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Resumo

Actualmente milhdes de pessoas em todo o mundo sdo afectadas por problemas
degenerativos e inflamatdrios dos ossos e articulacGes. Estes representam cerca de
metade das doencgas cronicas desenvolvidas em individuos com mais de 50 anos,
conduzindo a problemas de dor prolongada e incapacidade fisica. A sua prevaléncia
aumenta com a idade e estilo de vida, pelo que, com o aumento da populacdo idosa,
estes casos tém vindo a aumentar. A resolucdo destas situacdes normalmente exige
cirurgias que envolvem a aplicagdo de, implantes ou enxertos 0sseos. Apesar do éxito
destas solugOes terapéuticas, tém surgido alguns inconvenientes, relacionados com o
facto de os implantes serem susceptiveis ao desenvolvimento de infeccbes e dos
enxertos, poderem originar dores, infeccdes, morte dos tecidos do local dador e

rejeicBes imunologicas.

Com a finalidade de colmatar estas limitagdes surgiu a Engenharia de Tecidos, que
constitui uma area promissora na reparacdo e reconstrucao de lesdes Osseas, através do
desenvolvimento de matrizes tridimensionais porosas, habitualmente designadas por
scaffolds. Associadas a estas estruturas estdo células osteoprogenitoras e factores de
crescimento, que conduzem a formacéo de tecido 6sseo novo, através da estimulacao da

capacidade natural de regeneracdo dos tecidos do paciente.

Neste trabalho de revisdo bibliogréfica é feita a compilacdo das metodologias e
conceitos relacionados com a técnica da Engenharia de Tecidos na substituicdo de
tecidos Gsseos. A composicao do tecido 6sseo e os biomateriais utilizados em implantes
ortopédicos sdo referidos. Os diferentes tipos de scaffolds e os seus diversos métodos de
producdo sdo descritos. Por fim, sdo abordadas varias técnicas (in vitro e in vivo) para a

avaliacdo dos biomateriais de uso humano.

Palavras-chave: Tecido Osseo; Enxertos; Implantes; Biomateriais; Engenharia de

Tecidos; Scaffolds.
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Abstract

Currently million people worldwide are affected by inflammatory and degenerative
problems of the bones and articulations. These conditions represent about a half of the
chronic diseases developed in individuals over 50 years, leading to problems of
prolonged pain and physical inability. Their prevalence rises with age and lifestyle.
Therefore, with the growth of the elderly population that has been observed, these cases
have been increasing. These situations usually require surgery, where bone grafts or
implants are used. Nonetheless, despite the success of these therapeutic solutions, some
drawbacks have been pointed out, which are related the risk of development of
infections for implants. In contrast, for grafts, pains, infections, tissue death on the

donor site and immunological rejections have been described.

To overcome these limitations the tissue engineering have been developed, which
constitutes a promising area for repair and rebuild bone lesions, through the
development of three-dimensional porous matrices, commonly known as scaffolds.
Associated with these structures are the osteoprogenitor cells and growth factors, that
lead to the formation of new bone by stimulating the natural regeneration ability of the

patient's tissue.

In this review work is presented a compilation of the most important methodologies and
concepts that are related to the technique of tissue engineering for the replacement of
bone tissues. The composition of the bone tissue and the biomaterials more used in
orthopedic implants are referred. Moreover, the different types of scaffolds and their
different production methods are described. Finally, various in vitro and in vivo

techniques for the evaluation of biomaterials for human use are discussed.

Key-words: Bone Tissue; Grafts; Implants; Biomaterials; Tissue Engineering;
Scaffolds.
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1. Medicina Regenerativa versus Engenharia de Tecidos

Nas ultimas décadas do século XX a Biotecnologia sofreu uma colossal evolucéo, tanto
ao nivel da obtencdo de novos conhecimentos, como também no aumento do numero de
processos biotecnoldgicos e do seu emprego na criacdo de materiais e dispositivos
aplicados nas areas da saude e da prestacdo de servicos (Oliveira et al. 2010). Neste

contexto surge a Medicina Regenerativa, na qual se insere a Engenharia de Tecidos.

A privacdo de um 6rgdo ou de uma parte do corpo devido a anomalias congenitas,
doencas graves (por ex. cancro) ou traumas origina, para além do desaparecimento da
sua funcdo fisiologica normal, perturbacbes psicologicas com repercussdes sociais
(Rodrigues, 2013).

Nestas situacdes, a terapia farmacoldgica convencional ndo é eficaz, sendo a solucédo de
primeira escolha o recurso a engenharia biomédica, para efectuar transplantes de 6rgaos
e tecidos artificiais, com o intuito de restabelecer os originais. Contudo, apesar dos
progressos que tém sido efectuados, no sentido do melhoramento das caracteristicas de
biocompatibilidade e biofuncionalidade dos 6rgéos e tecidos artificiais, estes ainda néo
sdo considerados totalmente satisfatorios. Em alternativa, pode recorrer-se a
transplantacdo de 6rgdos e tecidos a partir de dadores, embora estes existam em ndmero
escasso. Além disso, estes processos estdo sempre associados a rejei¢des imunoldgicas,
que implicam a necessidade de efectuar uma terapia imunossupressora concomitante
(Ikada, 2006).

Com o objectivo de colmatar as falhas identificadas pelo uso das técnicas de engenharia
biomédica e da falta de dadores, na sequéncia de uma reunido do comité da Fundacao
Nacional da Ciéncia dos Estados Unidos da América (EUA), surgiu um novo ramo da
biotecnologia médica, a Engenharia de Tecidos. Esta técnica baseia-se em tirar partido
da capacidade natural de regeneracdo dos tecidos e 6rgdos do préprio paciente,
ultrapassando as limitacdes referidas acima (lkada, 2006). Para o efeito sdo utilizadas
como ferramentas essenciais as células, os scaffolds ou estruturas tridimensionais (3D) e

os factores de crescimento (Figura 1).
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Tecido
regenerado

Scaffold associado a factores de crescimento

Nutrientes

Figura 1: Ferramentas essenciais da engenharia de tecidos: cultivo de células em
scaffold associado a factores de crescimento, na presenga de nutrientes (Adaptado de
Sharma et al. 2014).

Sdo as células que sintetizam a matriz do novo tecido, podendo ser classificadas de
acordo com a sua origem, em autologas (células do préprio paciente), alogénicas
(células humanas de outro paciente) e xenogénicas (células de origem animal).
Adicionalmente, as células podem também ser classificadas com base na disparidade do
seu grau de diferenciacdo. Os scaffolds ou estruturas 3D sdo formados por matrizes
porosas, que fornecem um suporte fisico e ambiente apropriado para as células
proliferarem e adquirirem uma conformacdo semelhante a que tém nos 6érgaos e tecidos
do organismo. Os factores de crescimento compreendem uma diversidade de proteinas
importantes na proliferacdo e diferenciacdo das células, auxiliando e impulsionando

estas a regenerar o novo tecido (Ikada, 2006).

Com efeito, a Engenharia de Tecidos engloba a aplicacdo de conhecimentos das areas
da engenharia e das ciéncias da vida, como auxiliares da regeneracao e restauracao dos
tecidos deformados ou lesados, gerando substitutos biolégicos capazes de reparar,
conservar ou aperfeicoar o desempenho e actividade dos mesmos, aprimorando e

desenvolvendo novas terapéuticas e fabricando novos biomateriais (Tabata, 2009).
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Aproximadamente uma década depois do surgimento das técnicas de Engenharia de
Tecidos, nasce a Medicina Regenerativa. Esta ciéncia surge ap0s a comunicacdo do
éxito do desenvolvimento das células estaminais embrionarias (Embryonic Stem Cells) e
as células germinativas embrionarias (Embryonic Germ Cells) humanas, por dois grupos
de investigacdo dos EUA (Thomson et al. 1998; Shamblott et al. 1998). As células
estaminais possuem elevado potencial terapéutico, uma vez que possuem elevada taxa
de crescimento e a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de células presentes
no organismo. Estas células sdo obtidas a partir de embriGes recentemente formados
(blastocistos), o que faz com que surjam limitacdes a sua aplicacéo, relacionadas com o
surgimento de questdes éticas, que emergem devido a necessidade de destruicdo dos
embrides (lkada, 2006).

A Medicina Regenerativa constitui uma &rea mais abrangente que a Engenharia de
Tecidos, tendo como objectivo a substituicdo, repara¢do ou restauracdo das funcdes
naturais de orgaos ou tecidos danificados, utilizando como terapéutica o recurso a
células vivas (células estaminais embrionarias ou adultas), administradas isoladamente
ou em associagdo com materiais biocompativeis. Trata-se pois de um campo
multidisciplinar que associa as areas da terapia celular e da Engenharia de Tecidos
(Langer e Vacanti, 1993; Polak, 2010).



Engenharia de Tecidos na substituicdo de tecido 6sseo
2. Tecido 06sseo

Com o0 objectivo de regenerar, reparar e impulsionar diferentes tecidos funcionais,
através do fabrico de scaffolds 6sseos, que devem ser representagdes convenientes do
0ss0, a engenharia de tecidos 0sseos (bone tissue engineering) tem de entender
primeiramente a sua biologia e fisiologia, 0 que engloba a compreensdo da sua

estrutura, mecanica e formacéo (Polo-Corrales et al. 2014).

O osso humano é um tecido dindmico e bastante vascularizado que cresce, renova-se e
mantém-se activo durante toda a vida do organismo, sendo responsavel por varias
funcionalidades e capaz de responder a uma multiplicidade de estimulos (por ex.

metabolicos, fisicos e enddcrinos) (Amini et al. 2012).

A dindmica e constante reorganizacdo do tecido 6sseo é devida ao facto deste se
encontrar num permanente ciclo de reabsorcdo e renovagdo. Neste ocorre uma sucessiva
permuta quimica e remodelacdo estrutural devido ao seu reservatorio de iGes minerais,
particularmente de calcio e fésforo e células Osseas, que assumem vérias formas e
funcgdes, conduzindo a constante formacao, reabsorcdo, reparacdo e conservacao da sua
micro-arquitectura (Amini et al. 2012). Este procedimento garante a sustentacdo do

esqueleto, pois elimina 0sso antigo substituindo-o por matriz nova (Tan et al. 2014).

Entre as actividades do tecido dsseo destacam-se (Stevens, 2008): a locomocao
resultante da contraccdo muscular; a garantia da resisténcia de carga adequada; a
sustentacdo do organismo na posicdo ortostatica; a proteccdo dos 6rgdos internos;
manutencdo da homeostasia, através do armazenamento dos iGes célcio e fosforo,
ajustando assim a concentracdo de electrolitos essenciais no sangue e a retencdo dos
elementos bioldgicos indispensaveis na hematopoiese. Com efeito, modificacdes na
estrutura Ossea, por lesdo ou doenca, podem interferir no equilibrio corporal e

consequentemente afectar a qualidade de vida dos individuos (Salgado et al. 2004).

2.1.Composigao e estrutura

O tecido 0sseo € composto por duas partes distintas da matriz extracelular éssea uma

orgénica ndo mineralizada formada essencialmente por fibras de colagénio tipo I, e uma
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fase inorganica mineralizada organizada principalmente por cristais de fosfato de célcio,
sob a forma de hidroxiapatite (Figura 2) (Amini et al. 2012).

95% Colagénio

08% Matriz ossea

93% Hidroxiapatite

2% Celulas osseas

Figura 2: Composicdo organica e inorganica (mineral) do tecido 6sseo (Adaptado de
Alvarez e Nakajima, 2009).

A matriz extracelular dssea é gerada através da diferenciacdo dos osteoblastos (Figura
3), resultante da estimulacdo desencadeada pela accdo dos factores de crescimento
existentes no organismo (por ex. o factor de crescimento de fibroblastos) sobre as suas
células progenitoras, os pré-osteoblastos provenientes de células tronco mesénquimais

(mesenchymal stem cells) (Polo-Corrales et al. 2014).

Células tronco mesénguimais Pré-osteoblastos Osteoblastos

yif o @Pu o~

Factores de crescimento

Figura 3: Diferenciacdo das células progenitoras dos osteoblastos com a intervencao

dos factores de crescimento (Adaptado de Luu et al. 2009 ).

O processo de formacdo da matriz extracelular 6ssea ocorre em trés etapas essenciais
(Polo-Corrales et al. 2014): i) proliferacdo das células, ii) maturacdo da matriz, iii)
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extracelular 6ssea.

mineralizacdo da matriz. Na primeira fase ocorre secrecdo de proteinas pelos
osteoblastos, originando a componente ndo mineralizada da matriz extracelular 0ssea.
No estadio seguinte sucede-se a reticulacdo das suas proteinas, promovendo uma
estrutura mais compacta e estavel. Por ultimo ocorre a ligacdo das fibras de colagénio

tipo | e a deposi¢do dos minerais inorganicos, originando a outra componente da matriz

O tecido 06sseo, além de ser composto pela matriz extracelular dssea, também contém na
sua composic¢do tecido vivo (células), os osteoblastos, os ostedcitos e os osteoclastos. A
funcdo dos primeiros esta relacionada com a formacao do 0sso novo, 0s ostedcitos séo
as células mais abundantes do osso, tratando-se de células de revestimento e 0s

osteoclastos intervém na reabsorcéo do tecido dsseo antigo (Bose et al. 2013).

Osteon cortical

Avrtéria

-
Weia \ 3 Nervo
Canal de Havers - '
7 ( =20\
{ (L e

Trabéculas esponjosas

Ostedcitos '

Osteoclasto

Osso longo

Osso
esponjoso

Medula dssea

Osteon cortical

Osso cortical

Figura 4: Estrutura do tecido 6sseo (Adaptado de Buck e Dumanian, 2012).
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Quanto a estrutura do tecido 6sseo (Figura 4), sdo encontradas duas formas distintas, o
0SSO esponjoso ou trabecular e 0 0sso cortical ou compacto. O primeiro consiste na
porcéo interior do 0sso de natureza porosa. Por outro lado, o cortical é bastante denso,
correspondendo a sua camada exterior e possuindo menor porosidade (Bose et al.
2013).

O 0ss0 esponjoso é constituido por uma rede de trabéculas interligadas, que possuem no
seu interior medula e proporcionam uma elevada area de superficie, que possibilita a
difuséo dos nutrientes e dos factores de crescimento, tornando-o metabolicamente mais
activo que o 0sso cortical. Por este motivo, 0 0sso esponjoso sofre renovacdo com mais
frequéncia. Por outro lado, 0 0sso cortical esta organizado em varios Osteons, que se
encontram condensados (unidade estrutural), formam lamelas concéntricas de matriz
0ssea concéntrica em torno de um canal central designado por canal de Havers. Com
efeito, enquanto que as lamelas irregulares, designadas por trabéculas do 0sso esponjoso
tornam possivel a alteracdo da forma e assimilacdo do peso, o o0sso cortical é
responsavel pela atribuicdo de torcdo, compressao e resisténcia a flexdo (Polo-Corrales
et al. 2014).

2.2. Formagao e regeneracao

Como referido anteriormente, 0 0sso humano é conhecido pelas suas capacidades de
crescimento, regeneracao e remodelacdo. O seu processo de formacdo € efectuado por
dois tipos de mecanismos, o intramembranoso e o endocondral. Ambos os métodos
envolvem a actividade de células mesénquimais, sendo que no primeiro, estas
diferenciam-se directamente em osteoblastos, enquanto no outro, se diferenciam em
condrdcitos, que depois de sofrer mineralizacdo é substituido por osso (Amini et al.
2012).

A regeneragdo dssea constitui um processo fisiologico complexo que abrange diversos
tipos de células e sinais moleculares, intra e extracelulares (Romagnoli et al. 2013). Este
procedimento caracteriza-se por uma sequéncia de actividades celulares que se iniciam
sempre com a formacdo de um hematoma e de uma resposta inflamatoria, envolvendo
aspectos caracteristicos dos dois mecanismos de ossificagdo ja mencionados. Com o

estabelecimento da resposta inflamatdria ocorre a libertacdo de citoquinas e factores de
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crescimento 0sseo, conduzindo primeiramente a criacdo de 0sso intramembranoso, que
resulta num tecido mole que estabiliza a lesdo desenvolvida. De seguida, este sofre
condrogénese que, origina tecido 6sseo endocondral, tipicamente na forma trabecular,
ocorrendo a posterior mineralizacdo (Amini et al. 2012). A conclusdo do processo
ocorre quando parte deste osso trabecular formado se torna compacto e 0 seu excesso é
reabsorvido pelos osteoclastos, desencadeando assim a remodelacdo do tecido 6sseo
(Guzmaén et al. 2014).

2.3. Problemas degenerativos e inflamatorios dos 0ssos e articulacfes

Os problemas degenerativos e inflamatorios dos 0ssos e articulagdes afectam milhdes de
pessoas em todo o mundo, sendo responsaveis por cerca de metade das doencas crénicas
em individuos com mais de 50 anos (Navarro et al. 2008). Entre estas destacam-se a
Osteoartrite, Artrite reumatoide e Osteoporose, pois sdo as que mais comummente

afectam a populacdo mundial (Woolf e Pfleger, 2003).

A Osteoartrite é a doenca degenerativa das articulagfes mais usual, que se caracteriza
pela ocorréncia de regides de deterioracdo ou perda de cartilagem articular, sendo a

osteoartrite do joelho a mais frequente (Musumeci et al. 2014).

As doencas inflamatorias crénicas em que se enquadram a artrite reumatdide e a
osteoporose estdo relacionadas com uma sucessiva perda de 0sso, devido a alteragdes no
processo de remodelacdo dssea, nas quais ocorre aumento da reabsorcdo do 0sso e
diminuicdo da sua formacdo (Hardy e Cooper, 2009). A artrite reumatdide é descrita
pelo desgaste nas articulacbes e por privacdo de 0sso periarticular, aumentando
significativamente a possibilidade de desenvolver osteoporose (Baarsen et al. 2009;
Ringe e Sittinger, 2009). Esta Gltima é caracterizada pela redugdo da densidade 6ssea,
gue consequentemente conduz a um maior enfraquecimento do 0sso e risco de ruptura.
Devido ao acréscimo da populagédo idosa é um dos mais frequentes e sérios problemas
de salde publica (Tan et al. 2014; Luu et al. 2009).

Como referido, a prevaléncia de desordens inflamatdrias cronicas aumenta com o
decorrer da idade. Por outro lado, o desenvolvimento de grande parte destas € afectado

pelo estilo de vida dos individuos, como a obesidade e a falta de actividade fisica
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(Woolf e Pfleger, 2003). Os problemas de salde que advém destas patologias na maior
parte dos casos necessitam do recurso a cirurgias, para implantar dispositivos
permanentes ou temporarios, para a substituicdo de articulacdes ou solucionar fracturas

Osseas (Navarro et al. 2008).
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3. Biomateriais

Os seres humanos utilizam biomateriais desde a antiguidade, em que eram usados
materiais naturais na tentativa de mudar a disposi¢do dos tecidos lesados por alguma
enfermidade. Ao longo dos tempos estes materiais foram sofrendo alteragdes, no sentido
de melhorar e facilitar a sua accdo, até que no século XX surgiram e comegaram a ser
empregues os polimeros sintéticos, os ceramicos e as amalgamas de metais (Huebsch e
Mooney, 2009).

Neste sentido, a definicdo de biomaterial surgiu em 1986, numa conferéncia sobre
biomateriais: “ um material ndo vivo usado em implantes ou dispositivos médicos,
planeado para interagir com sistemas biologicos” (Williams, 1987). Esta descricdo
trouxe alguma controvérsia por se restringir a materiais nao vivos, pelo que em 1991,
em outra conferéncia, este conceito foi redefinido como “fodo o material destinado a
contactar com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, reforcar ou substituir qualquer

tecido, orgdo ou fun¢ao do organismo” (William et al.1992).

Sendo assim, um biomaterial destinado a contactar com os tecidos deve obedecer a
varios critérios, com o intuito de manter as suas caracteristicas intrinsecas, tais como
(Oliveira et al. 2010; Ratner, 2004; Tabata, 2009): biocompatibilidade para nao
desencadear reaccdes adversas no meio fisiologico; esterilidade para evitar o surgimento
de infecgdes; osteocondutividade para promover a adesdo celular e o crescimento ¢sseo;
biodegradabilidade para uma fécil integracdo no organismo; propriedades mecanicas
apropriadas a funcionalidade para que foram desenvolvidos; auséncia de toxicidade;
facilidade de manipulacdo; possibilidade de processamento em larga escala e densidade

semelhante a dos meios biolégicos.

A nocdo de substituicdo do osso envolve a troca da estrutura éssea através da sua
reconstituicdo ou do preenchimento de uma perda de substancia 6ssea. Esta mudanca
estrutural pretende possibilitar a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células
0sseas e impulsionar a vascularizacgdo, usufruindo da resposta natural do organismo face

a leséo ou perda de tecido (Romagnoli e Brandi, 2014).

Na préatica clinica sdo utilizadas técnicas de reconstrucdo cirdrgica e substituicéo,
recorrendo a dispositivos mecénicos e a transplantagdo de varios tipos de tecidos. No

caso da cirurgia de reconstrucdo, os dispositivos biomédicos usados podem n&o garantir
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a total substituicdo das funcionalidades bioldgicas do 6rgao ou tecido em questdo e,
consequentemente, ndo conseguem prevenir a sua progressiva deterioracdo (Tabata,
2009). Deste modo a transplantagdo de oOrgdos e tecidos foi aumentando
progressivamente, como sendo uma solucéo terapéutica eficaz. No entanto, as técnicas
de transplantacdo apresentam algumas limitacfes, que se relacionam sobretudo com a
ocorréncia de rejeicdes e o risco de contrair doencas. As técnicas de Engenharia de
Tecidos 0Osseos vieram ultrapassar estas restri¢des, constituindo uma alternativa
promissora na substituicdo 6ssea, em casos de irregularidades ortopédicas, neoplasias
Osseas, tratamento de artroses, estabilizacdo de segmentos espinais e cirurgia ortopédica
e reconstrutiva (Dimitriou et al. 2011). Os desenvolvimentos na area da Engenharia de
Tecidos 0sseos conduziram ao aparecimento de novos dispositivos funcionais, que
envolvem a interacgdo das células Gsseas em matrizes porosas de materiais sintéticos ou
naturais, com a finalidade de tentar reproduzir o microambiente do osso e facilitar a sua

regeneracdo (Polo-Corrales et al. 2014).

3.1. Implantes ortopedicos versus Enxertos 6sseos

Os implantes e as proteses ortopédicos compdem um vasto ramo pertencente a industria
biomédica ao nivel mundial. Tratam-se de dispositivos desenvolvidos para exercerem
fungBes especificas apds implantacdo no organismo, com o intuito de manter a
estabilidade fisica e quimica e fornecer solidez mecénica, com o minimo de toxicidade

para o tecido receptor (Wang et al. 2011).

Normalmente os implantes e proteses sdo utilizados para a imobilizacdo de fracturas de
0ssos longos, rectificacdo e estabilizacdo de fracturas espinais e malformacdes,
substituicdo de articulacbes e aplicagdes maxilofaciais, tornando mais facil a
recuperacdo das funcionalidades comprometidas e o alivio da dor. Um implante
ortopédico geralmente é utilizado para adicionar volume ou alguma fun¢do a uma parte
do organismo j& existente, sendo de cariz definitivo enquanto uma prétese ndo é
definitiva, sendo necessario o acompanhamento do doente, para a verificacdo da sua
integracdo no organismo. Normalmente é usada para substituir um membro ou uma

parte do organismo(Goodman et al. 2013).

Os dispositivos mais usados sdo proteses de substituicdo de articulagdes, como a da

anca (Figura 5) e do joelho; instrumentos de fusdo espinal e utensilios de imobilizagéo
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de fracturas, como os parafusos (Figura 6), as chapas e as varetas intramedulares (Wang
etal. 2011).

Figura 5: Protese de substituicdo Figura 6: Utensilios de imobilizacdo
da anca (Huebsch e Mooney, 2009). de fracturas — placa e parafusos de
titanio (Quiao et al. 2014).

Apesar das préteses e dos implantes serem mecanica e biologicamente adequados, estes
podem desencadear infec¢des. Devido a colonizacdo bacteriana e a geracdo de biofilmes
(i.e. a adesdo de microrganismos a sua superficie) sobre os dispositivos (Dunne et al.
2002;Goodman et al. 2013). Estas condigdes originam infec¢Ges agudas ou cronicas no
0ss0 subjacente, que podem alastrar aos tecidos moles circundantes, dificultando a

recuperacdo do paciente (Goodman et al. 2013).

O problema da formagdo dos biofilmes sobre os implantes prende-se com o facto de
estes protegerem o0s microrganismos da ac¢do do sistema imunitario dos pacientes.
Deste modo, estes sdo sujeitos a uma terapia com antibiéticos, podendo o seu uso
prolongado conduzir ao desenvolvimento resisténcias bacterianas e toxicidade local
(Hetrick e Schoenfisch, 2006; van de Belt et al. 2001).

O surgimento das infecgdes ortopédicas associadas aos implantes implica a necessidade
de efectuar uma cirurgia adicional para a remocédo do dispositivo. Este facto tem levado
ao desenvolvimento de técnicas para a sua prevencao e terapéutica, que passam pela

utilizacdo de um tipo de biomaterial mais adequado para formar o implante ou pela
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producdo de coberturas para proteccdo do dispositivo, resistentes as infecgcdes e que nao
interfiram com a capacidade imunoldgica local do paciente e integracdo no tecido
(Goodman et al. 2013).

N&o obstante as suas vantagens na terapia, a actual estratégia terapéutica em vigor sao
0S enxertos 0sseos, em particular os autdlogos, uma vez que estes possuem e conciliam
os elementos e condi¢es fundamentais para estimular o crescimento e regeneracdo de

0sso (Romagnoli e Brandi, 2014).

O poder de regeneragdo por parte destes enxertos € avaliado a partir de trés mecanismos
complementares, designados por osteoinducdo, osteoconducdo e osteogénese (Amini et
al. 2012). O primeiro trata-se de uma caracteristica inerente imprescindivel a
regeneracdo do tecido dsseo, pois estimula os factores de crescimento exdgenos a
promover a diferenciacdo das células que iniciam o seu processo de formacdo. A
osteoconducdo fornece uma matriz de suporte e facilita a adesdo das células dsseas e a
osteogénese € 0 processo que induz a geracdo efectiva de tecido por parte das células

0sseas (Polo-Corrales et al. 2014).

Os enxertos 0sseos sdo usados para dilatar ou estimular a criacdo de 0sso novo no
tratamento de fracturas esqueléticas, na substituicdo e regeneracdo em situacGes de
perda de tecido dsseo. Entre estes destacam-se 0s enxertos autdélogos e os enxertos
alogénicos. Nos primeiros € transplantado tecido 6sseo do préprio paciente (0sso
esponjoso, cortical ou vascularizado) normalmente da crista iliaca para o local da lesao.
Este tipo de transplantes apresenta inconvenientes como dor, infeccdes, cicatrizacdo e
hemorragia, pois a extrac¢do de tecido é traumatica, causando a morte dos tecidos do
local dador. Por outro lado, os enxertos alogénicos envolvem a transferéncia de tecido
entre dois individuos da mesma espécie (cadaveres ou doadores vivos). A sua vantagem
em relacdo aos anteriores é a maior disponibilidade, o que evita a necessidade de uma
nova cirurgia para a extraccdo de 0sso. No entanto, estes ndo possuem a capacidade
osteogénica dos anteriores, uma vez que ndo contém elementos celulares, devido aos
processos de tratamento a que sdo sujeitos, tém reduzida capacidade osteoindutiva,
podem conduzir a infecgbes e, sobretudo, a rejeicdes imunologicas (Roberts e
Rosenbaum, 2012).
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Desta forma, as limitacdes da utilizacdo tém estimulado a investigagdo no sentido da
procura de alternativas, tanto no que diz respeito a utilizacdo de novos biomateriais
biologicamente funcionais como de terapias clinicas promissoras (Dimitriou et al.
2011).

3.2. Biomateriais sintéticos

O crescimento e progresso das investigacOes acerca dos biomateriais deu-se de acordo
com 0s avangos nos conhecimentos adquiridos acerca do microambiente do local das
lesGes. Consequentemente, as alteragcdes nos requisitos e caracteristicas pretendidas para
um determinado material, conduziram a criacdo de trés geracGes de biomateriais (Figura
7). A primeira geracdo é composta por materiais bioinertes, a segunda engloba materiais
bioactivos e biodegradaveis e a terceira, projectada para impulsionar respostas celulares
especificas ao nivel molecular, por conciliar a bioactividade e biodegradabilidade da

geracdo anterior (Hench e Polak, 2002).

A primeira geracdo de biomateriais surgiu entre os anos 60 e 70, com a finalidade de
serem utilizados em implantes médicos (Hench, 1980). Com o aparecimento destes
materiais aspirava-se obter propriedades (fisicas e mecanicas) semelhantes as do tecido
lesado, sem interagirem com a biologia do organismo hospedeiro, ou seja, sendo
bioinertes. Como exemplos de materiais pertencentes a esta geracdo temos os metalicos
(por ex. aco inoxidavel e titanio), ceramicos (por ex. alumina e zircénia) e poliméricos
(por ex. polipropileno e polimetilmetacrilato) (Polo-Corrales et al. 2014). No entanto,
estes materiais desencadeiam a formacdo de uma camada de tecido fibroso a sua volta,
que dificulta a adesdo do implante ao tecido receptor, podendo originar o seu
desprendimento (Anderson, 2001; Hench e Thompson, 2010).

Em 1984 emergiu um novo grupo de materiais, concebidos a partir da modificacdo dos
anteriores, através da incorporacao de coberturas bioactivas ou biodegradaveis. Com o
uso das primeiras pretendia-se melhorar a resposta bionerte dos materiais antecessores e
obter uma acc¢do bioldgica especifica (osteoconducdo), para impedir a formacdo da
camada de tecido fibroso, melhorando a sua ades&o ao tecido receptor (osteointegracao).
Por outro lado, com os biodegradaveis o objectivo é que estes sofram uma progressiva

degradacéo ou solubilizacdo, enquanto ocorre regeneracgao dos tecidos (Hench e Wilson,
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1984; Navarro et al. 2008; Tabata, 2009). Com efeito, esta geracdo abrange dois tipos
de materiais, 0s bioactivos e os biodegredaveis. Nos primeiros enquadram-se 0s vidros
bioactivos, ceramicos, vitro-cerdmicos e compdsitos. Os segundos englobam os
polimeros sintéticos (poli (e-caprolactona), poli (acido l&ctico)) ou naturais (quitosano,

acido hialurénico) (Navarro et al. 2008; Polo-Corrales et al. 2014).

Por fim, a terceira geracdo de biomateriais surgiu através da conjugacdo das
propriedades de bioactividade e biodegradabilidade, que marcaram a geracdo anterior,
com a capacidade de estimulacdo para actividades e procedimentos celulares especificos
(Hench e Polak, 2002). Foi também nesta geracao que teve inicio o desenvolvimento de
matrizes porosas constituidas por materiais biomiméticos. Estes ultimos estdo
relacionados com a emergéncia da Engenharia de Tecidos, que tem como objectivo
obter materiais com caracteristicas mecanicas apropriadas para o tecido em questao e
propriedades semelhantes as da matriz extracelular 6ssea nativa do paciente (Navarro et
al. 2008).

Metais e ligas metalicas

(Ao i ¢ titdnia)

Cerdmicos

n . Polimeros naturais
(& lumina .

Poliméricos

[Polipropilens & Polimetibmetacrilato

0 & guitosato)

Polimeros siniéticos
{Polietileruos )

Biomatenas
Biomatenias bioinertes Biomateniais bicachvos GRS 6 Biotmaterizs
e biodegradavess bioreabsorviveis biomimeéticos
12 Geragéo de 2% Geracio de 2% Geragfo de Biomateniais
Biotnateriais Biomatenas
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030

Figura 7: Evolugdo cronoldgica do desenvolvimento dos biomateriais utilizados na

reparacgdo e regeneracdo 6ssea (Adaptado de Murugan e Ramakrishna, 2005).
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3.2.1. Metalicos

Os metais sdo materiais com diversas aplicacdes em Ortopedia, tais como (Matassi et al.
2013; Navarro et al. 2008): o suporte de carga em dispositivos de fixacdo de fracturas e
de substituicdo de articulacbes; forca, flexibilidade, dureza, aderéncia a fractura e
ductilidade, devido as suas propriedades mecanicas; biocompatibilidade; resisténcia a

corrosao.

No entanto, o uso de biomateriais metalicos apresenta alguns inconvenientes, tais como
(Alvarez e Nakajima, 2009; Matassi et al. 2013): a possivel libertagdo de espécies
i0nicas toxicas resultantes do desgaste, corrosdo ou dissolucdo sofridos apos friccao e
interaccdo com o tecido adjacente, podendo provocar inflamacédo e reaccdes alérgicas,
que diminuem a biocompatibilidade e ocasionam a perda de tecido; a atenuada
estimulacdo ao desenvolvimento de 0sso novo; o desaparecimento do vigor mecanico
no local do implante, conduzindo a reabsorcdo 0ssea que determina a sua perda Uma
das formas de minimizar estas limitacdes € transformar estes materiais bioinertes em
bioactivos, de modo a permitir uma melhor interacgdo com o organismo e impulsionar a
adesdo celular, através do revestimento superficial do dispositivo com materiais

bioactivos ou da sua modificacdo quimica (Navarro et al. 2008).

Entre os materiais metalicos mais utilizados destacam-se o aco inoxidavel, as ligas
metalicas de cobalto-cromio e de titanio e o tantalo. Além das aplicacbes mencionadas
anteriormente estes materiais também podem ser utilizados na producéo de estruturas
porosas no @mbito da engenharia de tecidos 6sseos (por ex. uso de scaffolds a base de
titanio e tantalo — Figura 8), apesar do seu comportamento in vitro e in vivo ainda ser
pouco conhecido (Banhart, 2001, Matassi et al. 2013; Wu et al. 2008).
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(a) (b)

Figura 8: Scaffold metélico — (a) modelo de scaffold obtido pelo software de desenho
assistido por computador (b) scaffold de titanio (Peppo et al. 2012).

3.2.2. Ceramicos

Estes materiais sdo usados em varias aplicacdes dentro da ortopedia, que vdo desde a
reconstrugdo, substituicdo e reparacdo de tecidos lesados a elaboragcdo de scaffolds
porosos de aplicacdo na area da engenharia de tecidos 6sseos (Bose et al. 2013; Hench,
1991; Romagnoli et al. 2013).

Dentro deste grupo de materiais encontram-se dois tipos de ceramicos (Bose et al. 2013;
Navarro et al. 2008): i) os bioinertes (por ex. alumina e zirconia), usados na constituicdo
de proteses articulares, por ndo sofrerem oxidagdo e corrosdo em meio bioldgico e
apresentarem elevada dureza, reduzindo a friccéo e o desgaste; ii) os bioactivos (por ex.
hidroxiapatite, fosfato tricalcico P, vidros bioactivos e vitro-ceramicos), utilizados no
preenchimento de perdas de substancia 6ssea, revestimento de implantes metélicos
articulares e dispositivos para fixacdo 0ssea, por serem frageis e possuirem uma fraca

resisténcia mecanica e também na producéo de scaffolds.

Uma vez que 0 0sso é maioritariamente constituido por hidroxiapatite, tém sido
investigados biomateriais que contenham na sua composicdo anadlogos ou indutores
quimicos deste composto, com o intuito de tornar mais rapida a regeneracdo Ossea

(Bose et al. 2012). Desta forma, numerosos scaffolds (Figura 9) a base deste composto
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ou outros derivados de fosfato de calcio tém sido construidos na medida em que
manifestam osteocondutividade, bioactividade e reabsorcdo in vivo. No entanto, estes
apresentam inconvenientes, como a sua estrutura quebradica e a fraca estabilidade
mecanica, que limita a sua utilizacdo em situacfes de grandes irregularidades Gsseas
(Rezwan et al. 2006; Salgado et al. 2004).

Figura 9: Scaffolds de fosfato de calcio (Yun et al. 2014).

Além dos scaffolds a base de materiais ceramicos sintéticos, estes também podem ser
construidos a base de materiais ceramicos de origem natural, como o coral, que revela
uma arquitectura porosa analoga a do osso trabecular, além da sua natureza organica
reduzir o risco de toxicidade e de reac¢des inflamatérias (Guillemin et al. 1989;
Hannouche et al. 2001).

3.2.3. Poliméricos

Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética. Os naturais subdivide-se em trés
classes, proteinas (por ex. colagénio, gelatina, fibrinogénio, elastina, actina, queratina,
miosina e proteinas da seda), polissacarideos (por ex. celulose, amilose, dextrano,
quitina e glucosaninoglicanos) e polinucleétidos (por ex. acido desoxirribonucleico
(Deoxyribonucleic Acid, DNA) e o acido ribonucleico (Ribonucleic Acid, RNA). Entre
os polimeros sintéticos destacam-se o0s polietilenos, o polimetilmetacrilato
(Polymethylmethacrylate, PMMA), os poli (a-hidroxiacidos) ou poliésteres ((poli (acido
lactico) (Polylactic Acid, PLA) e poli (acido glicélico) (Polyglycolic Acid, PGA)),a poli-
caprolactona (Poly (e-Caprolactone, PCL)) e os poli (propileno fumaratos) (Proprylene
Fumarate, PPF) (Navarro et al. 2008; Yannas, 2004).
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Os compostos de origem natural normalmente sdo empregues na area da engenharia de
tecidos na construcdo de scaffolds aplicaveis a varios tecidos (por ex. 0sso, cartilagem,
ligamentos, meniscos e discos intervertebrais), devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioactividade, com o intuito de suportarem o0 crescimento e
proliferacdo celular. No entanto, a sua utilizacdo apresenta desvantagens, como reduzida
forca mecénica, rejeicdes imunoldgicas devido a materiais derivados de fontes animais e

a possibilidade de conterem impurezas patogénicas.

Dos constituintes naturais acima referidos tém especial importancia o colagénio (Figura
10), por se tratar de um dos componentes principais do tecido 6sseo e 0 quitosano, que
também possui propriedades antibacterianas, curativas e bioadesivas, podendo o0s
scaffolds criados a base deste composto ser utilizados na fixacdo de péptidos que
cooperam na formacéo do osso (Aravamudhan et al. 2013; Costa-Pinto et al. 2011).

Relativamente aos polimeros sintéticos, os dois primeiros compostos (polietilenos e
PMMA) pertencem a primeira geracdo de biomateriais e sdo dos constituintes mais
utilizados em Ortopedia. Os polietilenos, polietileno de ultra-elevado peso molecular
(Ultrahigh Molecular Weight Polyethylene, UHMWPE) ou os polietilenos altamente
reticulados (cross-linking UHMWPE) sdo principalmente utilizados na composicao de
dispositivos articulares, particularmente destinados a anca e joelho. Apesar da elevada
resisténcia ao choque, da biocompatibilidade e estabilidade quimica, o0 UHMWPE
quando em atrito com os diferentes biomateriais que compdem as proteses, sofre um
desgaste que resulta na libertacdo de particulas que podem originar reaccdes de
intolerancia local e o consequente insucesso do implante. De forma a tentar colmatar ou
atenuar este processo surgiram o0s polietilenos altamente reticulados, em que a
reticulacdo reduz certas propriedades mecanicas deste material, como a sua resisténcia a
fadiga. Quanto ao PMMA, a sua utilizacdo baseia-se na fixacdo de proteses de
substituicdo articular e preenchimento de perdas de substancia dssea. A sua aplicacédo
apresenta alguns inconvenientes, tais como o efeito exotérmico no momento da sua
colocacdo, que pode resultar na necrose do tecido circundante; contrac¢do durante a
polimerizacdo, conduzindo a fissuras, provocando a perda de ligacdo entre si e 0
dispositivo; oscilagdes na sua rigidez, que podem originar a sua quebra e subsequente
libertacdo de particulas, que ao interagirem com os tecidos induzem uma resposta
inflamatoria (Mano et al. 2004; Navarro et al. 2008).
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Em relacdo aos restantes materiais poliméricos, estes ja integram a segunda e terceira
geracOes de biomateriais e, apesar de possuirem também aplicacbes no ambito da
cirurgia ortopédica, sdo maioritariamente usados na area da engenharia de tecidos na
preparacdo de scaffolds. Esta utilizacdo deve-se ao facto de existir um maior controlo
das suas propriedades fisico-quimicas, comparativamente a dos polimeros de origem
natural, melhores e reprodutiveis caracteristicas mecanicas e de degradacao
(Dhandayuthapani et al. 2011; Navarro et al. 2008; Slaughter et al. 2009).

Os polimeros sdo também usados na formacéo de hidrogeles, que possuem a capacidade
de retencdo de elevadas quantidades de agua de forma a reproduzir 0 ambiente da matriz
extracelular de tecidos moles e fornecer os agentes bioactivos necessarios a estimulacado
da regeneracdo de tecidos. Contudo, estes sistemas apresentam baixa for¢a mecanica, o
que dificulta o seu manuseamento (Kirschner e Anseth, 2013; Lee e Mooney, 2001; Liu
e Ma, 2004; Navarro et al. 2008; Vagaska et al. 2010).

Tabela 1: Exemplos de polimeros naturais e sintéticos aplicados em engenharia de
tecidos (Adaptado de Salgado et al. 2004).

Material Origem ‘ Caracteristicas

Colagénio Natural -Baixo potencial imunogeénico,
adesdo celular

mecanicas

Fibrina Natural -Promove migracdo celular e

vascularizacéo

Quitosano Natural -Hemostatico e promove
osteoconducdo e cura das leses

quimiostatico e bom substrato para

- Scaffolds com baixas propriedades

Amido Natural - Comportamento termoplastico, bom

substrato para adesdo celular,

ndo citotdxico e biocompativel

com hidroxiapatite
- Scaffolds com boas propriedades

mecanicas

Acido hialurénico Natural - Minima imunogenicidade
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- Quimiostatico quando combinado
com agentes apropriados
- Scaffolds com baixas propriedades

mecanicas

Poli (hidroxibutirato) Natural - Substrato adequado para crescimento
0sseo mas possui uso limitado devido

a sua natureza quebradica

Poli (o-hidroxiacidos) Sintética - Poliésteres alifaticos extensivamente
estudados, degradados por hidrélise,
podem apresentar problemas
relativamente a biocompatibilidade e
citotoxicidade na area circundante ao

local da implantacédo

Poli (s-caprolactona) Sintética - Poliéster alifatico

- Degradado por hidrdlise ou erosédo

- Baixa versatilidade quimica

- Alguns problemas relacionados com

a resisténcia mecanica a cargas

Poli (propileno fumaratos) Sintética - Poliésteres insaturados alternados de
propilenoglicol e &cidos fuméricos

- Resultados bioldgicos satisfatérios

Poli (fosfazenos) Sintética - Degradagcdo através de hidrdlise

Poli (anidridos) Sintética - Principalmente desenvolvido para
distribuicdo de farmacos, é
biocompativel e suporta regeneragdo

oOssea endosteal e cortical

— \o= @

Figura 10: Scaffolds de colagénio (Kanayama et al. 2014).
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3.2.4. Compositos

Um material composito € constituido por pelo menos duas fases, uma continua e outra
dispersa. A primeira é a fase aglomerante, que se encarrega da ocupacao do volume e da
transposicao de carga para a fase dispersa, que é mais rigida e resistente, tendo a funcao

de melhorar algumas das propriedades do composito (Mano et al. 2004).

Estes compostos surgiram com o intuito de superar as limitacdes dos biomateriais,
usando-se uma combinagdo de diferentes tipos de biomateriais, de forma a obter as
vantagens inerentes de cada um, através de um efeito sinérgico. Deste modo, as
propriedades dos compdsitos sao Unicas e diferentes das dos materiais em separado. As
suas aplicacBes passam pela construcdo de scaffolds alusivos a engenharia de tecidos
6sseos (Figura 11), uma vez que o préprio tecido ésseo € considerado um compdsito
natural, pois é constituido pela mistura de cristais inorganicos de hidroxiapatite e fibras
organicas de colagénio (Chen et al. 2012; Porter et al. 2009; Vagaska et al. 2010). Estes
scaffolds sdo construidos a partir de diferentes matrizes, como por exemplo, a
conjugagdo de polimeros com biomateriais ceramicos, biomateriais ceramicos
associados a metélicos ou a mistura de polimeros com metais (Mano et al. 2004).
Destas juncOes destacam-se 0s compositos de polimeros e cerdmicos, pois aliam a
tenacidade dos polimeros com a forca de compressdo dos ceramicos, semelhante a do
tecido dsseo. Obtém-se assim scaffolds bioactivos com notéveis caracteristicas
mecanicas e boas taxas de degradacédo (Porter et al. 2009; Stevens, 2008).
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Figura 11: Scaffold poroso constituido por um material compdsito (hidroxiapatite/acido
poli (lactico-co-glicolico)) (Chen et al. 2013).
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3.3. Scaffolds

Como ja referido, a engenharia de tecidos 0sseos tem vindo a desenvolver uma
alternativa promissora para a reparacdo de lesGes Osseas, designada por scaffolds no
sentido de colmatar as limitacGes da terapéutica em curso (Dimitriou et al. 2011; lkada,
2006).

O uso dos scaffolds prende-se com o facto do osso ser um tecido tridimensional activo
mas quando isoladas in vitro, as suas células ndo adquirem essas conformacdes em 3D.
Assim os scaffolds proporcionam um ambiente adequado para a suas células se
agregarem, proliferarem, diferenciarem e permitirem a deposicdo da nova matriz
extracelular déssea (Costa-Pinto et al. 2011). Estas estruturas sdo constituidas pelos
diferentes biomateriais, sendo que para conseguir alcancar a regeneracao 0ssea deverdo

possuir algumas caracteristicas fisicas e biologicas fundamentais, tais como:

e Biocompatibilidade, que se traduz na capacidade do biomaterial e dos seus
produtos de degradacdo ndo provocarem uma resposta inflamatéria no paciente

nem demonstrarem imunogenicidade ou citotoxicidade (Williams, 2008).

e Biodegradabilidade controlada e ajustada de forma a garantir o suporte
estrutural necessario para a regeneracdo completa do tecido em questédo (Costa-
Pinto et al. 2011).

e Estrutura porosa interligada e arquitectada através da associacdo de macro e
microporos, que facilita o crescimento do tecido, a vascularizagdo, melhora o
transporte de nutrientes e oxigénio e a remocao de residuos. Contudo, uma
elevada porosidade reduz significativamente as propriedades mecanicas do
scaffold, pondo em causa a sua integridade estrutural (Bose et al. 2012; Liu e
Ma; 2004; Navarro et al. 2008). Outro factor importante sdo as dimensdes do
poro, que estdo directamente relacionadas com a vasculariza¢do, uma vez que
poros de tamanho maior depressa se vascularizam, estimulando directamente a
osteogénese. Por outro lado, 0s poros mais pequenos tém mais dificuldades de
vascularizagdo, resultando em situacOes de hipoxia, que conduzem a um
processo osteocondral antes da osteogénese ocorrer. O tamanho minimo aceite
¢ 100-150u (Costa-Pinto et al. 2011; Ikada, 2006).

23



Engenharia de Tecidos na substituicdo de tecido dsseo

e Propriedades mecénicas que garantam o suporte estrutural durante o
manuseamento e as actividades normais do paciente (Chen et al. 2012). As
caracteristicas mecéanicas devem ser semelhantes as do tecido nativo
destacando-se a rigidez, a forca e resisténcia as tensbes sofridas in vivo até que
0 novo tecido formado ocupe a matriz do scaffold (Alvarez e Nakajima, 2009).

e Osteocondutividade e osteoinducdo que permitirdo ao scaffold a adesdo e
proliferacdo das células Osseas e a geracdo da matriz extracelular 6ssea na sua

superficie porosa (Bose et al. 2012).

e Estrutura anisotrépica que lhe possibilita adaptar-se as formas anatomicamente

exactas (Romagnoli e Brandi, 2014).

3.3.1. Tipos de scaffolds

Entre as classes de biomateriais referidas anteriormente, os polimeros naturais e

sintéticos sdo os mais utilizados na preparacdo destas matrizes em estruturas 3D.

Existem diferentes formas de matrizes (Figura 12), destacando-se os tipicos scaffolds
porosos na forma de espuma sdlida, os hidrogeles, os scaffolds fibrosos a base de
nanofibras e os scaffolds constituidos por microesferas (Dhandayuthapani et al. 2011).

N at1iz nanofibrosa

Nlicroesfera porosa

Figura 12: Exemplos das diferentes formas de scaffolds poliméricos em engenharia de
tecidos (Chung e Park, 2007).
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3.3.2. Tecnicas de producéao de scaffolds

As diferentes técnicas de preparacdo de scaffolds conferem-lhes diferentes propriedades
estruturais, pelo que a escolha do método de producéo terd de entrar em linha de conta
com os requisitos necessarios e a finalidade da sua aplicacdo (Yang et al. 2001).

As estruturas porosas em 3D sdo fundamentais em engenharia de tecidos pois
proporcionam um suporte capaz de comportar celulas reparadoras e factores de
crescimento ambos essenciais a recuperacao de tecidos lesados (Alvarez e Nakajima,
2009).

A Tabela 2 resume as vantagens e desvantagens resultantes da aplicacdo das diversas

técnicas usadas na producéo dos diferentes tipos de scaffolds.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de scaffolds (Adaptado de
Musumeci et al. 2014).

Scaffolds \ Vantagens Desvantagens
Uso de solventes altamente
toxicos, baixa interligacdo dos

Porosos pelas técnicas Elevada porosidade, estrutura poros, dificuldade em cultivar
tradicionais interligada e células homogeneamente apds
simples e féceis de produzir producéo e possibilidade de
manifestarem fracas propriedades
mecanicas

Arquitectura da matriz controlada:
tamanho, forma, interligacdo,

geometria e orientacdo, controlo Uso restrito a materiais
Porosos pelas técnicas dos poros e das suas dimensdes e poliméricos seleccionados
modernas propriedades mecanicas e
degradacéo controladas
Hidrogeles Flexibilidade e viscoelasticidade Hidrogeles de polimeros naturais

podem induzir respostas
inflamatérias e baixa resolugéo

Fibrosos Féceis de produzir, elevada area de Fraca integridade mecénica e
superficie e elevada distancia entre poros pequenos que limitam a
as fibras para a nutri¢o e troca de infiltracdo das células e a sua

oxigénio integracdo com o tecido receptor
apos implantacéo
Microesferas Arquitectura e variagdes Dificeis de remover uma vez
composicionais reprodutiveis injectadas ou implantadas
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3.3.2.1. Técnicas tradicionais para a producéo de scaffolds porosos

Na elaboracgéo de scaffolds porosos as primeiras técnicas foram a formacdo de espumas
gasosas ou quimicas (Figuras 13 e 14), a liofilizacdo, a evaporacdo de
solvente/lixiviagdo de particulas e a separagdo de fase (Amini et al. 2012; Liu e Ma,
2004). A primeira técnica permite produzir espumas de polimeros bastante porosos sem
recorrer a solventes organicos. O processo envolve a saturacdo de dioxido de carbono
ou azoto em discos de polimeros produzidos num molde a elevadas temperaturas. Estes
discos séo sujeitos a elevadas pressoes destes gases numa cadmara durante alguns dias
que, com o passar do tempo, sdo reduzidas até a pressdo atmosférica. Apds a sua
libertacdo cria-se uma instabilidade termodinamica que origina a nucleacédo e a geracao
de macroporos. Esta técnica apresenta como desvantagens a baixa interligacdo entre os
poros, o facto de os poros serem fechados e reduzidas propriedades mecanicas. Uma
forma de melhorar a ligacdo dos poros € a conjugacdo deste método com a técnica de
lixiviacdo de particulas descrita mais a frente (Harris et al. 1998; Liu e Ma, 2004; Mikos
e Temenoff, 2000; Salgado et al. 2004).

Dizsolugiio em didzde de
rarbono a elevada pressio

I T

Polimero em po Solupio polimers/gas

H Eedugio da pressio

N

Mucleagfio e geracio de
poros na matriz polimerica

Figura 13: Técnica da formacédo de espumas gasosas (Garg et al. 2012).
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Figura 14: Scaffold obtido por formacédo de espumas gasosas (Nazarov et al. 2004).

A formacdo de scaffolds por liofilizacdo (Figuras 15 e 16) baseia-se na dissolugédo de
uma solucdo polimérica num solvente organico, seguida da adicdo de agua e
subsequente remoc¢do dos solventes por sublimagdo sob o vazio. Tal como o método
anterior, estas estruturas 3D exibem poros fechados e baixa estabilidade mecanica
(Mikos e Temenoff, 2000; Salgado et al. 2004).

o — —

_____? Adigdo de dgua
Agitar

Polimero num solvente Emulséo
oFganice ﬂ Verter para um molde

Congelamento ‘ l

Remocgio do solvente

Scaffold polimérico

Figura 15: Esquema representativo da técnica de liofilizacdo (Garg et al. 2012).
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Figura 16: Scaffolds preparados por liofilizacdo (Sultana e Wang, 2011).

A técnica de evaporacdo de solvente/lixiviacdo de particulas € a mais utilizada para
preparacao de scaffolds. Este método foi relatado pela primeira vez em 1994 por Mikos
e 0s seus colaboradores. Trata-se de um processo simples que consiste uma mistura de
cristais de sais soltveis (por ex. cloreto de sédio, tartarato de sédio, citrato de sodio) ou
particulas organicas (por ex. sacarose numa solucdo polimérica), que posteriormente é
vertida para um molde com a forma pretendida, onde se procedera a eliminacdo do
solvente por evaporacdo ou liofilizacdo. De seguida, as particulas que sobram sédo
lixiviadas através de uma malha porosa, obtendo-se uma gama de didmetros especificos
dos poros. Este procedimento possui como limitaces a utilizacdo de solventes
organicos toxicos e a dificuldade em extrair as particulas soltveis do interior da matriz
polimérica, o que confina & geracdo de membranas finas com tamanhos até 3mm (Liu e
Ma, 2004; Mikos et al. 1994; Hutmacher, 2000; Salgado et al. 2004; Yang et al. 2001).
Soluciic polimérica

contendo cristais de
sais

ﬂ Werter para um molde

1

—=———1
o1 - a0 |
imo =4 — ]

-
L]

‘ZE‘__‘X_::‘ = L] C{'"

Ohtengio de poros de difmetros especificos

| [
1
> —_—————— o = [ -
[ -] > — —
oS o= T Lo

Liviwiagdo das particulas restantes rmuna tmalha
porosa

#  EBEwaporagio do solvente

Figura 17: Representacdo da técnica evaporacdo de solvente/lixiviacdo de particulas
(Adaptado de Garg et al. 2012).
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Figura 18: Scaffolds obtidos pelo método de lixiviagdo de particulas (Asti et al. 2010).

O método de separacao de fase baseia-se na dissolucdo de um polimero num solvente

(por ex. fenol, naftaleno, ou dioxano) a elevada temperatura, seguida de um

arrefecimento rapido, que origina a divisdo do composto numa fase liquido-liquido ou

solido-liquido consoante a sua natureza e os valores da temperatura usada e posterior

exclusdo do solvente por sublimacdo. Esta técnica permite a producdo de scaffolds

porosos. Contrariamente as técnicas descritas anteriormente, os scaffolds obtidos

exibem boas caracteristicas mecanicas. No entanto, 0s poros gerados sdo de pequenas
dimensdes (Mikos e Temenoff, 2000; Yang et al. 2001).

Separaciio de fase liquido/liquido

Digsolugio de wm polimero tam solvente a elevadas temperaturas

Abairamento da temperatura

a—* Fase concentrada de polimero

H Arrefecimento abaixo do ponto de fusdoe do solvente

ﬂ Secagem sob vacuo

Scaffold poroso

Separacfio de fase solidoliqudo

Dispersin de wm politmero s solvents

U Congelamenta

Cristais de solvente

Liofilizagdo

Scaffold poroso

Figura 19: Método da separacdo de fase conforme a divisdo do composto numa fase
liquido-liquido (A) ou s6lido-liquido (B) (Garg et al. 2012).
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Figura 20: Scaffolds preparados por separagdo de fase (Martinez-Pérez et al. 2011).

3.3.2.2. Técnicas modernas para a producao de scaffolds porosos

Com o progresso da tecnologia surgiram novas metodologias baseadas no conceito de
producdo assistida, que foi primeiramente inserido por Chuck Hull, em 1986, através de
um método designado por estereolitografia (Hull, 1986). Estas novas técnicas
conhecidas por prototipagem rapida ou fabrico sélido livre sdo computarizadas e regem-
se por trés principios (Amini et al. 2012; Bose et al. 2013): i) o0 uso de um software de
desenho assistido por computador (Computer Assisted Design) para a criacdo de um
prototipo virtual, com a geometria e porosidade pretendidas para o scaffold a ser
construido; ii) a transfiguracdo do protétipo criado em continuas camadas através de um
software de execucéo assistida por computador (Computer Assisted Manufacturing); iii)
a elaboracéo do scaffold fundamentada na concepcao de camada por camada pela adi¢cdo

de varias porc¢des de material.

As técnicas de prototipagem réapida foram desenvolvidas com o intuito de preparar
scaffolds personalizados para cada paciente, sendo particularmente importantes na

reparacao das lesdes mais complicadas.

Entre estas destacam-se a impressao a trés dimensdes (3D Priting), a modelagem por
fuséo e deposicéo (Fused Deposition Modeling), a sinterizagdo a laser (Selective Laser
Sintering) e a estereolitografia (Melchels et al. 2010).

A impressdo a trés dimensfes (Figura 21) foi desenvolvida no inicio da década de
noventa, no Instituto de Tecnologia de Massachusetts, por Sachs e 0s seus
colaboradores. Trata-se de uma técnica que aplica a impressédo a jacto de tinta de um
ligante no procedimento de materiais em po (Sachs et al. 1992; Hutmacher, 2000).
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Antes do inicio do processo, parametros como a densidade, fluidez e molhabilidade do
po, a espessura das camadas e 0 volume e saturacdo do ligante sdo optimizados para
aumentar a qualidade do produto produzido. Este método permite a orientacdo do
padrdo do scaffold na area de fabrico através de um software de execucgdo assistida por
computador. O funcionamento da técnica inicia-se com a deposi¢do de uma por¢édo de
po6 uniforme na camada de alimentacdo, que posteriormente € dispersa por um rolo de
nivelamento, para a camada de construcdo. De seguida, a cabeca de impresséo pulveriza
o ligante (pode ser de origem orgénica ou polimérica) sobre o p6, levando a ligagdo das
particulas entre si na zona de producdo. ApOs estes procedimentos, a camada de
alimentacdo sobe enquanto a de construcdo desce, com o auxilio dos seus pistdes, para
delinear a espessura de uma nova camada de pé a ser depositada, seguida da adi¢do do
ligante, que depois € seco. Este mecanismo repete-se vérias vezes até que o scaffold
pretendido seja construido. A préxima etapa passa pela remocdo do excesso de po do
scaffold por ac¢do de ar comprimido (Bose et al. 2013). Esta metodologia permite o
desenvolvimento de produtos com geometrias complexas (Figuras 21 e 22) num curto
espaco de tempo a partir de modelos gerados pelo software de desenho assistido por
computador e a incorporacdo de factores de crescimento. No entanto, apresenta como
limitacBes o facto da porosidade do scaffold ser dependente da granulometria do pé e
apresentacdo de poros fechados, a utilizacdo de solventes organicos como ligantes e

reduzidas caracteristicas mecénicas (Liu e Ma, 2004).

Movimento da camada de alimentaciio e da camada de construcciio
z .
f f‘ Movimenio da caheca de impressiio
X

Cabeca de impressio

- Rolo de nivelamenio

iii

| €— Gotas de ligante

‘@

Figura 21: Sistema usado na impressao a trés dimensdes (Bose et al. 2013).
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Figura 22: Scaffolds produzidos pela técnica de impressao a trés dimensdes (Tarafder et
al. 2012).

A técnica da modelagem por fusdo e deposicdo envolve a incorporacdo de um material
fundido depositado em camadas ultra-finas. O principio da técnica baseia-se na
utilizacdo de dois filamentos de material, um de construcdo e outro de suporte, que séo
movidos por dois cilindros rotativos, controlados pelo software de execucdo assistida
por computador e uma extremidade que é aquecida para derreter o material, que comp&e
a cabeca de extrusdo (Figura 23). Por sua vez, € esta que procede a extrusdo da matéria
fundida, que rapidamente solidifica e se deposita em camadas. Posteriormente a
plataforma de construcdo desce para a adi¢do de uma nova camada, repetindo-se este
processo sucessivamente. A sua principal vantagem é a ndo utilizacdo de solventes
organicos. Contudo, a impossibilidade de associar factores de crescimento, as
temperaturas elevadas e a gama restrita de polimeros passiveis de aplicacdo constituem
inconvenientes (Hutmacher, 2000; Salgado et al. 2004). As Figuras 23 e 24 representam
o principio de funcionamento e um exemplo de um scaffold obtido pela técnica da

modelagem por fusdo e deposicao.
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Figura 23: Funcionamento da técnica da modelagem por fusdo e deposicdo (Zein et al.
2002).

Figura 24: Scaffold sintetizado pela técnica da modelagem por fusdo e deposicao
(Bergmann et al. 2014).
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O método de sinterizacdo a laser aplica um laser de didxido de carbono para a fusdo de
variados materiais em po (por ex. cera, policarbonato, ceramicos e polimeros, como o
nylon) ou seus compositos e metais, na construcdo do scaffold pretendido. Tal como na
impressdo a trés dimensdes, o funcionamento desta técnica também tem inicio com a
deposicdo de uma camada de p6 com o auxilio de um rolo de nivelamento. Neste caso,
quem se dispersa pela area de construccdo de forma a reproduzir a informacéo contida
no software de desenho assistido por computador € o laser e ndo um ligante (Figura 25).
ApoOs terminada a primeira camada a plataforma de construcdo desce para a
incorporacdo de uma nova camada, repetindo-se este processo continuamente. Com 0
objectivo de evitar a degradacao dos materiais utilizados e proporcionar a introducdo de
agentes bioactivos ou células, pode ser efectuada uma alteracdo a esta técnica, através
de um processo designado por sinterizacdo selectiva a laser de superficie (Surface
Selective Laser Sintering) (Antonov et al. 2004; Duan et al. 2010; Yang et al. 2002). As
Figuras 25 e 26 ilustram, respectivamente, o principio da técnica e um exemplo de um

scaffold obtido pelo método de sinterizacéo a laser.

Retlector
] Modelo sinterizado

Lentes Eolo de muvelamento

Rolo de mivelamento

Recipiente Pé

Figura 25: Mecanismo da técnica de sinterizacao a laser (Kathuria, 1999).

Figura 26: Scaffolds produzidos pelo método de sinterizacéo a laser (Duan et al. 2010).
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Como referido, a técnica da estereolitografia foi a primeira das metodologias de
producéo de scaffolds a ser comercializada. Embora a partir do seu surgimento tenham
sido desenvolvidos novos métodos, este continua a ser dos mais versateis e eficazes,
exibindo uma exactidao superior, pois ¢ capaz de produzir objectos de 20 i, enquanto as
outras produzem na gama 50-200 u. Com efeito, o funcionamento da técnica da
estereolitografia baseia-se na solidificacdo de uma resina liquida num padrdo por
fotopolimerizagdo, que resulta da incidéncia de raios ultravioleta de um laser ou de luz,
a partir de um projector digital controlado por um software de computador que conduz a
aderéncia a plataforma de suporte, formando uma camada de uma espessura delineada.
Apbs a fotopolimerizacdo da primeira camada de resina, a plataforma desce a distancia
equivalente a espessura anterior e ocorre nova adicdo de resina, para se formar a camada
seguinte e assim sucessivamente (Melchels et al. 2010). Na Figura 27 séo

exemplificados os processos envolvidos na técnica da estereolitografia.

Projecto 3D Divisdo em camadas 2D

/ Processo da estereolitografia

5
| mm

Tomografia Computarizada Construcgdes biodegraddveis

Figura 27: Processos envolvidos na producdo de estruturas por estereolitografia
(Adaptado de Melchels et al. 2010).
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3.3.2.3. Técnicas de producdo de scaffolds a base de hidrogeles

Outra forma de preparacdo dos scaffolds é com recurso a sistemas de hidrogeles, que

podem ser de origem natural ou sintética.

Y ey O

Precursores do Celulas
hithrogel

Regeneracio do Degradaciio do lidrogel, proliferaciio celular e secreciio da ECL
tecido

Figura 28: Funcionamento de hidrogeles injectaveis como scaffolds (Tan e Marra,
2010).

As primeiras técnicas desenvolvidas no ambito da utilizacdo de hidrogeles foram a
polimerizacdo de radicais livres e a adicdo de Michael. O primeiro método é
caracterizado pela utilizacdo de luz ultravioleta para a formacdo de radicais livres
passiveis de serem usados na polimerizacdo de varios grupos funcionais na producao de
hidrogeles. Apresenta como vantagem a facilidade em polimerizar in situ e criar uma
excelente cinética de gelificacdo. Por outro lado, o processo da adicdo de Michael é
estabelecido pela conjugacdo de reaccbes de adicdo como as de diferentes grupos
funcionais com materiais poliméricos, ou entre diferentes macrémeros (Selimovic et al.

2012; Slaughter et al. 2009; Tan e Marra, 2010; Ward e Peppas, 2000).

A maior vantagem deste tipo de scaffolds, produzidos in situ, é o facto de estes puderem
ser administrados via injectavel associados a células e a factores de crescimento em
solugdo. Apds a administracdo, funcionam como sistemas de libertacdo prolongada das

celulas no local da lesdo (Chung e Park, 2007).
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Com o intuito de criar hidrogeles capazes de simular as funcionalidades e as
caracteristicas dos tecidos do organismo, surgiram técnicas avancadas que permitem a
producdo de geles & microescala (i.e. microgeles) (Figuras 29 e 30). Estas incluem a
emulsificacdo, micromodelacéo, fotolitografia, técnicas microfluidicas e impressao de
gel (Slaughter et al. 2009).

A emulsificagio é uma metodologia empregue com a finalidade de produzir
microesferas de hidrogel, que permitem efectuar trocas de oxigénio, nutrientes e
produtos metabolicos entre as células e o ambiente circundante. Estas microesferas séo
produzidas a partir da dispersdo de uma solugdo de um polimero de natureza
hidrofobica num solvente adequado, seguida da evaporacdo do mesmo solvente. A
formagdo das microesferas acontece devido a volatilidade do solvente, que ao ser
evaporado lentamente da emulsdo, leva a precipitagdo do polimero (Slaughter et al.
2009).

O método da micromodelacédo baseia-se na criacdo de um molde responsavel pela forma
do hidrogel, seguida da reticulacdo do mesmo, em que um precursor de um determinado
polimero no estado liquido preenche o molde, que € pressionado, excretando o liquido
em excesso. Posteriormente ocorre a sua solidificacdo, mas mantém-se aderente ao

molde até este ser removido (Selimovic et al. 2012).

O processo da fotolitografia envolve exposicdo de luz sobre os precursores do hidrogel
nas areas especificas em que serdo reticulados. Neste mecanismo para se proceder a
incorporacdo de células é necessario que estas sejam previamente suspensas num
precursor do polimero, devido a citotoxicidade do fotoiniciador e da exposicéo de luz
ultravioleta. Outra vertente deste procedimento € a utilizacdo de luz proveniente de laser
para reticular polimeros hidrofilicos fotoactivos atraveés de um método designado por
litografia de varrimento a laser (Laser Scanning Lithography) (Selimovi¢ et al. 2012;
Slaughter et al. 2009).

As técnicas microfluidicas baseiam-se numa serie de metodologias que tém o objectivo
de preparar hidrogeles com fluxos simples ou multifasicos em canais microfluidicos,
utilizados para encapsular células no interior de goticulas de solugdes de polimeros
(Selimovic¢ et al. 2012; Slaughter et al. 2009).
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A impressdo de gel é uma técnica que permite produzir tecidos tridimensionais in vitro
a partir de microgeles associados a células. Tal como metodologias anteriores, envolve a
deposicdo camada por camada das células no interior de um gel tridimensional
controlada por um software de desenho assistido por computador (Mironov et al. 2003;
Selimovi¢ et al. 2012; Slaughter et al. 2009).

Emulsiicago Micromodelagdo

Fotolitografia Litografia de vattimento a laser

Técnicas microfluidicas Imptessdo de gel

0 - -
= O
o° .

Figura 29: Técnicas usadas na producdo de microgeles (Slaughter et al. 2009).
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Figura 30: Exemplos de microgeles com diferentes formas (Yeh et al. 2006).

3.3.2.4. Técnicas de producdo de scaffolds fibrosos

Os scaffolds ainda podem ser do tipo fibroso, constituidos por redes de nanofibras
provenientes de varios polimeros, aptas para retratarem a arquitectura da matriz
extracelular 6ssea, € por uma estrutura microporosa. Em conjunto, estas estruturas
promovem a adesdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular. Actualmente a produgéo
destas fibras ocorre recorrendo-se as técnicas da auto-montagem, da separacao de fase e

electrofiacdo (Dhandayuthapani et al. 2011).

O método de auto-montagem (Figuras 31 e 32) € um procedimento laboratorial
inspirado na organizacdo propria de varias moléculas existentes na natureza, como
proteinas e péptidos ou na disposi¢do das moléculas de colagénio na matriz extracelular
6ssea. O objectivo é produzir estruturas nanofibrosas através do desenvolvimento de
materiais capazes de se difundirem espontaneamente, em um modelo passivel de
reproduzir as caracteristicas estruturais dos sistemas bioldgicos. As unidades mais
utilizadas na construcdo destas estruturas sdo os péptidos anfifilicos (Smith et al. 2008;
Zhang, 2003). O processo de auto-montagem é usado para formar estruturas ordenadas e
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estaveis, mantidas por interaccdes ndo covalentes, como as interac¢des hidrofébicas, de
van der Waals, electrostaticas e as ligacdes de hidrogénio (Rajagopal e Schneider, 2004;
Zhang, 2003). Apesar de conduzir a produgdo de nanofibras com poros de tamanhos
homogéneos, trata-se de um procedimento complexo e de producdo em pequena escala.
Os scaffolds resultantes sdo mecanicamente frageis e o tamanho e estrutura dos seus
poros e a sua taxa de degradacdo ndo sdo controlaveis (Chen et al. 2013; Smith et al.
2008; Vasita e Katti, 2006).

Cabega bioactiva

Segmento
hidrofilico

Extremidade
hidrofébica

Figura 31: Técnica de auto-montagem utilizando péptidos anfifilicos (Zhang et al.
2012).

Figura 32: Scaffold fibroso preparado pela técnica de auto-montagem (Ahirwal et al.
2013).
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A separacdo de fase (Figuras 33 e 34) é um método desenvolvido por Ma e Zhang, que
surgiu na tentativa de reproduzir a estrutura tridimensional das fibras de colagenio que
compdem a matriz extracelular dssea. Esta metodologia consiste na dissolugdo de um
polimero em solucdo seguida da separacdo termodindmica da fase liquido-liquido.
Posteriormente € adicionado um solvente para favorecer a formacdo de um gel. Apds
arrefecimento do gel é efectuada a liofilizacdo para eliminar o solvente, levando a
producédo do scaffold. (Ma e Zhang, 1999; Martinez-Pérez et al. 2011). Contrariamente
a técnica anterior, este € um procedimento simples que ndo recorre a equipamento
especializado, embora a sua produtividade também esteja restrita a escala laboratorial.
No entanto, a estrutura macroporosa resultante pode ser controlada pela incorporacédo de
porégeneos (particulas de forma e tamanho especificos usadas para criar poros nas
estruturas em Engenharia de Tecidos) no decorrer da etapa da separacdo (Jayaraman et
al. 2004; Kim et al. 2009; Smith e Ma, 2004).

a

Figura 33: Esquema representativo da técnica de separacdo de fase. O polimero (a) é
dissolvido no solvente (b) formando uma solucdo (c) que € rapidamente arrefecida,
induzindo e conduzindo a separacdo de fases (polimero e solvente) (d). Posteriormente

o0 solvente é removido (e), formando-se uma rede de nanofibras (Dahlin et al. 2011).

Figura 34: Rede de nanofibras obtida pela técnica de separacdo de fase (Samitsu et al.
2013).
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A metodologia da electrofiacdo (Figuras 35 e 36) é a mais estudada e compreende a
aplicacdo de um campo eléctrico para induzir a criacdo e o acondicionamento das fibras
de vérios materiais num colector metélico, estdtico ou rotativo. Este procedimento
inicia-se com a manutencao de uma solugdo polimérica na extremidade de uma agulha
gracas a tensdo de superficie, recorrendo-se a uma alta voltagem para gerar um campo
eléctrico que vai originar uma repulsédo de cargas no interior da solucdo. Esta repulsdo
conduz a oposicdo da tensdo superficial até a ultrapassar, formando-se um jacto que se
dirige até ao colector. Durante a movimentacdo do jacto, ocorre a evaporagdo do
solvente e o desenvolvimento das fibras que serdo ai dispostas (Barnes et al. 2007;
Dhandayuthapani et al. 2011; Pham et al. 2006). O uso desta técnica permite a producao
de redes de fibras a micro e nano escala, em que estas Ultimas apresentam elevada
porosidade e area de superficie, mas exibem baixas caracteristicas mecénicas, de
biodegradabilidade e osteocondutividade, que podem ser melhoradas pela incorporagéo

ou revestimento de particulas ceramicas nos scaffolds (Vasita e Katti, 2006).
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Figura 35: Funcionamento da técnica de electrofiacdo (Barnes et al. 2007).

Fibras

Figura 36: Scaffold fibroso obtido por electrofiacdo (Adaptado de Jin et al. 2012).
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3.3.2.5. Técnicas de producéo de scaffolds a base de microesferas

A producdo de scaffolds baseados em microesferas (Figura 37) € usada para
administracdo injectavel, com o objectivo de proporcionar suporte ao crescimento
celular e funcionar como um transportador de factores de crescimento, aumentando a
proliferacdo e propagacéao celular (Makhaik, 2013). Além disso, as microesferas podem
também ser incorporadas nas matrizes porosas convencionais, em combinagdo com
células e factores de crescimento, para obter uma libertacdo prolongada dessas
moléculas sem comprometer as caracteristicas do scaffold. As microesferas podem
ainda aumentar a porosidade dos biomateriais que compdem os scaffolds e melhorar as
suas propriedades mecéanicas (Mourifio e Boccaccini, 2010; Wang et al. 2012). Séo
unidades de producgdo facil e permitem o controlo da morfologia e das caracteristicas
fisico-quimicas dos scaffolds. Alguns dos métodos empregues na elaboracdo de
microesferas sdo a sinterizacdo a quente, tratamentos de vapores de solventes e o
método de sinterizacdo. Estas técnicas envolvem a exposicdo a altas temperaturas ou o
uso de solventes organicos, o que pode restringir a suas aplicagdes (Brown et al. 2008;
Jacklenec et al. 2008; Nukavarapu et al. 2008).
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Figura 37: Distribuicdo de células tronco a partir de microesferas nanofibrosas (Zhang
et al. 2012).
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3.3.2. Células, factores de crescimento e vascularizagdo

Como referido ao longo deste trabalho, a preparacdo de scaffolds no ambito da
Engenharia de Tecidos surgiu como uma estratégia para aumentar a capacidade de
reparacdo e regeneracgdo 0ssea. Para estimular e melhorar os processos sdo adicionadas
células Osseas percursoras e factores de crescimento aos scaffolds aliados a uma
vascularizacdo capaz de facilitar 0 acesso aos nutrientes e oxigénio necessarios (Amini
et al. 2012).

As células mais usadas sdo as células tronco mesénquimais, extraidas da medula dssea
do paciente. Estas sdo cultivadas in vitro para proliferar e mais tarde serem
reimplantadas no paciente (Alvarez e Nakajima, 2009). Com o intuito de melhorar o
desempenho das células osteogénicas in vitro, sdo utilizados biorreactores que
pretendem simular o ambiente dindmico e mecéanico in vivo (Bancroft et al. 2003). Estes
sdo sistemas automatizados que, além de reproduzirem o ambiente in vivo das células,
também permitem a producdo automatica e padronizada de tecidos com custos
reduzidos, o que favorece o uso da Engenharia de Tecidos em larga escala. Neste
sentido, podem ser usados diferentes tipos de biorreactores (Figura 38), destacando-se

os de tanque agitado, os de tanque tubular e os abertos (Amini et al. 2012).

Figura 38: Biorreactores utilizados em Engenharia de Tecidos 6sseos: (A) —

Biorreactor de tanque agitado; (B) — Biorreactor de tanque tubular; (C) — Biorreactor
aberto (Adaptado de Martin et al. 2004).

O biorreactor de tanque agitado (Figura 38 A) € o tipo mais simples e economico. O
funcionamento deste sistema baseia-se na formagao de forcas de conveccéo a partir de

uma barra magnética, que permite a mistura continua de meio com os scaffolds

44



Engenharia de Tecidos na substituicdo de tecido 6sseo

incorporados com células, que se encontram presos a agulhas suspensas na tampa do
biorreactor. (Amini et al. 2012; Sikavitsas et al. 2002; Stiehler et al. 2009). O
biorreactor de tanque tubular (Figura 38 B) permite a manutencdo das células num
estado de microgravidade, devido a constante rotacéo, que evita a deposi¢do das células,
ao mesmo tempo que impulsiona as interac¢fes entre elas (Sikavitsas et al. 2002). O
biorreactor aberto (Figura 38 C) é o mais utilizado. E constituido por uma camara que
alberga os scaffolds incorporados com as células e por uma bomba que coloca os
scaffolds em contacto com o meio de cultura. Este mecanismo ndo s6 possibilita uma
distribuicdo homogénea das células pelos scaffolds, como também aumenta a sua
densidade, proliferacdo, diferenciacdo e deposicdo da matriz extracelular éssea no
scaffold (Bancroft et al. 2003; Goldstein et al. 2001).

Uma estratégia utilizada para aumentar o crescimento 0sseo que realgca o potencial
osteoindutivo e osteocondutivo das células percursoras contidas nos scaffolds € a adi¢éo
de factores de crescimento (Hughes et al. 2006). Estes sdo polipéptidos sintetizados e
libertados em quantidades fisioldgicas, que funcionam como reguladores locais da
accdo das células estando presentes naturalmente na matriz 0ssea saudavel sendo
também libertados durante o processo de reparacdo da lesdo, para induzir a

diferenciacédo das células dsseas (Solheim, 1998).

Além das células e dos factores de crescimento, outro factor importante no desempenho
dos scaffolds é a vascularizagdo. Se esta for inadequada ou escassa pode originar
diferenciacéo celular irregular ou morte celular, por falta de nutrientes e oxigénio (Bose
et al. 2012). Para melhorar e acelerar a criagdo de novos vasos sanguineos foram
desenvolvidos varios métodos, tais como (Amini et al. 2012; Huang et al. 2005): o
aumento do tamanho e da interligacdo dos poros recorrendo-se a novas técnicas de
producdo de scaffolds referidas anteriormente; a inclusdo de factores de crescimento
angiogénicos nos scaffolds; a inclusdo de factores de crescimento angiogénicos nas
células cultivadas in vitro, previamente modificadas geneticamente, ocorrendo a
libertagdo simultanea de factores osteogénicos e angiogénicos. Esta Ultima tecnica é
mais eficaz na formacao de vasos sanguineos e na regeneracdo 0ssea, comparativamente
a libertacdo de factores de crescimento isolados e & necessidade de utilizar factores de
crescimento recombinantes de elevado custo, para modificar geneticamente as células.

Podem ainda ser usadas técnicas in vitro e in vivo de pré-vascularizagdo. As técnicas in
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vitro recorrem a cultura de celulas endoteliais em conjunto com células osteogénicas em
scaffolds. A interaccdo entre os dois tipos de células conduz a criacdo de vasos imaturos
por parte das células endoteliais, que poderdo maturar e recombinar com a
vascularizagdo do paciente, apds implantacdo. Esta estratégia além de acelerar a
vascularizagdo in vivo, aumenta a diferenciacdo das células osteoprogenitoras in vitro e
a criacdo de 0sso novo in vivo (Buschmann et al. 2011; Fuan et al. 2014). A pré-
vascularizagdo in vivo pode ser realizada por dois modos distintos. No primeiro, 0
scaffold é introduzido em tecido vascular axial, resultando na geracdo de uma rede
microvascular no interior do scaffold, apés algumas semanas. Posteriormente esta
matriz tridimensional é transferida para o local da lesdo, sendo a sua rede ligada por um
procedimento cirurgico, designado por técnica de anastomose vascular microcirdrgica.
Este processo apresenta como desvantagens a necessidade de fazer duas cirurgias, 0s
custos elevados, a morbidez do local dador e o facto do grau de vascularizacdo
resultante ser estabelecido a partir da vascularizacdo do tecido do paciente no local da
lesdo. O outro processo esta relacionado com a introducdo de vasos adequados para a
transposicdo microcrurgica no interior dos scaffolds, ndo sendo necessarias as duas
intervencdes cirdrgicas do método anterior e ndo dependendo do estado da
vascularizacdo perto do local da lesdo (Amini et al. 2012; Casell et al. 2002; Tanaka et
al. 2003).

3.4. Avaliacao dos scaffolds

Apbs a preparacdo de biomateriais médicos, como os scaffolds, é necessario avaliar as
suas funcionalidades e o cumprimento dos requisitos para uso humano, através de
ensaios pré -clinicos (Salgado et al. 2004). Para o efeito, recorre-se a ensaios in vitro e
in vivo para testar a biocompatibilidade. Em relacdo aos primeiros, os scaffolds ou
outros biomateriais sdo analisados tendo em conta 0 modo como actuam, em contacto
directo ou indirecto com uma cultura de ceélulas. Os resultados baseiam-se na
observacao de alteracdes na morfologia das células. Nos métodos de contacto directo,
normalmente uma suspensédo de células é cultivada sobre o biomaterial (ou scaffold) a
analisar e a apreciacdo do estado das células (vivas ou mortas) é baseada na sua perda
ou ndo de aderéncia a cultura, determinando-se assim a citoxicidade do material. Nos

métodos de contacto indirecto, podem ser usadas dois tipos de técnicas. A primeira
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consiste na separacdo do biomaterial a testar da linha de células usada, recorrendo a
uma barreira de difusdo colocada entre o material e as células. Esta barreira é
geralmente formada por uma camada de agar, que contém um corante que é absorvido
pelas células vivas, enquanto as mortas ou danificadas permanecem sem cor. O outro
procedimento utilizado consta na adicdo de um extrato do biomaterial a uma
monocamada de células, que sdo posteriormente incubadas. A distingdo entre células
vivas ou mortas é também realizada com recurso a um corante. O grande inconveniente
dos estudos in vitro é a necessidade de extrapolagdo dos resultados para o ambiente
fisioldgico, sendo requerida a realizacdo posterior de ensaios in vivo em modelos
animais. No entanto, os testes in vitro minimizam o numero de estudos em animais, 0

que é uma importante vantagem (Hanson et al. 2004).

Os testes in vivo sdo efectuados através da implantagdo dos scaffolds em modelos
animais diferentes (Costa-Pinto et al. 2011). Geralmente os primeiros ensaios sdo
efectuados em ratos, sendo os scaffolds introduzidos nas zonas intraperitoneais,
intramusculares, mesentéricas e subcutaneas. Estes modelos sdo Uteis para verificar se
caracteristicas de porosidade e a interligacdo sdo adequadas a regeneracdo 0ssea, a
vascularizacdo e a osteoinducao do tecido (Costa-Pinto et al. 2011; Salgado et al. 2004).
Na ultima fase dos ensaios pré-clinicos em engenharia de tecidos 6sseos devem ser
usados animais com metabolismo, fisiologia e anatomia similares aos humanos, com
intuito de simular o mais possivel a situagdo clinica e o ambiente in vivo. Para o efeito
recorre-se a animais de maior porte, como o porco, a ovelha ou a cabra, que exibem um
peso e uma taxa de remodelacdo 6ssea semelhantes a dos humanos (Costa-Pinto et al.
2011). As respostas locais dos materiais inseridos sdo avaliadas qualitativamente e
quantitativamente, por varios métodos computorizados de histologia, histoquimica,
inumo-histoquimica e bioquimica. Estes métodos permitem a obtencdo de dados acerca
da qualidade e quantidade do novo 0sso, como a sua densidade e estrutura, através da
visualizacdo de imagens que possibilitam a determinacdo de diversos parametros, como
a quantificacdo da area de tecido 6sseo, a espessura e a zona de tecido 0sseo nao
mineralizado, a area superficial coberta de osteoblastos, 0 espago vazio e a espessura
das trabéculas (Hanson et al. 2004; Salgado et al. 2004).
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4. Conclustes

Os problemas 6sseos sdo frequentes em todo o mundo e conduzem a debilidade dos
pacientes. Na tentativa da sua resolugdo comecaram por ser empregues implantes e
proteses ortopédicas que apesar do éxito que alcancaram na melhoria da qualidade de

vida de varios pacientes apresentam varias limitacdes.

Nos Gltimos anos os progressos na area da Medicina Regenerativa levaram ao uso de
enxertos 6sseos, constituindo actualmente uma terapéutica bem estabelecida, apesar de
também apresentarem desvantagens. A fim de colmatar as restricbes desta terapia
emergiu a Engenharia de Tecidos, que tem como base o0 aumento dos conhecimentos
relativos a composicao e fisiologia do tecido 6sseo, das células tronco mesénquimais e
do desenvolvimento de novos biomateriais. Nesta area tém vindo a ser utilizadas
matrizes tridimensionais conhecidas por scaffolds, usadas para estimular e auxiliar a
reparacdo e reconstrucdo das lesdes Osseas. A sua producdo tem vindo a ser
aperfeicoada através do desenvolvimento de novas metodologias e, de técnicas
computorizadas, o que tem permitido melhorar a porosidade, as taxas de degradacéao e
as propriedades mecanicas dos scaffolds. No entanto, apesar da obtencéo de resultados
satisfatorios € necessario desenvolver e estudar novas técnicas de processamento,
principalmente as que conduzem ao aumento das caracteristicas mecéanicas sem

interferir com a porosidade e interligagcéo dos scaffolds.

Com este trabalho de pesquisa bibliogréfica é facil concluir que a Engenharia de
Tecidos 6sseos constitui uma terapéutica promissora para a substituicdo 6ssea. Além
disso, esta area apresenta um enorme potencial que deve ser desenvolvido, para a sua
afirmacdo e reconhecimento, tanto pela comunidade médica, como pelo publico em

geral.
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