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Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de tentar compreender a evolugdo da
biotecnologia, mais concretamente da area da engenharia de tecidos, contextualizada com a
evolucdo, em simultaneo, da area tecnologico-cientifica dos ultimos anos e, em particular, da

engenharia de tecidos aplicada a pele.

Recentemente, tem-se vindo cada vez mais a assistir a uma grande evolu¢do na area de
tratamento de inimeras doencas através de novos métodos ndo convencionais. A engenharia
de tecidos e a descoberta das células tronco foram as ferramentas chave que possibilitaram tal

evolugao.

Como a pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e estd em constante contacto com o
meio externo, a sua suscetibilidade a lesdes incapacitantes e limitantes da qualidade de vida
do Homem ¢ muito elevada. Como forma de fazer face a tais lesdes, a biotecnologia tem
vindo a desenvolver substitutos bioldgicos, com recurso a tecnologia de ponta, cada vez mais

semelhantes a pele humana, através da engenharia de tecidos.
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Abstract

This work was developed with the aim of trying to understand the evolution of
biotechnology, more specifically of the tissue engineering area, which was contextualised
with the simultaneous evolution of the technological-scientific area from the last years and, in

particular, of the tissue engineering applied to skin.

Recently, it has been possible to look at a large evolution in the treatment area of
several diseases through non-conventional new methods. Tissue engineering and the

discovery of stem cells have been the key tools that made that evolution possible.

Since the skin is the largest human body organ and it is in constant contact with the
external environment, it has a very high susceptibility to injuries which are disabling and
limiting of Man’s quality of life. As a way of coping with such injuries, biotechnology has
been developing biological substitutes, by using the latest technology, which are increasingly

similar to human skin, through tissue engineering.
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Capitulo I — Introducao

1.1. A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa

As tultimas décadas foram marcadas por uma significativa melhoria das condigdes de
vida nas multiplas dimensdes que influenciam o desenvolvimento humano. A saude passou a
fazer parte das prioridades essenciais. As expectativas dos cidaddos foram sendo
influenciadas por uma atmosfera de inovagdo, quer no dominio da pratica diagndstica quer
nas atitudes terapéuticas. A medicina passou da racionalidade cientifica, ligada ao

conhecimento cientifico e a evidéncia clinica, para uma nova fase dominada pela tecnologia.

Para tal cenédrio construido tém contribuido os impressionantes avangos,
nomeadamente, no dominio da genética e da biotecnologia, com a emergéncia de areas de

elevada sofisticacao tecnologica, onde se destaca a engenharia de tecidos.

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa, sendo campos emergentes na
sociedade actual, t€m contribuido positivamente, para o avango do tratamento de multiplas
patologias. No entanto, permanece ainda alguma confusdo acerca desta correlagdo entre a
engenharia de tecidos e a medicina regenerativa. Pode-se contudo definir a engenharia de
tecidos, como o uso de materiais biodegradaveis sintéticos ou naturais, que foram semeados
com células vivas, para regenerar a forma ou a fun¢do de um tecido ou 6rgao danificado, num
paciente humano. Neste contexto, a engenharia de tecidos pode ser identificada como o
conjunto de ferramentas, que pode ser usado para executar medicina regenerativa, isto,
porque, nem toda a medicina regenerativa usa a engenharia de tecidos como ferramenta de

recurso (Sharples, F. E. et al., 2003; Lanza, R. et al., 2007).

Trata-se de um novo cendrio, que tem vindo a exigir mais atengdo por parte da
comunidade cientifica das ciéncias da saude, fruto de solicitagdes inovadoras, resultantes de
uma vivéncia em sociedade cada vez mais global, onde os desafios colocados ao
conhecimento, sdo cada vez mais exigentes a escala mundial, no sentido da inovagdo e da
eficacia. Como autora pessoal deste trabalho, as motivacdes que originaram a opgao por este

tema, prendem-se para além de um interesse particular, o facto aliado da area de biotecnologia
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ser um campo muito atual e multidisciplinar, onde a inovagao cientifica tem sofrido avangos

significativos.

Fruto do exposto atrds e do facto de a medicina regenerativa ter vindo a ser
gradualmente mais solicitada em alternativa aos tratamentos mais convencionais, para fazer
face a doencas e/ou lesdes mais debilitantes no ser humano, a engenharia de tecidos, surge
como uma ferramenta, cada vez mais eficaz, para a pratica da medicina regenerativa, pelas

inimeras vantagens que apresenta.

Assim, pode se afirmar, que o propdsito da engenharia de tecidos ¢ muito claro e passa
pelo estabelecimento de uma nova tecnologia clinica, que torne possivel o tratamento de
doengas para as quais ainda ndo existe cura ou, onde os tratamentos disponiveis, ainda sdo

ineficazes ou ineficientes.

A pele, como o maior 6rgdo do corpo humano que ¢, desempenha fungdes cruciais na

manutengdo do bem estar do Homem.

Assim sendo, a engenharia de tecidos tem se debrugado sobre o desenvolvimento de
substitutos apropriados para a pele humana, capazes de simular cada vez mais histoldgica,

fisiologica e morfologicamente a pele humana.

A aplicagdo destes substitutos cutdneos ja se tornou numa realidade, mas devido a
complexidade em que todo o processo de producado estd envolvido e aos elevados custos a ela
associada, existe ainda um longo caminho a ser percorrido pela biotecnologia de forma a
poder ultrapassar estes obstaculos, que tém vindo a retardar massivamente a sua aplicacdo e

utilizagdo.

A razdo do meu interesse sobre a engenharia de tecidos insere-se num percurso de
investiga¢do, iniciado ja ha algum tempo, como aluna da Universidade Fernando Pessoa no
curso de Ciéncias Farmacéuticas e muito em particular, ligado a este tema, que acho

efectivamente muito interessante.

O resultado desta investigacdo permitiu aferir a evolugdo tecnoldgica desta
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engenharia, desde os seus primordios, até aos mais recentes avangos e aplicagdes in vivo € in
vitro. Para além do aspeto referido, facultou também, conhecer os substitutos ja
desenvolvidos e comercializados para o efeito e, ainda, compreender todo o processo

complexo, que envolve a sua produgao.

1.2. O surgir de um novo conceito

As doengas, as malformagdes congénitas e os ferimentos fizeram sempre parte da vida
do Homem. O recurso a materiais e proteses que permitem substituir membros ou tecidos,

resultaram sempre numa resolucdo parcial do problema principal (Lanza, R. et al., 2007).

Ja no século XVI Tagliacozzi de Bolonha, Itlia, descreveu no seu livro, o trabalho
que desenvolveu, acerca da reconstru¢do do nariz a partir do antebrago. Mais tarde, com a
evolucdo cientifica, que decorreu do século XX, surgiram conceitos novos, como, por
exemplo, a esterilizacdo, que possibilitaram o aparecimento da cirurgia moderna (Lanza, R. et

al., 2007).

J&4 na era moderna, foram surgindo varias técnicas de transplantagdo de tecidos e de
orgdos, bastante revoluciondrias, uma vez que a transplantacido podia dar-se directamente de
um individuo para outro, o que possibilitou uma diminui¢do da morbilidade e mortalidade na
populacdo. Apesar de todo este sucesso, imediatamente surgiram limitagdes ligadas a este
método, devido a ocorréncia de rejei¢des cronicas por parte do sistema imunitario do recetor,
que muitas vezes ndo eram facilmente resolvidas, mesmo recorrendo ao uso de
imunosupressores. Também o facto de ndo existirem 6rgaos suficientes para toda a populacao,
colocou logo a transplantacdo de 6rgdos, mais um problema e, ¢ neste contexto, que surge a

apelidada engenharia de tecidos (Lanza, R. ef al., 2007).

Um marco importante emergido foi que ja desde os anos setenta, novas descobertas
em diversas areas tais como: biologia celular, biologia molecular, biologia das células tronco,
bioquimica, engenharia genética e os avangos tecnologicos verificados, tinham dado
particular énfase ao conceito de engenharia de tecidos. Mas foi a partir de meados dos anos

oitenta, que a engenharia de tecidos passou de um simples conceito, para uma area cientifica
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com grande importancia (Lanza, R. et al., 2007; Bajada, S. et al, 2008; Ikada, Y. et al.,
2006).

Um artigo publicado na revista Science, em 1993, escrito por Langer e Vacanti, diz
que a engenharia de tecidos ¢ um campo interdisciplinar, que aplica os principios da
engenharia e as ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos biologicos, a fim de

poder melhorar, mater ou restaurar a fungdo de um tecido (Bajada, S. et al., 2008).

De uma forma generalizada, pode-se afirmar que sdo trés os pontos chave necessarios
a considerar durante o desenvolvimento dos substitutos: evitar uma resposta imunitéria, usar o
substrato mais adequado para a diferenciacdo e sobrevivéncia celulares e, providenciar um
ambiente apropriado com todas as condi¢des necessarias @ manutencdo do tecido (Lanza, R.

et al., 2007).

Imitar a natureza humana implicaré entdo recorrer, antes de mais, a uma base ampla de
conhecimentos de biologia, com enfoque em especial nos tecidos e nos 6rgaos e, assim, nesta
base, poder controlar todos os eventuais processos bioldgicos, que possam surgir e
desenvolver novas estratégias para a produgio de tecidos vivos. E neste desafio de imitar a
natureza e que foi aceite por aqueles, que estdo a liderar esta nova area da tecnologia,
chamada engenharia de tecidos, que permitiu contribuir para o surgimento de um novo
paradigma. Este novo cenario podera potenciar um ciclo novo, uma vez que a longo prazo, a
engenharia de tecidos, capacitara reunir outro potencial para a criagdo de varios 6rgaos vitais
e assim, desta forma, facultard a substituicdo da técnica tradicional de transplantagdo de

orgdos (Lanza, R. et al., 2007; Ikada, Y. et al., 2006 ).

1.3. Engenharia de tecidos — limitagdes

Apesar do promissor sucesso ja verificado, a engenharia de tecidos enfrenta ainda, um
longo caminho a percorrer, a fim de que possa ser, definitivamente, implementada e veja a
possibilidade para a resolu¢do dos varios problemas, que lhe sdo associados. As dificuldades
que lhe tém sido levantadas englobam essencialmente questdes éticas e juridicas associadas a

utilizagdo de células tronco embrionarias e a possiveis obstaculos de natureza diversa, tais
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como: rejei¢des por parte do recetor, infe¢des, desconhecimento das implicagdes a longo
prazo, incapacidade do tecido produzido reproduzir a 100% o tecido em causa em toda a sua
complexidade e ainda, o ndo acompanhamento do crescimento do tecido transplantado com o
crescimento do paciente (Sharples, F. E. et al., 2003; Lanza, R. et al., 2007 ; Bajada, S. et al.,
2008).

E pacifica a opinido de que embora seja mais provavel encontrar solugdes capazes de
resolver os problemas, ja a longo prazo, permanece um grande debate acerca de todos os pros
e contras inerentes a esta area da biotecnologia, que a tem colocado num longo compasso de
espera, que tem sido dificil de ultrapassar (Metcalf, D. et al, 2007; Lanza R. et al, 2007,
Ikada, Y. et al., 2006).

1.4. Engenharia de tecidos — perspetivas futuras

Apesar das limitagdes atuais apresentadas pela engenharia de tecidos, esta area, a
longo prazo, apresenta um grande potencial de mercado, uma vez que potenciard aumentar o
leque de tratamentos disponiveis e mesmo, também, até podera melhorar os resultados
entretanto ja alcancgados, através dos métodos convencionais utilizados no tratamento de

certas doengas (Lanza R. et al., 2007).

A engenharia de tecidos, a longo prazo, sofrerd, certamente, um aperfeicoamento nos
resultados até agora obtidos e, concomitantemente, verificara um alargamento da sua
aplicabilidade. Este cendrio sera seguramente conseguido, pois haverd ainda, com certeza, no
futuro, uma maior compreensao sobre a biologia celular, um melhoramento dos sistemas de
cultura celulares e das estruturas de suporte pela utilizagdo de biomateriais de vanguarda, que
permitird assim, a obten¢do de substitutos cada vez mais proximos da realidade e desta forma
alargard o leque de possibilidades de tratamento em doengas genéticas, do sistema urinario,
circulatorio, respiratorio, nervoso, doencas hepaticas, dsseas, cutineas, entre outras (Lanza R.

et al., 2007).

A sociedade atual herdou e criou gradualmente novos problemas de natureza ética,

que ndo podem deixar qualquer ser humano indiferente, como ¢ o caso do dominio onde as
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células tronco embrionarias se movimentam.

Perante a grandeza dos problemas originados pela utilizagdo incorrecta de
determinadas descobertas cientificas, parece ser da maxima importancia, questionar até que
ponto a engenharia de tecidos poderd sofrer de impedimentos inultrapassaveis, por parte da

ética, que possam de certo modo impedir o avango da investigacdo cientifica.
Como forma de ultrapassar cendrios impeditivos impostos em nome de uma ética mais

exigente, espera-se que o bom senso possa sempre manifestar-se na comunidade cientifica,

onde o bem-estar humano, em termos de satde, possa imperar.
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Capitulo II — Células tronco

2.1. Caracterizacao das células tronco

As células tronco, células mae ou células estaminais foram as células impulsionadoras
da engenharia de tecidos. Estas células foram, pela primeira vez, estudadas em 1963, por
Becker, que ap6s a realizacdo de variados estudos com células da medula 6ssea de ratos,
chegou a conclusdo, que essas células possuiam propriedades unicas de autorrenovagio

infinitas (Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada, S. et al., 2008).

Estas células possuem duas propriedades, que as possibilitam distinguir de todas as
restantes, colocando-as assim num patamar superior, podendo ser identificadas por:
capacidade infinita de autorrenova¢do, o que origina mais células tronco e capacidade de se
poderem diferenciar em diferentes linhagens celulares, quando sdo mantidas nas condi¢des

apropriadas (Paspala, S. et al., 2011).

Mas apesar de bastante promissoras, as células tronco até a data, apenas concretizaram
poucos exemplos de aplicagdo clinica. Este facto podera ser explicado pelos seguintes factos

relatados (Bajada S. et al., 2008):

- Apoptose celular pds-implantagao;

- Dificuldades na obtencdo de vascularizagao;

- Problemas relacionados com o tipo de biomaterias utilizados;
- Questoes de foro ético;

- Custos associados as culturas celulares prolongadas.

As células tronco sdo classificadas em dois grandes grupos: o que engloba as células
tronco embrionarias e o das células tronco ndo embrionarias. As células tronco embrionarias
tém um grande potencial de uso na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa, mas o
seu uso tem sido ainda muito limitado, devido ao facto de levantar muitas questdes éticas. Por
enquanto a op¢do mais vidvel e menos controversa, tem sido a do uso de células tronco nao-

embriondrias (Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada S. et al., 2008).
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Até ao presente, os resultados conseguidos experimentalmente e clinicamente tém sido
bastante promissores e ¢ possivel, que num futuro proximo, a terapia para multiplas
patologias, passe a ser realizada através de células tronco (Sharples, F. E. ef al., 2003; Bajada

S. et al., 2008).

2.2. Células tronco embrionarias

As células tronco embriondrias sdo origindrias a partir de um blastocisto com cerca de
oito dias de vida. Estas células tronco embriondrias sdo caracterizadas por apresentarem
pluripoténcia ou totipoténcia, isto €, tém a capacidade de se diferenciarem ilimitadamente e
originarem os varios e diferentes tipos de células existentes (Sharples, F. E. et al., 2003;

Bajada S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

A diferenciacdo controlada destas células, em células mais especificas, dar-se-4 em
culturas com factores de crescimento em condi¢des apropriadas. Estas células tém ainda a
capacidade de criar linhagens celulares, que sdo caracterizadas por uma imortalidade celular
em cultura acoplada a manutencdo do vigor celular, por um longo periodo de tempo.

(Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada S. et al., 2008).

Mas o uso destas linhagens celulares tem apresentado algumas limitagdes, apesar do
seu grande potencial para a engenharia de tecidos, nomeadamente, alguns problemas in vitro,
mais propriamente, a ocorréncia de uma divisdo celular descontrolada desencadeando o

aparecimento de células tumorais (Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada S. et al., 2008).

As células tronco embriondrias t€ém ainda um longo caminho a percorrer, até
conseguirem adquirir um estatuto na engenharia de tecidos, uma vez que o seu uso tem gerado
bastante controvérsia, relativamente a questdes éticas. Varios cientistas tém sido mesmo
acusados de usar células tronco embriondrias, com o objetivo de interferir em todo o processo

natural da vida (Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

Mas apesar de tanta controvérsia, ¢ um facto que estas células tronco apresentam

bastante efetividade, quando comparadas com as células tronco ndo embrionarias, pela
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pluripoténcia que apresentam (Paspala, S. et al., 2011).

2.3. Células tronco nao embrionarias

Sdo também designadas por células tronco adultas. Nao desempenham um papel tdo
importante como as anteriormente descritas, uma vez que apresentam apenas multipoténcia,
que se caracteriza pela capacidade de dar origem a outros tipos de células, mas em numero
muito mais limitado. Assim, a diferenciacdo celular in vitro estard muito mais limitada

(Sharples, F. E. et al., 2003; Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

Mas este grupo de células tronco ndo embriondrias acaba por beneficiar da
controvérsia gerada em torno das células tronco embriondrias, pois ndo suscita tantos
problemas éticos e podem ser encontradas nos mais variados locais do organismo, entre os
quais: o tecido adiposo, a medula Ossea, a pele e o cordao umbilical (Sharples, F. E. et al.,

2003; Bajada, S. et al., 2008).

2.3.1 Células tronco nao embrionarias - tecido adiposo

O tecido adiposo humano ¢ uma alternativa possivel para a obtencdo de células tronco
multipotentes visto demonstrarem grandes capacidades osteogénicas in vivo e in vitro e ainda
aliando-se ao facto a estas Ultimas poderem ser induzidas in vitro para a sua diferenciacdo, em
varias linhagens celulares, tais como: neurogénicas, adipogénicas, hepaticas, entre outras. A
investigacdo realizada neste ambito permitiu ja evidenciar a sua viabilidade em medicina
regenerativa, uma vez que se conseguem manter viaveis in vitro por longos periodos de tempo

(Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

2.3.2. Células tronco nao embrionarias - pele

A descoberta deste tipo de células tronco, revelou-se um marco bastante significativo
no tratamento de doengas do foro neuroldgico uma vez que estas representam uma fonte de
precursores neurais bastante acessivel e disponivel, para uso em terapia regenerativa do

sistema nervoso (Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. ef al., 2011).
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O seu potencial de uso passa, nomeadamente, pela sua diferenciacdo, em Schwann
cells. Uma vez que estas Schwann cells apresentam baixa capacidade de expansao, o recurso a
células tronco ¢ uma boa opgdo para a sua obtencdo (Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al.,

2011).

O interesse cientifico nestas Schwann cells € justificado pelo facto de estas serem
bastante utilizadas em tratamentos de neuropatias, resultantes da sua auséncia ou da sua

ineficiéncia (Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

2.3.3. Células tronco nao embrionarias - cordao umbilical

Normalmente, o corddo umbilical ¢ descartado apds o parto. Contudo, o sangue que
estd dentro do corddo, bem como o préprio tecido, sdo ambos extremamente ricos em células
tronco. Estas células sdo provenientes do cordao umbilical e possuem a capacidade de se
diferenciar em todas as outras células do corpo humano e, pela sua importancia, sdo
actualmente criopreservadas, imediatamente, apés o momento de nascimento do bebé

(Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

Existem dois tipos de células tronco que sdo criopreservadas a partir do corddo
umbilical: as existentes no sangue do corddo umbilical (hematopoiéticas) e as do tecido do
corddo umbilical (mesenquimais). As primeiras caracterizam-se por serem capazes de
restaurar as fungdes do sangue, enquanto as segundas, sdo amplamente utilizadas na medicina
regenerativa pelo potencial que possuem para o tratamento de diversas doengas. Estas Gltimas
gracas a sua capacidade de se diferenciarem nos diversos tipos de células, que constituem o
nosso corpo, tais como as células do tecido conjuntivo, nervosas, cardiacas, entre outras,
podem entdo ser utilizadas para restaurar fungdes de 6rgaos vitais do nosso corpo (Bajada, S.

et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).

O uso desta classe de células tronco, apresenta inimeras vantagens do ponto de vista
ético, dai que ja existam bancos para esta classe de células tronco, estando ja a ser usadas, em

pratica corrente, a nivel mundial (Bajada, S. et al., 2008; Paspala, S. et al., 2011).
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2.4. Células tronco - “nicho”

Virias teorias foram propostas para explicar a capacidade das células tronco poderem
gerar linhagens celulares. Uma das teorias, bastante em foco, estd relacionada com o
microambiente das células tronco ou, também, chamado de “nicho”. Este “nicho” consiste em
moléculas sinalizadoras, comunica¢do intercelular e na interacdo entre as proprias células

tronco e a matriz extracelular (MEC), que as rodeia (Bajada, S. et al., 2008).

Parece pois que o microambiente tridimensional circundante tem bastante influéncia
sobre os genes e sobre as propriedades, que garantem a autorrenovagdo e o desenvolvimento

celulares (Bajada, S. et al., 2008).

Embora haja bastante investigagcdo nesta area, ainda sera necessaria mais, para que no
futuro, se possa conseguir compreender, totalmente, todo o mecanismo de diferenciacdo das

células tronco (Bajada, S. et al., 2008).
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Capitulo III — Caracterizaciao do suporte

3.1. A importancia e a evolugdo tecnologica do suporte

Como foi referido atrds, a engenharia de tecidos comecou a assumir um estatuto
particularmente relevante no contexto da sobrevivéncia humana, onde o campo cientifico e
tecnologico se enriqueceram e alargaram, gragas aos contributos recebidos, entre outros, da

biologia celular, biologia molecular, bioquimica e genética (Willerth, S. et al., 2008).

Simultaneamente a estes avangos cientificos e tecnolodgicos verificados, a criagdo de
substitutos bioldgicos, evoluiu também, requerendo para esse efeito o desenvolvimento de um
suporte biodegradavel, poroso, biocompativel e, ainda, possuidor de uma superficie condutora

(Willerth, S. et al., 2008).

Como primeiro passo para a produgdo de tecidos in vitro, a engenharia de tecidos,
sentiu a necessidade de criagdo de um suporte apropriado, tendo em conta, o tipo de lesdo, o

local ¢ a extensdao da mesma (Barbanti, S. et al., 2005).

A criacdo destes suportes tem vindo, gradualmente, a apresentar, uma série de

propriedades com o fim de garantir o correto e eficaz crescimento do tecido.

O suporte mecanico temporario, que foi desenvolvido, terd de ser capaz de fornecer
eficacia e seguranga para o tecido em regeneracdo e terd de ser capaz de se biodegradar em
subprodutos biocompativeis, numa escala de tempo julgada apropriada, a fim que o novo
tecido possa substituir o suporte, possibilitando a adesdo, fixacdo e a proliferacdo celulares

(Lanza, R. et al., 2007; Liu, C. et al., 2007, Bacakova, L. et al., 2011).

Em termos finais, hd um vasto conjunto de aplicagdes, que necessariamente tém que
estar sempre presentes nos produtos, que sdo utilizados na engenharia de tecidos. Estes
requerem, obrigatoriamente, a existéncia de um suporte para o crescimento de um tecido
novo, onde alguns aspetos assumem particular relevo, tais como: a existéncia de comunicagao

intercelular, disponibilidade de nutrientes, fatores de crescimento e a presenga de substancias
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ativas. Estes aspetos terdo sempre que ser maximizados e terd que haver, obrigatoriamente,
uma resposta tecidual orientada, concomitantemente, terd de haver inibicdo da adesdo celular
e/ou ativagdo, seguida de uma prevencao para uma resposta bioldgica possivel originada por
um bloqueio de anticorpos contra o enxerto, utilizando-se para esse efeito terapias

imunossupressoras (Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

A funcdo primordial do suporte, como ja foi referido, ird ser, direccionar o
crescimento € a migracdo das células para os tecidos circundantes e para facilitar o
crescimento das células inoculadas, no suporte antes da sua implantacdo. Varios engenheiros,
actualmente, estdo a trabalhar para desenvolver novos suportes, que possam ter maior
especificidade, menor custo de producdo e que possam controlar melhor o fator tempo (Liu,

C. et al., 2007, Willerth, S. et al., 2008).

3.2. Suporte — porosidade

O didmetro dos poros e a interconectividade dos mesmos no suporte, sdo essenciais
para possibilitarem quer a formacdo do tecido e o transporte de substincias, quer ainda, a
vascularizagdo do tecido em crescimento. Para esse efeito foi criada uma geometria de poros,
que pudesse garantir uma correta troca de massas de nutrientes e de residuos bioldgicos in
vivo e in vitro. A porosidade ideal corresponde aos 90% da superficie do suporte e o didmetro
ideal, para o poro, deverd aproximar-se dos 100 micrometros (Barbanti, S. et al, 2005;

Willerth, S. et al., 2008; Lanza, R. et al., 2007; Bacakova, L. et al., 2011).

3.3. Suporte — hidrofobia /hidrofilia

A interacdo entre as células, vai ser totalmente dependente das caracteristicas fisico-
quimicas a superficie dos biomateriais. A adesdo celular ¢ 6tima quando os substractos
apresentam uma moderada hidrofilia. Uma vez que ja foi comprovado, que se estes
apresentarem elevada hidrofilia, verifica-se a ocorréncia de uma liga¢do mais fraca e, ainda,
se os substractos forem hidrofébicos, a absor¢ao de proteinas ocorre quando estas estdo na sua
forma rigida ou desnaturada, dificultando o fenémeno de adesdo celular (Bacakova, L. et al.,

2011).
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3.4. Suporte — bioativo

A utilizag@o de suportes, que apresentam como complemento adicional a vantagem de
poderem ainda carregar alguns compostos biologicamente activos, podem estar associados a
factores, tais como: de crescimento, antibioticos e citoquinas. Para além disso, estes suportes
bioativos, podem ainda efetuar uma libertacdo controlada desses compostos, podendo ser, por
essa razao, encarados num futuro proéximo, como um possivel sistema de distribui¢do de

farmacos (Willerth, S. et al., 2008; Bacakova, L. et al., 2011).

Através de estudos efetuados neste campo relativo a incorporacdo de biomoleculas no
suporte, foi possivel demonstrar a importancia da localizacdo de proteinas, como as integrinas
e as lamininas nos suportes, para que ocorra a ligacdo das células a superficie do suporte. A
imobilizacdo destas proteinas no suporte deverd ndo s6 promover a adesdo e a proliferacdo
celulares, mas também, a molhabilidade de polimeros hidrofébicos, uma vez que estes tem
maior dificuldade em estabelecer a adesdo celular ao suporte (Willerth, S. et al., 2008;

Bacakova, L. et al., 2011).

A incorpora¢do de biomoléculas nos suportes, contudo, apresenta algumas limitagdes,
nomeadamente, a exposicdo dos suportes com as biomoleculas a elevadas temperaturas
(acima dos 70°C) e/ou a condi¢des quimicas bastante agressivas, sob pena de poderem causar
uma degradacdo das biomoleculas. E por isso necessario controlar estes dois fatores, como
forma de ndo expor as biomoleculas a eles, durante o processo de fabrico do suporte. Outro
problema, que se coloca, ¢ a elucidagdo das consequéncias a longo prazo do uso destas
moléculas bioativas para a propria célula e para os tecidos. Apesar de tudo, considera-se a
presenga destas biomoléculas como uma chave para um eficaz funcionamento do suporte,
pois mostraram-se adequadas na promocao de um correto crescimento e maturacdo celulares

(Willerth, S. et al., 2008).

Sdo vérias as estratégias que tém sido usadas pelos cientistas para a incorporacdo
destas biomoleculas. Recentemente, um novo método tem sido utilizado de incorporacdo
direta do fator de crescimento no suporte, pois ¢ por esta forma, que a sua libertacdo consegue

ser mais localizada e controlada (Lanza, R. et al., 2007).
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Uma estratégia bastante promissora para a futura imobiliza¢do de proteinas e fatores
de crescimento a superficie do suporte, passard, seguramente, pela funcionalizacdo da

superficie do suporte (Willerth, S. ef al., 2008; Bacakova, L. et al., 2011).

3.5. Suporte - métodos de produgao e fabrico

Ha no entanto um particular cuidado a reter, pois para além da importancia de efetuar
a escolha apropriada dos biomateriais, que irdo ser utilizados no suporte, ¢ particularmente
importante, a escolha do método de produgdo a realizar (Barbanti, S. et al., 2005; Lanza, R. et

al., 2007; Liu, C. et al., 2007).

Ressalva-se o aspeto de o método de fabrico poder afetar varios campos, tais como a:
propria resisténcia mecanica, porosidade, taxa de degradagdo, superficie quimica e a
capacidade de incorporagdo de moléculas biologicamente ativas (Lanza, R. et al., 2007; Liu,

C.etal., 2007).

Neste particular, embora cada método de producdo apresente as suas vantagens e
desvantagens, a escolha da técnica de fabrico dos suportes depende, quase sempre,
exclusivamente, do material que se vai usar e da propria funcdo inicialmente proposta para o

suporte em causa (Willerth, S. et al., 2008; Liu, C. et al., 2007).

3.6. Suporte - a importancia da tridimensionalidade (3D)

Os orgaos e tecidos sdo estruturas tridimensionais em termos espaciais. As células,
como unidades estruturais basicas do organismo, organizam-se a partir do nivel molecular e
celular até ao tecido ou ao nivel do 6rgdo. No corpo humano estas estruturas experimentam
um microambiente tridimensional, que ¢ regulado por fatores soluveis, pelas células
circundantes e pelas moléculas da matriz extracelular (Lanza, R. et al., 2007; Liu, C. 2007,

Lebonvallet, N. et al., 2010).

Alguns testes realizados in vitro permitiram concluir, que o comportamento celular e
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as caracteristicas fenotipicas das células sdo completamente diferentes, quando estas sdo
cultivadas num suporte tridimensional (3D) versus bidimensional (2D). O suporte
tridimensional contextualiza a célula num espaco idéntico ao que tem in vivo e permite ainda,
manipular e otimizar as propriedades funcionais das células, pois o suporte 3D garante a
manutengdo das interagdes célula-célula e as interagdes célula-matriz extracelular (Liu, C. et

al., 2007; Lebonvallet, N. et al., 2010; Grober, F. et al., 2011).

Neste contexto, torna-se por isso num conceito-chave na engenharia de tecidos, o uso
de materiais de suporte tridimensionais e porosos, para oferecer um apoio fisico e um
ambiente local para as células que facilite e permita o desenvolvimento do tecido (Lanza, R.

etal., 2007) .

3.7. Suporte - biomateriais

A selecdo dos biomateriais constitui uma etapa chave para o sucesso no
desenvolvimento dos implantes usados na engenharia de tecidos. E na engenharia de tecidos,
que os biomateriais vao ter a fun¢do de substituir bioldgica e mecanicamente a matriz
extracelular, que constitui a componente existente no espaco intercelular, do corpo humano.
Concretamente ¢ in vivo, que os biomateriais t€ém que ter capacidade de resisténcia, de forma
a ndo colapsarem, a fim de garantirem a manuten¢do da estrutura tridimensional durante todo
o processo de desenvolvimento do tecido e quando as actividades diarias do individuo se

realizam (Barbanti, S. et al., 2005; Liu, C. et al., 2007).

Os biomateriais devem ter viabilidade de fabrico, capacidade de transformagdo no
produto final, propriedades mecanicas, capacidade para a ligacdo de compostos ativos e
também para a sua libertacdo controlada. Estes materiais deverdo ser imperativamente
biocompativeis, isto €, capacitarem a origem de produtos nao toxicos, apds a sua degradagao

in vivo (Barbanti, S. et al., 2005; Willerth, S. et al., 2008; Lanza, R. et al., 2007 ).

O conceito de biocompatibilidade surge assim associado a definicdo da capacidade de
habilidade do material para poder actuar, através de uma reposta apropriada, quando colocado

em contacto com o receptor numa dada aplicacdo especifica (Barbanti, S. et al., 2005).
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Na classica escolha de biomateriais, a opgdo sempre incidiu sobre algo o mais inerte
possivel, enquanto actualmente, o que se procura conseguir, ¢ que os biomateriais para além
de biocompativeis, simultaneamente, possuam a capacidade de interagir com a regido
circundante. Deverdo pois deixar de ter uma atuacdo passiva, passando a atuar como analogos
da matriz extracelular, regulando assim, todo o processo de adesdo celular ao suporte

(Willerth, S. et al., 2008; Bacakova, L. et al., 2011).

Muitas vezes sdo incorporados outros componentes nos biomateriais do suporte para
melhorar o seu aproveitamento e assim este poder controlar melhor a interacdo celular. Em
concreto os exemplos especificos sobre os componentes a serem incorporados sdo: fatores de
crescimento e ainda outros fatores bioativos, a fim de poder obter a resposta celular desejada

(Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

Actualmente existem duas grandes classes de biomateriais, que tém sido usados na
engenharia de tecidos: a classe dos polimeros de origem natural e a classe dos polimeros

sintéticos ( Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

3.7.1. Suporte — biomateriais - polimeros naturais

A primeira classe de polimeros acima citada (polimeros naturais), pode, ainda, ser
classificada em trés subclasses: as proteinas (soja, colagénio, gelatina, seda, fibrinogénio,
elastina, queratina, albumina), os polissacarideos (agarose, amido, dextrano,
glicoaminoglicanos, alginato, ciclodextrinas, derivados do &cido hialurénico e quitina) e os
polinucledtidos (DNA e RNA) (Barbanti, S. et al., 2005; Liu, C. ef al., 2007; Willerth, S. et
al., 2008).

Em particular, a quitina tem tido variadas aplica¢des na engenharia de tecidos devido a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo e baixa imunogenicidade, que apresenta.
Este polimero natural apresenta carga positiva (ou cationica, devido a existéncia do grupo
funcional: amina), que ira permitir a quitina o estabelecimento de ligacdes com uma grande
variedade de substincias com carga oposta, tais como DNA e glicosaminoglicanos (GAG)

(Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).
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Estudos efectuados recentemente, demonstraram, ainda, que a quitina apresenta mais
uma vantagem na sua utilizacdo, que ¢ a sua capacidade de se degradar em compostos que

entram na constituicdo do corpo humano (Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

Estas trés subclasses de biomateriais, devido a sua semelhanca com a estrutura
macromolecular dos tecidos do corpo humano, irdo ter um maior reconhecimento do sistema
biolégico comparativamente com os polimeros sintéticos. A sua degradacdo ¢ caracterizada
por ocorrer pela agdo das enzimas naturais existentes. Embora esta forma de degradacao
ocorra de uma forma mais natural, o facto de depender das enzimas naturais existentes no
organismo dificulta o controlo da mesma. Felizmente isto j& pode ser facilmente ultrapassado,
por modificagdes quimicas na estrutura dos polimeros, antes destes mesmos serem

implantados no organismo (Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

Quanto a sua estrutura, estes polimeros, sdo bastante mais complexos do que os
polimeros sintéticos, acarretando complica¢des para a escolha da técnica mais apropriada para
a manufatura do suporte. Apresentam ainda uma grande limitacdo, que reside na grande
variabilidade da sua estrutura macromolecular, o que dificulta ainda, mais o seu uso, uma vez
que cada um destes polimeros aparece como uma entidade quimicamente distinta de uma

espécie para outra e até mesmo de um tecido para outro (Liu, C. et al., 2007).

3.7.2. Suporte — biomateriais - polimeros sintéticos

Relativamente a classe dos polimeros sintéticos, estes representam o maior grupo dos
polimeros, apresentando multiplas vantagens relativamente aos anteriormente ja referidos,
pois apresentam possibilidades de reprodu¢do e manipulagdo, o que permite adaptar mais as

suas caracteristicas, consoante a sua finalidade (Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

O seu conjunto de caracteristicas premeditadas e reprodutiveis permitirdo ainda prever
a forma como se irdo comportar, quando aplicados no suporte. A manipulagdo das suas
caracteristicas ¢ uma mais-valia para estes polimeros, permitindo assim, adequd-los a
multiplas aplicagdes especificas, ou seja, a varios tipos de tecidos. Destaca-se a manipulagao

da molhabilidade da superficie destes polimeros sintéticos, por poder ser regulada por
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tratamentos fisicos (Liu, C. et al.,, 2007; Bacakova, L. et al., 2011).

Os polimeros sintéticos mais usados atualmente na engenharia de tecidos incluem os
poli-alfa-hidroxiésteres (sdo poliésteres saturados e alifdticos), que contemplam os: poli
(etilenoglicol) (PEG), poli (acido lactico) (PLA) e poli(acido glicolico) (PGA) (Liu, C. et al.,
2007; Willerth, S. et al., 2008).

As propriedades quimicas dos poli-alfa-hidroxiésteres permitirdo a ocorréncia de uma
degradacdo hidrolitica nos seus componentes monoméricos, fazendo com que possam ocorrer
a sua remog¢ao por processos naturais. O proprio corpo humano j& possui mecanismos
altamente especializados e regulados para que possa haver a remog¢do completa dos
componentes monoméricos, nomeadamente, do PLA e do PGA, dai que sejam estes dois
polimeros sintéticos, os que mais tem vindo a ser utilizados nos produtos no mercado

(Barbanti, S. et al., 2005; Liu, C. et al., 2007; Willerth, S. et al., 2008).

Estes poliésteres saturados e alifdticos possuem ainda a seu favor uma grande
facilidade de processamento e de ajustamento das suas taxas de degradagdo, das suas
caracteristicas fisico-quimicas e das suas propriedades mecanicas, conseguidas através do uso
de variados coopolimeros com diferentes pesos moleculares (Barbanti, S. et al., 2005; Liu, C.

et al., 2007).

A degradacdo destes poliésteres biodegraddveis ocorrerd apdés um aumento da
quantidade de agua que, por sua vez, dard origem a hidrélise das ligagdes éster. A cinética de
degradagdo destes poliésteres, ird ser afetada por uma variedade multifatorial, cujas
caracteristicas s30: a composicao quimica, a massa molar, as propriedades estereoquimicas, o
indice de polidispersado, cristinanilidade, condi¢des ambientais, entre outros (Barbanti, S. et

al., 2005; Liu, C. et al., 2007).

Dentro dos polimeros sintéticos, destaca-se ainda a classe de poliésteres alifaticos
microbianos - os polihidroxialcanoatos (PHA) - que sdo biodegradaveis (via hidrélise) e sdao
produzidos por microrganismos sob condi¢des controladas de crescimento. Como exemplo
desta classe, pode-se incluir o PHB (poli - 3- hidroxibutirato) e os seus coopolimeros.
Dependendo da finalidade a que se destinam os polihidroxialcanoatos podem ainda possuir
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uma superficie modificada ou, composta por uma mistura com outros polimeros, enzimas ou,

materiais inorganicos (Willerth, S. et al., 2008 ).

Contudo, o inconveniente da sua utilizagdo, na engenharia de tecidos, passa pelo
elevado tempo perdido na sua extragdo das culturas bacterianas de forma a obter uma
quantidade suficiente de PHA. Para isso o aumento do rendimento e da eficécia do processo
extrativo, assim como a reducdo dos custos efetivos de produgdo, serd um desafio,

futuramente, aliciante a enfrentar (Willerth, S. et al., 2008).

Existem ainda outras duas subclasses de polimeros sintéticos. Uma, incluindo os que
se baseiam em péptidos, que consistem um pequenas sequéncias de aminoacidos e que tem a
capacidade de se agrupar e formar um suporte para incorporar as células-tronco e outra, que
se baseia em ceramica, de origem inorganica. Esta Gltima subclasse, tem vindo a ser cada vez
mais utilizada, como biomaterial nos suportes para crescimento de tecido dsseo, devido a sua

composicao quimica (Willerth, S. et al., 2008).

Apesar de promissores, os polimeros sintéticos tém ainda que ultrapassar alguns
problemas, nomeadamente, o do elevado custo de fabrico dos suportes que, por sua vez, se
associa também a necessidade de os polimeros, terem que ser quimicamente manipulados e de
baixa biocompatibilidade in vivo e, por fim, a ocorréncia da propria possivel rejeicdo pelo

desencadear de uma resposta imunitaria do receptor (Willerth, S. et al., 2008).

3.8. Suporte — condutividade dos biomateriais

A condutividade eléctrica dos materiais tem a capacidade de melhorar a performance

da célula, constituindo um marco importante sempre a considerar (Bacakova, L. ef al., 2011).

Através de trabalhos experimentais realizados neste ambito pode-se concluir, que a
adesdo celular ¢ mais eficaz, quando as superficies dos biomateriais se encontram carregadas
positivamente, se comparadas com superficies carregadas negativamente. A razdo pela qual
isto se verifica ¢ a carga negativa, que as moléculas mediadoras da adesdo (da matriz

extracelular) apresentam, uma vez que cargas opostas atraem-se. A incorporagdo de grupos
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funcionais a superficie dos suportes com carga positiva (por exemplo as aminas), tem sido
entdo um mecanismo bastante utilizado como uma forma de facilitar o processo de adesdo
celular. A carga elétrica da superficie e a condutividade do material, t€ém sido igualmente

importantes para a ocorréncia da adesdo e colonizagdo celulares (Bacakova, L. et al., 2011).

Neste particular, a conducdo elétrica surge como um mecanismo importante, que
permite a sinalizacdo celular e o funcionamento dos varios tecidos. A utilizacdo de
biomateriais com condutividade elétrica, vai entdo permitir a regularizacdo da sinalizacao
celular e até o proprio funcionamento dos tecidos. Hoje em dia, ja estdo disponiveis alguns
polimeros com condugdo elétrica no mercado, que incluem compostos organicos, como o poli

(pirrol), o poli (acetileno), a poli (anilina), entre outros (Bacakova, L. et al., 2011).

A base mecanista da condutividade dos biomateriais, na engenharia de tecidos, ¢ de
extrema importancia para estes materiais, mas as suas interacdes ainda ndo estdo totalmente
compreendidas na actualidade. Esta sera com certeza uma area a explorar num futuro muito

proximo (Lanza, R. et al., 2007).

3.9. Suporte - polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis

Cada vez mais tem-se dado gradualmente énfase a conce¢do e escolha dos
biomateriais do suporte visto que, a degradacdo do suporte, origina produtos, que irdo ser
libertados no corpo. Recentemente varios testes t€ém sido levados a cabo para prever todo o
tipo de reagdes potenciais inflamatdrias e de toxicidade resultantes da degradacdo do polimero

in vivo (Barbanti, S. et al., 2005; Liu, C. et al., 2007).

Em primeiro lugar, biodegradavel ¢ um termo utilizado para polimeros, que devido a
sua degradacdo macromolecular originam in vivo, produtos e subprodutos resultantes da sua
degradagdo, ndo toxicos e ndo nocivos para o organismo humano. Ou seja, os polimeros
biodegradaveis podem ser atacados por elementos biologicos, originando, obrigatoriamente,
fragmentos ou outros subprodutos, da sua degradagdo, que ndo representam uma ameaca

toxicologica para o organismo (Barbanti, S. et al., 2005).

32



Engenharia de tecidos para regeneragdo da pele: retrospetiva e perspetivas futuras.

J& no que respeita aos polimeros bioreabsorviveis, sdo constituidos por materiais
poliméricos, que se podem dissolver nos fluidos corporais, sem qualquer clivagem da cadeia
macromolecular ou, reducdo da massa molar. A bioreabsor¢do ¢ realizada pelo nosso
organismo quando ocorre a biodegradagdo, que origina por sua vez produtos e subprodutos

com as mesmas caracteristicas dos metabolitos organicos (Barbanti, S. et al., 2005).

Assim sendo, actualmente, a escolha do tipo de polimero utilizado incide sobretudo
nos polimeros simultaneamente biodegradaveis e bioreabsorvivéis pois, apresentam mais

vantagens para aplicacdo in vivo (Barbanti, S. et al., 2005).

3.10. Suportes — microestruturacao € nanoestruturagao

O uso de estruturas com microdominios, resultantes da microestruturagdo, nos
suportes tem vindo a mostrar que pode promover uma maior ¢ melhor organizagdo espacial
especifica das células, direcionar melhor a migragdo, o crescimento celular e induzir a

diferenciagdo e a funcionalizacdo das mesmas (Bacakova, L. et al., 2011).

Estes biomateriais microestruturados, quando utilizados no suporte, permitem ainda a
criacdo de uma adesdo preferéncial de certos tipos de células relativamente a outros tipos e,
comparativamente, com os biomateriais ndo microestruturados as funcionalidades celulares
ficam aumentadas. A microestruturacdo pode ainda ajudar a estabelecer a comunicagdo e a
cooperagdo entre diferentes tipos de células, o que ¢ absolutamente necessario para a
construcao de todo o tipo de tecidos e 6rgaos. No entanto, a superficie pode ainda variar numa

nanoescala (Bacakova, L. et al, 2011).

As superficies nanoestruturadas foram concebidas para intimeras aplicagdes
biomédicas, mais concretamente com o objetivo de promover uma libertagdo mais controlada
no espago € no tempo de biomoléculas. O uso de superficies nanoestruturadas, em engenharia
de tecidos, podera também promover uma libertagao controlada de biomoleculas incorporadas
no suporte in loco (Bacakova, L. et al., 2011).

De uma forma geral o comportamento celular em superficies nanoestruturadas, ¢

bastante mais orientado e organizado do que nas superficies microestruturadas. As superficies
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nanoestruturadas serdo entdo por isso uma promissora ferramenta, para a engenharia de

tecidos (Bacakova, L. ef al., 2011).
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Capitulo IV — A pele humana

4.1. Anatomia e fungdes da pele humana

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, sendo por isso responsavel por desempenhar
multiplas fungdes, tais como garantir a homeostasia corporal, prote¢do contra toxinas,
microrganismos patogénicos e desidratagdo. Apresenta também uma elevada funcionalidade
metabolica, imunitaria e sensorial gracas a elevada inervagdo e vascularizagdo e ainda, a

presencga de neuromediadores (Clark, R. A. F. et al., 2007; Wong, D. et al., 2009).

A funcdo sensorial da pele ¢ traduzida por véarios recetores do tato (localizados na
epiderme e nas papilas dérmicas) e da dor, calor, frio e de pressdo na derme em tecidos, que

se encontram mais em profundidade (Clark, R. A. F. et al., 2007; Wong, D. et al., 2009).

A imunidade cutanea ¢ levada a cabo pelas células de Langerhans e pelas citoquinas
produzidas pelos queratinocitos. O desempenho das suas fungdes imunitarias resulta da sua
interagcdo com as células sanguineas - os linfécitos - que circulam na pele (Seeley, R. R. et al.,

2003).

A fungdo metabolica da pele inclui a produgdo de vitamina D logo apos a exposi¢do a
radiagdo ultravioleta. Esta vitamina desempenha uma funcdo de elevada relevancia a nivel
6sseo, uma vez que € ela a responsavel por estimular o consumo do ido calcio e do ido fosfato
a nivel intestinal, promovendo a sua libertagao nos ossos e reduzindo a perda de célcio a partir

dos rins e ainda, aumentando os niveis séricos de calcio e fosfato (Seeley, R. R. et al., 2003).

Relativamente a manuten¢do da homeostasia, que a pele vai ter a capacidade de
realizar, permitird capacitar a manutencdo da temperatura corporal aproximadamente a 37°C
(condigdes corporais internas), independentemente das condi¢des externas experimentadas

pelo Homem (Seeley, R. R. et al., 2003).

Anatomicamente a pele ¢ constituida por duas camadas distintas, firmemente unidas

entre si: a epiderme e a derme. Trata-se de um Orgdo resistente, flexivel, plastico,
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relativamente impermedvel, que contem uma elevada capacidade de autorreparagdo. E
importante realgar, que para além das variadas fungdes j& referidas, possui também a
capacidade de realizar trocas diretas com o meio envolvente. E ainda constituida por duas

camadas tecidulares: a epiderme e a derme (Prista, N. L. et al., 2008).

A epiderme ¢ a primeira camada exterior e € constituida por epitélio pavimentoso
estratificado especial. A segunda, ¢ a derme, também designada por cutis ou corion, situada
imediatamente abaixo da epiderme. A derme ¢ continua em geral, com o tecido celular laxo
subcutaneo, o qual forma por sua vez a hipoderme, habitualmente caracterizada por ser muito

rica em tecido adiposo (Prista, N. L. et al., 2008).

E a partir da hipoderme que podem surgir os varios apéndices cutidneos tais como:
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas. Sdo estes apéndices que irdo

atravessar todas as camadas da pele até atingir a superficie (Seeley, R. R. et al., 2003 ).
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Figura 1- Representagcdo esquematica da pele humana (retirado de http://www.afh.bio.br).
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4.2. Epiderme

E constituida por epitélio de revestimento pavimentoso estratificado e tem como
fun¢do principal produzir vérias camadas de células, que envolvem inteiramente e revestem
toda a superficie da pele, de forma a protegé-la das agressdes externas (Seeley, R. R. et al,,

2003; Wong, D. et al., 2009).

Nao se trata de uma camada t3o espessa como a derme e ndo contém vascularizacao,
ficando a sua nutricdo ao encargo dos capilares da camada basal através de fenomenos de

difusdo (Seeley, R. R. et al., 2003).

A epiderme ¢ composta por cinco camadas distintas sdo elas: estrato corneo, estrato

lucido, estrato granular, estrato espinhoso e camada basal (Seeley, R. R. et al., 2003).

A primeira camada, que se encontra a superficie, o estrato cérneo (ou camada cérnea),
¢ constituido por varias camadas de células (aproximadamente 25 camadas) desprovidas de
nicleo e achatadas, os queratindcitos. Os queratindcitos sdo as células por exceléncia da
epiderme e sdo caracterizadas por serem células com uma composi¢do extremamente rica em
queratina. Os queratinocitos resultam da deslocacdo (ocorre geralmente a cada 19 dias
aproximadamente) até a superficie dos varios componentes epiteliais, desde camadas mais
profundas. Concomitantemente a essa deslocagdo, estas componentes epiteliais sofrem todo
um processo de degenerescéncia e morte celular. Na zona circundante as células encontram-se
lipidos libertados pelos corpos lamelares, que irdo ser responsaveis por conferir caracteristicas
de permeabilidade a pele. O conteudo hidrico desta camada ¢ muito reduzido, apresentando
apenas 7 a 20% da quantidade total de dgua na pele (Seeley, R. R. ef al., 2003; Prista, N. L. et
al., 2008).

Segue-se o estrato licido, também designado por camada de transi¢do. Este estrato ¢
composto por células translucidas, justapostas e ricas em eleidina (substancia quimica
precursora da queratina). Este estrato apenas se encontra nas zonas onde a pele ¢ mais

espessa, nomeadamente na planta dos pés e das maos (Prista, N. L. et al., 2008).
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O terceiro estrato, o estrato granular, ¢ constituido entre duas a cinco camadas de
células losangulares. Estas células losangulares possuem no seu citoplasma granulos proteicos

dispersos de queratohialina dai a designacdo dada a este estrato (Seeley, R. R. et al., 2003).

O seguinte estrato ¢ o espinhoso, com oito a dez camadas de células poligonais ou
multifacetadas. Como este estrato ndo apresenta grande divisdo celular, o que se faz
frequentemente ¢ designar a camada basal e a espinhosa conjuntamente, numa camada unica
designada por estrato germinativo. Por tltimo, na epiderme, iremos ter a camada basal ou
estrato basal, constituido por uma nica camada de células ctbicas ou cilindricas (Seeley, R.

R. et al, 2003).

A epiderme estd separada da derme através desta membrana basal. Esta membrana
possui duas funcionalidades, fazer de barreira e de filtro, permitindo assim, a passagem dos
nutrientes necessarios a nutricdo de todas as células localizadas acima, na epiderme, uma vez
que a epiderme é avascularizada. E também responséavel, por garantir a fixacdo de toda a
estrutura da epiderme, através de hemidesmossomas, que fixam a epiderme a membrana basal
e por desmossomas, que mantém a coesdo entre os queratinocitos (Seeley, R. R. et al., 2003;

Prista, N. L. et al., 2008).

Nesta camada mais profunda da epiderme (camada basal), encontramos também umas
células denominadas de melandcitos, cuja funcionalidade principal ¢ a producdo de melanina.
Nos mamiferos este pigmento, que constitui a pele, os cabelos e a coroide ocular tem como
objetivo a prote¢do contra as radia¢des ultravioleta. As restantes células da epiderme incluem
as células de Merkel, responsaveis por fungdes sensoriais (tato) pois, encontram-se associadas
a terminagdes nervosas e as células de Langerhans, que desempenham fung¢des imunitérias

(Seeley, R. R. et al., 2003; Prista, N. L. et al., 2008).

4.3. Derme

Também designada de cérion, € constituida por tecido conjuntivo denso e apresenta,
dependendo da regido corporal, na superficie de contacto com a epiderme, interpenetragao,

formando-se pequenas saliéncias designadas por papilas. Estas papilas irdo preencher os
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espacos onde existem depressdes na epiderme, proporcionando assim uma maior area de

contacto entre a epiderme e a derme (Seeley, R. R. et al., 2003; Prista, N. L. et al., 2008).

Na sua constituicdo apresentam fibras de elastina, de colagénio e fibroblastos (células
responsaveis pela producdo de substancia fundamental amorfa). Esta camada ¢ subdividida
em duas subcamadas: a derme papilar (camada mais externa, localizada junto a membrana
basal) e a derme reticular (camada mais profunda) (Seeley, R. R. et al., 2003; Prista, N. L. et
al., 2008) .

A derme papilar ¢ mais espessa do que a derme reticular e representa cerca de quatro
quintos da totalidade da derme. E extremamente vascularizada, apresentando na sua
constituicdo tecido conjuntivo frouxo, substancia fundamental, fibras de colagénio, fibras de
elastina e terminagdes nervosas. E de notar que da derme papilar para a derme reticular
observa-se um aumento do nimero e da espessura das fibras de colagénio e, ainda, uma maior

predominancia de fibras elasticas (Seeley, R. R. ef al., 2003; Prista, N. L. et al., 2008).

O cérion ¢ atravessado por dois tipos de glandulas, as sudoriparas e as sebaceas. As
glandulas sebaceas estdo alojadas na zona superficial da derme e fazem parte, quase na sua
totalidade, dos foliculos pilosos sendo que, apenas uma em cada dez, aflora directamente a
superficie da epiderme. Destes foliculos pilosos, que sdo uma espécie de saco conjuntivo-
epitelial, que envolve a raiz do pélo, saird o pélo propriamente dito. Ambas as glandulas
constituem uma importante via de penetragdo de medicacdo — a via topica (Prista, N. L. ef al.,

2008).

4.4. Hipoderme

Esta camada cutinea situa-se imediatamente abaixo da derme reticular e é constituida
por duas por¢des: uma fibro - adiposa (mais exterior) e uma, maioritariamente, fibrosa (mais
interna). E uma camada extremamente rica em tecido adiposo, (metade da gordura
armazenada no corpo esta localizada na hipoderme e a sua localizacdo corporal vai variar de
acordo com a idade, sexo e alimentagcdo) desempenhando por isso funcdes de reserva, de

protecdo térmica e amortecedora. E ainda responsavel estabelecer a ligacdo entre a pele os
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o0ssos e os musculos e por lhe fornecer igualmente vasos sanguineos e nervos (Seeley, R. R. et

al., 2003; Wong, D. et al., 2009).

4.5. Anexos cutaneos

4.5.1. Pélo

A presenca de pélos ¢ uma caracteristica comum entre todos os mamiferos. O pélo
esta dividido em duas partes a haste e a raiz. A haste ¢ a parte do pélo visivel, que se encontra
fora da pele e a raiz, ¢ a parte do pélo que se encontra nao visivel, localizada por baixo da pele

(Seeley, R. R. et al., 2003; Wong, D. et al., 2009).

A estrutura, que contem o pélo, ¢ designada por foliculo piloso, sendo constituida por

uma bainha radicular dérmica e uma bainha radicular epitelial (Seeley, R. R. et al., 2003).

4.5.2. Glandulas sebaceas

Estdo localizadas na derme e sdo responsaveis pela producdo de sebo, uma substancia
bastante rica em lipidos (gordura), que como tal ird desempenhar o papel de prote¢do contra
bactérias, de lubrificagdo e de hidratacdo cutidneas. A grande maioria destas glandulas esta
unida por um canal ao foliculo piloso, com o objetivo de libertar o sebo produzido

diretamente no pélo lubrificando-o a ele e a pele (Seeley, R. R. et al., 2003).

4.5.3. Glandulas sudoriparas

Existem dois tipos de glandulas sudoriparas: as écrinas e as apdcrinas. As écrinas sao
as mais comuns no nosso organismo, estando localizadas em toda a superficie corporal, mas
em maior nimero, nas plantas dos pés e das maos. Anatomicamente podem dividir-se em
duas partes: uma por¢do mais interna glomerular (que ird produzir um liquido isoténico
constituido por dgua, sais minerais, ureia, amoniaco, acido urico e acido lactico), que esta
localizada na derme e, uma por¢do superior, que se estende até a superficie cutinea,

designada por canal excretor (Seeley, R. R. ef al., 2003).
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As glandulas sudoriparas apdcrinas nos seres humanos, apenas sofrem ativacdo na
puberdade, como resultado da agdo da hormonal. Estdo localizadas apenas nas axilas e na
regido perianal. As secre¢des produzidas por estas, apesar de inodoras, vao sofrer
metabolizacdo pelas bactérias saprofitas, dando origem ao odor corporal. As glandulas
mamarias incluem-se neste grupo, sendo consideradas glandulas sudoriparas apdcrinas

modificadas (Seeley, R. R. et al., 2003).
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Capitulo V — A matriz extracelular

5.1. O papel da matriz extracelular e a importancia da sua inclusio

nos substitutos bioldgicos

A célula animal como célula eucariota ndo estd envolvida por uma parede celular,
apenas por uma membrana plasmatica, que a protege e delimita do meio externo. Estas células
estdo embebidas numa matriz, que ocupa os espagos intercelulares, garantindo assim a ligacao
intercelular. Esta relagdo biunivoca células — matriz, ¢ entendida como um dos vetores de

transmissao de informacgdes entre as células (Azevedo, C. et al., 1999).

A matriz extracelular (MEC) pode definir-se como um aglomerado tridimensional
complexo de macromoléculas bioldgicas, que interagem entre si e se ligam a recetores
celulares. Esté localizada no espago intercelular e ¢ constituida por quatro grandes familias de
moléculas: os colagénios, os componentes do sistema eléstico, as proteinas multifuncionais e
os proteoglicanos/glicosaminoglicanos. Estas moléculas, que compdem a matriz extracelular
sdo sintetizadas, depositadas e degradadas pelas células de um modo muito bem controlado

(Azevedo, C. et al., 1999; Brohem, C. et al., 2010 ).

Todas as células tém a capacidade de sintetizar os componentes da matriz, mas a
diferente propor¢do, quer qualitativa quer quantitativamente de cada uma das moléculas
anteriormente mencionadas, ird determinar os diferentes tipos de matriz produzida pela
globalidade dos tecidos, com funcionalidades diferentes. Existem duas zonas distintas da
MEC, o compartimento intersticial e o pericelular. O compartimento intersticial da matriz
desempenha essencialmente um papel estrutural, sendo especialmente abundante nos tecidos
conjuntivos. Por sua vez, o compartimento pericelular esta diretamente ligado aos processos
de modulagdo do comportamento celular, nomeadamente, aos fendmenos de adesdo,
migracdo, proliferacdo, apoptose e diferenciacio celulares. O glicocdlice, a zona pelicida e a
lamina basal sdo alguns exemplos do compartimento pericelular (Azevedo, C. ef al., 1999;

Brohem, C. et al., 2010).
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Resumindo, os tecidos do corpo humano ndo sdo apenas constituidos apenas por
células, uma parte substancial do seu volume, ¢ de espaco extracelular preenchido por uma
rede de macromoléculas, que constituem a MEC. A presenca desta rede ¢ crucial no nosso
organismo, uma vez que desempenhard uma multiplicidade de funcdes entre as quais se
destacam, o suporte nutricional, estrutural e a regulagdo comportamental das células

(Azevedo C. et al., 1999; Brohem, C. et al., 2010).
Assim sendo, na producdo de substitutos bioldgicos, em engenharia de tecidos existe

pois a necessidade de conseguir reproduzir esta matriz extracelular, por forma a garantir um

bom e normal funcionamento dos mesmos (Lanza, R. et al., 2007).
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Capitulo VI — Cicatrizacio da pele

6.1. O processo de cicatrizacao da pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano. A perda da integridade da pele, devido a
algum tipo de lesdo ou doencas agudas, que podem potenciar o aparecimento de um
desequilibrio fisioldgico, que se ndo for devidamente tratado podera resultar numa perda de

viabilidade do tecido ou até mesmo na morte do individuo (Lanza, R. et al., 2007).

Segundo a associacdo americana de queimaduras, a causa mais comum de perda de
integridade cutanea, ¢ a lesdo térmica, as restantes incluem trauma, ulceras por pressdo,

ulceragdes decorrentes da diabetes mellitus e estase venosa (Lanza, R. et al., 2007).

A cicatriza¢ao ndo ¢ de forma alguma um processo tao simples e tao linear, como uma
simples libertacdo de fatores de crescimento para ativar a proliferacdo e migracao celulares.
Trata-se pois de uma integragdo de varios processos interativos e dindmicos, envolvendo as
células parenquimatosas, os elementos figurados do sangue e uma matriz extracelular. Ao
longo das trés ultimas décadas grandes progressos foram feitos para a compreensdo de todo o

processo envolvido na cicatrizagdo de feridas agudas e cronicas (Clark, R. A. F. et al., 2007).

Ap6s a ocorréncia de uma descontinuidade na pele, ocorre uma resposta inflamatoria,
produzindo-se manifestagdes como calor, rubor, tumefagdo, entre outros. Perante a ocorréncia
de condigdes fisiologicas normais, dar-se-a entdo em seguida, o processo de cicatrizagdo. Este
processo divide-se em quatro fases: a fase vascular, a fase inflamatdria, a fase proliferativa e
a fase remodelativa. Durante todas estas fases havera uma intervencao celular (Clark, R. A. F.

et al., 2007).

Na fase vascular, podera haver uma contragdo dos vasos sanguineos pela contragdao do
proprio musculo liso vascular ou, pela libertagdo de catecolaminas, pelo proprio vaso, se

houver necessidade fisioldgica, isto €, se houver hemorragia (Clark, R. A. F. et al., 2007).

Entretanto durante a fase seguinte, a fase inflamatoria, haverd um aporte de células
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sanguineas ao local, em resultado da resposta inflamatoria, uma vez que esta aumenta a
permeabilidade dos vasos sanguineos (vasodilatagdo), facilitando assim, o deslocamento
destes elementos celulares até aos locais lesados. De entre os elementos celulares temos,
nomeadamente, os leucocitos e as plaquetas, estas Ultimas, irdo continuar o processo de

hemostase, ja anteriormente iniciado (Clark, R. A. F. et al., 2007).

Durante o inicio da fase inflamatoéria, ha uma continuidade dos fendmenos da fase
vascular e inicia-se a cascata de coagulag¢do. O processo de coagulagdo, da-se devido ao fato
de haver libertagdo de fatores pro-coagulantes, assim que haja uma lesdo da parede vascular.
A trombina e/ou o colageneo formado(s) durante o combate a hemorragia, s3o os responsaveis
pela ativagdo das plaquetas, promovendo a sua ativagdo e consequentemente, a sua agregagao.
Quer pela via intrinseca quer pela via extrinseca, vai-se formar a trombina, que uma vez
atuando sobre o fibrinogénio origina a fibrina, esta, conjuntamente, com a fibronectina, ira
formar uma matriz contractil essencial a cicatrizacdo. Nesta matriz irdo multiplicar-se e
crescer monocitos, fibroblastos e queratindcitos. Entretanto, para além dos mondcitos, ja se
encontram no local outras células, os neutroéfilos, que irdo ter o seu pico ao fim de 1-2 dias.
Estas células irdo desempenhar um papel de remogao e desinfe¢do inata de tecido morto, pela
ocorréncia de fenomenos de fagocitose, libertagdo de enzimas proteoliticas e radicais livres. O
processo fagocitario ¢ igualmente desempenhado pelos mondcitos e principalmente pelas
células, em que estes se transformam em macréfagos. Os macrofagos, sdo grandes células
nucleadas com um papel muito significativo em todo o processo de cicatrizagdo, pois vao ser
elas que irdo produzir inimeras citoquinas, além de radicais livres e enzimas. As citoquinas
ou citocinas, sdo as proteinas, que vao estimular a migracdo e prolifera¢do celulares e que,
consequentemente, levard a formacdo de tecido de granulagdo e a producdo de matriz

extracelular (Clark, R. A. F. et al., 2007).

Segue-se entdo a fase proliferativa, onde a epitelizacao ou reepitelizagdo vai ocorrendo
a partir dos bordos da ferida, dos anexos cutaneos ou dos restos de epitélio incluidos na ferida,

locais onde ainda existe tecido epitelial (Clark, R. A. F. et al, 2007) .

Os queratinodcitos vao migrar entdo dos bordos da ferida e anexos cutaneos, devido a
ajuda prestada pelos fatores plaquetares, pela fibronectina, pela fibrina, pelo colagéneo e pelas
citoquinas. Quanto mais distantes forem os bordos da ferida, mais demorado sera este trajeto e
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subsequentemente, mais demorada seré a cicatrizagdo. E importante referir, que quanto mais
himido se encontrar o ambiente, mais favorecido estard o processo migratoério dos

queratinocitos (Clark, R. A. F. et al., 2007).

Esta fase possui ainda fendmemos de angiogenese, fibroplasia e contracdo da cicatriz.
A angiogenese ou neovascularizacdo caracteriza-se por ser um fendmeno onde ha crescimento
de capilares a partir dos vasos adjacentes a ferida, crescimento este que serd induzido pelas
citoquinas produzidas pelas células vizinhas e potenciado pela matriz extracelular. A
fibroplasia ¢ levada a cabo pelos fibroblastos, apds a sua migragdo para a ferida, migracdo
esta que sera induzida entre outros pela trombina, pelo pH acido no local e por fatores
quimiotaticos. Estes fibroblastos irdo entdo segregar substancias, que fazem parte da matriz
extracelular tais como o colagéneo, elastina, fibronectina, proteoglicanos, entre outros (Clark,

R. A.F.etal., 2007).

A contracdo da cicatriz ocorre duas semanas depois, pela contragdo dos
miofibroblastos, células resultantes da transformagdo dos fibroblastos. A , que foi produzida
por estas ultimas células, também tem um papel importante no processo de contragdo da
cicatriz. Os miofibroblastos vao entdo ser estimulados por compostos como a angiotensina, as
catecolaminas, as prostaglandinas de forma a produzir a contragdo da cicatriz até serem
inibidas por compostos, que induzem o relaxamento do musculo liso (Clark, R. A. F. et al,,

2007).

Finalmente temos a ultima fase do processo, a fase de remodelacdo. Nesta fase havera
essencialmente reformula¢do da matriz extracelular, pois os queratinécitos, os fibroblastos e
os macrofagos vao produzir colagenases e proteases que irdo permitir uma reposi¢do das
percentagens de colagéneo. Dé-se nesta fase uma consolidagao do colagénio e uma maturagao

da cicatriz (Clark, R. A. F. et al., 2007).

E importante referir que todas estas fases podem estar presentes, simultaneamente, em
toda a ferida, apesar de estas se sucederem no processo de cicatrizacdo dito normal, pode se
dar o caso de ocorrer uma falha em qualquer uma das fases, podendo assim a ferida tornar-se

cronica (Langer, R. et al., 2007).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do processo normal de cicatrizagdo da pele (retirado

de: http://www.nature.com/jid/journal/v127/n5/fig_tab/5700715f1.html)
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Capitulo VII — A engenharia de tecidos aplicada a pele

7.1. A evolucdo da engenharia de tecidos aplicada a pele

A pele ¢ uma barreira fisica e quimica eficiente no nosso organismo e como tal
desempenha um papel importante. A existéncia de inimeras e diferentes células na pele, tais
como os queratindcitos, melanocitos, fibroblastos e células endoteliais, garantem a sua
funcionalidade. Uma vez comprometida ou destruida, esta barreira necessita imediatamente
de uma intervengdo, que garanta a restituicao das suas func¢des (Bottcher-Haberzeth, S. ef al.,

2009; Wong, D. et al., 2009).

Nos ultimos 25 anos grandes esforgos foram feitos para criar substitutos biologicos,
que consigam simular a pele humana. Estes avangos cientificos apenas se tornaram possiveis
devido a evolucdo simultanea da engenharia de tecidos. Até agora a utilidade destes
substitutos tem sido bastante variada e tem representado uma vantagem em diversas areas e
aplicacdes, tais como: na investigacdo farmacéutica (como um sistema de testes in vitro),
como modelo de compreensdo de todo o processo de cicatrizacdo de feridas, entre outros

referenciados mais a frente (Metcalf, A. et al., 2007; Groeber, F. et al., 2011).

No laboratério quando se processa a producdo de substitutos da pele, o controlo
qualidade desses substitutos, geralmente ¢ realizado previamente a sua transplantagcdo. Até a
presente data, existe um nUmero muito limitado de marcadores, que provaram ser
representativos e uteis nesta avaliagdo. O Unico critério, que parece ter uma influéncia
significativa na avaliagdo da qualidade do substituto da pele, ¢ a ocorréncia de uma
vascularizagdo rdpida e apropriada apds a transplantagdo (Mansbridge, J. et al, 2008;

Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009).

Virios produtos tém vindo ¢ ser langados no mercado nos tltimos anos, alguns para uso
permanente, outros para uso temporario. Estes produtos contém células com diferentes
origens (autologas, alogénicas ou xenogénicas) e materiais biodegradaveis/ndo
biodegradaveis, que constituem os suportes usados para facilitar a ligagdo e o0 manuseamento

celulares (Mansbridge, J. et al., 2008; Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009).
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Existem varios critérios de classificagdo dos produtos no mercado, que podem ser

sumariados de acordo com (Shevchenko, R. et al., 2009):

» A estrutura anatémica, que irdo substituir (substitutos epidérmicos, dérmicos ou

epidérmicos-dérmicos ) ;

» A durabilidade da permanéncia no local (permanentes, semi-permanentes ou

temporarios);

» Os componentes celulares presentes/ausentes no substituto (celular ou acelular);

» Origem celular (autologas, alogénicas ou xenogénicas);

» O local onde ocorrera a ligagdo primaria ao biomaterial (in vivo ou in vitro).

A pele uma vez lesionada ou danificada, em situagdo normal, inicia-se um longo e
complexo processo de cicatrizagdo, que restabelece o equilibrio fisiolégico. Contudo se
estivermos perante uma situagdo, em que a cascata de cicatrizacdo seja afetada negativamente,
a cicatrizagdo pode sofrer uma desaceleracdo ou até mesmo ndo ocorrer, resultando numa
ferida cronica. Quando a area afetada ¢ demasiado extensa, hd uma maior dificuldade no
tratamento com recurso a utilizacdo dos métodos convencionais de tratamento, podendo
mesmo ocorrer a morte do paciente. Devido ao surgimento destes novos meios de tratamento
foi possivel aumentar significativamente a taxa de sobrevivéncia de individuos com areas
lesionadas bastante extensas e impulsionar a qualidade de vida de individuos com feridas

cronicas (Clark, R. A. F. et al., 2007; Mansbridge, J. et al., 2008; Groeber, F. et al., 2011).

Apesar das melhorias que tém sido verificadas na qualidade dos substitutos, que estdo
no mercado atualmente, estes ainda ndo conseguem desempenhar a total funcionalidade da
pele, pois ainda ndo apresentam componentes celulares tais como: melanécitos, linfocitos,

macrofagos, nem anexos cutaneos (Metcalf, A. et al., 2007; Shevchenko, R. et al., 2010).
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7.2. Auto, Xeno e Aloenxertos

Os autoenxertos sdo os enxertos mais utilizados atualmente na transplantacdo de pele
para o tratamento de feridas e queimaduras, pois em comparacdo com os aloenxertos e
xenoenxertos nao apresentam limitagdes, tais como: rejei¢do imunoldgica, risco de
transmissdo de algum agente patogénico e tempo limitado de permanéncia in vivo, pelo
simples facto da biopsia recolhida ter origem no préprio individuo que a vai receber. Neste
caso o tipo de células utilizado na cultura celular efetuada in vitro, sdo os queratindcitos

(Groeber, F. et al., 2011).

Como exemplos de autoenxertos atualmente no mercado temos: Epicel®/ Epibase®,

Laserskin®, CellSpray®, Myskin® (Thomsen, P. ef al., 2008).

No caso dos aloenxertos o que se verifica em termos de procedimento, difere dos
autoenxertos na origem da biopsia recolhida, que neste caso se efetua a partir de um individuo
geneticamente diferente, mas da mesma espécie que o recetor e no tipo de células utilizado na

cultura celular efetuada in vitro, neste caso trata-se de fibroblastos (Thomsen, P. et al., 2008).

Geralmente estes aloenxertos utilizados para a preparacdo de substitutos t€ém que ser
previamente tratados com antifungicos, antibacterianos e alcool etilico, a fim de poder
eliminar qualquer agente patogénico passivel de ser transmitido pelo dador ao recetor e possa

causar infe¢do (Lanza, R. ef al., 2007).

Os aloenxertos podem-se incluir em duas categorias: nos substitutos dérmicos ou nos
substitutos compostos, também designados por substitutos epidérmicos-dérmicos. Os
aloenxertos ainda podem ser por sua vez classificados, como substitutos acelulares ou

celulares (Lanza, R. et al., 2007).

Nos que toca aos aloenxertos dérmicos acelulares, estes sdo obtidos a partir de um
doador humano e sdo tratados de forma a remover todos os possiveis interferentes capazes de
desencadear uma rea¢do imunologica. Uma vez prontos estes aloenxertos dérmicos, sdo

colocados no leito da ferida e vao funcionar como se tratasse de um andaime para a atividade
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dos fibroblastos do hospedeiro e consequente crescimento/formag¢ao do novo tecido. Como
exemplos de aloenxertos dérmicos acelulares, pode-se indicar: AlloDerme® e DermaMatrix®

(Lanza, R. et al., 2007).

No caso dos aloenxertos dérmicos celulares, as células do doador sdo usadas apenas
para criar um suporte estrutural. Uma vez criada esta estrutura ela ird ser semeada com
fibroblastos do doador, que irdo ser responsaveis por sintetizar proteinas e outros
componentes da matriz extracelular, servindo assim como um estimulo as células do
hospedeiro na promoc¢do do processo de cicatrizacdo. Como exemplos de aloenxertos

dérmicos celulares pode-se indicar: Dermagraft® e TransCyte® (Lanza, R. et al., 2007).

No caso dos xenoenxertos o que se verifica em termos de procedimento, € a utilizagao
de tecidos com origem em cé¢lulas recolhidas a partir de uma outra espécie geneticamente
diferente da do receptor e, como tal, apenas serdo utilizados como enxertos temporarios no
tratamento de feridas. Alguns exemplos de produtos incluem o Permacol® e Matriderme®

(Lanza, R. et al., 2007).

Geralmente estes enxertos utilizados para a preparacdo de substitutos tém que ser
igualmente previamente tratados com antifiingicos, antibacterianos e 4lcool etilico de forma a
poderem eliminar qualquer agente patogénico passivel de causar infe¢ao no recetor (Lanza, R.

et al., 2007).

7.3. Aplicagdes in vivo

Os substitutos cutdneos produzidos podem ser utilizados para o tratamento de vérias
lesdes epidérmicas, dérmicas ou eventualmente poderdo ser utilizados para tratar lesdes mais

extensas, que atinjam ambas as camadas cutaneas (Groeber, F. et al., 2011).

7.3.1. Aplicagdes in vivo - substitutos epidérmicos

Nas aplicagdes in vivo, os substitutos epidérmicos sdo exclusivamente autdlogos e

permitem tratar efetivamente lesdes ao nivel da camada epidérmica. O procedimento para a
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preparacdo de um autoenxerto epidérmico inicia-se com uma biopsia da pele do proprio
paciente, este pequeno fragmento de pele serd entdo tratado enzimaticamente (digestdo
enzimatica) de forma a remover a membrana basal e assim poder possibilitar a separagdo da
epiderme da derme. Posteriormente segue-se um isolamento celular ao nivel da epiderme
(queratinocitos). Os queratindcitos isolados do tecido do proprio paciente vao entdo ser
colocados in vitro numa cultura celular para que ocorra a sua expansdo, juntamente com
fatores de crescimento. SO posteriormente € que irdo ser semeados no suporte para que ocorra
o desenvolvimento do substituto epidérmico (Mansbridge, J. ef al., 2008; Groeber, F. et al.,

2011).

A etapa chave para a construcao deste tipo de substitutos € a que envolve o isolamento
dos queratinocitos a partir de uma biopsia recolhida do paciente, uma vez que os
queratindcitos serdo futuramente as células responsaveis pelo crescimento in vivo da camada

epidérmica (Groeber F. et al., 2011).

Desde a biopsia realizada a pele do proprio paciente, até a obtencdo do substituto
epidérmico final, decorrem cerca de trés semanas, dai que seja necessario iniciar-se um
tratamento com recursos mais convencionais até se poder obter o substituto epidérmico para
que a superficie da derme, esteja apta a receber o substituto da epiderme, pois a correta
ligacdo deste substituto ira depender da qualidade e das condigdes em que se encontra a

camada subjacente da derme (Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009)

As caracteristicas dos produtos comercializados mais utilizados sdo:

» Epicel®/Epibase® - ambos sdo produzidos utilizando os queratinécitos do
proprio paciente (autélogos), queratindcitos esses que provieram da pequena
biopsia realizada a pele do paciente. Sdo os substitutos epidérmicos mais antigos
e por isso ainda apresentam varias limitagdes associadas, tais como: o elevado
tempo de espera até a obtengcdo do enxerto, fracos resultados obtidos a longo
prazo, a necessidade da existéncia de um suporte dérmico, enxertos muito frageis
e finos, o elevado custo e um prazo de validade do enxerto bastante curto. Mas
apesar das suas limitagdes estes substitutos tém grande aplicabilidade no

tratamento de pacientes com queimaduras extensas (Shevchenko, R. et al., 2010);
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» Myskin® - ¢ um produto que apresenta na sua constituicdo queratindcitos
autdlogos num suporte de silicone revestido por um filme polimérico de plasma,
que ird apoiar a expansdo celular. Esta constituicdo contendo o filme polimérico
ird permitir a libertacdo das células ai sediadas no momento da implantagdo deste
produto no leito da ferida, promovendo o processo de cicatrizagdo. As vantagens
deste produto incluem: maior facilidade de manipulacdo, de aplicagdo e ainda
uma reducdo do tempo gasto na cultura celular. Este produto encontra-se
indicado para o tratamento de ulceras de pressdo, neuropaticas, no pé diabético e

ainda no tratamento de queimaduras superficiais (Shevchenko, R. et al., 2010);

» Laserskin® - consiste num produto em que os queratindcitos autdlogos sao
cultivados numa membrana microperfurada a laser e composta por 100% de
acido hialurdnico. A existéncia de microperfuragdes vai entdo permitir a
migracdo dos queratindcitos até ao leito da ferida. A presenga do &cido
hialurénico na membrana microperfurada ird promover o processo de cicatrizagdo
no local lesionado. Uma vez que o 4cido hialurénico ndo ¢ mais do que um
polimero natural sintetizado pela matriz extracelular, que possui a capacidade de
estimular e promover a migragdo e a proliferagdo celulares. Ensaios clinicos
efetuados comprovaram a sua grande potencialidade uma vez que apresenta
elevada biocompatibilidade e baixo risco de infe¢do no tratamento de Ulceras

venosas, diabéticas e queimaduras (Shevchenko, R. ef al., 2010);

» CellSpray® - esta tecnologia consiste na colheita dos queratindcitos autdlogos,
da cultura celular realizada, no seu estado mais ativo de proliferacdo, seguida da
sua pulverizacdo no leito da ferida. Este tipo de procedimento adotado ira
permitir a confluéncia da proliferagdo e diferenciacdo celulares in vivo de forma a
garantir a formagdo de uma estrutura epitelial e o fechamento da ferida. As
vantagens da utilizagdo deste produto incluem, o pouco tempo gasto na cultura
celular e uma mais rapida cobertura da ferida pelos queratindcitos, numa fase de
proliferacdo ativa, o que ird permitir uma a¢do mais rapida na cicatrizagdo. Este

produto tem se vindo a mostrar bastante eficaz no tratamento de pacientes com
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ulceras cronicas, com incidéncia na melhoria da qualidade de vida destes

pacientes (Shevchenko, R. et al., 2010).

7.3.2. Aplicagdes in vivo - substitutos dérmicos

Nas aplicagdes in vivo, os substitutos dérmicos, sdo na sua maioria alogénicos e
subdividem-se em duas categorias: os acelulares e os celulares, que sdo constituidos por sua
vez por fibroblastos, que em contraste com os epidérmicos, podem prevenir a contracdo da

ferida e conseguem garantir uma maior estabilidade mecanica (Groeber, F. ef al., 2011).

Os substitutos dérmicos acelulares apresentam um menor risco de rejeicao
imunoldgica, uma vez que a biopsia do doador serd previamente tratada de forma a remover
qualquer possivel interferente capaz de desencadear uma reagdo imunologica (Shevchenko, R.

etal., 2010).

Estes substitutos vao promover o restauro da derme pela promog¢ao do crescimento de
um novo tecido e pela otimizacdo das condi¢des de cicatrizagdo. Quando ocorre lesdao
dérmica, surge obrigatoriamente, lesdo epidérmica, entdo o que se verifica ¢ que apds a
transplantacdo do substituto dérmico este terd que ser coberto impreterivelmente, por um
substituto epidérmico para que se conclua o processo de cicatrizagdo da pele (Bottcher-

Haberzeth, S. et al., 2009).

A biopsia da pele do doador terd que ser tratada enzimaticamente (digestdo
enzimatica) de forma a remover a membrana basal e assim poder possibilitar a separagdo da
epiderme da derme. Posteriormente, segue-se um isolamento celular ao nivel da derme
(fibroblastos). Os fibroblastos isolados do tecido do doador vao entdo ser colocados in vitro
numa cultura celular para que ocorra a sua expansao, juntamente com fatores de crescimento

(Groeber, F. et al.,, 2011).

Estes substitutos dérmicos serdo entdo incorporados diretamente na ferida e uma vez
aplicados irdo ser colonizados e vascularizados pelas células subjacentes, formando-se

finalmente a “nova” derme. Ao fim de 3-4 semanas, assim que haja vascularizagdo suficiente,
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poderd entdo ser colocada a fina camada de enxerto epidérmico, por cima da nova derme

formada (Groeber, F. et al., 2011).

As caracteristicas dos produtos comercializados mais utilizados sdo:

» AlloDerm® - ndo ¢ mais do que um enxerto acelular alogénico, que sofre um
tratamento quimico, de forma a garantir que nao haja a presenga de elementos
capazes de despoletar uma reagdo imunologica, que leve a rejei¢do do enxerto por
parte do recetor. E um substituto bastante utilizado no tratamento de lesdes

causadas por queimaduras, pelos excelentes resultados que tém vindo a ser

obtidos (Shevchenko, R. et al., 2010; Groeber, F. et al,, 2011);

» Dermagraft® - este produto é um substituto celular temporario, constituido por
uma combinacdo de fibroblastos alogénicos, proteinas da matriz extracelular e
citoquinas, que ao atuarem diretamente na ferida, facilitam e aceleram toda a
dindmica do processo de cicatrizacdo das feridas. Devido as caracteristicas por
ele apresentadas, ¢ bastante utilizado na fase inicial do tratamento das tlceras no

pé diabético (Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009);

» TransCyte® - ¢ um substituto celular temporario composto por fibroblastos
alogénicos cultivados in vitro numa malha de nylon. Esta malha de nylon ¢
previamente revestida com colageneo suino e ligada a uma membrana polimérica
de silicone. Os fibroblastos a0 mesmo tempo que proliferam dentro da malha de
nylon, irdo segregar colagéneo dérmico, proteinas e fatores de crescimento,
promovendo a cicatrizagdo. Como ¢ um substituto tempordrio atua como uma
barreira de protegdo temporaria para a ferida, a justificacdo para a sua curta
permanéncia no local, surge ligada ¢ ao facto de os materiais que o compdem,
serem sintéticos € ndo biodegradadveis, obrigando assim, a sua retirada 7-14 dias
apoOs a sua aplicagdo. A aplicacdo deste substituto tem sido feita em pacientes

com queimaduras com bastante sucesso (Shevchenko, R. et al.,2010);

» Hyalograft 3D® - ¢ composto por fibroblastos autdlogos que possuem a
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capacidade de produzir citoquinas e fatores de crescimento e desta forma vao ter
a capacidade de estimular e acelerar a dindmica de todo o processo de
cicatrizagdo. Os fibroblastos autélogos irdo crescer numa membrana
microperfurada constituida por 4cido hialurénico permitindo assim a migragdo
dos fibroblastos até ao leito da ferida. A presengca do acido hialurénico na
membrana microperfurada ird promover o processo de cicatrizagdo no local
lesionado, uma vez que o 4cido hialurénico ndo ¢ mais do que um polimero
natural sintetizado pela matriz extracelular, que possui a capacidade de estimular
e promover a migracao e a proliferacdo celulares. Quanto as suas aplicagcdes mais

comuns, incluem-se as ulceras e as queimaduras (Shevchenko, R. et al., 2010);

» Matriderme® - substituto dérmico xenogénico temporario constituido por uma
matriz composta por elastina e colagéneo. A presenca destas duas proteinas da
matriz extracelular ird servir como um suporte para a ocorréncia da cicatrizagio e
reconstituicdo cutaneas. Particularmente a elastina podera melhorar a estabilidade
e a elasticidade da nova camada formada. A aplicagao deste substituto tem vindo
a demonstrar bastante eficacia pelos resultados até agora obtidos, quer a nivel
cosmético quer a nivel fisiologico. A sua utilizacdo tem sido feita em combinagdo
com outros substitutos autélogos no tratamento de queimaduras (Shevchenko, R.

etal., 2010).

7.3.3. Aplicagdes in vivo - substitutos epidérmicos-dérmicos

Nas aplicagdes in vivo, os substitutos epidérmicos-dérmicos sdo os substitutos no
mercado mais sofisticados, pois sdo aqueles que conseguem substituir as duas camadas da
pele em simultdneo, a epiderme e a derme e, podem ainda também, ser designados de

substitutos compostos (Groeber, F. ef al., 2011).
Os produtos existentes no mercado com essa finalidade incluem queratindcitos e

fibroblastos incorporados em suportes apropriados e, embora sejam considerados substitutos

muito completos, sdo considerados como temporarios (Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009).
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Sdo maioritariamente utilizados para o tratamento de feridas cronicas e estudos
efetuados neste campo permitiram aferir, que individuos com feridas cronicas tratadas com
substitutos epidérmicos-dérmicos tiveram uma rapida e boa cicatrizagdo das respetivas
feridas. Apds alguns ensaios clinicos foi ainda possivel, comparar as cicatrizes deixadas apos
tratamentos mais convencionais e ainda o tratamento com substitutos epidérmicos-dérmicos,
que em termos de aparéncia, as cicatrizes deixadas por estes Ultimos, manifestam-se sempre

menores € com melhor aparéncia (Bottcher-Haberzeth, S. et al., 2009).

Apesar dos resultados positivos manifestados, possuem, no entanto, duas grandes
limitacdes inerentes ao facto de ser necessdria a produ¢do de um substituto epidérmico. A
primeira limitagdo prende-se com o elevado tempo de espera, cerca de 4 semanas, desde a
biopsia até ao momento em que substituto possa ser transplantado e, em segundo lugar, o seu
elevado custo de fabrico, o que ndo os torna muito atrativos para a industria (Bottcher-

Haberzeth, S. et al., 2009).

As caracteristicas dos produtos comercializados mais utilizados sdo:

» Apligraft® - ¢ um substituto alogénico em bicamada, constituido por células
vivas e proteinas estruturais tal e qual como a pele humana. Na camada que ird
substituir a derme teremos, os fibroblastos alogénicos vivos, a crescer numa
matriz constituida por colagénio bovino tipo I. No caso da epiderme, a camada
superior, serd formada pela multiplicagdo e diferenciagdo dos queratindcitos
alogénicos vivos. A expansdo e a cultura celular dos fibroblastos e dos
queratinodcitos alogénicos ocorre em separado, as células resultantes dessa cultura
¢ que vao ser utilizadas posteriormente para a producdo in vitro do substituto. Na
sua composi¢do contem ainda proteinas da matriz extracelular, mas apesar de ser
um substituto que ja se assemelha bastante a pele humana, ainda ndo contem as
varias células cutaneas nem os anexos cutdneos presentes na pele humana. Esta
aplicacdo tem sido bastante utilizada para o tratamento de Ulceras venosas e
diabéticas, pela sua elevada eficacia e rapidez no tratamento destas feridas, que
tem demonstrado, tem ainda, uma vida 1til limitada (¢ um substituto temporario),
mas permite, que possa ser aplicado um novo substituto a cada 4-6 semanas
consoante indicacao médica (Groeber, F. et al., 2011);

57



Engenharia de tecidos para regeneragdo da pele: retrospetiva e perspetivas futuras.

» TissueTech Autograft System (Hyalograft® + Laserskin®) - ¢ um substituto que
tem uma aplicacdo permanente, pois ¢ constituido por fibroblastos e
queratindcitos autdlogos. Tem duas partes; o substituto dérmico — Hyalograft® e
o substituto epidérmico - Laserskin®, mas como este produto resulta da
combina¢do de dois substitutos, ndo ¢ considerado um “verdadeiro” substituto

epidérmico-dérmico (Groeber, F. et al., 2011).

7.4. Substitutos permanentes versus temporarios

A tolerancia imunogénica do recetor ¢ um grande problema, que se coloca no que
respeita a utilizacdo destes substitutos bioldgicos. Esta questdo tem vindo a ser bastante
discutida e tem se mostrado bastante controversa, uma vez que a efetividade do tratamento
com este tipo de substitutos ird depender diretamente da tolerancia imunogénica verificada
pelo sistema imunitario do recetor. O que se pode concluir através de ensaios clinicos
realizados neste ambito foi, que no que toca aos fibroblastos, eles sdo bem tolerados pelo
recetor, quer sejam autdlogos quer sejam alogénicos, podendo por isso serem utilizados em
substitutos permanentes, mas ja no que toca aos queratindcitos, ndo existe rejeicao, caso estes
sejam autdlogos, mas a situacdo € outra, se estes forem alogénicos, pois neste caso, existe
uma grande probabilidade de rejei¢ao por parte do recetor, claro, se houver uma permanéncia
prolongada no local. Por isso para substitutos permanentes, ¢ frequente o uso dos
queratindcitos autdlogos e/ou fibroblastos alogénicos ou autdlogos, a fim de poder evitar a

ocorréncia de reagdes de rejeicao por parte do recetor (Groeber, F. et al., 2011).

Quanto aos substitutos temporarios o que se verifica ¢ que ndo existe um risco elevado
de rejeicdo pela curta permanéncia no local, podendo por isso, ser utilizados, quer fibroblastos
e queratindcitos alogénicos quer fibroblastos e queratindcitos autdlogos (Groeber, F. et al.,

2011).

A utilizagdo de materiais ndo biodegraddveis e sintéticos, na producdo destes
substitutos, também podem ser limitantes, no que toca ao tempo de permanéncia no local e,

no caso de serem biodegradaveis, a sua permanéncia no local ¢ ilimitada no tempo, mas caso
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sejam utilizados materiais sintéticos e nao biodegradaveis, ja a aplica¢do destes substitutos, no

local, serd apenas temporaria (Shevchenko, R. et al., 2010).

7.5. Aplicagdes in vitro

O desenvolvimento de pele humana através da engenharia de tecidos, teve como
objetivo inicial a substituicdo da pele de individuos, onde esta se encontrava danificada ou

comprometida, ou seja, para a sua propria aplicacdo in vivo (Groeber, F. et al., 2011).

No entanto, o seu elevado potencial in vitro, tem vindo a ser uma ferramenta bastante
util em inimeros campos, visto que os substitutos criados podem ser utilizados como um
modelo de estudo e ainda, também, para a realizacdo de testes. No entanto, se os testes forem
realizados através de métodos convencionais, serdo necessarios inumeros testes de toxicidade,
0 que encarece a investigacdo e aumenta o tempo gasto em prol da mesma. Se estes testes
forem realizados in vitro, estes modelos de pele humana, tém demonstrado ser uma alternativa
bastante viavel e vantajosa, particularmente, em termos de custo-efetividade (Groeber, F. et

al., 2011).

Uma das vantagens da utilizacao destes substitutos de pele humana produzidos in vitro
prende-se ao facto de poder apresentar uma composicdo celular passivel de ser manipulada
pelo proprio investigador, o que permite assim, adaptar os substitutos, consoante o tipo de
estudo em questdo o que poderd facultar ainda, uma produgdo em larga escala (Groeber, F. et

al., 2011).

Mas ainda hd muito a fazer neste campo, uma vez que apesar de os substitutos se
assemelharem a pele humana existem, claramente, diferencas marcantes quando comparadas
com a pele humana. Futuramente o desenvolvimento de substitutos de pele para aplicacdo in
vitro poderd incluir ainda, os melandcitos, linfocitos, macréfagos e anexos cutineos
(glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculos pilosos) de forma a poder garantir uma melhor e

mais correta experimentagdo (Groeber, F. ef al., 2011).
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7.5.1. Aplicagdes in vitro - Industria Farmacéutica e Cosmética

Atualmente muitos farmacos e cosméticos sao aplicados topicamente. No entanto, um
grande nimero de substidncias permanecem ainda uma incognita, no que toca a sua
capacidade em conseguir atingir o local alvo para poderem exercer a sua agao (Brohem, C. et

al., 2010; Groeber, F. et al., 2011).

Em estudos farmacoldgicos recentes, realizados in vitro, os substitutos da pele sdo um
modelo fidedigno para poder avaliar a absor¢do topica de farmacos e identificar também,
possiveis agentes quimicos com propriedades irritantes, toxicas ou corrosivas, desde que
estejam em contacto com a pele. Além disso, ¢ também importante avaliar se o farmaco em
questao terd apenas a¢do local ou se terd a capacidade de entrar no sistema circulatdrio, para

conseguir exercer uma ag¢ao sistémica (Brohem, C. et al., 2010; Groeber, F. ef al., 2011).

Outra area em que estes substitutos tém tido bastante énfase, ¢ na investigacao dos
danos e nas repercussoes da exposicao as radiagdes ultravioleta (UV). Neste campo, o estudo
e o desenvolvimento de produtos de protecdo solar apresenta, cada vez mais, resultados
positivos, ligados a uma capacidade acrescida de prote¢do da pele e ainda, simultaneamente, a
prevencao de danos celulares capazes de originar o aparecimento de um melanoma. Neste
ambito podem ainda ser utilizados, como um modelo de teste, que contribua para o
surgimento de novos farmacos para o tratamento de melanomas (Brohem, C. et al., 2010;

Groeber, F. et al.,2011).

A aplicagdo de farmacos tdpicos, conjuntamente com a exposicdo a radiagdo
ultravioleta, pode ainda resultar numa reacdo de fototoxicidade. A utilizacdo destes
substitutos de pele in vitro permite surgir novos estudos sobre potenciais compostos
fototdxicos, que por sua vez, podem prever e antecipar ainda a ocorréncia destas reagdes e
possibilitar a sua substitui¢do, desde que seja possivel, por outras, desde que ndo apresentem

fotossensibilidade (Brohem, C. et al., 2010; Groeber, F. et al., 2011).
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7.5.2. Aplicagdes in vitro - cicatrizagao de feridas

Embora o processo de cicatrizagdo in vivo envolva mais componentes celulares do que
apenas os fibroblastos e os queratinécitos, estes modelos de pele humana podem ajudar a
compreender em detalhe tudo o que se passa durante a cicatrizagdo de uma ferida. Para uma
melhor extrapolacdo dos resultados obtidos em laboratério tém vindo a ser feitos inimeros
esforcos de forma a poder melhorar a qualidade e a semelhangca com a pele humana dos

substitutos cutaneos (Groeber, F. et al,, 2011).

7.5.3. Aplicagdes in vitro - doengas e infe¢des cutaneas

Na pele, a interac¢do entre os queratinodcitos, os fibroblastos, os melandcitos e as
células do sistema imunitario, sdo altamente controladas por varios fatores. Qualquer tipo de
rutura que possa surgir por via destas interacg¢des, pode resultar em afe¢des cutaneas, como
por exemplo, a psoriase (uma proliferacdo incontrolada de queratinécitos). Estes modelos de
teste t€ém vindo a ser utilizados em estudos in vitro com o objetivo de desenvolver novas
moléculas, com o objectivo de poder atingir-se uma terapia mais efetiva no tratamento do
eczema psoriatico (Tjabringa, G. et al,, 2008; Brohem, C. et al., 2010; Groeber, F. et al.,
2011).

Estes substitutos tém também vindo a ser utilizados no estudo da fisiopatologia
associada, as infe¢des causadas por varios virus, tais como o papilomavirus, o adenovirus e
herpes simplex, para estudar a forma de propagacdo do melanoma, no cancro cutineo, as

células circundantes (Brohem, C. et al., 2010; Groeber, F. et al., 2011).

7.5.4. Aplicagdes in vitro - uma alternativa a testes em animais

Os animais t€ém vindo a ser bastante utilizados como modelo de estudo, pois permitem
testar novos farmacos, antes mesmo destes serem colocados no mercado, de forma a poder
facilitar, a compreensdo dos efeitos resultantes da aplicacdo/utilizacdo desses fairmacos. No

entanto, a sua utilizacdo, como cobaias nos ultimos anos, tem sido bastante mais restrita ¢
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controlada nos testes, pela sua ligacdo a questdes éticas e legais, surgindo a necessidade
entdo, de se criar métodos alternativos a utilizagdo de animais como cobaias. Uma alternativa
bastante promissora € em voga actualmente, passa pela utilizagdo de substitutos da pele in
vitro como modelo de teste de farmacos (Brohem, C. et al., 2010; Lebonvallet, N. et al., 2010;

Groeber, F. et al., 2011).

Neste contexto estes substitutos de pele ndo sdo s6 importantes para tratar lesdes ao
nivel da pele, mas também, como um modelo de investigacdo para se poder testar a toxicidade
de novas moléculas a nivel topico. A utilizacdo de animais como cobaias apresenta varias
limita¢des, pois ainda sdo bastante notdrias as diferencas estruturais e metabodlicas da pele
destes, quando comparada com a pele humana (Brohem, C. et al., 2010; Groeber, F. et al.,

2011).
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Capitulo VIII — Conclusao

Este estudo procurou fazer o ponto de situacdo e avaliar sobre a engenharia de tecidos
e, em particular, da engenharia de tecidos para a regeneracdo da pele, aproveitando ainda a
oportunidade para realizar uma breve retrospectiva, sobre esta matéria e ainda lancar algumas

perspectivas para o seu futuro.

A engenharia de tecidos tem um elevado potencial de mercado e como tal, o
investimento nesta area tem vindo a crescer de uma forma gradual e sustentada. Apesar disso,
a industria ligada a produgdo destes substitutos, ainda terd de enfrentar inimeros desafios de
forma a poder conseguir aperfeicoar cada vez mais as caracteristicas dos substitutos,
garantindo assim, uma melhor performance dos mesmos, com o objectivo de assegurar a total

seguranga por parte do recetor.

Neste contexto busca-se alcangar num futuro proximo, poder conseguir obter um
maior aproveitamento, sobre o que o seu potencial representa para a cura de certas doencas
até agora tidas como incuraveis, ou ainda, numa melhor qualidade de tratamento de doengas,
cujos cuidados actualmente disponiveis, ainda ndo s3o suficientes e eficazes face as

solicitagdes actuais.

Neste ambito, certamente, a area da medicina nos proximos anos, terd uma palavra a
dizer face a evolugdo positiva e em exponencial, consubstanciada relativamente a melhoria da

qualidade de vida dos pacientes.

Quanto as células tronco, as reais impulsionadoras desta area da biotecnologia, ainda
muito haverd muito a fazer pois, serd necessaria uma flexibilidade operacional para poder
compreender o funcionamento global destas células, a fim de que se possa usufruir de todas as

suas potencialidades.

J4 no que toca ao caso particular das células tronco embriondrias, importard também
ultrapassar os obstaculos surgidos, que se ligam a questdes de ética, pois ndo tem sido facil na

actualidade, abordar esta matéria, sem que ndo surjam mais limita¢des, originadas pela
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propria comunidade ligada a ética.

Relativamente aos suportes até agora criados, para concretizar o crescimento dos
tecidos, as condi¢des do suporte tém vindo a ser melhoradas e optimizadas. J& no que diz
respeito aos biomateriais utilizados para a producdo destes suportes, destaca-se, cada vez
mais, a procura e a utilizacdo dos que apresentam in vivo biodegradabilidade, maior

biocompatibilidade e baixa toxicidade para o organismo do receptor.

Os suportes tém vindo a registar grandes avangos tecnoldgicos, facto que tem
optimizado a sua performance in vivo, no entanto, e apesar disso, permanecem algumas
limitagdes, tais como: os elevados custos associados a sua producdo e dos biomateriais
utilizados, a rejei¢do imunoldgica, a toxicidade, entre outros, mas que a longo prazo, deverao

ser ultrapassados.

No caso particular da engenharia de tecidos aplicada a pele, inlimeros pacientes tém ja
beneficiado do recurso ao uso destes substitutos in vivo, nomeadamente, no tratamento de

queimaduras, lesdes cronicas, entre outras, apresentando assim, resultados muito positivos.

Relativamente aos substitutos cutineos, estes t€ém mostrado grande aplicabilidade ndo
0 in vivo, mas também in vitro, nomeadamente, serem bastante Uiteis na investiga¢cdo, com o
objectivo de poderem testar a toxicidade e a capacidade de absorcdo de farmacos a nivel
topico, assumindo-se como alternativa aos testes realizados em animais e ainda, como modelo

de estudo da fisiologia de varias afeccdes dermatologicas.

Embora se tenha vindo a verificar uma evolugdo e um aperfeicoamento destes
substitutos cutaneos, que tem permitido cada vez mais, que eles se possam assemelhar a pele
humana e também, o facto de ndo possuirem alguns anexos cutaneos, como pélos ou
glandulas sudoriparas, acrescendo ainda, uma deficiente vascularizagdo, resultante da
experimentacdo verificada por estes substitutos, tem constituido um obstaculo dificil de
ultrapassar, pois dai podem acarretar limitagdes sérias para as suas proprias aplicagdes quer in

VIVO quer in Vitro.
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Num futuro cenario proximo espera-se, que se torne possivel, a producdo de
substitutos cutaneos integrados com foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, facto que
permitira entdo, assim, que estes substitutos, possam desempenhar as fungdes cutineas na sua

plenitude totalidade, quer seja in vivo quer in vitro.

Esse caminho longo a ser trilhado, com certeza, ird originar novos substitutos
possiveis a serem utilizados. Neste ambito e em jeito de expectativas a serem concretizadas a
curto prazo, espera-se, que esses novos substitutos se tornem cada vez mais similares a pele
humana de forma a garantir o total e correto funcionamento, a nivel fisiolégico dos mesmos,

tal como se tratasse de uma pele humana original.

Neste contexto, a engenharia de tecidos sera entdo, sem sombra de duvida, a area da
biotecnologia, que nos proximos anos ird sofrer de uma evolucdo mais gradual sustentada. A
concretizar-se, este cenario, ird materializar-se, em resultado das graduais e prementes
necessidades médicas actuais, ligadas a novos campos de investigagao e, muito em particular,

as do campo da cirurgia.

Em sintese, que ndo definitiva, dos dados que foram analisados, poder-se-4
perspectivar, que a engenharia dos tecidos, serd certamente a drea, onde num futuro muito
préoximo, serd sentido o maior impacto no que respeita a pratica de cuidados de saude,
constituindo, por isso, uma ferramenta de exceléncia fundamental para o tratamento de

doengas e desequilibrios, que o corpo humano pode padecer.
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