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RESUMO

As doengas cardiovasculares assumem atualmente uma das principais causas de
mortalidade e morbilidade em Portugal, constituindo mesmo cerca de 25% da mortalidade a
nivel mundial. A medida que esta prevaléncia tende a aumentar torna-se necessario
acompanhar esta evolugcao e desenvolver novas abordagens terapéuticas para que seja
possivel diminuir o seu impacto no nivel de saide mundial. No que diz a novas perspetivas
terapéuticas e regenerativas, os biomateriais, naturais ou sintéticos, surgem como uma
abordagem promissora e exibem um grande potencial na reparagao e regeneragao do tecido
cardiovascular. Como tal, tém sido investigados varios tipos de formulagées que incluem a
utilizagao tanto de proteinas como células devido ao seu potencial terapéutico para aplicagao

nas varias doengas cardiovasculares, com maior énfase para o enfarte agudo do miocardio.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases assume nowadays one of the major causes for mortality and
morbidity in Portugal, representing about 25% of all deaths worldwide. Considering the
increasing prevalence of these diseases it's necessary that this evolution is accompanied with
the development of new therapeutic approaches in order to diminish their impact on public
health worldwide. Regarding new regenerative and therapeutic perspectives, natural or
synthetic biomaterials appear as promising approaches and exhibit great potential in
repairing and regenerating the damaged cardiovascular tissue. Consequently, several kinds of
formulations that include the utilization of proteins or cells are being investigated due to
their therapeutic potential and application for cardiovascular diseases, with greater focus on

acute myocardial infarction.
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ABREVIATURAS

3D - Tridimensional

AV - Atrioventricular

BMSC - Células Estaminais da Medula Ossea (Bone Marrow Stem Cells)
DDDA - Acido Dodecanodioico

DDS - Sistema de Libertacao de Farmacos (Drug Delivery Systems)
EAM - Enfarte Agudo do Miocardio

ECM - Matriz Extracelular

FCEYV - Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

FCF - Fator de Crescimento Fibroblastico

IGF-1 - Fator de Crescimento Similar a Insulina

IL - Imunolipossomas

PEG - Polietilenoglicol

PGA - Acido poliglicélico

PGLA - Poli(Acido Lactico-co-Glicélico)

PLA - Acido Poliléctico

PVA - Alcool Polivinilico

PVP - Polivinilpirrolidona



|.INTRODUCAO

Com o avango da medicina moderna e do conhecimento tecnologico e cientifico, das
diferentes abordagens terapéuticas disponiveis atualmente, a biotecnologia surge
naturalmente como um ramo que tem permitido uma evolugao constante a nivel dos
métodos diferenciais de diagnostico e terapéutica.

Dentro da biotecnologia, a area dedicada aos biomateriais tem tido um papel fulcral
na producao de dispositivos médicos inovadores e no desenvolvimento da engenharia de
tecidos, promovendo a reparagao e regeneragao das propriedades e funcionalidade dos
mesmos quando, numa situagao normal, esta nao seria possivel. Sio assim componentes
essenciais para a reparagao de tecidos, 6rgios ou mesmo mecanismos fisiologicos que
apresentam a sua funcionalidade natural afetada pelas mais variadas razoes possiveis.
Considerando a capacidade limitada do corpo humano em regenerar a maioria dos seus
tecidos e 6rgaos, a engenharia de tecidos associada a medicina regenerativa ambicionam o
desenvolvimento de sistemas capazes de substituir, reparar ou estimular a capacidade natural
de regeneragao do corpo humano. (Chen e Liu, 2016)

Os avangos na compreensio deste tipo de sistemas aliados a reparagio e
regeneragao de tecidos tem permitido a colmatagao de algumas lacunas da transplantagao
tradicional de tecidos tal como a rejeigao dos excertos transplantados e exageradas reagoes
inflamatorias associadas a este processo. A utilizagio de biomateriais visa assim uma maior
compatibilidade do material utilizado com o ambiente no qual é colocado através da
utilizagdo de materiais que sejam capazes de mimetizar os aspetos criticos, tanto fisicos
como quimicos, da estrutura original que foi danificada promovendo assim a sua reparagao e

regeneragao. (Chen e Liu, 2016)



2. BIOMATERIAIS E AS SUAS APLICACOES

Segundo o American National Institute of Health (ANIH), biomaterial define-se como:
"qualquer substincia ou combinagio de substancias, que ndo farmacos, sintéticos ou naturais,
que podem ser utilizados por qualquer periodo de tempo e que aumenta ou substitui
parcialmente ou totalmente qualquer tecido, 6rgao ou funcionalidade, por forma a manter
ou melhorar a qualidade de vida de um determinado individuo". (Zavaglia e Prado da Silva,
2016)

Tendo sido utilizados durante muitos séculos, nomeadamente no implante de lentes
intraoculares e na restauragao dentaria, os biomateriais adquirem cada vez mais uma
participagao indispensavel no campo da engenharia de tecidos, principalmente com a
evolugao dos conhecimentos da biologia celular e molecular, quimica e engenharia de
materiais que tem permitido a sua utilizagdo numa perspetiva clinica mais abrangente. (Keane
e Badylak, 2014)

Na generalidade, um biomaterial engloba qualquer substincia capaz de interagir com
um sistema biologico por forma a reparar ou substituir esse tecido danificado e pode
exercer a fungao de suporte, matriz ou até estimular o crescimento de novo tecido no local
da lesao. (Zavaglia e Prado da Silva, 2016)

Devido a baixa capacidade de regeneragao de certos tecidos e 6rgaos ou até mesmo
devido ao efeito negativo dos processos inflamatorios na reparagao de tecido danificado uma
potencial opgao terapéutica envolve a utilizagao destes biomateriais por forma a criar uma
combinagao harmoniosa entre estes materiais e a matriz extracelular presente no local
danificado e que seja possivel reproduzir e, em certa extensdao, imitar a complexidade
tecidual por forma a assistir na sua reparagao e regeneragao. Esta é assim a principal
aplicagao terapéutica onde tecidos criados através de engenharia podem integrar totalmente
o corpo humano e fornecer assim uma cura permanente para varias doengas que se
encontram até ao momento sem qualquer cura possivel. (Chen e Liu, 2016)

Considera-se importante referir a existéncia de trés geragoes de biomateriais, que se
foram alterando ao longo dos anos com o desenvolvimento de novas tecnologias: uma
primeira geragao na qual a utilizagdo de biomateriais se centrava nas suas carateristicas
inertes e na isengao de toxicidade; uma segunda geragao que abordava os biomateriais de
uma perspetiva de bioatividade e capacidade de reabsorgao; e uma terceira geragao na qual
se utiliza os biomateriais como meio para promover a regeneragao do tecido e potenciar os

mecanismos naturais de regeneragao do hospedeiro. (Zavaglia e Prado da Silva, 2016)



A perspetiva atual na aplicagao de biomateriais envolve o seu papel como materiais
utilizados para a criagao de uma estrutura que seja capaz de suportar mecanicamente e
encorajar a adesao, proliferacao e diferenciagao celular e controlar o tamanho e forma do
tecido regenerado. A criagao destas matrizes visa que a estrutura implantada seja apenas
temporaria sendo que ao longo do tempo esta se vai degradando ou sendo reabsorvida de
forma controlada e de acordo com a taxa de crescimento do novo tecido, fornecendo
suporte para o seu crescimento e, na maioria dos casos, modulando fisiologicamente a
resposta celular através de estimulos celulares capazes de alterar o comportamento e fungao
celular. (Chen e Liu, 2016)

Apesar da utilidade destes biomateriais, a sua utilizagdo é bastante limitada quando
utilizados isoladamente para efeitos de regeneragio de tecido, processo que envolve
migragao, proliferacao e diferenciagao celular. Para tal, é necessario a inclusao de fatores de
crescimento celular e a modulagao da distribuicao espacial e temporal dos mesmos. Com a
associacao destes fatores de crescimento ou dos seus derivados peptidicos ao biomaterial
torna-se assim possivel obter os processos de regeneragao tecidular, tal como proliferagao e
migragao celular, regeneragao nervosa, osteogénese e angiogénese em tecidos em isquemia.

(Keane e Badylak, 2014)

2.1 - CLASSIFICAGCAO DE BIOMATERIAIS

E possivel classificar os biomateriais em quatro principais classes de material, sendo
estas, as ceramicas, os metais, os polimeros e os compositos, variando entre estes a

bioatividade e biofuncionalidade de cada um. (Zavaglia e Prado da Silva, 2016)

Tabela | - Tipos de biomateriais: exemplos e as suas aplicagées (Chen e Liu, 2016).

Biomaterial Exemplo Aplicacoes
Ceramicas Argilas, Vidros Ossos, dentes, valvulas e tendoes
Metais Ferro, Cobre, Aluminio Fixagao ortopédica, placas, implantes dentarios
Polimeros PGA, PVA, PVP, PEG Suturas, artérias, veias, tendoes, oftalmologia
Compésitos Resina Vilvulas cardiacas artificiais e cartilagens

PGA - Acido Poliglicélico; PYA - Alcool Polivinilico; PVP - Polivinilpirrolidona PEG - Propiletilenoglicol

Os biomateriais sio também classificados em duas categorias de acordo com a sua origem,

podendo esta ser natural ou sintética. (Chen e Liu, 2016; Keane e Badylak, 2014)




2.2 - BIOMATERIAIS DE ORIGEM SINTETICA

A utilizagao de biomateriais sintéticos apresenta algumas vantagens em relagao aos
biomateriais de origem natural devido a facilidade em controlar a sua forma, arquitetura e
quimica de maneira a dar origem a diversas alternativas de composi¢ao para que na sua
forma final se adapte completamente a regiao na qual vai ser aplicado, exercendo uma fungao
e atividade controlada e desejada.

Os biomateriais sintéticos mais utilizados para regeneragao baseiam-se em o-
hidroxiacidos, tal como o acido polilactico (PLA), o acido poliglicdlico (PGA) e o seu co-
polimero, o poli(acido lactico-co-glicolico) (PGLA). Considera-se que estes biomateriais dao
origem a produtos de degradagao nao-toxicos, o acido lactico e o acido glicolico, através de
hidrolise simples dos polimeros utilizados e depois eliminados pelas vias fisiologicas normais.
Esta reacdao de degradagiao surge também como uma vantagem uma vez que a hidrdlise
quimica pode ser mais facilmente prevista e controlada que uma reagao dependente de
enzimas. (Chen e Liu, 2016)

A facil modulagao das suas propriedades fisicas torna-se uma grande vantagem dos
biomateriais de origem sintética uma vez que é possivel, através de micro e nano
tecnologias, a produgao de padroes detalhados na sua superficie, bem como alterar a sua
forma e propriedades mecanicas. Estas carateristicas fisicas tém sido ligadas a modulagao de

alguns processos celulares, tal como descritos seguidamente:

Forma - a forma das particulas podem influenciar através do contacto inicial com

macrofagos se este inicia o processo de fagocitose ou nao.

Tamanho - o tamanho das particulas tem demonstrado influéncia sobre as células e

determina se as mesmas entram em processo de apoptose ou em processo de diferenciagao.

As propriedades mecanicas parecem também ter grande influéncia na morfogénese
tecidual, apresentando uma profunda influéncia no comportamento celular. A alteragao de
elasticidade do substrato no qual foram cultivadas células mesenquimais pode facilitar a sua
diferenciagao em células com fungdo neuronal, éssea ou muscular. Foi ainda demonstrado
que estas propriedades mecanicas podem influenciar reagdes imunes tal como fagocitose por

parte de macrofagos ou mesmo a ativagao de células dendriticas. (Keane e Badylak, 2014)



2.3 - BIOMATERIAIS DE ORIGEM NATURAL

Os biomateriais de origem natural constituem uma parte essencial da engenharia de
tecidos devido a sua bioatividade, biocompatibilidade, capacidade de degradagiao e,
sobretudo, semelhanga dos seus constituintes com a matriz extracelular (ECM) do tecido
lesado. Este tipo de biomateriais apresenta também vantagens como: habilidade natural para
serem reconhecidos biologicamente; nao libertarem qualquer produto citotdxico durante a
sua degradagao; e a possibilidade de ajustabilidade a sua degradagao através da alteragao da
sua formulagao ou condigoes de processamento. (Chen e Liu, 2016)

Este tipo de biomateriais pode ainda ser dividido em dois grupos distintos de acordo

com a sua constituigao:

Biomateriais de base proteica - sao obtidos a partir de fontes animais ou humanas e
incluem moléculas que imitam o ambiente extracelular, como por exemplo, o colagénio, a

seda, a gelatina, a fibronectina, a queratina e a fibrina.

Biomateriais de base polissacaridica - sao maioritariamente obtidos a partir de
fontes de algas ou microbianas e incluem o hialuronato, a celulose, a glucose, o alginato, a

condroitina, a quitina e o quitosano.

Outra fonte de obtengao deste tipo de materiais é através da descelularizagao de
tecido de origem animal, ou seja, a eliminagao de todo o material de natureza celular e
nuclear presente em tecidos/6rgaos de origem humana, tal como, por exemplo, a derme,
valvulas cardiacas, vasos sanguineos, mucosa intestinal, entre outros. Os componentes que
sao obtidos através deste processo podem ser tanto organicos como inorganicos e podem
ser utilizados na construgdo de estruturas de suporte por forma a criar uma melhor
simulagdo da matriz extracelular de um certo tecido. (Chen e Liu, 2016; Keane e Badylak,
2014)

Apesar da utilizagao deste tipo de biomaterial apresentar muitas vantagens,
nomeadamente na compatibilidade da matriz extracelular do excerto com a do tecido
lesado, apresenta também algumas desvantagens, tal como a sua fraca for¢a mecanica e a

inconsisténcia na sua composicao e propriedades quimicas. (Chen e Liu, 2016)



2.4 - MODULAGAO DA RESPOSTA DO HOSPEDEIRO AO
BIOMATERIAL

A resposta ao tecido lesionado ocorre em quatro fases: hemostase, inflamagao,
proliferagao e remodelagao. A tipica resposta final a todas estas fases geralmente culmina na
formagao de tecido cicatrizado, sem qualquer fun¢iao diferenciada. A abordagem da
engenharia de tecidos passa entao por evitar a formagao deste tipo de tecido e promover a
formagao de tecido funcional (remodelagao construtiva), através de alteragoes da resposta
imune do hospedeiro.

O processo inflamatorio € maioritariamente mediado por macroéfagos que participam
em partes essenciais do processo regenerativo tecidual, podendo adotar variados fenotipos
conforme os estimulos quimicos e fisicos presentes na matriz extracelular. De todos os
fenotipos é essencial destacar o papel proé-inflamatério do fendtipo M|l e o papel pro-
remodelador do fendtipo M2. Estas diferencgas de fenotipo demonstraram que a estimulagao
seletiva do tipo de macrofago desejado influencia diretamente o resultado final de
cicatrizagao tecidual.

A transicao para uma predominancia de macroéfagos com fendtipo M2 permite obter
dois resultados diferentes: formacao de tecido cicatrizado ou formagao de tecido funcional.
A obtengao de um ou de outro é diretamente dependente da altura de transicao entre os
dois fendtipos, sendo que quanto mais cedo for esta transicio maior sera a extensao da
reconstrucao de tecido funcional.

Exemplo da indugao desta transicio é a utilizagdo de estruturas compostas de
biomateriais naturais tal como colagénio e acido hialurénico altamente sulfatado, as quais
estimulam uma maior transigao do fenétipo M| para M2.

Apesar desta transformagao de fendtipo ser essencial, para promover a regeneragao
total é necessario também a mobilizagao de células progenitoras/estaminais para o local de
regeneragao, o qual pode ser obtido através de fatores ambientais tal como citoquinas

secretadas por macrofagos ou mesmo através dos produtos de degradagao dos biomateriais.



3. DOENGCAS CARDIOVASCULARES E TERAPEUTICA

As doengas cardiovasculares constituem a maior causa
de morbilidade e mortalidade a nivel mundial e representam
uma condi¢ao que afeta significativamente a qualidade de vida.
Apesar da intervengao farmacoldgica e cirurgica melhorar
consideravelmente esta qualidade de vida nao ha, de
momento, nenhum cura efetiva para as principais doencas
cardiovasculares, tal como o enfarte do miocardio e arritmias,
devido a fraca capacidade do coragdo de se reparar e

regenerar. (Cui, Yang e Li, 2016)

Apesar das taxas de sobrevivéncia em doentes

afetados por estas patologias estar a aumentar devido a

Figura | - Coracao Humano.

melhorias nos cuidados de salde e na prevencao secundaria, a

verdadeira recuperagao do individuo depende da rapida restauragao do fluxo sanguineo e da
funcao cardiaca. A falha desta restauragcao pode entio levar a que o miocardio nao se
consiga recuperar e que se desenvolva um quadro de faléncia cardiaca croénica. (Cicha et al,
2016)

Por forma a colmatar alguma ineficacia da terapéutica farmacolégica em promover a
completa recuperagao e regeneragao do tecido cardiovascular e através da evolugao da
bioengenharia e compreensao das patologias cardiovasculares tem sido possivel aos
investigadores aproximarem-se de abordagens terapéuticas com melhores propriedades
regenerativas. Esta abordagem foca-se na utilizagdo de novos materiais biofuncionais,
estruturais ou com fungao de transporte que permitirao a substituicao da intervengao
farmacolégica ou até mesmo a complementagao e maximizagao dos resultados positivos da
mesma, visando assim a total reparagao do tecido cardiovascular afetado e recuperagao do

doente cardiovascular. (Cicha et al., 2016)



4. BIOMATERIAIS E O TECIDO CARDIOVASCULAR

Apesar de todas as abordagens terapéuticas utilizadas na atualidade, a cura para as
doengas cardiovasculares é inexistente considerando a capacidade limitada do tecido
cardiovascular para se regenerar. Doengas cardiovasculares tal como o enfarte do miocardio
e arritmias podem ser compensadas através de terapia farmacolégica, cirurgia cardiovascular
ou dispositivos de assisténcia ventricular, melhorando apenas a qualidade de vida e
prolongando a longevidade do doente sem que seja obtida realmente a regeneragao total do
tecido ou 6rgao. Como tal, novas perspetivas com melhor eficacia e menor custo sao
necessarias para que seja possivel obter uma abordagem terapéutica com maior extensao de
reparagao e vantagem a longo prazo. (Cui, Yang e Li, 2016)

Incluidos em novas abordagens terapéuticas estao os biomateriais, podendo estes ser
utilizados como agente terapéutico ou entao funcionar como suporte ou transportador de

células e fatores de crescimento para o tecido cardiovascular. (Cui, Yang e Li, 2016)

4.1 - BIOMATERIAIS COMO AGENTES TERAPEUTICOS

Por forma a que seja possivel utilizar um biomaterial na reparagao e regeneragao do
tecido cardiovascular é necessario que este apresente algumas carateristicas, tal como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, biofuncionalidade e baixa ou nenhuma toxicidade.
(Cui, Yang e Li, 2016)

Apesar da sua maior utilizagdo como estruturas de suporte celular e molecular, os
biomateriais podem possuir também biofuncionalidade propria, permitindo a sua interagao

com as células e tecidos e o desencadeamento de modificagdes fisioldgicas.

4.1.1 - ENFARTE AGUDO DO MIOCARDIO

O alginato, um polissacarideo derivado de algas, tem sido extensivamente investigado
para utilizagao como biomaterial natural para aplicagoes na regeneragao e engenharia de
tecidos e libertagao de farmacos. Uma dessas investigagoes que visou explorar os efeitos da
inje¢ao de um hidrogel composto de alginato chegou a conclusio que em 6 semanas, o
hidrogel injetado foi completamente absorvido e substituido por tecido conjuntivo. Foi

também eficaz no reforco da espessura do tecido cicatrizado, na atenuagao da dilatagao



ventricular adversa e melhoria geral das fungoes cardiacas, seja este injetado 7 ou 60 dias

ap6s EAM (Enfarte Agudo do Miocardio). (Cui, Yang e Li, 2016)

4.1.2 - BLOQUEIO ATRIOVENTRICULAR (AV)

O bloqueio atrioventricular consiste numa doenga de condugao que ocorre quando
o sinal elétrico dos atrios € parcialmente ou completamente bloqueado pelo nodo AV
causando uma diminuigao ritmica do ventriculo correspondente. Este tipo de patologias
condutivas podem beneficiar da utilizagio de biomateriais condutivos, ou seja, polimeros
com capacidade de condugao elétrica. As suas propriedades condutivas advém da sua
estrutura na qual é possivel observar ligagoes simples alternadas por ligagoes duplas, o que
permite que os eletroes se movimentem livremente, conduzindo o impulso elétrico.

Os polimeros condutivos sao assim excelentes candidatos para serem utilizados
como matrizes extracelulares no suporte de células e na manutengao das conexdes elétricas
do coragao, podendo mesmo até dar origem ao primeiro pacemaker biologico para ser

utilizado em situagoes de anomalias condutivas. (Cui, Yang e Li, 2016)

4.2 - BIOMATERIAIS COMO AGENTES DE SUPORTE

A utilizagao de biomateriais como agentes de suporte para o crescimento, integragao
e desenvolvimento de células cruciais para o processo de reparagao e regeneragao do tecido
cardiovascular é uma pratica ja bem definida e que tem sido utilizada em inUmeros estudos
com o intuito de explorar a sua utilizagao e beneficios que esta pode trazer para o processo
regenerativo.

As vantagens desta utilizagao de biomateriais baseia-se no ambiente tridimensional
(3D) que sao capazes de criar através das suas propriedades mecanicas especificas e também
através da sua influéncia, por sinalizagao celular, nas células integradas na sua estrutura. Esta
propriedade dos biomateriais é conhecida como scaffolding e para a construgao destas
estruturas de suporte é importante ter em consideragao fatores como a sua forma, tamanho
e as suas propriedades fisicas e mecanicas. (Pascual-Gil et al., 2015)

Para além da sua fungao de suporte celular, estruturas construidas através dos
biomateriais podem também ser utilizadas como sistemas de libertagao de farmacos (Drug
Delivery Systems) capazes de os proteger da biodegradagao e controlar a sua administragao

em casos que seja necessaria uma libertagao prolongada. Esta libertagao prolongada permite
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que nao seja necessaria a administragao de grandes quantidades de moléculas evitando-se
assim possiveis efeitos adversos. Para tal, devido as propriedades fisico-quimicas de cada
biomaterial, é necessario escolher aquele que se adequara melhor para o efeito pretendido.
(Pascual-Gil et al., 2015)

De entre as varias estruturas possiveis com a aplicagao de biomateriais, destacam-se

duas que apresentam maior utilizagao: os hidrogéis e as nanofibras.

4.2.1 - HIDROGEIS

Os hidrogéis consistem numa rede
tridimensional de polimeros e copolimeros que
aumentam de tamanho em contacto com a agua e,
pelas suas propriedades especificas, representam um
sistema de libertagao importante na reparagao de

tecido cardiovascular. A sua relevancia vem da sua

capacidade de imitar a matriz extracelular e
reproduzir um ambiente familiar ao desenvolvimento Figura 2 - Hidrogel.

celular, para além da possibilidade de serem

administrados por técnicas nao-invasivas. (Pascual-Gil et al.,, 2015)

A evolugao dos biomateriais sintéticos tem permitido a obtencao de hidrogéis com
um elevado grau de biocompatibilidade e biodegradagao que permitem obter beneficios em
situagoes de enfarte do miocardio, tal como: a promogao de formagao de tecido muscular
liso; prevengao de danificagdo ventricular e expansio da cicatriz; e melhoria da fungao
cardiaca geral. Nestes casos, estudos tem demonstrado que os resultados obtidos da injegao
de hidrogéis varia consideravelmente consoante a altura em que sao administrados sendo
que os resultados mais positivos sao obtidos uma semana apds a ocorréncia do enfarte.

(Pascual-Gil et al., 2015)

4.2.1.1 - TERAPIAS CELULARES

Tal como referido anteriormente, a capacidade dos hidrogéis de reproduzir um
ambiente similar ao existente na matriz extracelular cardiaca permite que seja possivel de
forma natural a cultura e desenvolvimento de linhagens celulares cardiacas. Esta abordagem

€ uma técnica relativamente recente e tem originado uma grande quantidade de estudos que
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permitem suportar a capacidade dos hidrogéis em reproduzir fungoes bioldgicas especificas
da matriz extracelular cardiaca.

Apesar da grande utilizagdo de biomateriais sintéticos neste tipo de formulagao, a
preparacao de hidrogéis compostos exclusivamente com polietilenoglicol (PEG) nao tem
apresentado ainda resultados significativos. Porém, esta barreira tem sido colmatada através
da utilizagao de varios copolimeros de PEG que tém permitido que seja possivel a obtengao
de varios beneficios. (Johnson e Christman, 2013) Exemplo disso sera a utilizagao de uma
estrutura composta pelos copolimeros metoxi-PEG, caprolactona sintética e dacido
dodecanodioico (DDDA) em conjunto com células estaminais da medula 6ssea (BMSC)
ressuspensas em o-ciclodextrina numa injecao intramiocardica apés um enfarte agudo do
miocardio (EAM). Foi observada quatro semanas apods a injegcao uma melhoria geral da
funcao cardiaca acompanhada de um aumento da retengao celular e densidade vascular na
zona de enfarte, prevenindo assim a expansao de tecido cicatrizado. (Wang et al., 2009)

A combinagao de PEG com biomateriais naturais tem permitido também a obtengao
de efeitos desejaveis na reparagao cardiaca considerando a sua propensao natural para
proporcionar as interagoes apropriadas entre a matriz e as células transplantadas. (Pascual-
Gil et al, 2015) Através da preparagao de um hidrogel de matriz composta por fibrinogénio
bovino peguilado seguida de integragao de cardiomiocitos ventriculares neonatais e injegao
miocardica em ratos que sofreram EAM, foi possivel constatar que, além de se obter maior
reten¢ao do hidrogel no tecido, foram obtidas melhorias gerais na fun¢ao cardiaca 30 dias

apos a administragdo bem como um aumento da espessura da parede anterior cardiaca.

(Habib et al., 201 1)

4.2.1.2 - TERAPIAS MOLECULARES

Devido a natureza liquida dos hidrogéis, fator que facilita a sua administragao
cardiaca, a utilizagado dos mesmo para a libertagao de proteinas tem sido, cada vez mais, alvo
de grande interesse e estudo por parte da comunidade cientifica. (Pascual-Gil et al., 2015)

Neste caso, a utilizagdo de hidrogéis termo-sensitivos tem assumido grande
importancia para uma remodelagao positiva e melhoria da fungao cardiaca quando estes sao
combinados com fatores de crescimento. (Pascual-Gil et al, 2015) Considerado isto, a
construgao de um hidrogel termo-sensitivo constituido por PEG, N-hidroxisuccinimida e por
poli(d-valerolactona) conjugado com fator de crescimento do endotélio vascular (FCEV) e a
sua injecao miocardica em ratos que sofreram EAM permitiu obter resultados que suportam

a sua utilizagao. Foi relatado que 35 dias apos a injegao foram obtidas maiores melhorias
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relativamente a fragao de encurtamento, fragao de ejecao, elastancia sistolica final e volume
sistolico final no grupo sujeito ao FCEV em relagao ao grupo controlo. Foi também possivel

obter uma maior prevencao da expansao de cicatriz e dilatagao ventricular. (Wu et al,, 2011)

4.2.2 - NANOFIBRAS

As nanofibras consistem em matrizes poliméricas
tridimensionais  estruturadas por fibras que sao
produzidas com um diametro inferior a 500 nm e
apresentam propriedades mecanicas e flexibilidade
melhoradas em comparagao com outras formas do
mesmo material. Devido as suas propriedades unicas

tem sido desenvolvida uma investigagao extensiva para a

sua utilizagao em propriedades regenerativas podendo,

Figura 3 — Nanofibras.

até ao momento, ser utilizadas como sistemas de
libertagao de farmacos, estruturas de suporte e até mesmo ambos. (Pascual-Gil et al., 2015;
Pelipenko, Kocbek e Kristl, 2015)

Estruturas sob a forma de nanofibras detém propriedades Unicas considerando a sua
dimensao reduzida e estas podem ser produzidas utilizando uma grande variedade de
biomateriais. No entanto, aquando da sua utilizagao devem ser consideradas as propriedades
intrinsecas de cada polimero para que sejam obtidas as propriedades mecanicas, taxas de
degradagao e interagoes celulares de interesse para a sua aplicagao especifica. (Pelipenko,
Kocbek e Kristl, 2015)

Exemplo de biomateriais utilizados na construgao de nanofibras sio: o quitosano, o
colagénio, o acido hialurénico e a celulose, no que diz a biomateriais naturais; o alcool
polivinilico (PVA), o polietilenoglicol (PEG) e a polivinilpirrolidona (PVP), relativamente aos

biomateriais sintéticos. (Pascual-Gil et al., 2015; Pelipenko, Kocbek e Kristl, 2015)

4.2.2.1 - TERAPIAS CELULARES

A utilizagdo de estruturas solidas de nanofibras permite que se consiga um bom
aprisionamento das células inseridas o que, por sua vez, permite uma maior taxa de

desenvolvimento e sobrevivéncia. (Pascual-Gil et al., 2015)



Um tipo de estrutura que tem sido estudada envolve a utilizagao de nanofibras de
carbono que possibilitam reforgar estruturas de polimeros, obter excelentes propriedades
mecanicas e também conferir alguma condutividade elétrica. Aproveitando estas
caracteristicas, foi investigada a utilizagdo de estruturas compostas por nanotubos de
carbono condutivo e quitosano e cardiomiocitos de rato, que possuiam propriedades
elasticas similares ao miocardio. A utilizagao destas estruturas permitiu verificar que nao so6
eram capazes de suportar as células transplantadas como também foram capazes de
estimular a expressao de miosina de cadeia pesada, troponina T e conexina-43, importantes
para a contragao muscular, condugao elétrica e organizagao celular dos impulsos elétricos
cardiacos. (Martins et al., 2014)

Através da mistura de poli(e-caprolactona) com gelatina para produzir nanofibras por
eletrofiagao e integragao de células estaminais mesenquimais permitiu obter uma estrutura
hibrida que foi transplantada em ratos que sofreram EAM. As células integradas foram
capazes de promover a formagao de vasos sanguineos no local de enfarte por mobilizagao
dentro da estrutura. Isto permitiu que, ao fim de 4 semanas, fosse possivel observar uma
restricgao da expansao da parede ventricular esquerda, redugao do tamanho de tecido
cicatrizado e uma melhoria na fungao cardiaca em comparagao com o grupo de controlo.

(Kai et al., 2014)

4.2.2.1 - TERAPIAS MOLECULARES

Apesar de existirem ja alguns estudos, a utilizagdo de nanofibras como sistemas de
libertagao de proteinas é ainda um campo por explorar no que diz a sua aplicagao na
reparagao de tecido cardiovascular. (Pascual-Gil et al., 2015)

De entre os estudos efetuados, estd um no qual foi produzida uma nanofibra
composta por PLGA e no qual foi inserido fator de crescimento fibroblastico (FCF). A
aplicagao deste sistema permitiu, apds 6 semanas, obter uma melhoria na formagao neo-
vascular, fluxo sanguineo, fragao de encurtamento e no numero de células proliferativas.
(Pascual-Gil et al., 2015)

Em outro estudo realizado, o PVA foi combinado com dextrano para formular
nanofibras solidas para injecdo e libertagio de fator de crescimento fibroblastico numa
populagao ovina que sofreu EAM. Apos a sua aplicagao no epicardio foi observada através de
uma libertagao continua do fator de crescimento uma angiogénese significativamente
aumentada, um aumento da espessura das paredes do miocardio. Apesar de todas estas

vantagens nao foi obtida uma melhoria da fungao cardiaca. (Pascual-Gil et al., 2015)



4.3 - BIOMATERIAIS COMO TRANSPORTADORES

4.3.1 - NANO E MICROPARTICULAS

Nanoparticulas e microparticulas sao estruturas
solidas de tamanho reduzido, na ordem do nanémetro
e micrometro, nas quais um principio ativo ou outra
molécula esta dissolvido, retido, encapsulado ou
adsorvido. Este tipo de estruturas tem demonstrado

uma grande aplicagao no tratamento de varias doengas,

incluindo doengas cardiovasculares, pela sua grande

Figura 4 - Nanoparticula.

capacidade de atuar como um sistema de libertagao de
farmacos, sendo até caraterizado como um dos sistemas mais versateis da atualidade.
(Pascual-Gil et al., 2015)

Podendo ser preparadas a partir de uma imensa variedade de biomateriais e
dependendo da utilizagdo de cada um podem assim ser modulado o seu perfil de libertagao,
a sua taxa de degradagao e a sua localizagao especifica. Na generalidade, estes sistemas
sofrem uma maior e mais rapida biodegradagao in situ que os hidrogéis e as nanofibras, fator
que acrescenta maior interesse visto que a sua total eliminagao dos tecidos biologicos

permite assim evitar reagoes inflamatorias indesejadas. (Pascual-Gil et al., 2015)

4.3.1.1 - TERAPIAS CELULARES

A utilizagdo de nanoparticulas em conjunto com células estaminais pode recorrer a
ligagoes covalentes entre as mesmas, adsor¢ao entre estas e internalizagao das
nanoparticulas no interior das células. Esta abordagem permite assim aumentar o tempo de
circulagao das células, direcionar as mesmas para tecidos especificos e melhorar a fungao
celular in vivo, modular as suas interagoes e entregar moléculas especificas e genes. (Pascual-
Gil et al,, 2015)

No que diz a microparticulas, estas ja podem ser formuladas para encapsular ou reter
células na sua superficie. (Pascual-Gil et al,, 2015) Num estudo realizado, foram encapsuladas
células estaminais do fluido amniético humano em microparticulas porosas de PLGA e
observadas as modificagoes provocadas no tecido cardiovascular. Foi possivel concluir que

através da utilizagao deste sistema foi possivel obter um densidade capilar aumentada e uma
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remodelagao positiva do tecido, bem como uma fungao cardiaca melhorada em comparagao
com o grupo de controlo. Foi também possivel observar que as células estaminais utilizadas
sofreram uma boa taxa de retengiao e se diferenciaram em linhagens cardiomiogénicas e

angiogénicas. (Huang et al., 2012)

4.3.1.2 - TERAPIAS MOLECULARES

Comparativamente a utilizagao de células juntamente com este tipo de sistemas, a
encapsulagio de moléculas ou proteinas tem sido investigada com maior extensao
principalmente devido a capacidade que as nano e microparticulas tem de as proteger contra
a degradacao e libertar de maneira controlada. A possibilidade de modificar a sua superficie,
a capacidade de passar através da microcirculagao (por administragao intravenosa) e a sua
fraca vulnerabilidade a eliminagdo por mecanismos imunes acrescentam a estes sistemas
propriedades que permitem explorar a sua utilizagao controlada no direcionamento para o
tecido cardiovascular. Exceptuam-se na administragao endovenosa as microparticulas devido
ao seu maior tamanho, fator que pode causar efeitos indesejados. (Pascual-Gil et al., 2015)

A utilizagdo de fator de crescimento de estrutura similar a insulina (IGF-1) ligado a
nanoparticulas de PLGA para injegao nas proximidades da drea afetada pelo enfarte levou
primariamente a uma maior retengao do IGF-I no local que permitiu uma redugao da
apoptose de cardiomiocitos e promogao do melhor funcionamento do ventriculo esquerdo.
(Cui, Yang e Li, 2016)

Através da encapsulagao de VEGF em microparticulas compostas de PLGA e a sua
inje¢ao intramiocardica em ratos que sofreram EAM permitiu observar um aumento
significativo na angiogénese no miocardio e nas suas proximidades em comparagao com o

grupo de controlo. (Pascual-Gil et al., 2015)

4.3.2 - LIPOSSOMAS

Os lipossomas consistem em vesiculas de
forma esférica compostas de uma ou varias
bicamadas fosfolipidicas. Apesar da sua grande
utilizagao numa grande variedade de patologias, nao

existe ainda nenhuma formulagao aprovada para uso

humano no tratamento de doencgas cardiovasculares.

(Pascual-Gil et al., 2015)

Figura 5 — Lipossoma.



A utilizagao de lipossomas como sistemas de libertagao de agentes terapéuticos tem
sido abordada com grande eficacia quando é necessario contornar algumas dificuldades que
surgem na utilizagao clinica de alguns farmacos. (Dasa et al., 2015)

A estrutura carateristica dos lipossomas permite que sejam incluidos na sua
superficie uma grande variedade de ligandos tal como anticorpos, fragmentos de anticorpos
e péptidos especificos para o tratamento da patologia em questao. Esta inclusao superficial
permite que ocorra uma acumulagiao do agente terapéutico no tecido desejado, reduzindo
também a exposicao de tecido saudavel ao mesmo e aumentando assim o seu tempo de
meia-vida. (Dasa et al.,, 2015)

Apesar da possibilidade da sua utilizagao na reparagao de tecidos e considerando que
um tecido cardiovascular pos-enfarte possui uma variedade de células que podem ser
abordadas como potenciais alvos dos lipossomas, é ainda necessaria uma maior
compreensao acerca dos ligandos que permitem interagir com estas células e modular as

suas atividades no processo de regeneragao cardiaca. (Dasa et al., 2015)

4.3.2.1 - TERAPIAS CELULARES

Considerando a sua dimensao e as suas propriedades, existe uma maior variedade de
estudos efetuados através da utilizagdo de compostos proteicos em comparagao com a
utilizagdo concomitante de células, pelo que sera exclusivamente abordada a utilizagao de

proteinas na sua estrutura. (Pascual-Gil et al.,, 2015)

4.3.2.2 - TERAPIAS MOLECULARES

Considerando as propriedades fisico-quimicas dos lipossomas e a sua capacidade de
direcionar a terapéutica para os tecidos desejados, muitas estratégias tém surgido para que
seja possivel tirar proveito das suas vantagens. Um exemplo dessas estratégias € a peguilagao
que consiste na ligagdo de polimeros de PEG as proteinas de interesse na terapéutica. Esta
abordagem permite assim aumentar o tempo de permanéncia e reduzir a opsonizagao
realizada pelo sistema imunitario. (Pascual-Gil et al., 2015)

Esta abordagem pode ser verificada num estudo que foi realizado e no qual foram
utilizados lipossomas peguilados compostos por fosfatidilcolina e colesterol. Durante a sua
preparacao foram incubados com anticorpos IgG2a de rato, especificos para ligagao a

selectina P, uma molécula presente no endotélio aquando da resposta a situagoes de
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isquemia e inflamagao. Apods este processo, o VEGF foi encapsulado por estes sistemas e
administrados através de uma veia na cauda de ratos que sofreram EAM. (Pascual-Gil et al,
2015)

Apos a administragdo foi possivel observar uma acumulagio seletiva dos
imunolipossomas (IL) na regiao de enfarte miocardico e consequente libertagao concentrada
de VEGF no local de interesse, o que permitiu obter uma melhoria na fragio de
encurtamento e fungao sistdlica, derivados de um aumento na quantidade de vasos

sanguineos presentes no local. (Pascual-Gil et al., 2015)
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5. PERSPETIVAS FUTURAS DE DESENVOLVIMENTO

O potencial que os biomateriais representam no campo da regeneragao cardiaca é
inegavel considerando todos os resultados que tem sido possivel obter através das
diferentes formulagoes e combinagdes celulares e moleculares.

Considerando que o coragao constitui a maior fonte bioelétrica do corpo humano, a
utilizagdo e desenvolvimento de polimeros condutivos assume grande importancia para o
futuro por forma a melhorar a funcionalidade cardiaca e as comunicagdes entre a estrutura
implantada e o miocardio do doente. Isto torna-se crucial considerando a importancia do
estimulagao elétrica para a organizagao proteica, polarizagao celular e propagagao do sinal
elétrico cardiaco. (Cui, Yang e Li, 2016)

Aliado a utilizagao de biomateriais, a impressaio 3D promete cada vez mais a
possibilidade de produzir estruturas biomédicas complexas através do planeamento e
desenho computacional, permitindo assim que se possam desenvolver estruturas cada vez
mais adaptadas as necessidades especificas de cada doente, bem como a criagio de
estruturas inovadores e que nao seriam possiveis através de qualquer outra técnica. (Chia e
Wu, 2015)

Principalmente apés o recente aumento do interesse publico em apostar neste ramo
da tecnologia, existem ja varios tipos de impressoras que sao economicamente acessiveis e
que permitem aos investigadores a criagao de estruturas complexas que serao importantes
para o estudo na regeneragao dos varios tecidos e 6rgaos e acelerar assim o processo de
investigagao. (Chia e Wu, 2015)

Isto porque, no que diz a engenharia de tecidos, as estruturas que sao criadas para
implantagao sao importantes para as diferentes interagoes fisiologicas tal como a infiltragao e
proliferagao celular, remodelagio da matriz extracelular e fornecimento de estimulos
bioquimicos que influenciem o comportamento celular. Nestas estruturas, a arquitetura de
nivel macro (ex. forma), micro (ex. porosidade) e nano (ex. adesdo superficial) sao
relevantes e o desafio na sua modulagio pode ser ultrapassado através da engenharia

computacional e impressao 3D. (Chia e Wu, 2015)
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6. CONCLUSAO

No que diz respeito a reparagao e regeneragao do tecido cardiovascular, é possivel
observar que a engenharia de tecidos e a utilizagao dos mais variados biomateriais constitui
um potente plataforma para os desenvolvimento da medicina regenerativa no campo das
doengas cardiovasculares.

A utilizagao conjunta de biomateriais, células e proteinas tem demonstrado ser uma
abordagem promissora na formagao de novo tecido cardiaco funcional que torne possivel a
restituicao da estrutura e funcionalidade cardiovascular. O grande desafio sera optimizar
para cada doente a combinagao perfeita destes trés componentes, bem como a maximizagao
da compatibilidade entre as estruturas implantadas e o tecido do hospedeiro por forma a
obter o melhor resultado possivel no que diz a recuperagao da fungao cardiaca.

Apesar de todos os avancgos ja efetuados no campo dos biomateriais, considerando a
grande quantidade de biomoléculas que estao envolvidas na regeneragiao cardiaca, é ainda
um grande desafio a capacidade de promover a completa ativagao de todos os mecanismos
essenciais para que seja possivel obter uma reparagao e regeneragio cardiaca em toda a sua
extensao.

Ainda assim, com um aprofundamento do conhecimento de todos os efeitos que as
varias carateristicas fisicas e quimicas que os biomateriais podem oferecer vai permitir uma
maior compreensao das suas interagoes e efeitos na resposta celular, possibilitando assim
uma evolugao continua e cada vez mais rapida no campo da biotecnologia, engenharia de

tecidos e na medicina regenerativa.

22



7. BIBLIOGRAFIA

CHEN, Fa Ming; LIU, Xiaohua - Advancing biomaterials of human origin for tissue

engineering. Progress in Polymer Science. . ISSN 00796700. 53:2016) 86—168.

CHIA, Helena N.; WU, Benjamin M. - Recent advances in 3D printing of tissue engineering
scaffolds. Journal of Biological Engineering. . ISSN 10643745. 9:4 (2015) 2—-14.

CICHA, Iwona et al. - Nano-biomaterials for cardiovascular applications: Clinical perspective.

Journal of Controlled Release. . ISSN 01683659. 229:2016) 23-36.

CUI, Zhi; YANG, Baofeng; LI, Ren-Ke - Application of Biomaterials in Cardiac Repair and
Regeneration. Engineering. . ISSN 20958099. 2:1 (2016) 141-148.

DASA, Siva Sai Krishna et al. - Development of target-specific liposomes for delivering small
molecule drugs after reperfused myocardial infarction. Journal of Controlled Release. .

ISSN 18734995. 220:2015) 556-567.

HABIB, Manhal et al. - A combined cell therapy and in-situ tissue-engineering approach for

myocardial repair. Biomaterials. . ISSN 01429612. 32:30 (2011) 7514-7523.

HUANG, Chieh Cheng et al. - Injectable PLGA porous beads cellularized by hAFSCs for
cellular cardiomyoplasty. Biomaterials. . ISSN 01429612. 33:16 (2012) 4069—4077.

JOHNSON, Todd D.; CHRISTMAN, Karen L. - Injectable hydrogel therapies and their
delivery strategies for treating myocardial infarction. Expert Opinion on Drug Delivery.

ISSN 1742-5247. 10:1 (2013) 59-72.
KA, Dan et al. - Stem cell-loaded nanofibrous patch promotes the regeneration of infarcted
myocardium with functional improvement in rat model. Acta Biomaterialia. . ISSN

18787568. 10:6 (2014) 2727-2738.

KEANE, Timothy J.; BADYLAK, Stephen F. - Biomaterials for tissue engineering applications.
Seminars in Pediatric Surgery. . ISSN 15329453. 23:3 (2014) 112-118.

23



MARTINS, Ana M. et al. - Electrically Conductive Chitosan/Carbon Sca ff olds for Cardiac
Tissue Engineering. Biom. 15:2 (2014) 635-643.

PASCUAL-GIL, S. et al. - Heart regeneration after myocardial infarction using synthetic
biomaterials. Journal of Controlled Release. . ISSN 18734995. 203:2015) 23-38.

PELIPENKO, J.; KOCBEK, P.; KRISTL, J. - Critical attributes of nanofibers: Preparation, drug
loading, and tissue regeneration. International Journal of Pharmaceutics. . ISSN

18733476. 484:1-2 (2015) 57-74.

WANG, Tao et al. - Novel thermosensitive hydrogel injection inhibits post-infarct ventricle

remodelling. European Journal of Heart Failure. . ISSN 13889842. | I:1 (2009) 14-19.

WU, Jun et al. - Infarct stabilization and cardiac repair with a VEGF-conjugated, injectable

hydrogel. Biomaterials. . ISSN 01429612. 32:2 (201 1) 579-586.

ZAVAGLIA, C. A. C.; PRADO DA SILVA, M. H. - Feature Article: Biomaterials. Reference

Module in Materials Science and Materials Engineering. 10:2016) 1-5.

Referéncias das Figuras

Figura | - Coragao Humano (http://robozzle.com/igoro/21 | px-CoeurHumain_svg.gif),
acedido em 13/09/16.

Figura 2 - Hidrogel (http://www.nanowerk.com/spotlight/id35162.jpg), acedido em
13/09/16.

Figura 3 - Nanofibras
(http://www.elmarco.com/upload/obrazky/galerie_obrazku/nanofibers-pa6-5000x-magnified-

29.jpg), acedido a 13/09/16.

Figura 4 - Nanoparticula (http://www.thesleuthjournal.com/wp-
content/uploads/2013/05/nanoparticles.jpg), acedido a 13/09/16.

Figura 5 - Lipossoma (http://worldschoiceproducts.com/images//liposomal/liposome.png),
acedido a 13/09/16.

24





