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Inserido no &mbito do Mestrado em Traducdo Especializada, o presente
projeto consiste na tradugéo e criacdo de um glosséario, bem como na anélise
critica de todo este processo, e representa o culminar de mais uma etapa.

As células estaminais e 0 seu potencial regenerativo estdo cada vez mais na
ordem do dia; de tal modo que tém vindo a surgir cada vez mais possibilidades
de terapias e cada vez com melhores resultados clinicos.

O texto aqui trabalhado resume-nos algumas dessas terapias, algumas das
suas possiveis aplicacdes, e abre a porta a novas investigacdes que
desenvolvam ainda mais o campo num futuro préximo.
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For the purpose of fulfilling the requirements of the Master’s Degree in
Specialized Translation, the following project consists of a translation and a
glossary, as well as a critical analysis of the translation process, thus
representing the end of another stage.

More than ever, stem cells and their regenerative potential are gaining greater
importance and the increase in a number of new therapies with positive clinical
outcomes are clearly a substantiation of this trend.

The text hereby analysed in a meticulous manner summarises some of these
therapies, and points to some of the possible clinical applications while leaving
the possibility for further research that can develop this field even more in the
near future.
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1. Introducao






O presente projeto, elaborado no ambito do Mestrado em Traducdo Especializada,
surge como um meio de aplicagdo, e porque nao de revisao e recapitulagdo, de todas as
técnicas e ferramentas adquiridas ao longo dos cinco anos de curso que compreendem a
Licenciatura e o Mestrado, até esta data.

Representa por isso, o fim de uma etapa e, por consequéncia, o inicio de uma
nova, que se quer iniciar no mundo do trabalho.

Sendo a drea de especializacdo do Mestrado a saude e as ciéncias da vida, foi feito
um esforco para que o projeto, e obviamente a traduc¢ado, estivessem relacionados com
esta tematica. Apesar do Mestrado, referi, se focar na drea da saude e da ciéncia, e de ter
trabalhado numa grande variedade de temadticas relacionados com essa mesma area,
reparei ndo termos trabalhado no campo das células estaminais; pelo menos ndo a um
nivel tdo aprofundado e especifico, como veio a revelar-se o texto escolhido para
traducdo e andlise. Por essa razdo, e porque a nivel pessoal me agrada bastante o tema,
recaiu sobre ele a minha escolha. Depois de escolhido o tema, resolvi fazer uma pesquisa
sobre esse campo. Como se sabe, a ciéncia tem evoluido a um ritmo bastante acelerado,
e todos os dias ouvimos noticias de mais e mais avancos feitos e de conquistas
alcancadas, e o campo das células estaminais ndo é excecdo. E bem sabido o potencial
deste tipo de células, que com a sua capacidade de se diferenciar e dar origem a novos
tecidos como 0ssos, nervos, musculos ou sangue, por exemplo, representam o futuro das
terapias no combate a doencas cardiovasculares ou neurodegenerativas, ou regeneragao
de tecidos. Foi exatamente sobre este tipo de aplicacdo das células estaminais que recaiu
a escolha do texto a traduzir. Trata-se de um artigo, que se centra na revisao dos
principais desenvolvimentos feitos nas abordagens intraoperatérias com células
estaminais, e a discussdao dos potenciais mecanismos por detras do processo
regenerativo.

O presente trabalho tem como base a traduc¢do do inglés para o portugués de um
artigo com um total de 27 paginas. O artigo, mais concretamente uma analise, intitula-se
“Intraoperative Stem Cell Therapy”, e é da autoria de Mdnica Beato Coelho, Joaquim M.S.
Cabral e Jeffrey M. Karp. O texto foi retirado da Annual Reviews, editora responsavel pela

publicacdo de mais de 40 revistas cientificas, que abordam campos tdo diversos como a



bioquimica, a medicina, a psicologia, a sociologia, a neurociéncia, etc. e pretendem
manter a comunidade cientifica atualizada acerca das uUltimas pesquisas e avangos dentro
dos diversos campos anteriormente mencionados. S3o, por isso, revistas altamente
especializadas e o texto escolhido para traducdo apresenta também essas caracteristicas.
Foi no entanto propositadamente escolhido devido as suas caracteristicas, porque ndo sé
preenchia o requisito anteriormente estabelecido de trabalhar numa area relacionada
com o meio cientifico, como por também representar um enorme desafio enquanto
tradutor, devido a sua enorme especificidade e densidade terminoldgica.

O presente projeto tem como objetivo a reflexdao acerca do que foi o processo de
traducdo, desde a escolha do tema e artigo a traduzir, até a elaboracdo de um glossario.
Todos estes passos serao descritos, dando exemplos quando necessdrio.

Estd por isso subdividido em diferentes capitulos, que abordardo qual o
enquadramento do projeto, qual o dominio do texto de partida, quais foram os recursos
utilizados (no processo de traducdo e pds-traducdo), a analise do texto de partida, as
principais dificuldades de tradug¢dao, assim como o processo de constru¢cdo de um
glossario.

No primeiro capitulo, de enquadramento, pretende-se dar a conhecer as principais
razdes que levaram a escolha do artigo trabalhado e qual a utilidade da sua traduc¢ao para
o portugués.

Como o artigo aborda um tema extremamente especifico, no segundo capitulo
tenta-se também dar mais énfase sobre o que se trata e qual é, no fundo, o seu objetivo.

No terceiro capitulo pretende-se também demonstrar como foram utilizadas as
diferentes estratégias de traducdo e como foram empregues as diferentes ferramentas
adquiridas ao longo do tempo no que diz respeito, ndo sé a resolugdao de problemas de
traducdo e a traducdo em si, como também aquelas que ajudam a dar um aspeto o mais
parecido ao original possivel. Entre as mais importantes é de destacar o programa de OCR
Omnipage, utilizado para converter o ficheiro original que se encontrava em formato PDF,
num formato de texto editavel para a posterior traducdo. E ainda de referir a ferramenta

CAT utilizada durante a tradu¢ao, o memoQ.



O quarto capitulo é dedicado a caracterizacdo do texto de partida, fazendo-se
inicialmente uma breve descricdo do mesmo, e passando-se de seguida para a andlise da
sua macro e microestrutura.

No capitulo seguinte serdo expostas as principais dificuldades de tradugao
encontradas ao longo do processo, bem como as solucdes encontradas para as
ultrapassar. Por ultimo, o glossdario, precedido pela explicagdo da sua elaboragao e
utilidade durante o processo de traducgao.

Por fim, é apresentado no Apéndice o objeto de anadlise deste projeto, a tradugao

para o portugués do texto escolhido. Quanto ao texto original, é apresentado em Anexo.



2. Enquadramento






O presente capitulo pretende justificar, de certo modo, a escolha feita em relagado
ao texto traduzido no projeto em detrimento de um outro qualquer de uma outra
tematica.

No enquadramento do projeto final do Mestrado em Traducdo Especializada, foi-
nos dada a possibilidade de escolher um qualquer tema para traducdo. Como o Mestrado
se centra na tematica da saude e ciéncias da vida, o primeiro objetivo passou por
encontrar um texto que se encaixasse nessa tematica. De modo a reduzir o conjunto de
opgoes, devido a grande variedade de temas que poderiam ser escolhidos dentro deste
tema, procurou-se encontrar outros topicos de selecdo. Um deles foi o gosto pessoal pela
area. Era fundamental para um projeto desta envergadura, que o texto escolhido
despertasse um constante interesse e motivagdo da parte do tradutor. Por essa razao, e
porque ultimamente tém vindo a aparecer campanhas televisivas, e ndo so, que
anunciam, de forma mais ou menos ética, a colheita de células do corddao umbilical, para
eventual utilizagdo num futuro tratamento. Recorde-se a noticia desenvolvida no artigo
do jornal Publico com o titulo “O novo andncio da Crioestaminal promove a culpa ou uma
causa?”, escrito por Graca Barbosa Ribeiro. Este artigo relata o extremar de posicdes em
relacdo a este mesmo anuncio. De um lado, o presidente do Conselho Nacional de Etica
para as Ciéncias da Vida (CNECV), Miguel Oliveira da Silva, classifica-o como “uma pouca-
vergonha”. Uma opinido diferente apresenta o administrador da Crioestaminal, André
Gomes, que diz que, “pelo contrdrio, o anuncio faz parte de uma campanha por uma
causa”. Ora este tipo de células, as chamadas células estaminais, tém vindo a ser
estudadas nos ultimos anos devido ao seu enorme potencial para se transformarem
noutras células e tecidos do corpo humano, reparando-os ou mesmo até substituindo-os.
Tendo todos os elementos que me permitiam fazer a escolha, passei a fase de pesquisa.
Como ja conhecia a editora Annual Reviews, por ja ter tido anteriormente de passar pelo
mesmo processo de selecdo de um texto a traduzir, decidi comecar por aqui mesmo e
introduzir algumas palavras-chave em inglés, visto ter sido esta a lingua de partida
escolhida. “Stem cell therapy” foram as palavras que me ajudaram a encontrar o texto
gue preenchia os requisitos previamente propostos. Isto a juntar ao facto de se tratar de

um artigo recente, datado de agosto de 2012; sabe-se que a atualidade é um fator



importante a ter em conta na escolha deste tipo de texto, dado o ritmo a que este campo
evolui. O texto escolhido intitula-se “Intraoperative Stem Cell Therapy”, e resume os
ultimos e mais importantes avangos feitos no campo dos tratamentos e terapias com
células estaminais. Trata-se de um texto bastante denso e complexo a nivel terminoldgico
e linguistico, o que representou um enorme desafio na tarefa de traducdo, tema que
abordarei em detalhe mais a frente.

Enquanto tradutor, tive de fazer a pergunta a mim mesmo: porqué traduzir este
texto para o portugués? Haverd alguma utilidade neste processo?

E sabido que hoje em dia a maioria das publica¢des cientificas sdo redigidas na
lingua inglesa, mesmo por parte da comunidade cientifica que ndo tem o Inglés como sua
lingua materna. Esta realidade deve-se ao facto desta lingua se ter tornado nos ultimos
anos a lingua franca em vdrias areas, e o campo cientifico ndo foi exce¢do. Contudo, como
nos mostra Gouadec, o segmento de mercado da tradugdo cientifica é muitas vezes

negligenciado:

This is generally a neglected segment of the translation markets. With notable
exceptions, scientists tend to have little time and money for translation and are
often loathe to admitting that they cannot write properly in English (which is what
scientific translation is about). So they do it themselves — often having their papers
turned down as ‘poor English’ — instead of having a qualified translator do it
properly. (Gouadec, 2007: 32)

Como se pode depreender das palavras de Gouadec, a traducao cientifica é ainda
um setor de mercado pouco explorado. Atendendo a este facto, a traducdo deste
documento para a lingua portuguesa ganha ainda mais importancia e relevancia uma vez
gue permite o acesso, por parte do publico, a uma publicacdo que de outro modo estaria
apenas em inglés. O publico a que me refiro sdo, antes de mais, as pessoas ligadas ao
mundo da ciéncia e investigacdo e estudantes. Ainda mais relevante se torna, entao,
traduzir este documento devido a crescente importancia que o campo das Células
estaminais tem vindo a ganhar nos ultimos anos. Porém, o artigo em portugués poderia
também ser lido por um publico menos especializado, mas que ainda assim tenha entre

0s seus interesses este tipo de matéria. Importa referir, no entanto, que apesar de
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guebrada a barreira linguistica para este publico mais geral, outra surgiria na forma de
terminologia e vocabulario muito especifico.

Por isso, a apresentacdo a comunidade cientifica de um determinado avanco
cientifico sera entao feita em inglés, para que todos tenham acesso a ele de igual modo, e
em iguais condi¢des. Contudo, sera sempre melhor a existéncia a “nivel interno” uma
versao traduzida para a comunidade cientifica portuguesa, e estudantes, na sua lingua
materna, uma vez que a familiaridade com a lingua vai ser incomparavelmente maior
deste modo. O inglés servira entdo para apresentar melhor a investigacdo a comunidade
estrangeira, mas internamente e para o uso corrente em Portugal, por parte da
comunidade cientifica e até mesmo académica, serd melhor ter o artigo na lingua
materna.

Foi este, de modo geral, o conjunto de fatores que me ajudou a optar por traduzir
o texto escolhido. Um misto de razBes pessoais, o gosto pessoal pela area tratada, razées
académicas, o facto de o Mestrado em Traducdo ter a sua especializacdo no campo da
salde e ciéncias da vida, a atualidade do tema tratado e, por fim, a sua extrema

relevancia.
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3. As terapias com células estaminais
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O texto trabalhado é de cardter cientifico, mais propriamente uma revisao; a

utilizacdo do termo “revisdao” prende-se com o facto de este ser uma sintese de varias
pesquisas e artigos publicados por outros autores no campo das células estaminais, que
sao ai revistos e analisados por investigadores do mesmo campo, neste caso os autores
mencionados.
Como aponta o site da Annual Reviews, “The critical review is an essential part of the
scientific method.” Isto porque a revisdo serve para isto mesmo, desencadear discussao e
apontar falhas ou possiveis melhorias de uma determinada pesquisa ou método, com o
intuito de levar ao aperfeicoamento das mesmas e, em ultimo caso, ao surgimento de
novas pesquisas cientificas. Ora a traducdo deste texto para a lingua portuguesa, e aqui
volta a estar presente a questdo da pertinéncia da traducdo deste texto, sera util para
gue a comunidade cientifica portuguesa tenha também acesso a ele, na sua lingua
materna, o que facilitard muito mais a sua compreensdao e possivel participacdo no
debate. Embora considere que o publico-alvo deste texto em portugués poderd englobar
os leitores menos especializados, mas que mesmo assim se interessam por estas
guestoes, penso que neste caso serd dificil para o comum dos leitores entender certos
conceitos aqui apresentados.

Apds uma pesquisa sobre o tema da medicina regenerativa, drea que abrange a
guestdo das terapias com células estaminais, pude reparar que se trata de uma area em
grade expansdo. Para além disso, é uma darea promissora envolta numa enorme
expectativa em relacdo aquilo que poderd trazer de benéfico para a cura de certas
doencgas ou condig¢des para as quais ndo existe atualmente um tratamento, ou para travar
as doencas degenerativas. Entre elas estdo a Doenca de Parkinson, enfartes do miocardio,
diabetes, lesdes na medula espinal ou mesmo queimaduras graves. Ora, o que se tem
vindo a descobrir ao longo deste ultimos anos de investigacdo é que as células estaminais
tém o poder de se diferenciar em diferentes tipos de células e formar novo tecido,
podendo assim reparar ou regenerar o antigo, ou danificado.

A Doenca de Parkinson é uma das que tem desencadeado mais estudos e ensaios
clinicos para testar e comprovar o potencial das células estaminais. De entre os estudos

desenvolvidos, encontra-se um de Olle Lindvall, Zaal Kokaia e Alberto Martinez-Serrano,
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gue demonstra ser possivel recuperar a funcdo de certas areas do cérebro afetadas pela

doenga. Segundo se pode ler no seu artigo:

Studies in animal models have nevertheless demonstrated that neuronal
replacement and partial reconstruction of damaged neuronal circuitry is possible.
There is also evidence from clinical trials that cell replacement in the diseased

human brain can lead to symptomatic relief. (Lindvall et al., 2004: 24)

Contudo, sdo ainda necessarios estudos adicionais neste campo, nomeadamente
ao nivel do controlo da proliferacao e diferenciacao deste tipo de células, bem como do
conhecimento de como estas se conseguirdo integrar nos circuitos sinapticos
estabelecidos, para este tipo de terapia ser eficaz.

O artigo trabalhado neste projeto aborda, no entanto, outro tipo de terapia
também possivel com as células estaminais, mas sempre com o mesmo objetivo: devolver
estrutura e funcdo aos tecidos e drgdos danificados.

O texto centra-se, numa primeira parte, no tema das células estaminais e no
relato das abordagens intraoperatérias desenvolvidas para varias aplicacGes clinicas,
descrevendo ainda procedimentos técnicos e resultados clinicos.

Comeca por analisar o papel das células estaminais na osteogénese, ou seja, no
processo de formacdo dsseo. Neste capitulo sdo descritas as varias experiéncias feitas no
campo para melhorar este processo como, por exemplo, a adi¢ao de fragmentos dsseos,
uma populagdo heterogénea de células e varios fatores de crescimento ao o0sso
esponjoso, que tem vindo a verificar-se a estratégia que produz os melhores e mais
previsiveis resultados clinicos na regeneracdo éssea. Segundo o texto, também se tem
verificado que a injecdo de células de medula dssea autéloga (colhida do préprio
paciente) se tem revelado menos invasiva e tem produzido melhores resultados quando
comparada com o autoenxerto dsseo. Estes estudos desencadearam outros no que diz
respeito a concentracao celular, uma vez que se tem verificado que a concentracao
celular resulta numa maior eficacia deste tipo de terapias. De seguida sdo descritos alguns
dos processos utilizados para a concentracao celular, como a centrifugacdo e a retengao

celular seletiva.
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Estes sdo alguns dos exemplos dados pelo texto no que diz respeito a
osteogénese, que sdao resumidos mais a frente numa tabela.

Mais abaixo, é abordada a Osteocondrogénese, processo de formacdo de
cartilagem. Aqui, sdo propostos dois procedimentos cirurgicos. O primeiro, proposto por
Giannini et al. envolve a colheita de medula dssea, a concentracdo da camada leuco-
plaquetaria, ao mesmo tempo que os cirurgiées comegam a artroplastia, que inclui o
desbridamento da lesdo, a preparacdo de compostos (misturando a camada leuco-
plaquetaria com colagénio em pd, ou combinando-a com uma membrana de acido
hialurénico) e a sua aplicagdo, assim como a estabilizacdo dos compostos utilizando um
gel de fibrina autdlogo rico em plaquetas. Este processo resultou em melhorias na funcao
das articulagdes dos pacientes, no entanto, as conclusdes que se poderiam ter tirado
deste estudo foram limitadas devido ao curto periodo de acompanhamento e ao reduzido
numero de pacientes.

De seguida, o texto aborda o processo de angiogénese, ou seja, o processo de
formacao de novos vasos sanguineos e como este pode ser melhorado, com a inclusdo na
terapia, de células estaminais. Para ilustrar os beneficios desta terapia, faz-se o relato de
varias experiéncias feitas com sucesso. Entre elas a injegao intramuscular de células dada
a pacientes com isquemia bilateral da perna com resultados positivos em varios
parametros de avaliacdo como o indice tornozelo-braco (a proporcdo entre a pressdo
sanguinea no tornozelo e a pressdao sanguinea no bracgo), dor em repouso, pressao do
oxigénio transcutaneo, e auséncia de dor em periodos de movimento, por exemplo.

A utilizacdo de células estaminais em aplica¢gdes cardiacas também é considerada.
E relatado que a inje¢do intramiocardica ou intracorondaria possibilita o aumento da
angiogénese e da reparacao do miocardio apds uma cirurgia de bypass coronario.
Contudo, faz-se um apelo para que haja rigor e critério no momento da injecdo, visto que
dependendo do local onde sdao administradas as células estaminais, os resultados podem
variar e o sucesso clinico dessa administracdo pode ser maior ou menor.

No capitulo seguinte sdo enumerados os potenciais mecanismos regenerativos
subjacentes ao sucesso clinico que tem sido obtido com a administracdo de células

estaminais: “(a) as células progenitoras ou estaminais dentro do transplante repdem as
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células progenitoras no hospedeiro; (b) as células no transplante diferenciam-se e
produzem tecido novo; (c) as células sobreviventes (ou a morrer) transplantadas
segregam fatores troéficos, angiogénicos, ou imunomodulatdrios que fornecem sinais as
células locais enddgenas via sinalizagdo paracrina ou para células distantes através de
mecanismos enddcrinos (o que pode resultar na mobilizacdo e instalacdo de células
hospedeiras distantes).”

De seguida sao enunciadas as fontes celulares mais utilizadas. Apesar da medula
Ossea estar em primeiro lugar como a fonte mais comum de células estaminais, pela
facilidade de acesso, por exemplo, esta oferece algumas limitagGes. Sdo exemplo disso a
pouca quantidade de material que pode ser colhido de cada vez, para além de que a
colheita da medula dssea representa um procedimento altamente invasivo.

Para contornar estas limitacdes e inconvenientes, tém vindo a surgir alternativas
como o tecido adiposo, uma vez que possui o potencial de diferenciacao em
multilinhagens e pode ser colhido através de técnicas menos invasivas. Para além disso
pode ser colhido em maiores quantidades que o anterior, e possui também uma maior
capacidade de proliferacao das células.

O texto também faz referéncia aos métodos utilizados hoje em dia para isolar e
concentrar produtos celulares: retencao celular seletiva, a sele¢do de células de base
imunoldgica, gradiente de densidade e processador automatico de células. Todos eles
estdo listados numa tabela, em baixo, com a respetiva descricdao. Entre estes, o mais
comum é o de gradiente de densidade, que funciona através da centrifugacdo e resulta
na separacao de particulas que se agrupam em zonas de acordo com as diferencas entre

massas.
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Existe hoje em dia uma grande diversidade de recursos a disposicao do tradutor
para o ajudar a efetuar ndo s6 uma melhor tradugdo, no sentido da correcao linguistica e
sintatica, mas também de um produto final o mais semelhante possivel com o original em

termos de aspeto. Segundo Gouadec:

A good translation also requires the translator to be proficient in all the
communication techniques involved. This means mastering a complex set of tools,
techniques and media, including word processing, desktop-publishing software,
translation memory management systems, search engines, computer-assisted
translation (CAT) tools, text aligners, Web site design tools, Web editors, and
many more. (Gouadec, 2007: 91)

Isto significa que o tradutor tem a sua disposicdo varias ferramentas para o ajudar
no seu trabalho, mas tem ao mesmo tempo de se desdobrar numa ampla gama de
tarefas, que estdo longe de incluir “apenas” o processo de tradugdo propriamente dito. A
imagem que se tinha da tradugdo, atividade extremamente solitdria, onde o tradutor
dependia quase exclusivamente dos seus diciondrios esta cada vez mais desatualizada.

Em resultado da Tradugdo, no sentido mais amplo da palavra, se estar cada vez
mais a informatizar, o tradutor tem de adquirir uma série de competéncias ao nivel das
tecnologias da informacgdo. O autor aponta cinco razdes para esta situagdo: o crescente
numero de materiais disponiveis apenas em formato digital. Os materiais a traduzir e as
suas tradugdes sao trocados através da internet. As aplicagdes de computador ajudam o
tradutor a executar um numero consideravel de tarefas, o que representa por sua vez
ganhos em termos de produtividade e tempo. Finalmente, a traducdo é uma parte
integrante da industria da comunicacdo, muito informatizada nos tempos que correm,
obrigando a que o tradutor possua grandes conhecimentos neste campo.

Este capitulo pretende apresentar quais foram as ferramentas utilizadas ao longo
do processo de traducao para conseguir este objetivo.

Em primeiro lugar, e porque se trata de um texto complexo a nivel da sua
terminologia foi importante selecionar o tipo de recurso que me ajudasse a compreender
melhor a linguagem utilizada. Nesse sentido, os diciondrios (monolingues e bilingues) e os

glossarios on-line foram uma importante ajuda. Os dicionarios foram uma importante
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ferramenta, como veremos mais a frente no capitulo “Dificuldades de tradu¢ao”, uma vez
que ajudaram o tradutor a escolher qual seria o melhor termo a utilizar num determinado
contexto, uma vez que a mesma palavra pode adquirir diferentes significados consoante a
forma como é empregue, por exemplo.

Os mais utilizados durante o processo de tradugao foram:

www.priberam.pt ;

www.infopedia.pt (para além do diciondrio de lingua portuguesa, este site

também possibilita a consulta de um diciondrio de termos médicos, que se revelou
bastante util em algumas ocasides);

www.dictionary.com/ ;

www.thefreedictionary.com ;

www.iate.europa.eu.

Uma outra importante ferramenta de pesquisa e confirmagcdo terminoldgica
foram os glossarios. Entre os mais utilizados estao:

www.merriam-webster.com/medlineplus ;

www.cytothera.pt/pt/InformacdoCientifica/Glossario ;

http://future-health3.red-z-web.co.uk/sobreo-banco-de-celulasestaminais/termos

; http://www.bioteca.pt/glossario.asp

http://medicosdeportugal.saude.sapo.pt/glossario.

No que diz respeito a pesquisa e confrontacdo de terminologia especifica deste
ramo cientifico, foram utilizados diversos textos paralelos, encontrados em repositérios

de Universidades como a de Lisboa ou do Minho, por exemplo.

http://repositorio.ul.pt ;

http://repositorium.sdum.uminho.pt.
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Aqui a pesquisa foi feita utilizando algumas palavras-chave, quer em inglés quer
em portugués: “células estaminais”, “terapias com células estaminais”, “terapias

” “"

intraoperatérias com células estaminais”, “células estaminais regeneracao” ou “stem cell
therapy”, “intraoperative stem cell therapy”, que produziram inumeros resultados e que
se revelaram ser de elevada utilidade. Este tipo de pesquisa permitiu-me também
elaborar um corpus com textos paralelos, ou seja, textos do mesmo dominio do texto de
partida, que me possibilitaram confrontar ndo s6 a terminologia encontrada nos
dicionarios, como verificar o tipo de linguagem/discurso utilizado neste tipo de texto, ou
até mesmo clarificar algum conceito que ndo se tivesse conseguido encontrar nos
dicionarios ou glossarios. Em relacdo a estes textos, importa ainda assinalar que uma vez
que foram retirados destes repositérios, foram todos escritos por pessoas qualificadas
dentro da mesma drea do texto a traduzir, ou supervisionados por tais, o que atesta a sua
validade e, acima de tudo, a sua fiabilidade. A este propdsito, Lynne Bowker propde uma
abordagem para a avaliacdo da qualidade de uma traducdo através da sua confrontacdo

com um corpus:

A corpus-based approach to translation evaluation has the following
characteristics. Firstly, it is based on the analysis of a comparatively large and
carefully selected collection of naturally occurring texts that are stored in
machine-readable form (i.e., a corpus). Secondly, because it analyses actual
patterns of language use in the corpus, it is empirical and therefore objective.
Thirdly, the corpus-based approach takes advantage of computational tools and
methods for manipulating the corpus, arranging the data in ways that make it
possible to spot items and patterns that would be difficult to identify in other
types of resources. (Bowker, 2001)

No artigo citado, a questdao da qualidade de uma tradugao é entdo colocada por
Bowker em termos da correcdo de discurso e uso da lingua, quando comparados a textos
escritos no mesmo dominio, por nativos dessa mesma lingua. Textos escolhidos
criteriosamente, como a propria refere, que apds inseridos numa CAT tool (Bowker
sugere, a titulo de exemplo, o software WordSmith) permitirdo analisar os padrées da
linguagem, e verificar quando e em que circunstancias certos termos sdo utilizados. Esta
ferramenta também se revela atil quando se pretende verificar de que modo uma

determinada palavra é habitualmente utilizada, e em que contexto.
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Esta questdo da avaliacdo da qualidade de uma traducdo é também abordada por
Venuti, por um outro ponto de vista, que acaba por estar ligado ao conceito descrito por
Bowker. Ou seja, tendo o tradutor conseguido efetuar, numa primeira fase, uma traducao
que contém todas as caracteristicas em termos de discurso e corre¢do da lingua, apoiado
num corpus de trabalho bem elaborado e estruturado, vai conseguir, ou pelo menos
aproximar-se do conceito de qualidade indicado por Venuti, o conceito da invisibilidade.
Para este autor, uma traducdo estara bem elaborada e serd julgada como “aceitavel” por

publicadores, revisores e leitores se:

[...] it reads fluently, when the absence of any linguistic or stylistic peculiarities
makes it seem transparent, giving the appearance that it reflects the foreign
writer’s personality or intention or the essential meaning of the foreign text—the
appearance, in other words, that the translation is not in fact a translation, but the
“original.” (Venuti, 1995: 1)

ou ainda:

“A fluent translation is immediately recognizable and intelligible, “familiarised,”
domesticated, not “disconcerting[ly]” foreign, capable of giving the reader
unobstructed “access to great thoughts,” to what is “present in the original.”
(Venuti, 1995: 5)

Para se conseguir esta ilusdao de que se estd a ler o original e ndo uma tradugao, é
necessario entdao que o tradutor consiga um discurso fluente, com o emprego da forma
escrita corrente na lingua de chegada. Segundo esta ideia, o tradutor ndao pode ser autor,
ou seja, o foco tem de estar sempre em quem escreveu o texto, e ndo na pessoa que o
traduziu. E por isso que é importante também que n3o haja, e esta tipologia de texto n3o
dd azo a esse tipo de situacdes devido as suas caracteristicas (abordadas em detalhe mais
a frente), a que o tradutor dé o seu cunho pessoal a tradug¢do. Aqui a sua funcdo é, em
primeiro lugar, transmitir a mensagem do texto sem qualquer interferéncia. Esta
abordagem aproxima-se mais daquilo que Venuti define como “domestication”, em vez
de “foreignisation”. Para explicar resumidamente o que implica cada uma destas
abordagens respetivamente, este mostra-nos como a cultura do texto original tem de ser
tida em conta, ficando a cargo do tradutor adapta-la a cultura de chegada (trazer o texto

ao leitor) ou, fazendo a lingua de chegada adaptar-se ao texto original (levar o leitor ao
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texto). Por outras palavras, com a estratégia da “domestication” o texto de partida é
adaptado aos padrdes linguisticos da cultura de chegada. Deste modo torna-lo-ia o mais
parecido possivel com um qualquer outro texto da mesma drea, escrito nessa mesma
cultura. Em ultimo caso, ndo se notaria que tinha sido traduzido, o que num texto com
estas caracteristicas poderia ser considerado como positivo. Esta estratégia contrasta
com outra defendida por Venuti no que toca aos textos de cardcter literario. Desta feita,
aplicar uma estratégia de “foreignisation” implicaria quebrar as convencgdes da cultura de
chegada, para preservar o melhor possivel os padrdes da lingua de partida. Neste caso, e
por se tratar de um texto de caracter cientifico, onde ndo se observa uma grande carga
cultural, penso que a estratégia da “domestication” se enquadra melhor. Isto porque o
objetivo dos textos cientificos é quase exclusivamente a passagem de conhecimento e
informacdo, que se quer que seja feita da forma mais simples e direta possivel, e
obviamente, num discurso o mais familiar possivel a quem o Ié. Contudo, o conceito de
“foreignisation” aplica-se melhor noutro tipo de textos onde existe uma maior carga
cultural. Ndo faz sentido estes padrées culturais serem sacrificados em nome da fluéncia
de leitura do destinatdrio. Isto acabaria por significar em Ultimo caso que haveria
adulteracdao da mensagem original, e uma consequente perda de informacao.

A internet e os motores de busca como o www.google.pt também foram Uteis

nesta fase de confrontacdo e confirmacdo de discurso e terminologia utilizada. Por
exemplo, foram utilizados para procurar em textos do mesmo carater textual, ou seja,
textos cientificos ou académicos e publicacdes semelhantes ao texto de partida, termos
encontrados em dicionarios ou glossarios. Neste caso concreto a pesquisa foi restringida a
paginas de Portugal. Isto ajudou, por exemplo, a excluir paginas de sites brasileiros, que
apresentam, com acordo ortografico ou nado, especificidades diferentes daquelas das
paginas escritas em portugués Europeu.

Uma outra ferramenta que se revelou bastante util durante o processo de
tradugdo, e que penso ndo se encaixar em nenhuma das categorias anteriormente

mencionadas, foi o site http://www.linguee.pt/ . Este site possibilita a pesquisa de

determinados termos ou palavras-chave, que apds uma pesquisa sao apresentados em

textos do mesmo meio, o que permite ndo so ver a pesquisa na lingua de chegada, mas, e
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penso que mais importante, vé-la em contexto. Como sempre, e em qualquer pesquisa, a
confirmagdo de todos os termos e conceitos daqui retirados foram posteriormente
confirmados em textos paralelos para me assegurar que estava a utilizar a terminologia
adequada.

Para o processo de traducdo propriamente dito, foi necessario selecionar uma
ferramenta CAT, tendo a escolha recaido sobre o programa memoQ, da empresa Kilgray.
Escolhi este programa por questdes de familiaridade e experiéncia pratica, uma vez que
tem sido a ferramenta utilizada ha ja algum tempo, inclusive no estagio realizado no ano
passado. Contudo, penso que a principal razao que me levou a optar por esta ferramenta
em detrimento de qualquer outra no mercado foi a possibilidade que me foi dada de
adquirir uma licenca que me permite utilizar de forma totalmente gratuita o programa,
até a conclusdo do mestrado. Acabado esse periodo, existe a possibilidade de a adquirir
por um prec¢o que ronda os 100 euros, preco que para uma ferramenta desta qualidade, e
indispensavel para qualquer tradutor, me parece bastante razoavel. De salientar ainda
que a versdo do programa que me foi dada através deste protocolo se trata da versao
“Pro translator”, que me da acesso a todas as funcionalidades e ferramentas incluidas
neste programa. Estas funcionalidades incluem por exemplo, bases de dados
terminoldgicas que podem ser criadas aquando do inicio de cada projeto ou importadas,
e que podem ser editadas e enriquecidas ao longo da traducdo, tudo dentro do ambiente
de trabalho do memoQ. Isto evita, por exemplo, ter de trabalhar com um programa
diferente para este efeito como acontece com o Trados, o que para mim representa uma
grande vantagem, quer em termos de organizagao quer em poupanc¢a de tempo. Outra
ferramenta também incluida no ambiente de trabalho do programa é a apresentacao,
numa janela, de sugestdes dadas pela memdria de tradugao, quando se esta perante uma
frase semelhante a uma outra ja traduzida anteriormente. Uma das caracteristicas de que
mais gosto no programa memoQ é a possibilidade que o tradutor tem de ver, em tempo
real, a sua traducdo e o aspeto final que esta terd apds exportacdo, ainda dentro do
ambiente de trabalho, na janela de pré-visualizacdo. Tudo isto é facultado num sé
programa/ ambiente de trabalho, o que torna o processo de tradugdo muito mais fluido,

pratico e rapido, sem perder qualidade.
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Finalmente, uma outra ferramenta bastante importante numa fase de pré-
tradugdo foi o programa Omnipage. Trata-se de um programa de OCR (Optical Character
Recognition), ou seja, permite a conversao de arquivos de imagens em texto editdvel. A
versao profissional deste programa nao é das mais acessiveis em termos monetarios, por
isso a que foi utilizada para trabalhar neste projeto foi a versdo gratuita. Como o texto
original se encontrava no formato PDF e continha varias tabelas e imagens, este
programa foi Util para poder passar a sua edicdo e posterior tradu¢do no memoQ. Esta
fase pode ser um pouco demorada, porque ha necessidade muitas vezes de se corrigir o
OCR (ou seja, o reconhecimento de carateres) feito pelo programa e de editar as tabelas
contidas no texto, mas uma vez completo este processo, e tendo o ficheiro Word pronto
a ser traduzido, este saird do memoQ praticamente pronto, ndo sendo depois necessaria
muito mais edicdo para que este tome o aspeto do documento original.

Cada uma destas ferramentas contribuiu para que no final se tivesse conseguido
uma melhor e mais rapida traducdo e, de uma maneira geral, um melhor produto final,

guer do ponto de vista visual quer textual.
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Andlise do texto de partida

Os textos ndo sao todos iguais, tém caracteristicas e detalhes especificos e, por
isso, nem todos pertencem ao mesmo género. Esta é uma nogao basica, recorda-nos

Berkenkotter e Huckin, mas que é fundamental ter em conta na pratica da traducao:

Because it is impossible for us to dwell in the social world without repertoires of
typified social responses in recurrent situations — from greetings to thank yous to
acceptance speeches and full-blown, written expositions of scientific or scholarly
investigations - we use genres to package our speech and make of it a
recognizable response to the exigencies of the situation. (Berkenkotter and Huckin
1995:7)

Esta ideia demonstra a necessidade e a utilidade de se dividirem os géneros
textuais em diferentes categorias. Cada género textual obedece normalmente a um tipo
de estrutura convencional. Através desta divisdo, e do conhecimento daquilo que sdo os
padrdes de cada género textual, serd muito mais facil identificar o tipo de texto que
temos em maos, ajudando-nos assim a adotar mais eficazmente o tipo de estratégia de
traducdo adequada a cada situagao.

Este capitulo pretende definir, em primeiro lugar, a que género pertence o texto
traduzido. Em seguida assinala quais das principais caracteristicas inerentes a esse género
foram possiveis de observar ao longo do mesmo.

O texto de partida, um artigo de revisdo, ou seja, a apresentacdo de varias teorias
ou experiéncias feitas, neste caso, com terapias com células estaminais, para posterior
analise critica e apresentando possiveis melhorias a implementar. Num sentido mais
amplo, enquadra-se dentro da tipologia de texto cientifico. Também é comum a sugestao
de investigacdo em determinadas areas ainda ndo exploradas, com vista ao
aperfeicoamento destas mesmas teorias e processos. E este também o seu principal
objetivo.

Este tipo de publicacdo, que somente aceita contribuicbes de cientistas,
caracteriza-se entdo, e em primeiro lugar, por conter um tipo de linguagem objetiva, clara

e precisa, tentando evitar ao maximo qualquer tipo de ambiguidade. N3o existe, por isso,
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o emprego de figuras de estilo que possam dar azo a esse tipo de situacdo como a
metafora, por exemplo. Relativamente a subjetividade, pode verificar-se ainda, que nao
existe o emprego de sinais de pontuagdao como: a exclamagado, a interrogagao ou mesmo
as reticéncias. O texto, de cardter cientifico, evidencia ao longo do mesmo, as
caracteristicas inerentes a esta tipologia de texto. H4 uma série de parametros, que
delimitam a sua macroestrutura, ou seja, o seu aspeto mais grafico. De seguida, irei
especificar aqueles que pude encontrar no texto alvo da traducao.

A forma como a mancha de texto é apresentada, isto é, de forma corrida,
podendo apresentar em alguns casos duas colunas lado a lado, embora neste caso isso
n3o se verifique. E também bastante comum a utilizagdo de elementos n3o-verbais como
graficos, esquemas, fotografias ou tabelas. Este tipo de elemento é utilizado sobretudo
para clarificar certas informac¢des dadas no decorrer do texto e muitas vezes fornecer
informacdes, que seriam dificeis de transmitir de outro modo. A utilizacdo de legendas,
também é frequente, e é utilizada muitas vezes para complementar e acrescentar
informacao aos elementos anteriormente mencionados. A forma como este tipo de artigo
costuma estar estruturado, em termos de apresentacdo da informacdo, também é
bastante comum. Em primeiro lugar temos uma introducdo, que pretende esclarecer o
assunto que vai ser tratado ao longo do texto. De seguida sdo apresentadas as ideias dos
autores, de forma desenvolvida (neste caso maioritariamente ideias e ensaios clinicos
levados a cabo por outros investigadores), bem como os métodos utilizados para os
alcancar. Por fim uma conclusdo que resume as principais ideias tratadas anteriormente,
bem como sugestdes daquilo que podem ser as préximas investigacdes a serem
realizadas para o aperfeicoamento do campo em questdo.

De seguida irei analisar o texto no que diz respeito a microestrutura, ou seja, a
nivel sintatico e lexical.

A construcdo frasica é feita através de frases longas, e com grande carga
informativa. A presenca de um elevado nimero de terminologia acrescenta ainda mais
complexidade as frases. O que nitidamente contrasta com aquilo que é tipicamente um
texto de cariz informativo, onde, por regra, imperam as frases curtas e simples. Exigiu

este facto uma grande atencdo por parte do tradutor para tentar perceber e conseguir
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imprimir o mesmo sentido das frases para a lingua de chegada. Ainda em relagdo a
construgao frasica, e como ja foi referido anteriormente, o tipo de frases encontradas ao
longo do texto é predominantemente, ou mesmo até exclusivamente neste caso, do tipo
declarativo, ndo existindo a utilizagdo de outro tipo de frases como a interrogativa ou
exclamativa.

Outra caracteristica deste tipo de texto é a utilizagdo regular da segunda pessoa
do plural e da voz passiva. Isto deve-se ao facto do texto ter sido elaborado por um
conjunto de investigadores e ndo se querer estar a individualizar ninguém no momento
da apresentagao dos resultados da investigacao.

A nivel lexical e quanto a terminologia utilizada, esta é bastante frequente e algo
complexa, fazendo-se recorrer vdrias vezes de nomes de compostos (os chamados grupos
nominais) e expressdes especificas da area como “macroporous poly(L-lactide-
cocaprolactone)”, e “porous natural type I/1ll collagen”, o que torna o texto bastante
complexo aquando da sua tradugdo. Isto fica a dever-se como ja foi referido
anteriormente, a algum desconhecimento da drea, o que levou a uma extensa pesquisa
terminoldgica, que culminou na elaboracdo de um glossario.

Ainda em termos lexicais, a questdao das siglas, bastante frequentes no texto,
também tem de ser alvo de andlise. Ha alguma discussao acerca da pertinéncia ou ndo da
sua traducdo. H4d quem defenda que se deve adaptar a sigla a traducdo da palavra.
Pessoalmente, penso que se deve optar pela opgdo que for mais comum encontrar-se na
lingua de chegada. Tomemos como exemplo a palavra “acido desoxirribonucleico”, ADN.
Nesta palavra, é igualmente frequente encontrar-se tanto a forma traduzida ADN, como o
seu correspondente em inglés DNA. Noutros casos encontrados ao longo do texto, como
por exemplo “Platelet-derived growth factor” (PDGF) que aparece com grande
frequéncia ao longo do texto, optei por traduzir o seu significado para portugués, Fator
de Crescimento Derivado de Plaguetas, mantendo contudo a sigla em inglés — PDGF. A
razdo para a ndo traducdo desta, e de outras siglas ao longo do texto, é exatamente a
frequéncia com que aparecem na lingua de chegada. Neste caso, depois de feita uma
pesquisa no motor de busca Google.pt, praticamente nao foi possivel encontrar o seu

equivalente em portugués, ou seja, FCDP, e uma vez que o publico-alvo deste texto sdo
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cientistas, que pelo que tive a oportunidade de ver, mesmo em publicacdes em
portugués, utilizam na esmagadora maioria das vezes a sigla PDGF. Contudo, algumas
siglas formadas ao longo do texto para expressées como “doenca vascular periférica -
DVP” e “células estaminais mesenquimais - CEM”, representam um caso semelhante ao
do exemplo do acido desoxirribonucleico que tanto podem ser encontradas na sua forma
em inglés ou em portugués. Neste caso, porém, pode tornar-se mais facil fazer a
associacdo da palavra a sigla correspondente e perceber-se mais facilmente qual o
conceito por de tras da sigla, se ambas estiverem em portugués.

Posso afirmar entdo, que os critérios pelos quais me regi para as escolhas que fiz
se basearam na qualidade e quantidade. Ou seja, na validade e correcdo de um termo e
na sua frequéncia de utilizacao.

Por apresentar estas caracteristicas, pode concluir-se que este artigo ndo foi
escrito para o comum dos leitores. Ou seja, na altura de apontar o seu publico-alvo,
penso que este texto foi escrito, em primeiro lugar, para um publico especializado e com
grande conhecimento acerca do tema abordado. Por isso, apontaria para especialistas da

mesma darea, ou seja, investigadores e cientistas como principal alvo deste artigo.
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6. Dificuldades de tradugao
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Centrando-se este capitulo em assinalar as principais dificuldades de traducao
encontradas ao longo do texto, é importante referir, em primeiro lugar e de um modo
geral, quais foram as principais ferramentas utilizadas durante esse processo: diciondrios
bilingues, os glossarios sobre o tema e os repositdrios de algumas universidades, que
permitiram confrontar a informagdao pesquisada com textos escritos por pessoas do
mesmo campo. Mas analisarei mais concretamente acerca da sua importancia, com
exemplos, mais abaixo.

O campo onde se insere o texto de partida é bastante especifico, ou seja, aborda
um tema bastante particular e, por isso, com uma linguagem também ela bastante
especifica e caracteristica. Havia por isso, a partida, e embora este se enquadre no dmbito
da tematica do Mestrado em Traducgado Especializada, algum desconhecimento e, por isso,
alguma dificuldade em lidar com a terminologia utilizada, por exemplo. A acrescentar a
este facto, e devido a este ser um texto bastante recente, continha terminologia que nao
era facilmente encontrada com uma simples pesquisa num dicionario bilingue, por
exemplo.

A nivel de sintaxe, também encontrei algumas dificuldades, sobretudo a nivel da
existéncia de frases bastante longas e com uma elevada carga de informacdo e
terminologia, o que dificultou muitas vezes a sua compreensao e tradugao.

Por fim, o elevado numero de siglas e nomes de compostos levou a alguma
discussdo acerca da pertinéncia e utilidade da sua tradug¢dao ou ndo, e a uma grande
pesquisa para tentar encontrar o equivalente na lingua de chegada.

De seguida serdao apresentadas as principais dificuldades encontradas ao longo do
processo de traducdo, acompanhadas por um pequeno texto explicativo, daquilo que

foram as técnicas e ferramentas utilizadas para as ultrapassar.
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Cell delivery

“The intraoperative cell therapy process typically includes tissue harvesting and
processing to obtain the desired cell product, surgical intervention depending on the

clinical application, and cell delivery (see Figure 1).”

Numa primeira fase, optei por traduzir a expressdo como “entrega de células”,
ap6s uma pesquisa naqueles que sdo os recursos que me poderiam dar uma resposta
mais imediata, ou pelo menos uma pista para a resolugao deste problema. Recursos como
dicionarios bilingues, por exemplo. Como se pode comprovar na definicdo retirada de um
desses diciondrios “delivery” significa “the act or manner of delivering something”. Todas
as entradas referiam a entrega, ou o ato de entregar alguma coisa a alguém, definicdo
que ndo se adequava ao contexto.

Obviamente nao satisfeito com os resultados da fase de confrontacdo do termo
depois da sua pesquisa em textos da drea na lingua de chegada decidi tentar perceber o
seu significado na lingua de partida. Depois de percorrer alguns textos semelhantes ao
texto de partida, consegui perceber que se tratava, no fundo, do processo de aplicacao
das células num determinado local especifico do corpo, como uma fratura num osso, por
exemplo.

Optei, entdo, por traduzir como “aplicacdao de células”, op¢ao que tentei confirmar
posteriormente em textos paralelos. Um exemplo é esta revisdao de um estudo sobre a
utilizacdo de biomateriais no tratamento de lesdes dsseas, intitulada “Substitutos Osseos
Conceitos Gerais e Estado Actual”, retirada do site Scientific Electronic Library Online onde

se utiliza precisamente a expressao “aplicacao”.

Solucdo: “O processo de terapia celular intraoperatdrio inclui normalmente a
colheita e processamento de tecido para a obtencdo do produto celular desejado, a
intervencdo cirdrgica dependendo da aplicacdo clinica, e a aplicagdao das células (ver

Figura 1).”
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Cell culture

“It may be beneficial to avoid cell culture to limit phenotype changes that can
occur when cells are removed from their native microenvironment for an extended time

frame.”

No inicio da pesquisa ndo tinha a certeza se o termo “culture” poderia ser
traduzido por “cultura” e se seria adequado ao contexto particular desta tradugdo. Por
isso, fiz uma pesquisa no site linguee.pt para tentar tirar esta duvida. “Cultura de células”
e “Cultura celular” foram os resultados mais frequentes. Para me ajudar a escolher entre
um e outro, recorri ao IATE, que exibiu estes dois exatos resultados, com um bom grau de
fiabilidade, pelo que conclui que ambos poderiam ser encarados como opc¢des validas e

ambos seriam igualmente compreendidos na lingua de chegada.

Solucdo: “Pode ser benéfico evitar a cultura de células de modo a limitar
alteracdes no fendtipo, que podem ocorrer quando as células sdo removidas do seu

microambiente nativo durante um longo periodo de tempo.”

Bone powder

“Percutaneous injections of whole bone marrow mixed with demineralized bone
powder were also delivered to bone cysts to successfully halt the expansion phase and

promote cyst ossification (10, 11).”

Desconhecendo completamente esta expressdao, a partida, para a traducdo do
texto, decidi recorrer as duas ferramentas que até aqui tinham sido as mais utilizadas e as
gue melhores resultados me tinham dado, o linguee.pt e o IATE. Ndo tendo obtido
gualquer resultado da pesquisa feita nestes sites, decidi tentar uma pesquisa na
Infopédia. Na pesquisa feita com a palavra-chave “powder” estava entre os resultados

“milk powder - leite em pd”. Decidi entdo fazer uma pesquisa no motor de busca
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Google.pt, com a expressao “osso em pd” tendo dai resultado algumas correspondéncias,
ainda que de sites brasileiros. Por exemplo artigo do site Didrio da Saude intitulado
“Brasileiros desenvolvem osso artificial em pd”, datado de 29 de junho de 2012.

Apesar de ndo ter conseguido correspondéncias em sites de Portugal, e tendo
conferido que o contexto se adequava ao do texto original (implantologia e enxertos

0sseos), decidi optar por esta op¢do para o texto de chegada.

Solucdo: “Injecdes percutaneas com medula dssea integral misturada com osso
em po6 desmineralizado foram também aplicadas nos quistos ésseos para travar, com

sucesso, a fase de expansdo e promover a ossificagdo do quisto (10, 11).”

Scaffold

“These approaches include the concentration and selection of stem cell or
progenitor populations, along with the incorporation of biomaterials including scaffolds
or matrices with appropriate chemical and physical properties to promote rapid

attachment of specific cell types or to direct cell fate in vivo.”

Mais uma vez, esta € uma palavra que dependendo do contexto, assume
diferentes significados. Para mim, e porque ainda ndo tinha visto a palavra noutro
contexto, “scaffold” significava “andaime”. Contudo, no site da infopedia, surgiu uma
definicdo, ligada a anatomia, que definia “scaffold” como um “esqueleto” ou “armacao”.
Depois de ver o contexto da palavra e de ver esta definicao fiquei com a ideia que se
tratava de um suporte. Como ainda ndo tinha recorrido ao site iate para esta dificuldade,
resolvi fazer uma pesquisa, que entre os resultados, me sugeriu exatamente a palavra
“suporte”.

Como o resultado tinha um elevado grau de fiabilidade, e porque se adequava ao

contexto do texto de chegada, decidi optar por esta palavra para a traducao.
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Solucdo: “Estas abordagens incluem a concentracdo e selecdo de células
estaminais ou populagdes progenitoras, juntamente com a incorporagao de biomateriais
incluindo suportes ou matrizes com as propriedades quimicas e fisicas apropriadas, para
promover a rapida fixacao de tipos de células especificos ou para determinar o destino

das mesmas in vivo.”

Buffy Coat

“After bone marrow collection, the buffy coat is concentrated using Harvest

Technologies’ SmartPReP BMAC TM system.”

Apds uma primeira pesquisa em diciondrios bilingues, para tentar perceber o
significado deste termo (trata-se de uma camada de componentes sanguineos,
constituida por plaquetas e leucdcitos, obtida apds centrifugacdo), decidi tentar
encontrar o seu equivalente em portugués na base de dados IATE. Foram-me sugeridas
duas hipdteses: camada leucocitdria e crosta inflamatdria. Contudo, depois de tentar
encontrar textos na lingua de chegada, que me pudessem confirmar a validade de uma ou
outra opgoes, isso ndo se revelou possivel, sendo que apareciam esporadicamente em
textos em portugués do Brasil. O primeiro termo “camada leucocitdria” revelou ser desde
o inicio pouco fidvel até no proprio site IATE, que lhe atribuia uma classificacdo de
“fiabilidade minima”. Também reparei que a entrada do termo datava de 2001, mais um
indicador da fraca qualidade da solu¢do. Quanto ao outro termo, ndo foi sequer possivel
encontra-lo em qualquer texto na lingua de chegada.

Impunha-se entdo uma outra tentativa, num outro site. Foi o que fiz no site
linguee.pt. O resultado da pesquisa, foi a expressdao “camada leuco-plaquetdria”, termo
que pode ser confirmado na DIRECTIVA 2004/33/CE DA COMISSAO de 22 de Margo de
2004, emitida pela Unido Europeia.

A defini¢cdo deste termo pode também ser confirmada no glossario do site octapharma.pt,

cuja entrada refere que se trata de “um componente sanguineo preparado por
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centrifugacdo de uma unidade de sangue total e que contém uma fracao consideravel dos

leucdcitos e das plaquetas. Mesmo que Buffy coat”.

Solucdo: “Apds a colheita de medula éssea, a camada leuco-plaquetdria é concentrada

utilizando o sistema SmartPReP BMACTM da Harvest Technologies.”

Erros no texto de partida

“(b) cells in the transplant differentiate and produce de novo tissue;”

Desta vez ndo se trata tanto de uma dificuldade de tradugao, mas antes de um
erro no texto de partida. E crucial que o tradutor esteja atento a este tipo de erros,
porque qualquer informacdo errada no texto de chegada, ser-lhe-a sempre atribuida. No
exemplo em concreto, nem é muito dificil tentar perceber o que se pretendia ter dito na
frase. Contudo surgem por vezes situacdes semelhantes, que se revelam verdadeiros

becos sem saida para o tradutor.

Solucdo: “(b) as células no transplante diferenciam-se e produzem tecido novo;”

Siglas
Exemplos:

1. Platelet derived growth factor (PDGF)
2. Epidermal growth factor (EGF)
3. Transforming growth factor 8 (TGF-R);

O texto original é bastante rico em nomes de componentes quimicos, como os
exemplos encontrados em cima, que representaram uma dificuldade aquando da sua
traducdo, uma vez que havia a duvida se a sigla formada a partir deles deveria ou ndo ser
traduzida. A titulo de exemplo, podemos falar da sigla formada a partir do composto

acido desoxirribonucleico; ADN. Na lingua de chegada do texto traduzido, ou seja, o
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portugués, é igualmente frequente encontrar tanto a sigla ADN, como o seu equivalente
em Inglés DNA. Pode entdo dizer-se que ambos representam opgdes validas.

Para as siglas do texto, o fator de decisdo para a sua traducdo, ou ndo, foi entdo a
frequéncia com que estas aparecem na lingua de chegada. Uma das siglas que surgem
com maior frequéncia é Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas — PDGF. A razdo
para a ndo traducdo desta, e de outras siglas ao longo do texto, é exatamente a
frequéncia com que aparecem na lingua de chegada. Neste caso, depois de feita uma
pesquisa no motor de busca Google.pt, praticamente ndo foi possivel encontrar o seu
equivalente em portugués, tendo exibido muito poucos resultados para a sigla FCDP
seguida do nome do composto Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas.

Outra das razdes porque estou convicto de que é melhor manter a sigla original em
inglés, é o facto de a comunidade cientifica, e todas as pessoas que lidam com este tipo
de texto, e este texto em particular, que relembro, ndo tem um publico-alvo tdo
abrangente como outros do mesmo tipo, estdo habituados a encontrar a sigla
representada de uma determinada maneira. Estdo também habituados, pela pesquisa
que fiz, a associa-la mais facilmente ao nome do composto correspondente. Trata-se
entdo, para além de uma questdo de frequéncia de utilizagdo, de “familiaridade” ou
aceitagdo. Os textos intitulados: “Regeneracdo e Cicatrizacdo” e “Substitutos Osseos,
Conceitos Gerais e Estado Actual”, retirados do repositdrio da Universidade do Porto e do
site Scientific Electronic Library Online, respectivamente, ajudam também a corroborar

esta opcao.

Solucdo:

1. Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas - PDGF
Fator de Crescimento Epidérmico - EGF
Fator de Crescimento Transformante-R - TGF-3
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Macroporous poly(L-lactide-cocaprolactone)

“Biodegradable polymeric scaffolds, macroporous poly(L-lactide-cocaprolactone),
and porous natural type I/Ill collagen were proposed for a one-step surgical procedure for

cartilage and bone tissue engineering applications.”

Este foi dos problemas de traducdao que mais dificuldade me causou. Nao foi
possivel encontrar resultados nas ferramentas de pesquisa habituais, contudo, através da
decomposi¢do deste composto nas varias palavras que o constituem, e com recurso a um
texto encontrado no repositdrio da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
intitulado “Biomateriais em cirurgia ortopédica reconstrutiva”, foi possivel chegar a um
resultado na lingua de chegada. A palavra “macroporous” foi traduzida como
“macroporoso” e confirmada posteriormente num outro texto, desta feita no repositdrio
da Universidade de Aveiro intitulado “Titanio macroporoso para osteointegragao:
replicacdo inversa de esponjas poliméricas”. “Poly” que vem da palavra “polymer”, ou
seja, “polimero”, um material utilizado para a fixacdo de préteses de substituiciao das
articulacdbes dos membros, foi traduzido como “poli”. Foi encontrada uma
correspondéncia para “L-lactide” e “caprolactone” no linguee.pt, “L-lactida” e
“caprolactona”, também confirmadas no texto da Universidade de Coimbra mencionado

em cima.

Solucdo: “Suportes poliméricos biodegradaveis, poli(L-lactida-co-caprolactona)
macroporoso, e colagénio poroso natural tipo I/l foram propostos para um
procedimento cirdrgico de uma etapa para aplicacdes na engenharia de cartilagem e

tecido 6sseo.”

42



Harness
“Approaches utilizing exogenous cell sources typically harness stem cells or

progenitor cells and are currently being tested in hundreds of cell therapy clinical trials.”

“The field is rapidly evolving toward achieving greater control over the cell

composition, phenotype, and function in vivo by harnessing bioengineering approaches.”

A definicdo obtida a partir do site Infopédia.pt, aponta que a correspondéncia em
portugués para “harness” é “arnés”. Contudo, pode perceber-se que este termo ndo se
enquadra dentro do contexto da frase. Decidi entao fazer uma pesquisa em diciondrios da
lingua de partida, para tentar perceber o significado da palavra. Entre as definicdes, estd
efetivamente, a referéncia ao arnés, mas na categoria de nome. Ou seja, esta palavra
pode ser utilizada como nome e verbo. Enquanto verbo, a palavra ganha outro significado
como se pode comprovar pela entrada do dicionario Merriam-Webster “to put into action
or service <huge dams harness the power of water to produce electricity>” e alguns dos
sinbnimos que acompanham a definicdo: “apply, employ, exercise, exploit, harness,
operate, utilize”. Depreende-se, entdo, que se trata de utilizar algo, de explorar, ou

aproveitar.

“O campo esta a evoluir rapidamente no sentido de se conseguir um maior
controlo sobre a composicao das células, o fenétipo, e a fungao in vivo, aproveitando as

abordagens da bioengenharia.”

No geral, os problemas de traducdo encontrados ao longo do texto foram do
mesmo cariz dos apresentados acima, tendo sido as solu¢cdes encontradas para os

ultrapassar em tudo semelhantes a estas.
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O levantamento e gestdo da terminologia de um texto “is an essential component
task of the translation process” (Gouadec, 2007).

No caso do texto a traduzir, também houve, naturalmente, este levantamento e
gestdo da terminologia, que resultou na criagdo de um glossdario. O referido glossario
surgiu devido a varias razdes como, por exemplo, a grande especificidade da area onde se
enquadrava o texto a traduzir, a existéncia de uma grande densidade terminoldgica e a
falta de conhecimento da area tratada.

Este glossdrio conferiu uma maior consisténcia a nivel terminoldgico ao texto de
chegada, porque uma vez pesquisado e encontrado o termo certo correspondente a uma
determinada expressdo ou conceito, este passou a ser utilizado de uma maneira regular
ao longo do texto.

A elaboracado deste glossario foi importante também porque permitiu uma maior
rapidez e facilidade de acesso a conceitos e defini¢des, informacdo no fundo, que de
outro modo teria de ser constantemente pesquisada e verificada. E claro que esta
pesquisa teve obviamente de ser feita, mas uma vez compilada num sé local, o processo
de traducdo tornou-se muito mais fluido.

Um glossario obriga a um contacto com textos e artigos sobre o mesmo tema e
gue contém uma linguagem semelhante, quer na fase de pesquisa do termo, quer na fase
de procura da confirmacao desse mesmo tema. Isto permite ao tradutor ganhar um maior
conhecimento acerca do tema sobre o qual estd a traduzir e familiarizar-se com a sua
terminologia.

O glossario resultante desta pesquisa apresenta-se em forma de lista, com a
apresentacdo do termo, a sua respetiva traducdo e definicdo, apresentado em ordem
alfabética, por considerar que deste modo, a pesquisa se efetuara com maior facilidade.

Os critérios de selecdo dos termos ou conceitos nele presentes centraram-se em
primeiro lugar e, como é natural, na natureza do termo, ou seja, teriam de estar
relacionados com o tema geral das terapias com células estaminais. O outro critério
prendeu-se com a frequéncia de aparecimento dos mesmos ao longo do texto.

Tendo-se revelado uma util ferramenta ao longo da tradugdo aqui apresentada, no

futuro o glossario podera voltar a ser util em traducdes dentro do mesmo dominio. Deste
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modo, evitar-se-a a elaboracdo de uma nova pesquisa terminoldgica, com a consequente
perda de tempo e tudo o que isso acarreta no processo de tradugao, existindo, contudo, a

possibilidade de ser enriquecido com novas entradas se assim se achar adequado.
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Glossario

Adipose tissue

Tecido adiposo

Tipo de tecido conjuntivo, onde predominam células adiposas (adipdcitos) e cuja fungado
principal é a de reserva energética. As células adiposas nao se dividem.

Allogeneic

Alogénico

Dois ou mais individuos (ou linhas celulares) dizem-se alogénicos um em relacao ao outro,
guando os genes, de cada organismo, num ou mais loci ndo tém uma sequéncia idéntica.

Angiogenesis

Angiogénese

Desenvolvimento de novos vasos sanguineos num tecido vivo. Este processo depende da
proliferacdo de células endoteliais, que sdo as células de revestimento dos vasos
sanguineos.

Angiopoietin
Angiopoietina
Fatores de crescimento que promovem a angiogénese.

Apoptosis

Apoptose

Morte biolégica programada das células cuja duracao de vida normal varia de acordo com
o respetivo tipo celular.

Arthroplasty

Artroplastia

Operacao que se destina a refazer as superficies articulares numa articulacdo anquilosada
(privada de movimento).

Autogenous

Autdgeno

Que se produz ou se desenvolve sem intervencao estranha. Que se forma no organismo
as suas proprias expensas.
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Autograft
Autoenxerto
Tecido ou 6rgdo transplantado de uma parte, para outra, do mesmo organismo.

Autologous

Autdlogo

Qualquer tecido organico retirado de um individuo e utilizado/transplantado no mesmo
individuo.

Bone marrow

Medula dssea

Tecido de consisténcia mole que preenche a parte central dos ossos longos e as
diferentes cavidades e aréolas dos 0ssos esponjosos.

Buffy coat

Camada leuco- plaquetdria

Um componente sanguineo preparado por centrifugacdao de uma unidade de sangue total
e que contém uma fracao consideravel dos leucdcitos e das plaquetas.

Cancellous bone

Osso esponjoso

Um dos dois tipos de osso. Comparado com osso cortical, tem uma darea de superficie
maior, mas é menos densa, mais macia, mais fraca e menos rigida. Osso esponjoso é
altamente vascular e contém, frequentemente, medula o6ssea vermelha onde a
hematopoiese, a producdo de células sanguineas, ocorre.

Cell therapy

Terapia celular

Tratamento através do qual se induzem células estaminais a diferenciar-se num tipo
celular especifico necessario para reparar células ou tecidos destruidos ou danificados.

Centrifugation

Centrifugacao

Separacdo, com o auxilio da forca centrifuga produzida por uma rotacdo rapida, de
elementos de densidades diferentes.

49



Chemoattractant

Quimioatraente

Agente quimico que induz a circulagdao de células quimiotaticas na dire¢ao da sua
concentracdao mais elevada.

Chondrocytes

Condrocitos

Célula cartilaginea adulta, proveniente do condroblasto, com forma ovoide, presa nos
seios da substancia fundamental (condroplasto) da cartilagem.

Chondrogenesis
Condrogénese
Formacgao e desenvolvimento de cartilagem.

Clot
Coagulo
Massa semissélida de qualquer liquido organico. (sangue)

Collagen

Colagénio

Constituinte organico do tecido conjuntivo e do tecido désseo e das cartilagens.
Transforma-se em gelatina por acdo da fervura ou do calor.

Connective tissue
Tecido conjuntivo
Tecido de ligacdo que rodeia, envolve e redne érgaos e seus elementos.

Cortical bone

Osso cortical

Parte exterior do osso, composto por laminas ésseas paralelas e extremamente proximas
entre si, constituindo uma substancia dura e compacta que confere resisténcia ao osso.

Cyst

Quisto

Tumor benigno formado num érgao por uma cavidade delimitada por uma parede e cheio
de uma substancia liquida, mole ou, raramente, sélida.
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Cytokines

Citocinas

Designagao de diversas substancias produzidas ou libertadas por células de diferentes
tipos quando devidamente estimuladas e que vao atuar em células-alvo portadoras de
recetores especificos.

Debridement
Desbridamento
Abertura de uma ferida ou de um foco ou cavidade infetados.

Degranulation
Desgranulagdo
Lise das granulagdes dos leucécitos granulados, durante a fagocitose bacteriana.

Ectopic
Ectdpico
Que esta fora do lugar.

Endogenous
Enddégeno
Que se forma ou se produz no interior do corpo

Endothelium

Endotélio

Tecido extremamente fino, formado por uma camada de células endoteliais, que reveste
o interior do coracao e dos vasos sanguineos e linfaticos.

Epidermal growth fator

Fator de crescimento epidérmico

Hormona de polipéptido que estimula a proliferacdo celular, especialmente das células
epiteliais.

Ex vivo
Ex vivo
Fora do organismo vivo.
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Exogenous
Exogeno
Que tem origem no exterior.

Fibrin

Fibrina

Substancia proteica ndo existente normalmente no sangue circulante. Resulta da acdo da
trombina no fibrinogénio e é responsavel pela formacao de codgulos sanguineos. A fibrina
origina um emaranhado de fibras que captam trombdcito.

Fibroblast

Fibroblasto

Célula do tecido conjuntivo muito alongada, geralmente aplicada contra feixes colagénios
segrega proteinas e colagénio molecular.

Fibroblast growth fator

Fator de crescimento fibroblastico

Estimula a proliferacdo de células endoteliais, especialmente e que promovem a
angiogénese.

Granulocyte colony-stimulating fator

Fator estimulador de coldnias de granuldcitos

Produzido por macréfagos, células endoteliais e fibroblastos, atua para promover a
maturacdo de células precursoras para granuldcitos.

Growth factors

Fatores de crescimento

Uma substancia (como a vitamina B12) que promove o crescimento, em especial o
crescimento celular.

Hematopoiesis
Hematopoiese
Formacdo dos elementos figurados do sangue.

Hematopoietic stem cell

Célula estaminal hematopoiética

As células estaminais hematopoiéticas sdo células estaminais formadoras de sangue, o
que significa que podem criar e reparar o sangue e sistema imunitario.
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Heparin

Heparina

Substancia anticoagulante, com acdo potente e rapida, que inibe a formacao e a atividade
da tromboplastina e da trombina.

Host cell

Célula hospedeira

Uma célula viva invadida por ou suscetivel de ser invadida por um agente infecioso (como
uma bactéria ou um virus)

Hyaline cartilage

Cartilagem hialina

Tipo de tecido cartilagineo cuja substancia fundamental, de aparéncia amorfa, é muito
resistente e eldstica. Constitui o anel da traqueia e dos brénquios, assim como as partes
cartilagineas do nariz e das costelas, e recobre as superficies ésseas ao nivel das
articulagdes (joelho, cotovelo, punho, etc.).

Hyaluronic acid
Acido hialurénico
Mucopolissacarideo que atua como agente de liga¢ao, lubrificacdo e protecao.

Hydroxyapatite

Hidroxiapatita

Componente inorganico constituinte da matriz éssea e dos dentes, que confere rigidez a
estas estruturas.

In vitro
In vitro
Num tubo de laboratdrio, em ambiente artificial.

In vivo
In vivo
Dentro do organismo vivo, num ambiente natural.
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Intervertebral disc

Disco intervertebral

Disco fibrocartilagineo intercalado entre as superficies articulares de dois corpos
vertebrais. E constituido por um nucleo central designado como nucleo pulposo,
contornado por um anel de fibras conjuntivas.

Intraoperative

Intraoperatério

Que ocorre durante o procedimento cirdrgico; referente ao periodo durante o
procedimento cirurgico.

Ischemia

Isquemia

Paragem ou insuficiéncia do fornecimento de sangue a um tecido ou a um 6rgao. Pode
ser devida a vasoconstri¢ao, a obstru¢ao ou compressao arteriais.

Matrix

Matriz

Substancia intercelular de um tecido ou do tecido a partir do qual se desenvolve uma
estrutura.

Mesenchymal stem cell

Célula estaminal mesenquimal

Células estaminais multipotenciais que se podem diferenciar numa variedade de tipos de
células incluindo osteoblastos (células do osso), condrdcitos (células de cartilagem) e
adipdcitos (células de gordura).

Ossification

Ossificacdo

Formacdo normal do tecido ésseo, a partir do tecido conjuntivo, quer diretamente a custa
de um esboco fibroso, quer por intermédio de um esboco cartilagineo.

Osteochondral
Osteocondral
Relativo a ou composto por osso e cartilagem.
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Osteogenesis
Osteogénese
Formacdo e desenvolvimento do tecido dsseo.

Osteolysis

Ostedlise

Absorcdo do tecido dsseo que pode provocar a destruicdo mais ou menos extensa dos
0SS0S.

Perfusion

Perfusdao

Introducdo lenta e continua durante algumas horas ou dias de diversos liquidos (sangue,
plasma, solugdes salinas, solu¢des medicamentosas) na circulagdo sanguinea.

Phenotype

Fenétipo

Conjunto dos carateres observaveis, aparentes, de um individuo, devidos essencialmente
aos fatores hereditdrios (gendtipo) e em certa medida a influéncia exercida pelas
condi¢des do meio ambiente.

Phosphatase

Fosfatase

Enzima que ativa a libertacdo do acido fosférico combinado com uma substancia organica
sob a forma de éster. As fosfatases existem na maioria dos tecidos do organismo e no
sangue (fosfatasemia) sob a forma de fosfatases acidas (ativas em meio acido), das quais
a mais importante é a fosfatase prostdtica, e de fosfatases alcalinas (ativas em meio
alcalino) provenientes do figado, do intestino, do rim e dos 0ssos.

Platelet-derived growth fator

Fator de crescimento derivado de plaquetas

Fator de crescimento mitogénico encontrado sobretudo em plaguetas. Desempenha um
importante papel na cicatrizacdo de feridas

Platelet-rich plasma

Plasma rico em plaquetas

Tipo de sangue que contém elevados niveis de plaquetas e fatores de crescimento. Pode
ser usado como um componente auxiliar na aceleracdo da cicatrizacdo de tecidos na
regeneracgdo dssea.
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Progenitor cells

Células progenitoras

Células que se podem diferenciar num nimero limitado de tipos de células, mas que nao
se podem autorrenovar ou produzir mais células estaminais. Por exemplo, as células
progenitoras do sangue contidas na nossa medula dssea sé podem produzir glébulos
vermelhos e brancos.

Proteoglycans

Proteoglicanos

Proteina que contém uma ou mais cadeias de glicosilaminoglicanos ligados a cadeia
proteica por complexos covalentes

Regenerative medicine

Medicina regenerativa

A Medicina Regenerativa tem como objetivo principal o reparo e a substituicdo
terapéutica de tecidos lesados e degenerados por complexos celulares ou moleculares
com estruturas e fungbes equivalentes.

Spinal fusion

Artrodese da coluna

Imobilizacdo da coluna através de qualquer forma de fusdo. A fusdao é uma forma de
tratamento, entre outras, das doencas degenerativas dos discos intervertebrais, ou das
fraturas vertebrais.

Stem Cell

Célula estaminal

Célula pluripotente com capacidade de se autorrenovar, de se dividir indefinidamente e
gue pode diferenciar-se em varios tipos de células.

Transforming growth fator

Fator de Crescimento Transformador

Segregado por varias células (mondcitos, células T, ou plaquetas), possui diversos efeitos
na divisdo e atividade celular (indutor de angiogénese, estimulador da proliferacdo de
fibroblastos, ou inibidor da proliferacdo de células T).
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Ventricular ejection fraction
Fracao de ejecdo do ventriculo
Proporcao entre o volume de sangue que o coracdo esvazia durante a sistole e o volume

de sangue no corac¢do no fim da diastole (expressado numa percentagem normalmente
entre 50 e 80%).

Xenograft
Xenoenxerto

Um enxerto de tecido retirado de um dador de uma determinada espécie e enxertado
num outro de uma espécie diferente.
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O projeto que agora se conclui foi elaborado no ambito do Mestrado em Traducgdo
Especializada e serviu como um meio de aplicacdo de todas as técnicas e ferramentas
adquiridas ao longo dos cinco anos de curso. Apresentou-se como um enorme desafio, na
medida em que o tema abordado pelo artigo se tratava de um tépico muito especifico e
especializado, que tem conhecido grandes avancos nos ultimos tempos, e por isso ganho
uma importancia crescente.

O principal objetivo deste projeto era a reflexdo acerca de tudo aquilo que envolve
o processo de traduc¢do, desde a escolha do tema e artigo a traduzir, até a elaboragao de
um glossario. Também foi importante a exposi¢dao das principais dificuldades e do que foi
feito para as ultrapassar.

Deste trabalho resulta ainda um glossario, que se revelou bastante util durante o
processo de traducdo e que, uma vez compilado e terminado, podera servir para futuras
tradugdes, evitando novas pesquisas terminoldgicas, ou pelo menos tdo profundas
guanto aquela que teve de ser feita para esta traducdo. Um outro resultado desta
pesquisa foi um aprofundar de conhecimentos por parte do tradutor em relagdao ao tema
tratado.

Este relatério representa, entdo, o culminar de um processo de traducdao que
contribuiu para o enriquecimento do aluno ndo sé a nivel das competéncias que um
tradutor tem de possuir para desempenhar o seu trabalho, mas também a nivel do

conhecimento da area abordada.
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Resumo

As células estaminais representam uma importante promessa na regeneracio de
tecidos defeituosos e nas terapias modificadoras da doenca. Apesar do recente
surgimento de varias abordagens promissoras com células estaminais em ensaios
clinicos, as terapias intraoperatérias com células estaminais oferecem uma
esperanca mais imediata, integrando uma fonte celular autéloga com uma
intervengdo cirirgica bem estabelecida, num tnico procedimento. No presente
estudo, os principais desenvolvimentos nas abordagens intraoperatérias com
células estaminais, desde modelos in vivo a estudos clinicos, sio revistos, € 0s
potenciais mecanismos regenerativos, bem como as funcdes de diferentes
populagdes celulares no processo regenerativo, sdo discutidos. Apesar das terapias
intraoperatérias com células estaminais se terem mostrado seguras e eficientes
para vdrios fins, existem ainda desafios criticos a ser abordados antes de estas
passarem a fazer parte do arsenal cirtrgico padrdo.
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A medicina regenerativa promete devolver estrutura e funcio aos tecidos e 6rgaos danificados. As
abordagens que utilizam fontes celulares exdgenas, aproveitam normalmente as células estaminais
ou as células progenitoras e estdo a ser testadas em centenas de ensaios clinicos de terapia celular.
Estes ensaios incluem células derivadas de fontes aut6logas e alogénicas. Em particular, as terapias
celulares intraoperatérias, que integram terapias celulares autélogas com intervengdes cirtlrgicas
num tnico procedimento, oferecem uma enorme esperanca para um futuro préximo, e algumas
abordagens alcancaram ji o sucesso clinico. O processo de terapia celular intraoperatério inclui
normalmente a colheita e processamento de tecido para a obten¢ao do produto celular desejado, a
intervencdo cirtrgica dependendo da aplicacdo clinica, e a aplicacao das células (ver Figura 1). A
terapia celular intraoperatéria beneficia da acessibilidade e seguranca que advém do uso das células
do proprio paciente, o que faz com que nao seja despoletada uma resposta imunitdria; assim como
dos muitos tipos de células relevantes que podem ser colhidas através de técnicas minimamente
invasivas. Esta terapia também contorna muitas das limitagdes da terapia celular exdgena, evitando a
manipulagao in vitro das células e uma expansao celular cara,

a » .
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Figura 1

Terapia intraoperatéria com células estaminais. (a) O processo de terapia celular intraoperatéria inclui normalmente a colheita e processamento
de tecido para a obten¢do do produto celular desejado, e uma estratégia de aplicacdo de células intraoperatdria que depende da aplicacio
clinica. (b) O processo de terapia celular intraoperatdria inicia-se com a colheita de tecido autélogo. Os tecidos, entre os quais sangue
periférico, tecido adiposo e medula éssea, podem ser utilizados como fontes de células estaminais (caixa verde). O tecido pode entdo ser
processado utilizando diversos métodos (caixa azul) para a obtengio do produto celular desejado (caixa laranja). A terapia de células estaminais
pode ser aplicada como um tratamento complementar em conjunto com a cirurgia ou um tratamento interventivo (caixas amarelas). A figura foi
elaborada utilizando Servier Medical Art J/www .servier.com/servier-
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a necessidade de instalagdes de boas praticas de fabrico, a necessidade de contratar pessoal com treino em
cultura de células, potenciais contaminagdes, e um segundo procedimento (num outro momento) para a
colheita das células. Pode ser benéfico evitar a cultura de células de modo a limitar alteragdes no fenétipo,
que podem ocorrer quando as células sdo removidas do seu microambiente nativo durante um longo periodo
de tempo. Além disso, as estratégias executadas inteiramente dentro da sala de operagdes (sem expansao de
cultura) podem reduzir o periodo de espera da cirurgia. E importante ressaltar que, a U.S. Food and Drug
Administration, a Agéncia Europeia de Medicamentos e outras autoridades reguladoras, consideram, de
modo geral, os produtos de células adultas como sendo produtos biolégicos que podem ser divididos em
duas categorias: produtos bioldgicos minimamente manipulados (e.g., produtos sanguineos autdlogos,
incluindo plasma rico em plaquetas ou concentrado de plaquetas e produtos sanguineos alogénicos, tais
como medula dssea ou sangue do cordao umbilical), e produtos biolégicos manipulados, tais como células
estaminais mesenquimais (CEM) com expansao de cultura. Algumas abordagens celulares intraoperatérias
encaixam na categoria de produtos biolégicos minimamente manipulados, nos quais nao existe a necessidade
de fazer ensaios clinicos, acelerando assim a potencial passagem para a clinica. O foco principal desta
revisao € apresentar uma visao global das abordagens de terapias celulares autélogas, nas quais os produtos
celulares s@o colhidos, minimamente manipulados, e aplicados no paciente no mesmo dia.

TERAPIA INTRAOPERATORIA COM CELULAS ESTAMINAIS

Até a data, as abordagens intraoperatérias com células estaminais convencionais tém sido bastante
simplistas, usando tipicamente a medula éssea integral, sem uma estratégia de concentracdo celular ou
métodos especificos de aplicagio das células ou de controlo da sua func¢do in vivo. O campo estd a evoluir
rapidamente no sentido de se conseguir um maior controlo sobre a composicao das células, o fenétipo, e a
fung¢do in vivo, aproveitando as abordagens da bioengenharia. Estas abordagens incluem a concentragio e
selecao de células estaminais ou populacdes progenitoras, juntamente com a incorporacao de biomateriais
incluindo suportes ou matrizes com as propriedades quimicas e fisicas apropriadas, para promover a rapida
fixagao de tipos de células especificos ou para determinar o destino das mesmas in vivo. A Tabela 1 resume
os estudos publicados acerca das terapias intraoperatérias com cé€lulas estaminais, incluindo as que
descrevem modelos pré-clinicos, relato de casos, e ensaios clinicos para o tratamento de uma ampla gama de
condicdes agudas e cronicas. Nas secgdes seguintes, descrevemos as abordagens intraoperatérias que foram
desenvolvidas para vdrias aplicagdes clinicas, com énfase nos procedimentos técnicos e resultados clinicos.

Osteogénese

Os materiais de enxerto dsseo natural tém evoluido ao longo dos dois tltimos séculos, incluindo agora,
enxertos autélogos ou alogénicos de osso cortical, 0sso corticoesponjoso, 0ss0 esponjoso, € matriz Gssea
desmineralizada (1). O primeiro autoenxerto dsseo intraoperatério foi realizado na Alemanha em 1820,
contudo, este procedimento nao se tornou uma prética clinica corrente até F.H. Albee ter resumido a sua
experiéncia com 3000 procedimentos de enxerto 6sseo autélogos em 1915 (2). O osso esponjoso autélogo
que inclui fragmentos Gsseos, uma populag@o heterogénea de células e varios fatores de crescimento, tem-se
tornado o padrao ouro da regeneracdo Gssea e processos reconstrutivos que produzem os resultados clinicos
mais bem-sucedidos e previsiveis. Este sucesso tem sido atribuido, em parte, a presenca de células no
interior do enxerto (3). A histéria e o progresso com autoenxertos 6sseos tem sido extensivamente revista
noutros artigos (3). Aqui focamo-nos no uso de células estromais da medula éssea aspiradas e aplicadas
intraoperatriamente.

As primeiras terapias celulares intraoperatérias a promover a regeneragdo osteogénica, utilizaram
medula éssea que foi aspirada via agulha, e posteriormente injetada percutaneamente na falha ssea (4-8).
Comparativamente a efetuar um autoenxerto dsseo colhido a partir da crista iliaca, a inje¢io de medula
Ossea
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autéloga € menos invasiva e resulta em menos complicacdes para dador e recetor (6, 9). Foram também
aplicadas injecdes percutaneas com medula ssea integral misturada com osso em pd desmineralizado nos
quistos Gsseos para travar, com sucesso, a fase de expansao e promover a ossificacdo do quisto (10, 11).
Apesar de medula 6ssea autdloga ter sido utilizada para aumentar a cicatrizacdo de feridas osteogénicas
durante décadas, 0 mecanismo exato mediador desta resposta nao € claro, dado que a medula éssea isolada é
extremamente heterogénea (i.e., ¢ composta de miiltiplos tipos de células) e contém uma série de citocinas,
componentes matriz extracelulares, e frequentemente, fragmentos de osso.

Uma possivel correlaciao entre a eficicia da medula éssea e a concentragdo celular (12) levou a uma
investigacao acerca dos métodos utilizados para selecionar as células antes do transplante. Por exemplo, as
subpopulacoes obtidas através de separacao por gradagao de densidade de medula dssea mostraram uma
osteogénese aumentada (13). Para além disso, no final da década de 1980, Connolly et al. (14) propds um
método para aumentar o potencial osteogénico de uma preparagdo injetdvel a partir da concentracio de
células de medula 6ssea nucleadas por centrifugacdo. A medula Gssea concentrada aumentou
significativamente a osteogénese, resultando numa regeneracio melhorada como comprovado
radiograficamente. Um importante estudo clinico de Hernigou et al. (15) avaliou a correlac@o entre o niimero
de células progenitoras derivadas de medula éssea (determinada por unidades de fibroblastos formadoras de
colénias) e a extensdo da cicatrizacdo Gssea numa ndo-unido da diéfise tibial. Os investigadores observaram
um limite para o nimero total de células progenitoras presentes na medula dssea concentrada (equivalente a
uma concentragdo celular de 1000 células progenitoras por centimetro ctibico) necessdrios ao sucesso do
tratamento (unido da fratura da didfise tibial). Como alternativa a centrifugacdo, para a concentracio de
células para aplicacdes osteogénicas, o trabalho do laboratério de George Muschler (16) em Cleveland,
demonstrou a viabilidade da tecnologia de retencdo celular seletiva (RCS) (ver Figura 2) para o isolamento e
concentragao rapidos (3—4x) de células progenitoras do tecido conjuntivo, dentro da sala de operacdes, a
partir de medula Gssea aspirada recentemente e de corpos vertebrais. Através deste processo, a performance
do enxerto 6sseo foi melhorada. A RCS é tecnicamente simples e rdpida: O substrato poroso, biocompativel
e implantdvel, cujas propriedades de superficie favorecem a fixagao rapida de células progenitoras do tecido
conjuntivo, € carregado para uma seringa, e a medula dssea € passada através de amostras de matriz a um
baixo ritmo de modo a obter um enxerto composto enriquecido em células progenitoras. Muschler et al. (17)
examinou 0 0ssO esponjoso como matriz e o impacto de um codgulo de medula éssea (aspiragdo de medula
ossea colhida sem heparina) em modelos animais para artrodese da coluna. O resultado clinico foi avaliado
com uma pontuacdo de unido (grau de unido, de 0% a fusdo 100% completa da articulagdo facetdria e a
totalidade da lamina), tomografia computorizada quantitativa (para determinar o volume 6sseo, a densidade
Ossea, e a drea da seccdo transversal da massa de fusdo), e testes mecinicos (foram geradas curvas de
deslocamento de carga para calcular a rigidez, carga maxima, falha de deslocamento, e falha total de
energia). Os resultados mostram que a combinagdo do enxerto 6sseo enriquecido com células e o codgulo de
medula Gssea permitem atingir uma melhoria significativa nos resultados clinicos, que aqueles com estas
duas técnicas utilizadas separadamente (enxerto 6sseo enriquecido ou enxerto 6sseo mais codgulo de medula
dssea). Os autores apresentam vdrias hipéteses para o efeito positivo do codgulo de medula Gssea na
eficiéncia do enxerto: O codgulo de fibrina pode proporcionar estabilidade mecanica e funcionar como um
suporte para as células transplantadas e enddgenas; a desgranulacdo das plaquetas proporciona um
suplemento de citocinas osteogénicas, nomeadamente, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de crescimento
transformador B (TGF-f); e a atividade fibrinolitica do codgulo de medula 6ssea, podem servir como uma
fonte de fatores angiogénicos.

Muschler et al. (18) também explorou o osso cortical desmineralizado como matriz alternativa 2 RCS,
usando o mesmo modelo animal para a artrodese da coluna e os mesmos métodos para avaliar os resultados. O
aumento da aplicacio de células com osso cortical em pé desmineralizado e a matriz de osso esponjoso foi
extensivamente explorado para aplicagdes osteogénicas intraoperatérias, dado o seu histérico de sucesso na
promocao de crescimento de novo osso. Idealmente, os materiais deveriam ser osteocondutores (i.e.,
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Retencao celular seletiva
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Figura 2

Retencdo celular seletiva. Apés a colheita, (a) a medula éssea € passada através (b) de uma matriz de enxerto implantdvel. Este processo
possibilita a exposi¢ao da matriz a um volume elevado de medula 6ssea num curto periodo de tempo. O processo € repetido até ser
atingida a saturac@o do enxerto. Vdrios materiais porosos podem ser usados como matriz de enxerto, e.g., matriz 6ssea desmineralizada,
fragmentos de osso esponjoso, hidroxiapatite, e B-fosfato tricdlcico. Uma fragio maior de células progenitoras mesenquimais € retida no
enxerto, enquanto que a retengdo de células hematopoiéticas € significativamente menor (c). Apés o enriquecimento, o enxerto estd
pronto a ser implantado, apesar de alguns procedimentos pés-processamento como adi¢do de medula 6ssea integral ou plasma rico em
plaquetas poderem ser efetuados de maneira a melhorar as propriedades de manuseamento do enxerto e aumentar o seu potencial
terapéutico. A figura foi elaborada utilizando Servier Medical Art (http://www servier.conV/servier-medical-art).

deveriam apresentar propriedades quimicas e fisicas de superficie que promovam a adesdo e migragao de células
osteogénicas) e osteoindutores (i.e., deveriam estimular a diferenciagdo osteogénica). O B-Fosfato Tricalcico (B-
TCP), outro material que tem sido extensivamente estudado como um suporte para a engenharia de tecido de osso,
foi também avaliado como matriz para as definicbes de terapia intraoperatéria com células estaminais—
nomeadamente, para regeneracdo do osso alveolar, fenda alveolar e também para artrodese da coluna (19— 21).
Ensaios in vitro mostraram que as CEM podem aderir a estrutura porosa do B—TCP em até 2 h de combinagdo e
podem sustentar a proliferacao celular, fazendo delas bons candidatos a aplicagdes intraoperatérias (20). A
eficicia da RCS foi também testada usando uma mistura de osso desmineralizado e fragmentos esponjosos
coagulados com plasma rico em plaquetas num modelo canino com defeito segmentar de tamanho critico no
fémur (22). As 16 semanas, uma resposta a 100% foi obtida, o que equivale aos resultados do método de
autoenxerto padrdo para a reparagdo de defeitos de tamanho critico. Um relatério clinico preliminar descreve os
resultados a curto prazo (2 anos) da abordagem intraoperatéria para o tratamento de trés pacientes com
osteonecrose secunddria extensiva dos condilos femorais (23). Este tratamento, que combinou a descompressao e
desbridamento da lesdao necrética e o sistema comercial RCS, facilitou a recuperagio da funcdo do joelho. O
sistema RCS foi introduzido em 2003 com o nome Cellect® pela DePuy Biologics (uma companhia Johnson &
Johnson), em combinagido com substitutos de enxerto ésseo, como uma terapia minimamente invasiva para a
artrodese da coluna, que eliminou a necessidade da colheita de enxerto dsseo. De modo geral, o sistema RCS
mostra resultados que sdo clinicamente compardveis aos dos autoenxertos 6sseos, sem a morbidade observada no
local do enxerto. Entre os desafios colocados por esta tecnologia estdo: uma falta de controlo sobre as células
transplantadas (este desafio aplica-se a maioria das terapias celulares exdgenas) e a dificuldade em obter as
quantidades de células que podem ser alcangadas através da expansao de cultura in vitro (24).

Para além do sistema Cellect sdo usados virios processadores de células sanguineas automatizados, para
concentragdo intraoperatoria de sangue ou medula Gssea, para tratar, por exemplo, osteonecrose da cabeca
femoral (25-28). Estes estudos seguem protocolos cirtirgicos semelhantes aos do sistema RCS, descritos em
pormenor no artigo de Hernigou et al. (29). Em resumo, a medula éssea € colhida com o paciente sob anestesia
geral e a medula 6ssea aspirada € concentrada e injetada na cabeca femoral apds a descompressio do niicleo. O
tratamento cirtrgico foi considerado seguro e eficaz para quadris sintomdticos com osteonecrose mas sem
colapso (o sucesso clinico cai
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de 90% para menos de 50% quando o procedimento é efetuado apds o colapso da articulacdo). Depois
de um tratamento bem-sucedido, os pacientes apresentaram diminui¢io da dor e outros sintomas
relacionados com as articulagdes, progressao retardada da doenca, e regressao da lesdao necrética.

E importante notar que os implantes osteocondutores e osteoindutores, que contém agentes terapéuticos
sem uma fonte celular exégena, podem promover com éxito a formacao de osso novo para o tratamento de
fraturas e para procedimentos de artrodese da coluna. Por exemplo, o produto OP-1™, recentemente
adquirido a Stryker pela Olympus Biotech Corporation, ¢ um material de enxerto ésseo osteocondutor e
osteoindutor, que inclui a proteina morfogénica éssea recombinante-7 (thBMP-7) e colagénio de origem
bovina tipo I, utilizado jd em cerca de 40.000 pacientes. O produto foi aprovado pela US Food and Drug
Administration, em 2001, para a revisdo da artrodese da coluna, lombar péstero-lateral, e para o tratamento
de uma nio-unido dssea longa; estd também aprovada na Austrilia, Canadd, Suica, e na Unido Europeia. O
produto € preparado na sala de operagdes, combinando colagénio e BMP-7 em p6 com salina estéril, e
acredita-se ativar e recrutar células progenitoras e estaminais aquando da implantacio. Um mecanismo
similar tem sido proposto para proteina morfogénica 6ssea-2 (BMP-2), que € fornecida através de uma
esponja de colagénio no enxerto Gsseo Infuse® (Medtronic), que foi aprovado pela primeira vez em 2002
para uso na cirurgia de artrodese lombar anterior, em pacientes com esqueleto adulto. Curiosamente, alguns
estudos tém examinado melhorias nessas estratégias através da adi¢do intraoperatéria de medula Gssea
integral autéloga. Por exemplo, através do uso de um modelo femoral canino defeituoso (30), foi examinada
a aplicacao de um material osteoindutor (OP-1) com medula 6ssea. Apesar da adi¢do de medula dssea ter
promovido uma maior formacé@o de osso no centro do defeito, nao foram, no geral, observadas diferencas
funcionais entre o grupo com implante OP-1 e adicdo de aspirado de medula Gssea, e o grupo de controlo
com o implante OP-1 e adi¢do de sangue coagulado. Talvez os resultados tivessem sido diferentes, tivessem
sido utilizadas populacdes de células seletivas no lugar de medula éssea integral. A medula éssea integral,
sem concentracdo prévia pode promover a hipéxia e privacao de nutrientes no defeito, uma vez que a
medula dssea € metabolicamente exigente devido ao seu alto teor celular. Por isso, pode ser interessante
analisar a adicao de células progenitoras concentradas ao OP-1 ou ao enxerto 6sseo Infuse. Para além disso,
a terapia fator de crescimento, como por exemplo a BMP-2 recombinante, estd sob grande escrutinio, dada a
recente andlise que mostra que os riscos de efeitos adversos, incluindo o risco de formagio Gssea ectdpica,
ostedlise, dor, nova malignidade, deslocamento do implante, subsidéncia, infeciio, eventos urogenitais, e
ejaculagdo retrégrada, sdo 10— 50 vezes maiores que as estimativas originais (31). Estes riscos podem alterar
as futuras estratégias de regeneracao Ossea para aquelas que ndo requerem a adicdo de fatores de
crescimento recombinantes.

Osteocondrogénese

As grandes lesoes osteocondrais ndo se reparam espontaneamente; portanto, sao necessdrias intervengoes
para devolver estrutura e fungio as cartilagens. Foram desenvolvidas abordagens intraoperatérias para
reparagao osteocondral, para evitar a necessidade de duas cirurgias (associadas com estratégias de expansdo
celular) e para enfrentar desafios colocados pela expansio dos condrécitos, que limitaram o potencial
regenerativo. Num exemplo, as células mononucleares derivadas de medula 6ssea, colhidas e separadas
intraoperatériamente foram misturadas com gel de fibrina autélogo e aplicadas por inje¢@o para estimular a
regeneragao condral dentro de um modelo de coelho com um defeito de espessura total de cartilagem (32).
O tratamento com células mononucleares autélogas derivadas de medula dssea promoveu uma maior
reparacdo da cartilagem, comparativamente ao tratamento com células mononucleares derivadas de sangue
periférico autélogo misturadas com gel de fibrina autélogo, ou com apenas gel de fibrina. Curiosamente,
apesar de virios estudos terem mostrado que o gel de fibrina tem potencial como suporte para cartilagem, os
resultados obtidos exclusivamente com o gel de fibrina foram inferiores aos da reparacio obtida sem
tratamento. E fundamental ter em conta que a composigio da fibrina pode afetar drasticamente a invasio
celular, por células enddgenas, e a formagao Gssea.
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Recentemente, Giannini et al. (33) desenvolveu uma técnica de reparacao artroscépica de apenas um passo,
utilizando células derivadas da medula dssea para reparar lesdes osteocondrais talares, e validou a aplicagdo deste
procedimento para as lesdes osteocondrais do joelho (34). O procedimento cirtirgico comega com a aspiracao de
medula 6ssea, com o paciente sob anestesia geral ou espinal. Apés a colheita de medula éssea, a camada leuco-
plaquetdria é concentrada utilizando o sistema SmartPReP BMAC™ da Harvest Technologies. Em paralelo, os
cirurgides comecam a artroplastia, que inclui o desbridamento da lesao, a preparacio de compostos (misturando a
camada leuco-plaquetdria com colagénio em pé, ou combinando-a com uma membrana de écido hialurénico) e a
sua aplicacdo, assim como a estabilizagdo dos compostos utilizando um gel de fibrina autélogo rico em plaquetas.
Os pacientes apresentaram melhorias na func@o das articulagdes, com uma integragdo satisfatéria do enxerto e
graus varidveis de remodelagem dos tecidos, como indicado pela presenca de proteoglicanos e colagénio tipo I,
marcadores de cartilagem hialina. No entanto, no fim do periodo de acompanhamento (24 meses apds a cirurgia),
a avaliacao histolégica ndo revelou cartilagem hialina completa. O curto periodo de acompanhamento, o pequeno
niimero de pacientes (48 para o tomozelo e 20 para o joelho), e o nimero limitado de amostras de bidpsia,
limitam as conclusoes que podem ser tiradas destes estudos. Contudo, estes estudos representam um passo na
dire¢do da regeneragio osteocondral, utilizando abordagens celulares intraoperatdrias.

Um outro procedimento cirtirgico de apenas uma fase para o tratamento de lesdes osteocondrais, proposto por
Benthien & Behrens (35-37), € denominado de Autologous Matrix-Induced Chondrogenesis (AMIC®;, revisto
por Steinwachs et al. (38). Este combina microfraturas subcondrais com a fixacdo de uma membrana de
colagénio tipo VIII com cola de fibrina ou sutura. Para aumentar o niimero de células estaminais no defeito
osteocondral, a técnica AMIC padrio (que se apoia no recrutamento de CEM estimuladas através microfratura)
foi combinada com a aplicagdo intraoperatéria de concentrado de medula 6ssea (39). O procedimento cirtrgico
combinado engloba a colheita de medula Gssea, concentracdao de medula dssea, utilizando o kit de concentragio
da Biomet MarrowStim™", desbridamento da lesdo, uma microfratura, preparagao de uma membrana de
colagénio, colocac@o do concentrado de medula dssea, e estabilizacdo da membrana com cola de fibrina. Apesar
da adi¢@o de medula Gssea ndo ter sido conclusivamente comprovada como vantajosa, foi observado um maior
nimero de CEM na medula 6ssea da crista iliaca, comparativamente aos niimeros no sangue induzidos pelo
procedimento da microfratura. A reparacdo de cartilagem de lesoes osteocondrais pode estar relacionada com a
sobrevivéncia de um pequeno nimero de células progenitoras que foram aplicadas no defeito, promovendo o
processo de regeneracdo numa fase inicial. Esta hipétese ¢ apoiada pela prova da sobrevivéncia de CEM
derivadas de medula 6ssea, até 24 semanas depois da transplanta¢do para o defeito osteocondral (40). Apesar das
técnicas de estimulacdo de medula éssea, como a microfratura, poderem aumentar o nivel local de citocinas que
promovem a reparacdo da cartilagem, e podem induzir a migragao das células progenitoras para a lesao, as células
progenitoras derivadas de uma microfratura sdo insuficientes para induzir a formacao de cartilagem hialina por si
s0. Por isso, a aplicac@o de células intraoperatoriamente isoladas pode ser importante para o aumento do niimero
de células relevantes no defeito e aumentar as hipdteses de sobrevivéncia.

Angiogénese

A Doenca Vascular Periférica (DVP) resulta normalmente numa reducio ou bloqueio do fluxo sanguineo nas
extremidades inferiores, o que pode levar a isquemia critica de membros, que estd associada a dor em repouso e
necrose dos tecidos (tlcera ou gangrena). Para alguns pacientes, a revascularizacdo € necessdria para
restabelecer a perfusdo tecidual. Contudo, uma intervencao direta para restabelecer o fluxo sanguineo (e.g.,
através de cirurgia de bypass), nem sempre € uma op¢ao, uma vez que os bloqueios se localizam em pequenas
artérias distais. Por essa razao, os tratamentos que promovem a angiogénese tornaram-se a principal terapia para
estes pacientes. Uma extensiva revisdo sobre a angiogénese terapéutica para DPV, através da utilizacao de
transplantacdo de células da medula éssea autélogas, pode ser encontrada no artigo escrito por Matoba &
Matsubara (41). A aplicacdo terapéutica das células de medula 6ssea mononucleares, colhidas e separadas
intraoperatdriamente, para o tratamento de
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pacientes com isquemia critica de membros, foi relatada pela primeira vez em 2002 (42). Este estudo piloto foi
motivado por provas que indicam que as células de medula 6ssea mononucleares poderiam suportar a formagao
de vasos sanguineos colaterais em modelos animais (43, 44). Os pacientes com isquemia bilateral da perna
receberam uma injecdo intramuscular de células de medula éssea mononucleares, isoladas e separadas
intraoperatériamente (colhidas da crista ilfaca), numa perna, e células de sangue periférico mononucleares na
outra perna, como controlo. O indice tornozelo-brago (a proporgao entre a pressao sanguinea no tornozelo e a
pressdo sanguinea no brago), dor em repouso, pressao do oxigénio transcutdneo, e auséncia de dor em periodos
de movimento, foram significativamente melhorados nas pernas injetadas com células mononucleares de medula
Ossea. Estes resultados foram validados por estudos adicionais e incluiram também medidas de avaliagdo
adicionais, de entre as quais, o aumento da perfusdo do fluxo sanguineo através da cintilogratia de perfusdo,
determinacdo da melhoria da disfuncdo endotelial, avaliacdo de cicatrizagdo de ferida, e exame de
acompanhamento de melhoria em sintomas e funcdo clinica (45-54). Além disso, a implantacdo de células
mononucleares  intraoperatérias derivadas de medula Gssea nos membros isquémicos, contribuiu
significativamente para a redugido dos nimeros de grandes amputacoes (42, 45, 47-53). Um outro relatério
descreve um estudo similar, que utiliza o fator estimulador de colénias de granuldcitos, administrado em cada
um dos cinco dias anteriores a operac@o, para a mobilizagdo de células mononucleares do sangue periférico (55).
A injecdo intramuscular distal da camada leuco-plaquetdria de medula 6ssea, foi também proposta como
tratamento celular intraoperatério complementar, a ser executada em combinagido com a cirurgia de bypass e/ou
tratamento intervencional (56). Apesar de muitas terapias baseadas em células que promovem a angiogénese
envolverem uma infusdo de células mononucleares ndo fracionadas, que contém células progenitoras e
estaminais com a capacidade de se diferenciarem em multiplas linhagens. a diferenciac@o endotelial parece ser
favorecida (43.44).

Ainda que a injec@o intramuscular seja a principal via de aplicagao de células para a terapia DVP, algumas
das estratégias de aplicacdo de células combinam a injecdo intramuscular e a injecdo intra-arterial. Esta
combinac@o permite as células estaminais atingir as artérias selecionadas, aumentando assim a concentracao de
células estaminais nas regides musculares isquémicas, que sdo ainda perfundidas (48, 56).

Um sistema totalmente automatizado (o Tissue Genesis Cell Isolation System™) para isolar células estaminais
de tecido adiposo autélogo, colhidas por lipoaspiracdo, estd a ser explorado em testes a decorrer numa fase inicial,
para o tratamento de DVP (57). Depois do tecido ser processado na sala de operagdes, as células estaminais obtidas
sdo implantadas na supertficie interior dos enxertos protéticos padrio, para promover a endotelializacdo do enxerto,
e evitar a formagao de codgulos. Os primeiros pacientes tratados com este método, recuperaram a sensibilidade na
perna e nos dedos e comegaram a caminhar sem dor debilitante (58).

Aplicagoes Cardiacas

E fundamental considerar a terapia intraoperatéria com células estaminais para o tratamento da isquemia do
miocdrdio, com base no potencial que as células transplantadas tém de inibir a apoptose e a formacao de
cicatrizes, de promover a remodelagem de tecido conjuntivo e a produgao de matriz extracelular, de desencadear
a instalacao de células estaminais enddgenas, de modular a inflamac@o, e de promover a angiogénese com a
esperanca de regenerar tecido miocérdico saudavel. A administragdo intraoperatéria de células da medula dssea,
via inje¢do intramiocdrdica ou intracorondria, tem sido aplicada no seguimento de uma cirurgia de bypass
corondrio (CABG), por exemplo, para aumentar a angiogénese e a reparacao do miocdrdio. Esta técnica pode ser
complementada com a aplicagdo de cola de fibrina aut6loga imediatamente apds a injecao celular, para evitar a
perda de células devido a regurgitagao (59). Apesar da maioria dos ensaios clinicos que combinam a CABG e a
transplantacao aut6loga de células estaminais terem utilizado células mononucleares derivadas de medula éssea
integral (59-63), outros estudos utilizaram células CD133+ separadas através de sistemas imunomagnéticos de
separagao celular (64—66). Foi também proposto um método intraoperatdrio para isolar células CD34+ derivadas
de medula Gssea para terapia cardiaca: Este, envolve a rdpida reducdo dos eritrdcitos, através da utilizagao de
hidroxietilamido e centrifugagio de baixa velocidade, seguida de
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separacdo imunomagnética de células CD34+ (67). Em geral, o isolamento e aplicacdo intraoperatéria de células
promoveram a revascularizagdo, resultando numa maior perfusdo miocardica e contractilidade das dreas de
enfarte, levando a melhorias na fracdo de ejeciao do ventriculo esquerdo (59, 65). Apesar da injecao de CEM
derivadas de medula éssea nas dreas de peri-enfarte poder aumentar a contractilidade, e apesar da injecdo de
células na zona central do enfarte do miocdrdio poder promover a angiogénese, a diferenciagdo miogénica, e a
remodelagem isquémica inversa (68), a administracdao de células derivadas de medula dssea diretamente no
miocdrdio com cicatriz nao vidvel, ndo aparenta melhorar a contractilidade (62, 68). Por isso, quando
considerando a estratégia de aplicacdo de células para a regeneracao de tecido cardiaco danificado, pode ser
importante ter em conta vérios locais de injegdo, incluindo as dreas peri-enfarte vidveis e a drea central do
enfarte do miocérdio (68).

MECANISMOS REGENERATIVOS

Entender os mecanismos mediadores dos efeitos terapéuticos das terapias intraoperatérias com células
estaminais € uma tarefa gigantesca, e a informacéo atual € insuficiente para chegar a conclusoes significativas.
Este facto ndo surpreende, dado que a maioria dos estudos acerca de células estaminais intraoperatérias se
focam na avaliagdao da seguranca e viabilidade, portanto, na sua maioria, negligenciam a investigacdo dos
mecanismos responséveis pelos resultados observados. Entre os potenciais mecanismos estao: (a) as células
progenitoras ou estaminais dentro do transplante repdem as células progenitoras no hospedeiro; (b) as células
no transplante diferenciam-se e produzem tecido novo; (c) as células sobreviventes (ou a morrer)
transplantadas segregam fatores troficos, angiogénicos, ou imunomodulatérios que fornecem sinais as células
locais enddgenas via sinalizagao pardcrina ou para células distantes através de mecanismos enddcrinos (o que
pode resultar na mobilizago e instalacdo de células hospedeiras distantes). Também € possivel que as células
transplantadas se possam fundir com as células hospedeiras (num processo conhecido como fusao celular). A
elucidac@o dos mecanismos mediadores das melhorias funcionais ¢ complicado pela composic¢io heterogénea
de muitas das populacoes celulares infundidas intraoperatériamente (e.g., medula dssea), onde certos tipos de
células podem desempenhar um papel preponderante ou miltiplos de células podem trabalhar em conjunto
sinergicamente. Especificamente, dado que muitas abordagens de terapia celular intraoperatéria empregam
populacdes celulares heterogéneas, que podem incluir células progenitoras ou estaminais, ¢ possivel que os
resultados positivos nao sejam mediados pelas células progenitoras ou estaminais. Além disso, dado que as
células sao isoladas e processadas dentro da sala de operagdes, hd uma provével diversidade considerdvel na
forma como as células sdo obtidas, processadas, e infundidas (apesar dos esforcos feitos para normalizar os
procedimentos com Kkits e dispositivos bem desenhados), e esta diversidade pode afetar o modo de acio e os
resultados. Para além disso. ndo se deve esquecer que as terapias celulares intraoperatdrias envolvem
forcosamente o isolamento de uma fonte celular autéloga; assim, podem existir diferencas significativas no
niimero relativo de células e fendtipos que podem ser resultado da idade, sexo, raca, indice de massa corporal,
ascendéncia/genética, dieta, e meio. O mecanismo provavelmente também depende da aplicagdo especifica
(e.g., osteogénese vs. angiogénese vs. reducdo de formagado de cicatriz) e método de aplicac@o (e.g., injecdo
local, infusdo sistémica, ou aplicacgio em combinagdo com um biomaterial). Assim, muitas questdes
permanecem sem resposta, e as novas técnicas vao provavelmente ser necessdrias para elucidar a biologia in
vivo no que diz respeito a forma como as células transplantadas articulam as respostas terapéuticas (69).
Também ¢ provivel que as estratégias para o controlo do destino e funcio das células apés a transplantacao
[e.g., através da engenharia de células exdgenas dentro da sala de operagdes (70)], venham a proporcionar um
eixo para maximizar o efeito terapéutico, aproveitando mecanismos especificos. Estas estratégias deverao
ajudar a limitar a variabilidade da resposta.

FONTES CELULARES

As células estaminais e progenitoras adultas podem ser colhidas intraoperatériamente de virios tecidos, incluindo
medula 6ssea, tecido adiposo, e sangue periférico. A medula dssea € a fonte mais comum, muito
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provavelmente porque € de ficil e rapido acesso, e porque existem vdrias ferramentas para colher medula (a
partir de transplante de medula ssea). A medula 6ssea contém células hematopoiéticas e mesenquimais, para
além de outros tipos de células que podem desempenhar um papel na regeneracio de tecidos. Contudo, uma
das limitagoes das abordagens das terapias intraoperatérias com células estaminais € a quantidade limitada de
material fonte colhido e a baixa producao de protocolos de isolamento celular, que normalmente produzem
células estaminais a uma frequéncia por célula mononucleada de 1 em 10.000 para 1 até 100.000 (71-74). Para
contornar estes desafios e para evitar o procedimento altamente invasivo que € a colheita de medula éssea, que
causa dor no local da aspiragio, devem ser tidas em consideracdo fontes alternativas das quais isolar células
estaminais aut6logas. Por exemplo, o pé de osso, normalmente eliminado por ser considerado um residuo na
artrodese da coluna, provou ser uma fonte de células estaminais (75). O tecido adiposo ¢ uma promissora fonte
alternativa de células que possuem potencial de diferenciacao em multilinhagens, e pode ser colhido através de
um método menos invasivo e em maiores quantidades que a medula 6ssea, com morbilidade minima apés a
colheita (76).

Virios estudos estabeleceram uma andlise comparativa entre células estaminais derivadas de diferentes fontes
(76-79). O estudo desenvolvido por Peng et al. (76) incluiu andlises imunofenotipicas de células estaminais
isoladas de medula dssea de rato e tecido adiposo, e revelou uma maior percentagem de células CD44+, CD73+ e
CD90* no tecido adiposo. Para além disso, ¢ sugerida uma maior capacidade de proliferacao em células isoladas do
tecido adiposo, por uma maior e mais constante taxa de crescimento ao longo de 10 geragoes, um menor tempo de
duplicagdo da populacdo, a maior proporcio de populagdes celulares na fase S, e uma maior atividade de
telomerase. Estes resultados sao apoiados por outros estudos publicados que se centram na avaliagio de diferentes
fontes de células estaminais adultas (77, 79). O tecido adiposo pode ser considerado como uma boa alternativa a
medula Gssea para aplicacdes intraoperatérias em termos de abundéncia de células estaminais, frequéncia, e
potencial de expansdo. Apesar de alguns pacientes poderem possuir tecido adiposo limitado para o cendrio
autélogo, devido a elevada frequéncia de CEM derivadas de tecido adiposo (a sua ocorréncia € 100 a 300 vezes
maior na medula Gssea, e o nimero de células estaminais que podem ser isoladas por volume de lipoaspiracio, é
aproximadamente 10 vezes maior que a partir da medula dssea), pequenos reservatorios de tecido adiposo podem
ser suficientes para o isolamento de células estaminais (77, 80-82). O niimero de células estaminais necessarias
também depende da aplicacdo clinica. Por exemplo, células estaminais derivadas de tecido adiposo recentemente
isoladas da almofada de gordura infrapatelar, sdo adequadas para um procedimento de uma s etapa para regenerar
pequenos defeitos focais da cartilagem; contudo, para defeitos osteocondrais maiores, ¢ recomendado o uso de
tecido adiposo subcutdneo (83). Aquando da colheita de tecido adiposo para terapia intraoperatéria com células
estaminais, deve ter-se em conta que o local de colheita de tecido e o procedimento cirtrgico, t&m um efeito sobre a
producdo de células estaminais. Por exemplo, a colheita de tecido adiposo do abdémen através de resseccao ou
lipoaspiracao tumescente produz mais células estaminais comparativamente com a lipoaspiracdo assistida por
ultrassom e o tecido adiposo colhido da regido da anca/coxa (81, 84). Na revisdo feita por Hoogendoor et al. (85)
acerca do estado dos tratamentos baseados em células para a regeneragdo do disco intervertebral, os autores
propdem um conceito para um procedimento de uma s6 etapa através da utilizagio de células estaminais derivadas
de tecido adiposo, para o tratamento regenerativo de discos invertebrais ligeiramente degenerados e para artrodese
da coluna de uma degeneracao severa do disco intervertebral. O tecido adiposo deve ser colhido através de técnicas
minimamente invasivas e deve ser processado por meio de digestao enzimatica e enriquecimento por centrifugacao
para obter células estaminais num s procedimento cirirgico, que dure menos de 2 h. Para artrodese da coluna, os
autores sugerem o desencadeamento ex vivo de osteogénese a curto prazo, através da exposicao por 15 min a BMP-
2 (86), misturando as células estaminais com um suporte poroso de fosfato de célcio, e implantando uma caixa
bioabsorvivel preenchida pelo suporte inoculado com células estaminais acionadas. Este procedimento de uma s6
etapa para artrodese da coluna € descrito em detalhe noutro documento (87). Para o tratamento regenerativo do
disco intervertebral ligeiramente degenerado, as células estaminais derivadas de tecido adiposo, apds isolamento
celular, podem ser transplantadas por injecdo para o disco intervertebral apés o apropriado desencadeamento
celular ex vivo, e introdugdo de célula portadora. Relatos de casos e ensaios clinicos da 1* a 2* fases com utilizagdo
de
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células estaminais derivadas de tecido adiposo autélogo, numa variedade de campos, sdo revistos e
discutidos por Gimble et al. (88).

POTENCIAIS FUNCOES DE PRODUTOS CELULARES 2
PROCESSADOS E TRANSPLANTADOS INTRAOPERATORIAMENTE

Dado que muitas abordagens de terapia celular intraoperatéria tiram partido das populacdes celulares
heterogéneas contidas na medula éssea, permanece a controvérsia acerca das subpopulagdes responsiveis
pelos diferentes mecanismos de regeneracdo e acerca do papel das células transplantadas versus células
endégenas. A maioria das terapias celulares intraoperatérias usadas para promover a angiogénese para os
pacientes com DVP, utilizam a infus@o de células mononucleares nio fracionadas, e alguns autores sugerem
que o efeito sinergético de diferentes populagoes celulares na promocdo da angiogénese na DVP parece
envolver células CD34+ derivadas de medula Gssea, que expressam recetores para o fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e angiopoietina-2. Estes
autores também sugerem que a fracdo de CD34- é responsavel pela secrecdo dos fatores angiogénicos (bFGF
e VEGF) e angiopoietina-2, que estimulam as células CD34+ a formar artérias colaterais e promovem a
maturagdo e manutencao das artérias recém formadas (42, 45). A camada leuco-plaquetdria contém elevados
nimeros de células CD34+ e CD133+, um subconjunto significativo do qual também coexpressa o recetor
do fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR-2), e células CD34+CDI133+*VEGFR-2+ foram
definidas por Peichev et al. (89), como células progenitoras endoteliais funcionais. Contudo, Case et al. (90)
defende que a fracdo de CD34+ de células mononucleares (derivadas de sangue periférico mobilizado com
fator estimulador de colénias de granulécitos e sangue do corddo umbilical) que também coexpressa CD133
e VEGFR ¢ positivo para CD45 (>99%). Os autores também afirmam que esta fracio de células
(CD34+CD45+), ¢ uma subpopulagdo hematopoiética primitiva distinta, contrariamente a populacdo de
células progenitoras endoteliais, e por isso mesmo ndo pode formar novos vasos sanguineos. Contudo, a
fracdo de células CD34+CD45- foi enriquecida com células endoteliais formadoras de colonias. Esta
descoberta ilustra a importancia de definir com precisdo o potencial biolégico das diferentes subpopulagdes
de células estaminais para conceber terapias com células estaminais mais eficientes.

A promocao de angiogénese, por injecdo de células derivadas de medula éssea em dreas de isquemia do
miocérdio, parece desempenhar um papel fundamental no melhoramento do desempenho cardiaco regional. A
injec@o de células mononucleares derivadas de medula dssea contribui para a melhoria da perfusao miocardica,
devido a um aumento da densidade dos microvasos do miocardio. O melhoramento da perfusdao do miocardio
parece estar positivamente correlacionado com o niimero de células CD34+ transplantadas (60). A maioria dos
estudos ndo consegue demonstrar evidéncias diretas do destino das células apds transplantacio. Por exemplo,
nao ha indicios que os efeitos terapéuticos possam ser atribuidos a diferenciac@o das células transplantadas em
cardiomiéeitos. Num estudo realizado por Ang et al. (62), as células mononucleares derivadas de medula Gssea,
foram injetadas num miocdrdio com cicatriz para prevenir os efeitos de melhoramento de fungio num
miocdrdio vidvel apés revascularizacio. Por isso, a avaliacdo funcional focou-se apenas na revascularizacdo de
um miocdrdio ndo vidvel com cicatriz crénica. Deste modo, qualquer alteragdo na funcido ndo poderia ser
atribuida as diferencas na perfusdo. A inje¢@o de células derivadas de medula dssea nao melhorou a fun¢ao de
contractilidade, o que sugere que as células derivadas de medula dssea ndo contribuem para a regeneracdo
miocérdica. No entanto, estes resultados nao deveriam ser extrapolados para outros contextos clinicos, como
enfarte agudo do miocdrdio ou miocdrdio isquémico mas vidvel. A auséncia de regeneracao do miocirdio pode
dever-se ao fracasso do enxerto de células em tecido ndo vidvel com cicatriz cronica.

Virias terapias celulares osteogénicas intraoperatdrias envolvem também a aplicacio de células de medula
6ssea ndo fracionadas ou células mononucleares derivadas de medula 6ssea. Por contraste, a RCS é baseada
no principio de que os progenitores de tecido conjuntivo sio retidos no composto do enxerto com
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significativamente maior frequéncia que outras células derivadas de medula Gssea. Os progenitores de tecido
conjuntivo sdo definidos por unidades formadoras de coldnias, que expressam fosfatase alcalina (73, 74, 91). Para
além da expressdo de fosfatase alcalina, os progenitores de tecido conjuntivo podem ser identificados através de
outros marcadores tais como STRO-1(92) e molécula de ades@o de células leucocitdrias activa (93). Apesar dos
progenitores de tecido conjuntivo serem uma escolha ébvia para aplicacdes osteogénicas, outros tipos celulares
selecionados e citocinas desempenham um papel fundamental no estabelecimento de condigdes 6timas para a
regeneragdo Ossea. Por isso, as terapias celulares intraoperatdrias para aplicacbes osteocondrogénicas também
incluem a aplicac@o de citocinas relevantes para a regeneragio do tecido, que pode ser alcancada através de produtos
de plaquetas autdlogos. A aplicacdo de produtos de plaquetas, tais como plasma rico em plaquetas ou gel de fibrina
rico em plaquetas, contribui para a estimulagdo de células progenitoras, e estes produtos de plaquetas atuam como
quimioatraentes devido 2 libertagio de fatores de crescimento pelos grinulos ¢, incluindo PDGF, TGF-[31, TGF-[32,
EGEF derivado de plaquetas, VEGE, fator de crescimento semelhante a insulina 1, e fator plaquetdrio 4 (94-97). Além
disso, o plasma rico em plaquetas, em combinacdo com trombina, também aumenta as propriedades de
manuseamento dos enxertos finais para aplicagdes osteogénicas devido ao seu efeito coagulante (22).

METODOS UTILIZADOS PARA ISOLAR OU CONCENTRAR PRODUTOS
CELULARES INTRAOPERATORIAMENTE

As terapias celulares intraoperatdrias, atuais e propostas, incluem a aplicacio de células mononucleares derivadas
de medula 6ssea, de células progenitoras mesenquimais e endoteliais derivadas da medula dssea ou do tecido
adiposo, da populagio celular da medula éssea integral, e do plasma rico em plaquetas. Estas
populagoes/produtos celulares podem ser obtidos intraoperatériamente através de vdrios métodos, resumidos na
Tabela 2: gradiente de densidade, processador automdtico de células, selecio de células de base imunoldgica, e
RCS.

O método mais tradicional para se obterem células mononucleares € o do gradiente de densidade. Para otimizar
o isolamento celular, sdo utilizadas estratégias complementares, tais como a lise dos glébulos vermelhos e
sedimentacdo de dextrano (98), mas o nivel de producdo extremamente baixo continua a ser uma limitacdo, e
impede o desenvolvimento de abordagens intraoperatérias. Para além disso, durante os processos de separacio por
gradiente de densidade, as células sdo expostas a potenciais agentes toxicos e requerem a utilizacdo de um
centrifugador. O plasma rico em plaquetas autélogo pode também ser processado a partir do sangue periférico ou a
partir da medula dssea, utilizando as técnicas de gradiente de densidade, que representam um método seguro e
rentdvel de obter fatores de crescimento (21). As propriedades de manuseamento do plasma rico em plaquetas
podem ser melhoradas se este for transformado num gel de plaquetas, através da incorporacao de concentrado de
plaquetas numa rede de fibrina polimerizada. Vdrios produtos disponiveis no mercado servem este proposito,
como € o caso do Platelex®e Vivostat PRF® (99, 100).

Os processadores de células automatizados, executam a lavagem e digestdo do tecido, concentracdo da camada
leuco-plaquetdria, com ou sem o agente de sedimentacdo como hidroxietilamido, reducio de volume através da
diminuicdo do plasma, e processamento de plasma rico em plaquetas, e tém sido utilizados em ambientes
intraoperatérios para o processamento de células da medula Ossea, sangue periférico, e tecido adiposo. Os
processadores de células automatizados proporcionam o beneficio de uma rentabilidade e eficiéncia operacional
superior, reduzido risco de contaminagdo, e padronizacao dos protocolos de processamento de células.

A selecao celular de base imunolégica, através da selecdo magneticamente ativada, ¢ utilizada para isolar
subpopulagoes de células especificas, com base nos seus antigenos de superticie, tais como células CD34+ ou CD133+
para aplicagdes angiogénicas (64, 66, 67,101). A selecao celular de base imunoldgica estd limitada a subpopulagdes de
células homogéneas que tém um painel de marcadores bem definido. Contudo, a utilizacdo de populagoes de células
estaminais altamente homogéneas em abordagens intraoperatérias pode impedir uma regeneragdo eficiente. A prova
experimental apoia a ideia de um balanco delicado e complexo entre diferentes mecanismos putativos. Apesar das
populacdes de células estaminais altamente homogéneas permitirem o desenvolvimento de uma
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técnica de terapia mais controlada e definida, descartar outros componentes celulares pode perturbar o
equilibrio entre os importantes processos de regeneracdo que envolvem diferentes tipos de células e sinalizagcao
tréfica relacionada. O isolamento de células progenitoras mesenquimais pelo método de base imunolégica, é
limitado pelo facto de que o perfil antigénico exibido por estas células ndo ser tnico. Assim, as células
progenitoras mesenquimais nao podem ser associadas a um tipo de fendtipo celular em particular, e ndo hd
consenso em relacao a que anticorpos usar para os isolar. As estratégias focadas em métodos para atingir o
isolamento de populagdes celulares relevantes numa sé etapa, sdo cruciais para o sucesso das terapias
intraoperatdrias com células estaminais.

No campo da ortopedia, foram elaborados protocolos baseados na tecnologia RCS, em substratos
apropriados que promovam a fixagdo rdpida das células progenitoras de tecido conjuntivo. Substratos como
enxerto de osso esponjoso, hidroxiapatite porosa, e microesferas de fibrina, sdo usados para concentrar e reter
seletivamente células progenitoras mesenquimais da medula 6ssea integral (17, 18, 20, 22, 102). Contudo, em
alguns casos, o espaco de tempo do isolamento ndo estd em sintonia com os requerimentos intraoperatorios, e
os materiais usados até a data nao sdo os ideais, uma vez que sao significativamente limitados no que diz
respeito as suas propriedades mecénicas, disponibilidade, e risco de transmissao de doencas. Por isso, existe
uma grande oportunidade de otimizar e expandir a utilidade e o ambito destas abordagens RCS
intraoperatdrias.

DESAFIOS E PROXIMAS ETAPAS

Para tirar partido dos desenvolvimentos alcancados no campo das terapias baseadas em células, alguns tépicos
deveriam ser analisados cuidadosamente, e os avangos e progressos relativos a estes assuntos aumentariam
significativamente o impacto das terapias celulares intraoperatérias. O nimero limitado de células disponivel para
aplicacdo, sem prévia expansdo celular, pode limitar o potencial das terapias celulares intraoperatérias. Portanto, o
desenvolvimento de estratégias para aumentar o rendimento do isolamento celular durante o espago de tempo
intraoperatério, € altamente recomendado. Um método denominado SELEX (evolugio sistematica de ligandos por
enriquecimento exponencial) mostrou resultados de isolamento promissores quando usado para alcancar células
estaminais mesenquimais da medula Gssea integral (103). Este método usa aptameros, como ADN de cadeia
simples ou moléculas RNA, com grande afinidade e especificidade para as proteinas de membrana das células alvo.
Os aptameros funcionam como sondas moleculares para assinaturas moleculares de células que ndo apresentam um
painel de marcadores de superficie altamente especificos (104). Apesar dos relatérios mais recentes de terapias
celulares intraoperatdrias nao explorarem o tecido adiposo como uma fonte de células progenitoras, alguns autores
propoem métodos para a geragdo intraoperatéria de terapias celulares autélogas baseadas em células lipoaspiradas.
O isolamento celular do tecido adiposo pode ser otimizado através da selecio apropriada do tratamento enzimadtico,
das etapas de lavagem e centrifugacio, e a disponibilidade de dispositivos de grau clinico para o isolamento celular
a partir de tecido adiposo (por exemplo, Celution® da Cytori Therapeutics e Tissue Genesis Cell Isolation System’rM
da Tissue Genesis) (105, 106). Contudo, os métodos que requerem a manipulacio extensiva das células na sala de
operagdes, como o uso de enzimas, podem levar a processos de aprovacdo regulatérios prolongados. Para além
disso, estao a ser feitos esforcos para desenvolver estruturas celulares adiposas, através da utilizagao de materiais
diferentes que promovam a rdpida fixacdo das células da fragdo vascular estromal do tecido adiposo, que sdo
conhecidas por incluir células progenitoras e multipotentes. Suportes poliméricos biodegradaveis, poli(L-lactida-co-
caprolactona) macroporoso, e colagénio poroso natural tipo IIII foram propostos para um procedimento cirdrgico
de uma etapa para aplicagdes na engenharia de cartilagem e tecido dsseo. Estas técnicas promoveram a fixacdo
celular apdés 5-10 min, e uma grande por¢ao das unidades de fibroblastos formadoras de colénias dentro da fragdo
estromal vascular aderiu preferencialmente aos suportes poliméricos (107). As células da fragdo vascular estromal
também podem ser incorporadas num hidrogel de fibrina, através do método proposto por Bensaid et al. (108). Os
hidrogeles permitem a propagacdo imediata das células e podem
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ser usados como revestimento para materiais substitutos de osso na engenharia intraoperatéria de enxertos
osteogénicos (109).

Estratégias para incorporar estimulos quimicos e fisicos para direcionar o destino das células in vivo, sdo
fundamentais para o sucesso das terapias celulares intraoperatérias. Estimulos adicionais podem ser cruciais
para a promocao da proliferacio e sobrevivéncia celular ajudando assim a alcancar um niimero suficiente de
células para um resultado positivo. Tal estratégia pode ser concebida como uma estimulacdo de duas etapas,
primeiro para promover a expansao celular, de modo a alcancar uma concentracao celular 6tima, e em
seguida direcionar a fun¢do celular para os mecanismos regenerativos desejados.

O uso de populacdes celulares ndo fracionadas nas terapias celulares intraoperatérias leva a produtos
celulares mal definidos devido a sua heterogeneidade e falta de compreensdo do seu destino e fung¢io in vivo.
Esta heterogeneidade também impede a generalizacdo dos resultados de diferentes grupos devido a diferencas
nos pacientes, condi¢des de processamento, fonte celular, e outros pardmetros clinicos que tém um grande
impacto no fenétipo celular. A caracterizacdo mais completa das diferentes populacdes celulares e suas
propriedades, representa uma condicao necessdria para o futuro desenvolvimento de terapias celulares
intraoperatorias eficientes. O controlo preciso de células endégenas e implantadas in vivo € crucial para a
definicdo das populacdes celulares e dos seus mecanismos terapéuticos, de modo a elaborar estratégias
eficientes em termos de isolamento celular, escolha das populacdes celulares adequadas, aplicacdo celular,
momento do tratamento, e controlo do destino das células in vivo. Apesar da heterogeneidade das células
representar um desafio no que toca a melhor elucidar os mecanismos regenerativos, ¢ também um elemento
chave dos diversos efeitos terapéuticos das células.

A variabilidade de paciente para paciente em termos do nimero de células progenitoras também representa
um desafio para a técnica intraoperatéria em si (15). Atualmente, o nimero de células progenitoras &
determinado através de ensaios in vitro, que requerem cultura celular, como ensaios de unidades formadoras
de colénias de fibroblastos; e, portanto, o nimero de células progenitoras aplicadas intraoperatériamente €
definido retrospectivamente. Existe a necessidade de se avaliar intraoperatériamente o niimero de células
estaminais e progenitoras que foram recolhidas e que serdo aplicadas, o que aumenta o nivel de complexidade
desta abordagem. Se considerarmos a variabilidade do paciente em termos do nimero de células com
diferentes fenétipos, o conceito de selegio celular torna-se apelativo porque permite a padroniza¢ao do niimero
apropriado de células, apresentando um fendtipo bem definido, a ser aplicado. Contudo, esta padronizacdo
requer a elucidac@o de assinaturas especificas de subpopulacoes celulares relevantes.

As estratégias de aplica¢do celular tém um grande impacto nos resultados das terapias celulares. Os
métodos de aplicagdo deveriam promover a sobrevivéncia celular e a funcio celular direta para maximizar os
resultados positivos. Um relatério recente propde o desenvolvimento de uma abordagem de terapia celular
intraoperatéria para o revestimento do enxerto vascular autélogo, que promoveria a recelularizacdo de
homotransplantes ou xenoenxertos descelularizados, para minimizar complicagdes apés o implante (101). A
estratégia centra-se na aplicac@o de células CD133+ derivadas de medula éssea integrada em fibrina autéloga,
administrada via spray, utilizando o sistema Vivostat” disponivel no mercado. Este conceito tira partido das
propriedades promissoras da fibrina como uma matiz extracelular para a angiogénese: A fibrina é capaz de
sustentar o processo de auto-organizacao das células mononucleares derivadas de medula dssea, e produzir
estruturas vasculares em matrizes avasculares de fibrina 3D (110), e as estruturas tubulares de fibrina
conseguem resistir a deformacio circunferencial devido a deposi¢do de colagénio das células intersticiais
alojadas sobre as construcoes, levando a um aumento da resisténcia a tracdo (111). No entanto, devido a
deformacdo da matriz de fibrina transplantada, causada pelo processo fibrinolitico antes da conclusdo do
enxerto, a estabilizacdo quimica da fibrina ou outras alternativas, devem ser desenvolvidas para melhorar a
estabilidade do revestimento durante o periodo de enxerto.

As limitacOes na conceg¢do de virios estudos clinicos intraoperatdrios prejudicam seriamente a interpretacao
das informagdes clinicas, comprometendo a capacidade de tirar conclusdes vélidas. Entre as limitacoes mais
frequentes destes estudos, estdao o niimero reduzido de pacientes, falta de controlos (devido a questdes priticas e
éticas),
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critérios de inclusdo de paciente (os pacientes que aceitam participar em estudos para novas terapias,
normalmente passaram jd por vdrios tratamentos sem sucesso, € por isso representam o pior cendrio
possivel aquando do comeco da terapia celular intraoperatéria), e a auséncia de acompanhamento a longo
prazo. Os ensaios clinicos aleatdrios, duplo-cegos, controlados, sdo especificamente requeridos para a
validacdo das abordagens intraoperatérias mais promissoras. Apesar destes desafios, existem grandes
oportunidades de traduzir estas investigagdes bdsicas e estudos clinicos preliminares, em tratamentos
clinicos amplamente disponiveis e assim, impulsionar ainda mais o progresso jé feito neste campo.

SINTESE:

Nos tltimos anos, a terapia celular intraoperatéria emergiu como uma importante e empolgante abordagem
que tem o potencial de curar vdrias condicoes médicas. As abordagens intraoperatdrias, que utilizam
muiltiplos tipos de células, jd se mostraram seguras e eficientes para vdrias indicagoes. Para além disso,
muitas abordagens estao a ser desenvolvidas para aumentar o impacto terapéutico, otimizar os resultados
pretendidos, e ultrapassar limitagdes atuais— nomeadamente, a baixa produtividade dos métodos de
isolamento celular e falta de controlo do destino e funcdo das células apds implantacdo. O desenvolvimento
destas abordagens depende da identificacio de subpopulacdes relevantes e da compreensdo dos
mecanismos regeneradores através de diferentes perspetivas, desde a biologia mais basica, até a patologia
geral. A terapia celular retine um conjunto de disciplinas: biologia, quimica, ciéncia de biomateriais,
medicina, e engenharia, entre outros. Por isso, deveria ser feito um esforco para desenvolver estudos
colaborativos, que tirassem proveito dos desenvolvimentos mais promissores em cada campo. Por
exemplo, a revisdo por Discher et al. (112) sublinha a importincia das abordagens integrativas para melhor
controlar a func@o estaminal, tais como o uso de combinagdes de citocinas, sistemas de materiais incluindo
componentes de matriz extracelulares, e interagdes biomecanicas, bem como uma abordagem de sistemas
de biologia para melhor prever o comportamento das células estaminais in vivo. Embora haja uma
oportunidade importante de melhorar e expandir a utilidade das terapias celulares intraoperatdrias
existentes, o esclarecimento dos mecanismos regenerativos principais que articulam uma resposta
terapéutica favordvel e a conducdo de estudos clinicos mais controlados, deveria permanecer uma
prioridade.
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Abstract

Stem cells hold significant promise for regeneration of tissue defects and
disease-modifying therapies. Although numerous promising stem cell ap-
proaches are advancing in clinical trials, intraoperative stem cell therapies
offer more immediate hope by integrating an autologous cell source with a
well-established surgical intervention in a single procedure. Herein, the ma-
jor developments in intraoperative stem cell approaches, from in vivo models
to clinical studies, are reviewed, and the potential regenerative mechanisms
and the roles of different cell populations in the regeneration process are
discussed. Although intraoperative stem cell therapies have been shown to
be safe and effective for several indications, there are still critical challenges
to be tackled prior to adoption into the standard surgical armamentarium.
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INTRODUCTION

Regenerative medicine promises to restore structure and function to damaged tissues and organs.
Approaches utilizing exogenous cell sources typically harness stem cells or progenitor cells and are
currently being tested in hundreds of cell therapy clinical trials. These trials include cells derived
from both autologous and allogeneic sources. In particular, intraoperative cell therapies, which
integrate autologous cell-based therapy with surgical interventions into a single procedure, offer
enormous hope for the near future, and some approaches have already reached clinical fruition.
The intraoperative cell therapy process typically includes tissue harvesting and processing to ob-
tain the desired cell product, surgical intervention depending on the clinical application, and cell
delivery (see Figure 1). Intraoperative cell therapy benefits from the accessibility and safety of us-
ing the patient’s own cells, which do not trigger an immune response, and from the many relevant
cell types that can be harvested using minimally invasive techniques. This therapy also circumvents
many of the limitations of exogenous cell therapy by avoiding in vitro cell manipulation and costly

£
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ik Tissue Application-specific
harvesting —_— intraoperative strategy
Surgical intervention
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Figure 1

Intraoperative stem cell therapy. (2) The intraoperative cell therapy process typically includes tissue harvesting and processing to obtain
the desired cell product, and an intraoperative cell delivery strategy that depends on the clinical application. (4) The intraoperative cell
therapy process starts with autologous tissue harvesting. Tissues, including peripheral blood, adipose tissue, and bone marrow, can be
used as sources of stem cells (green box). The tissue can then be processed using multiple methods (b/ue box) to obtain the desired cell
product (orange box). The stem cell therapy can be applied as an adjunctive treatment in combination with surgery or an interventional

treatment (yellow boxes).
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cell expansion, the need for Good Manufacturing Practice facilities, the need to hire personnel with
cell culture training, the potential for contamination, and a second procedure (at a different time
point) to harvest the cells. It may be beneficial to avoid cell culture to limit phenotype changes that
can occur when cells are removed from their native microenvironment for an extended time frame.
Additionally, strategies performed entirely within the operating room (without culture expansion)
may reduce the wait time to surgery. Importantly, the US Food and Drug Administration, the
European Medicines Agency, and other regulatory authorities generally consider adult cell
products as biological products that can be divided into two categories: minimally manipulated
biological products (e.g., autologous blood products, including platelet-rich plasma or platelet
concentrate, and allogeneic blood products, such as bone marrow or umbilical cord blood),
and manipulated biological products such as culture-expanded mesenchymal stem cells (MSCs).
Certain intraoperative cell approaches fit under the minimally manipulated biological product
category, in which extensive clinical trials are not required, thus accelerating potential translation
to the clinic. The primary focus of this review is to present an overview of autologous cell therapy
approaches in which cell products are harvested, minimally manipulated, and delivered to the
patient on the same day.

INTRAOPERATIVE STEM CELL THERAPY

To date, conventional intraoperative stem cell approaches have been rather simplistic, typically
utilizing whole bone marrow without a cell concentration strategy or specific methods to deliver
the cells or to control their function in vivo. The field is rapidly evolving toward achieving greater
control over the cell composition, phenotype, and function in vivo by harnessing bioengineering
approaches. These approaches include the concentration and selection of stem cell or progenitor
populations, along with the incorporation of biomaterials including scaffolds or matrices with
appropriate chemical and physical properties to promote rapid attachment of specific cell types
or to direct cell fate in vivo. Table 1 summarizes published studies about intraoperative stem cell
therapies, including those describing preclinical models, case reports, and clinical trials to treat a
wide array of acute and chronic conditions. In the following sections, we describe intraoperative
approaches that have been developed for several clinical applications, focusing on the technical
procedures and clinical outcomes.

Osteogenesis

Natural bone grafting materials have evolved over the past two centuries to include autologous
or allogeneic grafts of cortical bone, corticocancellous bone, cancellous bone, and demineralized
bone matrix (1). The first intraoperative bone autograft was performed in Germany in 1820,
yet this procedure did not become common clinical practice until F.H. Albee summarized his
experience with 3,000 autologous bone grafting procedures in 1915 (2). Autologous cancellous
bone that includes bone chips, a heterogeneous population of cells, and several growth factors has
become the gold standard for osseous regeneration and reconstructive procedures that produce
the most successful and predictable clinical results. This success has been attributed partially to
the presence of cells within the graft (3). The history of and progress with bone autografts have
been extensively reviewed elsewhere (3). Here we focus on the use of intraoperatively aspirated
and delivered marrow stromal cells.

The first intraoperative cell therapies to promote osteogenic regeneration utilized bone mar-
row that was aspirated via a needle and then injected percutaneously into bone defects (4-8).
Compared with performing a bone autograft harvested from the iliac crest, injecting autologous
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marrow is less invasive and results in fewer complications at the donor and recipient sites (6, 9).
Percutaneous injections of whole bone marrow mixed with demineralized bone powder were also
delivered to bone cysts to successfully halt the expansion phase and promote cyst ossification (10,
11). Although autologous bone marrow has been used to augment osteogenic wound healing for
decades, the exact mechanism mediating this response is not clear, given that isolated bone mar-
row is extremely heterogeneous (i.e., is composed of multiple cell types) and contains an array of
cytokines, extracellular matrix components, and often small pieces of bone.

A possible correlation between effectiveness of bone marrow and cell concentration (12)
prompted investigation into methods to sort cells prior to transplantation. For example, subpopula-
tions obtained by density gradient separation of bone marrow showed increased osteogenesis (13).
Furthermore, in the late 1980s, Connolly et al. (14) proposed a method to enhance the osteogenic
potential of an injectable bone marrow preparation through concentration of bone marrow nucle-
ated cells by centrifugation. The concentrated bone marrow significantly increased osteogenesis,
resulting in enhanced regeneration as assessed radiographically. An important clinical study by
Hernigou et al. (15) evaluated the correlation between the number of bone marrow—derived pro-
genitor cells (determined by fibroblast colony-forming units) and the extent of bone healing in a
tibial shaft nonunion. The investigators observed a threshold for the total number of progenitor
cells present in concentrated bone marrow (equivalent to a cell concentration of 1,000 progenitor
cells per cubic centimeter) required for the success of the treatment (union of the tibial shaft
fracture). As an alternative to centrifugation to concentrate cells for osteogenic applications, work
from George Muschler’s (16) laboratory in Cleveland demonstrated the feasibility of selective
cell retention (SCR) technology (see Figure 2) for rapid isolation and concentration (3-4x) of
connective tissue progenitor cells within the operating room, from fresh bone marrow aspirates
and vertebral bodies. Through the use of this process, bone graft performance was enhanced. SCR
is technically simple and fast: The porous, biocompatible, and implantable substrate, which has
surface properties that promote rapid attachment of connective tissue progenitor cells, is loaded
into a syringe, and the bone marrow is passed through the matrix samples at a low flow rate
to obtain composite graft enriched in progenitor cells. Muschler et al. (17) examined cancellous
bone as the matrix and the impact of a bone marrow clot (bone marrow aspirate harvest without
heparin) in animal models for spine fusion. The clinical outcome was assessed using the union
score (degree of union, from 0% to 100% complete fusion of both facet joints and the entire
lamina), quantitative computed tomography (to determine the bone volume, bone density, and
cross-sectional area of the fusion mass), and mechanical testing (load displacement curves were
generated to calculate stiffness, maximum load, displacement failure, and total energy failure).
The results show that the combination of the enriched cellular bone graft and bone marrow clot
permits one to achieve significantly improved clinical outcomes than those of either technique
alone (enriched bone graft or bone graft plus bone marrow clot). The authors present several
hypotheses for the positive effect of the bone marrow clot on the graft efficacy: The fibrin clot
may provide mechanical stability and act as a scaffold for the transplanted and endogenous cells;
the degranulation of platelets provides a supplement of osteogenic cytokines, namely, platelet-
derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factors (FGFs),
and transforming growth factor 3 (TGF-p); and the fibrinolytic activity of the bone marrow clot
may serve as a source of angiogenic factors.

Muschler et al. (18) also explored demineralized cortical bone as an alternative matrix for SCR,
using the same animal model for spinal fusion and the same methods to evaluate the outcome.
Augmentation of cell delivery with demineralized cortical bone powder and cancellous bone ma-
trix has been extensively explored for intraoperative osteogenic applications, given their successful
track record for promoting new bone growth. Ideally, materials should be osteoconductive (i.e.,

www.annualyeviews.org  Intraoperative Stem Cell Therapy

103



UOneuLIoy
afe[naed aurfedy
uuu_n::Cu jou F—MﬁOﬁ—N

Surpeas [28 uLqy you-1d[E[]

Axaarjop avsodwor)
uoneredasd

ausoduios ey
(2amidEIOId W [EIPUOYIQNS
10/pUE JUDUIAPLIGIP

uorsa)) uonetedard uoisay

UONENUIIUOD/UOTIE[OST [[27)

104

muuﬁuun—a duelquaw M._::U—:vﬁ:u..— Jjo muu.wwnu—u uonda[od
pue sONIV proe druom edf] SNOLIEA Ul UONEIAUIFL poojq [eaaydriaduonendse
6€ »T»INM SONIV hb—u?aa CUMG——OU —ﬁ.—_u:D;USDumo Modreur duog m_mvﬂvmo-—@:a:uowumo
uonalut [[22 Areuolodenur
uonoey Eﬂvmuunv_u \:u.:v.—NUC;.ﬂ:ﬁ.::H
I[NDLOUDA YI[ UI dSEAIDU] Bunyeid
SeaIe J0IRFUI sseddq L1oae Areuoson)
SONIN uo \mu_—p‘vﬁb:avu _Ju.)o.—Q:._H CDE&.EEUUEOQ\EQCN—Q,AM =UU
99-6¢ S[2 L€€1AD - uosnyiad [ed0] pasueyuyy uoneadse soLew suog
awn Azaarap 22
Bupjjem 2a-ured ‘ured AR[NOSEARIUL/IR[NOSTURAU]
1521 Ut syuawaAoadury UONENUIIUOI/UONE[OST [[27)
qu—uun—Q wﬂ—_—ﬂu_.— punopy uonaaod
pue SONIV adeaes quury pooyq resaydurad /uonendse
95—t ‘T SONIV - uotsngrad pooyq pasearouy AMoLreur duog
SIDUDIYY uonemdod [jp0) S[ELIDIEWOIg wodInQ 2anpadoad [ea18ans [erauss)
sardeaarp 199 aanesadoenur jo suoneordde esunp jo sajdurexy 1 aiqey,

*AJuo asn [euosiad 10 ‘T1/QE/01 UO (OIPAY () OTAY P APRPISIdALU( :U0-q Aq
B10°SMITAI[ENUUR MMM WOL] PAPRO[UMO(] "6HE-STEH 1 TI0T "SUH "paworg "Ady "nuuy

Coelho o Cabral » Karp

330



1192 poolq pas ‘D

5 reapnuouow ‘NN ‘uold snsusfoydiowr auoq ‘qvg ‘sotrew suoq ‘g eydsoyd wn

dLN-239q ‘dD) [-¢ suon!

F11°07 ‘81 °L1 S22 e
SONIN
67-ST ‘€T SI22 NG
11°01 S[[2> Wi
s1aped
17°61 PUe S[[20 W g
s1ape(d
Put SONIN
s1opaaed pue
€11 °0€ 7T SOGY SONIW
ST %1 6+ S[122 Wd

SN

spaod uadefjon

doa-d

anededxoipAy
sdiyo

2u0q SNO[[PIUE))
XIew 2uoq

pazijeaauTwaC]

uorsny [eutds nyssasong

uonvyueidsuen asoduwior)
:C_uﬂwvm.‘ [e1qa1 A
uoneredaid ansoduwiory
UONENUDUOD [[27)
uonexndse mowrew suog

uorsny surdg

u0I1ss2.15a.1 UOISA| DRODAN]
A5EISIP AU

jo uoissasdoad pafep(q

uonINpal ureq

_E.-Uum—,:
yead s Supped 1ajq
uoneiedaid aysoduwior)
Cawmwu.—n_:-orduﬁ E29)
UOREHUDUOD [[27)
uoneadse moLrew suog

SISOID3U0IS()

uonesyIsso 1547
Bunjey uoisuedxa 1547

Bupy 3545 suog

(Suxnu aeardse

MoLew 2uoq pue [25

XLOEUW dUO( PIZI[EIdUNUAP)
uoneredaid ansoduiory
uonesidse morew suog

Judunean
1540 auog

uononnsuodax dif 1§17

1§20 Ie[02A[E O1uT Sunpeg
uoneiedard ansodwor)
UONENUIIUOD [[37)
uonexdse moLrew suog

SNJOIA[E Y32
10§ uonesaURFaI
AUOQ IB[OIA]Y

uone1duadal auog

Suyy 095
uoneredaxd yeiry
UONENUIIUOD [[27)
uonexndse moLreur auog

Surpeay
122j2p auog

s15aU2 50215

“A[uo asn [euosiad 104 Z1/0€/0] UO (OJIDAY[)) OIIRAY P APEPISIAALU() :U0-q Aq

B10°SMITAI[ENUUR MMM WOL] PAPRO[UMO(] "6HE-STEH 1 TI0T "SUH "paworg "Ady "nuuy

331

www.annualyeviews.org  Intraoperative Stem Cell Therapy

105



Annu. Rev. Biomed. Eng. 2012.14:325-349. Downloaded from www.annualreviews.org
by b-on: Universidade de Aveiro (UAveiro) on 10/30/12. For personal use only.

Selective cell retention
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Figure 2

Selective cell retention. After harvesting, () the bone marrow is drawn through (4) an implantable graft matrix. This process facilitates
matrix exposure to a high volume of bone marrow in a short time. The process is repeated until graft saturation is achieved. Several
porous materials can be used as a graft matrix, e.g., demineralized bone matrix, cancellous bone chips, hydroxyapatite, and B-tricalcium
phosphate. A higher fraction of mesenchymal progenitor cells are retained within the graft, whereas the retention of hematopoietic
cells is significantly lower (c). After enrichment the graft is ready for implantation, although postprocessing procedures such as addition
of whole bone marrow or platelet-rich plasma can be performed to improve graft handling properties and to improve the therapeutic
potential of the graft. Figure was produced using Servier Medical Art (http://www.servier.com/servier-medical-art).
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they should present chemical and physical surface properties that promote osteogenic cell attach-
ment and migration) and osteoinductive (i.e., they should stimulate osteogenic differentiation).
B-Tricalcium phosphate (3-TCP), another material that has been extensively studied as a scaffold
for tissue engineering of bone, was also evaluated as a matrix for intraoperative stem cell therapy
settings—namely, for alveolar bone regeneration for cleft alveolus and also for spine fusion (19-
21). In vitro assays have shown that MSCs can adhere to the porous structure of B-TCP within 2 h
of combination and can sustain cell proliferation, making them a good candidate for intraoperative
applications (20). The efficacy of SCR was also tested using a mixture of demineralized bone and
cancellous chips clotted with platelet-rich plasma in a canine critical-size segmental femoral defect
model (22). At 16 weeks, 100% response was obtained, which is equivalent to the results of the
standard autograft method to repair critical-size defects. A preliminary clinical report describes
the short-term (2-year) results of the intraoperative approach to treat three patients with extensive
secondary osteonecrosis of the femoral condyles (23). This treatment, which combined decompres-
sion and debridement of the necrotic lesion and the commercial SCR system, facilitated recovery
of knee function. The SCR system was introduced in 2003 as Cellect® by DePuy Biologics (a
Johnson & Johnson company), in combination with bone graft substitutes, as a minimally invasive
therapy for spinal fusion that removed the need for bone graft harvesting. In general, the SCR
system shows results that are clinically comparable with those of bone autograft, without the mor-
bidity observed at the graft site. Challenges posed by this technology include a lack of control over
the transplanted cells (this challenge applies to most exogenous cell-based therapies) and difficulty
obtaining the quantities of cells that can be achieved through in vitro culture expansion (24).

In addition to the Cellect system, several automated blood cell processors are used for in-
traoperative concentration of blood or bone marrow to treat, for example, osteonecrosis of the
femoral head (25-28). These studies follow surgical protocols similar to those of the SCR system,
described in detail in the paper by Hernigou et al. (29). Briefly, the bone marrow is harvested with
the patient under general anesthesia, and the aspirated bone marrow is concentrated and injected
into the femoral head after core decompression. The surgical treatment was considered safe and
effective for symptomatic hips with osteonecrosis but without collapse (the clinical success drops
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from as high as 90% to lower than 50% when the procedure is performed after joint collapse).
After successful treatment, the patients experienced reduction in pain and other joint symptoms,
delayed progression of the disease, and necrotic lesion regression.

Importantly, osteoconductive and osteoinductive implants containing therapeutic agents with-
out an exogenous cell source can successfully promote new bone formation for the treatment of
fractures and for spinal fusion procedures. For example, the OP-1™ product, recently acquired
from Stryker by Olympus Biotech Corporation, is an osteoconductive and osteoinductive bone
graft material comprising recombinant human bone morphogenetic protein-7 (rhBMP-7) and
type I bovine collagen that has been used in approximately 40,000 patients. The product was
approved by the US Food and Drug Administration in 2001 for revision of posterolateral lumbar
spine fusion and for the treatment of long bone nonunion fractures; itis also approved in Australia,
Canada, Switzerland, and the European Union. The product is prepared in the operating room
by combining collagen and BMP-7 powders with sterile saline, and it is believed to activate and
recruit stem and progenitor cells upon implantation. A similar mechanism has been proposed for
bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), which is supplied via a collagen sponge in the Infuse®
bone graft (Medtronic) that was first approved in 2002 for use in anterior lumbar fusion surgery on
skeletally mature patients. Interestingly, some studies have examined improvement of these strate-
gies through intraoperative addition of autologous whole bone marrow. For example, through the
use of a canine femoral defect model (30), the delivery of an osteoinductive material (OP-1) with
bone marrow was examined. Although the addition of bone marrow promoted increased bone
formation in the center of the defect, no overall functional differences were observed between the
OP-1 implant plus bone marrow aspirate group and the OP-1 implant plus clotted blood control
group. Perhaps the results would have been different had selective populations of cells been used
in place of whole bone marrow. Whole bone marrow without prior concentration may promote
hypoxia and nutrient deprivation in the defect because bone marrow is metabolically demanding
owing to its high cell content. Therefore, it may be of interest to examine supplementing OP-1
or the Infuse bone graft with concentrated progenitor cells. Furthermore, growth factor therapy
such as recombinant BMP-2 is under great scrutiny, given the recent analysis showing that risks
for adverse events, including risks for ectopic bone formation, osteolysis, pain, new malignancy,
implant displacement, subsidence, infection, urogenital events, and retrograde ejaculation, are 10~
50 times higher than the original estimates (31). These risks may shift future bone regenerative
strategies to those that do not require the addition of recombinant growth factors.

Osteochondrogenesis

Large osteochondral lesions do not spontaneously repair; thus, interventions to restore cartilage
structure and function are required. Intraoperative approaches were developed for osteochondral
repair to avoid the need for two surgeries (associated with cell expansion strategies) and to address
challenges posed by the expansion of chondrocytes, which have limited regenerative potential. In
one example, bone marrow—derived mononuclear cells that were collected and separated intraop-
eratively were mixed with autologous fibrin gel and delivered by injection to stimulate chondral
regeneration within a full-thickness rabbit articular cartilage defect model (32). Treatment us-
ing autologous bone marrow—derived mononuclear cells promoted superior cartilage repair when
compared with treatment using autologous peripheral blood-derived mononuclear cells mixed
with autologous fibrin gel, or fibrin gel alone. Interestingly, although several studies have shown
that fibrin gel has potential as a scaffold for cartilage, the results obtained with the fibrin gel alone
were inferior to those of the repair obtained with no treatment. It is critical to consider that fib-
rin composition can dramatically impact cell invasion by endogenous cells and bone formation.
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Recently, Giannini et al. (33) developed a one-step intraoperative arthroscopic repair technique
using bone marrow—derived cells to repair talar osteochondral lesions and validated the application
of this procedure to osteochondral lesions of the knee (34). The surgical procedure begins with
bone marrow aspiration with the patient under general or spinal anesthesia. After bone marrow
collection, the buffy coat is concentrated using Harvest Technologies’ SmartPReP BMAC™ sys-
tem. In parallel, surgeons start the arthroplasty, which includes lesion debridement, composite
preparation (mixing the buffy coat with collagen powder or combining it with a hyaluronic acid
membrane) and delivery, and composite stabilization using autologous platelet-rich fibrin gel. Pa-
tients experienced improvement of joint function with satisfactory graft integration and varying
degrees of tissue remodeling, as indicated by the presence of proteoglycans and type II collagen,
hyaline cartilage markers. Nonetheless, by the end of the follow-up period (24 months postoper-
atively), the histologic evaluation did not show complete hyaline cartilage. The short follow-up
period, the small number of patients (48 for the ankle and 20 for the knee), and the limited number
of biopsy specimens limit the conclusions that can be drawn from these studies. However, these
studies represent a step toward osteochondral regeneration using intraoperative cell approaches.
Another single-step surgical procedure for the treatment of osteochondral lesions, proposed by
Benthien & Behrens (35-37), is termed Autologous Matrix-Induced Chondrogenesis (AMIC®),
reviewed by Steinwachs et al. (38). It combines subchondral microfracture with the fixation of a
type I/11I collagen membrane with fibrin glue or sutures. To increase the number of stem cells in
the osteochondral defect, the standard AMIC technique (which relies on recruitment of MSCs
stimulated through microfracture) was combined with the intraoperative delivery of concentrated
bone marrow (39). The combined surgical procedure encompasses bone marrow harvesting, bone
marrow concentration using Biomet’s MarrowStim™ concentration kit, lesion debridement,
microfracturing, collagen membrane preparation, placement of the concentrated bone marrow,
and stabilization of the membrane using fibrin glue. Although the addition of bone marrow has not
been conclusively demonstrated to be advantageous, increased numbers of MSCs were observed
in the iliac crest bone marrow compared with numbers in blood induced by the microfracture
procedure. The cartilage repair of osteochondral lesions may be related to the survival of a
small number of progenitor cells that are delivered into the defect, promoting the early-stage
regeneration process. This hypothesis is supported by the evidence of bone marrow-derived
MSC survival, up to 24 weeks after transplantation into an osteochondral defect (40). Although
bone marrow stimulation techniques such as microfracturing may increase the local level of
cytokines that promote cartilage repair and may induce progenitor cells to migrate into the lesion,
the microfracture-derived progenitor cells are too few to induce hyaline cartilage formation
by themselves. Therefore, the delivery of intraoperatively isolated cells may be important for
increasing the number of relevant cells in the defect and increasing their chance of survival.

Angiogenesis

Peripheral vascular disease (PVD) often results in reduced or blocked blood flow in the lower
extremities, which can lead to critical limb ischemia that is associated with rest pain and tissue
necrosis (ulcerations and gangrene). For some patients, revascularization is required to restore
tissue perfusion. However, direct intervention to restore blood flow (e.g., through bypass surgery)
is not always an option because the blockages are localized in distal small arteries. Therefore,
treatments that promote angiogenesis have become a therapeutic focus for these patients. A com-
prehensive review on therapeutic angiogenesis for PVD using autologous bone marrow cell trans-
plantation can be found in the paper by Matoba & Matsubara (41). The therapeutic application
of bone marrow mononuclear cells harvested and sorted intraoperatively for the treatment of
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critical limb ischemia patients was first reported in 2002 (42). This pilot study was motivated by
evidence that bone marrow mononuclear cells could support collateral vessel formation in animal
models (43, 44). Patients with bilateral leg ischemia received intramuscular injection of intraoper-
atively isolated and sorted bone marrow mononuclear cells (harvested from the iliac crest) in one
leg and peripheral blood mononuclear cells in the other leg, as a control. Ankle-brachial index
(the ratio between the blood pressure at the ankle and the blood pressure in the arm), rest pain,
transcutaneous oxygen pressure, and pain-free walking time were significantly improved in the
legs injected with bone marrow mononuclear cells. Additional studies have validated these results
and have included additional assessment measures including the perfusion blood flow increase
through perfusion scintigraphy, determination of endothelial dysfunction improvement, evalu-
ation of wound healing, and examination of follow-up improvement in symptoms and clinical
function (45-54). Furthermore, implantation of intraoperative bone marrow—derived mononu-
clear cells into ischemic limbs significantly contributed to reduced numbers of major amputations
(42, 45, 47-53). Another report describes a similar study using granulocyte colony-stimulating
factor, administered each of the five days prior to the operation, to mobilize peripheral blood
mononuclear cells (55). Distal intramuscular injection of bone marrow buffy coat was also pro-
posed as an adjunctive intraoperative cell treatment to be performed in combination with bypass
surgery and/or interventional treatment (56). Although several cell-based therapies to promote
angiogenesis involve an infusion of unfractionated mononuclear cells that contains stem and pro-
genitor cells with the capability to differentiate into multiple lineages, endothelial differentiation
appears to be favored (43, 44).

Although intramuscular injection is the main cell delivery route for PVD therapy, some cell
delivery strategies combine intramuscular injection and intraarterial injection. This combination
allows stem cells to reach targeted vessels and thus increases the concentration of stem cells in
ischemic muscle regions that are still perfused (48, 56).

A fullyautomated system (the Tissue Genesis Cell Isolation System ™) to isolate stem cells from
autologous adipose tissue harvested by liposuction is being explored in an ongoing phase I trial for
treatment of PVD (57). After the tissue is processed in the operating room, the obtained stem cells
are seeded onto the inner surface of standard prosthetic grafts to promote graft endothelialization
and avoid clot formation. The first patients treated with this method regained sensation in the leg
and toes and started to walk without debilitating pain (58).

Cardiac Applications

It is compelling to consider intraoperative stem cell therapy for the treatment of ischemic myo-
cardium on the basis of the potential for transplanted cells to inhibit apoptosis and scar forma-
tion, to promote connective tissue remodeling and production of extracellular matrix, to trigger
endogenous stem cell homing, to modulate inflammation, and to promote angiogenesis with the
hope of regenerating healthy myocardial tissue. Intraoperative administration of bone marrow
cells, via intramyocardial or intracoronary injection, has been applied following coronary artery
bypass grafting (CABG), for example, to enhance angiogenesis and myocardial repair. This tech-
nique can be augmented with the application of autologous fibrin glue immediately after cell
injection to avoid loss of cells due to regurgitation (59). Although the majority of the clinical
trials combining CABG and autologous stem cell transplantation have employed whole bone
marrow—derived mononuclear cells (59-63), other studies used CD133* cells sorted intraop-
eratively through immunomagnetic cell separation systems (64-66). An intraoperative method
to isolate bone marrow—derived CD34* cells for cardiac therapy was also proposed: It involves
rapid erythrocyte depletion using hydroxyethyl starch and low-speed centrifugation, followed by
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immunomagnetic CD34" cell sorting (67). In general, intraoperative isolation and application of
cells have promoted revascularization, resulting in enhanced myocardial perfusion, and contractil-
ity of infarct areas, leading to improvement in left ventricular ejection fraction (59, 65). Although
injection of bone marrow-derived MSCs into peri-infarct areas may improve contractility and
although injection of cells into the central zone of the myocardial infarction can promote angio-
genesis, myogenic differentiation, and reverse ischemic remodeling (68), administration of bone
marrow—derived cells directly into nonviable scarred myocardium does not appear to improve
contractile function (62, 68). Therefore, when considering the cell delivery strategy for the re-
generation of damaged heart tissue, it may be important to consider multple sites of injection,
including viable, peri-infarct areas and the central zone of the myocardial infarction (68).

REGENERATIVE MECHANISMS

Discerning the mechanisms that mediate the therapeutic effects of intraoperative stem cell thera-
pies is a daunting task, and current data are insufficient to draw substantial conclusions. This is not
surprising, given that the majority of the intraoperative stem cell studies focus on the assessment
of safety and feasibility and thus, for the most part, neglect the investigation into mechanisms
responsible for the observed outcomes. Potential mechanisms include the following: (#) Stem or
progenitor cells within the transplant replenish progenitor cells in the host; (4) cells in the trans-
plant differentiate and produce de novo tissue; (¢) surviving (or dying) transplanted cells secrete
trophic, angiogenic, or immunomodulatory factors that provide signals to local endogenous cells
via paracrine signaling or to distant cells through endocrine mechanisms (which may result in mo-
bilization and homing of distant host cells). It is also possible that transplanted cells may fuse with
host cells (in a process known as cell fusion). The elucidation of mechanisms mediating functional
improvements is complicated by the heterogeneous composition of many of the intraoperatively
infused cell populations (e.g., bone marrow), where certain cell types may serve a dominant role
or multiple cell types may work together synergistically. Specifically, given that many intraop-
erative cell therapy approaches employ heterogeneous cell populations that may include stem or
progenitor cells, it is possible that positive outcomes may not be mediated by the stem or pro-
genitor cells. Also, given that cells are isolated and processed within the operating room, there is
likely considerable diversity in how cells are obtained, processed, and infused (despite efforts to
standardize procedures with well-designed kits and devices), and this diversity may impact mode
of action and outcome. Furthermore, one must not forget that, by virtue, intraoperative cell ther-
apies involve isolation of an autologous cell source; thus, there can be significant differences in
relative cell numbers and phenotypes, which may be a function of age, sex, race, body mass index,
ancestry/genetics, diet, and environment. The mechanism likely also depends on the specific ap-
plication (e.g., osteogenesis versus angiogenesis versus reduction of scar formation) and delivery
method (e.g., local injection, systemic infusion, or delivery in combination with a biomaterial).
Thus, many questions remain unanswered, and new techniques will likely be required to elucidate
in vivo biology related to how transplanted cells mediate therapeutic responses (69). It is also
likely that strategies to control the fate and function of cells following transplantation [e.g., by
engineering exogenous cells within the operating room (70)] will provide an axis to maximize
the therapeutic effect by harnessing specific mechanisms. These strategies should help reduce
variability of the response.

CELL SOURCES

Adult stem and progenitor cells can be intraoperatively harvested from several tissues including
bone marrow, adipose tissue, and peripheral blood. Bone marrow is the most common source, most
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likely because it can be easily accessed in a rapid manner and because several tools are available to
harvest marrow (from bone marrow transplantation). Bone marrow contains hematopoietic cells
and mesenchymal cells, in addition to other cells types that may play a role in promoting tissue
regeneration. However, one of the main limitations of intraoperative stem cell therapy approaches
is the limited quantity of harvested source material and the low yield of cell isolation protocols,
which typically yield stem cells at a frequency per mononucleated cell of 1 in 10,000 to 1 in
100,000 (71-74). To circumvent these challenges and to avoid the highly invasive procedure of
bone marrow harvesting that causes pain at the site of aspiration, alternative sources from which
to isolate autologous stem cells should be considered. For example, bone dusts, usually discarded
as waste during spinal fusion, were proven to be a source of stem cells (75). Adipose tissue is a
promising alternative source of cells that have multilineage differentiation potential, and it can be
collected through a less invasive method and in larger quantities than bone marrow, with minimal
morbidity upon harvest (76).

Several studies have established a comparative analysis among stem cells derived from different
sources (76-79). The study developed by Peng et al. (76) included immunophenotypic analysis of
stem cells isolated from rat bone marrow and adipose tissue, and it revealed a greater percentage
of CD44*, CD73", and CD90" cells in adipose tissue. Moreover, greater proliferation capacity
in cells isolated from adipose tissue is suggested by a higher and constant growth rate throughout
10 generations, a lower population-doubling time, the highest proportion of cell population in
S phase, and higher telomerase activity. These results are supported by other published studies
that focus on the assessment of different adult stem cell sources (77, 79). Adipose tissue could be
considered a good alternative to bone marrow for intraoperative applications on the basis of stem
cell abundance, frequency, and expansion potential. Although some patients might have limited
adipose tissue for autologous settings, owing to the high frequency of adipose tissue—derived MSCs
(their occurrence is 100 to 300 times higher than in bone marrow, and the number of stem cells
that can be isolated per unit volume of lipoaspirate is approximately 10-fold greater than that from
bone marrow), small adipose tissue reservoirs might be sufficient for stem cell isolation (77, 80-82).
The number of required stem cells also depends on the clinical applications. For example, freshly
isolated adipose tissue—derived stem cells from the infrapatellar fat pad are suitable for a one-step
surgical procedure to regenerate small focal cartilage defects; however, for larger osteochondral
defects, subcutaneous adipose tissue would be advisable (83). When harvesting adipose tissue for
intraoperative stem cell therapy, one must also consider that the tissue harvesting site and the
surgical procedure have an effect on the yield of stem cells. For instance, adipose tissue harvest
from the abdomen through resection or tumescent liposuction yields more stem cells compared
with ultrasound-assisted liposuction and the adipose tissue harvested from the hip/thigh region
(81, 84). In the review by Hoogendoorn et al. (85) about the status of cell-based treatments for
intervertebral disc regeneration, the authors propose a concept for a one-step procedure using
adipose tissue—derived stem cells for regenerative treatment of mildly degenerated intervertebral
discs and for spinal fusion of severe intervertebral disc degeneration. The adipose tissue should
be harvested by minimally invasive techniques and should be processed by enzymatic digestion
and centrifugal enrichment to obtain stem cells within a single surgical procedure lasting less
than 2 h. For spinal fusions, the authors suggest short-term ex vivo triggering of osteogenesis by
15 min exposure to BMP-2 (86), mixing stem cells with a porous calcium phosphate scaffold, and
implanting a bioresorbable polymer cage filled with the scaffold seeded with triggered stem cells.
This one-step procedure for spinal fusion is described in detail elsewhere (87). For the regenerative
treatment of mildly degenerated intervertebral discs, adipose tissue-derived stem cells, after cell
isolation, could be transplanted by injection into the intervertebral disc after appropriate ex vivo
cell triggering and cell carrier seeding. Case reports and phase I to I clinical trials using autologous
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adipose tissue—derived stem cells in a variety of fields are reviewed and discussed by Gimble et al.
(88).

POTENTIAL ROLES OF INTRAOPERATIVELY PROCESSED
AND TRANSPLANTED CELL PRODUCTS

Given that many intraoperative cell therapy approaches take advantage of the heterogeneous cell
populations contained in the bone marrow, there remains controversy about the specific subpop-
ulations responsible for the different regeneration mechanisms and about the role of transplanted
cells versus endogenous cells. The majority of intraoperative cell therapies used to promote an-
giogenesis for PVD patients infuse unfractionated mononuclear cells, and some authors suggest
that the synergetic effect of different cell populations on the promotion of angiogenesis in PVD
seems to involve bone marrow-derived CD34" cells that express receptors for basic fibroblast
growth factor (bFGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin-2. These
authors also suggest that the CD34~ fraction is responsible for secreting the angiogenic factors
(bFGF and VEGF) and angiopoietin-2, which stimulates CD34* to form collateral vessels and
promotes the maturation and maintenance of the newly formed vessels (42, 45). The bufty coat
contains high numbers of CD34* and CD133* cells, a significant subset of which also coexpress
vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2), and CD34*CD133+*VEGFR-2" cells
were defined by Peichev et al. (89) as functional endothelial progenitor cells. However, Case
et al. (90) claim that the CD34" fraction of mononuclear cells (derived from granulocyte colony-
stimulating factor-mobilized peripheral blood and umbilical cord blood) that also coexpresses
CD133 and VEGFR is positive for CD45 (>99%). The authors also state that this cell fraction
(CD34*CD45") is a distinct and primitive hematopoietic subpopulation, as opposed to a popula-
tion of endothelial progenitor cells, and therefore cannot form new blood vessels. However, the
CD34"CD45~ cell fraction was enriched in endothelial colony—forming cells. This finding illus-
trates the importance of defining precise biological potential of different stem cell subpopulations
to design more effective stem cell therapies.

The promotion of angiogenesis by the injection of bone marrow-derived cells into ischemic
myocardial areas seems to play a critical role in the improvement of regional cardiac performance.
The injection of bone marrow—derived mononuclear cells contributes to improved myocardial
perfusion owing to an increase in the myocardial microvessel density. The myocardial perfusion
improvement seems to be positively correlated with the number of CD34+ cells transplanted (60).
The majority of studies fail to show direct evidence of cell fate after transplantation. For instance,
there is no evidence that the therapeutic effects can be attributed to the differentiation of the trans-
planted cells into cardiomyocytes. In a study by Ang et al. (62), bone marrow—derived mononuclear
cells were injected into scarred myocardium to prevent the effects of functional improvement in
viable myocardium following revascularization. Therefore, the functional assessment was focused
only on revascularizing chronically scarred, nonviable myocardium. This way, any difference in
function could not be attributed to differences in perfusion. The injection of bone marrow—derived
cells did not improve the contractile function, suggesting that the bone marrow-derived cells do
not contribute to myocardial regeneration. Nonetheless, these results should not be extrapolated
to other clinical settings, such as acute myocardial infarction or chronically ischemic but viable
myocardium. The absence of myocardial regeneration may be due to the failure of cell engraftment
in chronically scarred and nonviable tissue.

Several osteogenic intraoperative cell therapies also involve the application of unfraction-
ated bone marrow cells or bone marrow-derived mononuclear cells. By contrast, SCR is based
on the concept that connective tissue progenitors are retained in the graft composite with
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significantly greater frequency than other bone marrow—derived cells. Connective tissue progeni-
tors are defined by colony-forming units that express alkaline phosphatase (73, 74, 91). In addition
to alkaline phosphatase expression, connective tissue progenitors can be identified through other
markers such as STRO-1 (92) and activated leukocyte—cell adhesion molecule (93). Although con-
nective tissue progenitors are an obvious choice for osteogenic applications, other selected cell
types and cytokines play a key role in the establishment of optimal conditions for bone regenera-
tion. Therefore, intraoperative cell therapies for osteochondrogenic applications also include the
delivery of relevant cytokines for tissue regeneration, which can be achieved through autologous
platelet products. The delivery of platelet products, such as platelet-rich plasma or platelet-rich
fibrin gel, contributes to the stimulation of progenitor cells, and these platelet products act as
a chemoattractant owing to the release of growth factors by the « granules, including PDGF,
TGF-B1, TGF-f2, platelet-derived EGF, VEGF, insulin growth factor 1, and platelet factor
4 (94-97). Furthermore, platelet-rich plasma in combination with thrombin also increases the
handling properties of the final grafts for osteogenic applications owing to its clotting effect (22).

METHODS USED TO INTRAOPERATIVELY ISOLATE
OR CONCENTRATE CELL PRODUCTS

Current and proposed intraoperative cell therapies include the delivery of mononuclear cells
derived from the bone marrow, mesenchymal and endothelial progenitor cells derived from the
bone marrow or from the adipose tissue, the whole bone marrow cell population, and platelet-
rich plasma. These cell populations/products can be obtained intraoperatively through several
methods, summarized in Table 2: density gradient, automated cell processor, immune-based cell
sorting, and SCR.

The most traditional method to obtain mononuclear cells from bone marrow is the density
gradient. Complementary strategies, such as red blood cell lysis and dextran sedimentation (98),
are used to optimize cell isolation, but the extremely low yield continues to be a limitation and hin-
ders the development of intraoperative approaches. Furthermore, during density gradient media
separation processes, cells are exposed to potential toxic agents and require the use of a centrifuge.
Autologous platelet-rich plasma can also be processed from peripheral blood or from bone marrow
using density gradient techniques, representing a safe and cost-effective method to obtain growth
factors (21). The handling properties of platelet-rich plasma can be improved if it is processed into
a platelet gel, through the embedding of concentrated platelets within a network of polymerized
fibrin. Several commercially available products serve this purpose, such as Platelex® and Vivostat
PRE® (99, 100).

Automated cell processors perform washing and tissue digestion, concentration of the buffy coat
with or without a sedimentation agent such as hydroxyethyl starch, volume reduction by plasma
depletion, and platelet-rich plasma processing, and they have been used in intraoperative settings
to process cells from bone marrow, peripheral blood, and adipose tissue. Automated cell processors
provide the benefit of superior operational reliability and efficiency, reduced contamination risk,
and standardization of cell processing protocols.

Immune-based cell sorting, through magnetic activated cell sorting, is used to isolate specific
cell subpopulations on the basis of their surface antigens, such as CD34" or CD133% cells for
angiogenicapplications (64, 66,67, 101). Immune-based cell sorting is limited to homogeneous cell
subpopulations thathave a well-defined panel of markers. However, the use of highly homogeneous
stem cell populations for intraoperative approaches may hinder an efficient regeneration. The
experimental evidence supports the idea of a delicate and complex balance between different
putative mechanisms. Although highly homogenous stem cell populations allow the design of a
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more controlled and defined therapeutic technique, discarding other cellular components may
disrupt the equilibrium between important regeneration processes involving different cell types
and related trophic signaling. The isolation of mesenchymal progenitor cells by immune-based
methods is restricted by the fact that the antigenic profile displayed by these cells in not unique.
Thus, mesenchymal progenitor cells cannot be associated with a particular cell phenotype, and
there is no consensus about what antibodies should be used to isolate them. Strategies focusing
on methods to achieve one-step isolation of relevant cell populations are crucial to the success of
intraoperative stem cell therapies.

In the field of orthopedics, protocols have been constructed on the basis of SCR on appro-
priate substrates that promote rapid attachment of connective tissue progenitors. Substrates such
as cancellous bone graft, porous hydroxyapatite, and fibrin microbeads are used to selectively
concentrate and retain mesenchymal progenitor cells from whole bone marrow (17, 18, 20, 22,
102). However, in some cases, the isolation time frame is not aligned with the intraoperative re-
quirements, and the materials used to date are notideal because they are significantly limited with
respect to mechanical properties, availability, and risk of disease transmission. Therefore, there
exists great opportunity to optimize and expand the utility and scope of these intraoperative SCR
approaches.

CHALLENGES AND NEXT STEPS

To leverage the developments achieved in the field of cell-based therapies, a few topics should be
considered carefully, and further improvement and progress with respect to these issues would
greatly enhance the impact of intraoperative cell therapies. The limited number of cells available
for delivery without previous cell expansion can limit the potential of intraoperative cell therapies.
Therefore, the development of strategies to increase the cell isolation yield during the intraop-
erative time frame is highly recommended. A method termed systematic evolution of ligands by
exponential enrichment has shown promising isolation results when used to target MSCs from
whole bone marrow (103). This method uses aptamers, such as single-stranded DNA or RNA
molecules, with high affinity and specificity for the membrane proteins of the target cells. The
aptamers function as molecular probes for molecular signatures of cells that do not present a panel
of highly specific surface markers (104). Although current reports of intraoperative cell therapy
do not explore adipose tissue as a progenitor cell source, several authors propose methods for
intraoperative generation of autologous cell therapies based on lipoaspirate cells. Cell isolation
from adipose tissue can be optimized by appropriate selection of enzymatic treatment, washing
and centrifugation steps, and the availability of clinical-grade devices for cell isolation from adi-
pose tissue (for example, Celution® by Cytori Therapeutics and Tissue Genesis Cell Isolation
System™ by Tissue Genesis) (105, 106). However, methods that require extensive manipulation
of cells in the operating room, such as the use of enzymes, may lead to prolonged regulatory
approval processes. Furthermore, efforts are under way to develop adipose cell constructs using
different materials to promote rapid attachment of adipose stromal vascular fraction cells that are
known to include multipotent and progenitor cells. Biodegradable polymeric scaffolds, macro-
porous poly(L-lactide-cocaprolactone), and porous natural type I/III collagen were proposed for
a one-step surgical procedure for cartilage and bone tissue engineering applications. These tech-
niques promoted cell attachment after 5-10 min, and a great portion of colony-forming unit
fibroblasts within the stromal vascular fraction preferentially adhered to the polymeric scaffolds
(107). Stromal vascular fraction cells can also be embedded in fibrin hydrogels through the method
proposed by Bensaid et al. (108). The hydrogels allow an instant seeding of the cells and can be
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used as a coating for bone-substitute materials in the intraoperative engineering of osteogenic
grafts (109).

Strategies to incorporate chemical and physical cues to direct cell fate in vivo are critical for
the success of intraoperative cell therapies. Additional cues may be crucial for promoting cell
proliferation and survival and thus to helping reach a sufficient number of cells for a positive out-
come. Such a strategy could be designed as a two-step stimulation, first to promote cell expansion
in order to reach an optimal cell concentration and then to direct cell function toward desired
regeneration mechanisms.

The use of unfractionated cell populations in intraoperative cell therapies leads to poorly
defined cell products owing to their heterogeneity and lack of understanding of their in vivo fate
and function. This heterogeneity also hinders the generalization of findings from different groups
because differences in patients, processing conditions, cell source, and other clinical parameters
have a high impact on cell phenotype. A comprehensive characterization of the different cell
populations and their properties represents a necessary condition for further development of
efficient intraoperative cell therapies. Accurate in vivo cell tracking of endogenous and implanted
cells is crucial for defining cell populations and their therapeutic mechanisms in order to design
effective strategies in terms of cell isolation, choice of adequate cell populations, cell delivery,
treatment timing, and control of cell fate in vivo. Although cell heterogeneity representsa challenge
to further elucidating regenerative mechanisms, it is a key aspect of the cells’ diverse therapeutic
effects.

The variability from patient to patient in terms of number of progenitor cells also poses a
challenge for the intraoperative technique itself (15). Currently, the number of progenitor cells is
determined through in vitro assays requiring cell culture, such as colony-forming unit fibroblast
assays; therefore, the number of progenitor cells delivered intraoperatively is determined retro-
spectively. There is a need to evaluate intraoperatively the number of stem and progenitor cells
that were collected and that will be delivered, increasing the complexity level of this approach. If
we consider the patient variability in terms of the number of cells with different phenotypes, the
concept of cell sorting is appealing because it allows the standardization of the appropriate num-
ber of cells, presenting a well-defined phenotype, to be delivered. However, this standardization
requires the elucidation of specific signatures of relevant cell subpopulations.

Cell delivery strategies have a great impact on the outcome of cell therapies. Delivery meth-
ods should promote cell survival and direct cell function to maximize the positive outcome. A
recent report proposes the development of an intraoperative cell therapy approach for autologous
vascular graft coating, which would promote the recellularization of decellularized homografts or
xenografts to minimize postimplantation complications (101). The strategy focuses on the delivery
of bone marrow—derived CD133* cells embedded in autologous fibrin, via spray administration,
using the commercially available system Vivostat®. This concept takes advantage of the promising
properties of fibrin as an extracellular matrix for angiogenesis: Fibrin is able to support the self-
organization process of bone marrow—derived mononuclear cells to produce vascular structures
within avascular 3D fibrin matrices (110), and fibrin tubular structures can withstand circumfer-
ential strain due to collagen deposition of interstitial cells seeded on the constructs, leading to an
increase of the tensile strength (111). Nonetheless, because transplanted fibrin matrix is degraded
by fibrinolytic processes prior to complete cell engraftment, fibrin chemical stabilization or other
alternatives must be developed to improve the stability of the coating during the engraftment
period.

Limitations in the design of many intraoperative clinical studies seriously hinder the interpre-
tation of the clinical data, compromising the ability to draw valid conclusions. Frequent study lim-
itations include the small number of patients, lack of controls (due to practical and ethical issues),
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patient inclusion criteria (the patients who agree to participate in studies for novel therapies usually
have already undergone several unsuccessful treatments, so they represent the worst-case scenario
when starting the intraoperative cell therapy), and absence of long-term follow-up. Randomized
double-blind controlled trials are clearly required to validate the most promising intraoperative
approaches. Despite these challenges, there are great opportunities to translate basic research and
preliminary clinical studies into widely available clinical treatments and thus push even further
the progress already made in this field.

SUMMARY

In recent years, intraoperative cell therapy has emerged as an important and exciting approach
that can potentially treat many medical conditions. Intraoperative approaches, using multiple cell
types, have already been shown to be safe and effective for multiple indications. Furthermore, many
approaches are being developed to increase the therapeutic impact, optimize the desired outcome,
and overcome current limitations—namely, low yield of cell isolation methods and lack of control
of cell fate and function after implantation. The development of these approaches depends on the
identification of relevant cell subpopulations and on the understanding of regenerative mechanisms
through different perspectives ranging from basic biology to general pathology. Cell therapy
brings together a multitude of disciplines: biology, chemistry, biomaterials science, medicine,
and engineering, among others. Therefore, an effort should be made to develop collaborative
studies that take advantage of the promising developments in each field. For example, the review
by Discher et al. (112) highlights the importance of integrative approaches to better control
stem function, such as the use of cytokine combinations, material systems including extracellular
matrix components, and biomechanical interactions, as well as a systems biology approach to
better predict stem cell behavior in vivo. Although there is significant opportunity to improve and
expand the utility of existing intraoperative stem cell therapies, elucidating the main regenerative
mechanisms that mediate favorable therapeutic response and conducting more controlled clinical
studies should remain a priority.
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