasticidade
e degradabilidade (Nascimento e Lombello, 2016).

A quitosana tem sido amplamente pesquisada para aplicaces biomédicas, tais como
administracdo controlada de medicamentos e proteinas, administracdo de genes nao-virais e
ETMR. Além disso, a quitosana ndao s6 pode fornecer microambiente apropriado para a
regeneracdo da cartilagem, mas também pode estimular a proliferacdo celular e promover
reparo tecidual através de diversas vias (Bhattarai, Gunn e Zhang, 2010; Cao, Dou e Dong,
2014).

A quitosana pode ser dissolvida em solu¢bes acidas, tornando-se um polissacarido
policatidnico com alta densidade de cargas positivas (grupos -NH3*) que compreende residuos
de glucosamina e N-acetilglucosamina (Tan et al., 2009; Wu, Lin e Yao, 2014). As cadeias de
quitosana podem formar hidrogéis contendo grupos ionizaveis devido a ligacdes de hidrogénio,
forcas polares e ions mdveis, com o desenvolvimento de uma alta pressdo de dilatacdo
(Demirtag, Irmak e Giimiisderelioglu, 2017). Além disso, a quitosana pode ser degradada
enzimaticamente, in vivo, por proteinas presentes na matriz extracelular da cartilagem humana.
Essas caracteristicas fazem da quitosana um material potencial para uso na engenharia do tecido
cartilaginoso (Tan et al., 2009).

O AH, é um polissacarideo polidnico linear e hidrofilico, que permite repelir os radicais
livres, assim concedendo a caracteristica de antioxidante o qual media a inflamacéo (Burdick e
Prestwich, 2011). Sintetizado na membrana plasmatica, a cadeia do AH é constituida por
unidades alternadas de dissacarideo a-1,4-d-glucorénico e acido B-1,3-N-acetil-d-glucosamina
ligadas através -1,4 e alternativa -1,3 ligacGes glicosidicas (Dumitriu, 2001).

O AH também tem sido utilizado na sintese de arcaboucos bioldgicos para aplicacfes de
cicatrizacdo de feridas. Estes arcabougos tém tipicamente proteinas agregadas, tais como a
fibronectina que facilita a migracao celular para o local do trauma. Uma variedade de funcdes
celulares que sdo essenciais para o reparo tecidual pode ser atribuida a presenca de AH. Estas
funcBes incluem a facilitacdo da migracdo celular para a matriz provisoria da ferida,
proliferacdo celular e organizacdo da matriz do tecido de granulacdo (Anderson et al., 2004).
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Acreditamos ser uma boa escolha do uso de hidrogéis de quitosana para a engenharia de
tecido cartilaginoso por causa de seu teor de glicosaminoglicanos e acido hialurénico serem
similares aos dos tecidos nativos. Além de se mostrarem biocompativeis, biodegradaveis e
atoxicos (Campos et al., 2015).

2. METODOLOGIA
2.1 Preparacao dos hidrogéis

O protocolo de partida para a formulacdo da solucdo gelificante seguiu o que foi descrito
por Chenite et a.l 2000 (Chenite et al., 2000), com modificagdes. Brevemente, dissolver 200
mg de quitosana (Sigma Chemical Co.) em 9 ml de solucGes aquosas de acido cloridrico (0,1M).
Preparar solucdo de p-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) dissolvendo de 560mg de f-
glicerofosfato em ~1ml de &gua deionizada. Resfriar a solucdo de quitosana até 4°C, sob
agitacdo, e adicionar 1ml de solugdo de B-glicerofosfato gota a gota. Solucdes finais de 10ml
contendo 2% de quitosana. Feito isso, € adicionado acido hialurénico (Sigma-Aldrich), gota a
gota, em diferentes proporgoes.

2.2 Culturas Celulares

Para os testes de toxicidade, foram utilizadas células Vero, uma linhagem celular
fibroblastica estabelecida a partir de células do rim do macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops), obtidas no Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil. As mesmas foram cultivadas em
meio de cultura 199 (Lonza Group Ltd, USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB, Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil), 1% de penicilina-estreptomicina
(Sigma-Aldrich) a 37% em estufa com 5% de COg, Foi feita a troca de meio sempre que
houvesse acidificagdo do mesmo e os subcultivos foram efetuados duas vezes por semana. As
células Vero sdo recomendadas para estudos sobre citotoxicidade e interacdes entre células em
biomateriais (ISO 10993-5, Kirkpatrick, 1992).

2.3 Analise Citoquimica

Uma suspenséo celular na concentragdo de 1 x 10° células/ml (n=8) em meio de cultura
com 10% SFB oi inoculada sobre os diferentes materiais em estudo e a placa cultivada por 24
h a 37°C com 5% de CO>. As células foram fixadas em formaldeido 10% por 2h. As amostras
foram entdo coradas com Cristal Violeta, para andlise morfol6gica, com Azul de Toluidina (AT)
em pH 4,0, para detec¢do de acidos nucleicos (DNA/RNA) e glicosaminoglicanos, AT em pH
2,5, para deteccdo de glicosaminoglicanos apenas, e Xylidine Ponceau (XP) em pH 2,5, para
deteccdo de proteinas totais (Lison, 1960).

2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analisar o crescimento, adesdo e espalhamento as células foram cultivadas sobre o0s
materiais e observadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Para isso 0s materiais
foram colocados sobre laminula circular com 13 mm e em seguida foi inoculada uma suspenséo
celular na concentragéo de 3x10° células/ml e a placa foi incubada por 24 h a 37°C. Em seguida,
as laminulas e os materiais foram fixados por 2 h em temperatura ambiente em solucdo de
paraformoldeido 2,5%, glutaraldeido 2,5% (Sigma, St. Louis, MO, USA) dissolvidos em
tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,4). Em seguida os materiais foram lavados em trés banhos com
solugédo de PBS por 15 minutos, pos-fixados com tetroxido de ésmio 1% (Sigma, St. Louis,
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MO, USA) em geladeira por 15 minutos, lavados em trés banhos com agua por 15 minutos e
desidratados em concentrac6es crescentes de etanol (50%, 70%, 95% e 100%). Em seguida, as
laminulas e os materiais foram secos em equipamento de Ponto Critico (Leica EM CPD300),
submetidos a metalizacdo a ouro em Sputtering (Leica EM ACE 200) e observados em
Microscopio Eletronico de Varredura (FEI Quanta 250).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Acido hialurénico foi adicionado & composicdo de gel de quitosana, nas seguintes
concentragdes: QUI 1,5% + AH na proporgao 1:0,5, QUI 2% + AH na proporcéo 1:0,5 e QUI
2% + AH na proporc¢édo 1:1. O objetivo foi tornar o gel mais similar ao ambiente da MEC do
tecido cartilaginoso. Os resultados sdo apresentados na figura 3 logo a seguir. AH nédo é
citotoxico, mas QUI pode ser, devido ao seu processo de obtencéo.
AT pH4 AT pH2.5

QUI.5HAOS |

QUI2/HA0.5

QUI2/HA1

Figura 3. Teste C|tqu|m|co de células cultivadas em gotlculas de termogel de qmtosana/aCIdo
hialurénico. O simbolo * corresponde ao hidrogel utilizado. O substrato ndo se cora com 0s
corantes utilizados, exceto pelo XP. Note as células ao redor dos substratos, mas com
dificuldades de crescer sobre 0 mesmo. Barra de aumento: 50 um para todas as imagens.

Os dados da figura 3 mostram que o hidrogel de QUI cora-se intensamente com o XP, 0
que mostra a presenca dos grupos NHs" disponiveis. O gel ndo se corou com os demais corantes
utilizados. Notamos poucas células sobre os géis, mas grande quantidade ao redor dos mesmos.

417



62 Edicdo do Workshop de Biomateriais, Engenharia de Tecidos e Orgéos Atrtificiais
29 a 31 de Outubro de 2019 - Sao Paulo - SP - Brasil

Fizemos a analise dessa situacdo também em microscopia eletrénica de varredura (Figura
4). Na situacdo controle (laminula de vidro sem hidrogel) notamos um tapete celular
semiconfluente com muito pouco espago para o crescimento celular. As células mostraram
morfologia irregular. Sobre as mesmas algumas microvilosidades puderam ser vistas. Entre as
células, eventualmente encontramos prolongamentos ligando uma célula a outra (Figura 4A e
B). Nas demais condicGes experimentais, buscamos mostrar as células ao redor do hidrogel e
sobre ele.

Sobre a QUI notamos que a monocamada celular ao redor do hidrogel tinha caracteristicas
semelhantes a do controle. Porém, encontramos um material levemente reticulado sobre as
células, como se o gel estivesse liberando esse material (Figura 4C e D). Interessante que isso
também pode ser visto na Figura 18 quando as amostras foram coradas com o XP.

Sobre o gel de QUI 1,5% AH 0.5 observamos também um material filamentoso, levemente
reticulado, no limite do gel e ao redor das células. Ao redor do hidrogel, as células apresentavam
caracteristicas semelhantes ao controle. Por outro lado, sobre o mesmo, as células se
apresentavam arredondadas (Figura 4E e F).

Ao redor do gel QUI 2% AH 0,5 encontramos células semelhantes ao controle. Novamente
um material granuloso pode ser visto sobre as células. Sobre o hidrogel, observamos uma
camada semelhante a células com morfologia alongada e bastante achatada (Figura 4G e H).

Ao redor do gel QUI 2% AH 1 as células se mostraram com o controle. Nessa condi¢do
pudemos observar, onde o hidrogel € mais fino, as células migrando para ele. Nessa parte inicial
da migragdo, notamos células com caracteristicas semelhantes ao controle. Por outro lado, sobre
o hidrogel ficou dificil reconhecer claramente as células no mesmo. Aparentemente, elas
assumiram um aspecto arredondado (Figura 41 e J).
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Figura 4. Microscopia eletrdnica de varredura das células nas diferentes condicoes
experimentais com 48h de cultivo. A) e B): Controle C) e D) QUI; E) e F) QUI 1,5% AH 0.5;
G) e H) QUI 2% AH 0,5; 1) e J) QUI 2% AH 1. Em A, C, E, G e | ao redor do hidrogel. Em
B, D, F, H e J no interior do mesmo.

A morfologia das células Vero nas condi¢bes controle sdo compativeis com dados
previamente publicados (Santos Jr et al., 2009). N&o temos experiéncia na observacédo de células
Vero por MEV em substratos de quitosana.

Ragetly e colaboradores fizeram testes comparando scaffolds fibrosos e esponjosos obtidos
a partir de técnicas de wet spinning e liofilizacdo, respectivamente. Eles estudaram como as
células se comportam quando estdo em contato com esses scaffolds, uma vez que eles
apresentam estruturas macro e microscopicamente distintas. Eles descobriram que a geometria
dos scaffolds pode influenciar o contato celular e seus efeitos na proliferacdo e migracao celular
através da matriz, além de permitir o crescimento celular dentro das estruturas, assim como o
transporte de nutrientes e produtos residuais do metabolismo celular (Reys et al., 2017). Estudos
mostraram que scaffolds com fibras alinhadas aumentam as chances da interacéo entre células
devido a reducdo da superficie de biomaterial disponivel por célula. Estruturas abertas que
consistem em fibras soltas ou com poros abertos, podem melhorar a difusdo celular através da
matriz, promovendo a interacdo intercelular (Ragetly et al., 2010).
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A estrutura também pode afetar a difusdo de nutrientes dentro do scaffold. O fluxo de
fluidos através da estrutura € uma combinacdo de 5 importantes parametros do scaffold:
porosidade, tamanho e distribuicdo dos poros, interconectividade, tamanho e distribuicdo de
fenestracBes. Diferencas nessas caracteristicas podem afetar a interacdo célula-nutriente.
Conexdes celulares aos substratos modificam as redes citoesqueléticas compostas por
microfilamentos de actina, microtubos e filamentos intermediarios influenciando as sinalizacéo
e funcéo celulares. (Ragetly et al., 2010).

De acordo com alguns autores, os diferentes padrdes na arquitetura dos poros estdo
relacionados a homogeneidade da mistura entre as solu¢des de quitosana e de acido hialurdnico.
Assim como o0 aumento da concentracdo de AH na solugédo a torna mais opaca, observamos isso
em nosso experimento (Correia et al., 2011).

Observamos que quando o AH é adicionado ao gel, encontramos uma quantidade de células
maior nos substratos. Ao que parece, crescendo sobre eles. Nossos dados preliminares indicam
que o AH torna o gel mais atrativo ao crescimento celular. Nas amostras com mais AH,
observamos células mais metacromaticas que nas demais amostras, quando coradas com AT
em pH 4,0. Isso sugere uma maior atividade celular. Nossos dados parciais apontam que 0s
QUI/AH parecem apresentar os melhores resultados. Novos experimentos serdo conduzidos
para confirmar esse resultado.

3. CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que os hidrogeis sintetizados ndo apresentam citotoxicidade,

podendo até favorecer o crescimento e proliferacdo celular, principalmente quando se adiciona
acido hialurénico na formulacdo. Dados citoquimicos mostram que as células acumulam grande
quantidade de material proteico. Células metacromaticas indicam comumente grande
guantidade de RNAr citoplasmatico.
O MEV mostrou detalhes da arquitetura dos hidrogeis sintetizados com diferentes
concentracdes de QUI e AH assim como a interacdo celular com os materiais, onde, em alguns
casos, é possivel observar a formacdo de vesiculas. Os hidrogeis apresentam potencial tanto
para as aplicaces propostas quanto para outras aplicaces que estdo sendo estudadas.
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Abstract. Natural polymer-based hydrogels are known for their favorable biocompatible properties, providing an
aqueous three-dimensional environment that mimics extracellular matrix (ECM). Cartilaginous tissue is a
specialized type of rigid connective tissue. Because it is avascular and has limited proliferation capacity, cartilage
damage is typically followed by necrosis. Chitosan (CHI) and hyaluronic acid (HA) are widely researched for
biomedical applications. CHI and CHI + HA hydrogels were synthesized, neutralized with S-glycerophosphate
(pH = 7.14) which form a gel at a temperature around biological (38 ° C). Vero cells were inoculated on hydrogel
droplets, cultured for 24h and 72h, fixed and stained with Violet Crystal, Xylidine Ponceau (pH = 2.5) and
Toluidine Blue (pH = 2.5 and 4.0) to evaluate morphology, total proteins, glycosaminoglycans, DNA and RNA,
respectively. Direct and extract cytotoxicity tests showed no cytotoxicity. Cells grew around and over the drops.
Cytochemical data show that cells accumulate large amounts of protein material. It was found that when HA is
added to the gel we observed a larger number of cells. These hydrogels have potential for both the proposed and
other applications being studied.

Keywords: Biomaterials and tissue engineering, Cell Culture, Cytotoxicity, Chitosan,
Hyaluronic Acid.
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