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Resumo

A Engenharia de Tecidos € o ramo da Engenharia que se preocupa no
desenvolvimento de metodologias e estratégias para a reparacdo, regeneracdo e

substituicdo de tecidos e 6rgéos lesados.

A regeneracdo do tecido nervoso € um fendmeno biologico complexo. Pois, 0
Sistema Nervoso Periférico regenera-se sensivelmente no seu ambiente promissor,
enquanto que o Sistema Nervoso Central, mais concretamente na medula espinal ndo se

regenera sensivelmente no seu ambiente nativo.

Este trabalho consiste numa pesquisa bibliogréfica da Engenharia de Tecidos
aplicada ao tecido nervoso, incluindo assim, as metodologias alcangadas até ao momento
na regeneracao deste tecido. No entanto, a aplicabilidade clinica ainda ndo € significativa,

de maneira, que a investigacao a este nivel continua a ser bastante promissora.
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Abstract

The Tissue Engineering is the branch of engineering that is concerned in the
development of methodologies and strategies for the repair, regeneration and replacement

of damaged tissues and organs.

The nerve tissue regeneration is a complex biological phenomenon. The
Peripheral Nervous System regenerates substantially in its promising environment, while
the Central Nervous System, in particular in the spinal cord, does not regenerate

substantially in its native environment.

This work consists of a literature research of tissue engineering applied to the
nerve tissue, including the methodologies achieved so far in the regeneration of this tissue.
However, the clinical applicability is still not significant, so that research on this level is

still very promising.
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Capitulo I — Introducéo

Durante séculos, devido aos poucos recursos terapéuticos disponiveis, as lesdes
teciduais no ser humano eram resolvidas com a remocao da por¢éo lesada, trazendo varias
limitacGes ao paciente, incluindo um significativo decréscimo na qualidade de vida
(Santos, A. e Wada, M., 2007).

Com o aumento da esperanca média de vida humana, a descoberta por
metodologias para a substituicdo de tecidos lesados tornou-se uma necessidade (Santos,
A. e Wada, M., 2007). O ramo da Engenharia de Tecidos tem crescido exponencialmente
ao longo das ultimas décadas, devido a grande vontade e emocdo de desenvolver, e

substituir tecidos do corpo funcionais (Chaulfaun, C. et al., 2006).

O tratamento de tecidos e 6rgdos doentes € um problema de satde continuo que
pode ser resolvido com tecidos artificiais. Sendo a Engenharia de Tecidos uma grande
promessa para o desenvolvimento de métodos para criar modelos com a organizagao
estrutural de tecidos nativos, pode assim ser Util para a medicina regenerativa e também
para a pesquisa no ramo farmacéutico (Tekin, H. et al., 2011). A Engenharia de Tecidos

tornou-se assim o grande objetivo para a pratica da medicina regenerativa.

Na atualidade, técnicas modernas de transplante de tecidos e 6rgdos de um
individuo para outro tém sido revolucionarias. De certo modo, a transplantacao pode ser
vista como a mais extrema forma de cirurgia reconstrutiva, transferindo tecido de um

individuo para outro (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

A regeneracdo do tecido nervoso tem sido alvo de investigacdo por varios
cientistas, uma vez que a lesdo deste afeta a qualidade de vida da populacéo gque enfrenta
este tipo de lesdes. Sendo uma das mais devastadoras lesdes que podem afetar o ser
humano, estas apresentam limitada ou nenhuma recuperacéo neurologica. Deste modo,
as estratégias de bioengenharia para o Sistema Nervoso Periférico estdo focadas em
alternativas para o enxerto do nervo, e para a lesdo da espinal medula estdo focadas na
criagdo de um ambiente permissivo para a sua regeneracdo (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003). Assim, o interesse na regeneracao do nervo periférico tornou-se o foco principal
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de pesquisa, e uma grande area de crescimento no campo da engenharia de tecidos
(Chaulfaun, C., et al, 2006).

Recentes avangcos em regeneracdo nervosa envolveram a aplicagédo de principios
de Engenharia de Tecidos, evoluindo assim uma nova perspetiva na terapia neural
(Subramanian, A. et al., 2009).

Resumidamente, a Engenharia de Tecidos consiste num campo multidisciplinar,
baseada em conhecimentos nas areas das ciéncias e engenharias de materiais, biologica e
médica, com o objetivo de desenvolver substitutos de érgdos e tecidos que visem a sua
regeneracdo (Carvalho, A. et al., 2010). Ou seja, baseia-se no uso de suportes biol6gicos
ou sintéticos, mais conhecidos como scaffolds, que séo cultivados com células vivas, para
entdo serem reinseridos no paciente de forma a regenerar a forma ou a funcdo de um

tecido ou um érgdo danificado (Barbanti, S. et al., 2005).

Assim, podemos constatar que a Engenharia de Tecidos depende de trés condi¢bes
importantes: fonte celular, scaffolds e fatores de inducdo para o crescimento celular. Nas
estratégias mais atuais e com mais sucesso para o tratamento da perda de tecidos, residem
a utilizacdo de enxertos autdgenos, alogenos e materiais sintéticos (Cardoso, G. e Arruda,
A., 2009).

11
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Capitulo Il — A Engenharia de Tecidos

1. Conceito da Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos é um campo multidisciplinar focada no desenvolvimento
e aplicacdo dos conhecimentos em quimica, fisica, engenharia, ciéncias da vida e clinica
para a solucéo de problemas médicos criticos, como perda de tecidos e faléncia de 6rgaos
(Armentano, I. et al., 2010).

Durante séculos a remocéo do tecido lesado era a pratica comum na resolucéo de
lesGes teciduais, trazendo bastantes consequéncias e limitacGes aos pacientes, entre as
quais um decréscimo na qualidade de vida do paciente. Assim, a Engenharia de Tecidos
no que toca a substituicdo e/ou regeneracdo de tecidos ou 6rgaos danificados tornou-se o
grande objetivo (Santos, A. e Wada, M., 2007).

As correntes modalidades terapéuticas para tratar a perda de tecidos ou 6rgéos
incluem dispositivos artificiais ou mecanicos, tecidos processados biologicamente,
transplantagdo de oOrgdos de um individuo para outro, reconstrucdo cirdrgica e

transferéncia de tecido aut6logo para o local da lesdo (Saxena, A., 2005).

Na Engenharia de Tecidos, dois procedimentos suprimem a falta de tecidos e
6rgdos danificados, que sdo elas a transplantacdo e a implantacdo. Nos transplantes, é
necessaria a utilizacdo de farmacos imunossupressores e antimicrobianos, para evitar de
haver rejeicdo nem infecdo, respetivamente. No caso dos implantes, estes sdo criados para
atuarem na interface com os tecidos recetores no organismo, interagindo com eles, sem

apresentarem os problemas associados a um transplante (Santos, A. e Wada, M., 2007).

A Engenharia de Tecidos envolve a compreensao fundamental da relacéo estrutura
- funcdo em tecidos normais e patoldgicos, para o0 desenvolvimento de substitutos
bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar a funcédo dos tecidos (Armentano, I. et al.,
2010).

12
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E uma técnica que consiste na regeneracdo de 6rgdos e tecidos vivos, em que é
retirado tecido do préprio paciente para este ser cultivado sobre suportes biol6gicos ou
sintéticos (Barbanti, S. et al., 2005).

A Engenharia de Tecidos tem trés abordagens gerais (Figura 1): (1) a utilizacéo
de células isoladas ou substitutos de células para substituir a funcdo perdida, (2) a
utilizacdo de materiais que sdo capazes de induzir a regeneracdo de tecidos, e (3) a
utilizacdo de suportes feitos de uma combinacdo entre as células e materiais
(Khademhosseini, A. et al, 2006).

n

m

.E = “_.gx‘l- |-h. ﬂ u
© ) i‘?{--fa. ’{ a_»‘ﬁ‘ L { D
c \q\: (ol :h:"#.-u__:-;-'-:"

=

[+

(18

Cells biomaterial / scaffold Scaffold + cells

Engineered
tissues

Tissue Substitute

Figura 1 - Abordagens da Engenharia de Tecidos. Adaptado de Khademhosseini, A.
et al., 2006.

A aplicacdo de células vivas para substituir ou regenerar um tecido ou 6rgéo, pode
ser feita in vivo, ou in vitro e em seguida ser implantado no paciente. Para induzir a
regeneracao no interior de um biomaterial, este é sintetizado in vitro e, em seguida, sdo
testados varios parametros, tais como toxicidade e patogenicidade antes dos ensaios in
vivo. Em dispositivos de combinacdo de suporte com as células vivas, estas sdo
incorporadas no interior do suporte, que contém matriz extracelular, para estas crescerem,

proliferarem e se diferenciarem (Khademhosseini, A. et al., 2006).
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Apdbs implantagdo no paciente, as células vivas migram para o suporte ou ja
estdo associadas a ele, comecgando a regenerar ou a formar o tecido que se pretende,

através de sinais bioldgicos (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

2. Técnica

A intengdo priméria de todas as abordagens em engenharia de tecidos é a
restauracdo funcional ou estrutural do tecido através da entrega de elementos vivos que

se integram no paciente (Saxena, A., 2005).

A estratégia de transplante celular reflete a natureza multidisciplinar da
Engenharia de Tecidos, uma vez que requer varios especialistas em diferentes ramos das
ciéncias e da engenharia. Ou seja, é necessario um especialista na colheita de tecido onde
contenha as células de interesse, e de seguida, um especialista em histologia para
multiplicar as células em laborat6rio mantendo as suas fung¢fes. No que toca ao ramo da
engenharia, esta é importante na producdo do tecido que se pretende, em biorreatores e
materiais de suporte das células. Por tltimo, um especialista na transplantacdo do tecido

para o paciente (Cardoso, G. e Arruda, A., 2009).

A técnica de Engenharia de Tecidos consiste na escolha das células e de um
suporte apropriado, de material biodegradavel, para ser reabsorvido, degradado e
eliminado; e poroso, para favorecer o crescimento celular e formagéo de tecido. Este,
também deve ser tridimensional para proporcionar um ambiente biologicamente relevante
para as células durante a cultura das mesmas e o implante. Quando as células sdo
cultivadas no suporte, este tem que conter matriz extracelular para o fornecimento de
fatores de crescimento, oxigénio, entre outros fatores importantes para o crescimento e
maturacdo do tecido. De seguida, o tecido é implantado no paciente com o objetivo de

promover a regeneracao do tecido/6rgéo lesado (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

Segundo Barbanti, S. et al., 2005, “a preparagao dos produtos da engenharia de
tecidos seguem as seguintes etapas:
0] Selecéo e processamento do suporte
(1) Inoculagdo da populagéo celular sobre o suporte

(1) Crescimento do tecido prematuro
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(IV)  Crescimento do tecido maturado em sistema fisiologico (biorreator)
(V)  Reimplante cirdrgico

(VI)  Assimilagao do produto.”

As células a usar na técnica de regeneracdo de tecidos ou 6rgdos podem ser
autologas (do proprio paciente), alogénicas (de outro ser humano), ou xenogénicas (de
origem animal) (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

Tecidos alogénicos ou xenogénicos tém a vantagem de que a sua utilizacdo e
abastecimento pode ser grande, uma vez que ndo necessita da colheita a partir do proprio
paciente. No entanto, o uso destas duas origens de tecidos, para além de correrem o risco
de serem rejeitados, possuem também algum risco de transmissdo de doencas, devendo

ser usados em conjunto com imunossupressores (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

De origem autdloga e alogénica, a colheita das células é feita através de uma
biopsia ao paciente e ao dador, respetivamente, ou ainda através das células estaminais

do corddo umbilical guardadas por criopreservacdo (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

A origem/escolha das células implica fatores como a imunidade; a realizacdo da
bidpsia, sendo este um método invasivo; a utilizacdo de células estaminais e 0s custos

socioecondmicos que envolvem os procedimentos (Vacanti J. e Vacanti, C., 2007).

A capacidade de diferenciacdo das células também é um ponto importante no que
toca a regeneracdo de tecidos, uma vez que existem diferentes tipos de tecidos. Assim, o
uso de células estaminais € preferivel, uma vez que estas tém a capacidade de desenvolver
diferentes tipos de linhagens celulares, ou seja, o tecido que se pretende regenerar
(Vacanti J. e Vacanti, C., 2007).

Para obter o sucesso do crescimento e reparacao de tecidos in vivo, é importante
conhecer as propriedades mecanicas do suporte, assim como, analisar o comportamento
das células em contacto com os biomateriais utilizados na fabricacdo do suporte. Pois,
com esta avaliacdo in vitro, permite-nos otimizar o tipo de material utilizado para
determinado tecido/6rgdo que se pretende criar/regenerar (Khademhosseini, A. et al.,

2006). Pois, a adequacéo do design do suporte e a composicao da matriz extracelular e do
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suporte, sdo fatores importantes que tém que ser avaliados in vitro, de forma a que haja
compatibilidade entre as células e o suporte na criagdo do novo tecido que se pretende
(Vacanti J. e Vacanti, C., 2007).

3. Células Estaminais

As células tronco ou células estaminais, sdo células indiferenciadas capazes de se
autorregenerar originando novas células tronco, e de originar também células
diferenciadas funcionais sob certas condigdes fisioldgicas e experimentais. Ou seja, estas
tém a capacidade de gerar todas as células de um organismo adulto (Yarak, S. e Okamoto,
0., 2010; Carvalho, A. et al., 2010).

Estas células podem ser obtidas de um embrido ou de um organismo adulto, tendo
também a capacidade de permitirem a sua manipulacao laboratorial sem que ocorra perda

de capacidades funcionais (Teixeira, M. e Oliveira, C., 2011).

As células estaminais podem-se classificar em varias categorias: totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. As totipotentes encontram-se Unica e exclusivamente no
zigoto e na morula, podendo originar todos os tecidos e 6rgaos de um organismo. A partir
deste estadio, encontram-se células estaminais embrionarias no blastocisto, em que estas
sdo apenas pluripotentes. E, a medida que se vao formando os varios tecidos e érgdos,
estas células tornam-se multipotentes, ou seja, células estaminais ndo embrionéarias (Watt,
F. e Driskell, R., 2010).

Pode-se entdo dizer que estas células dividem-se em dois grandes grupos, sendo
eles células tronco embrionarias e células tronco adultas ou sométicas. Sendo as primeiras
pluripotentes, estas podem-se proliferar indefinidamente in vitro sem se diferenciar, ou
diferenciarem-se se as condicBes de cultivo assim o permitirem. No entanto, estas
apresentam uma grande desvantagem em relacédo as células tronco ndo embrionérias, uma
vez que a defini¢ao de “Vida” € um conceito que varia para diversos autores, levantando

assim varias questoes éticas (Carvalho, A. et al., 2010).

Ap0s a descoberta e manipulacéo das células tronco embrionarias e somaticas, as

perspetivas cientificas e tecnoldgicas revolucionaram a Engenharia de Tecidos
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fortalecendo o seu potencial de aplicagdo no campo da medicina regenerativa (Yarak, S.
e Okamoto, O., 2010; Carvalho, A. et al., 2010). O transplante destas células tem assim
como objetivo a criacdo de um microambiente favordvel para a regeneragdo tecidual
(Sebben, A. et al., 2011).

3.1. Células estaminais embriondrias

As células estaminais embrionarias, como ja foi referido, sendo estas derivadas a
partir do blastocisto, possuem duas importantes propriedades, sendo elas a pluripoténcia
e a capacidade de autorregeneracdo. Esta capacidade de se diferenciarem em células das
trés linhagens germinativas (ectoderme, mesoderme e endoderme), tornam uma fonte
atraente para uma variedade de aplicacdes, entre as quais no ramo da Engenharia de
Tecidos (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

Estas tém a grande vantagem de se diferenciarem em todos os tipos de células
somaticas uma vez que sdo indiferenciadas, logo, podem formar qualquer tipo de célula
que exista no organismo. Assim, as células embrionarias necessitam de ser cultivadas
num meio controlado com fatores de crescimento, para que estas se diferenciem
corretamente, formando as células pretendidas de determinado tecido (Vacanti, J. e
Vacanti, C., 2007).

No entanto, apesar da preferéncia do uso de células estaminais embrionérias
devido a sua pluripoténcia em relacéo as celulas estaminais somaticas, estas apresentam
algumas limitacdes, como questdes éticas como ja foi referido; divisdo celular
descontrolada, podendo desencadear células carcinogénicas; e 0 seu uso em aplicacdes
clinicas devido a falta de conhecimento na capacidade de diferenciacdo (Vacanti, J. e
Vacanti, C., 2007; Carvalho, A. et al., 2010).

3.2.Células estaminais ndo-embriondrias

Estas células podem ser encontradas em diversas partes do corpo, tais como:
fluido amnidtico, corddo umbilical, sistema nervoso central, retina e pele, entre outros
(Cardoso, G. e Arruda, A., 2009).
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Sendo também designadas por células tronco adultas ou somaticas, estas
caraterizam-se por serem multipotentes, ou seja, sdo capazes de promover diferenciacéo,
transformacéo e regeneracdo de apenas alguns tipos de células definitivas, constituindo
assim uma fonte de células atraente na Engenharia de Tecidos. Estas células podem ser
isoladas de tecidos do proprio paciente, eliminando problemas de rejeicdo em caso de
transplantes (Carvalho, A. et al., 2010; Teixeira, M. e Oliveira, C., 2011).

Apesar destas células possuirem uma diferenciacdo in vitro muito mais limitada
que as células embrionarias, devido a sua multipoténcia, elas podem ser reprogramadas

in vitro para a producéo de um tecido em particular (Teixeira, M. e Oliveira, C., 2011).

O uso de células tronco somaticas € uma das areas mais prometedoras na
Engenharia de Tecidos, uma vez que ndo envolve questdes éticas. Ha assim um interesse
crescente na utilizacdo destas células em estudos sobre o desenvolvimento de neoplasias,
doencas degenerativas e ainda aplicacGes terapéuticas na area da cirurgia reconstrutiva
(Yarak, S. e Okamoto, O., 2010).

No entanto, os investigadores tém concluido com os diferentes estudos, que
existem alguns contras relativamente ao uso das células estaminais somaticas em relagéo
as células estaminais embrionarias, uma vez que estdo disponiveis em reduzido nimero
nos tecidos adultos, existe dificuldade de se identificarem e isolarem, facilmente originam
tumores devido ao acumular de mutacdes que podem ocorrer (Teixeira, M. e Oliveira, C.,
2011).

4. Suporte
O primeiro passo para a reconstrucdo de um 6rgao ou tecido passa pela selecdo de
um suporte para as células. Assim, a necessidade de criacdo de um suporte apropriado
para a reconstru¢do de um drgao ou tecido, tem em consideracao o local da leséo, o tipo

de lesdo, como da sua extenséo (Barbanti, S. et al., 2005).

A selecdo de biomateriais constitui um ponto-chave para o sucesso da pratica da

engenharia de tecidos (Armentano, 1., et al., 2010).
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Muitos requisitos devem ser cumpridos na projecdo de suportes, incluindo a
biocompatibilidade e a criacdo de um ambiente que permita a infiltracdo de células e
restauracdo das conexdes neuronais no local da lesdo. Os suportes devem também
fornecer apropriadas extremidades para promover a regeneracdo do nervo de uma forma
controlada e localizada. Seguindo estas orientacfes, tecidos artificiais podem ser
produzidos para promover a regeneragao ao tornarem-se totalmente integrados no tecido
saudavel existente (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2007).

A organizacdo do um tecido é altamente dependente das propriedades do suporte,
tais como a degradacdo do material e a integridade mecanica. Estas propriedades devem
ser tomadas em devida consideragdo pois influenciam diversas respostas celulares, tais

como a aderéncia e a diferenciacdo (Dawson, E. et al., 2007).

Os suportes devem ser materiais compativeis com 0s sistemas vivos ou com as
celulas vivas, tanto in vitro como in vivo. Os materiais utilizados para a criagdo de um
suporte podem ser naturais ou sintéticos, permanentes ou biodegradaveis. Dado que a taxa
de degradacdo de um suporte ser de extrema importancia na regeneragao, € necessario um
estudo a este nivel antes de se utilizar o material pretendido. Pois, as células para
regenerarem os tecidos, necessitam de migrar, logo € necessario um determinado tempo
para favorecer a regeneracdo, sem que haja degradacdo do suporte antes do tempo,

garantido o correto e eficaz crescimento do tecido (Vacanti, J. e Vacanti, C., 2007).

Os materiais permanentes tém o objetivo de substituir um tecido lesado por tempo
indefinido, enquanto que os temporarios/biodegradaveis tém o objetivo de preencher
numa escala de tempo apropriada a regido lesada até que a recomposicao tecidual ou o

processo regenerativo se concretize (Santos, A. e Wada, M., 2007).

Com o avanco em estudos no ramo da Engenharia de Tecidos, a criacdo de
suportes sintéticos, para substituir os biolégicos tem vindo a assumir uma elevada
presenca e desenvolvimento. Assim, para esse efeito a criacdo de suportes sintéticos
requer propriedades como biocompatibilidade, porosidade, biodegradabilidade e ainda,
uma superficie condutora (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
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A tridimensionalidade também tem uma certa relevancia no fabrico de suportes,
uma vez que tanto os 6rgdos como os tecidos sdo estruturas tridimensionais, logo o uso
de suportes tridimensionais sdo 0s mais adequados para o desenvolvimento de tecidos
artificiais e entrega de células para aplicacéo in vivo (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S.,
2008).

Atualmente, os polimeros sdo criados para interagir com os tecidos, originando
respostas fisiolégicas como crescimento e/ou diferenciacdo celular no local de
implantacdo (Santos, A. e Wada, M., 2007).

De um modo geral, os suportes tém grande relevancia no que toca a
regeneragdo/substituicao de tecidos/drgaos, pois sdo eles que “suportam” o crescimento
de um novo tecido. Para tal, a comunicacdo intercelular, disponibilidade de nutrientes,
fatores de crescimento e a presenca de substancias ativas, séo alguns aspetos relevantes
para que se concretize o crescimento ou regeneracdo de um tecido (Willerth, S. e
Sakiyama-Elbert, S., 2008).

4.1. Suportes naturais

As proteinas e os polissacarideos, ambos constituintes da matriz extracelular,
desempenham papéis importantes, tanto em proporcionar a estrutura dos tecidos, como
na manutencdo da estrutura da matriz extracelular, respetivamente (Willerth, S. e
Sakiyama-Elbert, S., 2008).

A utilizacdo de materiais naturais, tais como a utilizacdo de componentes da
matriz extracelular (por exemplo: proteinas e polissacarideos como o colagénio,
fibrinogénio, laminina, &cido hialurénico, agarose, alginato, entre outros) proporcionam
um grande ponto de partida para o desenvolvimento de suportes, uma vez que
naturalmente estes materiais desempenham muitas funcées in vivo. Estes materiais sao
bastante atraentes no ramo da Engenharia de Tecidos, uma vez que tém a grande
vantagem de ser obtidos a partir da natureza, sendo assim biocompativeis e tendo
propriedades mecanicas semelhantes ao tecido nativo (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S.,
2008).
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A matriz extracelular € de grande importancia na regeneracao de tecidos, uma vez
que contribui para a integridade mecanica, tanto na sinalizagdo como na fungéo
reguladora, na manutencao e no desenvolvimento dos tecidos (Vacanti, J. e Vacanti, C.,
2007).

No entanto, a utilizacdo de materiais naturais possuem algumas desvantagens que
sdo dificeis de ultrapassar, incluindo:
- A variabilidade do lote do material, dependendo da fonte de colheita;
- Necessidade de assegurar a pureza do material antes da implantacdo a fim de evitar uma
resposta imunitaria;
- Dificuldade em ajustar taxas de degradacdo e de esterilizacao;
- Controlo limitado sobre as propriedades fisicas e quimicas (Dawson, E. et al., 2007;
Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

Assim, para ultrapassar estas dificuldades que os materiais naturais apresentam, a
utilizacdo de materiais sintéticos para a construcdo de suportes é bastante atraente na

Engenharia de Tecidos.

4.2.Suportes sintéticos

Idealmente, um suporte sintético deve imitar as propriedades fisicas e quimicas
do tecido nativo, atuando como um molde e estimular o crescimento de células e tecidos.
Devem ser biocompativeis, reduzindo respostas do sistema imunitario, e biodegradaveis,
de forma a serem degradados sem originar produtos toxicos. Para além disto, estes devem
constituir uma rede porosa com um diametro suficientemente grande para facilitar a

migrag&o celular, troca de fluidos e crescimento interno de tecido (Jones, J., 2006).

Em relacdo aos materiais naturais, o uso de materiais sintéticos sdo uma
alternativa bastante promissora. Pois estes podem ser altamente reprodutiveis e
controlaveis (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

A biocompatibilidade é de extrema importancia para o comportamento das células
em contacto com o material utilizado de maneira a que estas possam aderir a sua

superficie (Oliveira, C. et al., 2010). Pois, para que ocorra uma boa interacdo entre o
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polimero e as células é necessario que se estabeleca adeséo celular ao substrato (Santos,
A. e Wada, M., 2007).

As carateristicas da superficie do material (substrato) devem ser similares as da
matriz extracelular para que a adesao celular ocorra e assim sendo, o suporte tenha uma
interacdo mais efetiva no local de implantagcdo, promovendo a regeneragdo do tecido
(Santos, A. e Wada, M., 2007; Oliveira, C. et al., 2010).

Assim, a producdo de polimeros centra-se nas carateristicas fisico-quimicas e
mecanicas o mais proximas possivel dos tecidos nos quais vao ser implantados (Santos,
A. e Wada, M., 2007). Pois, a criacdo de uma matriz polimérica é concebida para
satisfazer as necessidades nutricionais e bioldgicas das populacdes de células envolvidas

na formacéo do novo tecido (Saxena, A., 2005).

Os materiais sintéticos possuem inimeras vantagens em relacdo aos materiais
naturais, entre as quais a capacidade de moldar o material permitindo a producéo de um
suporte que esta em conformidade com as especificacBes do local da lesdo ou transplante.
Além disso, as suas propriedades mecanicas podem ser alteradas para imitar as dos
tecidos nativos e permitir o crescimento interno de tecido celular (Willerth, S. e
Sakiyama-Elbert, S., 2008).

A capacidade de adaptar a velocidade de degradacdo € uma grande vantagem em
relacdo aos materiais naturais, pois esta propriedade também pode afetar a taxa de
libertacdo de farmacos incorporados em tais suportes (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S.,
2008).

No entanto, estes materiais possuem algumas desvantagens em comparagdo com
0 uso de materiais naturais. Pois, muitos destes materiais ndo possuem locais de adesdo
celular, tendo que ser quimicamente modificados para tal. A biocompatibilidade muitas
vezes também estd comprometida, pois como se tratam de materiais sintéticos a ser
transplantados, estes podem provocar rejeicdo por parte do organismo in vivo (Willerth,
S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
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Atualmente, a alternativa viavel para o restabelecimento das funcbes de uma
estrutura bioldgica de um 6rgéo ou tecido, € repor um implante feito de um biomaterial.
Dos materiais utilizados como implantes, os polimeros apresentam um grande potencial,
uma vez que sao faceis de produzir, manusear e apresentam carateristicas mecanicas

semelhantes aos dos materiais bioldgicos (Barbanti, S. et al., 2005).

A utilizagdo de polimeros biorreabsorviveis, os poli(a-hidroxi acidos), como
suporte tem vindo a crescer no ramo da Engenharia de Tecidos. Segundo Vert et al, 0
termo biodegradavel define polimeros e dispositivos sélidos que sofrem dispersao in vivo,
ndo eliminando os produtos e subprodutos pelo organismo. Bioabsorvivel é o termo que
define a dissolucdo lenta dos polimeros nos fluidos corporeos, sem haver degradacdo. Um
polimero biorreabsorvivel é degradado in vivo, através da diminuicdo de tamanho, e 0s

seus produtos sao absorvidos pelo organismo (Barbanti, S. et al., 2005).
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Capitulo 111 — Sistema Nervoso

A fisiologia do sistema nervoso apresenta desafios Unicos para a bioengenharia
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

O sistema nervoso é uma estrutura complexa que se estende a todo o corpo. De
uma forma geral, a constituicdo do sistema nervoso consiste no encéfalo, espinal medula,

nervos e recetores sensoriais (Seeley, R. et al., 2003).

O sistema nervoso reflete aquilo que somos em termos de personalidade, ponto de
vista, intelecto, coordenacdo e muitas outras carateristicas que sdo Unicas a cada um de
nés, como seres humanos (Haines, D., 2006). Assim, é responsavel pelas percecGes
sensoriais, pelas atividades da mente, pela estimula¢do dos movimentos dos musculos e

pela estimulacdo da secrecdo de diversas glandulas (Seeley, R. et al., 2003).

Assim, a informacédo (estimulos internos e externos), é recebida pelos recetores
sensoriais e transmitida para o cérebro ou para a espinal medula e, posteriormente a
informacdo sensorial é processada e integrada, transmitindo as diversas zonas do corpo,

dando inicio e uma resposta apropriada (Haines, D., 2006).

1. Diviséo e fungbes

E dividido por duas grandes subdivisdes anatomicas: SNC (Sistema Nervoso
Central) e SNP (Sistema Nervoso Periférico). O SNC consiste no cérebro e espinal
medula, que devido as suas localiza¢des, no cranio e na coluna vertebral, respetivamente,
estas estruturas sdo as mais protegidas do corpo. O SNP, sendo externo ao SNC, consiste
em recetores sensoriais, nervos e ganglios. Este conecta com o cérebro e a espinal medula

(SNC) atraveés dos nervos, dando resposta as estruturas periféricas (Haines, D., 2006).
O SNP compreende duas subdivisoes, sendo elas a aferente ou sensorial e a

eferente ou motora. A sensorial transmite sinais elétricos que se designam por potenciais

de acdo, dos recetores sensoriais ao SNC, através de fatores ambientais internos ou
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externos. A divisdo motora transmite os potenciais de acdo do SNC aos orgaos efetores,

como os musculos esquelético, liso e cardiaco e, glandulas (Seeley, R. et al., 2003).

Por sua vez, a divisdo motora subdivide-se em sistema nervoso somatico ou
voluntério e sistema nervoso autbnomo (SNA) ou vegetativo. O sistema nervoso somatico
transmite os potenciais de agdo do SNC ao musculo esquelético, e 0 SNA transmite 0s
potenciais de acdo do SNC aos musculos liso e cardiaco, e as glandulas. O SNA por sua
vez, também se divide em sistema nervoso simpatico e sistema nervoso parassimpatico
(Haines, D., 2006). O sistema nervoso simpatico prepara 0 Corpo para a a¢ao, enguanto
que o parassimpatico regula o repouso, como digerir 0s alimentos ou esvaziar a urina da
bexiga (Seeley, R. et al., 2003).

Quanto ao SNC, como foi dito, € constituido pela medula espinhal e pelo cérebro,
ambos revestidos pela dura-méater. A medula espinhal é de extrema importancia, uma vez
que € o elo de comunicacéo entre o encéfalo e 0 SNP, integrando a informacéao que recebe
e produzindo respostas através de mecanismos reflexos. Esta esta localizada dentro do
canal vertebral e é continua com a medula oblonga do cérebro (Haines, D., 2006; Seeley,
R. et al., 2003).

A medula espinhal consiste de uma porcao cinzenta central em forma de borboleta
e de uma porcao branca periférica. A substancia branca consiste em axénios mielinizados,
formando feixes nervosos, células gliais, bem como oligodendrécitos e astrocitos e
células da microglia (células do sistema imunolégico). A substancia cinzenta consiste em
corpos celulares neuronais, dendritos e axonios. Os impulsos entram e saem da medula
espinhal através dos 31 pares de nervos espinais. Contém fibras sensoriais e neurénios
motores envolvidos na atividade reflexa e nas vias ascendentes (para o encéfalo) e
descendentes (do encéfalo) que ligam os centros espinhais com outras partes do SNC.
Estas vias encontram-se na substancia branca, sendo que as vias ascendentes transporta
potenciais de acédo relacionados com as sensacdes de sor e temperatura (informagéo
sensorial), e as vias descendentes transportam potenciais de ac¢do relacionados com a
sensibilidade tatil fina, influenciando a atividade dos neuronios na substancia cinzenta da
medula espinal. A substancia cinzenta organiza-se em cornos, sendo eles o posterior,

anterior e os laterais, em que os Gltimos estdo associados ao SNA. E nesta substancia que
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se encontra o canal central. Os nervos raquidianos provém dos cornos posterior e anterior
da espinhal medula (Haines, D., 2006; Seeley, R. et al., 2003).

O encefalo é o centro de controlo para muitas das funcbes corporais. Este €
constituido por unidades basicas, sendo elas o tronco cerebral, o cerebelo, o diencéfalo e

cérebro hemisférico (hemisférios direito e esquerdo) (Seeley, R. et al., 2003).

O tronco cerebral é o que conecta a medula espinhal com o restante encéfalo,
sendo responsavel por muitas das funcdes essenciais. LesGes no tronco cerebral levam
com frequéncia a morte, uma vez que os reflexos essenciais & sobrevivéncia séo
integradas nesta area. O cerebelo esta conectado com diversas regides do SNC, através
de trés grandes feixes nervosos, os pedunculos cerebelosos superior, médio e inferior.
Funcionalmente, o cerebelo é considerado parte do sistema motor. O diencéfalo é
constituido pelo talamo, subtalamo, epitdlamo e hipotdlamo, sendo no seu conjunto
responsavel pela informacéo sensorial. Os hemisférios ocupam a maior por¢do do
encéfalo. O Sistema limbico é constituido por partes do cérebro hemisférico e do
diencéfalo, sendo este sistema responsavel pela sobrevivéncia basica, como a memdria, a

reproducéo e a nutricdo (Haines, D., 2006; Seeley, R. et al., 2003).

2. Neuroglia

O Sistema Nervoso é composto por dois tipos de células, que sdo elas 0s heurdnios
e outras células designadas coletivamente por neuroglia. Sendo estas Gltimas mais
abundantes que os neurénios, sdo células de suporte estrutural aos neurénios mantendo
um microambiente apropriado, essencial para a funcdo neuronal. Ao contrario dos
neurdnios, estas células tém também a capacidade para a divisao celular (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003; Haines, D., 2006).

De uma forma geral, estas celulas participam na formacdo da barreira hemato-
encefalica, fagocitam substancias estranhas, produzem liquido cefalorraquidiano, e
formam bainhas de mielina em torno dos axénios (Seeley, R. et al., 2003). Também séo
essenciais no inicio do desenvolvimento do SNC, guiando 0s neurdnios em
desenvolvimento para as suas localizagdes corretas e, no adulto, s&o um suporte estrutural

para as células nervosas (Haines, D., 2006).
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Da neuroglia fazem parte diferentes tipos de células com carateristicas estruturais
e funcionais Unicas. Do SNC fazem parte as seguintes células (Figura 2), em que da
Macroglia fazem parte os Astrécitos e os Oligodendrdcitos:

Astrécitos: Sdo as celulas mais abundantes da neuroglia do SNC. S&o células
altamente ramificadas, em forma de estrela, em que as suas terminagGes axonais
estendem-se e cobrem a superficie de vasos sanguineos, neurénios e da piamater (a mais
interna das membranas meningeas que envolvem o SNC). Ou seja, todo 0 vaso sanguineo
no SNC é recoberto por uma camada de terminacao axonal que o separa do tecido neural,
a que estas células também se ligam. Esta juncdo contribui para a barreira hemato-
encefélica, determinando quais as substancias que podem passar do sangue para o tecido
nervoso do encéfalo e da espinal medula. Estas células contactam a maioria das
superficies dos dendritos neuronais e dos corpos celulares, bem como algumas superficies
axonais. Os astrocitos tém também capacidade a regular a composi¢do do liquido
intersticial, pois regulam a concentracdo de ides e gases, e absorvem e reciclam os
neurotransmissores. Participam assim, no metabolismo de neurotransmissores e modulam
a transmissdo sinaptica. No caso de lesdo do SNC, os astrocitos irdo ocupar 0 espaco
criado pela fragmentagdo dos residuos da destruicdo das células. (Seeley, R. et al., 2003;
Haines, D., 2006).

Oligodendracitos: A sua funcdo é a mielinizacdo. Sao células, que tal como os
astrdcitos sdo ramificadas, e estes prolongamentos do citoplasma enrolam-se em torno
dos axdnios, formando bainhas de mielina, aumentando assim a velocidade de condugédo
dos potenciais de acdo ao longo desse axonio (Seeley, R. et al., 2003; Haines, D., 2006).
Este fendmeno € particularmente importante para os axénios que se estendem em longas
distancias (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

A Microglia é constituida por células efetoras imunes do SNC, correspondendo as
principais células envolvidas na inflamacdo do SNC (Haines, D., 2006). S&o pequenos
macrofagos, que fagocitam em resposta a infecdo, tecido nervoso morto,

microorganismos e outras substancias estranhas (Seeley, R. et al., 2003).
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Células empedimarias: Sdo células que pavimentam as cavidades internas do
cérebro e da espinal medula, e ttm como principal funcdo produzir o liquido
cefalorraquidiano (Seeley, R. et al., 2003).
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Figura 2 - Neuroglia do SNC. Adaptado de Saladin, K., 2003.

Quanto ao SNP, este contém células da glia, que séo células de sustentacéo, sendo
elas as células-satélite que sdo analogas aos astrocitos, e ttm como funcao envolver o0s
corpos celulares dos neurénios nos ganglios sensoriais e autbnomos, e as células de
Schwann, sendo estas analogas aos oligodendrocitos, ttm como funcdo mielinizar os

axonios nos nervos periféricos (Haines, D., 2006).

3. Neurénio

O neurdnio consiste num corpo celular, na qual surgem os dendritos e um axonio.
Cada neuronio tem a funcédo de receber a informagédo do ambiente ou de outras células
nervosas; processar a informacédo; e enviar essa informagdo para outros neurénios ou
tecidos efetores. Para que isto aconteca, 0s neurdnios precisam de ter estruturas
especializadas que sdo projetadas para executar cada uma dessas tarefas, organizando-se
de modo a formar redes complexas que desempenham as funcdes do Sistema Nervoso
(Haines, D., 2006; Seeley, R. et al., 2003).

O corpo celular, também designado por soma ou pericario, contém um Unico

nucleo relativamente grande e centrado, com um nucléolo proeminente, envolto por uma
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massa de citoplasma, contendo as organelas necessarias para a sintese proteica e para a
manutencdo metabdlica, tais como, as mitocondrias, os ribossomas, o reticulo
endoplasmatico e o aparelho de Golgi, sendo estes dois Gltimos bastante amplos. A
presenca do reticulo endoplasmatico indica que o corpo celular neuronal é o local
privilegiado de sintese de proteinas nos neurénios (Haines, D., 2006; Seeley, R. et al.,
2003).

Sendo a ramificacdo dos neurdnios um atributo indispensavel para a comunicagédo
entre as células, os dendritos ramificam-se amplamente na vizinhanca do corpo celular,
recebendo sinais de outros neuronios atraves de contactos, designadas sinapses. A
informac&o proveniente de outros neurénios € recebida pelos dendritos, em direcdo ao
corpo celular, sendo estes o local de entrada de informacdo, gerando pequenas correntes
elétricas que sdo conduzidas para o corpo celular (Haines, D., 2006; Seeley, R. et al.,
2003).

Os axonios, ou fibras nervosas, surgem de uma area alargada do corpo celular
designada por cone de implantacdo, sendo que adjacente a este, a parte proximal do
axonio é designada por segmento inicial. Cada axonio tem um didmetro constante, no
entanto podem estender-se em comprimento desde poucos milimetros a mais de um
metro. Estes podem também dar origem a axénios colaterais ou ramos laterais. O
citoplasma do axénio, designado por axoplasma, contém microtubulos e neurofilamentos
que funcionam como elementos estruturais e exercem o transporte dos metabolitos e
organelas ao longo do axoénio. A terminacdo dos axdnios, designada por arborizacdes
terminais, sendo estas constituidas por pequenos botdes terminais ou terminais pré-
sinaticos, correspondem a pontos de contacto funcionais entre as células nervosas —
sinapses. No interior destes botdes estdo presentes numerosas vesiculas pequenas que
contém neurotransmissores, sendo estes necessarios para a progressao do sinal elétrico
para outro neurénio, célula efetora ou célula muscular (Haines, D., 2006; Seeley, R. et
al., 2003).
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Figura 3 — Estrutura de um neuronio. Retirado de <http://www.infoescola.com/biologia/
sistema-nervoso/>

Os neuronios podem ser classificados tanto a nivel funcional como a nivel
estrutural. A nivel funcional é considerada a direcdo em que sdo conduzidos os potenciais
de acdo, dado que os neurdnios aferentes ou sensoriais conduzem o seu potencial para o
SNC e os neurénios eferentes ou motores conduzem o seu potencial do SNC para 0s
musculos ou glandulas. Os neurdnios de associacdo ou interneurdnios, conduzem os seus

potenciais de acdo de um neuroénio para outro, dentro do SNC (Seeley, R. et al., 2003).

A nivel estrutural, os neurénios podem ser classificados como:
Neurdnios multipolares — Estes tém numerosos dendritos afunilados que emergem do
corpo celular, e um Unico axonio. Estes somam a grande maioria dos neurdnios tanto no
SNC como no SNP;
Neurdnios bipolares — Estes possuem apenas um dendrito e um axdnio, com um corpo
celular redondo ou oval. Estes localizam-se em alguns 6rgdos sensoriais, tais como a
retina, na cavidade nasal e no sistema auditivo;
Neuronios unipolares (ou pseudo-unipolares) — Estes contém um prolongamento que
se divide em dois ramos, sendo eles, um axonal e um periférico. O axonal é dirigido para
0 SNC e o periférico ramifica-se em recetores sensoriais de modo semelhante aos
dendritos. As duas ramifica¢es funcionam como um Gnico axonio, logo o sinal elétrico
ndo passa pelo corpo celular, pois 0s recetores sensoriais periféricos geram potenciais de
acdo que sao conduzidos pelo axénio até ao SNC. Os corpos celulares destas células sdo
encontrados nos ganglios sensoriais dos nervos cranianos e espinhais (Haines, D., 2006;
Seeley, R. et al., 2003).
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4. Potencial de Acao

Os sinais elétricos para comunicar e processar informacdo denominam-se por
potenciais de acdo. Sdo os meios pelos quais as células transmitem a informacéo de uma
parte para outra do corpo. Pois, a capacidade de ter percecdo do meio que nos rodeia, de
desempenhar atividades mentais complexas e de agir depende dos potenciais de acdo. As
propriedades elétricas das celulas resultam de diferentes concentracdes ionicas através da
membrana celular e das carateristicas de permeabilidade da membrana celular (Seeley, R.
et al., 2003).

A alteragdo do potencial elétrico da membrana ocorre devido a abertura e fecho
de canais de ibes, transportadores e bombas de iGes. Este potencial elétrico € resultado da
diferenca de concentracdo de ides entre o interior e exterior da membrana da célula. Estas
diferencas nas concentracBes idnicas intracelulares e extracelulares resultam
principalmente da bomba de sodio-potassio e das carateristicas de permeabilidade da

membrana celular (Seeley, R. et al., 2003).

A bomba de sodio-potassio desloca os iGes K+ e Na+ através da membrana no
sentido inverso dos seus gradientes de concentracgao, ou seja, os ides K+ sdo transportados
para o interior da célula e os Na+ para o exterior da célula, sabendo que séo transportados
trés ides Na+ para fora da célula e dois iGes K+ para dentro da célula, por cada molécula
de ATP utilizada. A membrana celular tem permeabilidade seletiva, permitindo assim,
que algumas substancias passem através de canais i6nicos, com ou sem portdo. Os sem
portdo sdo canais permedaveis, sendo responsaveis pela permeabilidade i6nica da
membrana celular quando esta em repouso. Os canais com portdo abrem e fecham em
resposta a estimulos. O liquido intracelular e extracelular ttm um numero quase igual de
i0es positivos e negativos, no entanto existe uma desigualdade na regido adjacente ao
interior e exterior da membrana celular, chamada de diferenca de potencial. Esta diferenca
de potencial numa célula nervosa vai de -70 a -90mV, sendo este denominado potencial

de repouso, uma vez que ndo ha estimulo (Seeley, R. et al., 2003).

De acordo com o gradiente de concentracdo o K+ tende a sair da ceélula,
diminuindo assim o gradiente de concentracdo de K+. Em consequéncia verifica-se uma

menor tendéncia para os i6es K+ se difundirem para fora da célula, devido ao seu
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potencial negativo. Estabelecido este equilibrio, a diferenca de cargas diminui, alteracao
esta que se designa por despolarizagdo ou hipopolarizagdo do potencial de membrana em
repouso. No entanto a diminuicao de ides K+ no exterior da célula, vai induzir o transporte
destes iGes para o exterior, sendo necessaria uma maior carga negativa no interior da

célula, alteracdo esta que se designa por hiperpolarizacédo (Seeley, R. et al., 2003).

Numa célula estimulada o potencial de acdo aumenta, uma vez que 0s canais de
Na+ abrem, aumentando a permeabilidade da membrana aos ides Na+, entrando para o
interior da célula, tornando a célula mais positiva e resultando a depolarizacdo. No
seguimento, os canais de K+ também abrem e estes iBes comecam a sair, levando a

repolarizacdo da membrana (Seeley, R. et al., 2003).

A abertura e o fecho dos canais i6nicos especificos sdo controlados por sinais
quimicos, incluindo neurotransmissores, pela distorcdo mecéanica da membrana e por
mudangas de voltagem da membrana, sendo elas por despolarizagbes ou
hiperpolarizacbes. A soma destes pequenos mecanismos alcanca o limiar de
despolarizacdo no segmento inicial do axénio, abrindo assim os canais de sédio e
consequentemente produzindo um potencial de agdo. Este potencial de acdo néo
permanece no local, sendo propagado ao longo do comprimento total do axonio,
alcancando todas as terminac@es axonais (terminal pré-siaptico), provocando a libertacdo

do neurotransmissor nas sinapses (Haines, D., 2006).

A sinapse é uma juncdo entre duas células, sendo o local onde os potenciais de
acao de uma célula causam a producdo de potenciais de acao noutra célula. A célula que
transporta os potenciais de acdo para a sinapse designa-se célula pré-sinaptica e a célula
que transporta os potenciais de agdo para longe da sinapse designa-se célula pés-sinaptica,
sendo estas tipicamente outros neurénios, células musculares ou glandulares. Existem
duas categorias morfologicas de sinapses, a quimica e a elétrica, sendo a ampla maioria
das sinapses no SNC dos mamiferos do tipo quimica (Seeley, R. et al., 200; Haines, D.,
2006).

Em resposta a um potencial de acdo, que chega a um terminal pré-sinaptico, 0s
canais de Ca2+ abrem-se e os ifes de Ca2+ difundem-se no terminal pré-sinaptico,

fazendo com que as vesiculas sinapticas libertem acetilcolina (neurotransmissor) por
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exocitose, para o interior da fenda sinéptica, ligando-se de forma reversivel a recetores
especificos da membrana pds-sinaptica. Esta combinacdo faz abrir os canais de Na+ na
célula pos-sinaptica, provocando a despolarizacdo na mesma (Seeley, R. et al., 2003;
Haines, D., 2006).

Sending neuron
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/ /) - Q 2
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Figura 4 - Sinapse. Retirado de <http://www.rhsmpsychology.com/Handouts/synapse.htm>

5. Nervos

Os nervos sao um aglomerado de fibras nervosas que se agrupam em feixes, com
as suas bainhas, que ligam o SNC aos recetores sensoriais, musculos e glandulas. Eles
estabelecem comunicacdo entre 0s centros nervosos e 0s Orgdos da sensibilidade e
efetores (Seeley, R. et al., 2003).

No SNP, os nervos sdo constituidos por feixes de nervosos, células de Schwann e
tecido conjuntivo. Cada axdnio ou fibra nervosa € revestido pelo endonervo e cada grupo
de axdnios aglomerados formando um feixe nervoso é revestido pelo perinervo. O
epinervo é o tecido conjuntivo denso que reveste todos os feixes nervosos, formando

assim um nervo (Seeley, R. et al., 2003).
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O SNC é constituido por 12 pares de nervos cranianos, que tém origem no
encéfalo, e 31 pares de nervos raquidianos que tém origem na espinal medula, estando
protegidos pelas vértebras e por membranas protetoras. Os nervos cranianos
desempenham fungbes sensoriais como a visao, e sensitivas como o tato e a dor; fungdes
motoras como o controle dos musculos esqueléticos; proprioceptivas que transportam ao
SNC impulsos provenientes de musculos; e por fim parassimpaticas, regulando glandulas,
masculos lisos das visceras e musculo cardiaco. Cada nervo craniano pode ter uma ou

mais destas quatro fungdes (Seeley, R. et al., 2003).

Os nervos raquidianos, localizados na coluna vertebral, esta é constituida por 8
pares de nervos cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sagrados e 1 coccigeo. Estes tém
distribuicdes cutaneas especificas designadas por dermatomos. Estes nervos bifurcam-se
em ramos, os dorsais e 0s ventrais. Os dorsais sao reponsaveis pelo movimento da coluna
vertebral inervando os musculos do tronco, enquanto que os ventrais distribuem-se pela
regido toracica formando os nervos intercostais, e formam 5 plexos (cervical, braquial,

lombar, sagrado e coccigeo), enervando assim estas zonas (Seeley, R. et al., 2003).

Como ja foi referido, os nervos raquidianos provém da substancia cinzenta da
espinal medula, em que esta substancia é rodeada por substancia branca ajudando a
proteger e a isolar a espinal medula. Assim, 0s nervos sao projetados a partir da substancia
branca, passando por uma zona de transi¢do entre 0 SNC e o SNP e entram no SNP
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Assim, conclui-se que 0s nervos raquidianos juntamente com 0s nervos cranianos
formam o SNP, sendo este responsavel pela locomocéo, os varios sentidos e a fala. Pois,
0 contacto dos nervos periféricos com os musculos dao estimulos sensoriais e excitatorios

para 0 SNC, este também fornece estimulos para o SNP (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).
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Capitulo 1V — Lesédo do nervo e regeneracao

A principal diferenca entre 0 SNC e 0 SNP é a capacidade de regeneracéo, pois 0s
axonios do SNC néo se regeneram sensivelmente no seu ambiente nativo, ao contrario do
SNP, em que este é capaz de se regenerar por longas distancias (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003; Del Bel, E. et al., 2009).

Quando comparados 0s neurénios do SNP e do SNC, estes mostram diferencas
intrinsecas e extrinsecas que tém consequéncias ao nivel da regeneracdo (Gruzen, F. et
al., 2006).

As estratégias de reparacdo de danos no SNP e SNC ndo sdo melhor sucedidas,
devido a falta de conhecimento sobre 0s mecanismos de lesdo do nervo e a sua reparacdo
(Subramanian, A. et al., 2009). Ou seja, a combinacdo de terapias tem um grande
potencial tanto na recuperacao de lesées no SNC como no SNP, como vai ser descrito

mais adiante.

1. Sistema Nervoso Periférico

Axdnios de neurdnios do SNP regeneram facilmente no interior de nervos lesados
quando as partes distais destes se posicionam adequadamente. Esta capacidade deve-se a
propriedades intrinsecas dos neurdnios periféricos, bem como 0 meio permissivo para o

crescimento de fibras nervosas no interior do nervo lesado (Gruzen, F. et al., 2006).

No SNP, quando ocorre lesdo de um nervo, a parte distal comega a degenerar
como resultado da atividade da protease, e consequentemente a separagdo dos recursos
metabolicos do corpo celular do nervo, ocorrendo também a desagregacdo do
citoesqueleto e a dissolucdo da membrana. Na parte proximal ocorre degeneracdo
Walleriana. As células de Schawnn que se encontram em torno dos axonios na
extremidade distal perdem os lipidos de mielina, e com o recrutamento dos macrofagos
para o local da leséo, estes contribuem na lise e na fagocitose dos detritos de mielina e na
degeneracdo do axénio, para além de contribuirem para a proliferagdo das células de
Schawnn (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Terenghi, G., 1998).
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Segundo Sunderland as lesdes traumaticas de nervos podem ser classificadas por
Grau I, II, LIV e V. O grau | corresponde a neuropraxia, havendo interrupcdo da
conducdo do impulso nervoso, e a recuperacdo ocorre sem degeneracdo Walleriana, ou
seja, ndo had lesdo motora, sendo considerada uma lesdo bioquimica. O grau I
corresponde a axonotmese, em que neste tipo de lesdo ocorre perda do axénio, ocorrendo
degeneragdo Walleriana, sem perda do tecido conjuntivo (endonervo). O grau Il
corresponde & neurotmese em que ha rotura dos axonios e tubos endoneurais, sendo esta
a mais grave de todas. No grau IV, ocorre a perda de axdnios, endoneuro e perineuro,
mantendo o epineuro intacto, e no grau V, a lesdo do nervo é total (Batista, K. e Aradjo,
H., 2009).

Tanto os macréfagos como as células de Schawnn desempenham um papel
importante na regeneracdo axonal e na remielinizacdo, uma vez que ambos 0s tipos de
células secretam mitdgenos e fatores de crescimento, que aumentam o crescimento do
axonio. Pois, a proliferacdo das células de Schawnn dura cerca de 2 semanas, em que
estas formam canais que orientam a regeneracdo dos axdnios para a parte distal,
designadas por Bandas de Bungner (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Terenghi, G., 1998).

A reinervacgdo funcional exige que os axonios se estendam até chegarem a parte
distal, e em seres humanos, esta regeneracdo ocorre a uma taxa de 2-5 mm/dia, ou seja,
lesGes significativas podem levar muitos meses a curar. Dai, as células de Schawnn serem
vitais para o processo de regeneracao, pois tém como principal funcgéo ser fonte de fatores
neurotréficos. Estes difundem para a parte distal exercendo uma influéncia tréfica sobre
0s axonios na zona da lesdo, para estes se regenerarem a partir da parte proximal. O
contacto dos fatores neurotréficos com os axonios em regeneracao estimula uma segunda
fase de proliferacdo das células de Schwann, no entanto se a regeneracdo axonal for
retardada as células de Schawnn diminuem progressivamente e assim, torna-se um
ambiente menos sensivel a regeneracao axonal. Consequentemente, os axénios comegam
a degenerar na parte proximal, originando brotos neuronais (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003; Terenghi, G., 1998).

Na leséo do nervo periférico o tratamento padréo consiste no uso de enxerto de
nervo aut6logo ou conexao cirdrgica das extremidades nervosas danificadas pela lesdo.

No entanto para lesGes mais longas é preferivel a enxertia (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).
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2. Sistema Nervoso Central

As lesGes no SNC sdo consideradas traumaticas, uma vez que sdo eventos
catastroficos, cujas causas mais frequentes sdo acidentes de automovel, quedas em
atividades desportivas e também por arma de fogo. O meio de lesdo dos axonios do SNC
difere bastante do ambiente do SNP, pois os axonios do SNC ndo sdo estruturalmente
separados por bainhas perineurais, em que estas estruturas no SNP fornecem condicdes
para a regeneracdo da fibra lesada. Conclui-se assim, que os axonios do SNC nédo se
regeneram sensivelmente no seu ambiente natural (Gruzen, F. et al., 2006; Schmidt, C. e
Leach, J., 2003).

Quando o SNC é lesionado, a sua funcdo pode ser total ou parcialmente
prejudicada a nivel sensorial, motor e vegetativo, em qualquer parte do corpo abaixo do
nivel da lesdo, podendo ocorrer paraplegia, ou tetraplegia nos casos mais graves (Gruzen,
F.etal., 2006; Del Bel, E. et al., 2009).

A lesdo medular inicia-se por uma lesdo primaria, em que ha a perda funcional
dos axénios, e consequentemente ativacao de fatores locais que intermedeiam o inicio da
lesdo secundaria, havendo o desencadeamento de uma cascata de mediadores endgenos,
causando a destruicdo progressiva do SNC. Na progressdo da lesdo secundaria, ocorrem
efeitos irreversiveis na substancia cinzenta medular, tais como hemorragias logo ap6s o
traumatismo, em que estas hemorragias podem demorar até 72 horas a atingir a substancia
branca afetando a microcirculacdo. Consequentemente, este fendmeno pode causar
isquemia global e necrose irreversivel da substancia branca (Gruzen, F. et al., 2006; Del
Bel, E. et al., 2009). Ao contrario do SNP, a resposta fisiologica do SNC é diferente, pois
apos a lesdo no SNC, os macréfagos infiltram-se muito lentamente no local da lesdo em
comparagdo com SNP, retardando assim, a remogdo dos detritos de mielina e da
degeneracdo do axdnio por fagocitose. A desmielinizacdo que ocorre apds a lesdo produz
varias moléculas inibidoras que contribuem para a falta de regeneracdo de axonios
lesionados. Além disso, as moléculas de ades@o medular na extremidade distal da les&o,
ndo sdo reguladas sensivelmente como no SNP. Por ultimo, os astrdcitos proliferam de
uma maneira abundante, tal como acontece com as células de Shwann no SNP, mas

produzem tecido cicatricial, que consequentemente é capaz de produzir moléculas que
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inibem o crescimento axonal e ser fisicamente um obstaculo para a regeneracdo dos
axonios (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Del Bel, E. et al., 2009).

Durante a regeneracdo, a extremidade proximal do axonio dilata-se devido a
acumulacdo de organelos citoplasmaricos, formando neuritos. Estes formam cones de
crescimento que ao emitir e retrair continuamente véo criando o microambiente desejado
para a regeneracao, que permita o seu crescimento até a parte distal. No entanto este
processo de regeneracdo é abortivo, devido ao ambiente de regeneragdo, estando este
associado a acumulacéo de inibidores de mielina e & migracao de células gliais (astrocitos,
oligodendrocitos e microglia) para o local da lesdo tornando o ambiente ndo permissivo

para o crescimento axonal (Gruzen, F. et al., 2006; Subramanian, A. et al., 2009).

Muitas estratégias foram e continuam a ser testadas para a melhoria da
regeneracdo dos axonios no SNC, uma vez que a regeneracao espontanea é impossivel
(Subramanian, A. et al., 2009).

A terapia celular resolve alguns destes obstaculos produzidos pela cicatriz glial.
Células transplantadas podem secretar matriz extracelular e citocinas que promovem a
migracdo de células para ajudar a contrabalancar os efeitos inibidores da cicatriz glial,
podendo também diminuir a quantidade de cicatrizes presentes (Willerth, S. e Sakiyama-
Elbert, S., 2008).

Para além da terapia celular, o transplante de nervos periféricos é também uma
das técnicas favoraveis a regeneracdo axonal no SNC. Pois, 0 ambiente produzido pelas
células do SNP é favoravel a regeneracdo axonal no SNP, logo, estudos a este nivel
demonstraram que o transplante de nervos periféricos sao capazes de regenerar por longas
distancias os axénios do SNC (Coté, M. et al., 2011).

Estudos nas Ultimas décadas mostram que o crescimento axonal depois de lesdo

medular pode ocorrer quando é fornecido o substrato correto (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003).
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Capitulo V — Engenharia de Tecidos na regeneracao do tecido nervoso

Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas com o esforco de compreender a
capacidade de regeneracdo do SN e as diferencas entre 0 SNP e 0 SNC (Gruzen, F. et al.,
2006).

E do conhecimento geral que a reparacéo tecidual requer uma complexa interagéo
entre celulas, matriz extracelular e fatores troficos, sendo estes relevantes na regeneracéo
nervosa. Um enxerto de nervo na engenharia de tecidos é normalmente construido através
de uma combinacao de uma matriz neural e uma variedade de componentes celulares e
moleculares. Nas Ultimas décadas, a terapia celular e a engenharia de tecidos tém sido
alvo de atencdo, sendo amplamente utilizadas nas diferentes areas (Sebben, A. et al.,
2011).

A orientacdo fisica dos axdénios € um componente vital da reparacdo de nervos.
Durante o século XIX, muitos materiais foram utilizados na tentativa para orientar
fisicamente a regeneragcdo dos nervos perifericos danificados, incluindo enxertos
autologos de nervos. Na década de 60 Millesi foi pioneiro nas técnicas de microcirurgia
de alinhar os fasciculos nervosos, suturando as terminac6es nervosas danificadas, com
resultados na melhoria funcional. No entanto, esta descoberta pode reparar pequenos
danos, pois para danos nervosos mais longos é aconselhado o uso de um enxerto autlogo
de nervo. Técnicas semelhantes sdo exploradas para a reparacdo de nervos seccionados
na medula espinal (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

As estratégias de bioengenharia para a regeneragdo do SNP tém-se centrado no
desenvolvimento de tratamentos alternativos para o enxerto do nervo, especialmente para
lesGes maiores, melhorar taxas de recuperacao, e o0 seu resultado final. Quanto ao SNC,
este é um desafio maior para novas terapias. E muito importante criar um ambiente
permissivo para a regeneracdo apos o sistema nervoso ser danificado (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003).

Assim, a tubulizacdo foi proposta como uma alternativa para dirigir suturas

nervosas a fim de criar as condigdes ideais para a regeneracdo do nervo durante o curto
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espaco vazio deixado entre dois troncos nervosos. Esta estratégia é bastante promissora
no emprego de tubos feitos de componentes da matriz extracelular, como por exemplo o

colagénio, com base a técnica de engenharia de tecidos (Battiston, B. et al., 2005).

As pesquisas existentes sobre os mecanismos de cascata que induz a regeneragédo
apos a lesdo dos nervos periféricos sdo vastos, fornecendo informagdes essenciais para

um melhor conhecimento sobre a reparacdo do nervo periférico (Sebben, A. et al., 2011).

A Engenharia de Tecidos esta muito focada no campo da tubulizacdo do nervo.
Assim, dois conceitos tém orientado o desenvolvimento na bioengenharia para a
reparacdo do nervo, sendo eles, a tentativa de manipular no laboratorio diferentes tecidos
e 6rgdos a fim de criarem canais de orientacdo de nervos, com carateristicas importantes
no meio ambiente dos nervos; e tentativa para enriquecer tubos bioldgicos ou sintéticos
com varios elementos que sdo considerados essenciais para a promog¢ado na regeneracdo
das fibras nervosas e que estdo ausentes em enxertos ndo nervosos (Battiston, B. et al.,
2005).

Estes “canais de orientagdo dos nervos” servem para dirigir os axénios a partir do
final do nervo proximal, proporcionar um canal para a difuséo de fatores de crescimento
secretados pelas terminacfes nervosas, e reduzir a infiltracdo de tecido cicatricial. Mais
recentemente, pesquisadores centram-se na combinacdo de materiais e biomoléculas
pretendidas para criar novos materiais compostos, que podem estimular ativamente a

regeneracdo do nervo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Assim sendo, os pesquisadores tém-se focado na bioengenharia, desenvolvendo
terapias e dispositivos para melhorar a regeneracao, esforcando-se na criacdo de caminhos
fisicos ou quimicos para regenerar os axonios. Estes dispositivos incluem sinais fisicos
ou mecanicos de orientacao, terapia celular e sinais biomoleculares (Schmidt, C. e Leach,
J., 2003).

Estudos mais recentes tém-se centrado em progenitores embrionarios ou células

tronco neurais para o restauro axonal na medula espinal (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).
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Resumindo, a Engenharia de Tecidos tem como objetivo criar matrizes porosas
com caracteristicas semelhantes & matriz extracelular, com a finalidade de proporcionar
aos neuronios que permanecem viaveis apds uma lesdo, condigdes de crescimento (pontos

de adesdo e guias) de forma a que ocorra regeneracgdo dos tecidos afetados.

1. Enxertos de tecido nervoso

As estratégias de bioengenharia para a regeneracao no sistema nervoso periférico
estdo focadas alternativas para o enxerto do nervo. Pois, atualmente o enxerto do nervo
aut6logo é o padréo ouro para o reparo de um defeito do nervo periférico (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003; Battiston, B. et al., 2005).

A manifestacdo no inicio dos anos 70, de enxertar um nervo autélogo para
colmatar um defeito nervoso levou a melhores resultados clinicos do que suturar as
terminacGes nervosas lesionadas, abrindo uma nova era na cirurgia do nervo periférico e
abrindo portas de sucesso na abordagem cirdrgica para lesées complexas que antes seriam

inimaginaveis (Battiston, B. et al., 2005).

Enxertos de tecido autélogo possuem vérias vantagens. Sendo materiais naturais
(tecido removido do paciente), sdo mais suscetiveis de ser biocompativeis do que
materiais artificiais, sdo menos tdxicos, e fornecem uma estrutura de suporte para
promover a adesao celular e a migracdo. No entanto, a grande desvantagem é o tecido ser
removido do paciente, necessitando assim de duas intervencdes cirdrgicas, a remocao do
nervo saudavel pode resultar em défices sensoriais residuais, tendo também como
inconvenientes o isolamento e o controlo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Battiston, B. et
al., 2005).

Nas ultimas décadas tem-se aprofundado pesquisas ao nivel da regeneracdo do
SNC, em que os estudos tém mostrado que o crescimento axonal depois da lesdo medular

pode ocorrer, quando fornecido o substrato correto (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

No inicio da década de 80 foi sugerido por Aguayo et al, que 0 meio ambiente
disponivel para a regeneracdo dos axénios do SNP lesionados pode ser favoravel para a

regeneracdo dos axonios lesionados no SNC, demonstrando que quando axonios
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lesionados do SNC séo fornecidos com um substrato de suporte, como um segmento de
nervo periférico, sdo capazes de regenerar por longas distancias e de ser direcionados para
a area alvo especifica. Desde entdo a utilizacdo de enxertos de nervo periférico tem sido
uma alternativa viavel no tratamento terapéutico da lesdo medular (C6té, M. et al., 2011).
Um estudo feito, que consistiu num segmento de enxerto autélogo do SNP na retina de
ratos, mostrou que os axénios das células ganglionares da retina cresceram e tiveram a
capacidade de reconhecer as areas alvo e reestabelecer sinapses funcionais com os
neuronios alvo (Aguayo, A. et al., 1987; Keirstead, S. et al., 1989).

Pelos estudos feitos, sabe-se que 0s neurdnios proximos ao local de insercdo tém
uma grande probabilidade de estar envolvidos na resposta regenerativa, ou seja, um
enxerto ao nivel da espinal medula cervical contém os axonios dos neuronios da propria
cervical e dos neurénios do tronco cerebral, enquanto um enxerto na zona toracica ou ao
nivel da zona lombar contem neur6nios da prdpria, da cervical mas ndo do tronco
cerebral. Esta observagdo ajudou a confirmar de que a distancia de lesdo — enxerto do
corpo celular do neurdnio é fundamental para que a colocacdo de um enxerto do nervo
periférico dé uma resposta regenerativa com sucesso no SNC. Os primeiros estudos feitos
a este nivel, concluiram que somente axonios lesionados apareceram a regenerar no

enxerto e ndo brotos de axénios adjacentes ndo lesados (Coté, M. et al., 2011).

No SNC, numa situacdo mais simples de lesdo aguda, um segmento de nervo
periférico pré-degenerado pode ser colhido e colocado imediatamente na medula. O
isolamento e o corte do nervo periférico alvo é o primeiro passo para qualquer um dos
métodos que se utilize um enxerto do nervo periférico. De seguida, o nervo € deixado in
situ em contacto com outros nervos periféricos. Depois de 7-10 dias, o segmento distal
do nervo é colhido para serem enxertados para a espinal medula. Neste procedimento, o
perinervo é removido de ambas as extremidades do nervo de forma a diminuir a formacéo
de tecido cicatricial por fibroblastos que se podem infiltrar na interface enxerto-
hospedeiro. De seguida, 0 comprimento do nervo é ajustado ao comprimento da lesdo e
inserido longitudalmente no interior da cavidade. O enxerto do nervo é suturado com a

dura-mater para este nédo sair do lugar (C6té, M. et al., 2011).

Os resultados obtidos relativamente as pesquisas que se tém feito no campo do

uso de enxertos aut6logos de nervos sao variaveis, de extremamente pobres a muito bons
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(Belkas, J. et al., 2004). Estes tém sido bastante controversos, o que implica um continuo

desenvolvimento nesta area.

Tecidos ndo autologos, alogénicos e xenogénicos tém a vantagem, em relacdo ao
tecido autdlogo, do seu abastecimento poder ser grande e a sua colheita ndo é feita a partir
do proprio paciente. No entanto, 0 uso destes tecidos possuem risco de transmissao de
doencgas, devendo ser usados com imunossupressores ou removendo 0s componentes
imunogenicos do tecido. A remocédo destes componentes pode ser feita por métodos de
radiacdo, processos quimicos e térmicos, sendo este ultimo mais comum, envolvendo
ciclos repetidos de congelamento e descongelamento, matando e fragmentando as células
imunogénicas. Estes métodos focam-se na remocdo ou destruicdo das células
imunogeénicas, mas também na preservacdo dos componentes da matriz extracelular, no
entanto, em estudos realizados, a estrutura da matriz celular ¢ um pouco danificada,
resultando em inflamacdo quando ha implantacdo do enxerto (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003; Chaulfaun, C. et al, 2006).

2. Tubulizacdo

Ao longo dos ultimos 20 anos, 0 nimero de artigos relativos a pesquisa sobre o
uso de tubos ndo nervosos para a reparacdo do tecido nervoso, tem vindo a aumentar
significativamente. O emprego clinico destes tubos (tanto bioldgicos como sintéticos)
serve como uma alternativa ao enxerto de tecido aut6logo, uma vez que esta técnica é
limitada da disponibilidade de tecido do doador para o transplante aut6logo do nervo e

pelas diversas desvantagens ja mencionadas (Battiston, B. et al., 2005).

A técnica de tubulizacdo é capaz de guiar o crescimento axonal, unindo as
extremidades distal e proximal, reduzindo a tensdo na linha de sutura. Neste método, as
extremidades proximal e distal sdo introduzidas nas extremidades dos tubos,
respetivamente, e ancorados com suturas epineurais, resultando na redugdo do tempo de
cirurgia, comparativamente ao enxerto nervoso autélogo. Assim, 0s axonios vao
regenerar-se no sentido da extremidade distal. Os tubos s&o um suporte mecanico,
diminuindo a tensdo entre as extremidades e a quantidade de material na sutura, reduzindo
por sua vez a resposta cicatricial. Esta técnica tem também como grande vantagem

permitir a manipulacdo experimental do micro ambiente neural, experimentando por
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exemplo a aplicacdo de farmacos que estimulem a regeneracdo (Cunha, A., Lemos, S. et
al., 2007).

Hudson et al listou varias propriedades que os canais de orientacdo do nervo
devem possuir, entre elas, tém que ser facilmente fabricados com o didmetro desejado,
implantados com relativa facilidade, facilmente esteriliziveis. Adicionalmente, devem

ser flexiveis, mantendo a sua integridade estrutural in vivo (Belkas, J. et al., 2004).

2.1.Tubos bioldgicos

Para a reparacdao dos nervos periféricos, as pesquisas mais atuais focam-se em
enxertos de bainhas epineurais, tenddo, veias, entre outros, tendo exibido resultados

encorajadores na pesquisa (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

A vantagem de serem materiais biolégicos € que existe biocompatibilidade,
diminuindo os efeitos tdxicos causados por material sintético. No entanto, a barreira que
se mantém é uma resposta imunitaria indesejavel, dependendo do paciente ou da fonte do
material (Chaulfaun, C. et al, 2006).

Os canais de orientacdo do nervo sdo utilizados nao so6 para dirigir 0os axonios da
parte proximal para a distal como também sdo utilizados numa tentativa de minimizar a
infiltracdo de tecido cicatricial fibroso impedindo o avanco de neurites. Assim, auto-
enxertos bioldgicos, tais como o uso de artérias, veias, musculo, tendGes, bainhas
epineurais e outros materiais tém sido usados com sucesso variavel. Estes tecidos
bioldgicos podem ser manipulados para melhorar as condic¢des clinicas, tais como o
comprimento, didmetro, rigidez, permeabilidade, degradabilidade, superficie interior,
constituicdo luminal, entre outras propriedades (Belkas, J. et al., 2004).

Entre os varios tecidos utilizados para colmatar um defeito do nervo, 0s vasos
sanguineos e 0s musculos esqueléticos sdo os 6rgdos que recebem mais atengdo por parte
dos pesquisadores. Em 1981, Bungner empregou pequenos segmentos de artéria, obtendo
sucesso na regeneracdo do nervo. No entanto, 0 emprego de artérias para tubulizacao é
limitada, uma vez que na maioria dos casos, as artérias de um tamanho adequado séo

impossiveis de obter do mesmo individuo sem consequéncias graves, de modo que 0s

44



Engenharia de Tecidos para regeneracdo do tecido nervoso: retrospetiva e perspetivas futuras

estudos seguintes centraram-se na tubulizacdo com veias. Assim, em 1909, Wrede foi
pioneiro na tubulizacdo com veias em pacientes, conseguindo obter a recuperacao
funcional ap0s a reparagdo de um nervo, por meio de um tubo de veia com 4,5cm de
comprimento. No entanto, estudos seguintes relativos ao emprego de veias levaram a
conflitos de resultados (Battiston, B. et al., 2005; Cunha, A., Lemos, S. et al., 2007).

Na década de 80, houve o grande interesse por este procedimento cirdrgico,
demonstrando experimentalmente, que o enxerto da veia era capaz de promover
reparacGes nervosas comparaveis ao enxerto do nervo autologo. Pois, os estudos clinicos
publicados por Walton et al, na reparacdo do nervo sensorial por meio de enxerto da veia,
relatou retorno satisfatorio de sensibilidade comparativamente com a técnica do enxerto
do nervo autdlogo. No entanto, foi demonstrado que enxertos venosos foram apenas
eficazes para lacunas relativamente curtas (menos de 30mm). Assim, numa tentativa de
aumentar a eficAcia no maximo de comprimento, alguns estudos investigaram a
possibilidade de enriquecer os tubos de veia com outros tecidos, nomeadamente pedagos
de nervo e fibras musculares. Esta combinacdo mostrou resultados satisfatorios na

recuperacdo funcional para lesbes maiores que 30mm (Battiston, B. et al., 2005).

Contudo, existem uma série de desvantagens com a utilizacdo de vasos
sanguineos, musculo e outros tecidos bioldgicos, tais como reacdo tecidual, fibrose e a
falta de um controlo preciso das propriedades mecanicas do canal. Estas limitacdes
conduziram assim, ao aparecimento de canais feitos de materiais sintéticos inovadores,

apesar de possiveis problemas com a biocompatibilidade (Belkas, J. et al., 2004).

Além da utilizacdo dos tecidos mencionados, a investigacdo também se centrou
na utilizacdo de proteoglicanos e glicosaminoglicanos purificados da matriz extracelular,
que podem ser modificados servindo de suportes. As moléculas da matriz extracelular,
tais como a laminina, colagénio e fibronectina, tém sido relevantes no desenvolvimento
axonal e na sua reparacao, sendo 6timos candidatos na utilizacdo em canais de orientacéo
do nervo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Belkas, J. et al., 2004; Battiston, B. et al., 2005).

O uso de enxertos bioldgicos tém uma grande vantagem em relagcdo aos materiais
sintéticos, pois, 0s bioldgicos podem ser comprados em baixo custo, enquanto os Gltimos

sdo muito caros. Esta carateristica dos materiais biologicos é fundamental para paises em
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que os recursos do sistema de satde sdo baixos, representando assim um ponto importante

que pode facilitar a sua difusdo no futuro proximo (Battiston, B. et al., 2005).

2.2.Tubos sintéticos

Embora as primeiras tentativas do uso da tubulizagdo foram feitas com materiais
bioldgicos, a ideia de usar materiais ndo bioldgicos veio alguns anos mais tarde. A
semelhanca do que aconteceu para os tubos bioldgicos, nos ultimos 20 anos houve
grandes avancos experimentais e clinicos no que toca em enxertos nao bioldgicos para

reparar o nervo (Battiston, B. et al., 2005).

Os materiais sintéticos sdo atraentes como ja foi referido, porque as sua
propriedades fisicas e quimicas (porosidade, resisténcia mecanica, didmetro, taxa de
degradacéo, etc), podem ser manipuladas especificamente para determinada aplicacédo, a
fim de otimizar as condi¢6es de regeneracédo. As dimensdes do tubo devem ser facilmente
controladas de uma maneira reprodutivel, assim como a espessura da parede é outro fator
que deve ser considerado, pois paredes mais finas demonstraram um aumento do
crescimento axonal (Belkas, J. et al., 2004). AlteracGes nas propriedades fisicas tém
consequéncias na difusdo dos materiais com os nutrientes, inibem células prejudiciais tais
como fibroblastos que podem causar tecido cicatricial, e aceleram o crescimento

axonal,por exemplo em superficies lisas (Chaulfaun, C. et al, 2006).

No entanto, a biocompatibilidade dos materiais sintéticos € um desafio, pois a
resposta inflamatéria do organismo pode variar consideravelmente de um material para
outro. Além disso, alguns materiais sintéticos que sao tolerados pelo sistema imunitario
podem ser incompativeis com a adesdo celular e reparacao tecidual, e assim sendo, estes
materiais sdo muitas vezes modificados para torna-los mais compativeis (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003).

A selecdo de um material sintético adequado tem de responder a determinadas
propriedades que os canais de orientacdo devem possuir, tais como: ser com as dimensoes
desejadas; ser esterilizaveis; resistentes ao desgaste; facil manuseio e sutura; ser flexiveis,
mantendo a sua forma e resistir ao colapso durante a implantacéo e ao longo do tempo

para a regeneracdo. Além disso, devem ser biodegradaveis, uma vez que materiais que
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ndo o sdo representam um risco maior de provocar uma resposta inflamatoria crénica
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Um ndmero de diferentes materiais sintéticos tém sido explorados para a
utilizacdo na regeneracdo do nervo. Poliésteres, tais como acido poliglicolico (PGA),
acido polilatico (PLA) e poli (acido latico — co — glicélico) (PLGA), foram os primeiros
candidatos para testes devido a sua respetiva disponibilidade, facilidade de
processamento, carateristicas de biodegradacao e aprovacao pela FDA (Belkas, J. et al.,
2004; Chaulfaun, C. et al, 2006). Para além destes polimeros, outros poliésteres
biodegradaveis e outros polimeros, demonstraram capacidade para orientar a
regeneracdo, apresentando uma grande promessa em aplicagdes na regeneracao nervosa
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

O uso de PGA como condutas, em ensaios clinicos revelou uma excelente
recuperacdo sensorial na reparacdo do nervo digital. No geral, tubos de PGA, tém sido
bem sucedidos na reparacdo clinica de nervos digitais até 3cm de comprimento (Belkas,
J. etal., 2004).

No entanto, varios materiais ndo degradaveis tém sido usados em aplicacGes de
reparacao do nervo, incluindo o tubo de silicone. Este, em particular, tem sido estudado
desde a década de 60 e muitas das ideias fundamentais para a regeneracdo do nervo vem
do uso deste modelo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Dahlin e Lundborg demonstraram
que em intervalos curtos (menores que 5mm), o emprego de tubos de silicone pode levar
a uma bem sucedida regeneracao do nervo (Battiston, B. et al., 2005). No entanto, é
comumente aceite que canais inertes, tais como o silicone, ndo suportam a regeneracéo
em defeitos maiores do que 10mm, sem a presenca de fatores de crescimento exdgenos
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Pois, o conceito de que deixando intencionalmente um
curto espaco entre os dois cotos do nervo aumenta o acimulo de células e a matriz
extracelular, que pode estimular a correta regeneragdo, foi liderada por Dahlin e
Lundborg, usando tubos de silicone como uma alternativa para dirigir suturas nervosas

para lesbes maiores, sem perda de substancia (Battiston, B. et al., 2005).

A principal preocupacdo no emprego clinico de material sintético ndo degradavel

nos seres humanos é a ocorréncia de complicagbes, como fibrose local, desencadeada
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pelo material implantado, e a compressdo do nervo (Battiston, B. et al., 2005). Pois, para
além destas complicagdes, o uso de condutas de silicone demonstrou provocarem em
termos clinicos, reagdo inflamatoria, exigindo a sua remocéao apos a regeneracao (Belkas,
J. etal., 2004). Assim, a investigacdo esta agora focada no desenvolvimento de canais de
orientacdo semipermeaveis ou degradaveis, que podem estimular ativamente a melhoria

na regeneracao para intervalos mais longos (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Como alternativa para os tubos de material ndo degradavel/absorviveis, varios
tubos bioabsorviveis foram testados tanto experimentalmente como na pratica clinica, e,
em particular, o emprego clinico de condutas de &cido poliglicdlico mostrou grande
eficacia no restauro de defeitos nervosos. Em 2000, um estudo sobre condutas de &cido
poliglicélico para a reconstrucédo do nervo digital em 96 pacientes foi publicado e mostrou
que a reparacao do nervo, tanto para lacunas mais curtas como para mais longas produz
resultados superiores em comparagdo com enxertos nervosos autdlogos (Battiston, B. et
al., 2005).
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Figura 5 - Propriedades do canal ideal de orientacdo do nervo. Propriedades fisicas desejadas:
Parede do canal biodegradavel e porosa; capacidade de proporcionar fatores bioativos, tais
como fatores de crescimento; ou a incorporacgao de células de suporte; uma matriz interna para
suportar a migracdo das células; canais intraluminais para imitar a estrutura de fasciculos
nervosos; e atividade elétrica. Adaptado de Schmidt, C. e Leach, J., 2003.
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2.3.Tubos combinados

Com o objetivo de reparar um 6rgédo ou tecido, varios tipos de condutas foram

concebidas e experimentalmente testadas (Battiston, B. et al., 2005).

A combinacdo de materiais poliméricos com materiais naturais (componentes da
matriz extracelular) oferece um dos métodos mais bem sucedidos para desenvolver um
suporte apropriado com todas a propriedades preferenciais para aplicacdes especificas na

Engenharia de Tecidos (Subramanian, A. et al., 2009).

A maioria dos polimeros sintéticos sdo hidrofdbicos, limitando a sua utilizagdo
como suportes para a Engenharia de Tecidos. Assim, se forem combinados com materiais
naturais, estes podem induzir a hidrofilia que por sua vez melhora a adeséo celular ao

suporte (Subramanian, A. et al., 2009).

Estudos revelam sucesso nesta combinacao. Por exemplo, um enxerto de nervo
artificial com um suporte de mistura de quitosana/PGA foi utlizado para preencher uma

lesdo no nervo ciatico de 30mm num modelo animal (Subramanian, A. et al., 2009).

Estudos experimentais em ratos, feitos com tubos de silicone (material sintético)
com matriz extracelular (laminina, fibronectina e colagénio) comprovaram a regeneragdo
do nervo ciatico com uma lacuna de 10mm, em comparagdo aos controles que continham
o0s tubos de silicone vazios. Outros estudos, como o uso de filamentos de colagénio
demonstraram que guiam 0s axonios em regeneracdo em defeitos de 20-30mm, em ratos.
Fibras de colagénio orientadas dentro de géis, alinhadas usando campos magnéticos
forneceram um modelo melhorado para a extensdo de neurites em relacdo as fibras de
colagénio orientadas aleatoriamente. Atualmente os estudos centram-se também na
investigacdo de outras moléculas naturais para a aplicacdo do reparo do nervo, incluindo
acido hialurénico, fibrinogénio, geles de fibrina, entre outros (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003).

Outros tipos de tubos combinados sdo com base no enriquecimento com
elementos a base de fatores de crescimento, células de Schwann, entre outros como vai

ser descrito mais adiante, pois a terapia celular tem uma grande influéncia na regeneracéo
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do tecido nervoso, principalmente as células de Schwann sendo estas um complemento

na restauracdo nervosa (Battiston, B. et al., 2005).

Os tubos combinados representam um futuro no reparo do nervo na pratica clinica,
uma vez que dois notaveis resultados, através de diferentes estudos, surgem sobre esta
questdo. Em primeiro, varios estudos demonstraram que as condutas nervosas podem
trazer semelhantes ou até melhores resultados funcionais em comparagdo com o enxerto
do nervo autélogo. Em segundo, existe a evidéncia de o limite maximo de comprimento
ser de 3cm, podendo ser ultrapassado por novos tipos de condutas feitas pela Engenharia
de Tecidos (Battiston, B. et al., 2005).

3. Terapia Celular

A terapia celular associa-se a Engenharia de Tecidos, atuando no contexto da
medicina regenerativa, procurando controlar a capacidade natural da regeneracdo de
tecidos (Oliveira, C. et al., 2010).

No SNP, os investigadores tém-se debrucado em encontrar uma alternativa para o
enxerto do nervo autélogo e assim eliminar a necessidade de duas cirurgias e a remogao
de tecido do paciente. As células sdo veiculos eficazes e adequados para o fornecimento
de fatores neurotréficos, matriz extracelular e moléculas de adesdo, em que a regeneracao
do nervo pode ser muito facilitada por estes importantes fatores. As células tronco e as
células olfativas Ensheathing (OEC) estdo a ser amplamente investigadas como
transplantes para a regeneracdo do nervo, tanto a nivel do SNP como do SNC (Schmidt,
C. e Leach, J., 2003).

Assim, com 0 objetivo de aumentar a regeneracdo axonal foram desenvolvidos

estratégias de incorporar células ou moléculas nas condutas nervosas.

3.1.Células de Schwann

Estas células, fazendo parte da glia do sistema nervoso periférico, sdo células de

suporte aos axonios. Pois, estas secretam fatores de crescimento e isolam os axénios
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formando uma bainha de mielina. Para além disso, sdo capazes de produzir moléculas da

matriz extracelular, como laminina e colagénio (Sebben, A. et al., 2011).

Estudos experimentais baseados na utilizacdo destas células como alternativa
terapéutica para a recuperacdo de nervos com perda de substancia comprovaram a eficacia
destas celulas (Sebben, A. et al., 2011).

Tendo como sua principal funcdo serem células de suporte aos axénios atraves da
libertacdo de fatores de crescimento, e isolamento dos axonios através da formacdo de
bainhas de mielina (Chaulfaun, C., et al, 2006; Sebben, A. et al., 2011), desempenham
um papel importante na manutencao, nutricao e no reparo dos nervos periféricos (Sebben,
A.etal., 2011).

Uma vez presentes no SNP, as células de Schawnn sdo a principais responsaveis
pelo ambiente dentro de um enxerto de nervo periférico, pois produzem matriz
extracelular, uma grande variedade de fatores de crescimento, tais como NT-3, NGF,
BDNF, CNTF e FGF, e moléculas de ades&o de células neurais. Estas células também
desempenham um papel critico na conducdo de axdnios periféricos para a parte distal do
nervo, e na formacao de sinapses. Além disso, as culturas altamente puras de células de
Schwann podem ser cultivadas de forma fiavel, sendo facilmente expandidas in vitro, a
partir de auto-enxertos de nervos, permitindo assim o transplante destas células de apoio
autologas, evitando uma resposta imune. Por todas estas razdes, estas células tém sido
alvo de pesquisa intensa para promover a regeneracdo do nervo (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003; Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

Relatos experimentais suportam o conceito de que estas células oferecem um
substrato altamente preferido para a migracdo de axonios e libertacdo de fatores bioativos
gue melhoram a migracéo do nervo periférico para a parte distal. No nervo ndo lesionado,
estas células parecem ser de repouso, no entanto, quando este € lesionado, as células de
Schwann sofrem concominante mudanca com a degeneracgdo axonal, na parte distal. Em
poucas horas, estas comecam a expressar MAC-2, uma lectina especifica da galactose
que medeia o volume de fagocitose nas primeiras horas da lesdo (Chaulfaun, C. et al,
2006).
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Embora estas células possuam potencial regenerativo, existem fatores limitantes
para o uso das mesmas, provocando efeitos indesejaveis, tais como a inibicdo da migracao
destas células no SNC, retardada recuperacdo funcional e, em certos casos, seguem o
caminho para a substancia branca em vez da substéancia cinzenta (Subramanian, A. et al.,
2009). Para além disso, o cultivo destas células, exige a colheita dos nervos sensoriais

periféricos para a cultura e expansdo antes da implantacdo (Chaulfaun, C. et al, 2006).

Estas células tém-se mostrado com grande potencial na promocéo de reparacdo da
medula espinal, no entanto os estudos feitos evidenciam que estas células ttm melhores
resultados e uma maior promessa, quando combinadas com outros fatores, tais como
Matrigel (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Bunge e seus colegas investigaram o0 uso de
células de Schawnn cultivadas em Matrigel dentro de condutas de orientacdo do nervo,
com a extremidade distal tampada, para determinar o seu efeito sobre a lesdo na espinal
medula. Neste estudo usaram um modelo de les&o de transac¢do completa, removendo a
espinal medula entre T9-T11 e substituiram pelas condutas de orientagdo do nervo
contendo células de Schwann. Em comparacdo com as condutas de controlo, estas
mostraram um aumento na remielinizacdo, bem como a regeneracao axonal propriospinal
e sensorial. No seguimento deste estudo, abordou-se a entrega de BDNF e NT-3 a partir
de bombas osma@ticas, resultando na regeneragdo dos axdnios da supra-espinal, no entanto
nenhuma avaliacdo da recuperacdo funcional foi relatada. Um terceiro estudo indicou que
0 uso de canais em aberto resultou na regeneracdo de ambas as extremidades da lesdo.
Assim sendo, concluiu-se que os animais feridos recuperaram a condugdo do impulso

depois de receber as células de Schawnn (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

O uso de células de Schwann geneticamente modificadas, aumentando a secrecao
de fatores de crescimento, tais como o NGF e BDNF, revelou um aumento na regeneragéo
axonal em comparagdo as celulas ndo modificadas, no entanto em ambas as linhagens

celulares ndo houve recuperacao funcional (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

De um modo geral, os resultados de varias pesquisas mostram que estas células
funcionam melhor quando associadas a outras abordagens terapéuticas que minimizem
os inibidores da regeneracao no local da lesdo (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
Ou seja, na maioria dos estudos publicados, o enriquecimento das condutas sejam elas

biolégicas ou sintéticas, com células de Schwann, melhorou significativamente a

52



Engenharia de Tecidos para regeneracdo do tecido nervoso: retrospetiva e perspetivas futuras

recuperacdo funcional do nervo. Por exemplo Zhang, et al., e Strauch, et al.,
demonstraram que uma conduta de veia preenchido com estas células foi bem sucedida

no restauro de defeitos nervosos em coelhos (Battiston, B. et al., 2005).

3.2.Células Olfativas Ensheathing (OECs)

Ao contrério do resto do SNC do adulto, o bulbo olfatério mantém a sua
capacidade de regeneracdo. Pois, 0s neurdnios encontrados no sistema olfativo duram
aproximadamente 4 semanas antes de morrer, sendo substituidos por neurdénios recém —
formados. Esta capacidade deve-se a presenca de OECs, que sdo células gliais que
comandam a diferenciacdo das células progenitoras presentes no sistema olfativo
(Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

Estas células, como foi dito sdo células gliais, que continuamente regeneram e
mielinizam os nervos olfativos (Chaulfaun, C., et al, 2006). Elas tém propriedades tanto
das células de Schwann como dos astrocitos, estando presentes tanto no tecido periférico

como no central (Subramanian, A. et al., 2009).

Uma vez que tém esta capacidade, estas tém sido amplamente estudadas tanto na
promocdo da regeneracdo no SNP como no SNC (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S.,
2008). Pois, o transplante destas células aumenta a migracédo e secrecdao de moléculas da

matriz extracelular e fatores neurotroficos (Subramanian, A. et al., 2009).

Foi demonstrado que o grau de recuperacdo funcional ap6s implantacdo destas
células é rapido em comparacdo com as células de Schwann (Subramanian, A. et al.,
2009).

Estudos feitos com o uso destas células para regeneracdo no SNC demonstraram
que estas aumentam o efeito regenerativo das células de Schwann apds transec¢do
completa da medula espinal, permitindo uma ampla regeneracgéo através da cicatriz glial
e permitindo o crescimento axonal de longas distancias. Como também, estudos a longo
prazo, como a injecdo destas celulas em ratos com seccdo da medula espinal,
demonstraram regeneracao axonal, recuperando a fungdo sensorial e motora setes meses
apos transplante (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).
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Devido ao processo de colheita ser invasivo, uma vez que remover OECs do bolbo
olfativo pode comprometer o olfato do humano, e por isso, uma fonte alternativa destas
células é no tecido periférico, sendo obtidas a partir da bidpsia do epitélio olfativo do
nariz. No entanto, estudos também demonstraram que OECs humanas se comportam de
uma forma semelhante as dos ratos. Logo, estes podem ser uma fonte de OECs obtidas a
partir do bolbo olfatério, sendo estas derivadas do tecido nervoso central (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003).

OECs modificadas podem também segregar fatores neurotroficos. Estudos a este
nivel em ratos revelaram-se satisfatorios, uma vez que foi promovida a recuperagdo
funcional (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

A compreensdo detalhada das suas propriedades biol6gicas e moleculares é
essencial para garantir a sua eficacia clinica apds o transplante destas células olfativas

(Higginson, J. e Barnett, S., 2011).

3.3.Células Estaminais

Alguns dos desafios na utilizacdo destas células incluem determinar os sinais
corretos para a sua diferenciacdo em células especificas, tanto in vitro como in vivo
(Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008). As células estaminais pluripotentes podem
permitir multiplos caminhos de diferenciacdo, podendo criar um ambiente permissivo

para a regeneracdo (Chaulfaun, C. et al, 2006).

A maioria dos estudos feitos com estas células sao feitos a partir da colheita de
células estaminais animais (ratos), uma vez que a colheita em humanos para estudos
clinicos tem que ultrapassar questdes éticas (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
Assim, as células estaminais neurais tém sido isoladas a partir do cérebro, da espinal
medula, musculo esquelético e medula 6ssea de ratos (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). As
células estaminais neurais sao celulas multipotentes, dando origem as células do sistema
nervoso. Elas sdo encontradas tanto em tecidos embrionarios como adultos, como ja
referido (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
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As celulas estaminais embrionarias de rato séo atraentes para estudos pré-clinicos
porque sdo de fécil cultura e facilmente diferenciam-se em células do sistema nervoso.
Pois, um dos primeiros estudos na utilizacdo destas células, para o tratamento da lesdo
medular em ratos, demonstrou que promoveram a formacdo de células da glia,
oligodendracitos e astrocitos, para estas serem transplantadas para o local da lesdo. Estas
células depois de transplantadas demonstraram a capacidade de remielinizacéo, indicando
assim uma grande potencialidade das células estaminais no tratamento de lesdes no SNC,
mais propriamente na medula espinal (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008). Estas
células progenitoras da glia tém sido utilizadas com sucesso em aplicacBes de
remielinizacdo, apo6s desmielinizacdo ou lesdo, aumentando a regeneracdo e a

recuperacdo funcional do tecido nervoso (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

No entanto, no transplante direto de células estaminais para o local da lesdo, estas
podem sobreviver durante semanas e diferenciar-se em neurdnios, astrocitos e
oligodendrdcitos. Pois, sabe-se que ap6s 2-5 semanas do transplante, elas ainda estdo

ativas para se diferenciarem (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Assim, Weidner, et al., tem estudado o uso de células progenitoras de células
neurais para o tratamento da lesdo da medula espinal. Um dos seus estudos é sobre a
capacidade de diferenciacdo tanto in vitro como in vivo (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert,
S., 2008).

Tendo estas células a capacidade de se diferenciarem nas linhagens celulares do
sistema nervoso, esta diferenciacao é feita através de um ambiente controlado em suportes
que contém componentes da matriz extracelular e fatores de crescimento. Suportes a base
de fibrina foram bem sucedidos para aplicagdes em engenharia de tecidos neurais
(Subramanian, A. et al., 2009). Um maior controlo in vitro na diferenciacdo das células
embrionarias pode permitir o transplante dessas mesmas células e produzir resultados

mais previsiveis (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Esta descrito que estas células também tém influéncia no que toca ao reparo do
nervo periférico, e ndo s6 como descrito até aqui na medula espinal. Pois, a capacidade
da sua diferenciacdo in vitro, torna possivel a sua utilizacdo no reparo tanto do nervo

periférico como na espinal medula. Estudos assim o indicam, que a utilizacdo destas
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células juntamente com a técnica de tubulizagdo aumentaram a regeneragdo nervosa € a

recuperacdo funcional do nervo periférico (Sebben, A. et al., 2011).

Contudo, varios estudos investigaram o potencial de células estaminais neurais
derivadas de seres humanos, para promover a recuperacao da lesdo da medula espinal em
modelos animais (ratos). Estas células foram recolhidas de tecidos fetais do cérebro,
revelando resultados satisfatorios, no que toca a sua diferenciacdo em células da glia e
neuronios, promovendo também um aumento na recuperacao funcional (Willerth, S. e
Sakiyama-Elbert, S., 2008).

3.4.Entrega de células

Uma vez tomada a decisdo sobre o tipo de células a usar, a proxima consideracdo
é como entregar as células para o local da lesdo, pois o transplante de células deve garantir
a integridade e viabilidade das células (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).

Em métodos de engenharia de tecidos a base de células, isoladas e disseminadas,
estas sdo injetadas na corrente sanguinea ou de um 6rgdo especifico do recetor. A injecao
de células evita as complicagcdes de uma cirurgia, permite a substituicdo de apenas as
células que fornecem a funcdo necessaria, e permite a manipulacdo de células antes da
infusdo (Saxena, A., 2005).

Um método alternativo para o fornecimento de células para o sitio da lesdo
envolve a utilizacdo de suportes, em que estas sdo semeadas neste, e em seguida o suporte
¢ implantado no local da lesdo (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).0 suporte
funciona como uma estrutura temporéria utlizada para apoio das células na construcéo ou

reparacao de tecidos (Subramanian, A. et al., 2009).

A utilizacdo de suportes tem algumas vantagens em relagdo ao uso da injecéo
direta. Pois, 0s suportes podem proporcionar um ambiente mais hospitaleiro para a
sobrevivéncia celular, bem como ser um suporte trofico para as células. Estes podem ser
modificados com o objetivo de promover a sobrevivéncia celular e promover a

diferenciacdo de células estaminais (Willerth, S. e Sakiyama-Elbert, S., 2008).
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Varios materiais (sintéticos e naturais) foram utilizados como condutas de nervos,
servindo de suportes para as células. Assim, a matriz extracelular tem um papel
importante, pois fornece um meio para as células interagirem e migrarem, promovendo a
adesdo celular, proliferacdo e diferenciacdo in vitro e in vivo (Subramanian, A. et al.,
2009). Dai a sua importancia na utilizacdo desta na técnica de tubulizacdo. Pois,
componentes da matriz extracelular como colagénio, laminina, entre outros, estdo
envolvidos no processo de regeneracdo. O preenchimento de tubos com matriz
extracelular apresenta um aumento na taxa de regeneracdo e de conexdo em lesdes
extensas (Sebben, A. et al., 2011; Chaulfaun, C. et al, 2006).

4. Terapia Biomolecular

4.1 .Fatores neurotroficos

Os fatores neurotroficos também conhecidos como fatores de crescimento sdo
polipeptideos e tém sido um foco de grande investigacao na regeneracao neuronal, sendo
testados tanto in vitro como in vivo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Subramanian, A. et
al., 2009; Terenghi, G., 1998; Sebben, A. et al., 2011). Estes suportam a sobrevivéncia,
diferenciacdo e crescimento dos neuronios e dos diferentes tipos celulares no
desenvolvimento do sistema nervoso e promovem a regeneracdao do nervo (Belkas, J. et
al., 2004). Muitas vezes, 0s neurénios ndo recebem as quantidades adequadas de
neurotrofinas em apoptose (Willerth, S., Sakiyama-Elbert, S., 2007). Assim, os fatores
neurotroficos tém sido vistos como ideais para o tratamento de doencas

neurodegenerativas do SNC, neuropatias e lesdo do nervo periférico (Terenghi, G., 1998).

Admite-se que os fatores neurotroficos sdo um conjunto de trés familias de
moléculas e seus receptores, responsaveis por manter o crescimento e sobrevivéncia dos

axonios e neurbnios motores e sensitivos, apds danos teciduais (Sebben, A. et al., 2011).

A familia das neurotrofinas tem sido fortemente investigada na regeneracéo de
nervos. Estas incluem o fator de crescimento do nervo (NGF), fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), neurotrofina — 3 (NT-3) e neurotrofina - 4/5 (NT - 4/5). Outros
fatores neurotroficos que ndo fazem parte desta familia, como fator neurotrofico ciliar

(CNTF), fator de crescimento derivado da linhagem de células da glia (GDNF) e fatores
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de crescimento, acido e basico, de fibroblastos (aFGF e bFGF), promovem uma gama de
respostas neuronais, tendo mostrado sucesso em estudos de regeneragdo do nervo
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Belkas, J. et al., 2004).

A descoberta de NGF foi das mais Uteis para a regeneracdo do sistema nervoso
(Subramanian, A. et al., 2009; Chaulfaun, C. et al, 2006). As células de Schwann
segregam NGF e outros fatores ap0s a lesdo do nervo periférico e, como resultado, o NGF
tem sido investigada como um tratamento para tratar lesdes de nervos periféricos
(Willerth, S., Sakiyama-Elbert, S., 2007). Desempenha um papel fundamental na
regeneracdo de nervos periféricos, pois este é expressado em niveis baixos pelo nervo
periférico saudavel. No entanto, quando ha leséo tanto ao nivel do nervo periférico como
na medula espinal, NGF é regulado positivamente, acumulando-se na parte distal do
nervo periférico, e na parte distal e proximal da lesdo medular. A nivel celular, estes
promovem a sobrevivéncia e crescimento das ramificacfes de neurdnios sensoriais, mas
ndo ajudam na regeneracdo de neurdnios motores (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Pois,
0S neurdnios motores ndo tém recetores de alta afinidade para NGF, como 0s neurdnios
sensoriais apresentam os TrKA que sao recetores de alta afinidade para NGF, dai os niveis
de NGF aumentarem aquando lesdo do nervo sensorial. Estudos que comprovam que o
NGF quando combinado com biomateriais e com libertacdo controlada, o seu efeito é
potencializado, promovendo a regeneracao nervosa com melhoria funcional (Sebben, A.
etal., 2011).

BDNF esta presente nos neurénios motores, uma vez que estes, tal como 0s
neurdnios sensoriais para NGF, apresentam recetores de alta afinidade (TrKB) para
BDNF (Sebben, A. et al., 2011). Este fator tem de ser entregue localmente e em altas
concentracdes para ter um efeito sobre a regeneracdo do nervo (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003). Ou seja, estudos concluem que a entrega desta biomolécula tem que ser continua
em condutas biodegradaveis (Sebben, A. et al., 2011) promovendo assim a sobrevivéncia
de neurdnios motores e a sua excrescéncia, bem como o crescimento axonal sensorial
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

O fator neurotrofico NT-3 estimula o crescimento e diferenciacdo de novos
neurdnios e sinapses, e atua na diferenciacdo de neurbnios. Este & maioritariamente

encontrado em neuronios do SNC. Estudos comprovam que a utilizagdo desta
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biomolécula em combinacdo com NGF e BDNF promove regeneracdo tanto a nivel
periférico como na medula espinal, respetivamente. Sugerindo assim, que este fator de
crescimento desempenha um papel importante na regeneracao nervosa (Sebben, A. et al.,
2011). Assim como a NT-4/5, possuindo atividade semelhante a NT-3, comprovou o seu
papel na regeneracdo nervosa, promovendo a sobrevivéncia e crescimento de neuronios

motores e sensoriais (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

GDNF, sendo estes derivados de células gliais, sdo fundamentais na formacéo
tanto de neurdénios motores como de neurdnios sensoriais (Sebben, A. et al., 2011)
promovendo a sua sobrevivéncia e 0 seu crescimento tanto a nivel do SNC como do nervo
periférico (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). A presenca deste aumenta intensivamente na
lesdo do nervo, dai o seu forte envolvimento na regeneracdo de nervos periféricos.
Estudos concluiram que a combinacdo com CNTF e NGF resultaram em recuperacao
funcional ap6s lesdo do nervo ciatico em ratos, tanto na sobrevivéncia de neuronios
sensitivos e motores como no crescimento de neuritos e alongamento dos neurénios
motores e sensoriais (Sebben, A. et al., 2011). GDNF em comparacdo com NGF e NT-3

promove um crescimento mais extenso dos neurénios (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Os niveis de expressao de CNTF decrescem significativamente e continuam
baixos por um longo periodo apds lesdo do nervo periférico (Sebben, A. et al., 2011) no
entanto os seus niveis sdo aumentados em lesdes ao nivel da espinal medula. Contudo,
este demonstrou desempenhar um papel na cicatriz glial (Schmidt, C. e Leach, J., 2003;
Willerth, S., Sakiyama-Elbert, S., 2007). A aplicacdo deste fator neurotrofico
exogenamente tem sido associada a niveis aumentados de regeneracao apos lesdo, tanto
na medula espinal como no nervo periférico. Mas, no que diz respeito a regeneracao de
nervos periféricos, resultados conclusivos foram apenas in vitro ou em animais de
pequeno porte. Pois, em humanos e animais de grande porte ndo se mostraram muito
vantajosos (Sebben, A. et al., 2011; Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Muitos estudos feitos com fatores neurotréficos para a regeneracao do nervo, tanto
no SNP como no SNC, demonstram muitas vezes resultados inconclusivos. No entanto,
sabe-se que a aplicagdo destes exogenamente promove uma variedade de respostas
neurais, como sobrevivéncia e excrescéncia dos neuronios sensoriais e motores dos

nervos, regeneragdo do nervo tanto na medula espinal como no SNP e crescimento do
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nervo sensorial ao longo da zona de transicdo SNP-SNC. Muitas vezes o0s resultados sdo
inconclusivos, pois in vivo, as respostas podem variar de acordo com o método de entrega
do fator de crescimento (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

4.2 .Métodos de entrega

Uma variedade de técnicas para fornecer estas biomoléculas tém sido utlizadas,
incluindo bombas osm@ticas e reservatorios de silicone (Schmidt, C. e Leach, J., 2003;
Terenghi, G., 1998; Belkas, J. et al., 2004). Contudo, estes métodos ndo sdo os mais
adequados para aplicacdo clinica, pois ha potencial de causar inflamac&o e infe¢do devido
aos seus componentes ndo degradaveis (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Assim, outras
técnicas tém sido investigadas, como a administracdo subcutdnea ou injecdo
intraperitoneal e a utilizacdo de materiais bioabsorviveis (Terenghi, G., 1998). Assim
como a utilizacdo de matrizes poliméricas, microesferas e da terapia génica sdéo métodos
de entrega eficazes (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Os fatores neurotréficos podem ser incorporados em matrizes poliméricas. Os
polimeros sintéticos e naturais sdo amplamente utilizados na libertacdo controlada em
dispositivos. Estes sdo concebidos para que as biomoléculas sejam libertadas de forma
espacial e temporalmente controlada, ou seja, a libertacdo pode ocorrer a medida que o
polimero degrada ou por difusdo através dos poros da matriz do polimero (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003).

As microesferas sdo vulgarmente utilizadas para entrega destas biomoléculas no
SNC. Estas auxiliam na libertacdo controlada dos fatores de crescimento (Schmidt, C. e
Leach, J., 2003). No entanto, este método apresenta algumas desvantagens, como a
degradacdo, em que esta pode ser variavel (Chaulfaun, C. et al, 2006) e o seu diametro
(até 1mm), podendo ser aplicada uma técnica menos invasiva, como por exemplo a
injecdo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003). Contudo, pesquisas demonstram que a duracéo
de entrega de fatores de crescimento pode ser mantida por um periodo prolongado de
tempo (Chaulfaun, C. et al, 2006). Cao e Shoichet encapsularam fatores neurotroficos em
micoresferas biodegradaveis que libertaram o seu contetdo a medida que se degradavam,
melhorando a biodisponibilidade e a bioatividade (Belkas, J. et al.,, 2004). O

encapsulamento destes fatores em diversos polimeros tanto naturais (quitosano, alginato),
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como sintéticos foram investigados, mostrando uma grande promessa em modelos de
lesdo medular (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Assim, em aplica¢des neurais o uso da tubulizacéo, consistindo esta no uso de um
canal de guiamento do nervo, também serve como dispositivo de entrega de fatores
neurotroficos para ajudar na regeneracéo do nervo (Schmidt, C. e Leach, J., 2003; Belkas,
J. et al., 2004). Sendo os fatores de crescimento incorporados na matriz polimérica do
canal, é dispensavel a preocupacdo da biodisponibilidade ou da bioatividade (Belkas, J.
et al., 2004). Alguns materiais poliméricos, como por exemplo PLGA, demonstraram
grande potencial como transportadores de fatores neurotréficos (Subramanian, A. et al.,
2009).

Os niveis de fator de crescimento que se pretende podem requerer a entrega destes,
com tempo e sequéncias alternadas. Assim, 0s protocolos para a entrega destas
biomoléculas devem abordar a sequéncia e tempo, de dosagem, de distribuicdo de vetores,
e a duracdo da terapéutica (Chaulfaun, C. et al, 2006).

A utilizacdo de polimeros de libertacdo prolongada, apesar de demonstrarem uma
grande promessa no que toca a regeneracdo do tecido nervoso, como dispositivos de
entrega de fatores de crescimento, apenas proporcionam um reservatorio destes agentes
bioativos. Assim, futuras estratégias estdo a ser baseadas em terapia génica para a
producdo a longo prazo de fatores de crescimento ativos in situ (Schmidt, C. e Leach, J.,
2003).

A terapia génica, no que compete ao restauro do tecido nervoso, consiste na
insercdo de genes nas células neuronais, em que estas produzem fatores neurotréficos.
Alternativamente, a regeneracdo dos neurdnios pode ser sustentada por enxertos de
células que foram geneticamente manipuladas para produzir fatores neurotréficos
(Terenghi, G., 1998). A utilizagdo de vetores virais também tem sido amplamente
investigados em diversos tecidos e incluem métodos baseados em retrovirus, virus do
herpes simplex e adenovirus. Os dois Ultimos s&o amplamente investigados no tecido
nervoso (Chaulfaun, C. et al, 2006; Schmidt, C. e Leach, J., 2003). No entanto, por se

tratarem de agentes virais, existe um certo risco associado. Logo, antes de serem
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utilizados em testes clinicos, estes devem ser minimizados de qualquer resposta
inflamatoria (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Assim, a utilizacdo de vetores ndo-virais tém sido alvo de pesquisa. O DNA nu
pode ser injetado diretamente, mas esta técnica resulta em baixa expressdo. Assim, 0s
lipoplexos ou os complexos de DNA com lipidos cationicos sdo um dos metodos de
administragdo de genes ndo virais mais comuns e bem sucedidos. No entanto 0s
mecanismos pelos quais 0s vetores nao virais sdo capazes de transfectar células ndo esta
bem entendido, logo a otimizagdo desses sistemas continua a ser um desafio na pesquisa
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

As estratégias experimentais no que toca a manipulacdo genética para a
regeneracdo de nervos mostram grande potencial na terapéutica tanto no SNC como SNP
(Terenghi, G., 1998). Sabe-se que os fatores neurotroficos afetam a expressdo de genes
que promove a sobrevivéncia neuronal e o crescimento axonal. Assim, a pesquisa também
se tem centrado na manipulacdo de genes que estdo associados a regeneracdao do nervo
(Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Sabe-se que 0os RAG’s (genes associados a regeneragdo) Sa0 expressos em
primeiro lugar durante o desenvolvimento do sistema nervoso, e que a expressao destes
genes no nervo adulto saudavel é negligenciavel, no entanto, quando o nervo periférico é
lesionado estes genes séo re-expressados, resultando muitas vezes em regeneragdo bem
sucedida. O mesmo ndo acontece na lesdo medular, mas a regulacdo positiva destes genes

na medula espinal pode ser um tratamento eficaz (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).

Como ja descrito, os fatores neurotréficos podem resultar em aumentos
significativos na regeneracdo nervosa. No entanto, é dificil o seu fornecimento contolado
ao longo da duracdo da regeneracdo. Assim, as células geneticamente modificadas
transplantadas representam uma grande vantagem pois sdo uma fonte continua de fatores
neurotroficos (Schmidt, C. e Leach, J., 2003).
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Capitulo VI — Perspetivas futuras

Hoje em dia, a maioria dos autores concorda que o enxerto do nervo ainda deve
ser considerada a primeira escolha de estratégia para a reparacdo de nervos,
principalmente de nervos periféricos. No entanto, a tubulizagéo tem vindo a crescer como
uma alternativa ao enxerto do nervo, logo, esta suposicdo pode vir a alterar ao longo dos

préximos anos (Battiston, B. et al., 2005).

Avancos significativos foram feitos na concecao de alternativas para o enxerto do
nervo, para além do uso de condutas de nervos, a manipulacdo de fatores de crescimento
através da engenharia genética, a inducdo e diferenciacdo de células estaminais, entre
outras. No entanto no que diz respeito a incorporacdo destas aplicacdes clinicamente,
muitos obstaculos tém que ser superados (Chaulfaun, C. et al., 2006).

A utilizacdo de diferentes células, por si s6 requerem ambientes de cultura unicos,
tornando dificil criar os suportes apropriados e biocompativeis com diferentes linhagens
celulares. Estamos assim, perante o desafio de criar suportes capazes de “suportar” uma

variedade de tipos de células (Chaulfaun, C. et al., 2006).

A natureza exata de uma conduta de um nervo ideal é desconhecida, contudo, com
a capacidade de projetar e modificar os materiais utilizados em termos fisicos e quimicos,
a correta combinacéo sera encontrada (Chaulfaun, C. et al., 2006).

Quanto ao uso de fatores neurotroficos, ainda ha muito a aprender e compreender.
Pois, a dosagem adequada, definir com precisdo a sequéncia da sua expressdo e a sua
duracéo, sdo fatores nos quais tem que haver uma melhor aprendizagem (Chaulfaun, C.
et al., 2006).

Em cultura de células, células estaminais tém vindo a ganhar destaque ao longo
dos anos, e muito provavelmente as pesquisas a este nivel vao criar impactos positivos no
sentido de encontrar uma alternativa adequada para o enxerto do nervo autélogo. Assim,
o estudo da diferenciagdo celular induzida pela composi¢éo do suporte é fundamental na

regeneracao de tecidos e 6rgdos (Barbanti, S. et al., 2005).
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A fim da utilizacdo de células estaminais, muitos aspetos éticos tém que ser

ultrapassados para obter pesquisas mais concretas nesse sentido.
A engenharia de tecidos € uma tecnologia com beneficios profundos e um enorme

potencial no futuro, oferecendo a promessa no tratamento de perda de fungéo de 6rgaos

ou tecidos.
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Capitulo VII — Concluséo

A engenharia de tecidos tem como objetivo a reparacdo, regeneragdo ou
substituicdo de tecidos e 6rgdos tanto a nivel estrutural como funcional. No caso do
sistema nervoso, esta abordagem foca-se mais na regeneracao do préprio tecido, evitando

e tentando encontrar alternativas para o enxerto do nervo autologo.

Assim, as pesquisas tém-se focado na producdo e aplicacdo de novos biomateriais
para uso de suportes. Estes, no que respeita ao uso na regeneragédo do Sistema Nervoso,
funcionam como canais de guiamento dos nervos, havendo sucesso tanto ao nivel do SNP

como no SNC.

Para além disso, € necessaria uma combinacdo de elementos bioldgicos e
sintéticos para que a regeneracdo no Sistema Nervoso apresente melhores resultados.
Assim, 0s suportes utilizados “suportam” os elementos bioldgicos, tais como
componentes da matriz extracelular, a transplantacdo de células e de biomoléculas.
Estudos comprovaram sucesso na conjugagdo entre oS suportes e estes constituintes

bioldgicos.

Uma compreensdo precisa da biologia celular com énfase na diferenciacéo celular,
interacdo celular e formagdo de matriz extracelular é de extrema importancia para obter

sucesso na regeneragao do tecido nervoso.
A engenharia de tecidos € uma é&rea dindmica e inovadora que permite a

colaboracdo entre cientistas, médicos e industria, a fim de fazer avancos significativos no

atendimento clinico.
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