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Utilizacdo de técnicas de Engenharia de Tecidos para valida¢do do uso do scaffold de
quitosana em ampliacao vesical de coelhos

Introducdo: Levando-se em consideragdo avangos tecnoldgicos na area medica, a engenharia
de tecidos (ET) surgiu como um capitulo do livro da Medicina Regenerativa a qual se
caracteriza pelo desenvolvimento e manipulacdo de moléculas, células, tecidos, ou érgaos,
desenvolvidos em laboratdrio, para apoiar ou substituir a funcdo de partes do corpo
defeituosas ou danificadas. Dentre os principais desafios estd a abordagem dos chamados
biomateriais ou scaffolds, que atuam como substratos adesivos para as células implantadas,
propiciando suporte fisico tridimensional e auxilio no crescimento de um tecido organizado,
como é o caso do polimero constituido de quitosana. A quitosana € um polissacarideo
derivado da quitina, o qual apresenta propriedades inerentes dos biomateriais, sendo aqui
apresentado sob a forma de membrana. Assim, foram aliadas técnicas derivadas da
biotecnologia para a viabilizacdo do uso desse biomaterial, in vivo, & demanda existente por
alternativas visando restabelecer as funcdes vesicais para entdo,posteriormente, se constituir a
materializacdo da Ampliacdo vesical. Objetivos: 1) Propor o interfaceamento das areas de
urologia e de Engenharia de Tecidos visando a aplicabilidade do scaffold de quitosana em
bexiga. 2) Padronizar critérios necessarios para o devido emprego da membrana in vivo.
Material e Métodos: Foram produzidos dois grupos de membranas divididos em trés
subgrupos cada, elencados em funcdo da concentracdo de &cido usado para diluicdo do
polimero, quantidade de quitosana em gramas e acrescimo ou ndo de fatores de crescimento
de plaquetas, sendo os subgrupos diferenciados pela denominag@o “Membranas ndo Dopadas”
e “Dopadas”. Amostras de células de tecido muscular liso de bexiga foram retiradas de
coelhos e submetidas a testes de caracterizacdo por imunocitoquimica (ICQ) e citometria de
fluxo (CF) para posterior implante nos scaffolds. Em relacdo as membranas, foi proposta a
padronizacdo dessas, com diferentes composicdes, esterilizacdo pelo método Serrad®,
realizacdo de ensaios de adeséo, de citotoxicidade celular com kit de Caspase-3 e Anexina-V/
lodeto de Propidio (PI) por CF, de atividade antimicrobiana, atividade antifingica, de
avaliacdo da toxicidade residual ao organismo, piloto do implante na bexiga, in vivo, e analise
estatistica dos dados pelo programa Graphpad Instat®. Resultados e Discuss&o: Foi possivel
padronizar a producao dos seis subgrupos distintos de membrana. O fen6tipo de musculo liso
foi confirmado pelas caracterizagdes por ICQ e CF. Os ensaios de adesdo mostraram a unido
celular junto ao scaffold com e sem fator promotor de adesdo, validando a caracteristica de
adesividade da membrana. De forma geral, foi confirmada a auséncia de citotoxicidade,
necrose e apoptose celular induzida pela exposicdo as membranas pelos testes de Anexina-
V/PI e Caspase-3, sendo apenas a amostra contendo solugdo de glutaraldeido 0,25% em sua
composicdo considerada altamente tdxica. O estudo das atividades antimicrobianas e
antifangicas apresentou o obstaculo da auséncia de uma metodologia pré-estabelecida
especifica para testes no polimero usado. No entanto, apresentou-se satisfatorio. Ja os ensaios
realizados in vivo, a avaliagdo da toxicidade residual e piloto do implante em bexiga de
coelho, mostraram um possivel carater imunogénico do polimero, tendo em vista uma
importante resposta inflamatoéria observada. Conclusdes: Os seis subgrupos de membranas
estudados se apresentaram como uma alternativa eficaz para uso como biomaterial, in vitro,
porém, observa-se a necessidade de um estudo aprofundado do potencial imunogénico dos
polimeros para a posterior aplicagdo clinica desses, corroborando com os achados da
literatura.

Palavras-chave: Medicina regenerativa, Engenharia de tecidos, biomaterial, membrana de
quitosana, ampliacao vesical.



Utilization of Tissue Engineering Techniques to validate the use of Chitosan scaffold in
rabbit bladder augmentation

Introduction: Due to medicine technological advances, tissue engineering (TE) has emerged
as a Regenerative Medicine chapter, characterized by the development and manipulation of
molecules, cells, tissues, and organs, cultivated in laboratory to support or replace body’s
defective or damaged functions or parts. One of the main challenges is the approach of the
biomaterials or scaffolds, responsible to guide and explore living tissue interactions between
synthetic materials to optimize processes such as fixation, recognition, and colonization. As
adhesive substrates for cells implanted; they provide tridimensional physical support assisting
an organized tissue growth. Chitosan polymer is a polysaccharide derived from chitin that
demonstrates inherent properties of biomaterials, presented here in a membrane form.
Therefore, biotechnological techniques to validate the use of this biomaterial in vivo were
allied to the demand for alternatives in order to restore bladder function, instigating bladder
augmentation materialization. Objectives: 1) Propose to interface Urology and TE in order to
apply the Chitosan scaffold in bladder. 2) Standardize necessary criteria for the proper
membrane use in vivo. Material and Methods: Each one of the two groups of membranes
produced was divided into three subgroups, listed according to the addition or not of Platelet
Growth Factors. They were called “doped membranes” and “no doped membranes”,
respectively. Rabbit’s bladder smooth muscle cells samples were removed and characterized
by immunocytochemistry (ICC) and flow cytometry (FC) techniques for subsequent implant
in the scaffolds. In relation to the membranes, it was proposed a standardized production of
the different subgroups; sterilization by the Sterrad® method; adhesion test; evaluation of
cellular cytotoxicity using Caspase-3- and Annexin V /Propidium iodide (P1) Kit for FC;
antimicrobial and antifungal activity; in vivo evaluation of residual toxicity; in vivo bladder
implant first trial; and statistical analysis by Graphpadinstat® software. Discussion and
Results: It was possible to standardize six distinct membrane subgroups production. Smooth
muscle phenotype was confirmed by ICC and FC characterizations. The adhesion assays
showed cellular attachment to the scaffolds with and without adhesion promoting factor,
validating the adhesive membrane characteristic. There were no cytotoxicity, necrosis and
apoptosis after membrane exposure, however the sample containing glutaraldehyde 0.25%
solution was considered highly toxic. The determination of the membrane’s antimicrobial/
antifungal properties was difficult to evaluate, since there was no pre-established method to
test this specific polymer, however, they performed satisfactorily. Both, “in vivo evaluation of
residual toxicity” and “in vivo bladder implant first trial” showed a possible polymer’s
immunogenic feature characterized by an important inflammatory response. Conclusions:
The six membrane subgroups studied were presented as an effective in vitro biomaterial.
However, it is imperative to define the real immunogenic risks before this scaffold can be
fully employed as a new tool in Regenerative Medicine.

Key words: Regenerative Medicine, Tissue Engineering, Biomaterial, Chitosan membrane,
Bladder Augmentation.
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I. Introducéo

I.1- Aspectos Gerais
A bexiga é o orgao responsavel pelo armazenamento de urina sob baixas pressoes,

sendo que a funcdo vesical encontra-se adequada quando os periodos de armazenamento e
esvaziamento do trato urinario inferior estdo preservados. Para que o reservatorio vesical
esteja em condicOes ideais, este deve manter-se com adequada complacéncia e ser facilmente
esvaziado'.

Vérias patologias adquiridas ou congénitas, malignas ou benignas, promovem
alteracOes funcionais e ou anatémicas, que se tornam empecilhos ou impossibilitam a funcédo
de reservatorio da bexiga. Tais alteracdes podem levar & redugdo da capacidade vesical,
elevacdo de sua pressao e, como conseqliéncia, do trato urinario superior, resultando em perda
de funcao®.

Os pacientes com baixa capacidade e complacéncia vesical ou com elevadas pressdes
de miccdo podem ser, inicialmente, submetidos ao tratamento clinico. Nesse caso, 0
cateterismo intermitente limpo associado a terapéutica farmacoldgica seria uma alternativa
para o controle adequado da pressdo, da preservacdo da funcdo renal e a melhora da
continéncia >.

No entanto, nos casos em que terapias conservadoras ndo sdo efetivas sao
recomendadas alternativas terapéuticas como a ampliacdo vesical ou derivacdo urinaria. A
ampliacdo vesical objetiva o desenvolvimento de um reservatério com capacidade adequada,
baixa pressdo de enchimento, que ndo promova alteracfes hidroeletroliticas, apresente
minima morbidade operatéria e capacidade de esvaziamento completo sem residuos®.

A ampliagdo vesical tem como fung¢des: preservar o rim, adquirir continéncia urinaria,
impedir infec¢Bes do trato urinario (ITU) e promover um esvaziamento vesical voluntario e
completo. Quando esse Orgdo possui pouca capacidade de armazenamento em seu interior, a
urina desce dos rins e fica presa , aumentando a pressao nos ureteres: canais que transportam
a urina produzida nos rins para a bexiga. Portanto, quando a urina cai na bexiga e tem pouco
espaco para preencher, ela fica acumulada nos ureteres e até mesmo nos rins, aumentando a
pressao e causando dor. Essa pressao de urina pode causar lesGes sérias e irreversiveis ao rim,
originando a insuficiéncia renal e até mesmo sendo necessario a hemodialise ou o transplante
renal®. Logo, a cirurgia para aumento da capacidade da bexiga torna-se muito importante para
os doentes que perderam a funcdo de armazenamento adequado de urina. A cirurgia também
tem a funcdo de aumentar a auto-estima dos pacientes que possuem incontinéncia urindria,
além da funcdo de evitar danos maiores ao nosso corpo. Isto porque apds a cirurgia, esse
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paciente serd capaz de conseguir segurar por maior tempo a urina e, muitas vezes, nao
precisard do uso de fraldas e podera frequentar lugares que antes ele evitava como shopping
ou parques. Portanto, essa cirurgia torna-se muito importante para a inclusao social. Podemos
entdo perceber que os beneficios desse tipo de vertente cirdrgica sdo diversos, quando
indicada para o caso especifico de cada paciente pelo seu urologista °.

A enterocistoplastia, no momento, € o unico método largamente utilizado na préatica
médica, para ampliacdo vesical. A primeira enterocistoplastia de aumento, ou ampliacdo
vesical, foi realizada no homem, em 1889 por Von Mikulicz. Até a década de 80 do século
XX esta cirurgia era realizada muito raramente e essencialmente no tratamento de bexigas
acometidas pela tuberculose. A partir de entdo, esta técnica vulgarizou-se no tratamento de
muitas doencas da bexiga, e para tal, contribuiu em maior conhecimento da patofisiologia
(funcionamento) do aparelho urinario, para o desenvolvimento de diversas outras técnicas
Gteis na urologia. Nesse método, segmentos gastrointestinais como ileo , colon e estémago,
podem ser utilizados, por isso, 0 nome enterocistoplastia de aumento pode ser utilizado
também, pois “entero” provém de intestino e “cisto” de bexiga. O termo “plastia” quer dizer
reconstrucdo. Originalmente, as ampliacdes vesicais eram realizadas em doentes com bexigas
de pequena capacidade. Outras indicagfes incluem cistite intersticial, cistite pds-
quimioterapia, extrofia vesical e apds mdltiplas cirurgias vesicais, como em criancas com
malformacdes ao nascimento. Mais recentemente, a ampliagdo vesical foi introduzida no
tratamento da instabilidade do musculo da bexiga (bexiga neurogénica), com o objetivo de
diminuir as contracSes e aumentar a capacidade de armazenamento de urina da mesma °.

Muitas sdo as técnicas utilizadas pelos urologistas para essa cirurgia, gerando
resultados e tendo funcdes diferentes. Entratanto, apesar do sucesso da técnica, esta pode
levar a alteracOes diversas. Pode-se observar, agressdo ao trato gastrointestinal, devido a
resseccdo de segmento, podendo levar a alteracdes hidroeletroliticas (acidose hiperclorémica)
bem como altera¢fes nutricionais no paciente, abscessos, aderéncias peritoniais, producao

abundante de muco, fistula entérica, colonizacdo bacteriana e até mesmo cancer °.

Cartwright e Snow (1989) propdem outras técnicas e procedimentos para a auto-
ampliacdo vesical. Realizando a excisdo parcial do musculo detrusor da clpula vesical,
permanecendo a mucosa vesical intacta. Esta técnica formaria uma proposta de grande
diverticulo, propiciando um reservatério com boa capacidade e baixa pressao 2.

A enterocistoplastia € uma cirurgia invasiva, de grande porte. A literatura médica

aponta uma mortalidade de 0 a 2%, com complicacbes médicas pds-operatorias em torno de
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5% dos casos. Porém, o0 sucesso dessa cirurgia variou entre 58 a 95%, segundo questionarios
aplicados aos proprios pacientes submetidos a ela. Logo, podemos notar que os beneficios da
ampliacdo vesical s&éo muitos, sendo pequena a quantidade de complica¢Ges associadas a esse

procedimento®.

1.2 Bexiga: Embriologia, Anatomia e Histologia

A bexiga deriva do seio urogenital e do Mesénquima Esplancnico adjacente. °

Macroscopicamente, € um 6érgdo oco o qual tem a fungdo de servir como reservatorio para a
urina. No individuo adulto possui a capacidade de 350 a 450 ml. Quando vazia, fica
localizada atras da sinfise pubiana e é um érgdo pélvico em grande parte. Quando cheia,
eleva-se acima da sinfise e pode ser facilmente palpada. ’

Histologicamente é composta por quatro tunicas: serosa, submucosa, mucosa e
muscular. Apresenta ainda, um tecido epitelial especial, internamente: o urotélio ou epitélio
de transicdo especializado, o qual atapeta a superficie interna da bexiga e vias urinarias, parte
da uretra e reveste a pelve renal. A mucosa dos ureteres e da bexiga € constituida por uma

lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo e epitélio de transicdo. ® (Figuras 1,2).

Bladder H&E

dome ah d “rel 4

v

surface colls opmwihm' 2

Fonte: Adaptado de:
HTTP://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/
corepages/epithelia/images/blad042he.jpg
Acessado em26/01/10.

Figura 1: Aspecto histolégico da bexiga corado com H&E. Em 1, células superficiais relaxadas. Em 2, epitélio de transigao.
Em 3, células basais. Em 4, capilares. Em 5, tecido de conexdo.

Sob o epitélio, hda uma camada submucosa bem desenvolvida formada de tecido
conjuntivo e elastico. O musculo detrusor, apresenta-se externamente a submucosa, e é
constituido de uma mistura de fibras musculares lisas (Figura 3) dispostas ao acaso em
sentido longitudinal, espiral e circular, sem nenhuma orientacdo especifica ou formacao de
camada, exceto proximo ao meato interno, onde o musculo detrusor forma camadas distintas:

longitudinal interna, circular média e longitudinal externa. ’
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Fonte:http://magicnumbers-
parussolo.blogspot.com/2011/06/siste
ma-urinario.html acesso em: 10
novembro de 2011.

Figura 2: Os diferentes epitélios que, juntos, constituem o urotélio.

Fonte:http://bloganatomiahumana.blog
spot.com acesso em: 17 novembro de
2011.

Figura 3: Tecido muscular liso de bexiga.

1.3 Engenharia Tecidual

A Engenharia de Tecidos (ET) é apenas um capitulo do vasto livro da Medicina
Regenerativa a qual se caracteriza pelo desenvolvimento e manipulacdo de moléculas, de
células, de tecidos, ou 6rgdos desenvolvidos em laboratorio para apoiar ou substituir a funcéo
de partes do corpo defeituosas ou danificadas. Embora o cultivo de células ex-vivo vem sendo
realizado ha muitos anos, a real possibilidade de crescimento de tecidos tridimensionais
complexos, reproduzindo literalmente o design e funcdo desses, € um desenvolvimento
considerado recente. Pesquisadores tém trabalhado por décadas no cultivo de células e tecidos
fora do organismo humano para a geracao de tecidos do préprio paciente em quantidade e
qualidade necessérias para a terapéutica’. Desde meados da década de 80, a engenharia celular
é considerada um campo de pesquisa independente com uma cooperacao interdisciplinar entre
os especialistas®. A ET visa o cultivo de todo tipo de tecido ex vivo. No caso de tecidos
humanos, esta inclui o figado, masculos, ossos, cartilagem, musculos do coracdo, nervos,
vasos sanguineos, ilhotas de pancreas, e mais. Os principios da ET englobam a retirada de um
nuamero minimo de células do paciente, por técnica de bidpsia; expansdo celular em
laboratorio; implantacdo das células no biomaterial desejado, ou ainda, na presenca de fatores
de crescimento e diferenciacdo. As células que estiverem providas com as condicGes e sinais
adequados para sua viabilidade irdo secretar determinados componentes de matriz extracelular
para criar, de fato, um tecido vivo que pode ser entdo usado como tecido substituto a ser

reimplantado no sitio defeituoso do paciente®.
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l. 4 Biomaterial

O homem busca cada vez mais por melhorias na qualidade de vida com foco em
possivel aumento da longevidade. Esta busca instiga o desenvolvimento de alternativas para o
reparo e substituicao de tecidos vivos, sejam eles vitimados por lesdes, traumas ou patologias.
Nesta otica, a possibilidade de introducdo de materiais sintéticos no corpo, os biomateriais,
aparece como uma opc¢ao pertinente. O desafio dos biomateriais se resume fundamentalmente
na necessidade de explorar e guiar interacfes entre tecidos vivos e materiais sintéticos
visando otimizar processos tais como biofixacdo, bioreconhecimento e biocolonizacdo. Os
scaffolds biodegradaveis sdo utilizados na engenharia de tecidos como substratos adesivos
para as células implantadas, proporcionando suporte fisico e auxiliando o crescimento dessas
células, constituindo um tecido organizado. Além do mais, o scaffold ideal deve-se apresentar
biologicamente compativel as células semeadas e ter uma forca biomecanica suficiente™.

O sucesso de trabalhos desenvolvidos com biomateriais ndo so6 viabiliza a fixagdo do
dispositivo no local de implantagdo, mas também permite a manipulacdo de mecanismos
intracelulares responsaveis pela reproducdo celular, producéo e distribuicdo de fatores de
crescimento e de mediadores de respostas imunoldgicas e inflamatdrias os quais sdo
indispensaveis ao favorecimento e & regeneracdo do tecido anfitrido*?, englobando néo
apenas o desenvolvimento de compostos a serem utilizados como substitutos de tecidos
lesados, mas também o entendimento das interagcdes destes com o organismo receptor sendo,

portanto, biocompativeis e funcionais **.

Apresentar propriedades fisicas e biologicas compativeis com 0s tecidos Vvivos
hospedeiros, de modo a estimular uma resposta adequada dos mesmos, caracteriza a
biocompatibilidade. Os materiais sintéticos utilizados para estes fins podem ser produtos
metalicos, poliméricos sintéticos ou naturais, compdsitos, ceramicas, destacando-se o
colageno purificado, as fibras protéicas, os polissacarideos e os tecidos tratados .

Tais polimeros podem ainda ser classificados como bioestaveis ou permanentes e
bioabsorviveis ou temporarios. Os bioestaveis sdao materiais utilizados na substituicdo, por
tempo indeterminado, de um tecido lesado, devendo possuir, portanto, caracteristicas
mecanicas e fisico-quimicas compativeis com tal funcdo. Os materiais bioabsorviveis sdo
aqueles degradados tanto in vitro quanto in vivo sendo, portanto, utilizados como dispositivos

temporarios’® como é o caso da quitosana.
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Na ampliacdo vesical, os suportes bioldgicos, fabricados a partir de materiais
sintéticos como o pléastico, foram utilizados sem sucesso. Mais recentemente, tem sido testada
matriz vesical acelular em animais experimentais revelando resultados promissores,
evidenciando que células autdlogas combinadas com biomateriais apropriados podem

fornecer, no futuro, soluges funcionais e bem-sucedidas para sérios disttrbios clinicos'®.

I. 5 Quitosana
A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, biopolimero presente nas

carapacas dos crustaceos, nos exoesqueletos dos insetos e nas paredes celulares de fungos *'.

Apresentam em maior propor¢do, na cadeia polimérica, unidades de p — (1-4) — 2 —
desoxi — D — glicose e, um menor numero de unidades de p — (1-4) — 2 — acetamido — 2 —
desoxi - D — glicose da quitina, caracterizando-a como um copolimero composto por unidades
repetidas de quitosana e quitina alternadamente™®.

Depois da celulose, a quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza, sendo o composto principal presente no exoesqueleto de crustaceos e insetos; sua
presenca ocorre também em nematdides e parede celular de fungos e leveduras®®.

A quitosana pode ser obtida a partir da quitina por meio da desacetilagdo com &cido
aceético, estando naturalmente presente também em alguns fungos, como o0s pertencentes aos
géneros Mucor e Zygomicetes™

De acordo com o grau medio de acetilacdo (GA), parametro empregado para
caracterizar o conteudo médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de quitina e quitosana,
pode-se obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas propriedades fisico-quimicas,
como solubilidade, pka e viscosidade®’. A quitosana com elevado grau de desacetilacéo é de
dificil obtencéo, pois, a medida que este aumenta a possibilidade de degradacédo do polimero

também aumenta®. A Figura 4 representa as estruturas quimicas da quitina e quitosana.
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Figura 4: Estrutura quimica da quitina e quitosana.

O emprego de quitina e quitosana e a pesquisa por novas aplicaces tem aumentado
exponencialmente em diversas areas, como na agricultura e industrias de alimentos, mas
especialmente, na industria farmacéutica, no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais,
tais como géis, filmes e membranas poliméricas 2. A quitosana possui grande aplicabilidade
no campo da engenharia biomedica e de biomateriais, devido a sua habilidade em acelerar a
cicatrizacdo de lesdes cutaneas. Apresenta propriedades favoraveis de biocompatibilidade e
bioatividade. Alguns estudos indicam propriedades antimicrobianas (bactericida,
bacteriostatica, fungicida e fungistatica). Seus metabodlitos residuais também sdo atdxicos
tornando-a, um material de grande potencial de aplicacéo na area médica-farmacéutica®*

Experimentos utilizando aplica¢Bes topicas de quitosana atraves de pomadas e
bandagens mostraram que este biopolimero promove uma rapida cicatrizacdo de ferimentos
e abscessos infectados por Staphylococcus. Tais aplicagdes diminuiram o tempo de
coagulacdo, que é de fundamental importancia na cicatrizagdo de ferimentos ou em
procedimentos cirdrgicos®

Contudo, mesmo com a intensa pesquisa na area de biomateriais, nota-se a
existéncia de poucos trabalhos na literatura cientifica, enfocando a producdo de membranas,
contendo simultaneamente quitina e quitosana (assim como outros agentes ativos em sua
composicao). Sdo poucas as informacoes detalhadas sobre as condicBes para a obtencéo e
utilizacdo destas membranas, os fatores que influenciam nas caracteristicas fisicas, quimicas,
mecanicas e bioldgicas destes materiais, resultados comparativos entre as caracteristicas de
membranas densas e porosas bem como da padronizacdo nos méetodos de caracterizacdo

destes biomateriais. Diante da escassez destas informacdes, este trabalho objetiva o
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interfaciamento das areas de urologia e de engenharia de tecidos visando a aplicabilidade do

biomaterial ou scaffold de quitosana em bexiga.
1.6 Fatores de Crescimento das plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos anucleados formados a partir da fragmentacdo de longas
e finas protrusbes do citoplasma de megacaridcitos. Possuem a forma discdide e, quando
ativadas, modificam para pseudépode. No ser humano saudavel, ha entre 150.000 a 400.000
plaquetas/mm?® de sangue, agindo na hemostasia através da adesio, secrecdo, agregacgao e
atividade procoagulante e também estdo envolvidas na resposta imune, na cicatrizagdo
tecidual e nas metéastases por via hematogénica. ® Seu diametro é de 1,5 a 3,0um e 0 seu
tempo médio de vida é de cinco dias, sendo depois desse periodo destruida no baco. Em seu
citoplasma ha inumeras proteinas de grande relevancia clinica, sendo a plaqueta dividida
estruturalmente em: 1-Zona periférica, 2- Zona sol gel, 3- Zona das organelas. Possui 3 tipos
de granulos: lisossomas, granulos densos e¢ os granulos o, onde se encontram os fatores ou

moduladores do crescimento %" (Figura 5).
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Figura 5: Fonte: Roman, P.et al, 2007 em Gobo-Oliveira, 2011. Em “A”, conteudo intra-plaquetario. Em “B”, plaquetas
inativas. Em “C”, ativag¢do plaquetaria ocorrida na adeso com formagdo de pseuddpodes e liberagdo dos fatores de
crescimento.

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que estimulam a proliferacdo celular.
Atuam como reguladores e desreguladores da atividade celular, enzimas, fatores angiogénicos
e anti-angiogénicos indutores de expressdo génica, entre outras atividades, como o aumento
rdpido do numero de células-tronco e a promocdo de sua atividade durante a agressdo aos
tecidos. Diversos fatores de crescimento tém sido relatados como participantes do processo de
reparagdo tecidual, incluindo o EGF, PDGF, FGF, TGF-B; e IGF-1.%%

A tabelal a seguir evidencia alguns dos mais expressivos fatores de crescimento liberados

pelas plaquetas.

Tabela 1: Fatores de crescimento liberados pelas plaquetas.

FATORES DE CRESCIMENTO

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas
EGF Fator de crescimento epidérmico

VEGF Fator de crescimento celular endotelial vascular
TGF-p Fator de crescimento transformador beta

Fonte: Gobo-Oliveira, M. 2011. Modificado.

Os PDGF atuam aumentando as quantidades de colageno, a vascularizacao tecidual,
promovem a proliferacdo de fibroblastos e estimulam producdo de tecido de granulacdo. O
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EGF induz o crescimento de tecido epitelial e promove também a angiogénese. O VEGF
estimula a angiogénese, a permeabilidade vascular e a mitogénese. O TGF-$ é uma proteina
envolvida no controle e diferenciagdo celular apresentando trés isoformas bem conhecidas:
TGF-f41, TGF-2 e TGF-£3. Atua em processos imunes, nas fases iniciais da oncogénese, no
controle da apoptose entre outras agdes. E um fator estimulante da producio de fibrinogénio
estimulando a quimiotaxia fibroblastica, intensificando a producdo de colageno,
proteoglicanos e fibronectina. Desta forma, estabiliza os vasos recém formados pela
intensificacdo da produgéo de proteinas da Matriz Extra Celular (MEC). Portanto, esses
fatores de crescimento tornam a cicatrizacdo mais rapida e eficiente, favorecendo a integracdo

de enxertos, a reparacdo tecidual e auxiliando na regeneracéo do tecido lesionado. 3% 3233

Roback et al, 2008 ** publicam a indicacdo do uso tépico de plaquetas em &reas de
reconstrugdo cirargica, pois o produto estimula a angiogénese e promove reparacdo tecidual
mais rapida. Estudos ja desenvolvidos pelo Laboratério de Engenharia Celular (LEC) do
Hemocentro de Botucatu tém mantido uma linha de pesquisa com base na purificacdo dos
horménios derivados de plaquetas para a composicdo de uma matriz de gel laminar de uso
topico, a qual se evidencia o estimulo a e cicatrizacdo. Além disso, 0os hormonios extraidos
dos granulos plaquetarios sdo usados na constituicdo de um scaffold tridimensional para a

incorporagéo de células. 3¢

Navarro, 2008 *" demonstra a relacdo entre a concentracio de plaquetas humanas e
fatores de crescimento como o PDGF e VEGF. Para concentrado de plaquetas com volume
médio de 45-60 ml, concentragdo média de 5,5 X 10 *° plaquetas, pH entre 64 e 7,4 a
concentracdo media de PDGF pelo método ELISA € 100 vezes maior que o VEGF (PDGF =
35.000pg/dl e o de VEGF de 350pg/dl).

Levando-se em consideracao as observages citadas e tendo em vista a inexisténcia de
Kits para a determinacdo de fatores de crescimento (PDGF e VEGF) especificos para
coelhos; o ja estabelecido mapeamento da homologia coelho-homem pela metodologia FISH,
em trabalho publicado por Korstanje et al.*® e o fato da aplicacdo do produto para o coelho
ocorrer em uma Unica vez, nao havendo exposicoes repetitivas, optou-se pelo uso de plaquetas

humanas neste protocolo de pesquisa.
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Assim, unindo-se as propriedades observadas a membrana de quitosana e aquelas
inerentes aos fatores de crescimento plaquetarios ou “hormonios plaquetarios”, a unido dos
dois elementos em uma membrana potencializaria as propriedades favoraveis ao reparo
tecidual vesical, justificando o uso no presente estudo.

1.7 Vias de morte celular

O fendbmeno da morte celular pode ser desencadeado por uma serie de fatores ou
injdrias tais como: danos de DNA, hipdxia tissular, agressao imunolégica, infecciosa e tdxica,
entre outros. A morte celular pode ser dividida em duas categorias: a programada,
denominada fisiopatologica e a patoldgica (ou necrética). A primeira € o tipo de morte onde a
célula possui todo o aparato genético para a producdo e/ou ativacdo e/ou inativacdo de
proteinas especificas que geram uma sequéncia de eventos ininterruptos os quais levam a sua
propria destruicdo. Essa pode ocorrer tanto em processos patolégicos quanto em processos
fisiol6gicos normais, sendo que pode ser dividida em trés grandes grupos ou vias: morte
autofagica, apoptose (dependente ou ndo de caspases) e outros mecanismos. A morte celular
fisiopatoldgica do tipo autofagica (também definida como lisossomal ou “tipo 1I”’) é sempre
independente da via das caspases e caracterizada pela presenca de lisossomos primarios (0s
quais realizam a digestdo de organelas e particulas intracelulares), autofagossomos e vacuolos

autofagicos, nem sempre levando a morte celular. 3% %% #+ 424 (Figura 6).

Figura 6: Mecanismos de morte celular. Adaptado de Guilherme, G. R. B.; 2009.
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A apoptose é a morte celular programada que possui mudancgas morfoldgicas tipicas,
tais como: fragmentacdo nuclear, condensacdo da cromatina, exposicdo da fosfatidilserina
pela membrana , perda de controle idnico, encolhimento do citoplasma, perda das organelas
tornando a célula picnética e formacgéo de corpos apoptoéticos. A ativacdo da via das caspases
(proteinas efetoras) é observada na forma classica, podendo a apoptose ser independente ou
dependente dessas vias. Ainda sim, a apoptose dependente da via das caspases pode estar
relacionada a meios extrinsecos (receptor se superficie celular) ou intrinsecos, relacionados
aos mecanismos respiratérios mitocondriais (despolarizacdo da mitocéndria) ou a mecanismos
ligados ao reticulo endoplasmatico, ndo gerando resposta inflamatdria. 3% 40 41 42:43.46,

As caspases sdo proteases de cisteina que clivam substratos em um ponto especifico,

onde sempre hé residuos de cido aspartico.*’*®

Especificamente, a Caspase-3 é uma proteina de 32kDa que depois de clivada gera
duas subunidades de 17kDa e 12kDa. E classificada como efetora da apoptose, ou seja,
responsavel pela clivagem proteolitica dos substratos chaves para a manutencdo da
sobrevivéncia celular. Além disso, esta relacionada a modulacdo do sistema imune durante o

desenvolvimento deste’.

A morte celular fisioldgica, ou seja, ocorrida por autofagia das células, determinada
por alteracdes citoplasmaticas, posterior condensagdo da cromatina e diminuigdo do volume

celular seguido da formagéo dos autofagossomos, ** *>*°

pode ser medida tecnicamente de
duas formas:

A primeira seria a realizacdo de testes de viabilidade e determinacéo da exposicdo das
fosfatidilserinas (proteinas intrinsecas da parede interna da membrana as quais Sao
externalizadas quando as células apresentam-se em apoptose independente da via das

Caspases) *44°4°,

A segunda seria aquela em que sdo realizados testes mais complexos, 0s quais devem
evidenciar o comprometimento dos receptores de morte, do reticulo endoplasmatico e da via

respiratéria mitocondrial, no caso da apoptose dependente da via das Caspases.Tal via de
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apoptose pode ser identificada por testes de citometria de fluxo medindo a Caspase-3, que é

uma protease chave ativada durante o estagio inicial da apoptose.***>*® (Figura 7).

Figura 7:Vias de morte celular. Adaptado de Bertanha, 2011.

O estudo da apoptose apresenta-se importante pois, tal fenbmeno pode ser
desencadeado por estimulos diversos, que podem estar presentes ou ausentes na cultura
celular, como: toxinas, horménios ou fatores troficos, competicdo negativa entre células, etc.
Assim, a analise de sua progressdo pode contribuir para a devida corre¢do da cultura, seja no

que estiver em escassez ou excesso para as células.

A segunda forma de morte celular, a patoldgica, é aquela que determina a necrose.
Esta pode ser secundéria a injuria celular, determinada pelos fatores citados anteriormente.
(Figura 8). Tais modificagdes apresentam- se como parte de um programa de morte com
regulacdo intracelular, que pode ser inibido ou ativado dependendo de estimulos, sejam esses

fisioldgicos ou patolégicos. **4
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Figura 8: Fonte www.celldeath.de, acessado em 15/01/12. Esquema geral de morte celular por apoptose (linha acima: a
célula perde suas organelas e torna-se progressivamente picnética) e necrose (linha abaixo: formagdo de poros na membrana
que permitem a entrada de liquido de forma ndo controlada, aumento do volume celular, destruicdo das organelas
intracelulares, desintegragdo da membrana celular).

As anexinas sdo uma familia de proteinas as quais se ligam a fosfolipidios aniénicos
de superficie na presenca de célcio. Dai o significado do nome, que vem do grego, “trazer
junto”. Elas possuem, ainda, uma regido amino-terminal que varia de tamanho e sequéncia, 0

que se relaciona a propriedade de ligacdo aos diferentes substratos “**°.

As Anexinas possuem afinidade pelas fosfatidilserinas (PS), fosfolipidios que atuam como
cofatores de variadas enzimas, e apresentam-se internalizadas na membrana citoplasmatica.
No entanto, existem casos especificos, de extrema importancia, nos quais a exposi¢do das FS
ocorre, ou seja, sao externalizadas. Seriam eles a ativagdo de pré- coagulantes e a presenga de

apoptose celular ** (Figura 9).

39



Figura 9: llustracdo da exposicéo das PS. No lado esquerdo, na célula viavel, a PS encontra-se na membrana citoplasmatica
interna. No lado direito, PS externalizadas para o lado externo da membrana, na célula em apoptose.

Assim, a exposicao das PS pela membrana plasmatica das células durante a apoptose,
seria outra maneira de avaliar a presenca ou ndo da inducdo a apoptose celular, por vias
independentes da via das caspases. Partindo-se do principio que a Anexina-V tem alta
especificidade pelas PS, um dos métodos mais confiaveis para a deteccdo da apoptose é a
utilizacdo da ANEXINA-V com o lodeto de Propidio (PI) (ambos apresentam-se no mesmo

kit), por CF. O uso conjugado da Anexina-V e do Pl distingue a apoptose de necrose *>#°°0°2,

1.8 Relevancia do Tema
As preocupacdes a cerca da reconstrucdo e ampliacao vesical tem crescido no decorrer
dos anos. Essa afirmacdo é justificada pela simples analise das publicacdes referentes a
Ampliacdo Vesical (Bladder Augmentation) e Engenharia Tecidual em Bexiga (Bladder’s

Tissue Engineering), apresentada no Pubmed. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). J& os estudos

relacionados a engenharia de tecidos, bexiga e Quitosana (Tissue Engineering, Bladder and
Chitosan), apresentam escassas citacdes, constatando a necessidade do surgimento de um
maior numero de estudos sobre esse assunto especificadamente. A tabela 2 evidencia tais

informacoes.

Tabela 2: Publicagdes sobre “Ampliacdo Vesical”, “Engenharia Tecidual em Bexiga” ¢ “Engenharia Tecidual,
Bexiga e Quitosana”.

Itens Buscados CitacOes encontradas
Bladder Augmentation 1487
Bladder”s Tissue Engineering 486
Tissue Engineering, Bladder and 4
Chitosan

Fonte: base de dados Pubmed, outubro 2011

A procura dos mesmos itens citados anteriormente em outra base de dados, o Scopus

(http://www.scopus.com) mostrou o mesmo perfil demonstrado acima: Um nlmero

significante de estudos relacionados a “Ampliacdo Vesical” (Bladder Augmentation), uma

porcentagem menor quando procurado o termo “Engenharia Tecidual em Bexiga” (Bladder’s
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Tissue Engineering), e a mesma escassez de citagdes em relagdo ao termo “Engenharia de
Tecidos, Bexiga ¢ Quitosana” (Tissue Engineering, Bladder and Chitosan). A tabela 3

evidencia as informacoes.

Tabela 3: Publicagdes sobre “Ampliagdo Vesical”, “Engenharia Tecidual em Bexiga” e “Engenharia Tecidual,
Bexiga e Quitosana”.

Itens Buscados CitacOes encontradas
Bladder Augmentation 1834
Tissue Engineering Bladder 771
Tissue Engineering, Bladder and Chitosan 6

Fonte: base de dados Scopus, outubro, 2011.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 17% da populacdo
economicamente ativa e até 30% da populacdo mais idosa apresenta algum tipo de alteracdo
vesical, sejam essas funcionais ou anatdmicas>. Sendo assim, perante os dados expostos, a
ET inclui-se no leque de ferramentas inovadoras disponiveis para o auxilio da resolucdo de
problemas médicos dificeis de serem transponiveis com o uso das técnicas tradicionais.
Entretanto, a existéncia de fatores limitantes como: a busca por estruturas tridimensionais
artificiais ou homdlogas as quais apresentem biocompatibilidade, ou seja, que favorecam a
adesdo celular de células expandidas in vitro; ou que apresentem fatores de crescimento;
propriedades antimicrobianas; baixos niveis de toxicidade; e que ainda assim compreendam

um tempo satisfatorio de producao em laboratorio, evidenciam preocupacdes pertinentes.
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I1. Objetivos
11.1 Objetivo Geral
v Propor o interfaceamento das areas de urologia e de Engenharia de Tecidos visando a

aplicabilidade do scaffold de quitosana em bexiga.

11.2 Objetivos Especificos

Quanto as técnicas de engenharia de tecidos:
4 obter masculo liso da bexiga de coelhos;
v cultivar células de musculo liso de bexiga de coelho, caracterizando-as por técnicas de

Citometria de Fluxo e Imunocitoquimica;

Quanto & membrana de quitosana:
v desenvolver um modelo visando aplicabilidade em bexiga;

v analisar Atividade Antimicrobiana e Antiflngica.

Quanto ao modelo de membrana celularizada:
4 propor 0 modelo de membrana com células de masculo liso
4 avaliar adesividade

4 determinar a citotoxicidade quando em presenca de celulas de musculo liso
Quanto ao modelo in vivo:

v piloto do implante da membrana em duas regides anatémicas;

4 realizar avaliacdo histomorfoldgica dos implantes;
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I11. Material e Métodos
111.1 InstalacGes

Este trabalho foi realizado nos seguintes laboratorios da UNESP de Botucatu-
Faculdade de Medicina de Botucatu: Laboratorio Experimental de Cirurgia e Laboratorio
Experimental da Urologia, onde foram coletadas as amostras de tecido adiposo e bexiga dos
animais; Laboratdrio de Citometria de Fluxo do Hemocentro, onde as celulas em estudo
foram caracterizadas e analisadas, Instituto de Biociéncias de Botucatu: Laboratério de
Quimica e Bioquimica, onde a primeira etapa da producdo da Membrana de Quitosana foi
realizada e Laboratério de Engenharia Celular (LEC) do Hemocentro da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), onde as demais etapas como processamento de tecidos, cultura
celular e segunda etapa do preparo da membrana foram realizados. O LEC é apresentado
detalhadamente a seguir:

O LEC integra a secdo de Biotecnologia do Hemocentro de Botucatu tendo iniciado
suas atividades em dezembro de 1992. Ao longo deste periodo, gracas as fontes de
financiamento de pesquisas vigentes no pais, em especial FAPESP, CNPg, BNDES, FINEP E
FNS que foram entidades de suporte a pesquisa, as atividades tiveram um vertiginoso
crescimento dando hoje vazdo a trés diferentes linhas de atuacdo. Tais linhas sdo: a)
diferenciacédo de celulas-tronco de diferentes espécies, b) obtencéo de anticorpos monoclonais
murinos, ¢) producéo de curativos bioativos com foco na terapéutica humana.

Essas trés linhas de pesquisa ocupam uma area correspondente a 1200m2 classificados
nas categorias:
v Laboratério convencional ou standard — Laboratdrio de Atividades Complementares
(LAC) onde sdo desenvolvidas tais atividades: viabilidade celular, contagem celular, técnica
de ELISA, preparo de tampdes, eletroforese de proteinas em gel de agarose ou poliacrilamida,
purificacdo de proteinas pela técnica de cromatografia de afinidade, western blotting,
imunodifusdo (ouchterlony), imunofenotipagem, técnicas de hemaglutinacdo, entre outras
(Figura 10).
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4 Area Limpa classificada 10.000. Essa area possui ar filtrado sob pressdo positiva com
filtros HEPA, apresenta vestiario especifico com ducha na entrada e colocacdo de
equipamentos de protecéo individual (EPIs) de circulagdo interna para diferenciar de aventais
de circulacdo convencional em corredores ou em outros laboratorios. Apo6s a passagem pelo

vestiario proprio encontra-se a area comum equipada e em funcionamento denominada de

screening (Figura 11) que serve de ante-sala aos trés laboratorios de cultura celular com ar
filtrado individualizado (L1, L2 e L3). Em todos os laboratérios de cultura existem dois
ambientes diferenciados: microscopia (Figura 12) seguida da area de manipulacdo estéril
propriamente dita onde fundamentalmente encontram-se a capela de fluxo laminar Classe 1A

e banho-maria além de insumos plasticos estéreis para cultura (Figura 13).

No L1 sdo desenvolvidas atividades relacionadas a diferenciacdo de células-tronco; no L2 obtencdo e

caracterizacdo de anticorpos monoclonais murinos e no L3 produgéo dos curativos bioativos.

Figura 10: Laboratdrio convencional ou standard (LAC). Figurall: Area Limpa — screening

Figura 12: Area Limpa- Ambiente de Microscopia. Figura 13: Area Limpa-Area de manipulagéo Estéril.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2010.
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111.2 Animais
Para a aplicacdo da ET em bexiga, foi proposta a utilizacdo de coelhos considerando a

experiéncia da equipe de cirurgia, know-how do bioterista e dimensdes de tamanho médio da
bexiga que permitiria menor gasto financeiro com insumos usados em cultura, acrescidos ao
fato de que outras linhas de pesquisa com células-tronco sdo desenvolvidas pela equipe em
coelhos.

Assim, o estudo foi conduzido com modelo em coelhos da raga New Zealand,
provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus Botucatu. Sendo que 0s animais
utilizados apresentavam peso superior a 2,5 e inferior a 4,0 Kg. A utilizacdo desses animais
foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal, previamente estabelecidos
pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), como consta no protocolo 868-
2011.

Os animais foram mantidos no Biotério da Cirurgia Experimental em gaiolas (um por
gaiola) com dimensdes de 55 X 55 X 55 cm. A temperatura ambiente foi mantida em torno de
20°C. Eles receberam racdo normal para coelhos (Nutricoelhos, Purina Nutrimentos Ltda.)
agua ad libitum durante todo o tempo do estudo, e foram mantidos sob os cuidados de

técnicos especializados.

Os animais utilizados para a etapa de retirada das bexigas foram coelhos de
experimentos dos alunos da pos - graduacdo, com eutandsia previamente agendada e sem
complicagbes ou empecilhos que pudessem interferir nessa pesquisa. Desta forma, nessa
etapa, nenhum animal precisou ser sacrificado exclusivamente para a pesquisa. A obtencéo
das bexigas foi realizada no mesmo tempo anestésico com intuito de minimizar o estresse
cirirgico dos animais. Anestesia utilizada foi Cloridrato de Ketamina 35-50mg/Kg +

Cloridrato de Xilazina 5-10mg/Kg de peso vivo administrada via intramuscular.

111.3 Técnicas de Engenharia de Tecidos

Esta etapa da pesquisa envolveu: obtencdo da bexiga de coelho e cultivo de células de
musculo liso de bexiga, caracterizando-as por técnicas de citometria de fluxo e

imunocitoquimica;
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111.3.1 Obtencéo das bexigas

A primeira etapa do trabalho consistiu na retirada da bexiga dos animais para posterior
expansao das células de musculo liso desse 6rgdo com a finalidade de se realizar testes de
citotoxicidade, inducdo de apoptose e necrose quando em contato com a membrana de
Quitosana. Para tanto, os animais foram colocados em decubito dorsal com os membros
imobilizados sendo realizada tricotomia da regido abdominal e anti-sepsia com Povidine
lodine (PVPI, 10% iodo ativo, Made Care — produtos hospitalares Ltda.), utilizando-se campo

oftalmico esteril para delimitar a regido cirurgica.

A seguir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal, por meio de laparotomia
mediana, com 2,5cm de extensdo, que se iniciou a 2,0cm do pubis. A incisdo da pele foi
realizada com bisturi e 0 masculo reto abdominal foi divulsionado, na linha média, abrindo-
se, a seguir, o peritbnio. O afastamento das bordas cirdrgicas permitiu a localizacdo
intracavitaria da bexiga, que, apds a liberagdo romba de tecido adiposo, aderido em sua
porcdo lateral e medial, foi exteriorizada pela incisdo. A seguir, foi realizada a cistectomia
total da bexiga. O o6rgao foi entdo lavado com solucéo fisiologica para retirada do excesso de
urina presente, e entdo colocado em recipiente estéril contendo meio de cultura HEPES,
especifico para transporte de tecidos. O material foi levado para o LEC para devido

processamento.

111.3.2 Isolamento das células musculares da bexiga

A etapa levou em consideracdo a Engenharia Celular (EC) aplicada ao tecido vesical
de coelhos. Apds a remocdo cirurgica das bexigas, essas foram preservadas em 0,1M
Phosfate-Buffered Saline (PBS), ph 7,2 suplementado com 1% de Gentamicina (Merck®), ou
meio HEPES (Invitrogen™) com a mesma concentra¢do de gentamicina para preservacdo da
integridade do tecido durante o transporte deste. A amostra foi transferida para o LEC, onde
foram feitos os procedimentos para o processamento do tecido em questdo e a obtencdo das
células do tecido muscular liso. O processamento do 6rgéo foi feito de acordo com as normas

padronizadas nos Procedimentos Operacionais Padréo (POP) do LEC.

Em relacdo ao processamento das bexigas, essas foram lavadas trés vezes com solugéo
fisiologica estéril e meio HEPES contendo 100uL de antibidtico e antimicotico (Invitrogen™)
para cada 10 mL de MC.
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Apds essa etapa, a bexiga foi separada em dois fragmentos de mesmo tamanho para

serem processadas as etapas seguintes: dissociacdo mecanica e enzimatica.

. Dissociagcdo Mecénica das células do Musculo Liso

A dissociacdo mecénica foi realizada com o auxilio de uma ferramenta de trabalho
denominada cell scrapper (Figura 14). Atuando como uma forma de apoio em uma das méaos
e realizando uma espécie de varredura das células na outra, o cell scrapper é responsavel pela
remogdo das células do tecido de forma mecénica. Em seguida, o conteldo celular
desprendido foi aspirado com o auxilio de uma seringa e colocado em tubo Falcon BD® para
centrifugacdo. Centrifugou-se o contetdo a 1200rpm por 10 minutos, obtendo-se um pellet de
células (conjunto de células sedimentadas no fundo do tubo). (Figura 15). O sobrenadante foi
aspirado e o pellet homogeneizado em 1mL do meio de cultura DMEM F12 (Dulbecco’s
Modified Minimal Essential Médium) Invitrogen™. Retirou-se aliquota de 30pL do pellet
para realizar viabilidade e contagem celular em camara de Neubauer. O restante do contetdo
celular presente no tubo foi semeado em cultura e as células foram mantidas em estufa de

37°C em uma atmosfera imida controlada a 5% de CO, e 95% de ar.

Figura 15: Pellet de células da bexiga
retiradas por dissociacdo mecanica.

Figura 14: Dissociagdo Mecéanica da bexiga com
cell scrapper.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2010

o Dissociacdo Enzimatica
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A dissociacdo enzimatica é a técnica mais utilizada internacionalmente. Tem a
finalidade de extrair células de um determinado tecido, com auxilio de uma solucdo de
enzimas especifica. No caso, foi utilizada a Colagenase® tipo Il - Gibco® (Figural6), que
realizou um debridamento quimico decompondo as fibras de colageno que sustentam o tecido,
deixando as células em exposicdo™.

Com o auxilio de pinga e tesoura estéreis foi realizada a retirada de pequenos
fragmentos da camada superficial da bexiga. O material foi pesado e colocado em solugéo de
meio HEPES e Colagenase® em tubo Falcon BD® (Figura 17). A proporcéo usada entre peso
do tecido; HEPES e enzima foi de 1: 2: 4, respectivamente em gramas, mL e mg. Apos a
adicdo do tecido a solucdo contendo a enzima, todo o conteudo foi mantido em estufa de 37°C
em uma atmosfera Umida controlada a 5% de CO, e 95% de ar, por 15 horas para a devida
acao do produto.

Fonte:
http://www.biodee.net/ProductDetail
acesso em 13 novembro 2011.

Figura 16: Enzima Colagenase®.
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Figural7: Etapas da dissociagdo enzimatica: Em “A e B”, obtengdo de tecido muscular liso. Em “C”, bexiga integra
¢ fragmentos a serem trabalhados. Em “D”, fragmentos em meio de cultura.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2012

Decorridas 15 horas de atuacdo enzimatica, essa foi desativada com a deposicdo de
meio de cultura contendo Soro Fetal Bovino (SFB). O material contendo SFB foi centrifugado
novamente a 1200rpm por 10 minutos para a remog¢do da enzima por completo. O contetdo
celular ao fundo do tubo foi homogeneizado em um 1 mL de meio de cultura e aliquota de 30

uL retirada para contagem e viabilidade celular em camara de Neubauer.

111.3.3 Contagem celular

A contagem de determinado conteudo celular em cAmara de Neubauer, (Figuras 18 e 19)
objetiva verificar a viabilidade celular e 0 nimero estimado de células/mL de meio de cultura
(MC), para entdo se semear em cultura as mesmas em frascos de 25 ou 75 cm? de superficie

(Nunc®), dando seguimento a expansédo da cultura de células em estudo. O MC utilizado no
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presente estudo foi DMEM F12, suplementado com aminoacidos essenciais (Invitrogen™),
aminoacidos ndo essenciais (Invitrogen™), antibidtico / antimicotico (Invitrogen™) ¢ SFB

(Invitro genTM)Ss.

Fonte:
http://www.molecularlab.it
acesso em 19 dezembro
2011

Figuras 18 e 19: Quadrantes da cdmara e cdmara de Neubauer.

111.3.4 Cultura Celular

As células permaneceram na Area Limpa em estufa a 37°C, atmosfera Gmida
controlada a 5% de CO, e 95% de ar (Thermo Class 100®) (Figuras 20 e 21). No
monitoramento por microscopia invertida (microscépio Axiovert 200®, Zeiss™), ao
apresentar confluéncia de 80 a 100%, as células foram destacadas dos frascos de cultura com
0,25% da enzima tripsina/Imm de EDTA (Invitrogen™). Apds tripsiniza¢do foi realizada
contagem em camara de Neubauer e viabilidade celular. As células foram colocadas
novamente em cultura em frascos de 75cm*(Nunc®). Quando necessario, ap6s a terceira
passagem em tripsina as células foram crio preservadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) (LGC

Biotecnology ™) 10% SFB, e colocadas em nitrogénio liquido a -196°C 3

Figuras 20 e 21: Na primeira, células de musculo liso em inicio de adesdo. Aumento de 100x. Na segunda, células de
musculo liso em confluéncia de 80%. Aumento de 100x. Ambas em contraste de fase ph1l.
Fotos: Arquivo pessoal 2011
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111.3.5 Criopreservacao do Tecido

A Criopreservacao é um processo de congelamento de células ou tecidos bioldgicos
a temperaturas muito baixas para manter a integridade destes. Células em cultura, mantidas
por longos periodos, podem apresentar alteracfes morfoldgicas e funcionais. Devidamente
congeladas, as células podem ser preservadas por periodos maiores sem alteracdo em suas
caracteristicas e em sua viabilidade. O banco de células é uma espécie de estoque que contém
células idénticas criopreservadas de uma mesma cultura original, que garante que o
Laboratorio tenha uma reserva reprodutivel de células. Além disso, um estoque de células
garante a minimizacao dos riscos de se perder uma cultura por acidentes como contaminagoes
microbianas, ou possiveis falhas em equipamentos essenciais em cultura celular como as
incubadoras de CO,. As células a serem congeladas devem estar livres de contaminacdo e
com viabilidade acima de 90%. As condicBes 6timas de criopreservacao diferem para cada
tipo de linhagem celular e estas, devem ser tratadas com um agente crioprotetor para
suportarem o processo de congelamento e descongelamento. O agente crioprotetor utilizado
foi 0o DMSO (LGC Biotecnology ™), o qual age na permeabilidade da membrana plasmatica,
permitindo que a agua saia do interior das células a medida que ocorre o resfriamento. Assim,
este impede que os cristais de gelo formados em baixas temperaturas rompam a membrana

celular e levem as células a morte®°.

No caso das células de masculo liso, apds a dissociacdo mecanica e/ou enzimatica da
parede externa da bexiga, as células foram lavadas com meio HEPES e centrifugadas a
1200rpm por 10 minutos. Houve entdo a formacdo do pellet no fundo do tubo. Em seguida,
as celulas foram ressuspendidas em SFB adicionado de 10% DMSO (v/v). A amostra foi
homogeneizada, transferida para criotubo, devidamente identificado, e rapidamente
armazenada a —80°C. Apds sete dias no freezer a —80°C as ampolas contendo as células foram
transferidas para containers de nitrogénio liquido. Assim, as ampolas congeladas foram
registradas no Banco de Células do LEC para posterior utilizacdo nas demais etapas do
trabalho.(Figura 22)
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Figura 22: Ampolas na caixa (gaveta) de criopreservagdo. Compdem o Banco de Células presente no
LEC.

Foto: Arquivo Pessoal 2010

111.3.6 Caracterizacaopor citometria de fluxo

A CF consiste numa técnica que avalia as caracteristicas fisico-quimicas das células,
individualmente, as quais s@o submetidas a passagem por um sistema fluido, sendo detectadas
por sensores eletrénicos e opticos. A caracterizacdo das células foi realizada apds a terceira
passagem em cultura, sendo usado o anticorpo Anti-CD90(anti-rat cross reacting with rabbit)
Biolegend®. A auséncia no mercado de anticorpos especificos para o reconhecimento dos
antigenos existentes nas células de coelhos, demandou a utilizagdo de tal anticorpo. No
entanto, o fabricante alega a reacdo cruzada com células de coelho.

111.3.7 Caracterizacdo por Imunocitoquimica

Etapa realizada no Departamento de Patologia da FMB. A imunocitoquimica (ICQ) foi
feita em células apds terceira passagem em cultura, utilizando os anticorpos “HHF 357 “1 A
4” ¢. O protocolo utilizado para a realizacdo da técnica de ICQ envolveu a recuperacdo
antigénica com solucdo Trilogy (Cell Marque 920P) pelo método de calor em banho-maria
por 20 minutos. ApOs este procedimento uma incubagdo com anticorpos primarios (Anti-
Human Muscle Actin, clone HHF35 — Dako — M0635 e Alpha-Smooth Muscle Actin (alpha-
SMA) Antibody Sigma' para a confirmagédo do fenétipo célula de musculo liso por 18 horas
em geladeira a 4°C, foi realizada. Posteriormente, nova incubagdo com anticorpo secundario
(Anti-Mouse) e terciario (Amplificador). Utilizou-se kit de detec¢do por polimeros Hidef (Cell
Marque 954D) por 10 minutos cada um, e posterior revelagdo com cromogeno 3,3-
diaminobenzidina (Soring BGDAB-999). A contra-coloracao foi realizada com Hematoxilina.
Células tronco mesenquimais, isoladas de tecido adiposo de coelhos foram utilizadas como

controle negativo.
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111.4 Membrana de Quitosana
111.4.1 Preparo da Quitosana: parte |

A primeira dentre as duas partes da etapa de producdo da Membrana de Quitosana foi
realizada no Departamento de Quimica e Bioquimica do IBB. Foi utilizada Quitosana
comercial da marca Sigma - Aldrich® - Chitosan from shrimp shells, practical grade com 50

KDa de peso molecular. (Figura 23)

Figura 23: Quitosana comercial - Chitosan from shrimp shells, practical grade.
Foto: Arquivo Pessoal 2011

A producdo da Quitosana consistiu na desacetilagdo da mesma pela adicdo de acido
acético em diferentes concentracGes de acordo com o grau de desacetilacdo (GD) desejado,
variando assim suas propriedades fisico-quimicas: viscosidade, dureza®®. A viscosidade,
solubilidade, elasticidade e resisténcia ao rasgo, sdo dependentes do peso molecular (PM) do
polimero em questdo °’, podendo este variar de 50 a 2000 kDa > . Segundo Khan, 2001 é
mostrado que a cristalinidade da membrana aumentou com a diminui¢cdo no PM de Quitosana,
sendo também demonstrado que, quanto menor o PM, maior a pureza do polimero e menor o
potencial alergénico do composto.

Apos a adicdo do acido, com o auxilio de um aparelho misturador a 180rpm a
Quitosana foi diluida, ao longo de 24h ininterruptamente. Decorrida a primeira fase do
preparo a Quitosana apresentou aspecto viscoso e foi mantida em geladeira a temperatura de
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15°C. As preparacOes dopadas foram mantidas em geladeira a 4°C. A figura 24 exemplifica a

etapa | da producéo.

Figura 24: Etapas do preparo da membrana de Quitosana — Departamento de Quimica e Bioguimica IBB UNESP.

Fotos: Arquivo Pessoal 2011

No presente trabalho foram produzidos dois grupos subdivididos em seis subgrupos
distintos designados de “A” a “F” de acordo com os interesses em termos de concentracdo e
posterior aplicacdo cirurgica da membrana. Os subgrupos A, B e C apresentaram as
membranas “puras”, ou seja, sem adi¢do de fatores de crescimento ou hormonios plaquetarios,
sendo que em A e B, 15g de Quitosana em pé foi diluida em 1L de acido acético a 3% e 4%
respectivamente; e no grupo C, de maior concentracdo de Quitosana, 20g de pd foram

diluidos em acido acético a 4%.
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Nos grupos D, E e F além da Quitosana diluida da mesma maneira que nos grupos A,
B e C, foi acrescido a esses horménio plaquetario na quantidade de 10% do volume total de
Quitosana de cada grupo (Figura 25), o que corresponde a 58.333,33pg/dl de PDGF e
583,33pg/dl de VEGF. As membranas tratadas com hormonios plaquetarios foram

denominadas de membranas “dopadas”.

Figura 25: Quitosana liquida acrescida de horménio plaquetério.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2011

A concentracao de Quitosana utilizada foi estabelecida com a finalidade de se estudar
sua possivel acdo antimicrobiana, sua toxicidade (inducdo de apoptose e necrose celular) e sua
morfologia. Assim, foram utilizadas duas concentragcfes, sendo uma menor e uma maior para
verificar se 0 aumento da concentracdo de Quitosana influenciaria o resultado dos testes

mencionados. Os diferentes grupos estao listados na tabela 4.
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Concentracdo Quantidade  Quantidade

Nomenclatura  de Acido de de Acido Concentragio
Grupo utilizada Acético Quitosana em Litros Final
usada em gramas
A Quitosana 3% 3% 15 1L 3% em massa
B Quitosana 4% 4% 15 1L 4% em massa
Quitosana 4%
© com maior 4% 20 1L 4% em massa
concentracao
Quitosana
D Dopada 3% 3% 15 1L 3% em massa
Quitosana
E Dopada 4% 4% 15 1L 4% em massa
Quitosana
F Dopada 4% 4% 20 1L 4% em massa
com maior
concentracao

Tabela 4: Grupos estudados e suas caracteristicas.

111.4.1.2 Preparo da Quitosana: parte Il

A segunda parte do preparo da membrana de Quitosana foi realizada no LEC. Em
capela de fluxo laminar, a Quitosana ainda liquida foi colocada em placas de Petri de vidro
para secagem. Em temperatura ambiente hda uma mudanca conformacional do polimero, o
qual devido a perda da umidade se solidifica. A evaporacdo de uma solucdo de Quitosana
espalhada sobre uma placa de vidro é a técnica mais simples para a preparacdo de filmes de
Quitosana e, geralmente, produz um filme flexivel e resistente, sem acarretar nenhum custo
adicional a sua producio®. No entanto, o procedimento s6 se complementa, ao adicionar

sobre as membranas, ja secas, uma solucdo de Hidroxido de Sodio (Na OH) 0,5N. O Na OH
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nessa concentracdo € utilizado para neutralizar o excesso de acido acético da membrana,
deixando seu pH préximo de 7,0, garantindo assim uma certa plasticidade a mesma, tornando-
a maleavel. Além do mais, a adicdo do Na OH é realizada com a finalidade de se controlar a
porosidade do polimero, sendo as membranas consideradas “densas” quando em contato por

24h com a solugdo e “porosas” quando a exposicdo limita-se a 48h°®%. (Figura 26).

Figura 26: Em cima, membranas em fase de secagem e adi¢do de Na OH. Embaixo, membrana pronta para uso.

Fotos: Arquivo Pessoal 2011
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111.4.2 Analisar atividade antimicrobiana e antifungica

A analise da atividade antimicrobiana e antifungica foi realizada ap6s procedimentos de

esterilizagdo da membrana seca.

e Esterilizacdo das Membranas de Quitosana

O processo de esterilizacdo deve ter capacidade de inativar uma ampla variedade de
microorganismos, incluindo os esporos bacterianos resistentes. A esterilizacdo se diferencia
da desinfeccdo por ser capaz de destruir todas as formas de microorganismos. Tratando-se de
seres vivos, todos os instrumentos e objetos que penetram nos tecidos ou vasos sanguineos, ou

gue entram em contato com as mucosas, membranas ou feridas, devem ser esterilizados®.

O método escolhido para tal foi o Sistema Sterrad® de Esterilizacdo (Figura 27), o
qual age a baixas temperaturas, (excluindo a hipotese de derretimento da membrana como no
caso de autoclaves convencionais) utilizando vapor de perdxido de hidrogénio (H,0;), sem
deixar residuos toéxicos. O H,O, é bactericida, viruscida, tuberculiscida, esporocida e
fungicida. Age por meio da producéo de radicais livres que lesam membranas lipidicas, DNA

e outros componentes celulares essenciais®®.
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Figura 27: Membranas esterilizadas pelo sistema Serrad®.
Foto: Arquivo Pessoal, 2011

e Atividade antimicrobiana da membrana

Com o intuito de avaliar as propriedades inerentes @ membrana, propds-se a realizacdo
de ensaios antimicrobianos e antifungicos. A hipo6tese do comportamento da membrana retrata
que o grupo aminocationico da Quitosana age sobre os grupos anidnicos dos fungos e
bactérias, causando a inibicdo do crescimento. ®* O ensaio antimicrobiano foi realizado no
Hospital Estadual de Bauru — Dr. Arnaldo Prado Curvéllo. Foram realizados dois tipos de
testes sendo o primeiro feito em condicOes estéreis e 0 segundo em exposicdo ambiental.

®,

<> Teste realizado em capela de fluxo laminar classe 1A

Foram utilizadas membranas provenientes de cada um dos seis subgrupos elencados.
As cepas utilizadas em ambos os testes foram Saphylococcus aureus ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, (cepas consideradas mais comuns em infecgdes
hospitalares, de corrente sanguinea, pele, e dispositivos). Os controles negativos
demonstraram crescimento de 100.000 unidades formadoras de colbnias para S. aureus. Na
amostra contendo a cepa P. aeruginosa nao houve crescimento.

As membranas foram transferidas para placas de Petri estéreis, sendo utilizada uma
placa para cada membrana. Para a verificacdo de contaminagdo bacteriana foi utilizado um
indculo de cada bactéria de 0,01mL colocado sobre cada membrana, com a quantidade
estimada de 10° bactérias nesse volume.

O tempo de exposicdo a bactéria foi de 60 minutos em estufa a 37°C. Apds esse
tempo, foi colocada salina estéril em cada placa com auxilio de uma seringa e agulha para
lavar as membranas, na sequéncia essa salina foi recuperada e semeada em meio Agar sangue.
As placas foram deixadas em estufa a 37°C por 24 horas e apo6s esse tempo foi feita a
verificacdo de crescimento e posterior contagem de colonias.

®,

<> Teste de exposi¢do ambiental
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Para o teste de exposicdo ambiental, procedimento semelhante foi realizado, sendo que
as placas com as membranas foram deixadas a temperatura ambiente sobre a bancada por 60
minutos. Apoés esse tempo os procedimentos foram iguais ao descrito no teste realizado em

capela de fluxo laminar classe IIA.

o Atividade Antifungica da membrana

A avaliacdo antifungica da membrana foi realizada no Departamento de Microbiologia
do IBB. ® O microrganismo utilizado foi Levedura Candida albicans (ATCC 10231) e o
método usado foi 0 Método Agar Difusdo para C. albicans.

O meio de cultura foi o Agar Saboraud (Difco™), preparado com 6,5g do meio para
100-mL de &gua destilada, autoclavados a 120°C por 15 minutos. O meio liquido foi
distribuido em placas de Petri (20 mL por placa de 90x15mm) esterilizadas, incubadas em
estufa a 37°C por 24h. Os microorganismos (C.albicans) foram repicados em meio Agar BHI
(Brain Heart Infusion, Difco™) caldo 20% glicerol, armazenados em estufa a 37° C por 24h
formando uma suspensdo. Swabs estéreis foram mergulhados na suspensdo de C. albicans e
semeados em cultura sobre 0 meio. Em seguida foram colocadas trés amostras de Quitosana.
As placas foram colocadas em estufa bacterioldgica a temperatura de 37°C por 48 horas, a fim

de observar o crescimento dos microrganismos (Figura 28).

Figura 28: Na esquerda, meio Agar Saboraud em placa de Petri. Na direita, “semear em cultura” de C. albicans sobre 0 meio
de cultura.

Fotos: Arquivo pessoal, Alvarado 2011
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111.5 Modelo de membrana celularizada
Apos a confirmacdo de que as membranas se encontravam devidamente esterilizadas,

as mesmas foram colocadas uma a uma, em condicGes estéreis com manipulagdo em capela de
fluxo laminar em placas plasticas de seis pocos, com posterior adicdo de MC DMEM F12. Os
protocolos referentes ao ensaio de ades@o sobre a membrana e analises de citotoxicidade pelo

método de CF sdo descritos a seguir.

11.5.1 Ensaio de Adesao e Marcacgéo Celular ao Scaffold — Imunofluorescéncia
Com a finalidade de demonstrar a adesdo celular ao scaffold, um teste de marcagéo e

adesdo das células de musculo liso & membrana foi realizado.

A proposta de adesdo foi feita utilizando duas técnicas, sendo uma contendo um
artificio promotor da ades&o e a outra sem nenhum artificio externo promotor da adesdo das
células, a titulo de comparacéo. O artificio promotor da adesdo usado foi o Puramatrix Peptide
Hydrogel BD®, uma matriz sintética comercializada a qual, gelificada, tem a finalidade de
criar microambientes tridimensionais definidos para uma variedade de experimentos com
culturas celulares de diferentes linhagens®®. O protocolo utilizado, descrito por Bertanha

(2011)®, foi modificado e adaptado ao presente estudo.

Utilizou-se uma amostra de células sendo procedida a contagem das células viaveis
com uso de Tripan blue™ em cAmara de Neubauer, seguido de centrifugacdo a 1200rpm por
10 minutos para remocdo do MC DMEM F12 e obtengdo do botdo celular (pellet). As células
foram marcadas com o marcador fluorescente Qtracker ~ Cell Labeling Kits - Invitrogen™
conforme instrucdes do fabricante. Foi homogeneizando 1puL do componente A + 1uL do
componente B seguido de incubacdo por 5 minutos. Apés este procedimento foi adicionado
200uL de MC e homogeneizado no agitador tipo Vortex por 30 segundos. Sobre o volume de
200pL da solucdo A+B foram colocadas 1x10° células de musculo liso e incubado & 37°C por
45 a 60 minutos. Foi acrescentado 1 mL de MC e centrifugado por duas vezes a 1200rpm

durante 10 minutos.

e Ensaio com artificio promotor da adeséo

Ap6s o protocolo mencionado acima, o MC celular foi removido e o pellet de células
homogeneizado com 10uL de solucdo de sacarose 10% (preparada no protocolo Puramatrix®

conforme especificacbes do fabricante — BD Puramatrix Peptide Hydrogel). Foi acrescentada
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sempre a mesma quantidade em volume da solucdo de Puramatrix® acrescida de sacarose,
para entdo adicionar MC que é o promotor da gelificacdo do Puramatrix® ja contendo as
células. Apds aspiracdo de 20uL da solucdo preparada, 1x10° células de masculo liso foram
depositadas sobre os scaffolds, de forma circular. O conjunto foi mantido em repouso durante

duas horas em estufa para facilitacdo da adesdo, com posterior adicdo de MC.

e Ensaio sem artificio promotor da adesao.

Apbs a realizacdo do procedimento padrdo, o MC celular foi removido e o pellet de
células homogeneizado em 1 mL de MC. As células foram entdo depositadas gentilmente
sobre o scaffold e deixadas em estufa por duas horas. Decorrido o tempo previsto, julgado
necessario para a facilitagdo do processo de adesdo celular ao biomaterial em questdo, foi
adicionado MC. Ambos os experimentos foram mantidos em cultura por 72h para a efetivacao
do processo de adesdo celular.

Apdbs o tempo previsto, as membranas contendo células de musculo liso marcadas,
complementadas ou ndo com Puramatrix® foram transportadas in natura para o
Departamento de Patologia da FMB para a realizacdo da técnica de congelamento seguida de

cortes histologicos e andlise da imunofluorescéncia.

111.5.2 Testes de toxicidade residual dos scaffolds: Caspase-3 e Anexina-V/lodeto de
Propidio

Para a realizacdo do teste de toxicidade residual da membrana de Quitosana, foi
proposto protocolo segundo Bertanha, (2011)%, no qual as células, previamente expandidas
em laboratorio, se apresentassem em contato fisico direto com o scaffold utilizado.

e (Caspase-3

Adaptando-se o protocolo citado foi avaliada a possivel inducéo a apoptose celular que
os scaffolds de Quitosana poderiam provocar nas células de masculo liso, quando expostas a
eles. Tal método foi realizado com o kit Caspase-3 (PE- Conjugated Monoclonal Active
Caspase - 3 Antibody Apoptosis Kit-BD Pharmigen™) para Citometria de Fluxo (CF).

Para o teste utilizou-se uma cultura de células de musculo liso de bexiga, previamente
expandida em cultura, que foi submetida ao tratamento com tripsina-EDTA LGC® para

destacar do fundo do frasco de cultura e proceder a contagem e viabilidade celular.
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Aliquotas de 1X10° células foram separadas para aplicacéo em seis pocos de placa néo
aderente (Nunc®) contendo as membranas produzidas por dois diferentes métodos: Membrana
de Quitosana pura 4% (de maior concentragdo) e Membrana de Quitosana pura 4% acrescida
de solucdo de glutaraldeido a 0,25%. Segundo a literatura, o glutaraldeido seria responsavel
pela promogcao de uma maior densidade e resisténcia do polimero, sendo por isso utilizado®.

O grupo controle foi colocado em trés pocos, constituindo-se apenas das células de
mausculo liso, sem nenhum tipo de membrana.

De acordo com os POPs, os conjuntos foram mantidos em cultura por 48h, a 37°C,
com 5% CO; a fim de garantir o contato e adesdo celular ao scaffold. Apds esse tempo, as
células foram retiradas da membrana por dissociacdo mecanica com auxilio da ferramenta
Cell Scrapper Nunc®. Nesta etapa foram realizados os procedimentos de:

v Viabilidade celular com corante Tripan Blue Invitrogen™;
v' Determinacdo do Indice de Apoptose mediada pela Caspase-3, por CF,

utilizando equipamento FacsCalibur BD™ .

Para a determinacdo da viabilidade celular, foi colocado na presenca de 30uL de
Tripan Blue a 0,4%, 30uL de uma concentracdo de 1X10° células/mL. O conjunto foi
aspirado e depositado gentilmente sobre cdmara de Neubauer procedendo-se a contagem das
ceélulas vivas e mortas.

Para a determinacdo da marcacéo intracelular com anti-Caspase-3 por CF, incubou-se
1X10° células com a solucdo permeabilizacdo, disponivel no kit apresentado pelo fabricante,
por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, as células foram lavadas em
solucdo de Isoton® BD e uma nova incubacdo foi realizada com 20upL de anticorpo
monoclonal anti-caspase-3 na presenca de 100uL de solucdo de permeabilizacdo, por 45
minutos no escuro. As células foram suspensas em solucéo de Isoton® BD e encaminhadas
para leitura em Citdmetro de Fluxo. Os protocolos foram realizados de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes do Kit. Posteriormente, as leituras foram feitas no
equipamento FACsCalibur da BD® e a reacdo analisada com auxilio do software Cell
Quest™ da BD.

e AnexinaV

Tendo em vista que o mecanismo de morte celular fisiopatoldgico pode ser
desencadeado dependentemente ou ndo da Via das Caspases, sugeriu-se estudar uma possivel

inducdo a apoptose das células em contato com as membranas por uma técnica distinta.
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Assim, num segundo momento, a possivel inducdo a apoptose celular foi avaliada
pela utilizagdo do kit Anexina-V(BD Pharmingen™FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit) para CF.

Utilizou-se cultura de células de musculo liso de bexiga, previamente expandida, que
foi submetida ao tratamento com tripsina-EDTA LGC® para destacar do fundo do frasco de
cultura e proceder a contagem e viabilidade celular.

Nesse caso, com o decorrer do trabalho houve a possibilidade de se padronizar a
producdo dos outros grupos de membrana de Quitosana (os quais ainda ndo tinham sido
padronizados no periodo em que o teste com a Caspase-3 foi realizado). Assim, aliquotas de
1X10° células foram separadas para aplicacdo em 21 pocos de placa ndo aderente Nunc®
contendo os seis subgrupos de membranas produzidos, e o grupo controle. S&o eles:

Membrana de Quitosana pura 3%, membrana de Quitosana dopada 3%, Membrana de
Quitosana 4%, Membrana de Quitosana dopada 4%, Membrana de Quitosana pura 4% (de
maior concentracdo), Membrana de Quitosana dopada 4% (de maior concentracdo). O grupo
controle foi constituido apenas pelas células de musculo liso, sem nenhum tipo de membrana.

A contagem e viabilidade celular foram procedidas da mesma forma que no teste com
a Caspase-3.

Para a determinacdo da marcagdo Anexina-V/PI por CF, utilizou-se 5pL de Anexina-V
FITC e 5uL de lodeto de Propidio por teste (tubo). Em seguida, as células foram colocadas
em solucdo tampdo 1X (buffer), disponibilizada pelo fabricante, e foram adicionados o0s
volumes descritos de Anexina e PI. Para cada tubo, incubou-se aproximadamente 1X10°
células por 15 minutos a 25°C no escuro & temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi
adicionado 400uL da solucdo tampdo 1X em cada tubo. As células foram encaminhadas para
leitura em Citdometro de Fluxo. Os protocolos foram realizados de acordo com as
recomendagOes dos fabricantes do Kit. Posteriormente, as leituras foram feitas no
equipamento FACs Calibur da BD® e a reacdo analisada com auxilio do software Cell
Quest™ da BD.

Ambos os experimentos, Caspase e Anexina/PIl foram realizados em triplicata a fim de
se obter a posterior analise estatistica dos dados.
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111.6 Modelo in vivo
111.6.1 Implante in vivo dos segmentos de membrana: dorso

Com o objetivo de avaliarmos a resposta inflamatéria provocada pelo implante dos
segmentos de membrana produzidos quando em contato direto com a mucosa dos animais, foi
utilizado protocolo realizado in vivo, descrito por Evaristo (2011), adaptado®®.

O implante foi realizado com dois subgrupos de membrana dentre os seis subgrupos
elencados no estudo. A escolha dos subgrupos foi determinada pela concentracdo de
Quitosana existente nas amostras, visto que se observou nas membranas compostas com
maior concentracdo do produto, uma maior estabilidade do polimero no ato do procedimento
cirurgico, tratando-se da transposic¢éo do fio cirargico pela membrana.

Os subgrupos escolhidos para o ensaio foram:
v Quitosana 4% em maior concentracdo (20g de Quitosana/1L de acido)
v Quitosana 4% Dopada em maior concentracao (20g de Quitosana/1L de &cido)

Os coelhos foram anestesiados com injecdo de Cloridrato de Ketamina e Xilasina,
administrado via intramuscular’® ™72, Foram feitas seis incises pequenas no dorso dos
animais, com posterior divulsdo dos tecidos e implante dos segmentos de membrana
subcutaneamente. As membranas foram marcadas com fio cirargico azul de prolipropileno
Trulene® antes de serem implantadas para posterior localizagdo. Os animais receberam
antibiético Clamoxyl® pés-operatério.

Num mesmo animal foram colocados segmentos dos dois subgrupos, sendo o lado
posterior direito contendo trés segmentos de membrana pura e o lado posterior esquerdo
contendo as membranas dopadas. Ambos os tipos de membrana foram inseridos no mesmo
animal com o intuito de viabilizar a resposta inflamatdria para ambas as amostras, ou seja, ndo
haver interferéncia nos resultados por utilizar animais diferentes para cada subgrupo. O ensaio
foi realizado em dois animais totalizando 12 amostras. Avaliou-se existéncia de fibroblastos;

edema; polimorfonucleares (PMN); vasos neoformados; hemorragia; ulceracdo da epiderme:
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presente ou ausente; necrose: presente ou ausente; macréfagos e bactérias. A nomenclatura
utilizada para cada amostra (Tabela5) e o procedimento cirargico dos implantes (Figura 29)

séo demonstrados a seguir.

Tabela5: Nomenclatura implante dorso.

LADO COELHO 1 COELHO 2
Posterior Coe 1 quitdir 1 Coe 2 quit dir 1
DIREITO Coe 1 quit dir 2 Coe 2 quit dir 2

(Quitosana ndo dopada) Coe 1 quit dir 3 Coe 2quit dir 3
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Figura 29: Implante dos segmentos de membrana in vivo. Em “A”, incisdes no dorso dos animais. Em
“B”, marcacdo das membranas com fio azul. Em “C”e “D”, implante das membranas nos segmentos. Em
“E”, sutura. Em “F”, cirurgia finalizada.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2012
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Apbs 21dias, os coelhos foram sacrificados com injecdo intravenosa letal de

Pentobarbital. As porcGes do dorso foram retiradas e preparadas para a anélise histologica.

111.6.2 Piloto do implante in vivo dos segmentos de membrana: bexiga

Foi realizado do Departamento de Cirurgia Experimental da Urologia. O animal foi
anestesiado com Cloridrato de Ketamina 35-50mg/Kg + Cloridrato de Xilazina 5-10mg/Kg de
peso vivo administrados via intramuscular. O coelho foi colocado em decubito dorsal com os
membros imobilizados sendo realizada tricotomia da regido abdominal e anti-sepsia com
povidine iodine (PVPI, 10% iodo ativo, Made Care — produtos hospitalares Ltda.), utilizando-
se campo oftalmico estéril para delimitar a regido cirdrgica. A seguir, foi realizada a abertura
da cavidade abdominal e a incisdo da pele com bisturi. O musculo reto abdominal foi
divulsionado, e apds a liberacdo romba de tecido adiposo, aderido em sua porcéo lateral e
medial, a bexiga foi exteriorizada. Foi entdo exposta a submucosa vesical e implantada a
membrana de Quitosana, com sutura continua. Os fios utilizados foram o Catgut® cromado 4-

0 respectivamente para a bexiga e parede abdominal (Figura 30).
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Figura 30: Procedimento cirtrgico piloto do implante de membrana in vivo.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2011

111.7 Andlise Estatistica

A anlise estatistica foi realizada pelo software Graphpad Instat® %, O teste de Anélise
de Variancia para amostras dependentes determinou as diferencas significativas entre as
variaveis estudadas. As médias foram comparadas pelo teste de Correlacdes Mdltiplas de
Tukey-Kramer, assumindo como verdadeiras as hipoteses cuja probabilidade de erro fosse

menor que 5% (p<0,05).
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IV. Resultados e Discusséo
V.1 Técnicas de Engenharia de Tecidos
IV.1.1 Isolamento das células da Bexiga

As células da parede externa da bexiga foram isoladas de duas maneiras distintas:

dissociagdo mecanica e dissociacdo enzimatica. Segundo Evaristo, 2011

a evolucédo das
culturas celulares por dissociacdo mecanica ndo demonstrou diferenca significativa ao se
comparar com a evolucdo das células obtidas por digestdo enzimatica. Entretanto, a
Colagenase, enzima utilizada para a realizacdo da digestdo enzimatica, apresenta custo
elevado. Cleto, 20117 identifica pelo Komet test, que CTMs humanas de tecido adiposo
expandidas em cultura submetidas a dissociacdo mecanica sofreram menor dano de DNA
quando comparadas com aquelas da dissociacdo enzimatica (3,4 vezes mais danos de DNA).
Estes resultados apontam para a prioridade na escolha do método de dissociacdo mecanica
para procedimentos com vistas a terapia celular e implantes, uma vez que o ensaio de quebra
de DNA relaciona-se com a mutagenicidade e a genotoxicidade ™.

Entretanto, no caso das células provenientes de musculo liso de coelho percebeu-se na
evolucéo da cultura maior desenvolvimento e crescimento na dissociacdo enzimatica. Tal fato
pode estar correlacionado ao tipo de 6rgdo, tendo em vista a constituicdo fina da parede da
bexiga, tornando o material mais fridvel, associado ao fato de que na dissociacdo mecanica
obtém-se inicialmente menos células quando comparado com o método enzimatico, sendo o
tamanho da bexiga de coelho limitante.

Ap06s dois dias da deposicdo das células extraidas da bexiga, nos frascos de cultura,
observou-se adesdo das células em baixa densidade ao fundo do frasco (Figura 31). Conforme
a evolucdo da cultura o crescimento celular alcangou 80-100% de confluéncia, ocupando

assim toda a superficie inferior do frasco (Figura 31).
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Figura 31: Na esquerda, células em inicio de adesdo. Aumento de 100x. Na direita, células em confluéncia de 80% ap0s
alguns dias de cultura. Aumento de 100x. Fotos:
Fotos: Arquivo pessoal 2012.

Morfologicamente, no inicio da cultura, as células mantiveram-se alongadas e
providas de prolongamentos, com aspecto denominado fibroblastoide. Conforme as passagens
das células foram sendo efetuadas houve melhor expansdo bem como aumento em volume
(globosidade) celular. As caracteristicas celulares foram observadas no microscopio invertido
Axiovert 200®, Zeiss ™ (Figura 32).

Figura 32: Células de musculo liso em terceira passagem. Aumento de 100x.
Foto: Arquivo pessoal 2012

As células foram mantidas em cultura até a terceira passagem quando foram

submetidas a caracterizacdo por técnica de CF e posterior validacao por técnica de ICQ.

IVV.1.2 Caracterizagdo por Citometria de Fluxo

A utilizag&o da técnica de CF nessa etapa do trabalho teve carater eliminatorio. Devido
a heterogeneidade da constituicdo do epitélio vesical foi necessario eliminar a possibilidade
de se estar trabalhando com células que ndo pertencessem ao grupo muscular, como, por
exemplo, as préprias CTMs com perfil fenotipico definido em literatura especializada’.
Dentre os marcadores utilizados para a fenotipagem de CTM, encontra-se 0 CD90 utilizado

neste trabalho. A expressdao de CD90 estd relacionada as seguintes células, tecidos e ou
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tumores: timdcitos (células precursoras de células T no timo), neurbnios, células
mesenquimais, células hematopoiéticas, NK, células T murinas, endotélio, células
glomerulares  renais, melanoma, células dendriticas foliculares, fibroblastos e
miofibroblasto’®. Tendo em vista a dificuldade de mercado para se obter anticorpos dirigidos
contra antigeno de coelho utilizou-se o anticorpo anti - CD90 (anti-rat cross reacting with
rabbit) Biolegend®™ O reagente utilizado apresenta especificidade pelas CTMs humanas e
reacdo cruzada com células de coelho conforme informac@es do fabricante.

Na figura 33 pode-se observar que na analise do controle (samplel: 12 animal 1) onde
foram analisados 7194 eventos, correspondendo a 100% do gate, 0,01% apresenta
autofluorescéncia (controle negativo). No histograma seguinte identificado como sample 1b:
1 animal, dentre 5869 eventos o teste foi positivo em 3% do total analisado. Shapiro, 1995 "
descreve que na imunofenotipagem pela metodologia de citometria de fluxo, resultados
inferiores a 5% sdo considerados negativos """

Ao analisarmos os resultados da CF de forma global, nota-se que nas cinco amostras
provenientes de animais distintos a média de eventos analisados foi de 7000. Dentre estes, a
analise pelo citbmetro registrou o valor médio de 2% de positividade. Entretanto, o fato de
excluirmos o fenétipo de CTMs nas amostras, ndo permitiu concluir a caracterizacdo do
tecido cultivado como mausculo liso. Por isso foi proposta a realizacdo de teste com maior
especificidade: a 1CQ. Os resultados da CF podem ser observados abaixo (Figuras 33,34 e

35).
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Sample ID: 1A CRTL 1 ANIMAL
Acquisition Date: 03-Nov-11
Gated Events: 7194

Tube: TUBO BEAD
Gate: G1
Total Events: 12418

Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 7194 100.00 57.93 4.19 3.55
M1 1 0.01 0.01 33.68 33.68

Sample ID: 1B 1 ANIMAL
Acquisition Date: 03-Nov-11
Gated Events: 5869

Tube: TUBO BEAD
Gate: G1
Total Events: 10964

Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 5869 100.00 53.53 9.48 6.15
M1 176 3.00 1.61 49.16 42.55

Sample ID: 2A 2 ANIMAL
Acquisition Date: 03-Nov-11
Gated Events: 5904

Tube: TUBO BEAD
Gate: G1
Total Events: 12107

Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 5904 100.00 48.77 3.49 3.08
M1 0 0.00 0.00 o b

Sample ID: 2B 2 ANIMAL
Acquisition Date: 03-Nov-11
Gated Events: 5388

Tube: TUBO BEAD
Gate: G1
Total Events: 11285

Marker Events % Gated % Tota Mean Median
All 5388 100.00 47.74 12.08 7.77
M1 253 4.70 2.24 4927 40.68

Figura 33: Resultado da CF para células expressando CD90 em sua superficie. Animais 1 e 2.
Sample ID: 1A CRTL 1 animal = controle negativo das células do animal 1; Sample ID 1B: 1 animal = analise da expressdo de CD90 no
animal 1; Sample ID: 2A animal= controle negativo das células do animal 2. Sample ID 2B 2 animal= analise da expressdao de CD90 no

animal 2.
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Figura 34: Resultado da CF para células expressando CD90 em sua superficie. Animais 3 e 4.
Sample ID: 3A 3animal = controle negativo das células do animal 3; Sample ID 3B: 3 animal = anélise da expressdo de CD90 no animal 3;
Sanple ID: 4A 4animal= controle negativo das células do animal 4. Sample ID 4B 4 animal= analise da expressdo de CD90 no animal 4.
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Figura 35: Resultado da CF para células expressando CD90 em sua superficie. Animal 5.
Sample ID: 5A 5animal = controle negativo das células do animal 5; Sample ID 5B: 5 animal = anélise da expressdo de CD90 no animal 5.
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IV.1.3 Caracterizacao por Imunocitoquimica

A caracterizacdo por ICQ foi realizada como complemento necessario para a efetiva
validacao do tipo celular estudado, ou seja, a utilizacdo dos devidos anticorpos, com reacado
cruzada para células de coelho, confirmou o fendtipo esperado de células de musculo liso.
Estes resultados confirmam os resultados eliminatérios obtidos na CF que excluiu as
hipdteses das células apresentarem os fenotipos fibroblasto, células-tronco e os demais citados
anteriormente’®. As figuras 36 e 37 evidenciam o controle negativo (ndo marcado) de CTMSs
provenientes de Tecido adiposo de coelho e as células marcadas com os anticorpos HHF35,
1A4 e Alpha-Smooth Muscle Actin (alpha-SMA) Antibody Sigma' .

Figura36: Células ndo marcadas representam o controle negativo. Aumento de 50 e 100x, respectivamente.

Figura 37: Células marcadas em marrom confirmam o fenétipo de musculo liso. Na esquerda, células marcadas com o
anticorpo HHF35. Na direita, células marcadas com o anticorpo HDIC 1 a 4. Aumento de 50 e 100x, respectivamente.



Figura 38: Células marcadas em marrom confirmam o fenétipo de musculo liso. Células marcadas com o Alpha-Smooth
Muscle Actin (alpha-SMA) Antibody Aumento de 200x.

Fotos: Arquivo Pessoal. 2012
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IV.2 Membrana de Quitosana
IVV.2.1 Atividade antimicrobiana da membrana

Tendo em vista a escassez de estudos relacionados a utilizacdo de uma membrana
constituida de quitosana, a avaliagdo da comprovacdo das caracteristicas descritas na
literatura®, como no caso de uma possivel atividade antimicrobiana da membrana,
apresentou-se como um obstaculo. Sendo assim, a auséncia de uma metodologia pré-
estabelecida para a validacdo do teste, promoveu a submissao as alternativas ja existentes por
métodos convencionais.

O mesmo protocolo foi aplicado aos testes realizados em capela de fluxo laminar e
teste de exposicdo ambiental. No teste em capela de fluxo laminar, em comparagdo com 0s
controles (S aureus 100.000 UFC e P. aeruginosa sem crescimento), a S. auerus apresentou
diminuicdo da taxa de crescimento quando em contato com a membrana dopada 4%, e
inibicdo de crescimento quanto em contato com a membrana 4%, corroborando a literatura.

Os resultados estéo na tabela a seguir:

Tabela 6: Resultado do ensaio antimicrobiano em laboratério.

Tipo de membrana Teste em laboratdrio
S aureus P.aeruginosa

Membrana 3%/15g 10° coldnias Sem crescimento
Membrana DOP 3%/15g 10° colénias Sem crescimento
Membrana 4%/15¢g Sem crescimento Sem crescimento
Membrana DOP 4%/15g 4x 10* coldnias Sem crescimento
Membrana 4%/20g 10° colonias Sem crescimento
Membrana DOP4%/20g 10° col6nias Sem crescimento

O teste de exposicdo ambiental se demonstrou satisfatorio, visto que ndo houve
crescimento bacteriano em nenhum dos subgrupos estudados, corroborando os achados da

literatura. Os resultados encontram-se na tabela a seguir:
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Tabela7: Resultado do ensaio antimicrobiano ambiental.

Tipo de membrana

Membrana 3%/15¢g
Membrana DOP 3%/15g

Membrana 4%/15¢g
Membrana DOP 4%/15g
Membrana 4%/20g

Membrana DOP4%/20g

S aureus

Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Teste ambiental

P.aeruginosa

Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

I1V.2.2 Atividade Antifangica da membrana

Assim como observado em relacdo a atividade antimicrobiana da membrana, a

auséncia de testes especificos destinados a aplicacdo nesse polimero, no que condiz com a

atividade antifingica, também se apresentou como um obstaculo. Entretanto, o teste

conduzido no Departamento de microbiologia do IBB, segundo Alvarado, 2012 ® evidenciou

a formacdo de halos de inibicdo de crescimento apds o tempo de 48h de cultivo de C.

albicans, em meio de cultura Agar Sabourad, onde as membranas encontravam-se dispostas.

A figura a seguir mostra os halos formados.

Figura 39: Halos de inibigdo de crescimento de C. albicans apés 48h de incubagao.

Foto: Arquivo Pessoal, 2011
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IV. 3 Modelo de Membrana Celularizada
IV. 3.1 Ensaios de Adesdo e marcacao celular ao scaffold — Imunofluorescéncia

Segundo a literatura, os biomateriais se fundamentam nas interacfes entre tecidos
vivos e materiais sintéticos visando a biofixacdo, bioreconhecimento e biocolonizacao™. A
utilizacdo de um artificio promotor da adesdo demonstrou quantitativa e visualmente, o
contato celular com o biomaterial, por mecanismos artificiais. No entanto, justamente devido
a constatacdo da “adesdo provocada” ao scaffold foi possivel estabelecer uma comparacao
visual perante os dois casos, evidenciando a adeséo celular ao scaffold sem nenhum artificio
promotor de adesdo, mesmo que em menor quantidade, mas ainda sim corroborando 0s
achados da literatura, viabilizando o uso da membrana com essa finalidade.

Observou-se marcacao do citoplasma das células em analise microscépica de aumento
200X. Foi usado microscopio de fluorescéncia Olympus BX41 acoplado a camera digital

Olympus Camedia C-7070. Os ensaios se apresentam a seguir (Figuras 40 e 41).
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Figura40: Adeséo celular ao scaffold, sem fator promotor da adesédo. Filtros usados: Em verde, FITC 200X. Em azul, DAPI
200X. Em vermelho, Txred 200X.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2011
Figura 41: Adesdo celular ao scaffold, com fator promotor da adeséo. Filtros usados: Em verde, FITC 200X. Em azul, DAPI

200X. Em vermelho, TxRed 200X.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2011
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IV.3.2 Testes de toxicidade residual dos scaffolds: Caspase-3 e Anexina-V/lodeto de
Propidio

e (Caspase-3

O ensaio de toxicidade realizado com o kit de Caspase evidenciou que a exposi¢cdo as
membranas puras nao induziu a apoptose celular pela via da Caspase-3. Entretanto, nas
membranas acrescidas de solucdo de glutaraldeido a 0,25% confirmou-se a inviabilidade do
uso desse devido a extrema toxicidade induzida pelo produto, quando em contato com as
celulas, ainda na cultura, sendo que a viabilidade celular foi nula em algumas amostras. Tais
informacbes foram confirmadas pela anélise conjunta da contagem, viabilidade celular e
citometria de fluxo. Esses resultados podem ser evidenciados nos histogramas abaixo (Figura
42).
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o Anexina-V/lodeto de Propidio

A avaliacdo da citotoxicidade induzida pela exposicdo celular as membranas foi
medida pelo Kit de Anexina-V/PI. Os testes foram realizados com todos os subgrupos dos
dois grupos elencados no estudo, em triplicata. A utilizagdo de outro método determinante
para avaliagdo da citotoxicidade celular encontrou-se necessario para determinar possivel
apoptose induzida por uma via independente das Caspases. Os resultados foram nitidamente
satisfatorios, visto que houve auséncia de inducdo a Necrose, (demonstrado do quadrante 1),
auséncia de citotoxicidade, (demonstrado pela alta viabilidade celular no quadrante I1) e
auséncia de inducdo a apoptose celular (demonstrado no quadrante I11), em todas as amostras.
Na avaliagdo por CF, ao utilizarmos o Kit contendo a Anexina e o Pl, pode-se obter quatro
perfis distintos. Os perfis sdo apresentados na tabela abaixo. **

Tabela 8: Respostas da deteccdo da exposi¢do das FS por citometria de fluxo usando Anexina-V e

Perfis Interpretacédo
1. Expresséo negativa de Anexina-V e Pl Células Viaveis
2. Expresséo positiva de Anexina-V e Negativa de Pl Células nos estagios precoces
de Apoptose
3. Expresséo negativa de Anexina-V e positiva de Pl Necrose celular
4. Expressao positiva de Anexina -V e Pl Estagios finais de apoptose

Fonte: Adaptado de Guilherme, G. 2006.

Os resultados da citometria de fluxo podem ser visualizados nos dot-plots abaixo. (Figuras 43
a 49).
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IVV.4 Modelo in vivo
IVV.4.1 Implante in vivo dos segmentos de membrana: dorso

Nesta etapa objetivou-se verificar a toxicidade residual da membrana em relagéo ao
organismo ap6s o implante. Transcorridos dois dias, observou-se processo inflamatério,
evidenciados pela presenca de rubor, calor e edema (Figura 50). Na figura 51, observa-se
eliminacdo de um dos enxertos no lado posterior direito (referente a quitosana ndo dopada),
apos sete dias do implante no coelho 1, e eliminagdo de um enxerto de cada lado no coelho 2.

Evidenciou-se processo inflamatério pertinente.

Figura 50: Processo inflamatério pds — operatorio.

Figura 51: Implante dorsal da membrana, in vivo. Na esquerda, implante ap6s sete dias no coelhol. Na direita, implante apds

sete dias no coelho?2.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2012

Apo6s 14 dias do procedimento cirdrgico, observou-se a expulsdo dos implantes
localizados no lado posterior direito do coelhol. Os segmentos presentes no lado esquerdo
(quitosana dopada) apresentaram-se em expulsdo tardia, comparados aos do lado direito

(quitosana ndo dopada). No animal 2, observou-se a permanéncia de dois enxertos, um de
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cada lado. Ainda que macroscopicamente, a evolucdo dos resultados apresentou-se como

pouco satisfatoria. A figura 52 retrata a evolucdo dos animais em 14 dias.

Figura 52: Implante dorsal da membrana, in vivo ap6s 14 dias. Na esquerda, coelho 1. Na direita, coelho2.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2012

Apo6s 21 dias foi realizada a eutanésia dos animais. Observou-se a formagéo de um
abscesso na terceira amostra do lado esquerdo do coelho 2, e a permanéncia de uma das
amostras do mesmo lado no mesmo animal. O aspecto macroscopico do momento pré-

eutanasia € demonstrado a seguir (Figura 53).

Figura 53: Implante dorsal da membrana, in vivo apés 21 dias. Na esquerda, coelho 1. Na direita, coelho 2 com formacao de
abscesso do lado esquerdo do implante.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2012
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e Avaliacao histomorfoldgica das amostras: dorso

A avaliacdo histomorfoldgica das laminas foi realizada no Departamento de Patologia
da FMB. A andlise realizada teve carater semi-quantitativo, demonstrado em cruzes levando
em consideracdo os parametros ja& descritos. Os aspectos histomorfoldgicos estdo registrados
nas Figuras 54 e 55. A tabela 9 demonstra o conjunto dos resultados analisados. A infiltracéo
de fibroblastos foi menor em uma amostra (coelDOP esq I1).0s cortes histoldgicos das
amostras da membrana de quitosana ndo apresentam edema. As membranas dopadas
estimularam a presenca de PMN de forma mais expressiva quando comparado com a
membrana de quitosana ndo dopada. Acrescenta-se o fato de que no animal 2, houve a
formacdo de abscesso. Quanto a presenca de vasos, 0 escore apresenta-se nitidamente
diferente. Nas membranas dopadas o escore de vasos varia entre ++/+++ enguanto que nas
membranas de quitosana ndo dopadas +. A ulceracdo do tecido epitelial foi evidenciada
exclusivamente nas membranas dopadas, apontando para um processo de rejeicéo levando-se
em consideracdo os demais parametros analisados. Na amostra (coelho 2 dop esquerda 111)
houve a formacdo de abscesso e consequente presenca de necrose e bactérias. A presenca de
macrofagos (++) foi registrada na amostra do coelho 1 que recebeu a membrana de quitosana

ndo dopada (Tabela 9).
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Figura 54: Resultados histologia coelho 1. Colora¢cdo H&E. Aumento 100x.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2012
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Figura 55: Resultados Histologia coelho 2. Coloragdo H&E. Aumento 100x.

Fotos: Arquivo Pessoal, 2012
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Tabela 9: Avaliacdo histomorfoldaica das amostras in vivo.

LAMINAS Fibroblastos Edema PMN Vasos Hemadcias Ulceragdo  Necrose Bactérias Macroéfagos

CoelDOP ++++ ++ ++ +++ + Presente Ausente 0 +
Esq 2-1

Coe-1- ++++ ++ ++ +++ + Presente Ausente 0 +
DOP-ESq

2-11

CoelDOP +++ ++ +++ +++ ++ Presente Ausente 0 0
Esqg-211I

CoelDOP +++ ++ +++ ++ ++ Presente Ausente 0 +
Esg-2 IV

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 1l

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 11l

CoelQUIT +H+++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 IV

Coe2QUIT +H+++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 |

Coe2QUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 I

Coe2QUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 Il

Coe2QUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 IV

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 |

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 I

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 1l

CoelQUIT +++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 IV

CoelQUIT +++++ 0 ++++ + 0 Ausente Ausente 0 ++
DIR-1 |

CoelQUIT +++++ 0 ++++ + 0 Ausente Ausente 0 ++
DIR-3 I

CoelQUIT +++++ 0 ++++ + 0 Ausente Ausente 0 ++
DIR-3 Il

CoelQUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-3 IV

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-1 |

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-1 I

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-1 Il

Coe2QUIT +H++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-1 IV

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 |

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 I

Coe2QUIT ++++ 0 ++ + 0 Ausente Ausente 0 0
DIR-2 llI

Coe2DOP +++ + ++ + + Ausente Ausente 0 0
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1VV.4.2 Piloto do implante in vivo dos segmentos de membrana: bexiga
No unico implante realizado em bexiga, observa-se resultado pouco satisfatorio,

macroscopicamente, visto a presen¢a de uma massa enrijecida no local do implante, apds o
sacrificio do animal. Os animais permaneceram 21 dias com o implante sendo ausentes

episddios de febre e infeccédo relatados (Figura 56).

Figura 56: Piloto do implante in vivo do segmento de membrana em bexiga. Aspecto macroscopico.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2011

o Avaliacdo histomorfoldgica das amostras: bexiga

Observou-se auséncia de bactérias, necrose, ulceracdo e hemacias. Foram encontrados
focos de macrdgafos, PMN, edema e fibroblastos apontando para processo inflamatorio.
(Figura 57).

N&o houve a degradagdo da membrana de quitosana conforme descrita em muitos
trabalhos >'®*". Em contraposicdo, Kim et al, 2011” comparam a quitosana com outros
polimeros disponiveis no mercado, analisando a resposta imune e a biodegradacdo in vivo,
em aplicagdes neuroldgicas em ratos. Os resultados encontrados neste piloto corroboram os
dados destes autores que observam que a massa de quitosana € identificavel até 6 meses
depois da aplicacdo. Houve aumento da resposta imune e inflamatdria sem alterar o perfil de
degradacdo. Estes resultados demonstram que a quitosana é um biomaterial relativamente
inerte que ndo provoca uma resposta imune cronica sendo adequada para aplica¢fes de longo

prazo’®.
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Figura 57: Resultado histologia piloto implante in vivo: Bexiga. Em “A”, membrana de quitosana ao meio. Aumento de
100x. Em “B”, aumento de 50x. Coloragdo H&E.
Fotos: Arquivo Pessoal, 2012

99



IV.5 Analise Estatistica
IV.5.1 Testes de toxicidade residual dos scaffolds: Caspase-3 e Anexina-V/lodeto de

Propidio

e (Caspase-3

No grafico 1 sdo mostrados os resultados referentes a apoptose induzida pela via das
caspases nos testes em quitosana pura e quitosana contendo solucéo de glutaraldeido 0,25%.
Niveis significativamente aumentados foram detectados na amostra contendo glutaraldeido,

evidenciando a alta toxicidade desse composto.

Gréfico 1: Resultados referentes a apoptose induzida pela via das caspases nos testes em “Quitosana pura” e “Quitosana
contendo solugdo de glutaraldeido 0,25%”.0s resultados sdo expressos em média + desvio-padréo.
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e AnexinaV

No grafico 2 sdo mostrados os resultados referentes a necrose celular (quadrante | nos
dot plots), expressa pelo PI, conjugado no kit de Anexina, quando em contato com as
membranas dos subgrupos elencados no estudo. Observou-se, de forma geral, auséncia de
indugdo a necrose, sendo os resultados considerados significativos (p < 0, 0115). O subgrupo
“Quitosana 4%” demonstrou o maior desvio-padrdo em relagdo aos outros subgrupos,
apresentando indicios de um possivel inicio de inducdo a necrose, visto o deslocamento

vertical da massa celular nos dot plots.

Gréfico 2: Resultados referentes a necrose celular, expressa pelo Pl, quando em contato com as membranas dos subgrupos
elencados no estudo. Os resultados sdo expressos em média + desvio-padréo.
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No grafico 3 sdo mostrados os resultados referentes a viabilidade celular (quadrante 11
dos dot-plots) quando em contato com a membrana de quitosana, nos seis subgrupos
elencados no estudo, a partir do teste de Anexina V/PIl. Puderam-se observar resultados com
alto nivel de significancia (p < 0, 0192), especificamente quando se comparou o0 subgrupo
“Quitosana 4% com os subgrupos “Quitosana 4% em maior concentracdo” e “Quitosana 4%

dopada em maior concentragdo”.

Gréfico 3: Resultados referentes a viabilidade celular quando em contato com a membrana de quitosana, a partir do teste de
AnexinaV/PI. Os resultados sdo expressos em média * desvio-padréo.
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No grafico 4 sdo mostrados os resultados referentes a apoptose celular induzida
guando em contato com as membranas pertencentes aos seis subgrupos elencados (quadrante
Il nos dot plots). Devido a auséncia de inducdo a apoptose em todos o0s subgrupos se
apresentar de forma muito semelhante, néo houve diferenca significativa (p = 0, 0691 ou p >
0,05) entre os resultados nesse caso, demonstrando o perfil homogéneo para todas as

amostras.

Grafico 4: Resultados referentes a apoptose celular induzida quando em contato com as membranas pertencentes aos seis
subgrupos elencados. Os resultados sdo expressos em média + desvio-padrao.
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No grafico 5 sdo mostrados os resultados provenientes do cruzamento entre as trés
variaveis: necrose, células viaveis e apoptose; referindo-se aos quadrantes I, Il e I1l nos dot
plots, respectivamente. Ao compararmos concomitantemente as variaveis, observou-se
diferenca considerada extremamente significativa (p < 0, 0001) entre as células viaveis e
células em apoptose/necrose, demonstrando a auséncia de citotoxicidade do polimero quando
em contato com células de musculo liso de coelhos.

Graéfico 5: Resultados provenientes do cruzamento entre as trés variaveis: necrose, células viaveis e apoptose. Os resultados
sdo expressos em média + desvio-padrao.
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V. Conclusdes

v

Foi padronizada a producdo de membranas com diferentes composi¢cdes, variando a

concentracdo de acido e quitosana adicionados;

Os protocolos de obtencdo, processamento e amplificacdo das ceélulas de musculo liso
foram delineados com reprodutibilidade. As células musculares foram primeiramente
caracterizadas fenotipicamente pelo método de CF, com o anticorpo de especificidade
antiCD-90. A validacao foi realizada por ICQ com os anticorpos HHF35, 1A4 e Alpha-
Smooth Muscle Actin (alpha-SMA) Antibody apresentando positividade para as células de

musculo.

A analise de toxicidade utilizando teste de viabilidade e indice de apoptose por Anti-
Caspase-3 em citometria de fluxo, aponta auséncia de apoptose celular, quando em contato
com as membranas, induzida pela Via da Caspase-3. A utilizacdo da solucdo de
glutaraldeido a 0,25% confirmou-se inviavel devido a extrema toxicidade induzida pelo

produto.

Foi possivel comprovar a adeséo das células ao scaffold com e sem a utilizacdo do fator
promotor de adesdo Puramatrix e nanocristais Qdot®. As células aderiram & parede do

scaffold e foram observadas no teste de imunofluorescéncia.

Foi possivel realizar avaliacdo das atividades antimicrobiana e antifingica da membrana,
embora a metodologia utilizada possa ser considerada insatisfatoria devida sua
inespecificidade em testes com o polimero proposto.

Foi possivel a reprodutibilidade de um modelo de membrana a ser utilizado em

procedimento cirurgico.

Os protocolos de implantacdo in vivo foram considerados insatisfatorios, demonstrando a

necessidade de estudo do potencial imunogénico da membrana.
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Perspectivas
1. Implantar novas membranas, com diferentes concentragdes, na bexiga dos animais.

2. Estudar potencial imunogénico da membrana.
3. Realizar estudo especifico da avaliacdo antifingica e antimicrobiana da membrana.
4. Aplicar células de musculo liso autélogas na membrana e inseri-las novamente nos

animais, constituindo a terapia celular propriamente dita.

Proposta de insercdo de células autologas: terapia celular propriamente dita

Para a montagem do modelo proposto, retira-se uma amostra da tunica muscular
vesical por uma pequena inciséo, sendo toda a manipulagdo do tecido em questdo realizada
em capela de fluxo laminar. O contetdo celular sera processado e as células expandidas in
vitro. As membranas serdo produzidas e submetidas & esterilizagdo pelo método Serrad®. Na
superficie das membranas serdo depositadas 1x10° células/cm? do polimero, padronizados
previamente. Apos a aplicacdo, a matriz contendo as células sera colocada em placa de seis
pocos, ndo aderente e deixada em estufa por duas horas para a concretizacdo da adesao celular
inicial ao scaffold (segundo POP do laboratério de Engenharia celular). Transcorrido o tempo,
sera adicionado meio de cultura proprio para musculo liso. O conjunto serd mantido em estufa
de CO,, com umidade controlada a 37°C até que a completa adesdo celular ao scaffold seja
realizada. O monitoramento sera realizado por microscpio invertido Axiovert 200®, Zeiss™
até o momento da cirurgia. Previamente ao procedimento cirurgico sera utilizado um
transdutor de pressdo de agua, que possibilitard a determinagdo da pressao vesical inicial e
final, pressdo abdominal inicial e final, pressdo detrusora maxima, capacidade e complacéncia
vesicais. O conjunto sera aplicado sobre a submucosa vesical de coelho. O desenvolvimento
de cada animal sera avaliado, sendo nova analise urodindmica realizada previamente a
eutanasia dos animais. O tecido referente ao local do implante sera retirado apés 30 dias para
realizacdo de avaliacdo histomorfoldgica. Os segmentos serdo avaliados quanto & presenca ou
auséncia de implante, fibrose, processo inflamatorio, reagcdo de corpo estranho e calcificagéo.
Os animais serdo submetidos a avaliacdo dos aspectos macroscépicos, anatomopatoldgicos e
urodindmicos da bexiga (estudo cistométrico). A idealizacdo proposta é evidenciada a seguir.
(figura 58).
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Figura 58: Etapas de constru¢do do modelo envolvendo os principios da Terapia celular propriamente dita.
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