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Resumo

Desde ha vérias décadas, a engenharia de tecidos tem sido uma 4rea de intensa
investigacdo, pela perspectiva de desenvolvimento de potenciais opg¢des terapéuticas

para quadros clinicos com prognostico limitado.

O objectivo primordial da engenharia de tecidos € substituir ou regenerar estrutural e
funcionalmente tecidos lesados. A metodologia envolve o cultivo de células sobre
estruturas de suporte, os scaffolds sendo incorporadas moléculas bioactivas, que

propiciam o crescimento celular.

As caracteristicas arquitectonicas, biologicas e mecanicas dos scaffolds devem ser
optimizadas de forma a favorecerem o crescimento celular e a minimizarem o risco de

resposta imunitéria.

Os progressos alcancados na regeneracao do tecido cutaneo, nervoso, cardiaco e
cartilagem sdo exemplos decisivos da aplicabilidade clinica da engenharia de tecidos.
Porém, o nimero de aplica¢des clinicas bem sucedidas estd limitado a algumas areas,

pelo que um dos desafios ¢ o aumento do nimero de op¢des terapéuticas validas.



Abstract

Since several decades ago, tissue engineering has been a topic of intense research
carried out by the prospect of developing new therapeutic options with potential clinical

applications in conditions with limited prognosis.

The primary aim of tissue engineering is to replace or regenerate damaged tissues,
structurally and functionally. The methodology requires growing cells on supporting
structures, the so-called scaffolds, and incorporating bioactive molecules, that favour

cell growth.

The architectural features, biological and mechanical properties of scaffolds must be

optimized in favouring of cell growth and minimizing the risk of immune response.

The progress made in regenerating skin, nerve and heart tissues and cartilage are
decisive examples of clinical application of tissue engineering. However, the number of
successful clinical applications is limited to certain areas, therefore the challenge is to

increase the number of valid therapeutic options.
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I. Introducao

Durante as ultimas décadas, a nanotecnologia tem sido alvo de um enorme interesse por
parte da comunidade cientifica (Shi et al., 2010, Zhang e Webster, 2009), uma vez que o
rapido desenvolvimento da ciéncia dos materiais permitiu obter nanomateriais com
propriedades biomédicas especificas (Cai e Xu, 2011). Os beneficios da nanotecnologia,
em particular, a possibilidade de manipulagdo das propriedades dos nanomateriais, sao
aplicaveis em intimeras areas, das quais se destacam os novos sistemas terapéuticos e a

engenharia de tecidos (Cai e Xu, 2011, Shi et al., 2010, Zhang e Webster, 2009).

No ambito da nanotecnologia, os novos sistemas terapéuticos, em comparagdo com as
formas farmacéuticas convencionais, sdo de enorme interesse, uma vez que possibilitam
o aumento da eficdcia terapéutica e minimizam os efeitos adversos (Shi et al., 2010).
Além disso, a concepcao de sistemas adequados permite que haja libertacdo das

moléculas bioactivas de forma sustentada e no local pretendido (Cai e Xu, 2011).

Com o objectivo de desenvolver métodos terapéuticos alternativos para fins de
regeneracgao tecidual, surge a engenharia de tecidos (Chiu et al., 2011, Shi et al., 2010),
que poderd ser aplicavel em lesdes traumaticas/ resseccdo oncologica, deformidades
congénitas, processos degenerativos, € em doengas progressivas (Chen et al., 2010). As
abordagens terapéuticas actuais, cujo transplante de tecidos/Oorgdos (autoenxertos,
aloenxertos ou xenoenxertos) constitui o tratamento padrao, nem sempre tém resultados
clinicos satisfatérios devido as limitagdes que apresentam (Chen et al., 2008, Shi et al.,

2010).

A engenharia de tecidos ¢ uma disciplina interdisciplinar que aplica conhecimentos de
engenharia, medicina e ciéncias da vida, para o desenvolvimento de substitutos
bioldgicos com o objectivo de restaurar, manter ou melhorar a fungdo do tecido (Chiu et
al., 2011, Ma, 2008, Shi et al., 2010, Zhang e Webster, 2009). Na sua concep¢do
classica, o procedimento inclui trés elementos fundamentais: (i) cultura celular, com
capacidade de proliferagao e diferenciagdo; (i1) producao do scaffold, sobre o qual se
posiciona a cultura celular para criar um ambiente propicio para a regeneracido e que
podera também ser utilizado como meio de direccionamento de (iii) moléculas
bioactivas, factores de crescimento e de sinalizacdo, que estimulam o processo
regenerativo (Armentano et al., 2010, Chen et al., 2008, Corona et al., 2010, Haleem ¢

Chu, 2010, Ma, 2008).
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As propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas dos diversos biomateriais
utilizados na engenharia de tecidos sdo fulcrais para o sucesso da metodologia
(Armentano et al., 2010, Ma, 2008). Os nanomateriais podem ser manipulados de forma
a reproduzirem a arquitectura tridimensional da matriz extracelular nativa (Biondi et al.,
2008), respeitando a complexidade e funcionalidade dos tecidos nativos (Shi et al.,
2010, Zhang e Webster, 2009) e promovendo a adesdo, proliferagdo e diferenciagao
celular (Biondi et al., 2008, Ma, 2008, Shi et al., 2010). Os biomateriais utilizados para
a concepcao de matrizes extracelulares podem ter origem sintética ou natural, devendo
reunir um conjunto de requisitos, de forma a tornar a sua utilizacdo viavel,
designadamente serem biocompativeis, ndo imunogénicos, biodegradaveis, e ndo

apresentarem toxicidade (Chiu et al., 2011).

Os biomateriais permitem direccionar factores bioactivos especificos, numa quantidade
adequada e durante um determinado periodo de tempo, que estimulam e controlam a
regeneragdo do tecido (Biondi et al., 2008). A integracdo das estratégias de libertacao
sustentada das moléculas bioactivas, de forma a corresponder as necessidades do tecido
que se pretende regenerar, tornou-se uma das questdes fulcrais na investigacao cientifica

(Biondi et al., 2008).

O potencial terapéutico desta abordagem desenvolvida com base na medicina
regenerativa e na engenharia de tecidos ¢ inquestionavel (Chen et al., 2008, Corona et

al., 2010).

A avaliagao dos progressos da engenharia de tecidos nas mais diversas areas (pele,
nervos, 0ssos, medula 6ssea, cartilagem, vasos sanguineos, cornea, valvulas cardiacas e

miocardio) ¢ francamente satisfatoria (Chiu et al., 2011).

Ao longo dos anos tém sido desenvolvidos e disponibilizados comercialmente inimeros
substitutos funcionais e estruturais para aplicacdo clinica em varias areas (Tessmar e
Gopferich, 2007). Apesar dos progressos significativos obtidos pelos resultados
clinicos, parece ser ainda necessario um longo percurso até¢ que a engenharia de tecidos
seja considerada uma opgao terapéutica de primeira linha na préatica clinica (Chen et al.,

2010).

O presente projecto de graduacdo tem como objectivo, através da realizagdo de uma

revisdo bibliografica, evidenciar de que forma os novos sistemas terapéuticos
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contribuem para a regeneracao tecidual, identificando a importancia dos biomateriais,

assim como descrever exemplos de produtos desenvolvidos para aplicacdo clinica.
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II. Scaffolds

Os scaffolds sdo componentes fulcrais na engenharia de tecidos (Chan e Leong, 2008,
Cunha et al., 2011, Puppi et al., 2010), na medida em fornecem o suporte estrutural para
a fixacdo e crescimento in vivo de células, criando um microambiente propicio para a
substituicdo ou reparagdo dos tecidos, e auxiliando estruturalmente o tecido recém-
formado (Fig.1) (Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011, Huang e Fu, 2010, Puppi et al.,
2010). Em lesdes extensas, ¢ frequente a perda da matriz extracelular, pelo que ¢
necessaria a criagao de uma matriz artificial, que fixe os tecidos humanos, i.e. a adesao
numa fase inicial e a subsequente diferenciag¢do celular (Chan e Leong, 2008, Huang e
Fu, 2010), preservando a capacidade das células para se diferenciarem nos seus
fendtipos nativos (Puppi et al., 2010). Assim, as caracteristicas arquitectonicas,
biologicas e fisicas, quimicas e mecanicas do scaffold que devem ser consideradas serdo

abordadas nas secg¢des seguintes.

Scaffold biodegradavel

@ lesdo @®
@ G| @ ) %
D'V Yo'l
sem células nem moleculas com células
bioactivas
\©) Y
P @HIJY | RYaR WO/
Q @%} com moléculas bioactivas com células e moléculas
@ @ bioactivas

regeneragdo do tecido

Figura 1 Uma das principais metodologias com biomateriais em engenharia de tecidos (adaptado de
(Yasuhiko, 2005))

2.1 Arquitectura

A configuracdo do scaffold deve ser adequada ao tecido hospedeiro, ressalvando sempre
a necessidade de garantir condi¢des para o crescimento celular, e posterior integracdo

no tecido nativo e propiciando a vascularizacao (Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011).
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Podem assim, ser categorizados em scaffolds: 1) porosos, ii) hidrogel e iii) fibrosos

(Chiu et al., 2011).

Um scaffold poroso possui uma microestrutura, que apresenta uma maior area de
contacto disponivel para adesao celular (Chiu et al., 2011). Deste modo, promove-se a
proliferacdo e diferenciacao celular, para além de possibilitar a penetragao das células
do hospedeiro e assegurar uma rapida neovascularizacdo (Chan e Leong, 2008, Chiu et
al., 2011, Cunha et al., 2011, Puppi et al., 2010). O didmetro dos poros assegura um
transporte eficiente de nutrientes e oxigénio para os tecidos, assim como a remoc¢ao dos
metabolitos (Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011, Cunha et al., 2011, Puppi et al.,
2010). A porosidade ndo deve ser excessiva, a fim de ndo comprometer a estabilidade
mecanica do scaffold (Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011, Cunha et al., 2011, Puppi
et al., 2010).

Os hidrogeles sdao constituidos por uma rede tridimensional reticulada de cadeias de
polimero ligadas covalentemente que, em contacto com a agua, intumescem, tornando-
os biocompativeis (Chiu et al., 2011, Van Vlierberghe et al., 2011). O polimero pode ser
de origem natural, tais como a agarose, o alginato, o xiloglucano, metilcelulose, acido
hialurénico (HA), a quitosano e matrigel ou sintética, tais como os de metacrilato e
polietileno glicol (Chiu et al., 2011, Van Vlierberghe et al., 2011). Sdo estruturas
versateis, na medida em que permitem a encapsulacio de células e a orientacdo
estrutural adequada para o crescimento celular, podendo as suas propriedades serem
modificadas por reticulagdo (Chiu et al., 2011, Van Vlierberghe et al., 2011). A
organiza¢do em rede que constitui o hidrogel facilita a permeagdo de oxigénio e
nutrientes, bem como a migracdo de células entre o tecido circundante e o scaffold
(Chiu et al., 2011). A sua consisténcia permite ainda a sua administragdo por via

parenteral para colmatar defeitos da forma irregular (Chiu et al., 2011).

Alguns biomateriais, tais como colagénio, elastinas, fibronectina e laminina formam
scaffolds fibrosos, que sdo utilizados na engenharia de tecidos (Chiu et al., 2011, Smith
e Ma, 2004). Estes mimetizam a matriz extracelular nativa na sua dimensao nanométrica
e sao igualmente constituidos por fibras proteicas adesivas (Chiu et al., 2011, Smith e
Ma, 2004). Deste modo, a adesdo e proliferagdao celular serao estimuladas (Chiu et al.,

2011, Smith e Ma, 2004).
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2.2 Biocompatibilidade

Os biomateriais utilizados na concep¢do dos scaffolds devem ser desprovidos de
toxicidade, e ser compativeis com os todos os elementos celulares, ocorrendo deste
modo uma interac¢do celular favoravel a regeneracao (Chan e Leong, 2008, Cunha et
al., 2011). Os scaffolds devem ser biocompativeis e biomiméticos, apresentando
semelhancas com a matriz extracelular do tecido que se pretende substituir (Biondi et
al., 2008, Chiu et al., 2011, Wang et al., 2010). Além disso, biomateriais biodegradaveis
e bioreabsorviveis minimizam o risco de inflama¢do (Huang e Fu, 2010, Chiu et al.,

2011).

2.3 Bioactividade

Em algumas situagdes o tecido circundante a lesdo ndo tem o potencial de regeneragdo
adequado, o que coloca em questdo a viabilidade do processo, na medida em que a
utilizacdo de scaffold apenas com fungdes estruturais e de orientagdo de células ¢
insuficiente (Biondi et al., 2008, Huang e Fu, 2010). Assim, o direccionamento de
factores bioquimicos potencialmente terapéuticos como, por exemplo, factores de
crescimento, estimuladores da angiogénese, proteinas e genes (Hernandez et al., 2010),
entre outras moléculas bioactivas através de scaffolds, auxilia o processo de regeneragao
(Biondi et al., 2008, Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011, Huang e Fu, 2010, Puppi et
al., 2010,). A encapsulacdo dessas biomoléculas, possibilita, além do direccionamento
para o local alvo, o controlo do perfil de libertacdo e do comportamento celular,
ocorrendo deste modo actividade in vivo a longo prazo (Biondi et al., 2008). Além
disso, proporcionam ainda protec¢do contra a protedlise (Chan e Leong, 2008, Chiu et
al., 2011, Hernandez et al., 2010, Puppi et al., 2010). As biomoléculas permitem
também melhorar e orientar a organizagao e neovascularizacao de tecidos (Huang e Fu,

2010).

2.4 Propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas

As propriedades fisico-quimicas do scaffold estio dependentes da escolha dos
biomateriais a utilizar, na medida em que as mesmas podem diferir dependendo do

tecido a ser substituido ou reparado (Chiu et al., 2011, Cunha et al.,, 2011). O
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biomaterial deve permitir a moldagem em diferentes geometrias, de forma a adequar-se
as necessidades dos diferentes tipos de tecidos (Chiu et al., 2011). Formas de disco ou
cubo sdo vulgarmente utilizadas na regeneragdo de tecido dsseo, tubular aplicada na
regeneracdo do tecido nervoso, vascular ou regeneracao da traqueia e achatada na

engenharia de tecidos de pele, intestino e figado (Chiu et al., 2011).

De uma maneira geral, os scaffolds devem ter resisténcia mecanica para poderem além
de suportarem a neogénese, poderem ser manuseados durante a sua aplica¢do (Chiu et
al., 2011). As forgas de traccdo que os scaffolds exercem sobre os elementos celulares
influenciam as suas caracteristicas morfologicas e adesivas (Chan e Leong, 2008). As
caracteristicas dos scaffolds quando aplicados em pediatria, devem ser configurados de
forma a que alteracdes estruturais e bioldgicas ocorram, possibilitando a adaptacdo ao

estado de desenvolvimento da crianga (Chiu et al., 2011).

A degradacao do scaffold esta dependente da taxa de regeneragdo do tecido em
desenvolvimento (Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011), ndo devendo contudo
originar produtos de degradacdo que possam interferir com o tecido em crescimento ou

originar um processo inflamatorio (Chiu et al., 2011).

Na escolha do biomaterial a utilizar, deve ter-se ainda em consideracdo que ha matrizes,
cujas caracteristicas quimicas definem a sua susceptibilidade a degradacdo aquosa ou

enzimatica (Chiu et al., 2011).

2.5 Biomateriais

Os biomateriais utilizados para a concep¢ao dos scaffolds destinados a engenharia de
tecidos podem ser classificados em duas categorias distintas, de acordo com a sua
origem: sintética ou natural (Armentano et al., 2010, Chan e Leong, 2008, Chiu et al.,

2011, Cunha et al., 2011).

A utilizagdo de polimeros naturais na engenharia de tecidos ¢ vantajosa devido a sua
similaridade com os tecidos que se pretende regenerar (Chan e Leong, 2008, Cunha et
al., 2011), uma vez que quando implantados teoricamente ndo desencadeiam uma

resposta imune (Chen et al., 2008). A biocompatibilidade deve-se ao facto de em
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compostos como colagénio e quitosano estarem presentes na matriz extracelular nativa
(Chen et al., 2008, Chiu et al., 2011, Huang e Fu, 2010). Deste modo, cria-se um
ambiente propicio que facilita a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, para além
da existéncia de sinalizacao celular especifica (Armentano et al., 2010, Cunha et al.,
2011), o que contribui para a regeneracao do tecido (Chiu et al., 2011, Huang e Fu,

2010).

Por outro lado, a sua utilizagdo tem limitacdes devido a necessidade de um amplo
protocolo de purificacdo (N6th et al., 2010), juntamente com um rigoroso controlo de
qualidade no processo produtivo (Straley et al., 2010). Registam-se ainda dificuldades
na definicdo da taxa de degradacdo, assim como, problemas de reprodutibilidade nas
propriedades quimicas e bioldgicas dos materiais entre lotes (Chiu et al., 2011, Huang e
Fu, 2010, Straley et al., 2010). Sdo também facilmente degradados por ac¢dao enzimatica
e tém propriedades mecanicas e fisicas limitadas, que tentam ser ultrapassadas através
da incorporacdo de elementos sintéticos ou processo quimicos, tais como a reticulagdo
(Armentano et al., 2010, Chan e Leong, 2008, Chiu et al., 2011). H4 ainda a
possibilidade da contaminagao por agentes patogénicos (Cunha et al., 2011) e risco da
ocorréncia de reacgdes de imunogenicidade (Chan e Leong, 2008). Na engenharia de
tecidos, o colagénio, o alginato, a gelatina, a quitosano, a fibrina, a fibronectina e os
glucosaminanoglicanos, onde se inclui o HA, tém sido amplamente utilizados como

biomateriais (Armentano et al., 2010, Chen et al., 2008, Chiu et al., 2011,).

O colagénio ¢ uma proteina bioldgica, presente na matriz extracelular de muitos tecidos
(Cunha et al., 2011, Puppi et al., 2010), sendo os tipos I e III as formas mais abundantes
(Chiu et al., 2011). Desempenha, por isso, um papel importante na formagao dos tecidos
e orgaos, nomeadamente na pele, ossos, tendoes e tecido conjuntivo (No6th et al., 2010),
possuindo por isso biocompatibilidade intrinseca (Straley et al., 2010). Obtido
geralmente a partir de tecidos animais, ¢ purificado (Huang e Fu, 2010, Wang et al.,
2010) podendo ser moldado em diversas formas (esponjas, matriz porosa, filmes,
hidrogeles e monofilamentos) devido a versatilidade que apresenta (Cunha et al., 2011,
Noth et al., 2010,). O colagénio como possui elasticidade, alta resisténcia mecanica
(Cunha et al., 2011), elevada afinidade com a dagua, reduzida citotoxicidade e
possibilidade de modifica¢do da biodegradabilidade, torna a sua utilizacdo vantajosa na

engenharia de tecidos (Chiu et al., 2011, Huang e Fu, 2010, Puppi et al., 2010). Porém,
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esta associada ao risco de reac¢des de imunogenecidade, quando obtido de fontes nao
humanas (Chiu et al., 2011, Straley et al., 2010) e rapidamente ¢ degradado apos
implantagdo (Huang e Fu, 2010, Puppi et al., 2010). A elevada taxa de degradacgao
diminui a sua resisténcia mecanica (Cunha et al., 2011, Puppi et al., 2010), caracteristica
que pode ser optimizada através do processo de reticulagao (Chiu et al., 2011, Huang e

Fu, 2010).

O alginato ¢ um polissacarideo, extraido de algas castanhas (Chen et al., 2008, Noth et
al., 2010, Straley et al., 2010). A sua gelificacdo apenas ocorre em meio aquoso € na
presenca de catides divalentes (Chiu et al., 2011, Huang e Fu, 2010, Néth et al., 2010,
Straley et al., 2010). A formag¢do de um hidrogel possibilita uma encapsulacio
homogénea das células, assim como a veiculacdo de factores de crescimento (Huang e
Fu, 2010, No6th et al., 2010, Puppi et al., 2010, Wang et al., 2010). Porém, em solugdes
aquosas facilmente a estabilidade da molécula ¢ afectada (Puppi et al., 2010),
interferindo na actividade da proteina de adsorcdo e, consequentemente, na adesdo
celular (Chiu et al., 2011). Modifica¢des através da adicdo de acido arginina-glicina-
aspartico (RGD) e fibronectina permitem minimizar tais efeitos. (Chiu et al., 2011). O
seu uso na engenharia de tecidos ¢ justificado devido as caracteristicas inertes no
interior da matriz, a dissolu¢do e biodegradabilidade que apresenta em condigdes
fisiologicas, sendo o seu grau de porosidade ajustavel, possibilitando deste modo,

elevadas taxas de difusdo das moléculas (Puppi et al., 2010).

A gelatina ¢ obtida por desnaturacao do colagénio por hidrolise acido ou alcalina, um
processo designado por reticulagio (Chiu et al, 2011, Noth et al., 2010). A
desnaturacdo a que ¢ submetida reduz o risco de antigenicidade (Noth et al., 2010). O
ponto isoeléctrico da gelatina pode ser modificado (entre 5.0 e 9.0) (N6th et al., 2010),
de modo a torna-lo compativel com o pH fisiologico do tecido (Huang e Fu, 2010). A
alteracdo do pH pode ainda ser favoravel em interac¢des com biomoléculas de carga
oposta, nomeadamente factores de crescimento, por exemplo transforming growth
factor beta (TGFp) e insulin-like growth factor (IGF-1) e ligacdo a proteinas e péptidos
(vitronectina, fibronectina e peptideos RGD) (No6th et al.,, 2010). A libertagao das
referidas moléculas parece ocorrer por degradacao enzimatica do veiculo (Huang e Fu,

2010).
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O quitosano ¢ um polissacarideo biodegradavel, derivado da N-acetilagdo do
biopolimero quitina, que ¢ habitualmente encontrado no exoesqueleto de crustaceos
(Chiu et al., 2011, Straley et al., 2010, Wang et al., 2010). E constituido por unidades
repetitivas de B(1-4) 2-amino-2desoxi-D-glucose, existindo ainda unidades repetitivas
da molécula de N-acetil-D-glucosamina (Wang et al., 2010) que também sao
componentes das moléculas da matriz extracelular do organismo humano (Chiu et al.,
2011). A sua similaridade estrutural com a dos glucosaminoglicanos do tecido
conjuntivo (Huang e Fu, 2010) e a possibilidade de modificagdo das suas propriedades,
variando o contetido do grupo acetil, justificam a sua utilizagdo em diversas aplicagdes
biomédicas (Chiu et al., 2011, Straley et al., 2010). Quanto maior o grau de acetilacdo,
que interfere na carga positiva da molécula, menor o risco de desenvolvimento de um
processo inflamatorio, melhorando deste modo a biocompatibilidade e a adesdo celular.
(Chiu et al., 2011). No entanto, o quitosano possui propriedades mecanicas pouco

atractivas e ¢ insoluvel num conjunto alargado de solventes (Straley et al., 2010).

Os derivados de quitosano podem ser desenvolvidos sob a forma de estruturas porosas,
nanofibrosas, hidrogeles e esferas, de acordo com a aplicacdo pretendida (Wang et al.,
2010). Os hidrogeles de quitosano sdo termosensiveis, pelo que a exposicdo a
temperatura corporal desencadeia a polimerizagao in situ, num curto periodo de tempo,
assegurando a libertagdo dos factores bioactivos (Wang et al., 2010). Porém, o processo
ainda possui algumas limitag¢des, devido a necessidade da optimizacao de parametros de

formacao do gel (Wang et al., 2010).

A fibrina ¢ um polimero de origem natural, formada por polimerizagdo de mondmeros
de fibrinogénio, por ac¢do enzimatica da trombina (Chiu et al., 2011, Noéth et al., 2010,
Straley et al., 2010). A sua capacidade de indugdo da angiogénese ¢ promocao da
adesdo e proliferacao celular, torna-a extremamente util na cicatrizacao de feridas (Chiu
et al., 2011, Huang e Fu, 2010), podendo ainda ser usada como veiculos de
direccionamento de células (Huang e Fu, 2010). As propriedades fisicas e biomiméticas
de fibrina (fibrinogénio e trombina enriquecida) fazem com que quando utilizada sob a
forma de injectavel, concomitantemente com os factores de crescimento que transporta
(Huang e Fu, 2010), rapidamente as células transplantadas invadem a sua estrutura,
substituindo-a (Huang e Fu, 2010, Noth et al., 2010). Porém, ¢ rapidamente degradada

in vivo, possui uma reduzida rigidez, para além do facto de apresentar limitagdes na
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manutenc¢do da integridade (Huang e Fu, 2010). Fibronectina ¢ um dos componentes da
matriz extracelular, sendo responsavel pela promog¢do da adesdo celular e indugdo

migracdo celular (Huang e Fu, 2010).

Os polissulfatos de glucosaminoglicanos sao macromoléculas que estdo presentes
abundantemente na matriz extracelular, podendo ser combinados com o colagénio para
formar scaffolds de nanofibras (Chiu et al., 2011). O HA, um glucosaminoglicano nao
sulfatado ¢ responsavel pela interaccdo com diversas moléculas (proteinas de ligacdo e
proteoglicanos) e pela integridade estrutural de varios tecidos (N6th et al., 2010, Straley
et al., 2010, Puppi et al., 2010). Possui um elevado peso molecular e carga negativa,
sendo a sua estrutura formada pela alternincia entre o acido glucuronico e a N-
acetilglicosamina (Chiu et al., 2011). Os scaffolds de HA sao fabricados habitualmente
sob a forma de hidrogeles, sendo a sua estrutura reticulada conferida por reac¢ao
quimica com solventes (Straley et al., 2010). A sua utilizacdo em scaffolds ¢ importante
para a interac¢do, adesdo e organizacdo celular, uma vez que contribui para o aumento
da migragdo e proliferacdo de células embrionarias (Chiu et al., 2011, Puppi et al.,
2010). A molécula de HA pode ser facilmente alvo de modificagdes quimicas,
nomeadamente na sua estrutura molecular (Puppi et al., 2010), com o objectivo de
adequar as suas propriedades ao tecido (Chiu et al., 2011) e aumentar a resisténcia

mecanica e melhorar a estabilidade a longo prazo (Puppi et al., 2010).

Os biomateriais sintéticos utilizados na engenharia de tecidos incluem os poliésteres
alifaticos, os polimeros elastoméricos e os de natureza nao polimérica (Chiu et al., 2011,
Puppi et al., 2010), como as cerdmicas (Noth et al., 2010). Estes materiais apresentam
propriedades fisicas e quimicas previsiveis e reprodutiveis entre lotes, podendo estas ser
modificadas, consoante as necessidades da aplicagdo biomédica, como ¢ o caso da taxa
de degradagao (Armentano et al., 2010, Chan e Leong, 2008, Puppi et al., 2010). Para
além disso, de uma forma geral, possuem uma maior estabilidade, boa resisténcia
mecanica (Armentano et al., 2010) e sdo mais propicios para a formag¢dao de macro-
/microestruturas (No6th et al.,, 2010). No entanto, ndo possuem as caracteristicas
biologicas dos polimeros naturais que sdo referidas como potenciadoras de regeneracao
(Puppi et al., 2010). Podem ainda apresentar problemas de biocompatibilidade, que

originam dificuldades na fixagdo e crescimento celular sobre a superficie do scaffold
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(Chan e Leong, 2008) e ha um risco aumentado de formagdo de metabolitos toxicos

(Chiu et al., 2011).

Apesar da sua natureza sintética, ¢ possivel desenvolver biomateriais biodegradaveis
(Chiu et al., 2011, Puppi et al., 2010), evitando-se deste modo. a realizacdo de uma

segunda cirurgia para a sua remoc¢ao (Cunha et al., 2011).

O 4cido polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA) e o seu co-polimero, o acido
polilactico-co-glicolico (PLGA) foram os primeiros poliésteres alifaticos lineares a
serem utilizados na engenharia de tecidos (Armentano et al., 2010, Chiu et al., 2011,
Straley et al., 2010), tendo a Food Drug Administration (FDA) aprovado a sua
utilizagdo em humanos (Armentano et al., 2010, Noth et al., 2010, Puppi et al., 2010).
Estes polimeros sdo removidos de forma natural do organismo, por hidrdlise da ligagao
éster, pois os mondmeros do acido lactico e glicolico (Armentano et al., 2010, Chiu et
al., 2011) utilizam as vias metabolicas do organismo para formar didxido de carbono e
agua (Noth et al.,, 2010). No entanto, uma rapida degradacdo in vivo, tem como
consequéncia a acumulagdo dos referidos mondmeros, de natureza acida, que pode
prejudicar o crescimento e a diferenciacao celular, acompanhado de perda subita de
propriedades mecanicas e culminando numa reac¢ao inflamatéria e dano no tecido
(Chiu et al., 2011, Noth et al., 2010, Puppi et al., 2010). Deste modo, ¢ fulcral optimizar
a taxa de degradagdo, modificando para isso o peso inicial molecular, a cristalinidade e
a razao do co-polimero (Noth et al., 2010, Straley et al., 2010). Em alternativa, pode-se
optar pela polilactona, um poliéster que possui uma taxa de degradacao inferior, pelo

que ¢ indicado em aplicagdes a longo prazo (Chiu et al., 2011).

PGA possui um grupo metil extra, em comparacdo com o PLA, o que torna a molécula
mais hidrofobica e consequentemente a sua hidrolise ocorre mais lentamente

(Armentano et al., 2010).

Os polimeros elastoméricos tém propriedade eléstica que lhes confere a capacidade para
retomarem a forma original, sem deformacao apos terem sido submetidos a determinada
pressao, podendo ser utilizados por exemplo na regeneragao do tecido cardiaco (Chiu et
al.,, 2011). O poliuretano (PU), o poli-e-caprolactona (PCL) e a fenilalanina com

extensor de cadeia sao exemplos de polimeros elastoméricos (Chiu et al., 2011). O PCL

22



Impacto dos novos sistemas terapéuticos na regeneragdo tecidual

possui uma natureza semi-cristalina e hidrofobicidade, que faz com que a sua
degradagdo seja extremamente lenta, pelo que tem sido investigada a sua conjugagao
com poli(hidroxidcidos) (Puppi et al., 2010). Apesar de apresentarem boa capacidade de
adesdo celular, ndo originando processo inflamatério, a sua degradagdo origina um
composto, o diisocianato, que ¢ toxico (Chiu et al., 2011). Por seu lado, sebacato de
poliglicerol (PGS), outro polimero elastomérico, ndo origina produtos de degradacao

toxicos (Chiu et al., 2011).

Por ultimo, as ceramicas, como por exemplo fosfatos e sulfatos de calcio e vidro
bioactivo, sdo constituidos por material inorganico nao metalico, possuindo uma
estrutura cristalina (Noth et al., 2010, Puppi et al., 2010). A elevada resisténcia a
compressdo ¢ um tempo de degradacdo variavel, propriedades mecanicas ainda em
investigacao (Puppi et al., 2010), torna as ceramicas interessantes na engenharia de

tecidos, nomeadamente para regeneracao Ossea e cartilagem (No6th et al., 2010).

Com o objectivo de desenvolvimento de uma matriz que relina as caracteristicas
desejaveis de dois biomateriais distintos, tém-se realizado estudos no sentido de
combinacdo de polimeros naturais e sintéticos (Chiu et al., 2011). A sintese de um
biomaterial, tendo como matérias - primas o polimero de colagénio, que proporciona
um ambiente biomimético propicio para o crescimento celular e um polimero sintético,
por exemplo PGA, PLA ou PCL, que fornece o suporte mecéanico para tal ocorrer ¢ um

exemplo (Chiu et al., 2011).
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II1. Pele

A pele ¢ um invoélucro dos tecidos e fluidos corporais, formando por isso uma barreira
protectora contra as agressoes externas (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Groeber et al.,
2011, Zhong et al., 2010). A pele ¢ constituida por duas camadas distintas: a epiderme,
responsavel pela funcdo barreira e na qual se localizam os queratindcitos e a derme,
estruturada por uma matriz extracelular rica em colagénio, que assegura a forga e
resisténcia (MacNeil, 2007, Zhong et al., 2010). A perda da integridade da pele pela
ocorréncia de trauma, doenga genética, ferida cronica (Bottcher-Haberzeth et al., 2010,
Groeber et al., 2011, Wood, 2011) ou até mesmo intervengdes cirurgicas pode originar
incapacidade ou at¢ mesmo a morte, quando sdo afectadas grandes porcdes da pele, que
nao sdo tratadas com éxito (Huang e Fu, 2010, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al.,

2010).

O organismo, com o objectivo de reparar o dano causado, inicia a producdo de novas
fibras de colagénio, que sao distintas das que constituem a pele normal que contorna a
zona danificada (Bottcher-Haberzeth et al., 2010). Forma tecido cicatricial, ao invés da
ocorréncia da regeneracdo da espessura total da pele (Falanga e Faria, 2007).
Consequentemente, a textura deste ¢ distinta, sendo frequente a ocorréncia do fenémeno
contrac¢do da ferida, devido a presenca de miofibroblastos, que induzem o
desenvolvimento de células musculares lisas, sob influéncia dos TGFp. (Bottcher-

Haberzeth et al., 2010).

Lesdes epidérmicas superficiais afectam parcialmente a epiderme e, eventualmente a
zona superficial da derme (Groeber et al., 2011, Shevchenko et al., 2009), sendo que a
sua cicatrizagdo ocorre sem necessidade de intervengao cirargica (Bottcher-Haberzeth et
al., 2010). A existéncia de queratindcitos basais em numero suficiente assegura a
regeneracdo e continuidade da proliferacdo para a area danificada, para além de uma
matriz extracelular capaz de assegurar a migracgdo, proliferagdo e diferenciacao celular
(Shevchenko et al., 2009, Wood, 2011). Em caso de necessidade, foliculos pilosos
podem também contribuir para a regeneragdo celular através da reserva de células —
tronco, que estdo localizadas na regido da protuberancia folicular (Groeber et al., 2011,

Shevchenko et al., 2009).
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Nas lesdes que provocam danos mais profundos, como ¢ o caso de queimaduras e
escalddes, ocorre diminuicdo do nimero de elementos epiteliais regenerativos
(Shevchenko et al., 2009). A regeneragdo pode ter inicio a partir da periferia da ferida
(Groeber et al., 2011), mas normalmente exigem a aplicacdo do enxerto cutaneo
(Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Groeber et al., 2011). Este ¢ constituido por epiderme
e parte da derme, assim como por células tronco de queratindcitos (Bottcher-Haberzeth

etal., 2010).

Actualmente, o tratamento padrao de lesdes com espessura profunda ¢ efectuado através
de um transplante autologo de um enxerto de pele (Groeber et al., 2011, Zhong et al.,
2010). Esta abordagem ndo possibilita a regeneracdo da pele, devido a quantidade
limitativa de locais promotores existentes no enxerto (Zhong et al., 2010). Um
autoenxerto utiliza um dermatoma para recolher a epiderme e uma parte superficial da
derme, de uma zona nao danificada, colocando-se posteriormente sobre a superficie da
ferida, efectuando a unido entre os capilares do enxerto cutaneo e da zona limiar da
afectada (Huang e Fu, 2010, MacNeil, 2007, Shevchenko et al., 2009). No entanto, esta
op¢ao possui algumas limitagdes tais como hospitalizacdo prolongada, maior risco de
morbilidade, dor associada a todos os procedimentos cirtrgicos necessarios, assim
como risco de infec¢do devido ao uso continuado de terapia imunossupressora e anti-
virica (Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). Além disso, ha escassez de areas
doadoras em casos de lesdes mais extensas (50-60% do total da 4rea superficial
corporal), (Bottcher-Haberzeth et al., 2010), acrescentando que os resultados deste tipo
de tratamento a nivel estético e funcional sdo pouco satisfatérios (Shevchenko et al.,
2009), na medida em que ¢ frequente o surgimento de cicatrizes bastante proeminentes

(Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Existe ainda a possibilidade da utilizacdo de aloenxertos, aplicados temporariamente
com o objectivo de prevenir a perda de liquidos e a contaminacgdo da ferida, tendo uma
ac¢do minimizadora da dor quando incorporado em feridas profundas (Groeber et al.,
2011, MacNeil, 2007). Todavia, a sua utilizagdo ¢ reduzida, uma vez que os bancos
actuais ndo tém aloenxertos em quantidade suficiente para fazer face as necessidades,
para além das questdes éticas envolvidas e da possibilidade de reacgdes de rejeicdo

imunologica (Falanga e Faria, 2007, Groeber et al., 2011).
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A engenharia de tecidos surge como uma abordagem inovadora para a regeneracao
celular, particularmente no caso de lesdes cutaneas profundas (Fig.2) (Groeber et al.,
2011, Shevchenko et al., 2009, Wood, 2011). Representa uma alternativa valida em
termos clinicos pela possibilidade de producdo de epitélio com capacidade para
regenerar o local danificado, num curto periodo de tempo e em quantidade necessaria,
promovendo a cicatrizacao (Chiu et al., 2011, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al.,
2010). Estes substitutos da pele incluem produtos desenvolvidos ou modificados
artificialmente por qualquer meio, incluindo altera¢cdes de componentes nativos, como ¢é
o caso da derme, com a finalidade de substituir uma zona danificada (Shevchenko et al.,
2009). Porém, nenhum desses substitutos de pele o sdo autenticamente, em comparagao
com os enxertos de pele (Chiu et al., 2011), sendo ainda necessario averiguar qual o
grau de diferenciagdo minimo necessdrio in vitro, para que ocorra regeneragao
(Bottcher-Haberzeth et al.,, 2010). Uma vascularizacdo eficiente e adequada ¢
importante para que a funcao da estrutura substituta esteja optimizada (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010) e que se verifique o desejado efeito clinico (Shevchenko et al.,
2009). Para auxiliar a regeneragdo do tecido, a matriz tém sido associados factores de
crescimento, que procedem em combinagdo com mecanismos de repara¢do do proprio
organismo (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

a. regeneragdo da epiderme b. regeneracdo da epiderme

silicone silicone

matriz biodegradavel matriz biodegraddvel porosa

lesdo de espessura parcial

¢. substituto dermo- epidérmico

lesdo de espessura total

Figura 2 Abordagens actuais da engenharia de tecidos para regeneracdo da pele (adaptado de (Berthiaume et
al., 2011))
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Ao longo dos ultimos trinta anos, tém ocorrido avangos significativos no ambito da
engenharia de tecidos para regeneragdo da pele, que culminaram no tratamento de cerca
de 200 000 pacientes com produtos ja disponiveis no mercado (Bottcher-Haberzeth et
al., 2010, Falanga e Faria, 2007, Zhong et al., 2010). Alguns tém por objectivo apenas
serem substitutos temporarios, mas a grande maioria s30 para uso permanente
(Bottcher-Haberzeth et al., 2010). Sao constituidos por materiais biodegradaveis, que
suportam as células (autélogas, alogénicas e xenogénicas) (Bottcher-Haberzeth et al.,
2010), para além de transportarem componentes da matriz dérmica, citocinas e factores
de crescimento (Groeber et al., 2011, Zhong et al., 2010). Sao classificados em grupos
distintos, substitutos epidérmicos, dérmicos e dermo — epidérmicos, de acordo com a

sua utilizagcdo (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).
3.1 Substitutos da epiderme

A epiderme possui uma elevada capacidade de auto regeneragdo no entanto, quando as
lesdes afectam areas extensas ou quando ha deficiéncias no processo de regeneragdo, ha

necessidade de optar por substitutos epidérmicos (Falanga e Faria, 2007).

O desenvolvimento de substitutos da epiderme inicia-se com o isolamento de
queratindcitos autélogos por biopsia de 2-5cm* normalmente na interface da ferida
(Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Groeber et al., 2011, Shevchenko et al., 2009). A
epiderme ¢ separada da derme e os queratindcitos sdo isolados por ac¢do enzimatica
(Groeber et al., 2011, Shevchenko et al., 2009). As células sao cultivadas na presenga de
soro bovino fetal e outros suplementos necessarios (Groeber et al., 2011, Shevchenko et
al., 2009), como por exemplo com fibroblastos de rato mitoticamente inactivados
(Bottcher-Haberzeth et al., 2010). Posteriormente sdo colocadas em suportes, por
exemplo gazes embebidas em parafina, de modo a preservar a orientagao basal — apical,
para formag¢dao de uma camada epidérmica estratificada (Dieckmann et al., 2010,
Shevchenko et al., 2009) e facilitar a sua aplicagdo sobre a ferida (Shevchenko et al.,
2009). A utilizagdo de substancias adicionais de suporte, tais como matriz de fibrina
possibilita a expansao do enxerto, de modo a cobrir toda a superficie do corpo em trés a

quatro semanas (Shevchenko et al., 2009).
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A probabilidade de sucesso da aplicacao das culturas epiteliais autotransplantadas esta
dependente da existéncia de queratindcitos no término da diferenciagdo e da expressdo
das integrinas, responsaveis pela sua fixacdo a matriz (Shevchenko et al., 2009).
Verifica-se também que a existéncia de camadas confluentes de células nas camadas
superiores limita o acesso de nutrientes as c€lulas basais em proliferagdo, uma vez que
formam jungdes desmossomais, colocando deste modo em risco a sobrevivéncia do
enxerto (Shevchenko et al., 2009). Dai que a taxa de sucesso da aplica¢do deste género
de substitutos varia entre 15-85% (Shevchenko et al., 2009), ndo sendo porém os
resultados qualitativos conclusivos, devido a diversidade de métodos de aplicacao

(Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Os substitutos da epiderme tém como desvantagens: o tempo de preparacao prolongado,
habitualmente de trés semanas, elevados custos de produg¢do, uma manipulacao

complexa e uma taxa variavel de sucesso (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Os produtos que integram a categoria de substitutos da epiderme sdo também
designados por cultured epitelial autografts (CEA), dos quais se destacam os exemplos
comerciais Epicel®, Epidex™ e Myskin™ (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Groeber et
al., 2011, Shevchenko et al., 2009).

Epicel® e Epidex™, desenvolvidos pela Genzyme Corp. e pela Euroderm GmbH,
respectivamente (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Groeber et al., 2011, Shevchenko et
al., 2009), foram os primeiros a serem comercializados, sendo particularmente tteis no
tratamento de queimaduras (Dieckmann et al., 2010, Shevchenko et al., 2009). Sao
culturas de células epiteliais obtidas através de queratindcitos autdlogos (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010, Shevchenko et al., 2009). No caso da Epicel® as c¢lulas derivam
de uma biopsia da pele, enquanto Epidex ™ tém origem na bainha radicular externa das
células dos foliculos pilosos do couro cabeludo (Dieckmann et al., 2010, Shevchenko et
al., 2009). Apresentam como desvantagens a diminuta viabilidade do enxerto, a qual se
associa o custo elevado e o prazo de validade reduzido (24 horas) (Shevchenko et al.,

2009).

Myskin™ utiliza queratindcitos subconfluentes autblogos sobre uma membrana de

suporte de acido acrilico, com um revestimento de superficie especialmente formulado
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de silicone (MacNeil, 2008, Shevchenko et al., 2009). Exige uma manipulagdo menos
complexa, na qual as células sdo cultivadas num menor periodo de tempo, o
procedimento de aplicagdo sobre a ferida ¢ mais simples e tem um prazo de validade
mais extenso (Shevchenko et al.,, 2009). Tem a particularidade de a superficie do
substituto ter sido concebida de forma a permitir o desprendimento das células ocorra
sem necessidade de intervengdo de qualquer processo quimico, fisico ou enzimatico
(MacNeil, 2008, Shevchenko et al., 2009). Esta indicado no tratamento de ulceras
neuropaticas, de pressao e pé¢ diabético, queimaduras superficiais e areas doadores de
enxerto (MacNeil, 2008, Shevchenko et al., 2009). No entanto, no tratamento de feridas
de espessura total tem de ser utilizado em combinacdo com enxertos de pele

(Shevchenko et al., 2009).

Existem ainda outros exemplos de produtos comerciais substitutos da epiderme, como ¢
o caso do ReCell” (Béttcher-Haberzeth et al., 2010, De Angelis et al., 2009). Na sala de
operagdes, apos realizar a biopsia para a recolha dos queratinocitos autélogos, estes sao
suspensos (De Angelis et al., 2009), sendo posteriormente pulverizados sobre o leito da
ferida (Bottcher-Haberzeth et al., 2010). Apesar de se verificar uma répida epitelizacao
em feridas, esta abordagem esta contra indicada no tratamento de queimaduras de

terceiro grau (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Shevchenko et al. (2009) refere ainda outros dois exemplos comerciais que foram
desenvolvidos como substitutos epidérmicos para o tratamento de queimaduras, o
Laserskin® (Zhong et al., 2010), de nome comercial Vivoderm e¢ o Bioseed®-S
(Shevchenko et al., 2009). Laserskin® & constituido por uma membrana de HA,
microperfurada por laser, a fim de possibilitar a migragdo das células em direcgdo ao
leito da ferida, sobre o qual sdo cultivados os queratindcitos autdlogos (Shevchenko et
al.,, 2009). Os resultados preliminares t€ém sido promissores, pois o produto parece
apresentar biocompatibilidade e reduzidas taxas de infeccdo (Shevchenko et al., 2009).
No caso do Bioseed®-S os queratindcitos autologos sdo suspensos em gel de fibrina,
tendo ja sido utilizado no tratamento de ulceras cronicas da perna de etiologia venosa

resistentes a terapia padrao (Shevchenko et al., 2009).

29



Impacto dos novos sistemas terapéuticos na regeneragdo tecidual
3.2 Substitutos dérmicos

A derme possui uma capacidade de regeneracdo limitada, pelo que aquando da sua
auséncia, o tecido formado possui uma reduzida elasticidade, flexibilidade e forma

irregular, em comparagdo com a derme nativa (Falanga e Faria, 2007).

A relevancia dos substitutos dérmicos tem sido destacada em intmeros estudos, que
salientam a importancia da preparacdo do leito da ferida, assim como da superficie que
contactara com o enxerto para a promog¢ao do crescimento de novos tecidos (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010, MacNeil, 2007, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). A
dinamica dermo - epidérmica promove a reepitelizacdo, pelo que o enxerto apresenta
uma maior resisténcia a contrac¢do da ferida, assim como a cicatriza¢do (Zhong et al.,

2010).

Os substitutos dérmicos desenvolvidos s3o na sua grande maioria acelulares, baseados
em materiais alogénicos, xenogénicos ou sintéticos, sendo por isso o processo de
desenvolvimento e licenciamento para uso clinico facilitado, devido a inexisténcia de
elementos celulares (Shevchenko et al., 2009). Tém como vantagens a capacidade de
producao de lotes uniformizados, em virtude de serem submetidos a um rigoroso

controlo de qualidade e com custos reduzidos de producao (Shevchenko et al., 2009).

O procedimento cirtrgico ¢ efectuado em duas etapas, aplica-se primeiro o substituto
dérmico e posteriormente transplanta-se o enxerto epidérmico (Bottcher-Haberzeth et
al.,, 2010). Apesar de este apresentar resultados satisfatorios a nivel de cicatrizagao,
executou-se também numa uUnica etapa a aplicagdo dos dois substitutos, tendo-se
utilizado uma camada dérmica de espessura menor (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).
Esta abordagem alternativa foi alvo de ensaios clinicos, com resultados promissores,
estando restrita a regido do punho e mao (Béttcher-Haberzeth et al., 2010). Utilizou-se

Matriderm® como matriz dérmica (Béttcher-Haberzeth et al., 2010).

H4 uma grande variedade de exemplos de substitutos dérmicos ja disponiveis
comercialmente, tendo sido amplamente adoptados na pratica clinica (Groeber et al.,
2011, Shevchenko et al., 2009). AlloDerm®, Integra® e Matriderm® sdo matrizes

acelulares que sdo aplicadas no leito da ferida de forma permanente, ocorrendo
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posteriormente a colonizacdo e a vascularizagdo por células adjacentes (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010). Apds trés a quatro semanas da aplicagdo, altura em que ja se
verifica uma adequada vascularizagdo, pode-se aplicar um enxerto de pele de espessura

parcial (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, MacNeil, 2008).

AlloDerm® (LifeCell Corporation) é uma matriz dérmica acelular, de estrutura porosa e
fibrilar, muito similar & derme nativa, mas na qual ¢ preservada a membrana basal
(Falanga e Faria, 2007, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). E preparada apos
os processos de descelularizagdo, que a torna imunologicamente inerte e liofilizacao
(Falanga e Faria, 2007, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). Tem origem num
enxerto de cadaver (Falanga e Faria, 2007), sendo facil a sua aplicagdo sobre a ferida
(Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). Tem sido utilizada, com resultados
promissores, no tratamento da lesdo aguda térmica (Shevchenko et al., 2009, Zhong et
al., 2010) como camada superior da derme papilar (Falanga e Faria, 2007). No entanto,
existem riscos de seguranca e questdes éticas devido ao facto de ser um biomaterial de

origem humana (Shevchenko et al., 2009).

Integra” (Integra Life Sciences) ¢ constituido por colagénio tipo I de origem bovina e
condroitina - 6 - sulfato, removido do tubardo, que formam uma estrutura de natureza
porosa (Fig.3) (Falanga e Faria, 2007, MacNeil, 2008, Shevchenko et al., 2009, Zhong
et al., 2010). Esta componente dérmica ¢ recoberta por uma membrana de silicone, que
para além de proteger as feridas da perda de vapor, preserva-a da contaminagdo
microbiana (Falanga e Faria, 2007, MacNeil, 2007, Shevchenko et al., 2009, Zhong et
al., 2010). Apos trés semanas vai sendo sucessivamente removida, juntamente com o
inicio da vascularizagdo da derme e formacao do tecido, podendo a ferida ser fechada
permanentemente com enxertos cutaneos (Falanga e Faria, 2007, MacNeil, 2007,
Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). Na estrutura sdo incorporadas diversas
células do hospedeiro que contribuem para a proliferacdo celular, enquanto ha
degradacio do material (Shevchenko et al., 2009). E principalmente utilizado no
tratamento de feridas provocadas por queimaduras, nomeadamente lesdes de espessura
total (MacNeil, 2008) e de ulceras cronicas (Shevchenko et al., 2009, Zhong et al.,
2010). Tem como principais vantagens um prazo de validade alargado, manuseamento
simples, baixo risco de imunogenicidade e transmissdo de doenga, com resultados

estéticos satisfatorios e taxas reduzidas de contracg¢do e cicatriz (Shevchenko et al.,
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2009). Porém, a sua implementagdo no leito da ferida s6 ¢ possivel em feridas ndo
infectadas, uma vez que estas necessitam de um longo periodo de revascularizagdo e ¢
necessario um segundo procedimento cirurgico para o fecho permanente da ferida
(Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). O procedimento tem elevados custos
associados (Zhong et al., 2010).
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Figura 3 Integra® (a) camada de silicone (b) estrutura de colagénio — glucosaminoglicanos de natureza
porosa (adaptado de (Zhong et al., 2010))

Matriderm® ¢ constituida por uma matriz estrutural integra de colagénio, de origem
bovina e que esta revestida com um hidrolisado de elastina (Shevchenko et al., 2009).
Os riscos associados a doengas virais transmissiveis (Virus da Imunodeficiéncia
Humana e Hepatite B) estdo minimizados devido ao facto de o produto ser de origem
animal (Shevchenko et al., 2009). Em feridas de espessura total provocadas por
queimaduras quando aplicado conjuntamente com enxertos de pele de espessura parcial,

tem demonstrado potencialidade em ensaios clinicos (Shevchenko et al., 2009).

Existem ainda substitutos dérmicos que visam estimular a cicatrizagdo da lesdo mas que
sao aplicados apenas temporariamente (Bottcher-Haberzeth et al., 2010). O
Dermagraft® (Advanced Tissue Sciences) (Fig.4) é um dos exemplos, sendo formado
por uma malha de poliglactina (PGA/PLA), sobre a qual se cultivam fibroblastos
neonatais alogénicos (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Dieckmann et al., 2010, Zhong et
al., 2010), recolhidos do tecido do prepucio (Shevchenko et al., 2009). Estas células
fornecem factores de crescimento e proteinas da matriz dérmica (Bottcher-Haberzeth et
al., 2010, Dieckmann et al., 2010), estimulando deste modo a regeneracdo da camada

dérmica (Shevchenko et al., 2009). O suporte ¢ degradado por hidrélise nos vinte a
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trinta dias que se sucedem a sua aplicacao (Shevchenko et al., 2009), apresentando
resultados promissores relativamente a reepitelizagdo pela migragao de queratindcitos
(Dieckmann et al., 2010, Shevchenko et al., 2009), no tratamento ulceras venosas
cronicas e do pé diabético (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Dieckmann et al., 2010,
Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010). Apresenta como desvantagens a

necessidade de multiplas aplicagdes, custos elevados e risco de desenvolvimento de

problemas devido as células alogénicas (Shevchenko et al., 2009).

Figura 4 Dermagraft® (a) produto comercial (b) malha de poliglactina (adaptado de (Zhong et al.,
2010))

3.3 Substitutos dermo - epidérmicos

Por ultimo, a reconstrucao da pele pode ser conseguida utilizando substitutos da dermo-
epidérmica, nos quais células autdlogas e alogénicas (queratinécitos e fibroblastos) sao
cultivadas em scaffolds (Shevchenko et al., 2009, Bottcher-Haberzeth et al., 2010,
Groeber et al., 2011). Estes tipos de substitutos sdo temporarios (Bottcher-Haberzeth et
al., 2010, Groeber et al., 2011), tendo sido ja utilizados no tratamento de ulceras
cronicas e queimaduras, com resultados clinicos favoraveis relativamente ao fecho da
ferida (Bottcher-Haberzeth et al., 2010, Dieckmann et al., 2010). Considera-se que a
presenca da derme diminui a contraccdo da ferida, fornece estabilidade mecanica e
reduz o tempo necessario para a formagao do tecido de granulagdo (Dieckmann et al.,
2010). Alguns estudos constatam que ha propensao para intolerancia imunoldgica aos
queratinocitos alogénicos, embora esta ndo seja exacerbada ao ponto de originar uma
rejeicdo do tecido (Groeber et al., 2011, Shevchenko et al., 2009). Os estudos realizados
indicam que a op¢ao por esta abordagem parece apresentar melhores resultados clinicos
no que respeita a aparéncia da cicatrizagao face as técnicas convencionais (Bottcher-

Haberzeth et al., 2010).
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Do grupo alargado de produtos substitutos dermo-epidérmicos disponiveis

comercialmente destacam-se o Allograft”, o Apligraf® e o OrCell®.

O Allograft® ¢ o substituto temporario de pele padrio podendo a sua aquisicdo ser
efectuada nos bancos europeus de pele ou entdo, como produto comercial, como ¢ o
caso de Karoskin (Shevchenko et al., 2009). Durante as primeiras semanas apo6s a lesao,
na qual a resposta imune do paciente com queimaduras extensas estd patologicamente
suprimida pode-se utilizar um enxerto viavel cadavérico, de espessura parcial para
cobrir a ferida (Shevchenko et al., 2009). A rejeicdo do enxerto temporario sucede-se
geralmente apos trés semanas e tem inicio com a vascularizagdo, que faz com que as
células epiteliais imunogénicas desencadeiem a resposta imune (Shevchenko et al.,
2009). Esta relatado que a sua utilizagdo proporciona um alivio da dor (Shevchenko et

al., 2009).

O Apligraf® (Organogenesis Inc) é constituido por uma cultura celular de fibroblastos
alogénicos neonatais, cultivada numa matriz de gel de colagénio de bovino tipo I (Chiu
et al., 2011, Dieckmann et al., 2010, Shevchenko et al., 2009, Zhong et al., 2010), com
0 objectivo de mimetizar a camada dérmica da pele de natureza fibrosa (Chiu et al.,
2011). Sobre a superficie da camada dérmica sdo cultivados os queratindcitos
alogénicos neonatais, de origem humana (Chiu et al., 2011, Zhong et al., 2010). E
caracterizado por ser imunologicamente inerte devido a inexisténcia de células
apresentadoras de antigénios (células de Langerhans, células dendriticas, células
endoteliais) (Dieckmann et al., 2010). O seu uso esta licenciado para o tratamento de
ulceras venosas da perna e do pé diabético (Fig.5) (Chiu et al., 2011, Dieckmann et al.,
2010, Falanga e Faria, 2007, Shevchenko et al., 2009), tendo-se observado
vascularizagdo e integracao no leito da ferida apds quinze dias, que se encaminhou para
uma boa cicatriza¢io (Zhong et al., 2010). A aplicacio do Apligraf® em queimaduras e
feridas esta ainda a ser avaliada em ensaios clinicos (Chiu et al.,, 2011). A sua
viabilidade ndo ultrapassa o periodo de um a dois meses in vivo, pelo que s6 pode ser
usado como revestimento temporario da ferida, havendo necessidade por isso de se
realizar um co-enxerto, com uma fonte autdloga de células epiteliais para o fecho da
ferida (Shevchenko et al., 2009). Alguns autores consideram ser uma alternativa ao
tradicional enxerto de pele de espessura parcial utilizado no tratamento de queimaduras

(Shevchenko et al., 2009). Embora seja considerado de grande utilidade clinica tem
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algumas desvantagens: custo elevado, prazo de validade reduzido, exige manipulagdo

cuidada e risco de transmissao de doencas (Shevchenko et al., 2009).

Figura 5 Ulcera do pé diabético tratada com Apligraf® (a) ferida coberta com Apligraf® (b) fecho
completo da ferida apds cinco semanas (adaptado de (Falanga and Faria, 2007))

O OrCell® (Ortec International) é um produto de bicamadas celulares, de uso
temporario, constituido por uma matriz de esponja de colagénio tipo I, que possui um
revestimento nao poroso de gel de colagénio (Shevchenko et al., 2009, Zhong et al.,
2010). Os fibroblastos alogénicos sao cultivados na matriz esponjosa e 0s queratinocitos
alogénicos sdo semeados no gel de colagénio (Zhong et al., 2010). A sua absorc¢do
ocorre nos sete a quatorze dias que se sucedem a aplicagdo, sendo usado no tratamento
de queimaduras (Dieckmann et al., 2010), de epidermdlise distréfica bolhosa recessiva
(Shevchenko et al., 2009) e de ulceras (Dieckmann et al., 2010). Em comparacao com o
tratamento convencional, com a utilizacdo do Biobrane-L, foi observada regeneragao

celular a um ritmo elevado, tendo a cicatrizag¢do sido minimizada (Zhong et al., 2010).
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IV. Sistema cardiovascular

A principal causa de mortalidade e morbilidade a nivel mundial ¢ a doenga cardiaca
(Stubbs et al., 2011, Wang et al., 2010). O envelhecimento da populagdo sera
responsavel pelo aumento da prevaléncia desta doenga a longo prazo (Stubbs et al.,

2011).

Durante as ultimas décadas, inumeros investigadores, recorrendo a engenharia de
tecidos, tém-se centrado no desenvolvimento de abordagens terapéuticas de reparacao,
regeneragdo ou substituicdo de valvulas cardiacas, proteses vasculares € do miocardio
(Chen et al., 2008, Jawad et al., 2007). A aplicacdo deste tipo de tecnologia representa
uma grande esperanga na melhoria dos resultados em pacientes com doencas

cardiovasculares (Naito et al., 2011).

4.1 Valvulas cardiacas

As quatro valvulas cardiacas (mitral, tricispide, adrtica e pulmonar), posicionadas a
entrada e saida dos ventriculos, asseguram o fluxo sanguineo unidireccional do sangue

(Butcher et al., 2011, Schoen, 2011).

A substitui¢do cirargica de valvulas do cora¢do ocorre quando a sua reparagdo ja ndo ¢
viavel, optando-se deste modo pela utilizacdo de véalvulas mecanicas ou biologicas
(Akhyari et al., 2011, Cebotari et al., 2010, Eschenhagen et al., 2007, Glotzbach et al.,
2011, Hecker e Birla, 2007, Sacks et al., 2009). No entanto, a implantacao de valvulas
mecanicas necessita de um tratamento anticoagulante prolongado para reduzir o risco de
tromboembolismo, havendo por isso risco de hemorragia, e maior susceptibilidade a
infecgdes, enquanto as valvulas bioldgicas, numa utilizagdo prolongada, sdo mais
susceptiveis a degradacao (Akhyari et al., 2011, Eschenhagen et al., 2007, Hecker e
Birla, 2007, Mol et al., 2009, Schoen, 2011).

Em aproximadamente 1% dos nascimentos ¢ diagnosticada doenca congénita cardiaca,
sendo que cerca de um terco destes casos envolvem deformidades nas valvulas
pulmonar e aortica (Schoen, 2011). A utilizacdo de préteses bioldgicas € uma opgao
restrita, na medida em que estas ndo tém capacidade de crescimento somadtico, ndo

acompanhando deste modo o desenvolvimento do paciente (Akhyari et al., 2011,
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Glotzbach et al., 2011, Hecker e Birla, 2007, Mol et al., 2009, Sacks et al., 2009,
Schoen, 2011). Além disso, as valvulas a utilizar em deformidades congénitas tém de
ter um tamanho reduzido, o que ainda ndo estd disponivel comercialmente (Butcher et

al., 2011, Sacks et al., 2009).

As valvulas cardiacas construidas por engenharia de tecidos (Fig.6) visam superar as
desvantagens das proteses mecanicas e bioldgicas, podendo teoricamente ter as
dimensodes desejaveis e a capacidade de adaptagdo ao crescimento em pacientes
pediatricos, para além da sua longevidade (Akhyari et al., 2011, Butcher et al., 2011,
Hecker e Birla, 2007, Vesely, 2005). Poderao ainda ter um custo menos dispendioso do
que as proteses actualmente disponiveis (Sacks et al., 2009), pelo que a sua utilidade
clinica ¢ extremamente promissora (Butcher et al., 2011, Mol et al., 2009). As valvulas
devem reunir um conjunto de caracteristicas estruturais e dinamicas (Butcher et al.,
2011, Schoen, 2011) entre as quais se incluem ndo obstrutivas, o fecho deve ser
imediato e completo, ndo trombogénicas e ndo imunogénicas, acompanhamento do
crescimento somatico do paciente e por ultimo, resisténcia e capacidade de regeneragao

a longo prazo (Butcher et al., 2011).

Figura 6 Valvulas cardiacas desenvolvidas pela engenharia de tecidos (adaptado de (Butcher et al.,
2011))

Na engenharia de tecidos, as principais abordagens utilizadas pelos investigadores para
a obtencdo da cultura de tecido sdo: in vitro, cuja cultura de células ¢ efectuada fora do
corpo humano, sobre um scaffold biodegradavel, a ser implantado in vivo e in situ,
aproveitando a regeneracao potencial intrinseca do organismo do paciente (Bouten et

al., 2011, Mol et al., 2009, Schoen, 2011).
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Na abordagem cléssica in vitro (Fig.7), o desenvolvimento de valvulas cardiacas utiliza
preferencialmente polimeros sintéticos biodegradaveis, nomeadamente PGA, PLA, poli-
4-hidroxibutirato e PCL como scaffolds (Bouten et al., 2011, Butcher et al., 2011, Mol
et al., 2009, Naito et al., 2011, Vesely, 2005). Também ¢ viavel a utilizacdo como
scaffold de um xenoenxerto ou de um homoenxerto (Mol et al., 2009), usualmente uma
valvula pulmonar descelularizada, sendo depois recoberta por células autdlogas
endoteliais (Bouten et al., 2011, Cebotari et al., 2010, Chiu et al., 2011, Schoen, 2011),
podendo ainda ser opg¢do células da medula 6ssea e estaminais (Cebotari et al., 2010,
Glotzbach et al., 2011, Mol et al., 2009). Posteriormente é colocada num bioreactor, um
dispositivo que simula as condi¢des fisiologicas e mecanicas do ambiente metabdlico,
durante 24horas, para permitir a formagdo de tecido, e em seguida submetido a uma

perfusdo continua em meio de cultura durante vinte e um dias (Bouten et al., 2011,Chiu

etal., 2011, Schoen, 2011).
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Figura 7 Desenvolvimento de valvulas cardiacas através da engenharia de tecidos
(adaptado de (Weber et al., 2011))
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A opcao da engenharia de tecidos pela utilizagdo de uma valvula aortica ou pulmonar
descelularizada tem potencial na medida em que apds a remocdo das células ha
manuten¢do da integridade estrutural e organizagdo da matriz extracelular (Akhyari et
al., 2011, Bouten et al., 2011, Butcher et al., 2011, Naito et al., 2011, Schoen, 2011).
Esta op¢dao fornece um microambiente adequado para o desenvolvimento celular,
minimizando os riscos associados a presenca de células xenogénicas (Chiu et al., 2011).
A durabilidade dos folhetos pode ser afectada negativamente pelo processo de
descelularizagdo e ha risco de suscitar uma reac¢ao inflamatoria e/ou toxica (Akhyari et
al., 2011, Butcher et al., 2011, Naito et al., 2011, Schoen, 2011). Todavia, a aplicagao
de valvulas explantadas em doentes pediatricos originou graves reac¢des inflamatorias,

originando inclusive a morte de trés dos quatro pacientes (Butcher et al., 2011).

A investigacdo conduzida por Gottlieb et al. (2010) avaliou a formagdo do tecido
tridimensional in vivo, incluindo as alteracdes estruturais e funcionais ap6s implantacao
de uma valvula pulmonar em ovinos (Gottlieb et al., 2010, Schoen, 2011). C¢lulas
tronco mesenquimais da medula 6ssea de ovinos foram semeadas num scaffold, cuja
constituicdo incluia polimeros de PLA e acido poliglicolico/acido poli-L-lactico
(PGA/PLLA) (Gottlieb et al., 2010, Schoen, 2011). Os resultados demonstram que
apesar de ter ocorrido regeneragdo estrutural e funcional, sem estenose in vivo, registou-
se um agravamento da regurgitacdo pulmonar apos seis semanas (Gottlieb et al., 2010,

Schoen, 2011).

O primeiro estudo clinico em humanos foi realizado em 2006, no qual se implantou uma
valvula pulmonar em dois pacientes pediatricos, tendo o seguimento pds-operatorio sido
efectuado durante trés anos ¢ meio (Cebotari et al., 2006, Chiu et al., 2011). A
metodologia teve inicio com o processo de descelularizacdo das valvulas pulmonares
oriundas de um aloenxerto de cadaver, ocorrendo o crescimento e diferenciacao das
células progenitoras endoteliais num bioreactor e finda com a intervengdo cirargica
(Cebotari et al., 2006). Os resultados indicaram que as valvulas cardiacas apresentaram
as adequadas propriedades hemodinamicas, ndo havendo indicios de degeneragao,
diminui¢do de espessura ou ainda, mobilidade das cuspides, dilatagdo pulmonar ou
estenose (Cebotari et al., 2010, Chiu et al., 2011). Para além disso, verificou-se o
crescimento somatico das valvulas cardiacas, acompanhando deste modo o

desenvolvimento dos pacientes, o que ¢ desejavel (Chiu et al., 2011). Deste modo,

39



Impacto dos novos sistemas terapéuticos na regeneragdo tecidual

considera-se que a potencialidade e seguranca da abordagem da engenharia de tecidos
nesta area de aplicag@o estdo demonstradas (Cebotari et al., 2006, Cebotari et al., 2010,

Chiu et al., 2011).

A Synergraft™ desenvolvida pela Cryolife é de todas as abordagens para substituicio
de valvulas cardiacas, aquela cujo processo se encontra mais avangado a nivel de pratica
clinica (Butcher et al., 2011, Brown et al., 2011, Vesely, 2005). A valvula cardiaca
pulmonar ¢ submetida a um protocolo de descelularizacdo, seguindo-se um processo de
criopreservacao (Brown et al., 2010, Brown et al., 2011, Butcher et al., 2011, Vesely,
2005). Os resultados mostraram que a valvula teve um bom desempenho
hemodinamico, resisténcia a infecgdo e boa durabilidade (Brown et al., 2010, Brown et
al., 2011, Butcher et al., 2011, Vesely, 2005). Em 2000 foi autorizada a sua introducao
na Europa, sendo somente utilizado num grupo restrito de pacientes, neonatais com
malformagdes congénitas (Vesely, 2005, Simon et al., 2003). Foram relatados em
alguns pacientes complicagdes graves (inflamagao, fibrose, deterioracdo), tendo alguns
casos culminado em morte, factos que levaram a sua retirada do mercado (Vesely, 2005,
Simon et al., 2003). Porém, sucederam-se outros estudos clinicos, nos quais foram
introduzidas alteracdes, numa tentativa de ultrapassar as limitagdes que conduziram ao
insucesso relatado (Vesely, 2005). Num estudo retrospectivo com trezentos e quarenta e
dois pacientes realizado por Brown et al. (2010), o Synergraft™ foi considerado seguro

e com bom desempenho hemodinamico (Brown et al., 2010).

Apesar de os resultados clinicos demonstrarem a viabilidade da abordagem existem
ainda alguns obstaculos técnicos antes que uma protese para valvulas cardiacas possa
estar disponivel comercialmente, como op¢ao terapéutica segura e eficaz (Cebotari et

al., 2010, Schoen, 2011).

Por outro lado, a abordagem in sifu da engenharia de tecidos ¢ benéfica em comparacao
com a in vitro, uma vez que o processo de desenvolvimento permite que os produtos
estejam acessiveis num menor periodo de tempo (Mol et al., 2009). As matrizes obtidas
de homo ou xenoenxertos descelularizados sdo as mais utilizadas, promovendo a
regeneragdo celular através das suas moléculas biologicas sinalizadoras (Mol et al.,
2009). Em modelos animais, os estudos clinicos realizados demonstraram a ocorréncia
de regeneragdo do tecido (Mol et al., 2009). Em alternativa, podem-se utilizar matrizes
sintéticas, que em comparagdo com as matrizes descelularizadas apresentam menor
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risco de imunogenicidade (Mol et al., 2009). A utilizacdo de colagénio no pré-
tratamento dos scaffolds antes da sua implantacdo originou resultados promissores na

regeneragdo das valvulas da artéria pulmonar e da aorta em modelos animais (Mol et al.,

2009).

Em engenharia de tecidos in situ, pode-se ainda utilizar como bioreactor, a cavidade
perironeal, cujo crescimento celular se deve a reac¢do ao corpo estranho (Mol et al.,
2009). Apo6s a formagdo do tecido, € removido e implantado no local onde se pretende
substituir uma valvula (Mol et al., 2009). Esta abordagem j& foi testada utilizando
substitutos de valvulas, desenvolvidos a partir do pericardio bovino, tendo sido

posteriormente implantados em ovinos, e observado regeneracdo do tecido (Mol et al.,

2009).
4.2 Vasos sanguineos

A substituicdo de um vaso sanguineo tem como tratamento padrdo a cirurgia de
derivacdo coronaria ou periférica (bypass), utilizando um enxerto da artéria mamaria ou
da veia safena autologa (Battiston et al., 2009, Battler et al., 2006, Chlupac et al., 2009,
Glotzbach et al., 2011, Hecker e Birla, 2007, Zhang et al., 2007). No entanto, o risco de
intervengao cirdargica invasiva, acrescido da quantidade limitada de material autélogo de
enxerto ¢ o reduzido o potencial de crescimento, torna esta opg¢do terapéutica pouco
vantajosa (Chlupac et al., 2009, Glotzbach et al., 2011, Hecker e Birla, 2007, Naito et
al., 2011). Sao ainda utilizados proteses vasculares sintéticos acelulares, como o
Dacron® (fibra de polietileno teraftalato) ou o tereftalato de polietileno (PET) e ainda, o
expanded polytetrafluoethylene (ePTFE) (Chlupac et al., 2009, Glotzbach et al., 2011,
Hecker e Birla, 2007, Walpoth, 2010) para a substituicdo de vasos de grande calibre
como aorta e artérias coronarias, em acessos para hemodidlise ou bypass arterial
periférico acima do joelho (Dahl et al., 2011, Eschenhagen et al., 2007). Porém ha risco
de rejeicao e inflamacao, incapacidade de crescimento, os resultados a longo prazo sao
aquém do esperado, particularmente em vasos de pequeno calibre (< 6 mm), havendo
ainda hipotese de ocorréncia de trombose e hiperplasia (Chlupac et al., 2009, Glotzbach
et al., 2011, Hecker e Birla, 2007, L'Heureux et al., 2006, Walpoth, 2010, Zhang et al.,
2007,).
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Assim, nas ultimas décadas a investigacdo tem-se intensificado na procura de novas
alternativas terapéuticas utilizando as ferramentas da engenharia de tecidos para a
criacdo de vasos sanguineos (L'Heureux et al., 2006, Walpoth, 2010). Para tal, surgiram
quatro abordagens distintas, no que se refere a natureza de scaffolds: vasos sanguineos
descelularizados, de origem natural, sintéticos (biodegradaveis) e a tissue engineering
by self - assembly (Chiu et al., 2011, Chlupac et al., 2009, Dahl et al., 2011, Glotzbach
et al., 2011,Hecker e Birla, 2007, L'Heureux et al., 2006, Peck et al., 2011, Walpoth,
2010, Zhang et al., 2007).

A descelularizacdo dos vasos sanguineos ¢ vantajosa uma vez que ha
biocompatibilidade com o tecido e manuten¢do da matriz extracelular nativa, assim
como das propriedades mecanicas dos vasos (Zhang et al., 2007). A utilizacdo de vasos
sanguineos descelularizados de animais nao vincou por nao produzir um efeito
clinicamente relevante e haver propensao para a ocorréncia de aneurisma, calcificagdo e
trombose, para além do risco de transmissdo de patologias (Dahl et al., 2011, Zhang et
al., 2007). Para ultrapassar tal limitagdo, foi utilizada a veia do corddao umbilical
descelularizada como scaffold com potencialidade para a desejada integracdo celular

(Zhang et al., 2007).

O gel de colagénio, um dos principais componentes da parede dos vasos sanguineos
(Zhang et al., 2007), foi utilizado para o desenvolvimento de uma proétese vascular.
Weinberg e Bell (cit. in Kakisis et al. 2005) combinaram células musculares lisas da
aorta e colagénio de natureza bovina (Kakisis et al., 2005, Zhang et al., 2007). As
propriedades mecanicas do enxerto ndo tiveram capacidade para suportar a pressao
sanguinea (Kakisis et al., 2005, Zhang et al., 2007). Os ensaios clinicos utilizando
elastina como scaffold para substitui¢do de vasos sanguineos de pequeno calibre em
cordeiros apresentaram resultados distintos (Zhang et al., 2007). O gel de fibrina foi
também testado como scaffold para a concepcdo de substitutos vascular, tendo estes
sido implantados na conexdo cavopulmonar e como enxerto tubular (Chiu et al., 2011).
Registou-se um adequado desempenho hemodinanico do enxerto, ndo havendo
necessidade de administracao de anticoagulantes e ndo se registando nenhum episddio
cardiaco adverso (trombose, estenose, obstru¢cdo do enxerto, aneurisma ou calcifica¢ao)

(Chiu et al., 2011).
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A utilizagdo de polimeros biodegradaveis (copolimeros dos éacidos L-lactico, PGA e
PCL) na concepcao dos substitutos vasculares fornece uma matriz temporaria para a
regeneragao do tecido, uma vez que ¢ gradualmente substituido pelo tecido nativo
(Fig.8) (Chiu et al., 2011, Chlupac et al., 2009, Walpoth, 2010). Por norma, possuem
uma configuragdo tubular, nas quais sdo cultivadas as células autdlogas da medula
Ossea, fibroblastos e endotelais (Chiu et al., 2011, Chlupac et al., 2009, Dahl et al.,
2011). Na pratica clinica, este tipo de enxerto vascular ja se encontra aplicado em suinos
¢ em caninos, observando-se resultados satisfatorios, nomeadamente diferenciagao em

células endoteliais e células musculares lisas (Chlupac et al., 2009).

(a) Scaffold acelular (b) Pré-endotelizagao

Factores de

crescimento

Infiltragdo do tecido Crescimento

nativo endotelial

Figura 8 Utilizagdo de scaffolds para regeneragdo dos vasos sanguineos. (a) utilizagdo de moléculas
bioactivas para impulsionara regeneracéo. (b) a estrutura geométrica orienta a infiltrag@o celular (adaptado
de (Khan e Sefton, 2011))

Num outro estudo, foi utilizado um scaffold poroso biodegraddvel de acido lactico e
PCL, sobre o qual foram semeadas células autdlogas, para substituir 2 cm de lesdo
segmentar da artéria pulmonar, cuja resolu¢do nao foi bem-sucedida numa intervengao
cirargica (Chiu et al., 2011, Glotzbach et al., 2011). Apds onze a vinte e quatro semanas
observou-se evidéncia da presenca de fibras de colagénio e elastina na parede do vaso,
representando a ocorréncia de regeneracdo tecidual (Glotzbach et al.,, 2011).
Posteriormente, efectuou-se a aplicagdo desta opc¢ao terap€utica num paciente de quatro
anos, cuja oclusdo da artéria pulmonar, ndo tinha resolugao cirargica (Glotzbach et al.,
2011). Nao se registaram complicacdes pos - operatorias, demonstrando deste modo a
potencialidade do procedimento para a pratica clinica (Dahl et al., 2011, Glotzbach et
al., 2011). No entanto, ha risco de formacdo 6ssea ou neoplasia, embora ainda tal ndo

tenha sido observado (Chiu et al., 2011).

A tissue engineering by self - assembly, desenvolvida por L’Heureux et al. (2006), nao

utiliza scaffolds exdgenos, sendo os fibroblastos e células musculares lisas estimuladas
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para formarem a estrutura da matriz extracelular, ou seja para produzir o enxerto (Chiu
et al., 2011, Chlupac et al., 2009, Glotzbach et al., 2011, L'Heureux et al., 2006, Peck et
al., 2011, Zhang et al., 2007). Apds cerca de oito semanas de cultura, as linhas celulares
sio enroladas sob um suporte temporario Teflon®, com o objectivo de obter uma
estrutura tubular (Chiu et al., 2011, Glotzbach et al., 2011, L'Heureux et al., 2006,
Swartz et al., 2005). Depois de um periodo de maturacdo (cerca de dez semanas), o
tecido ¢ descelularizado e o suporte removido, para a implantagdo das células
endoteliais do paciente no limen (Chiu et al., 2011, Chlupac et al., 2009, L'Heureux et
al., 2006). Os vasos apresentaram o desejado equilibrio hemodinamico (Chiu et al.,
2011), propriedades mecanicas e resisténcia similares as dos vasos sanguineos
humanos, com capacidade para suportar pressdes acima dos 2000mmHg (Chlupac et al.,
2009, Glotzbach et al., 2011, L'Heureux et al., 2007), completa integragao tecidual, uma
membrana basal integra, elastogénese e uma rede completa de colagénio (Glotzbach et
al., 2011, L'Heureux et al., 2006). A relevancia dos resultados experimentais e clinicos
da implantacdo de um enxerto de acesso de hemodialise em dez pacientes (Chlupac et
al., 2009, L'Heureux et al., 2006, L'Heureux et al., 2007), justifica a continuagdo da
investigacao (Chiu et al., 2011).

Os resultados relevantes de um ensaio clinico que englobou a reconstrucdo da artéria
pulmonar recorrendo a engenharia de tecidos em dez pacientes, nos quais shunts arterio
— venosos fracassaram, influenciaram a investigacao realizada pela Cytograft Tissue
Engineering (Orlando et al., 2010, Peck et al., 2011). Lifeline ™ (Fig.9) foi implantado
num total de vinte e cinco pacientes, com um quadro clinico variavel (estadgio final da
doenga renal, isquemia dos membros inferiores e doenga corondria) (Konig et al., 2009).
Numa fase inicial, a da maturacao da folha base do tecido, as multicamadas de células
foram envolvidas em torno de um dispositivo de forma conica de aco inoxidavel e
colocadas em contacto com nutrientes, entre os quais soro fetal, gentamicina e acido
ascorbico (Konig et al., 2009, Naito et al., 2011). Posteriormente, apds remog¢ao do
dispositivo, procedeu-se a desvitalizacao, logo seguida da cultura de células endoteliais

no lamen (Konig et al., 2009, Naito et al., 2011).
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Figura 9 Lifeline™ (a) Vaso sanguineo desenvolvido pela tissue engineering by self —
assembly (b) Aspecto microscopico do shunt de Lifeline™ de um paciente, sendo
possivel observar células endoteliais (setas) no limen (adaptado de (Peck et al., 2011))

4.3 Miocardio

O enfarte do miocardio causa danos ao nivel do tecido cardiaco, nomeadamente perda
de elementos contracteis insubstituiveis (Jawad et al., 2007, Wang et al., 2010) e
insuficiéncia cardiaca (Wang et al.,, 2010). O tecido cardiaco necrotico vai sendo
removido por macréfagos e substituido por tecido de granulagdo, originando uma
cicatriz de colagénio ndo contractil (Chiu et al., 2011, Jawad et al., 2007, Wang et al.,
2010). A insuficiéncia cardiaca surge na sequéncia deste processo devido a dilatagdo do
musculo da parede do ventriculo esquerdo e hipertrofia dos cardiomiocitos
remanescentes, que vai-se estendendo a zona nao lesada e que impede a contratabilidade

do musculo (Chiu et al., 2011, Wang et al., 2010).

Em situagdes de insuficiéncia cardiaca congestiva, que constitui a manifestagao terminal
da maioria das patologias cardiacas, a opgdo terapéutica mais utilizada tem sido o
transplante cardiaco (Glotzbach et al., 2011, Hecker e Birla, 2007, Wang et al., 2010).
No entanto, esta opg¢do ¢ limitada, devido ao reduzido nimero de 6rgdos disponiveis
(Hecker e Birla, 2007, Wang et al., 2010) e ao risco de complicag¢des que podem surgir
devido a supressao imunologica (Glotzbach et al., 2011, Wang et al., 2010).

As opgoes de tratamento disponiveis, terapias farmacologica e cirurgica, apenas
melhoram o progndstico, mas ndo conseguem impedir a progressdo da doenca, pelo que

ha uma necessidade crescente no desenvolvimento de alternativas para regenerar ou
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substituir o tecido cardiaco lesado (Glotzbach et al., 2011, Stubbs et al., 2011, Wang et
al., 2010).

Na década de 90, procedeu-se a injec¢do de cardiomidcitos funcionais, assim como de
células do musculo-esquelético, da medula 6ssea e tronco embriondrias (Cebotari et al.,
2010, Glotzbach et al., 2011, Jawad et al., 2007) para o miocardio lesado — terapia
celular (Bouten et al., 2011, Chen et al., 2008, Chiu et al., 2011, Jawad et al., 2007),
técnica designada por cardiomioplastia celular (Christman e Lee, 2006, Miyagawa et al.,
2011). Porém, apesar de uma melhoria da fung¢ao contractil (Chen et al., 2008, Wang et
al., 2010), verificou-se que ocorria uma retencao celular insatisfatoria, havendo perda de
aproximadamente 90% do total injectado, para além de que, 90% do total que
permanecia no local pretendido entrarem em apoptose apos a primeira semana (Jawad et

al., 2007, Stubbs et al., 2011, Wang et al., 2010).

A engenharia de tecidos surge numa tentativa de obter progressos significativos na
reparacdo e regeneracdo do miocardio, desenvolvendo substitutos tridimensionais
combinadas com varios tipos de células, que garantem uma localizagdo precisa destas
(Chen et al., 2008, Iyer et al., 2011, Jawad et al., 2007, Miyagawa et al., 2011, Stubbs et
al., 2011, Wang et al., 2010). Ha duas areas em que a engenharia de tecidos pode ser
particularmente relevante: na reparagdo de malformagdes congénitas em criangas € na
regeneragdo do miocardio lesado em casos de insuficiéncia cardiaca (Chiu et al., 2011,

Eschenhagen et al., 2007, Iyer et al., 2011).

As principais abordagens que podem ser identificadas no ambito da engenharia de
tecidos sdo: utilizacdo de um scaffold (Chiu et al., 2011, Christman e Lee, 2006, Iyer et
al., 2011) e cultivo de linhas celulares, sem matriz (Chiu et al., 2011, Iyer et al., 2011,
Jawad et al., 2008).

A engenharia de tecidos in vitro baseia-se na utilizagao de cultura de células distribuidas
sobre uma matriz, ocorrendo a fase de cultura num bioreactor, em condi¢des estaticas
controladas, com objectivo de obtencdo de um tecido funcional (Cebotari et al., 2010,
Iyer et al., 2011). Também ¢ possivel efectuar encapsulacao de células em hidrogeles
(Chiu et al., 2011). Cultura de células fetais cardiacas colocadas sobre scaffolds porosos

de alginato e gelform (Pfizer Inc) foram implantados no miocardio em modelos animais
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com o objectivo de averiguar a exequibilidade do procedimento (Miyagawa et al.,
2011). Os resultados mostraram a ocorréncia de angiogénese, assim como uma
diminui¢ao da dilatagdo do ventriculo esquerdo, embora ndo tenha havido modificagdes

ao nivel contractil (Miyagawa et al., 2011).

Os enxertos de tecido cardiaco implantados no miocéardio lesado dos ratos, foram
concebidos por mistura de cardiomiocitos de roedores neonatais combinados com
colagénio, tendo sido adicionados factores da matriz (Iyer et al., 2011, Miyagawa et al.,
2011, Stubbs et al., 2011). Os resultados clinicos foram peremptoérios demonstrando o
possivel papel da engenharia de tecidos na melhoria funcional apoés enfarte do
miocardio (Iyer et al., 2011, Miyagawa et al., 2011, Stubbs et al., 2011). Houve
formacdo de musculo cardiaco diferenciado, acompanhado de vascularizagao,
integracao no tecido nativo (Fig.10), para além da cessagdo das disfungdes do miocardio
e da ocorréncia de contrac¢des sincronizadas (Miyagawa et al., 2011, Stubbs et al.,

2011).

controlo menor [VEGF] maior [VEGF]

Figura 10 Implantagdo de scaffolds de colagénio (b) e (c), nos quais foram imobilizadas moléculas de
factor de crescimento endotelial para regenerar uma lesdo na parede ventricular de miocardio de roedores.
Crescimento tecidual comparado com controlo (a) (adaptado de (Iyer et al., 2011))

Num ensaio clinico realizado com vinte individuos que apresentavam cicatrizes pos-
isquémicas do miocardio, foi dispersa uma cultura de células da medula 6ssea sobre
uma matriz de colagénio (Miyagawa et al., 2011). Os resultados foram comparados com
a implantacao apenas de células da medula 6ssea, tendo havido apenas diferencas no
que respeita ao volume diastolico final do ventriculo esquerdo (Miyagawa et al., 2011).
O procedimento foi considerado seguro, pelo que a realizagdo de novos ensaios clinicos
deverd ser efectuada para que possa haver uma aplicabilidade no contexto clinico

(Miyagawa et al., 2011).
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Hé ainda necessidade de desenvolver uma alternativa ao dispositivo de assisténcia
ventricular esquerdo, que assegure o bombeamento do sangue para o resto do corpo
(Hecker e Birla, 2007). As bombas cardiacas, constituidas por uma estrutura oca,
rodeada por células cardiacas contracteis visam ser uma alternativa a ac¢do do
ventriculo esquerdo lesado (Hecker e Birla, 2007). Na sua estrutura estdo também
incorporados uma vdalvula, que controla o fluxo unidireccional e dispositivos
electrénicos para o controlo do feedback (Hecker e Birla, 2007). Os sensores recebem o
sinal electrénico do no sinusal, permitindo as contrac¢des, as quais estdo sincronizadas

com o coragao (Hecker e Birla, 2007).

MyoCell®, em desenvolvimento pela Bioheart Inc, cuja metodologia inclui um enxerto
de células tronco do musculo — esquelético para o tecido lesado, encontra-se na fase
II/TIT de desenvolvimento clinico (Haider et al., 2008). Os resultados clinicos justificam

a viabilidade, seguranca e eficacia do produto (Haider et al., 2008).
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V. Sistema Nervoso

5.1 Nervo periférico

Os nervos periféricos sao um alvo facil de lesdes (Raimondo et al., 2011, Siemionow et
al., 2010), pelo que se estima que cerca que 2.8% de pacientes vitimas de trauma, sejam
afectados por este tipo de traumatismo (Gu et al., 2011, Willerth e Sakiyama-Elbert,
2007). A incidéncia deste género de ferimentos ¢ elevada em todo o mundo, afectando
significativamente a qualidade de vida do paciente, podendo inclusive levar a morte

(Raimondo et al., 2011).

Apds uma lesdo traumadtica, a capacidade de regeneragdo e plasticidade demonstrada
pelo sistema nervoso periférico (Glotzbach et al., 2011, Raimondo et al., 2011), em
grande parte devido a presenca de células de Schwann, que segregam promotores de
crescimento para regeneracdo de axonios (Johnson et al., 2005), faz com que em
transec¢des parcial ou completa do nervo inferiores a Smm, ocorra a reconstrugdo da
fibra (Cunha et al., 2011, Gu et al., 2011, Siemionow et al., 2010, Straley et al., 2010).
No entanto, em lesdes que afectam areas extensas, a capacidade de regeneragdo e
recuperagdo funcional do organismo ¢ insatisfatoria (Raimondo et al., 2011). Assim,
caso a lesdo seja superior a 5 mm, o tratamento padrdo consiste num enxerto de um
segmento de nervo autélogo (Battiston et al., 2009, Cunha et al., 2011, Gu et al., 2011,
Raimondo et al., 2011, Straley et al., 2010, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007). Esta
técnica de microcirurgia inclui a transferéncia de um nervo sensorial saudavel de um
outro local (Battiston et al., 2009, Cunha et al., 2011, Raimondo et al., 2011, Siemionow
et al,, 2010), havendo por isso disponibilidade limitada e risco de formacdo de
neuromas (Cunha et al., 2011, Glotzbach et al., 2011, Gu et al., 2011). Nao ha garantias
de recuperacao funcional completa do nervo lesado (Siemionow et al., 2010, Willerth e

Sakiyama-Elbert, 2007), registando-se éxito apenas em 80% dos casos (Gu et al., 2011).

Para evitar a morbilidade do local dador, sdo ja utilizadas proteses de silicone tubular,
com o objectivo de colmatar a lacuna formada apds lesdo (Cunha et al., 2011,
Raimondo et al., 2011). Apesar de ndo ocorrer rejeicdo pelo organismo, t€ém como
desvantagens: ndo serem biodegradaveis, reduzida permeabilidade e a sua remocao
implicar uma segunda cirurgia (Cunha et al., 2011). O colagénio tem também sido
utilizado com o mesmo objectivo na reparagdo dos nervos periféricos de diferentes
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comprimentos, com resultados satisfatorios (Gu et al., 2011). NeuroMatrix®,
Neuroflex® (Collagen Matrix Inc.) e NeuraGen™ (Integra Lifesciences Corp.) sdo
produtos que ap6s aprovagdo pela FDA estdo disponiveis para fins terapéuticos, (Alluin
et al., 2009, Gu et al., 2011,). Na Europa, foram aprovados as proteses Neurolac®
(Poliganics B.V.) de poli(DL-lactico-caprolactona), SaluBridge® (Salumedica L.L.C.) de
alcool polivinilico, Neurotube® (Synovis Life Technologies Inc.) de PGA ¢ NeuraGen™,
com indicacgdo para lesdes de nervos com tamanho inferior a 30mm (Alluin et al., 2009).
O RevoNerv® (Orthomed, S.A. e Biom'Up, S.4.S.), constituido por colagénio suino tipo
I e III, ainda em fase de estudo, tem sido usado na reparacdo de lesdes de nervos de

ratos com didmetro de 10 mm (Alluin et al., 2009, Gu et al., 2011).

Nos ultimos anos, os scaffolds desenvolvidos aplicando principios da engenharia de
tecidos tém demonstrado uma grande potencialidade (Battiston et al., 2009, Glotzbach
et al., 2011, Gu et al., 2011, Siemionow et al., 2010). Aproveitando o potencial de
regeneragdo espontanea do nervo periférico (Battiston et al., 2009, Gu et al., 2011),
produziu-se um scaffold, de estrutura tubular, que interliga o nervo lesado, criando um
microambiente favoravel a regeneracdo funcional e estrutural e direccionando
moléculas que promovam a mesma (Cunha et al., 2011, Glotzbach et al., 2011, Gu et
al., 2011, Miller-Goymann, 2004, Raimondo et al., 2011, Siemionow et al., 2010
Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007). Apesar de em diversos estudos realizados em
animais comprovarem a eficacia dessas moléculas promotoras na regeneragao do nervo
periférico, a sua introdugdo num protocolo de tratamento ainda nao foi efectuada

(Raimondo et al., 2011).

Uma vasta gama de biomateriais, com resultados clinicos similares tem sido utilizada na
concepcdo do scaffofd, na sua maioria materiais polimeros de natureza sintética e
também tubos de natureza biologica, sendo estes ultimos menos dispendiosos (Battiston
et al., 2009, Cunha et al.,, 2011, Glotzbach et al., 2011, Johnson et al., 2005,
Subramanian et al., 2009). O scaffold ideal a utilizar na regenera¢do neural deve
também proporcionar condutividade eléctrica para promover o crescimento dos neuritos
(Subramanian et al., 2009), tendo ja sido testadas distintas abordagens, nomeadamente
através de impulsos eléctricos, estimulos manuais e foto - estimulagao (Raimondo et al.,

2011). O seu uso clinico ainda ¢ limitado, devido a necessidade de optimizag¢do da
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resisténcia mecanica (Battiston et al., 2009), que minimize o risco de colapso durante a
sua actividade in vivo (Siemionow et al., 2010).

Em modelos roedores, verificou-se que scaffolds de colagénio tipo I (NeuraGen'™) e
aloenxertos descelularizados de nervos humanos ndo apresentaram benéficos clinicos na
regeneracdo do nervo periférico (Fig.11) (Glotzbach et al., 2011). Porém, num outro
estudo apo6s doze meses da implantacao de uma matriz de colagénio I, num total de doze
pacientes, avaliou-se a sensibilidade motora, tendo havido melhorias em quatro
pacientes (Battiston et al., 2009). A utiliza¢do de outro tipo de scaffolds, nomeadamente
membranas basais, enxertos do musculo-esquelético autélogo em formato coaxial e
enxertos de veias autdlogas apresentou resultados clinicos proeminentes (Battiston et
al., 2009, Gu et al., 2011, Johnson et al., 2005). Um scaffold combinado musculo - veia
tem sido utilizado experimentalmente para colmatar lacunas até 50-60 mm de danos em
nervos sensorial e misto, com 85% resultados clinicos comprovados (Battiston et al.,
2009, Gu et al., 2011). A utilizacdo de um enxerto de nervo artificial estad actualmente
limitada a lesdes no nervo inferiores a 30 mm, uma vez que se verifica degradagdo a
longo prazo em danos de maiores dimensdes (Battiston et al., 2009). Células neurais de
suporte, tais como células de Schwann, astrdcitos, linhas celulares olfactivas e células
estaminais mesenquimais, juntamente com factores de crescimento (factor de
crescimento neural, factor de crescimento fibroblasto (FGF), factor neurotréfico
derivado cérebro, entre outros) tém sido também utilizados para promover a

regeneragdo (Glotzbach et al., 2011, Johnson et al., 2005, Raimondo et al., 2011).

(@)

(b) &=

Figura 11 NeuraGen"" (a) Diagrama da estrutura (b) Imagem microscépica (adaptado de (Farole ¢ Jamal,
2008))
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Os neurdnios humanos, quando adequadamente manipulados podem ser usados como

fonte de células autdlogas na regeneragdo do nervo (Glotzbach et al., 2011).

No entanto, até a data apesar de os resultados clinicos em modelos animais serem
satisfatorios (Glotzbach et al., 2011), ndo se verificou uma recuperacao completa da
funcdo do nervo (Battiston et al., 2009). Assim, € necessario que a investigacao prossiga
nas principais areas afectas a regeneragdo do nervo periférico pela engenharia de
tecidos: microcirurgia, transplante de células e tecidos, ciéncia dos materiais e
estimulagdo eléctrica (Battiston et al., 2009, Gu et al., 2011), de modo a que os
progressos alcancados sejam transpostos para a pratica clinica (Glotzbach et al., 2011,

Siemionow et al., 2010).

5.2 Medula espinhal

Os danos na medula espinhal tém inicio habitualmente por uma lesdo primaria, que
desencadeia um conjunto de reacgdes bioquimicas e celular que provocam alteragdes
microvasculares, edema, isquemia, necrose, peroxidacdo lipidica, entre outras

complica¢des (Silva et al., 2010).

A recuperacdo da funcionalidade neurologica completa ocorre somente em 1% das
pessoas que sofrem lesdes significativas na medula espinhal (Willerth e Sakiyama-
Elbert, 2008). As lesdes tém uma natureza altamente debilitante (Straley et al., 2010),
resultando na sua grande maioria em paralisia parcial ou completa, para além de um
comprometimento respiratorio (Madigan et al., 2009, Silva et al., 2010, Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2008). Apds a lesdo, formam-se cicatrizes gliais densas, barreiras
mecanicas e quimicas, que juntamente com astrdcitos reactivos, glucosaminoglicanos e
outras moléculas inibitorias, impedem o acesso ao local da lesdo e a regeneracdo dos
axonios (Madigan et al., 2009, Straley et al., 2010, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007).
A infiltracdo de neuronios saudaveis e outras células ao local lesado, nomeadamente
macrofagos que auxiliam a remog¢ao dos fragmentos da lesdo, ndo sucede, havendo por
isso perda de ligagdes axonais e da funcdo motora (Straley et al., 2010, Willerth e

Sakiyama-Elbert, 2007).
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O tratamento clinico actual para lesdes na medula espinhal ¢ limitado devido ao
ambiente inibitério complexo que se forma apds traumatismo, centrando-se por isso na
redu¢do da dor e inchago e prevencdo de lesdes secundarias, através de agentes
farmacologicos (Silva et al., 2010, Straley et al., 2010, Willerth e Sakiyama-Elbert,
2007).

Na sequéncia de progressos recentes na regeneragao celular e funcional da medula
espinhal, houve necessidade de desenvolver uma abordagem que englobe scaffolds
tridimensionais, transplante de células e direccionamento de moléculas bioactivas
(Fig.12) (Hodgetts et al., 2009, Madigan et al., 2009, Straley et al., 2010, Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2007, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008). Transplantes de células
Schwann, linhas celulares olfactivas e células do estroma da medula 6ssea tém sido
utilizados, com efeitos promissores na regeneracdo axonal (Novikova et al., 2008). Na
escolha do biomaterial do scaffold ¢ importante ter em consideracdo a necessidade de
reducdo da formagdo de cicatrizes gliais (Hodgetts et al., 2009, Madigan et al., 2009,
Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).
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Figura 12 Principais estratégias para a regeneragdo da medula espinhal. (1) Prevencdo de lesdo
secundéria. (2) Eliminagdo do ambiente de inibigdo. (3) Promog¢io da regeneracdo axonal. (4)
Direccionamento de axoénios. (5) Criacdo de pontes para direccionamento de axonios. (adaptado de
(Myckatyn et al., 2004, Obermair et al., 2008))

A utilizagdo de hidrogel isoladamente pode ser considerada como opgdo de tratamento,
na medida em que para além de efectuar o preenchimento do local da lesdo, pode ser
uma matriz de suporte e promover a regeneracdo e direccionamento de factores de

crescimento (King et al., 2010, Madigan et al., 2009, Straley et al., 2010,). Tém como
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grande vantagem a possibilidade de para além de poderem ser moldados na forma
pretendida, ser viavel a sua injec¢do in sifu (Straley et al., 2010, Madigan et al., 2009),
eliminando a necessidade de excisdo do tecido (King et al., 2010). Em ratos adultos, foi
utilizado hidrogel de alginato com o objectivo de preencher as cavidades da lesdo,
auxiliar a regeneracdo de axdénios na lesdo medular e transportar linhas celulares
olfactivas, células de Schwann e células estromais da medula 6ssea (Chiu et al., 2011,
Hodgetts et al., 2009). Num outro estudo, Silva et al. (2010) concebeu estruturas
tubulares 3D a partir de uma mistura biodegradavel de amido, que s3o complementadas
na zona central com hidrogel de polissacarideos goma gelana e que possibilitam a
encapsulacdo da linhagem celular de oligodendrocitos (Silva et al., 2010). Os resultados
preliminares in vivo da aplicacdo deste scaffold em modelos roedores com hemisseccao

indicam uma boa integragao na lesdo, sem registo de resposta imune (Silva et al., 2010).

King et al. (2010) experimentou uma variedade de biomateriais (colagénio, fibronectina,
fibrina e [ fibronectina) na regeneracdo axonal na medula espinhal de ratos (Hodgetts et
al., 2009, King et al., 2010). Considera-se que a fibrinotectina, devido a capacidade de
promocao do crescimento axonal e a compatibilidade com o tecido circundante, ¢ um
biomaterial com caracteristicas mais atractivas (King et al., 2010). No entanto, o
nimero de estudos sobre o uso de biomateriais injectaveis na regeneracdo da medula

espinhal ¢ extremamente reduzido (King et al., 2010).

Puchner et al. (2007) averiguaram a viabilidade de um selante comercial de fibrina
(Tissucol®) quando injectado na lesdo, tendo sido identificado uma melhoria na fungéo
locomotora, assim como revascularizagdo e crescimento axonal (Hodgetts et al., 2009,
King et al., 2010). Para além disso, foi utilizado como matriz desenvolvido ex vivo, o
qual direcciona factores de crescimento e/ou células para o local alvo (King et al.,
2010). Em modelos roedores com lesdo na medula demonstrou-se que houve reducao da
apoptose (King et al., 2010). Tém como desvantagens o facto de ser pré-fabricado em
laboratorio e ndo se auto-agregar facilmente para a formagao do gel (King et al., 2010).
Assim, King et al. (2010) avaliou a biocompatibilidade, eficdcia neuroprotectora ¢ a
permissividade para o crescimento axonal de um gel de fibrina/fibronectina, tendo como
referéncia o gel de colagénio (King et al., 2010). Em contraste com este ltimo, o gel

fibrina/fibronectina apresentou boa integracdo com a medula espinhal e permissividade
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para o crescimento axonal, podendo por isso ser considerado uma hipotese de

biomaterial injectavel (King et al., 2010).

Outro modelo de matriz extracelular utilizada foi o Matrigel™, constituido por
fibronectina, laminina e proteoglicanos, que quando combinado com moléculas
bioactivas ou usado como scaffold para células, os resultados clinicos indiciam a

ocorréncia de regeneragdo axonal (Hodgetts et al., 2009, Madigan et al., 2009).

Os scaffolds biodegradaveis de estrutura tubular de fibras de poli — B hidroxibutirato
(PHB), que sao revestidos com hidrogel de alginato e sobre os quais foram cultivadas
células de Schwann foram utilizados na repara¢ao da medula lesionada (Novikova et al.,
2008). Apds quatro semanas do implante, observou-se uma boa integracdo no tecido
nativo, tendo ocorrido infiltragdo de células do hospedeiro e vascularizagdo (Novikova
et al., 2008). No entanto, ¢ ressalvado a importancia da presenca de moléculas da matriz
extracelular (fibronectina, colagénio) para a sobrevivéncia celular (Novikova et al.,

2008).

Os polimeros sintéticos, tais como poliésteres de PLA ¢ PGA e o seu co-polimero
PLGA foram também utilizados como scaffolds nos estudos para regenerar a medula
espinhal (Madigan et al., 2009). O laboratorio Langer investigou a utilizacao de células
mesenquimatosas semeadas em scaffolds de PLGA, os quais foram posteriormente
implantados num modelo hemisseccional de lesdo da medula espinhal (Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2008). Houve regeneracdo funcional, verificada através do aumento
de quatro na escala de Basso, Beattie e Bresnahan, que avalia o comportamento
locomotor, quando comparada com animais que receberam apenas infusdo de células
(Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008). O referido laboratério utilizou ainda scaffolds
constituidos por 5/50 de PLGA e acido poli-L-lactico (PLLA), na presenca de acido
retindico e neurotrofina-3, com objectivo de regeneragdo em fenotipos neuronais

(Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).
Apesar dos desenvolvimentos recentes alcangados serem encorajadores (Straley et al.,

2010), ainda ¢ necessaria uma investigacao integral para que possa haver aplicacdo na

pratica clinica.
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5.3 Cérebro

As estratégias de tratamento clinico de disturbios neuroldgicos (acidente vascular
cerebral, isquemia  cerebral, traumatismo  cranio-encefdlico e  doengas
neurodegenerativas) pretendem apenas atenuar o processo de degeneragdo, preservar os
tecidos ndo lesados e minimizar possiveis sintomas associados (Dalton et al., 2008,
Delcroix et al., 2010, Pettikiriarachchi et al., 2010, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007).
Os sintomas incluem disfun¢do motora, cognitiva e psicoldgica, tendo os tratamentos

uma eficacia restrita (Pettikiriarachchi et al., 2010).

O potencial da terapia celular ¢ claro, por exemplo na substituicao de tecido lesado
devido a um traumatismo cranio — enceféalico, direccionamento de moléculas para
auxiliar o tratamento de doengas neurodegenerativas (doenca de Parkinson e Alzheimer)
(Dalton et al., 2008, Delcroix et al., 2010, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007) ou como
revestimento de implantes cerebrais para diminuir a inflamagdo (Willerth e Sakiyama-
Elbert, 2007). As abordagens preliminares utilizaram precursores fetais ou
embriondrios, como por exemplo as linhas celulares de neurdnios (células PC12) e as
células tronco neuronais, assim como xenoenxertos e células geneticamente modificadas
(Dalton et al.,, 2008, Delcroix et al., 2010,). No entanto, surgiram limitagcdes
relativamente a sobrevivéncia das células, a defini¢do do seu local de acgdo e a
viabilidade enxerto, ap6s transplante (Delcroix et al., 2010). As células tronco adultas

tém sido utilizadas como alternativa (Delcroix et al., 2010).

Apesar de o cérebro possuir limitada capacidade de regeneragao (Pettikiriarachchi et al.,
2010, Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007), pretende-se desenvolver uma opgao eficaz
para tratamento a longo prazo, que alcance a regeneracdo e recuperacdo funcional do
tecido lesado (Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007). A terapia celular tem sido
considerada uma abordagem promissora, estando a ser avaliada a sua combinagdao com

scaffolds (Delcroix et al., 2010, Pettikiriarachchi et al., 2010).

A regeneragdo do tecido cerebral constitui um desafio para a engenharia de tecidos
(Willerth e Sakiyama-Elbert, 2007). A complexidade biologica do tecido em questdao
(Chiu et al., 2011), a sua localizagdo, na medida em que ¢ fundamental preservar a

integridade da barreira hemato-encefalica (Tian et al., 2005, Willerth e Sakiyama-
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Elbert, 2007) e a necessidade de minimizar a morte celular e a inflamagdo apos
implantagdo do scaffold constituem os principais desafios nesta area (Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2007). Além de que, surgem diversos obsticulos a regeneragdo do
tecido, nomeadamente a formacao de tecido cicatricial, libertacao de factores inibidores
do crescimento de axonios € numero insuficiente de neurénios para iniciar o processo
(Pettikiriarachchi et al., 2010). O design do scaffold deve ser o mais adequado a
fisiopatologia de cada quadro clinico (Pettikiriarachchi et al., 2010, Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2007), podendo ser associados componentes da matriz extracelular,

numa abordagem biomimética (Delcroix et al., 2010).

Scaffolds constituidos por um hidrogel do copolimero de acido hialurénico poli-D-
lisina, combinado com anticorpos bloqueadores dos receptores Nogo-66, limitadores da
regeneragao, foram utilizados como potenciais agentes terapéuticos de lesao cerebral em
ratos (Chiu et al., 2011, Pettikiriarachchi et al., 2010, Tian et al., 2005). No entanto, a
utilizacdo deste tratamento na pratica clinica ainda ndo ¢ viavel devido a necessidade de
definicilo do modo como os anticorpos serdo libertados no local de accgdo
(Pettikiriarachchi et al., 2010). Uma das opcdes ¢ a utilizagdo de uma bomba, que
controla a libertagdo num periodo de tempo que se poderd estender até varios meses,

sendo necessario porém a sua remocao cirurgica (Pettikiriarachchi et al., 2010).

57



Impacto dos novos sistemas terapéuticos na regeneragdo tecidual

VI. Cartilagem

O corpo humano ¢ constituido por varios tipos de tecido cartilaginoso, podendo este ser
encontrado, por exemplo, no pavilhdo auditivo — cartilagem elastica, nos discos
intervertebrais e menisco — cartilagem fibrosa e na caixa toracica, traqueia e bronquios -
cartilagem hialina (Mauck e Burdick, 2011). A cartilagem hialina ¢ um tecido
conjuntivo, predominantemente avascular, sendo constituido por condrécitos, que estao
dispersos numa densa matriz extracelular (Chung e Burdick, 2008, Wu et al., 2009).
Tem como fungdes suportar a carga e reduzir o atrito entre as articulacdes em

movimento (Wu et al., 2009).

O tecido cartilaginoso, quando lesionado, devido a trauma, doenga degenerativa ou
anomalias congénitas tem uma capacidade de regeneragdo limitada, uma vez que possui
um ambiente fisico adverso e uma natureza avascular, (Chung e Burdick, 2008, Haleem
e Chu, 2010, Iwasa et al., 2009, Melrose et al., 2008, Vinatier et al., 2009a). O acesso ao
local de lesdo pelos condrocitos ¢ impedido pela matriz extracelular que os rodeia, o que
limita uma cicatriza¢ao espontanea (Chiang e Jiang, 2009, Hildner et al., 2011). Devido
ao aumento da esperanca média de vida e a epidemia da obesidade, estima-se que haja
um crescimento acentuado do numero de casos de osteoartrite, o que constitui um

grande desafio clinico (Chung e Burdick, 2008, Haleem e Chu, 2010).

O recurso a cirurgia para regeneracao funcional da cartilagem danificada tem sido
recorrente nos ultimos anos, embora seja um procedimento invasivo e ndo apresente
resultados satisfatérios a longo prazo (Mauck e Burdick, 2011, Tognana et al., 2007).
Entre as opgdes de tratamento disponiveis incluem-se: transplantes teciduais, enxertos
periosteais e autdlogos osteocondriais, microfracturas e implante de condrécitos
autdlogos (ACI) (Cascio e Sharma, 2008, Chung e Burdick, 2008, Haleem e Chu, 2010,
Iwasa et al., 2009, Mauck e Burdick, 2011, Melrose et al., 2008). Num estudo
prospectivo analisou-se o0s beneficios clinicos ap6s onze anos contrapondo os
tratamentos convencionais ao ACI, tendo com este ultimo a lesdo apresentadas
melhorias significativas (Tognana et al., 2007). Porém, ndo houve formagao da estrutura
nativa da cartilagem, para além de poder ocorrer morbilidade do local dador,
complicagdes cirurgicas e rejeicao do enxerto pelo tecido nativo, acompanhadas por um
alivio sintomatico temporario (Chung e Burdick, 2008, Haleem e Chu, 2010, Iwasa et

al., 2009, Tognana et al., 2007).
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Figura 13 Progressdo do desenvolvimento de terapias da engenharia de tecidos para regeneragdo da
cartilagem (adaptado de (Harris et al., 2011, Williams et al., 2010))

A introducdo de scaffolds, que combinados com a componente celular, formam uma
abordagem alternativa, constituindo a segunda geragdo da técnica ACI (Harris et al.,
2011, Kodali e Parker, 2010, Mauck e Burdick, 2011). Na regenera¢do do tecido
cartilaginoso, diversos tipos de materiais tém sido utilizados como scaffolds (Cascio e
Sharma, 2008, Mauck e Burdick, 2011, Melrose et al., 2008), sendo particularmente
importante, que auxiliem na viabilidade do enxerto ao limitar a invasdo por fibroblastos,

o que resultaria num processo de reparagdo fibroso (Iwasa et al., 2009).

O colagénio tipo I e II sdo referidos na literatura como tendo capacidade bioldgica de
promover a interaccdo dos condrocitos com o scaffold (Chung e Burdick, 2008).
Scaffolds de colagénio tipo I foram testados no tratamento de lesdes na cartilagem de
coelhos, tendo-se observado formacdo de novo tecido apods seis meses e organizagio
tecidual pretendida, apos doze meses (Chung e Burdick, 2008). Porém, o procedimento
ainda tem limitagdes, nomeadamente no direccionamento da matriz para o local
pretendido, a ancoragem do substituto no tecido nativo, a uniformidade da disposi¢do da
cultura sobre o scaffold e a ocorréncia de achamento das células e consequente

obstrucao dos poros (Mauck e Burdick, 2011).

A Matrix-induced autologous chondrocyte implantation® (MACI®) (Verigen) (Fig.14)
(Harris et al., 2011, Kodali e Parker, 2010, Mauck e Burdick, 2011), usada na pratica
clinica desde 1999 (Cascio e Sharma, 2008) utiliza o colagénio tipo I e III de natureza
suina como scaffold (Harris et al., 2011). Foi avaliada a ac¢do regeneradora na
microfractura, em ovinos, dos condrécitos autdlogos semeados sobre a matriz de
colagénio (Iwasa et al., 2009). Os resultados obtidos apds a aplicagdo de uma matriz

MACI® em doze pacientes foram significativos, na medida em que se detectou um
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grande numero de células vidveis, distribuidas de forma homogénea e com a expressao
fenotipica correcta (Iwasa et al., 2009). A densidade celular (4x10”° cm?) é fulcral para a
manutengdo do fendtipo pretendido para a diferenciacdo (Melrose et al., 2008). Em
relacdo a técnica de ACI convencional, embora ambas apresentem eficacia clinica
similar, tem a vantagem de promover a localiza¢do dos condrécitos junto ao local de
lesdo e poder eliminar a necessidade de enxertos periosteos (Iwasa et al., 2009, Mauck e
Burdick, 2011, Melrose et al., 2008). Porém, a MACI® ainda apresenta limitagdes ao
nivel da distribuicdo da componente celular no scaffold, volatilidade dos fendtipos dos
condrocitos (Iwasa et al., 2009), para além de que apenas lesdes em pacientes até
cinquenta anos podem ser tratadas (Hildner et al., 2011). A combinagio do MACI® com
outros procedimentos, como € o caso do High Tibial Osteotomy possibilitou melhorias
nos critérios de avaliacdo do estado de lesdo do joelho, podendo ser uma opgao

alternativa (Bauer et al., 2011).

i g e /
Figura 14 Matrix-induced autologous chondrocyte implantation® (MACI®) (a) antes da
implantagdo (b) aspecto macroscopico do enxerto (adaptado de (De Bie, 2007, Bauer et al.,
2011))

A CaRes® (4rthoCare Kinetics) que utiliza uma matriz de colagénio tipo I para o
cultivo celular in vitro (Harris et al., 2011), estd em fase I dos estudos clinicos (Kodali e

Parker, 2010).

Os hidrogeles poderdao ser uma das opg¢des mais promissoras na regeneracao da
cartilagem articular (Chung e Burdick, 2008, Mauck e Burdick, 2011). Os resultados
experimentais referem que a matriz extracelular produzida se mantém sobre o hidrogel

de forma mais pronunciada, o que ¢ essencial para o rapido desenvolvimento de uma
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neo-cartilagem com propriedades funcionais (Mauck e Burdick, 2011). Possuem ainda
um elevado teor de 4gua que ¢ semelhante a existente no ambiente nativo da cartilagem
(Vinatier et al., 2009b), para além de que a distribuicdo dos condrdcitos ¢ mais
uniforme, apresentando estes uma forma arredonda e o fendtipo adequado para a

diferenciagao (Mauck e Burdick, 2011).

O elevado numero de células presentes no inicio do processo de regeneracdao ¢
determinante para o desenvolvimento de uma matriz extracelular num curto periodo de
tempo e de forma pronunciada, assim como a inclusdo de factores de crescimento
anabolicos (IGF-1, TGF e FGF) (Mauck e Burdick, 2011, Melrose et al., 2008). Num
estudo envolvendo modelos animais, optou-se por um hidrogel, com o objectivo de
interligar a camada de células mesenquimatosas e a base de trabecular de metal (Mauck
e Burdick, 2011). Observou-se crescimento 6sseo a um ritmo satisfatério, nao tendo
sido porém avaliadas as propriedades da cartilagem (Mauck e Burdick, 2011). Ha
necessidade de melhorar as propriedades mecanicas da membrana cartiliginosa e de
averiguar se a jungdo desta a base trabecular de metal, deve ser efectuada antes ou

depois da implantagao in vivo (Mauck e Burdick, 2011).

A viabilidade da utilizagdo de hidrogeles de alginato, fibrina e agarose na regeneracao
da cartilagem foi averiguada tendo os resultados sido bastante promissores (Hildner et
al., 2011). Scaffods de hidrogel de alginato, nos quais foram aprisionadas células
mesenquimais foram direccionados para a lesdo, tendo havido producdao de matriz de
cartilagem similar a nativa, apos inducdo por factores de crescimento (TGF B1 ou
proteina morfogenética do osso - 6 (BMP-6)) (Hildner et al., 2011). Por seu lado, a
utilizagdo do gel de agarose, possibilita o ajuste das suas propriedades ao
microambiente em redor, promovendo o desenvolvimento da matriz extracelular (Chung
e Burdick, 2008, Mauck e Burdick, 2011). Em ambas as situagdes, a morfologia celular
observada assemelhou-se a dos condrocitos nativos (Hildner et al., 2011). Porém, a
utilizagdo destes biomateriais ¢ limitada pela reduzida biodegradabilidade da agarose e

pelo risco de reac¢do imunoldgica do alginato (Hildner et al., 2011).

Cartipatch® (TBF Genie Tissulaire) é uma matriz de hidrogel hibrido, constituido por
agarose ¢ alginato, sobre a qual sdo semeados condrocitos autdlogos, com o objectivo

de estimular a regeneracdo da cartilagem hialina (Haleem e Chu, 2010, Vinatier et al.,
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2009a). Decorridos dois anos ap6s implantagdo em pacientes humanos, os resultados
clinicos apontam para uma melhoria clinica em oito dos treze pacientes, sendo

observavel a formagdo de cartilagem (Vinatier et al., 2009a).

Um peptideo mimético de colagénio foi incorporado num scaffold de hidrogel de
polietilenoglicol (PEG) através de ligagdes cruzadas (Chung e Burdick, 2008). Os
resultados clinicos, quando utilizado na regenera¢do da cartilagem, mostram uma
diminuicao da difusdo do colagénio exdgeno tipo I, em contraposto com um aumento da
producao da matriz extracelular pelos condrocitos encapsulados (Chung e Burdick,

2008).

O HA tem também sido utilizado na regeneragdo da cartilagem como scaffold bioactivo
(Chung e Burdick, 2008, Iwasa et al., 2009, Melrose et al., 2008, Tognana et al., 2007),
uma vez que tem intervengdao em diversos processos celulares (Tognana et al., 2007),
nomeadamente na promog¢ao da ligagdo do sulfato de queratina e do sulfato de
condroitina, que por sua vez sdo importantes na formagdo da cartilagem (Chung e
Burdick, 2008). Células tronco foram semeadas sobre hidrogeles de gelatina — HA, com
o objectivo de regenerarem lesdes no tecido cartiliginoso em coelhos (Chung e Burdick,
2008). Os resultados obtidos demonstraram uma cartilagem elastica, firme e translicida,
com a arquitectura pretendida, tendo ocorrido integracdo no tecido nativo (Chung e
Burdick, 2008). Os condrocitos, quando cultivados sob scaffolds de HA sdo capazes de
recuperar as suas caracteristicas morfologicas, assim como a sua fungdo bioldgica
(Haleem e Chu, 2010). Porém, os produtos de degradacdo do HA podem causar a lise

dos condrocitos (Haleem e Chu, 2010).

Hyalograft® C, desenvolvido pela Fidia Advanced Biopolymers (Cascio e Sharma,
2008, Chiu et al., 2011, Tognana et al., 2007), ¢ utilizado no tratamento de
malformagdes da cartilagem, tendo a grande maioria dos ensaios clinicos sido realizados
em lesdes localizadas no joelho (Fig.15) (Chiu et al., 2011). A aprovagao pela FDA
possibilitou o seu uso com sucesso em mais de trés mil e seiscentos pacientes
(Weidenbecher et al., 2007). E constituido por HYAFF 111, um éster benzilico do HA
na sua configuracdo 3D, que ¢ mais estavel que o seu precursor (Tognana et al., 2007),
sobre o qual sdo cultivados condrocitos autdlogos, obtidos de uma zona ndo lesada do

joelho (Cascio e Sharma, 2008, Chiu et al., 2011, Domayer et al., 2007, Vinatier et al.,
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2009b). Apods a colheita por bidpsia, as células sdo colocadas em cultura in vitro,
durante trés semanas e somente posteriormente semeadas no scaffold, cuja cultura se
prolonga por quatorze dias (Cascio e Sharma, 2008, Chiu et al., 2011, Tognana et al.,
2007). A implantag¢do no local da lesdo ¢ efectuada por mino-artrotomia ou artroscopia
(Chiu et al., 2011). Em 1999 foi realizado o primeiro ensaio clinico nivel III, através do
seguimento de cento e quarenta e um pacientes durante trés anos (Cascio e Sharma,
2008, Chiu et al., 2011,). Verificou-se uma melhoria da funcionalidade e da qualidade
de vida para 95,7% dos pacientes, nomeadamente alivio sintoméatico (Cascio e Sharma,
2008, Chiu et al., 2011, Tognana et al., 2007) Porém, registaram-se algumas
complicagdes cirurgicas em alguns pacientes, que rapidamente foram solucionadas e em
lesdes mais graves, a aplicagao do enxerto demonstrou ser uma opg¢do de tratamento
inadequada (Chiu et al., 2011). Domayer et al. (2007) avaliaram a eficacia do
Hyalograft® C em cinquenta e trés pacientes com lesdes no joelho (Domayer et al.,
2007). Apos cinco anos de seguimento dos pacientes, observou-se a formacao de tecido
de reparagdo in situ e uma integracdo completa na cartilagem nativa em todos os casos
(Domayer et al., 2007). Em 2007, testou-se a viabilidade da utilizagio do Hyalograft® C
na regeneragdo laringotraqueal de lesdes em coelhos, tendo no entanto os resultados

relato uma rejei¢ao do enxerto (Weidenbecher et al., 2007).

Figura 15 Implantagdo do Hyalograft® C (adaptado de (Iwasa et al., 2009))
Um dos principais componentes da cartilagem, o sulfato de condroitina, apds
fotopolimerizacao adquire caracteristicas de viscosidade similares ao hidrogel, podendo
ser utilizada como scaffold (Chung e Burdick, 2008). A sua degradagdo ocorre in vivo

por acc¢do da condroitinase ABC, o que o torna um biomaterial biodegradavel (Chung e
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Burdick, 2008). A co-polimerizacio do PEG aumenta o tamanho do poro e a

possibilidade de veicular células encapsuladas (Chung e Burdick, 2008).

O plasma enriquecido por plaquetas ¢ um biomaterial injectavel com um baixo risco de
reac¢cdo imunoldgica uma vez que ¢ obtido do plasma sanguineo humano (Haleem e
Chu, 2010, Wu et al., 2009). Possui factores de crescimento autdlogos, cuja libertagao
ocorre de forma sustentada (Haleem e Chu, 2010) que estimulam condrogénese (Wu et
al., 2009). Quando em contacto com a trombina, coagula e forma um hidrogel, obtendo-
se um suporte tridimensional para crescimento celular (Wu et al., 2009). A implantagao
realiza-se através de artroscopia, sendo por isso um procedimento micro-invasivo e
simples (Wu et al.,, 2009). Porém, estruturalmente ainda tem algumas limitacdes
(Haleem e Chu, 2010). Estudos realizados em coelhos que padeciam de defeitos

osteocondrais apresentaram uma melhoria na cicatriza¢ao (Kodali e Parker, 2010).

Implantes constituidos por uma monocamada de células de cartilagem ou uma camada
sinovial dispostas sobre uma base de trabecular metal, um biomaterial poroso, que ¢é
similar em estrutura e funcionalmente ao osso trabecular, tém também sido utilizados
em diversos estudos clinicos (Mauck e Burdick, 2011). Porém, alguns estudos
demonstram limitagdes na estabilidade dimensional da camada de células (Mauck e

Burdick, 2011).

Os scaffolds sintéticos tém também sido op¢ao na regeneragdo da cartilagem (Haleem e
Chu, 2010). Plug Truefit® (OsteoBiologics, Smith e Nephew, Andover, MA) é um
polimero constituido pela combinagao do acido glicolico, um poli bifasico (D,L &cido
lactico) e sulfato de calcio (Haleem e Chu, 2010). A sua reabsor¢do pelo organismo ¢
acompanhada de remodelacdao e substitui¢do pelos tecidos moles e 6sseo (Haleem e
Chu, 2010). Chondromimetic®, de natureza porosa, constituido por fosfato de calcio,
colagénio e glucosaminoglicanos, o hidrogel de alcool polivinilico e os cilindros de
poliuretano bifasico sdo scaffolds sintéticos que também tém sido utilizados na

regeneracdo da cartilagem (Haleem e Chu, 2010).

Scaffolds de PLGA e PLA, sobre os quais foram cultivadas células do nucleo pulposo e
do anel fibroso do disco intervertebral foram ja testados em modelos animal, tendo os

resultados clinicos expressado a sua viabilidade como opg¢ao terapéutica (Melrose et al.,
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2008). Num outro estudo clinico envolvendo coelhos, utilizou-se um scaffold de PGA,
cujas moléculas foram reticuladas com PLGA, e sobre o qual foram semeadas células
autdlogas isoladas do menisco, expandidas in vitro (Melrose et al., 2008). Ao longo das
trinta e seis semanas apos a implantagao foi evidente a formagao do menisco, podendo-
se observar apos dez semanas a formacao de fibrocartilagem e colagénio tipo I e Il e
proteoglicanos, similares ao conteido da nativa (Melrose et al., 2008). Porém, alguns
dos materiais referidos t€ém desvantagens, nomeadamente défice de porosidade o que
dificulta a integragdo dos tecidos e o seu alongamento, ¢ podem originar subprodutos
toxicos, devido a alteracdes de pH, provocando inflamacao e morte celular (Haleem e

Chu, 2010).

Desenvolvido pela BioTissue Tecnologies, Germany, o Bio-Seed®-C é um scaffold de
polimeros bioreabsorviveis (PGA, PLA e polidioxanona), no qual os condrécitos
autologos sao incorporados em gel de fibrina, que assegura a sua imobiliza¢do e
proteccdo (Fig.16) (Iwasa et al., 2009, Kreuz et al., 2011, Ossendorf et al., 2007,
Vinatier et al., 2009b). Apesar de a sua implantagdo requerer um procedimento
cirtirgico de incisdo com riscos associados, ocorreu formacdo de cartilagem hialina
(Vinatier et al., 2009b). Ossendorf et al., (2007) realizou um estudo prospectivo no qual
avaliou o BioSeed®-C como opg¢io de tratamento eficaz para lesdes de cartilagem pos —
traumatica e/ou degenerativa (Ossendorf et al., 2007). Nos dois anos que se seguiram a
implantacao foi efectuado o seguimento clinico dos quarenta pacientes, tendo havido
uma boa integracao do enxerto e formacao do tecido de reparacao (Ossendorf et al.,
2007). Os pacientes relataram uma melhoria da qualidade de vida, assim como uma
reducdo significativa da dor associada a lesdo (Ossendorf et al., 2007). Num outro
estudo prospectivo, concluiu-se que o BioSeed®-C representa uma opgdo vélida no
tratamento de lesdes degenerativas do joelho, quando comparado com o ACI (Erggelet
et al.,, 2010). Durante quatro anos foi analisada a evolucdo clinica da implantacdo do
BioSeed”®-C em cinquenta e dois pacientes com lesdo de cartilagem de espessura total
no joelho (Kreuz et al., 2011). Foi considerada uma opg¢do terapéutica promissora
(Kreuz et al., 2011). Os autores realcaram a importancia da reabilitagdo da forca

muscular para uma recuperacao plena (Kreuz et al., 2011).
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Figura 16 Bio-Seed®-C (a) Aspecto macroscopico (b) Implantagdo do enxerto
(adaptado de (Erggelet et al., 2010))

Os produtos NeoCart®, VeriCart® e CAIS®, estes ultimos ainda em desenvolvimento
constituem a terceira geracao da técnica ACI, que difere das primeiras por utilizar um

scaffold tridimensional (Harris et al., 2011).

O NeoCart®, desenvolvido pela Histogenics Corporation, ¢ uma matriz tridimensional
de colagénio tipo I bovino, na qual sdo semeados condrocitos autdlogos (Cascio e
Sharma, 2008, Crawford et al., 2009, Haleem e Chu, 2010, Harris et al., 2011), com um
procedimento prévio de expansdo de células ex vivo (Kodali e Parker, 2010). Num
bioreactor hidrostatico sdo submetidas a elevadas pressdes, durante um periodo minimo
de sete dias (Kodali e Parker, 2010), a fim de simular a compressao natural presente na
cartilagem quando ha sustentacao de peso (Cascio e Sharma, 2008, Haleem e Chu,
2010). Possui propriedades bioadesivas, devido a presenca do colagénio / PEG, que
garantem a fixagdo do implante, protegem a matriz na lesdo da cartilagem e eliminam a
necessidade de sutura (Cascio e Sharma, 2008, Haleem e Chu, 2010). Ensaios pré —
clinicos realizados, com o objectivo de avaliar a eficicia da Neocart® na resolucio da
lesdo na cartilagem, inclusive numa lesdo de espessura total do fémur de suinos,
demonstraram a ocorréncia de regeneracdao (Crawford et al., 2009). Num outro estudo
clinico, no periodo compreendido entre doze a vinte e quatro meses apds o inicio do
tratamento ocorreu uma reducgao significativa da dor, acompanhada de uma melhoria na
funcdo e movimento (Crawford et al., 2009). A andlise por ressonancia magnética
indicou que o implante se encontrava integrado na estrutura nativa, observando-se um
crescimento progressivo e organizado da cartilagem (Crawford et al., 2009). Os
resultados referentes a fase I dos ensaios clinicos mostram que em 87,5% dos

individuos submetidos a este procedimento apresentam um bom preenchimento celular
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apos doze meses, face a apenas 50% cuja opcao terapéutico foi a microfractura (Cascio
e Sharma, 2008). Os ensaios clinicos prosseguiram para a fase Il (Cascio e Sharma,

2008).

O primeiro transplante de traqueia, desenvolvida com recurso as estratégias da
engenharia de tecidos, foi efectuado em 2008 num paciente com um quadro clinico de
infiltracdo tuberculosa na traqueia (Chiu et al., 2011, Macchiarini et al., 2008,
Nakamura et al., 2011). O modelo era constituido por uma traqueia descelularizada,
como scaffold, sobre o qual foi disposta a cultura de células autdlogas epiteliais e as
células mesenquimais (Fig.17) (Chiu et al., 2011, Macchiarini et al., 2008, Nakamura et
al., 2011). O processo de diferenciagdo ocorreu num bioreactor durante 96 horas (Chiu
et al., 2011, Macchiarini et al., 2008). Os resultados clinicos evidenciam a viabilidade
do processo como op¢ao terapéutica, na medida em que ndo correu rejeicao e observou-
se revascularizacdao e o surgimento da mucosa (Macchiarini et al., 2008, Nakamura et

al., 2011).

Figura 17 Enxerto final de traqueia imediatamenteantes da implantagdo cirtirgica
(adaptado de (Macchiarini et al., 2008))
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VII. Conclusao

A engenharia de tecidos constitui uma abordagem promissora que permite regenerar,
reparar ou substituir tecidos e orgdos irreversivelmente lesados, quer na sua estrutura,
quer na sua funcionalidade. A investigagdo nesta area tem suscitado grande interesse na
comunidade cientifica pela possibilidade de desenvolvimento de terapéuticas inovadoras

e adequadas ao utente.

A metodologia em engenharia de tecidos inclui o desenvolvimento de scaffolds, a partir
de biomateriais, que combinados com linhas celulares, formam um tecido funcional. A
integragdo dos principios dos novos sistemas terap€uticos permite a formagdao de
sistemas multifuncionais de direccionamento de moléculas bioactivas, factores de

crescimento e de sinalizagdo, favoraveis ao processo de regeneracao.

Os progressos alcancados na biologia celular, na ciéncia dos materiais e em engenharia
tém propiciado e estimulado os avancos na engenharia de tecidos. A formagdo de
equipas muldisciplinares possibilita a partilha de novos conhecimentos e a busca de
solugdes técnicas apropriadas que possam contribuir para o sucesso do produto em

desenvolvimento.

Apesar do numero de aplicagdes clinicas bem-sucedidas ser limitado, alguns estudos
actuais mostram resultados clinicos com inequivocos beneficios para os pacientes,
quando os produtos desenvolvidos sdo uma opg¢ao terapéutica. Actualmente, do
conjunto de produtos disponiveis como opg¢des terapéuticos na pratica clinica,

destacam-se os destinados a regeneragdo da pele, vasos sanguineos e traqueia.

E necessario que a investigagdo prossiga para ultrapassar as actuais limitagdes e os
novos desafios que vao surgindo. Os fortes investimentos na ciéncia devem ser
estimulados, devendo ser enaltecida a importancia dos avangos actuais em beneficio da
medicina do futuro. Para além disso, ¢ urgente o desenvolvimento de estratégias que
promovam a colaboracdao entre a investigacdo cientifica, o mercado empresarial ¢ a

pratica clinica, de forma a agilizar o desenvolvimento do produto.

Sendo uma 4rea ainda em grande expansdo, a engenharia de tecidos possui outras
aplicacdes igualmente promissoras, nomeadamente na compreensdo do mecanismo de
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iniimeras patologias, que possibilita o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos

ou na realizacdo de ensaios clinicos de medicamentos.
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