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Resumo

A engenharia dos tecidos e orgaos ¢ um campo multidisciplinar que abrange areas
cientificas distintas como a ciéncia da vida e principios de engenharia para a construgdo
de substitutos de tecidos e/ou érgdos que tenham sofrido algum tipo de lesdo ou doenga,
de modo a promover a sua regeneracao e reparagao.

Uma ciéncia composta por trés componentes principais: as células, a estrutura de
suporte ou scaffold e biomoléculas ou factores de crescimento. A ponderacgéo e escolha
de cada um deles ¢é determinante para o sucesso da construcdo apés a implantagdo no
local alvo. Existe uma grande pandplia de células, biomateriais, métodos de fabrico do
scaffold e factores de crescimento que podem ser escolhidos de modo a obter o tecido
pretendido que seja estruturalmente e funcionalmente adequado.

Muitos tecidos ja foram obtidos, através da conjugacdo de diversas combinaces.
Tecidos e 6rgdos como a pele, a cartilagem, 0 0sso, a bexiga e valvulas cardiacas tém
vindo a ser criados em laboratério e aplicados em clinica, contudo alguns contratempos
permanecem e condicionam a aplicacdo terapéutica destes tecidos de uma forma mais
alargada. Apesar de todos os sucessos ja conseguidos desde a criacdo desta estratégia
alternativa aos métodos cirargicos convencionais, alguns desafios permanecem, de nota-
se assim a necessidade de manter a troca de conhecimentos e cooperacao entre as varias

areas abrangidas pela engenharia dos tecidos e 6rgaos.

Palavras chave: Engenharia, Tecidos, Sucessos, Desafios



Abstract

Tissue and organ engineering is a multidisciplinary field that encompasses distinct
scientific areas such as life science and engineering principles to the construction of
replacements for tissues and/or organs that have suffered some kind of injury or illness,

in order to promote its regeneration and repair.

This science is composed of three main components: cells, scaffold or support structure
and biomolecules or growth promoters. The weighting and choice of each of them is
crucial to the success of the construction after deployment in the target location. There
is a large array of cells, biomaterials, methods of scaffold manufacture and growth
factors that can be chosento obtain the desired tissue that is structurally and functionally
appropriate.

Many fabrics have already been obtained, through the blending of various
combinations. Tissues and organs such as the skin, cartilage, bone, bladder and heart
valves have been created in laboratory and applied in clinic, yet several unsolved
questions still remain and thus hinder therapeutic application of these tissues in a
broader form. Despite all the successes already achieved since the creation of this
strategy as an alternative to conventional surgical methods, some challenges remain,
noting the need to maintain the exchange of knowledge and cooperation among the

various areas covered by the engineering of tissues and organs.

Keywords: Engineering, Tissues, Successes, Challenges
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Lista de abreviaturas

ADSCs- (do inglés, Adipose DerivedStemCells)Células estaminais derivadas do tecido
adiposo

ASCs- (do inglés, AdultStemCells) Células estaminais adultas

ESCs- (do inglés, EmbryonicStemCells) Células estaminais embrionarias

ECs — (do inglés, EndothelialCells) Células endoteliais

IPSCs— (do inglés, inducedPluripotentStemCells) Células estaminais pluripotentes
induzidas

MEC- Matriz extracelular

MSCs-— (do inglés, MesenchymalStemCells) Células estaminais mesenquimais

PEG — Polietilenoglicol

PGA- (do inglés, Polyglycolicacid) Acido poliglicélico

PLA- (do inglés, Polylacticacid) Acido polilactico

PLGA- (do inglés, Poly(lactic-co-glycolicacid) ) Acido poli(lactico-co-glicélico)



Glossario

Alogénico — Quando o dador e o recipiente sdo pessoas diferentes

Auto6logo—Quando o dador e o recipiente sdo a mesma pessoa

Biocompatibilidade —capacidade do material em realizar uma funcéo especifica com
uma adequadaresposta do hospedeiro

Bioreactor — Equipamento concebido para conter estruturas celulares e moleculares que
sdo empregues num processo biologico especifico e do qual os produtos resultantes do
processo podem ser extraidos ou colectados

Biomoléculas —Péptido biologicamente activo proteina, carbohidrato, vitamina, lipido
ou acido nucleico produzidoe purificados a partir de ocorréncia natural ou organismos
recombinantes

Blastocisto —Estadio embrionario pré-implantacionalque consiste no botdo embrionario
rodeado de trofoblasto

Carrier—Transportador

Citoquinas —Biomolécula de sinalizacdo intercelular

Diferenciacdo — Desenvolvimento para um fenotipo de célula mais especializado
Encapsulacdo — Procedimento através do qual materiais bioldgicos sdo colocados dentro
de uma barreira semipermeavel micro ou macroscopica

Ex vivo—Fora do Corpo

Feederlayer-Camada de células usada em cultura que tem o papel de apoiar 0
crescimento das outras células em cultura, providenciam substancias auxiliares como
substratos de adesdo, nutrientes ou outros factores necessarios para o0 crescimento em
cultura

In vitro — Dentro de um ambiente artificial

In vivo—Dentro do corpo

Matriz extracelular — Matriz circundante das células, produzida pelas mesmas
Proliferacdo — Aumento do nimero de células através da divisao celular

Scaffold — Estrutura de suporte, veiculo de entrega ou matriz que facilita a ligacdo, a
migrac&o e o transporte de células ou agentes bioactivo

Xenogeénico — Quando o dador é de uma espécie diferente do recipiente
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Capitulo I - Introducéo

Capitulo I — Introducéo

O transplante de 6rgdos é a terapéutica mais usada para o tratamento de falha
irreversivel de 6rgédos e tecidos. Segundo dados do Observatério Global de Doagédo e
Transplantacdo no ano 2012 foram realizados 114 690 transplantes, 0 que representa
menos de 10% das necessidades globais (Global Observatory on Donation and
Transplantation, 2013). Esta medida terapéutica encontra-se condicionada pelo numero
de 6rgdos disponiveis para transplante, que € muito menor que a quantidade de doentes

para 0s quais esta medida é a Unica alternativa (Nerem, 2008).

o0

Number of organs transplanted
per million population

L 024

[ la2s99

[ ]10-249

[ 25499
I 50-74.9 | Datanot available
- 275 Not applicable * data from the Global Observatory on Donation and Transplantation

Figura 1. Representacgéo do Transplante de 6rgaos sdlidos global registado em 2012 (Global

Observatory on Donation and Transplantation, 2013)

Tendo em conta todas as limitacGes que o transplante de 6rgaos exibe, desde o numero
limitado de 6&rgdos disponiveis até a possivel rejeicdo imunoldgica do 6rgédo
transplantado ou regimes terapéuticos de imunossupressao longos, surgiu a engenharia
dos tecidos e 6rgdos (Bean & Tuan, 2013). A engenharia dos tecidos consiste numa
vertente da medicina regenerativa que transforma a ideia da geracdo artificial de tecidos,
6rgdos ou de organismos vivos complexos em abordagens praticas para a introducdo na

medicina clinica (Meyer, 2009).
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Capitulo I - Introducéo

1.1. Medicina regenerativa

Foi apenas na década de noventa que o conceito de medicina regenerativa surge.
Conceito que seria dificil de definir e que a grande maioria considerava o sinénimo de
tecnologia das células estaminais em prologo da regeneracdo e reformulacdo de um
tecido ou 6rgdo humano danificado. Contudo a medicina regenerativa € muito mais que
apenas o uso de células estaminais, mas para haver uma definicdo mais concreta é
necessario delimitar bem as principais abordagens que definem este campo da
biomedicina (Meyer, 2009; Nerem, 2008).

A medicina regenerativa consiste no processo de substituicdo ou regeneracdo de células,
tecidos ou 6rgdos humanos com o objectivo de restaurar ou estabelecer o funcionamento
normal (Culme-Seymour, 2012). A ideia base € a construcéo de tecido novo e funcional
a partir de células vivas, por norma associadas a uma estrutura de suporte ou matriz que

guia o desenvolvimento do tecido (J. Vacanti & Vacanti, 2007).

Na sua grande maioria as areas de engenharia dos tecidos e medicina regenerativa sao
complementares. Podendo-se considerar que a engenharia dos tecidos providencia as
ferramentas necessarias para a pratica da medicina regenerativa (Badylak, Russell, &
Santin, 2009).

Terapia Celular

Medicina

Regenerativa

Engenharia dos tecidos e 6rgaos

Figura 2. Classificacdo das estratégias da Medicina Regenerativa
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1.2. Engenharia dos tecidos e 6rgaos - Conceito

A definicdo de Engenharia dos tecidos e 6rgdos tem sofrido algumas alteracdes desde a
sua criacdo até aos nossos dias. O nascimento deste termo foi feito apenas em 1987
durante a reunido da Fundacdo Nacional da Ciéncia, USA (Nerem, 2008). Comegou a
ser empregue em 1988 e foi definida por Skalak e Fox como “aplicagdo de principios e
métodos de engenharia e ciéncias da vida de modo a compreender a relacdo entre
estrutura-funcdo em tecidos de mamiferos normais e patoldgicos e o desenvolvimento
de substitutos biolégicos com capacidade de restaurar, manter ou melhorar as funcées”
(Chapekar, 2000), durante um congresso sobre o tema e onde foram premiados diversos
trabalhos pioneiros nesta area (Nerem, 2008).

Com o desenvolvimento desta area da medicina e as diversas areas cientificas que foram
sendo integradas levaram a Langer e Vacanti a definirem engenharia dos tecidos como
“um campo interdisciplinar que aplica os principios de engenharia e ciéncias da vida no
desenvolvimento de substitutos biol6gicos com a capacidade de restaurar, manter ou
melhorar a fungdo do tecido ou 6rgao” (Olson, Atala, & Yoo, 2011).

Uma definicdo simplificada foi introduzida e define a engenharia dos tecidos e 6rgaos
como a combinacdo de células, engenharia, materiais e métodos de fabrico para
obtencdo de tecidos e 6rgdos vivos em ambiente ex vivo que possam ser implantados
para melhorar ou substituir funcdes bioldgicas, como o uso de estruturas de suporte para

a reparacao ou regeneracao do tecido (Culme-Seymour, 2012)

1.3. Historia

Desde a mitologia grega, geracdo de Prometheus, que o conceito da criacdo de vida
apartir de espécies vivas ou ndo vivas sem o0 recurso a reproducdo sexual tem vindo a
ser falado. Também a historia biblica da criagdo de Addo e Eva se apoia nesta ideia
(Meyer, 2009).

Podem ser observamos muitos exemplos, desde livros e mesmo quadros que foram
produzidos ao longo dos tempos. Muitas ideias e técnicas por eles descritasrelembram

as técnicas contemporaneas como a clonagem, a genética ou mesmo técnicas de células
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estaminais usadas em engenharia dos tecidos e medicina regenerativa moderna.
Diversos relatos de cura, regeneragdo e criagdo de partes do corpo foram sendo
documentados(Meyer, 2009).

Figura 3. Quadro “Cura de Justinian”, representacdo de transplante homdlogo de um membro
para tratamento de um soldado ferido(Meyer, 2009)

A engenharia dos tecidos encontra-se ligada a evolucdo da medicina clinica e biologia.
A construcdo e aplicacdo de protesesde varias partes do corpo, constituidas de diversos
materiais diferentes, podem ser consideradasa primeira aplicacdo de biomateriais com o
objectivo de reconstrucdo(J. Vacanti & Vacanti, 2007). Uma das primeiras destas
tentativas foi a reconstrucdo dentéria, diversas técnicas e abordagens foram
documentadas, uma delas foi realizada por John Hunter que para além da aplicacédo da
técnica criou uma base cientifica através de um trabalho experimental sobre o destino
dos transplantes dentarios homdélogos em ratos(Meyer, 2009).

No século XVI surgiu o conceito de substituicdo de um tecido por outro, nesta altura foi
descrita por Tagliacozzi de Bolonha a substituicdo do nariz por um construido a partir
de uma por¢do do brago (J. Vacanti & Vacanti, 2007).Contudo o maior marco foi a
primeira utilizacdo de enxertos de pele, no século XIX, diversas experiéncias foram
feitas. O primeiro transplante cutaneo autélogo com sucesso foi realizado por Heinrich
Christian Biinger, ap0s isto novas tentativas e abordagens foram desenhadas(Meyer,
2009). Com estes avancos foi possivel a introducéo de técnicas de restauracéo da funcao
de um tecido através da substituicdo estrutural, transplante(J. Vacanti & Vacanti, 2007).
Conhecimentos sobre os mecanismos inerentes aos transplantes permitiram perceber

como funciona a regeneracdo dos tecidos, processo que se baseia na proliferacdo
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celular. Estas descobertas permitiram o desenvolvimento de investigaces sobre a
cultura de células fora do corpo. Os grandes avancos que foram sendo feitos a volta
desta ideia de cultura de células tornaram a biologia celular a linha base da engenharia
dos tecidos(Meyer, 2009).

Trabalhos desenvolvidos por AlexisCarrel, o fundador do transplante de Orgaos
moderno e vencedor do Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1912, sobre a
anastomose vascular sdo considerados os primeiros da era do transplante de 6érgdos
moderna. Através do desenvolvimento destes conhecimentos e técnicas tornou-se
possivel o transplante de 6rgaos inteiros ou partes do corpo humano. Para além de estes
trabalhos,desenvolveu juntamente com Charles Lindbergha bomba de perfusédo o que
permitiu manter os drgdos vivos fora do corpo durante o transplante, foi um passo
importante no desenvolvimento de sistema de perfusao para cirurgia e para a construcdo
dos bioreactores(Bean & Tuan, 2013; Orlando et al., 2011). Foi neste periodo, século
XX, que surgiu um conceito mais concreto de transplantacdo, a capacidade de
transplantar um érgdo de um individuo para outro (Nerem, 2008).

Muitas cirurgias foram feitas e falharam, a primeira tentativa remonta a 1911 (Nerem,
2008), isso devido ao nivel da compatibilidade imunol6gica, ou seja, havia o
desencadeamento de uma resposta imunoldgica que levava a rejeicdo dos tecidos e
6rgdos transplantados. Foi entdo considerado que para haver sucesso na transplantagéo é
necessario saber o estado imune do enxerto e do paciente(Bean & Tuan, 2013; Meyer,
2009). Os primeiros trabalhos envolvidos na imunossupressdo envolviam o uso de
células adultas(Atala, 2014). A imunomodulagdo continua a ser um ponto critico das
aplicacdes de medicina regenerativa. O primeiro trabalho registado em que este ponto
foi superado foi realizado por J.P. Murray em 1954, através do transplante alogénico
entre  gémeos idénticos. S6 ap6s o0 desenvolvimento de medicamentos
imunossupressores, 0 transplante entre pessoas geneticamente diferentes foi
possivel(Meyer, 2009).

Mas 0 maior marco e mais conhecido da historia de transplante de 6rgaos foi em 1967
quando foi realizado o primeiro transplante de coragdo, por Barnard na Africa do Sul,
apenas possivel gracas aos avancos da biologia e imunologia (Fuchs, Nasseri, &
Vacanti, 2001).

O termo de engenharia dos tecidos surgiu apenas no inicio da década de 80 onde era

aplicada quando se falava de manipulacdo de tecidos e 6rgdos ou mesmo na aplicacao
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de proteses e biomateriais, num nivel ainda apenas literario. Uma definicdo mais
concreta e que se assemelha com a que existe actualmente apenas foi introduzida em
1987. Foi nesta década que os grandes pioneiros desta area surgiram, nomes como:
Anthony Atala, FrancoisAuger, Stephen Badylak, Eugene Bell, Robert Langer,
GailNaughton, JuliaPolak, Charles Vacanti, Joseph Vacanti e loannisYannas (Meyer,
2009; Nerem, 2008).

No seu inicio a engenharia dos tecidos baseava-se apenas em abordagens de cultura de
células e tecidos, foi através deste principio que W. T. Green fez tentativasde gerar
cartilagem, por meio da cultura de condrécitos em combinacdo com scaffold dsseo.
Todavia tais experimentos ndo foram bem sucedidos, mas foi possivel através deles
estabelecer uma concepc¢do tedrica sobre a conexdo das células com a estrutura de
suporte(Meyer, 2009). Em 1982 foi descrito a regeneracdo parcial de pele de um
modelo animal por meio de um scaffold semeado com células, experiéncia realizada
pelo Professor loannisYannas (Nerem, 2008). J& em 1991 a equipa de Charles
Vacantitratou um paciente com uma malformacdo congénita do esterno com um
scaffoldpolimérico semeado com condrocitos (Badylak et al., 2009).

A cooperacdo entre Robert Langer e Joseph Vacantiresultou no desenvolvimento de
uma nova tecnologia em engenharia dos tecidos, 0 que catapultou esta nova disciplina
da biomedicina. O caso do rato com orelha humana nas costas em 1997, que consistiu
em engenharia da cartilagem, saiu do ambiente laboratorial e foi divulgado a todo o
mundo, despertando a atencdo do publico para a engenharia dos tecidos. Desde ai a
engenharia dos tecidos foi considerada uma das mais promissoras tecnologias da
biomedicina do século (Meyer, 2009).

Foi na década de noventa que houve explosdo na investigacdo desta area da
biomedicina, ndo apenas numa vertente académica mas também numa vertente
comercial. Foi também nesta década se formou a Sociedade de Engenharia dos Tecidos,
em 1995, e surgiram os grandes centros de pesquisa. Mas muitas expectativas, por vezes
irrealistas, foram criadas envolta da potencialidade da engenharia dos tecidos (Nerem,
2008).

O resultado desta expansédo da investigacdo traduziu-se na comercializagdo de alguns
produtos, na sua maioria substitutos da pele. Um dos grandes sucessos de aplicabilidade
de engenharia dos tecidos foi a utilizacdo da submucosa acelular do intestino delgado
em variados casos. Mas até estes, que chegaram ao mercado, tiveram alguns desafios,

desde uma base cientifica insuficiente a atrasos na aprovacdo por autoridades
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reguladoras. Todos estes percalgos levaram a que o tempo desde a criagdo em
laboratério & comercializagdo fosse muito longo. Devido ao atraso na comercializagdo
dos produtos, pode-se considerar que a industria de substitutos de tecidos e 6rgaos por
meio de engenharia dos tecidos e Orgaos ainda estad a dar 0s primeiros passos, mas é
muito promissora. Apesar de poucos produtos se encontrarem a ser empregues em
clinica, a investigacdo desenvolvida ao longo dos anos noventa representou aquisicéo de
novos conhecimentosque se traduzird na construcdo de melhores substitutos no futuro
(Nerem, 2008).

Foi também na década de noventa que a célula estaminal embrionaria foi isolada pela
primeira veze as primeiras tentativa de clonagem foram feitas (Orlando et al., 2011). A
descoberta destas células trouxe um novo alento a engenharia dos tecidos, significando
uma nova fonte celular possivel de ser empregue na construcao de tecidos(J. Vacanti,
2010).

Desde este periodo que novas combinacOes entre células e scaffolds tém vindo a ser
experimentadas, na tentativa da obtencdo da constru¢cdo mais similar com o tecido

nativo.

Tabela 1. Alguns tecidos construidos por engenharia dos tecidos e 6rgdos desde a primeira tentativa
até 2010 (Adaptado de Orlando et al., 2011)

1981 Primeiro produto de engenharia dos tecidos com células autélogas, pele

19960l Primeiro clone de um mamifero, ovelha Dolly

1998 Primeira descrigdo das células estaminais embrionarias humanas

1999 Primeiro transplante de engenharia de tecidos, bexiga

2001 Implantacdo de vasos sanguineos construidos por bioengenharia

2004 Primeira uretra de bioengenharia

2008 Producéo do primeiro 6rgdomodularcomplexo(CMO) ex vivo inicialmente como

coragdo de rato acelular
Primeiro transplante de tragueia humana construida com células estaminais

autélogas

2010 Construcdo de figado e pulmao
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1.4. Futuro

Apesar de todos os contratempos e atrasos da aplicagdo da engenharia dos tecidos e
6rgdos como uma solugdo médica, continua muito promissora. A criacdo de modelos in
vitro para o estudo da biologia; reducéo da necessidade de dadores de sangue através da
possivel expansdo e derivacdo de células hematopoiéticas, a partir de células estaminais;
pancreas bioartificial funcional; véalvulas cardiacas com a capacidade de crescerem ao
mesmo ritmo que as necessidades do hospedeiro;e reparagédo e regeneracdo do sistema
nervoso central sdo alguns dos objectivos futuros desta ciéncia. Contudo o objectivo
preliminar é a construcdo de solugdes medicas personalizadas. Novos conhecimentos
sobre mecanismos bioldgicos, processos de fabrico reprodutiveis que possam ser
aplicados em larga escala, assim como um bom sistema de controlo de qualidadee
método de armazenamento sdo necessarios. Para isso se realizar € importante a
existéncia de uma boa colaboracdo entre investigadores, bidlogos e médicos(Meyer,
2009; Nerem, 2008).
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Capitulo 11 — Componentes base

A engenharia dos tecidos e 0rgaos encontra-se assente em trés pilares, que se tornam os
elementos essenciais para a construcdo de qualquer tecido, sdo eles as ceélulas, a

estrutura de suporte ou scaffolds e os factores de crescimento(Moreno-Borchart, 2004).

Tém sido conduzidas diversas experiéncias ao longo do tempo de modo a optimizar
cada um dos componentes e de obter mais conhecimento sobre a influéncia de cada um
deles no desenvolvimento de um tecido ou 6rgéo e a influéncia que tém uns nos outros.
Torna-se assim imprescindivel falar de cada um deles para uma melhor compreenséo da

engenharia dos tecidos.

Células

Engenharia
dos

tecidos e

orgaos

Biomoléculas
Scaffolds - Factores de
crescimento

Figura 4. Os trés elementos fundamentais da engenharia dos tecidos (Adaptado de O’Brien, 2011)

2.1 - Células

As celulas influenciam o sucesso da construcdo de tecido novo, é necessario gerar a
quantidade suficiente para a construgéo de tecidos por meio da engenharia, tendo em
conta que as mesmas devem conservar o fendtipo apropriado e serem capazes de

cumprir normalmente as funcdes bioldgicas (Polak & Bishop, 2006).
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Na escolha das células ha que considerar alguns critérios, como por exemplo, 0 método
de recolha/colheita deve ser pouco invasivo, producdo de grande quantidade de células
num curto espago de tempo, as células devem apresentar alguma estabilidadedurante o
seuprocessamentoin vitro, o protocolo de diferenciacdo devera ser reprodutivel (Dionigi
& Fauza, 2012). Diferentes celulas podem ser utilizadas e a escolha do tipo dependera

do tecido a ser construido.

Células primarias
As células primarias sdo células especificas de um tecido que sdo colhidas por biopsia
cirdrgica a partir do tecido em causa. Estas células sdo muito procuradas devido a
compatibilidade imunoldgica que apresentam contudo sdo célulasregra geral muito
diferenciadas e durante a permanéncia em meios de cultura podem expressar um
fenotipo inapropriado. A taxa de proliferacdo destas células tende a ser baixa e a
colheita de determinados tipos de células ndo é possivel(Polak & Bishop, 2006). Apesar
das desvantagens que apresentam, as células priméarias aut6logascontinuam a ser
utilizadas em engenharia dos tecidos no entanto algumas garantias devem ser
asseguradas.Amais importante é a de que ascélulas estejam totalmente livres de
patogénios,por vezes existe a necessidade de suplementar o meio de cultura com
produtos xenogénicos ou a presenca dos mesmospode ser um requisito para a
proliferacdo celular, a que garantir entdo que estes produtos ndo estdo
contaminados(Dionigi & Fauza, 2012).Alguns exemplos de este tipo de células sdo os
condrdcitos; queratindcitos; fibroblastos; células endoteliais e células do masculo liso.
De modo a ultrapassar as limitacGes que esta fonte ostenta novas fontes celulares tém

vindo a ser estudadas.

Células estaminais
As células estaminais sdo descritas como células clonogénicas com a capacidade de se
auto-renovarem e poderem gerar células-filhas especializadas por divisdo celular
assimétrica. Podem ser classificadas em totipotentes, células com a capacidade de se
diferenciarem nas trés camadas germinativas e em tecido extra-embrionario,
pluripotentes, células que se podem diferenciar em todas as linhagens celulares, e
multipotentes, estas células encontram-se limitadas a diferenciar em linhagens
celularesespecificas (Reinke, Dienelt, Blankenstein, Duda, & Geissler, 2014). Podem

ser obtidas a partir de embrides, fetos ou de tecido adulto (Polak & Bishop, 2006).

20



Capitulo Il — Componentes base

As células estaminais embrionarias (ESCs) sdo extraidas de uma massa interior do
blastocisto, chamado botdo embrionario, obtido apds a fertilizacdo ou a transferéncia
nuclear de uma ceélula somética para um ovo enucleado (Blum, 2014).As células
estaminais embrionarias apresentam um grande potencial de aplicacdo em engenharia
dos tecidos devido a duas propriedades, a aptiddo de proliferarem infinitamente
mantendo o estado pluripotente e a habilidade de se diferenciar em diversos tipos de
células especializadas (Tuan, Boland, & Tuli, 2003).

Em 1998 foram derivados as primeiras ESCs humanas(Thomson, 1998).As células
embrionarias humanasproliferam mais lentamente e exibem as colonias mais planas,
quando comparadas com as ESCs murinas, no entanto a sua dissociacdo em células
individuais é facil (Polak & Bishop, 2006).

Para a cultura destas células em meios in vitro é necessario camadas alimentadoras
(feederlayers) com o intuito de manutencdo do estado pluripotente, 0 que se tornanuma
desvantagem pois a maioria das camadas usadas sdo de origem animal podendo assim
haver a transmissdo de patogénios. De modo a ultrapassar este obstaculo novos métodos
e condigdes de cultura tém sido estudados(Polak & Bishop, 2006).Um outro sendoao
uso destas células,esta relacionado com apluripoténcia que lhes é caracteristica que pode
provocar a formagao de teratomas in vivo(Atala, 2007).

Devido a sua origemexistem questBes legais e éticas em termos do uso de células
estaminais embrionarias humanas que tém de ser resolvidas para que seja possivel a sua
aplicacdoclinica(Atala, 2007). Outras fontes de células estaminais sdo assim
investigadas.

O sangue fetal apresenta-se como uma fonte de células estaminais, particularmente de
células estaminais hematopoiéticas e mesenquimais. Estas Gltimas podem ser
propagadas em cultura e induzidas a diferenciar-se em diferentes tipos de linhagens
celulares. No entanto, as células estaminais do sangue fetal,encontram-se em circulagéo
sobretudo durante o primeiro trimestre, havendo assim uma janela de oportunidade

reduzida e com alguns contras (Polak & Bishop, 2006).

Diversas fontes de células estaminais adultas tém sido descritas. Este tipo de células
pode ser encontrado na medula 6ssea, no sangue periférico, no sangue do cordao

umbilical, na placenta, no liquido amnidético, no tecido adiposo, no baco, na derme, no

21



Capitulo Il — Componentes base

foliculo piloso, na membrana sinovial, no musculo-esquelético, no sistema nervoso
central e no epitélio gastrointestinal (Dionigi & Fauza, 2012; Polak & Bishop, 2006).
Desempenham um papel importante de manutencdo e reparacdo dos tecidos onde se
encontram (Polak & Bishop, 2006).Devido ao grande leque de fontes é possivel obter
tipos de células diferentes, mesenquimais, epiteliais, hematopoiéticas, neurais e
endoteliais (Dionigi & Fauza, 2012).

Em termos gerais estas células podem ser isoladas do tecido de um doente, expandidas
em cultura, incorporadas num scaffold especifico para um tecido e implantadas no
mesmo doente, uma vez que as células sdo autdlogase ndo existe a necessidade de
imunossupressao e o risco de rejeicdo (Polak & Bishop, 2006). O isolamento é realizado
por meio de combinacdo de métodos, entre 0 uso de meios de cultura e métodos de
isolamento directo, mecanicos, magnéticos ou imunologicos(Dionigi & Fauza, 2012).
As células mais usadas em engenharia dos tecidos sdo as células mesenquimais, pois
apresentam um grande numero de fontes, tm a capacidade de auto-renovacdo e
possibilidade de diferenciar em diversas linhagens(Dionigi & Fauza, 2012).Além
desecretarem um grande espectro de moléculas bioactivas com a capacidade de regular
a resposta imunitaria e conseguir organizar o ambiente regenerativo do tecido lesionado
(Caplan, 2007).

A medula dssea € a fonte de células mesenquimais mais acessivel, mais enriquecida e
mais utilizada,é a partir dela que ha a distribuicdo destas células para outros
tecidos(Tuan et al., 2003). O tecido adiposo pode ser considerado uma fonte alternativa
de células mesenquimais(Barrilleaux, Phinney, Prockop, & O’Connor, 2006).
Vantagens das células estaminais adultas como a compatibilidade imunolégica, a facil
inducdo para linhagens celulares especificas e a disponibilidade, grande nimero de
tecidos donde podem ser recolhidas, tornam estas células atractivas para a aplicacdo em

engenharia dos tecidos (Barrilleaux et al., 2006).

Células estaminais pluripotentes induzidas
Células estaminais pluripotentes induzidas(iPSCs) sdo resultado de uma reprogramacéo
genética para o estado pluripotentepor transferéncia de quatro factores de transcri¢éo
Oct3/4, Sox 2, KIf 4 e cMyc(Lazaro, Yilmazer, & Kostarelos, 2014). Estas células
assemelham-se assim as ESCs em termos transcricionais, epigenéticos e apresentam um
cariétipo normal e a capacidade de diferenciar nas trés camadas germinativas, a

ectoderme, a endoderme e a mesoderme (Amabile & Meissner, 2009). As IPSCs podem
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ser derivadas de qualquer célula adulta proliferativa, sendo os fibroblastos a fonte mais
utilizada. O intuito da aplicacdo destas células em engenharia dos tecidos é a da geracdo
de células iPSCsex vivo a partir de células somaticas do paciente, uma fonte aut6loga,
composterior diferenciacdo em células do tecido afectado e transplantacéo,
minimizando o risco de rejeicdo. Esta abordagem permite que sejam ultrapassadas
certas limitacGes de outras fontes, por exemplo impedimentos legais e éticos no caso
daseESCs. Contudo também estas células apresentam limitagdes ou entraves para a
aplicacdo clinica, uma das que tem mais impacto € o processo de reprogramacao, pela
expressao dos factores de transcri¢do, que acarreta um risco de mutagénsese, e pelos
vectores usados. Outro entrave é que,a cultura destas células é feita por protocolos
complexos e longos e os custos sdo ainda elevados(L&zaro et al., 2014)

2.2 - Estruturas de suporte ou scaffolds

Sob os scaffolds ou estruturas de suporte entende-se o biomaterial com estrutura
tridimensional usado em engenharia dos tecidos antes da adicdo das células(O’Brien,
2011).

Um importante passo na formacdo de um novo tecido por meio da engenharia dos
tecidos é a escolha e desenvolvimento do scaffold, que deve ser feito tendo em conta o
local em que este serd implantado(H. Chen et al., 2014). Ele ir4 ter um papel importante
de suportee ira funcionar como matriz extracelular artificial de modo a permitir a
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular ao longo do desenvolvimento do novo
tecido (Chang et al., 2014) e conferir uma estrutura tridimensional e funcionalidade
apropriada aos tecidos (Bartolo, Almeida, & Rezende, 2008), mesmo apés a
implantacéo.

Durante a construcdo do scaffold algumas condi¢cbes devem ser preenchidas: a
primeiratem a ver com biocompatibilidade, os materiais que constituem o suporte ndo
devem desencadear nenhuma resposta inflamatoria ou imunolégica e ndo devem
apresentar citotoxicidade(Mikos & Temenoff, 2000), tanto para as células que serdo
semeadas tanto para o tecido onde sera implantado. Segundo, o scaffold tem de ser de

preferéncia biodegradavel, ou seja, a medida que as celulas vao proliferando e
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produzindo a suaprépria matriz extracelular o scaffold deverd ser substituido, os
metabolitos resultantes da degradacdo deverdo ser de facil eliminacdo e ndo toxicos;
taxa de degradacdo controlada, & medida que o novo tecido for sendo formado o
scaffold deverad ser degradadoao mesmo compasso, havendo assim a manutencdo da
organizacdo tridimensional. Em terceiro lugar, devem ser tidas em conta as
propriedades mecénicas (rigidez e flexibilidade, area de superficie), diferentes
consoante o local em que for implantado, propriedades fisicas que permitam a

esterilizacdo, a arquitectura e os biomateriais que os constituem(O’Brien, 2011).

Quando nos referimos a arquitectura falamos da macro e micro estrutura do scaffold,
porosidade ou morfologia da superficie, tamanho dos poros, interligacdo dos poros, ou
seja, caracteristicas fisicas do scaffold. Esta propriedade do scaffold tem influéncia na
biocompatibilidade do suporte, na adeséo, proliferacdo e diferenciacdo das células
semeadas, e no desenvolvimento das fungdes bioldgicas do tecido(Chen et al., 2014).
Os poros e a sua interligacdo permitem ndo sé criar as condi¢Ges nutricionais
adequadas, de transporte de nutrientes e oxigénio e a eliminacdo de
residuos/metabolitos, como também possibilitam a migracdo e proliferacdo celular, a
vascularizagdo e a organizagdo espacial adequada.Enquanto a porosidade confere
estabilidade mecénica e tem influéncia no comportamento das células semeadas(Chen et
al., 2014; Chua, 2001). Sendo assim esta caracteristica tem que ser pensada e adaptada

de modo a proporcionar as melhores condicdes possiveis para o objectivo pretendido.

Os biomateriais sdo definidos como materiais colocados em contacto com sistemas
biol6gicos com o objectivo de avaliar, tratar, aumentar ou substituir tecidos, 6rgaos ou
fungdes do corpo (O’Brien, 2011). Tendo em conta o seu uso em engenharia dos tecidos
e 6rgdos, na construcdo de scaffolds, devem se assemelhar a matriz extracelular, que ira
funcionar como substituto até que as células sintetizem uma matriz natural nova,
promovendo a adesdo celular e disponibilizando factores de crescimento necessarios

para a proliferacéo celular(Patterson, Martino, & Hubbell, 2010).

Os biomateriais encontram-se divididos em trés grupos: derivados naturais, polimeros

sintéticos e ceramicas.

Diversos derivados naturais tém sido empregues na construcdo de scaffolds: colagénio,
alginato, fibrina, quitina,quitosano, glicosaminoglicanos e matrizes descelularizadas(
X.Ma, 2004; O’Brien, 2011).
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O colagénio (proteina) € o componente mais abundante da matriz extracelular, pode ser
obtido através da purificacdo de tecidos animais como a pele e os tenddes ou de tecidos
humanos que por norma sdo descartados, como a placenta (Patterson et al., 2010). As
suas propriedades bioldgicas levam a que seja muito usado, contudo também apresenta
algumas desvantagens em relacdo as suas propriedades mecéanicas: tem uma fraca
resisténcia mecanica e ndo permite uma boa manipulagdo, biodegradibilidade que nédo é
facilmentecontrolavel, e preocupacGes com possivel transmissdo de patogénios e
imunogenicidade (Patterson et al., 2010; X.Ma, 2004).

A fibrinaé proteina obtida a partir de fontes autélogas ou do precipitado do plasma
humano. A matriz produzida com esta proteinaexibe ser pouco activa para a maioria do
tipo de células,para melhorar este parametro ha a possibilidade de ser aditivada com
factores de crescimento ou com fragmentos de matriz extracelular (MEC)(Patterson et
al., 2010).

Os glicosaminoglicanos sdo polimeros lineares longos que tém como base repeticoes de
bases de dissacarideospresentes na MEC, um exemplo destes polimeros é o &cido
hialurénico. Podem ser extraidos de tecidos animais por processos biotecnoldgicos ou

de plantas.

Figura 5. Microscopia electronica de scaffolds de biomateriais naturais (A) estrutura de colagénio;
(B) rede de fibrina; (C) hidrogel de acido hialurénico; (D) hidrogel de péptidos (Adaptado de
Pattersonet al., 2010)

As matrizes descelularizadas como a submucosa do intestino delgado, submucosa da

bexiga, derme humana e valvulas cardiacas suinas, apesar de atractivas uma vez que ja
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nelas se encontram 0s constituintes naturais da matriz suscitam uma preocupacdo em
termos da resposta imunitaria que podem desencadear e da transmissdo de agentes
patogénicos quando provém de fontes xenogénicas(X.Ma, 2004).

Os polimeros naturais apresentam vantagem ao nivel da actividade bioldgica, na
promocdo da adesdo e proliferacdo celular, e sdo biodegradaveis, condi¢do importante a
ter em conta na construcdo do scaffold(O’Brien, 2011). Contudo também exibem
desvantagens: uma vez que se trataram de polimeros provenientes de fontes bioldgicas,
a obtencdo em grandes quantidades € um desafio(Mikos & Temenoff, 2000), por outro
lado, eles apresentam uma grande variacdo entre diferentes lotes (Chua, 2001), fracas
propriedades mecénicas (O’Brien, 2011)e podem desencadear uma resposta

imunoldgica.

Os polimeros sintéticos permitem a adaptacdo da sua arquitectura e a sua degradacao é
possivel de ser controlada (O’Brien, 2011). Para além do controlo possivel destas
caracteristicas, ainda ostentam outras vantagens, possibilidade de uma produgdo em
grande massa (Mikos & Temenoff, 2000) e devido a sua natureza o potencial de
desencadearem uma resposta imunolégica e de haver a transmissdo de agentes

patogénicos é reduzido (Patterson et al., 2010).

A degradacdo destes polimeros € um parametro chave no seu desenho e aplicagdo em
engenharia dos tecidos.Pretende-se que o material implantado seja substituido por
tecido vivo sendo assim importante que a sua degradacdo seja controlada e dela nédo
resultem produtos toxicos (Patterson et al., 2010). Estes materiais sdo degradados por
hidrolise e ndo por vias enzimaticas, o que permite que ndo haja variacédo da velocidade
de doente para doente (Mikos & Temenoff, 2000).

Polimeros como poliésteres alifaticos lineares, polianidridos, copoliesteres, polifosfatos,
polietilenoglicol (PEG), polivinilalcool, polimetacrilato, hidroxietilo e derivados do

alginato sdo alguns exemplos.

Os materiais sintéticos mais usados na construcdo de scaffolds sdo os poliésteres
alifaticos lineares, compostos como o acido poliglicélico (PGA), acido polilactico
(PLA) e o seu copolimero, acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA). Cada um deles
apresenta caracteristicas que os tornam atractivos. O PGA é dos mais empregues devido
a sua natureza hidrofila, o que permite uma degradagdo rapida quando colocado em

meios aquosos ou in vivo. O PLA exibe uma grupo metilo extra em relagédo ao PGA,
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isto torna-o mais hidrofobo traduzindo-se numa reducdo da velocidade de degradacéo.
O PLGA apresenta uma degradacéo intermédia (X.Ma, 2004).

Figura 6. Microscopia electronica de scaffold poroso (A) de PLGA e (B) de PLA (Adaptado de
X.Ma, 2004)

As ceramicas podem ser constituidas por hidroxiapatite, vidros bioactivos porosos e
fosfato de calcio (Chua, 2001). Este tipo de material é pouco utilizado de uma forma
generalizada, j& que determinadas caracteristicas como o dificil processamento em
estrutura porosas (X.Ma, 2004), a superficie dura e quebradica que apresentam e o
dificil controlo da velocidade de degradacdo (O’Brien, 2011) fazem-nas ser pouco
atractivas. No entanto exibem propriedades mecanicas, como a rigidez e a baixa

elasticidade, bastantes apreciadas como scaffolds de aplicacdo 6ssea(O’Brien, 2011).

Assim como existe uma grande variedade de materiais que podem ser usados na
construcdo de scaffolds também diversos métodos de fabricacdo podem ser aplicados,

métodos que permitem a manipulacdo das propriedades e arquitectura do scaffold.

A aplicacdo de técnicas téxteis permite a formacdo de fibras individuais de polimeros
que sdo posteriormentemoldadas em malhas tridimensionais. Os scaffolds resultantes
deste método apresentam uma grande area de superficie de modo a promover uma boa
adesdo por parte das células posteriormente semeadas. Contudo também apresenta
desvantagens ao nivel da estabilidade estrutural (Chua, 2001).

Separacao de fases € um método que tem em conta a instabilidade termodinamica do
sistema. Seja a separacdo de fase solido-liquido ou liquido-liquido o principio é o
mesmo, utilizacdo de um solvente e uma mistura de polimeros e manipulacdo de

temperaturas, aumento ou diminui¢do, sendo que o solvente é o responsavel pela
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morfologia dos poros. Esta técnica permite que posteriormente possam ser incorporados
moléculas bioactivas a matriz (Chua, 2001; X.Ma, 2004).

Evaporagdo de solvente e lixiviagdo de particulas é uma técnica que se baseia na
dispersdo de particulas de solvente numa solucdo de polimero, sendo que esta mistura
sera posteriormente submetida a liofilizacdo ou a evaporacdo de modo a eliminar o
solvente da mistura. O solvente é o responsavel pela configuragdo da arquitectura do
scaffold, em termos do tamanho dos poros e da porosidade. Esta técnica apenas pode ser
aplicada no fabrico de membranas pequenas e de fina espessura (Chua, 2001).

A maioria das técnicas mencionadas ndo permite um controlo total sobre o tamanho dos
poros, a geometria e a distribuicdo dos mesmos assim como a interligacdo dos poros.
Para além de desvantagens ao nivel da estabilidade e arquitectura do scaffold, durante o
processo de fabricacdo ha o recurso de solventes organicos que podem ser toXicos e ndo
serem eliminados totalmente da estrutura o que podera ter influéncia na adesdo das
células e na incorporacdo de sinais bioquimicos. Por outro lado estes processos de
producdo sdo longos e laborosos(Bartolo et al., 2008; Chua, 2001).

Outros métodos usados no fabrico de scaffolds sdo: a moldagem, uso de moldes e de
microesferas de gelatina para a obtencdo da forma e tamanho dos poros pretendidos;
processamento a alta pressédo, consiste na utilizacdo de CO»a altas pressdes seguida de
inducgéo de instabilidade termodinadmica;emoldes de hidrocarbonetos, processo com dois
momentos, a lixiviacdo e a precipitacdo do polimero.Estes apresentam vantagens,
desvantagens e particularidades.A porosidade obtida pela moldagem depende da
proporcdo polimero/gelatina; no processamento a alta pressdo ndao ha o recurso de
solventes, uma vantagem sobre a maioria dos processos no entanto a interligacdo dos
poros ndo é conseguida; os moldes de hidrocarbonetos proporcionam um maior controlo

na estrutura dos poros, porosidade e outras caracteristicas estruturais(Chua, 2001).

De modo a ultrapassar as desvantagens dos métodos mais comuns novas técnicas tém
vindo a ser desenvolvidas. A prototipagem rapida ou fabricacdo de forma livre, € uma
nova técnica que tem como base a projecdo e manufactura assistida por
computador(X.Ma, 2004). Esta técnica permite a construgdo rapida de modelos
tridimensionais complexos e a utilizacdo de uma grande variedade de polimeros como
matéria-prima.E possivel construir scaffolds com uma estrutura exterior personalizada e
uma morfologia interna predefinida, havendo assim controlo na microestrutura dos

poros, no tamanho, na distribuicdo e na interligagdo dos poros. O processo inicia-se com
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uma modelagem a computador com o recurso de técnicas de imagem, de seguida o
modelo é cortado em camadas finas obtendo-se assim o scaffold final(Bartolo et al.,
2008; Chua, 2002).Esta técnica permite assim que haja uma liberdade no desenho e

fabricacdo do scaffold, tornando-se vantajosa.

2.3 —Biomoléculas -Factores de crescimento

Os factores de crescimento sdo moléculas bioldgicas, normalmente proteinas, capazes
de se ligarem aos receptores da superficie das células desempenhando assim o papel
deguia durante o seu desenvolvimento, nos processos de migragdo, proliferacdo e
diferenciacéo celular(Chen, Zhang, & Wu, 2010).

Tabela 2. Factores de crescimento mais utilizados em engenharia dos tecidos (Adaptado de Lee,
Silva, &Mooney, 2011)

Abreviatura  Tecido alvo Funcdes
Ang-1 Vasos sanguineos, coragao, Maturacéo e estabilidade dos vasos
musculo
Ang-2 Vasos sanguineos Desestabilizar, regrediredesassociaras células
endoteliaisdetecidos circundantes
FGF-2 Vasos sanguineos, 0sso, pele,  Migracéo,
nervo, musculo, coluna proliferacdoesobrevivénciadecélulasendoteliais,
vertebral inibicdo
dadiferenciacdodecélulasestaminaisembrionarias
BMP-2 Osso, cartilagem Diferenciacdoemigracdodeosteoblastos
BMP-7 Osso, cartilagem, rim Diferenciagdoemigracdodeosteoblastos, o
desenvolvimentorenal
EGF Pele, nervo Regulacéo do crescimento celularepitelial,
proliferacdo e diferenciacdo
EPO Nervo, coluna vertebral, Promoverasobrevivénciadeglébulos vermelhos
feridas edesenvolvimentode precursores decélulasvermelhas
do sangue.
HGF Osso, figado, musculo Proliferacdo, migracdo ediferenciacdode células
estaminaismesenquimais
IGF-1 Musculo, osso, cartilagem, Proliferacdo celular e inibicdoda apoptose celular
figado, pulmao, rim, nervo,
pele
NGF Nervo, coluna vertebral, Sobrevivénciaeproliferacdo dascélulasneurais
cérebro
PDGF-AB Vasos sanguineos, musculo, Desenvolvimentoembrionario, proliferacéo,
0ss0, cartilagem, pele migracdo, crescimentodecélulasendoteliais
TGF-a Cérebro, pele Proliferacdodecélulasbasaisou de célulasneurais
TGF-B Osso, cartilagem Proliferacdoediferenciacdo dascélulasformadoras do
0ss0, factor anti-proliferativodas célulasepiteliais
VEGF Vasos sanguineos Migracéo, proliferagdo e

sobrevivénciadecélulasepiteliais
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O fornecimento exdgeno destas moléculas permite imitar o processo de reparacao
natural. Um passo importante é perceber as funcGes bioldgicas e o seu papel na matriz
extracelular antes do desenvolvimento de estratégias de entrega.Os factores de
crescimento agem a um nivel mais local, devido ao curtoalcance de difusdo e ao facto
de terem um tempo de meia-vida curto(Lee, Silva, & Mooney, 2011).

Diferentes factores tais como a natureza do factor de crescimento, a capacidade de
difusdo na matriz, o nimero de células alvo, o tipo de receptores e a transducgéo
intracelular do sinal estdo implicados na capacidade do factor de crescimento actuar
numa subpopulagdo celular especifica. A resposta celular ao mesmo factor de
crescimento pode ser diferente entre as células. A resposta ira depender do tipo de
receptor, o tipo de células e na transducdo intracelular do factor(Lee et al., 2011).
Sabe-se que estas moléculas biologicas tém um papel importante no controlo das
fungBes celulares basicas e também demonstram estar envolvidas nas actividades
relacionadas com a regeneracao tecidular, tendo a capacidade de incitar e orquestrar
directamente a regeneracdo (Ji et al., 2011). Dependendo da habilidade do tecido em
regenerar e a extensdo da regeneracdo sera necessario a integracdo dos factores de
crescimento no processo(Chen et al., 2010).

O controlo do sistema de regulacdo dos factores de crescimento é fundamental, ao nivel
da sua distribuicdo temporal e espacial uma vez que o desencadeamento de certos
processos celulares ndo depende somente da presenca dos factores de crescimento. A
técnica classica de infusdo de factores ndo permite que haja accdo numa célula
especifica pode levar a uma resposta bioldgica inadequada, apresentando também
desvantagens ao nivel da estabilidade dos factores, a necessidade de grandes
quantidades o que se traduz em custos elevados. Como o tempo de meia vida do factor é
muito curto, tem-sevindo a desenvolver novas estratégias para melhorar o fornecimento
de factores de crescimento, através da aplicacdo de sistemas de entrega com o uso de
matrizes poliméricas, por meio de imobilizacdo quimica ou de encapsulacdo do factor
(método fisico)(Lee et al., 2011).

Dois aspectos importantes tém de ser tidos em considera¢do no desenho do sistema de
entrega: as moléculas incorporadas nas matrizes devem permanecer bioactivas, ou seja,
a manutencdo da estabilidade durante a fase de fabricacdo da matriz, a fase de
armazenamento e a fase de degradacéo;e o perfil de libertacdo deve ser adequado a linha
cronoldgica da regeneracdo tecidular (Ji et al., 2011). Para além dos requisitos
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anteriores é fundamental ter bons conhecimentos sobre a distribuicédo in vivo, em termos
quantitativos e qualitativos,dos factores de crescimento ao longo do processo de
reparacdo e regeneracdo tecidular, do microambiente do local de accdo e também a

seleccdo do factor a utilizar(Chen et al., 2010).

Os novos métodos de entrega de factores de crescimento resguardam-nos de uma
desnaturacdoprematura, por métodos quimicos e fisicos, e permitem um controlo na
libertacdo dos mesmos nos locais adequados e em concentracGes apropriadas, através do

controlo da taxa de degradacdo da matriz(Lee et al., 2011).

A imobilizagdo quimica tem em conta a afinidade do factor-polimero e a afinidade
factor-célula ou tecido. O método fisico envolve a encapsulacdo, onde o factor de
crescimento pode ser aprisionado dentro de um “carrier” ou associado ao polimero, com
a difuséo e a libertacdo programada do factor para o local de acgdo. A estrutura do
polimero e as suas propriedades fisicas vao influenciar a eficicia do mecanismo de
entrega do factor, para além de terem também accédo nos processos celulares(Lee et al.,
2011). Uma das estratégias actuais consiste no uso de scaffolds com a forma exterior e a
arquitectura interna especificas para o tecido a reparar com componentes bioactivos
(factores de crescimento e outras biomoléculas) apropriados para a promocao da

restauracao funcional do tecido lesado (Chen et al., 2010).

A libertacdo dos factores de crescimento pode ser feita tendo como base a taxa de
degradacéo da matriz, contudo por vezes o sistema de entrega necessita de responder a
sinais ambientais locais de modo a libertar o factor. Os sinais ambientais podem ser
mudanca de pH, da temperatura, presenca de enzimas ou de farmacos(Lee et al., 2011).
Tendo como base este conhecimento € possivel modificar ou ajustar as
propriedadesfisicas e quimicas do polimero que forma o sistema de entrega, de modo a
que liberte o factor em determinadas condi¢des garantindo que este actua no tempo e
local certo, ou seja, alterar o perfil de entrega do factor de crescimento, mimetizando

assim o processo natural de reparacdo (Chen et al., 2010).

Em resumo, a regeneracgéo e reparacdo de tecidos depende da existéncia de factores de
crescimento bem coordenados em termos temporais e espaciais. Assim para
conseguirmos uma boa mimetizacdo do processo de regeneracdo natural é importante
terum bom controlo do material do sistema de entrega e da cinética de libertacdo do

factor de crescimento, traduzindo-se em bons resultados na engenharia dos tecidos.
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Capitulo 111 — Sucessos

Doencas congénitas, cancro, infec¢des, inflamacéo, trauma, lesdes iatrogénicas e outras
condicdes a que 0 corpo humano esta sujeito podem resultar em danos nos tecidos e
Orgdos. A engenharia dos tecidos e 6rgdos tem assim como objectivo a restauracdo da

funcdo dos tecidos e 6rgdos afectados(Atala, 2011).

A abordagem em que é usado umscaffoldbioabsorvivel € a mais aplicada na construcéo
de diversos tecidos, como a pele, 0sso, bexiga e outros. O conceito consiste na
integracdo de células, de determinado fendtipo, num scaffold poroso que é implantado
no corpo, do qual se espera que seja gerado o tecido pretendido a medida que o scaffold

¢ degenerado e eliminado (Vesely, 2005).

Durante a construcdo de qualquer tecido ou Orgao é necessario haver conhecimento
sobre a sua estrutura, composicdo e condi¢bes, em especial mecanicas, que lhe sédo
inerentes de modo a obtermos uma construcdo o mais semelhante possivel com o tecido
nativo e que seja funcional. A construcdo de tecidos funcionais por engenharia dos
tecidos e 6rgdos traduz-se na possibilidadede aplicacdodestes tecidos como medida

terapéutica em contexto clinico.

O enxerto ideal deve ter em conta algumas caracteristicas essenciais como estar
prontamente disponivel, ser de facil manuseamento e colocacdo; deve ser aderente e ter
as propriedades fisicas e mecénicas adequadas; a sua degradacdo deve ser controlada;
ndo deve desencadear resposta imune e provocar uma reactividade inflamatéria minima;
deve ser estéril, ndo tdxico e ndo antigénico; deve ser capaz de cobrir e proteger o local
onde é implantado, deve melhorar o processo de reparacdo natural, deve ser capaz de
diminuir a dor e deve resultar num pequeno ou nenhum sinal de cicatriz (Groeber,
Holeiter, Hampel, Hinderer, & Schenke-Layland, 2011; Metcalfe & Ferguson, 2007)

E importante perceber o que corre bem e as limitagBes de todas as tentativas feitas,
assim como perceber as desvantagens das abordagens convencionais e tentar ultrapassa-

las com a engenharia dos tecidos.

Tecidos como a pele, a cartilagem, 0sso, valvulas cardiacas e 6rgdos como a bexiga

foram alguns dos sucessosdesta abordagem.
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3.1. Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano que desempenha uma funcao de barreira fisica
contra o ambiente externo, de regulacdo térmica e de manutencdo da hidratagdo, torna-
se assim importante para a sobrevivéncia. Trata-se de um érgdo relativamente complexo
em termos estruturais e funcionais. E constituida por 3 camadas, a epiderme, a derme e
a hipoderme, e diversas células com caracteristicas e proveniéncias diferentes entre si.A
epiderme tem a fungdo de barreira e os queratindcitos, células que fazem parte desta
camada, séo responsaveis pela coesao estrutural da epiderme enguanto a derme confere

as propriedades mecanicas a pele(Wong & Chang, 2009).

Epiderme

+——— Derme

’< Foliculo piloso

Hipoderme

wininle
winiale
wliniele

't:ouc

wlelnln
sleiele

Glandula Sebacea

= Tecido Adiposo

Nervos

Glandula Sudoripara Vasos Sanguineos

Figura 7. Esquema da estrutura da Pele (Adaptado de Metcalfe&Ferguson, 2007)

A pele possui a capacidade de reparacdo, no caso de algum dano, e a encontra-se numa
constante renovacdo. Estas capacidades devem-se a presenca de células estaminais
multipotentes e unipotentes, neste caso especificas da pele, que se encontram em 5
locais distintos, na camada basal da epiderme, no bolbo do foliculo piloso, na base da
glandula sebacea, na papila dérmica e na derme(Wong & Chang, 2009). Todo o
processo de regeneracdo e reparacdo € estimulada e controlada por um ndmero de
moléculas bioldgicas, a sua mé regulacdo pode conduzir a uma incorrecta reparagdo
(Groeber et al., 2011). Apesar da capacidade de reparacdo que a pele exibe, em certos

casos como o de queimaduras extensas e de grande gravidade ou no caso de feridas
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profundas nas quais sdo afectadas as diferentes camadas da pele, € necessario a

construcdo e aplicacdo de enxertos.

A construcdo de pele através de engenharia dos tecidos que seja estruturalmente e
funcionalmente equivalente com a pele normal é um desafio pois requer o conhecimento
ndo s6 sobre a forma de obter células progenitoras da pele mas também um
conhecimento da sinalizacdo apropriada para a indugéo da morfologia correcta. A via de
sinalizacdo € complexa e envolve o controlo da auto-renovacdo, proliferacdo e
diferenciacédo das células e tecidos, assim a manipulacdo da mesma permitira a obtengédo
de tecidos diferenciados de modo adequado para a construcdo de substitutos pela

engenharia dos tecidos(Wong & Chang, 2009).

As técnicas tradicionalmente usadas na reparacdao de grandes danos na pele, consistena
utilizacdo de enxertos autélogos e alogénicos, apresentam desvantagens relevantes, ao
nivel da recolha do tecido, seguranca e rejeicdo imunogénica no caso de enxertos
alogénicos, que levou a procura de alternativas(Groeber et al., 2011). Os enxertos
alogénicos sdo considerados uma medida de substituicdo temporaria e que € usada ha
muito tempo e considerada a estratégia padréo, servindo de comparagao para 0S outros
métodos temporarios como enxertos de fibroblatos e queratindcitos alogénicos

neonatais numa matriz de colagénio(Shevchenko, James, & James, 2010).

A engenharia dos tecidos para substituicdo da pele apresentou-se como uma solucéao
para algumas das desvantagens que o método tradicional exibia. A sua constru¢do com
células autdlogas ou alogénicas sobre scaffolds naturais ou sintéticos, pretende
mimetizar a arquitectura histoldgica da pele normal e iniciar e regular o processo de

reparacao(Groeber et al., 2011).

Algumas estratégias de construcdo tém vindo a ser testadas clinicamente e usadas no
tratamento de lesGes da pele. Diferentes enxertos construidos por engenharia dos tecidos
estdo disponiveis no mercado, a sua classificacdo depende da camada da pele que se
pretende regenerar (anexo I1). A construcdo tridimensional de esponja de colagénio
semeada com fibroblastos e queratindcitosautélogos, permite o fecho da ferida e
regeneracdo da pele. Esta construgdo é utilizada em casos de lesdo da camada
epidérmica e dérmica (Shevchenko et al., 2010). Uma técnica que tem vindo a ser
estudada é a combinacdo de queratindcitosautdlogos desagregados que sdo semeados
numa matriz altamente porosa de colagénio e glicosaminoglicanos para a regeneragdo

da epiderme e da derme in vivo(Metcalfe & Ferguson, 2007).
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A estratégia actualmente aplicada € o crescimento das células estaminais epidérmicas
em matrizes de fibrina ou em derme alogénica. Isto confere vantagem ao nivel da
manipulacdo e manuseio do enxerto construido assim como ao nivel da aceitacdo do
mesmo apos a implantacdo. Esta construcdo exibe a capacidade de regenerar de forma
normal a juncdo derme-epiderme e a por¢do superior da derme, caso seja necessario.
Contudo, ndo tém a capacidade de restaurar totalmente a funcionalidade e propriedades
mecanicas da pele(Wong & Chang, 2009).

Os substitutos mais complexos disponiveis apenas tém na sua composi¢do dois tipo de
células, queratindcitos e fibroblastos, o que ndo permite a execucdo de todas as fungdes
da pele, nomeadamente, a da termorregulacdo(Shevchenko et al., 2010).No futuro
pretende-se incorporar nas construgdes nao sé substancias que estimulem o crescimento
celular mas também mais tipos de células, com o objectivo de construir substitutos que
oferecam uma regeneracdo completa, que se assemelhem o mais possivel com a pele
normal, em termos de composicdo e também de funcBes, e que permitam uma
integracdo com o local de aplicacdo sem a formacéo de cicatriz(Groeber et al., 2011;
Metcalfe & Ferguson, 2007).

3.2. Cartilagem

A cartilagem é um tecido conjuntivo elastico e flexivel aderente as superficies
articulares, ndo vascularizado e resistente a pressdo, que desempenha fungdes de
suporte, proteccdo e de ligacdo ou crescimento.

Existem trés grandes tipos de cartilagem que podem ser encontrados no corpo, sao
distintos em termos da sua composi¢do bioguimica e a estrutura da MEC (matriz
extracelular) assim como a propriedades mecanicas que detém. Temos a cartilagem
amarela elastica, esta cartilagem é formada por uma baixa concentracdo de células
assim como de proteoglicanos, componente da MEC, mas apresenta uma elevada
concentracdo de elastina. Estas caracteristicas tornam-na pouco vulneravel a mudancas
degenerativas, um exemplo deste tipo é a cartilagem auricular. Um outro tipo € a
fibrocartilagem, composta por uma MEC pobre em proteoglicanos e elastina, um

exemplo deste tipo é 0 menisco e os discos intervertebrais. Esta cartilagem exibe uma
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boa resisténcia a forcas de compressdo e a tensdes de traccdo. Por fim temos a
cartilagem hialina, € um tecido branco de superficie lisa, resistente & compressao e a

forcas de traccdo, faz parte deste tipo a cartilagem articular (Schulz & Bader, 2007).

Proteoglycan
Aggregate Chondrocyte

Collagen
fibre

Figura 8. Estrutura da matriz extracelular da cartilagem articular (Schulz &Bader, 2007)

A cartilagem articular € um tecido conectivo critico que se encontra sobre um elevado
stress mecanico, tem assim uma estrutura singular constituida por condrocitos
embutidos numa MEC, constituida na grande maioria por agua (70%) e uma rede
tridimensional de fibras de colagénio, proteoglicanos e glicoproteinas. Esta cartilagem
cobre as superficies articulares de contactos de 0ssos interligados(Schulz & Bader,
2007; Zhao, Jin, Cong, Liu, & Fu, 2013). Uma vez maduraexibe uma baixa capacidade
de reparacdo, em casos de trauma, desgaste ou outro tipo de lesGes é entdo necessario
realizar uma intervencao cirurgica de modo a reparar a articulagdo(Moreira-Teixeira,
Georgi, Leijten, Wu, & Karperien, 2011).

Diversos tratamentos podem ser realizados quando se observa uma lesdo mais profunda
da cartilagem, ao qual o mecanismo de reparacdo intrinseco ndo é capaz de solucionar
completamente, trata-se de métodos cirirgicos como a remocao total da cartilagem e
colocacdo de uma protese de fibras sintéticas (Schulz & Bader, 2007). O método de
transplante de tecido ou células autélogas e alogénicas também é uma estratégia comum
para a susbstituicdo e/ou reparacdo da cartilagem, contudo este apresenta inumeras
limitacOes e uma baixa eficacia(Zhao et al., 2013).

Outras tecnicas abrangem técnicas cirdrgicas de estimulacdo da medula para a utilizagdo
do mecanismo de autoreparacdo, ou metodos como a perfuracdo do osso subcondral
permitindo a migracdo das células progenitoras e assim a formacdo da matriz da

cartilagem. Este altimo,é um método rapido e de baixo custo contudo ndo existe uma
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regeneracdo completa deste tipo de cartilagem ja que foi observado que ha a inducédo da
formacdo de cartilagem fibrosa, uma cartilagem com propriedades mecanicas
inadequadas. Um outro método que utiliza o mecanismo de autoreparacdo € um
processo de dois passos, inicialmente é recolhida uma amostra de cartilagem para
isolamento de condrdcitos, que serdo expandidos in vitro, antes da reimplantacdo dos
condrdcitos a lesdo é coberta com uma aba periosteal sob a qual € realizada a injeccéo
dos condrocitos, este € um método moroso e também dispendioso contudo promove a
formacéo de cartilagem hialina com uma boa funcionalidade. Esta ultima € considerada
a primeira estratégia terapéutica de engenharia dos tecidos, baseadas no uso de

células(Moreira-Teixeira et al., 2011).

De modo a superar as limitacbes dos métodos tradicionais tem-se feito avancos em
engenharia dos tecidos, através da construcdo de scaffolds ou biomatrizes semeadas
com condrécitos e no qual sdo incorporados factores de crescimento e outros
componentes que apos implantados no local alvo desempenham um papel na inducédo da
proliferacdo e diferenciagdo das células in situ(Zhao et al., 2013). A maioria das
construcdes consiste em matrizes de hidrogéis constituidos por fibras de colagénio e
derivados de acido hialurénico. Estruturas tridimensionais permitem a manutencdo do
fenotipo das células, semeadas com condrdcitos, células que irdo sintetizar a MEC
semelhante a nativa e formar assim uma cartilagem nova. Esta estratégia leva ao
aumento das propriedades morfoldgicas, bioquimicas e mecénicas da cartilagem
formada, permite um bom manuseamento e uma recuperacdo curta. Mas também
existem limitacGes.A disponibilidade de condrécitos, quantidade de tecido que se
recolhe por biopsia para a obtencdo e isolamento dos condrdcitos € limitada sendo entdo
necessario expansao em cultura antes de serem semeados no scaffold.Foi também
verificado que a actividade mitdtica e metabolica diminui (Schulz & Bader, 2007; Zhao
etal., 2013).

A utilizacdo de células mesenquimais da medula 6ssea tem vindo a ser estudada e
aplicada na construcdo de cartilagem, uma vez que apresenta algumas vantagens em
relacdo aos condrécitos. Elas fazem parte do mecanismo de autoreparacdo da
cartilagem, tém a capacidade de se diferenciarem em distintas linhagens celulares
incluindo os condrécitos mas esta diferenciacdo por vezes tem de ser induzida por
factores de crescimento ou por estimulagéo fisica. Pretende-se assim combinar as MSCs

com scaffolds, biomateriais de uso clinico que exibam boas caracteristicas para
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aplicacdo em engenharia dos tecidos, em culturas devidamente estimuladas em termos

mecanicos e bem monitorizados em sistema de bioreactores(Schulz & Bader, 2007).

3.3. 0ss0

O corpo humano ¢é formado por 206 0ssos. Este tecido € um dos mais duros do corpo e €
0 maior constituinte do esqueleto humano, € um tecido muito vascularizado e dindmico.
Tem como funcdoprincipal o suporte estrutural do organismo, no entanto desempenha
outras funcbes como proteccdo dos Orgdos vitais, reservatorio de minerais como o
calcio, suporte da contraccdo muscular para execu¢do de movimento e ainda nele esta
contida a medula Ossea,local de formacdo das células hematopoiéticas(“The Merck

Manual- Home edition,” n.d.).

O tecido 6sseo é formado por duas partes distintas, a parte trabecular ou 0sso esponjoso,
que se caracteriza por uma elevada porosidade e uma grande resisténcia a forcas de
compressdo, e a parte cortical ou 0sso compacto, exibe uma forma mais sélida e pouco
porosa. E constituido por trés tipos de células, os osteoblastos, os osteoclastos e 0s
ostedcitos, elas sdo responsaveis pela producdo, manutencao e reabsorcao do tecido. A
sua matriz € formada por um componente mineral, a hidroxiapatite, e componentes
organicos, como colagénio,glicoproteinas, proteoglicanos, sialoproteinas e proteina
GLA (Salgado, Coutinho, & Reis, 2004).

Tabela 3. Tipo de células do 0sso e as suas fungdes (Adaptado de Salgado et al., 2004)

Tipo célula Caracteristicas Funcéo
morfologicas
Osteoblastos Forma cubica, polarizadas e Sintese e regulacao da
localizadas na superficie do decomposicao e
0SS0 mineralizagdo da MEC do
0ss0; responde a estimulos
mecanicos
Ostedcitos Forma estrelada; possuli Calcificacdo da matriz;
menos organelos que o homeostase do calcio;
osteoblasto sensores mecanicos do 0sso
Osteoclastos Célula multinucleada; células  Absorgdo Gssea
polarizadas

38



Capitulo IV - Desafio

O osso tem uma alta capacidade regenerativasem formacao de cicatriz e necessidade de
intervencgdo cirurgica, quando sofre pequenos traumas ou doenga,e ainda a capacidade
de mobilizar reservas minerais caso haja necessidade metabdlica.(Salgado et al., 2004;
Woodruff et al., 2012).A remodelacéo e reparacdo do 0sso no caso de grandes defeitos
0sseos, como grandes fracturas, resseccGes de tumor, doencas genéticas ou defeitos
congénitos torna-se dificil ou mesmo impossivel. O tratamento padréo para 0s casos de
grandes defeitos é o0 enxerto Osseoautdlogo,mas apresenta desvantagens como a
morbilidade do local dador, disponibilidade reduzida e a sua preparacéo é dificil. Outras
medidas como enxertos alogénicos e uso de substitutos sintéticos, como metais e
cerdmicas, apresentam também limitacGes na sua utilizacdo (Chimutengwende-Gordon
& S. Khan, 2012).

Devido a todas as limitacGes exibidas pelos métodos mais convencionais a engenharia
de tecidos apresenta-se como uma estratégia alternativa valida e promissora (Meijer,
Bruijn, Koole, & Blitterswijk, 2007). Existem algumas condi¢des que tém de ser tidas
em conta no planeamento da estratégia de engenharia de tecido 6sseo, sdo elas o estado
clinico, a idade, o0 sexo, existéncia de doencas cronicas e habitos do doente, a forma
anatomica do implante e o local de intervencdo(Salgado et al., 2004).

As estratégias actuais baseiam-se no uso de scaffolds de estrutura tridimensional, que
funcionam como veiculos para células ou factores de crescimento, em combinagdo com
células com capacidade osteogénica, sendo as células estaminais mesenquimais obtidas
do aspirado da medula 6ssea as mais usadas(Meijer et al., 2007). Estas construgdes
devem estimular e apoiar o inicio da formacdo do 0sso e 0 seu continuo crescimento,
assim como a remodelacdo e maturacdo (Woodruff et al., 2012).

As primeiras experiéncias envolviam a utilizacdo de biocerdmicas como material de
scaffold onde eram cultivadas MSCs e implantadas no local com grandes defeitos
0sseos, em todas elas se verificou que passado algum tempo houve a formagao de novo
0ss0 e uma boa integracdo do implante. Esta construcdo permite que factores do préoprio
doente produzam a matriz 6ssea (Meijer et al., 2007).Novos biomateriais tém vindo a
ser aplicados uma vez que as ceramicas ndo preenchem todos os requisitos de um bom
biomaterial, como a biodegradabilidade (Salgado et al., 2004).

Combinacbes entre MSCs e scaffolds de polimeros biodegradaveis tém vindo a ser
elaboradas e testadas. N&o se pode descurar a importancia da porosidade e a interligacdo
dos poros destes scaffolds para o sucesso da formacdo de tecido 6sseo. Uma destas

abordagens é a combinacdo de MSCs com scaffolds de PLGA, que antes da sua
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implantacdo sdo submetidos a condigdes de cultura osteogénicas de modo a influenciar
a diferenciacdo celular para esta linhagem. Nestes casos, ap0s a implantacdo observou-
se formacdo de tecido 6sseo(Salgado et al., 2004). A cultura de MSCs em scaffolds de
hidroxiapatite tem também vindo a ser testadas (Meijer et al., 2007).

O uso de scaffolds de compdsitos em combinacdo com células ou factores de
crescimento tém a capacidade de promoverem a regeneracdo 0ssea. Scaffoldscompostos
por policaprolactona e fosfato tricalcico tém sido empregue em locais que apresentam
grande trauma 0sseo e foi verificado a ocorréncia de remodelacdo e regeneracdo,assim
como a formacdo de matriz mineralizada e maturagéo do tecido ao longo do tempo em
que o scaffold € degradado, observando-se deste modo uma substituicdo progressiva do
scaffold por novo 0sso. Resultado, uma regeneracéo estrutural e funcional (Woodruff et
al., 2012).

Para além das MSCs outras células tém vindo a ser utilizadas na construcao de tecidos,
como as células multipotentes do periosteo. Uma construgdo de scaffold de biomaterial
coral natural, semeado com células do peridsteo foi usada na substituicdo de uma
falange. Algum tempo depois da implantacdo no local alvo verificou-se que o implante
encontrava-se bem incorporado com o tecido circundante, estava vascularizado e havia
a formacdo de novo 0sso(C. A. Vacanti, Bonassar, Vacanti, & Shufflebarger, 2001).
Uma abordagem que ndo envolve a utilizagdo de células mas sim factores de
crescimento em scaffolds de policaprolactona e fosfato tricalcico tem vindo a ser
estudada,com bons resultados observados. Tem como base o recrutamento e
estimulagdo de células enddgenas, no local lesado, por factores de crescimento
relevantes para a regeneracdo 6ssea (Woodruff et al., 2012). Mantendo a ideia da
utilizacdo de factores de crescimento, a encapsulacdo com hidrogéis ou vesiculas de
materiais como PEG e a fibrina € uma abordagem muito comum, devido a exibirem

uma facil dispersdo na matriz e a serem altamente controlaveis (Salgado et al., 2004).

Apesar de diversas estratégias serem estudadas, poucas sdo aplicadas na pratica clinica
ou mesmo em estudos clinicos em humanos. A demora da aplicacdo deve-se a falha de
alguns requisitos como o numero suficiente de células com propriedades osteogénicas,
scaffold apropriados, indugdo da diferenciacdo osteogenica pelo uso de factores ou
biomoléculas e ainda fornecimento vascular suficiente. A superacdo destas falhas levara
ao sucesso da construgdo e a uma aplicabilidade clinica(Meijer et al., 2007). Para além

disso, a combinagdo de uma construcdo em que sdo empregues nao so células (MSCs)
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como também sistemas de factores de crescimento com um scaffold de estrutura
tridimensional apresenta-se como uma estratégia mais promissora para a obtencdo de

uma regeneracao 0ssea eficiente (Salgado et al., 2004).

3.4. Bexiga

A estratégia standart na reparacdo de danos na bexiga é a utilizacdo de segmentos
gastrointestinais, contudo esta abordagem apresenta complicacdes a diversos niveis o
gue motivou a pesquisa e desenvolvimento de alternativas com o recurso da engenharia
dos tecidos(Atala, 2011). Em 1917 foi reportado a primeira aplicacdo de enxertos de
tecido livre para substituicdo da bexiga(Mahfouz, Elsalmy, Corcos, & Fayed, 2013).
Uma variedade de materiais, naturais e sintéticos, podem ser empregues na construcao
destes substitutos contudo muitos falharam devido a problemas de propriedade
mecanicas, estruturais, funcionais ou biocompatibilidade. A bexiga exibe algumas
particularidades em termos das suas caracteristicas elasticas e de permeabilidade do
urotélio(Atala, Bauer, Soker, Yoo, & Retik, 2006).

Para a construcdo de bexiga por engenharia dos tecidos, o scaffold utilizado deve ser
capaz de suportar a adesdo e proliferacdo de diferentes células, como as célulasuroteliais
e as células do musculo liso. Deve ter a capacidade de suportar as forcas resultantes do
enchimento e esvaziamento da bexiga e ainda as forcas exercidas pela musculatura
pélvica ao longo das actividades do dia-a-dia(Mahfouz et al., 2013).

Consoante o tecido/drgéo a ser substituido serd necessario diferentes conformagdes, no
caso da construcdo de um substituto da uretra devemos ter uma forma tubular enquanto
no caso da bexiga é necessario uma construcdo com a forma esférica oca.(Atala, 2011)
Diferentes tipos de biomateriais tém sido empregues na constru¢do de substitutos,
materiais naturais como o colagénio e o alginato, matrizes descelularizadas como a
submucosa da bexiga ou a submucosa intestinal, e ainda polimeros sintéticos com o
PGA, o PLA e 0 PLGA. Cada um apresenta vantagens e desvantagens para a aplicacdo
de construcdo de enxertos para a bexiga(Mahfouz et al., 2013).

A maioria dos materiais sintéticos usados na tentativa de reconstrucdo da bexiga falhara

devido a problemas estruturais, funcionais, mecénicos e de biocompatilidade. A
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estratégia de scaffolds compostos de material sintético e natural, o colagénio, tem vindo
a ser desenvolvida, mostrando ter beneficios para a construcdo de 6rgdos compostos por
maltiplas camadas celulares, como é o caso da bexiga. Matrizes da bexiga alogénicas
descelularizadas tém sido usadas como scaffold, a remoc¢édo de todos 0s componentes
celulares é feito por meios quimicos e mecanicos(Atala, 2011).

Em termos das fontes celulares, o uso de células nativas ou priméarias apresenta a
vantagem de j& estarem programadas para a diferenciacdo para um tecido especifico,
assim como podem ser recolhidas do 6rgéo a ser tratado do proprio doente ndo havendo
o problema de rejeicdo. A aplicacdo das células estaminais na construcdo de tecidos tem
vindo a aumentar, contudo algumas fontes deste tipo células sdo candidatos mais
atractivos em relagdo a outros. As células estaminais mesenquimais (MSCs) e as células
estaminais derivadas do tecido adiposo (ADSCs) exibem vantagens que as tornam
atractivas, no caso das MSCs tem a capacidade de se diferenciarem directamente em
celulas do musculo liso e ainda a capacidade regular um nimero de processos quimicos.
Enquanto as ADSCs sdo de facil obtencdo e tém a capacidade de se diferenciar em
células do masculo liso e assim formar tecido funcional e contractil(Mahfouz et al.,
2013).

A construgdo de estruturas tridimensionais in vitro facilita a diferenciagdo final das
células depois da implantacdo in vivo e minimiza a resposta inflamatoria, evitando
assim a contractura e encolhimento da matriz. Para além disso estudos evidenciam a
diferenca que existe entre o uso de matrizes semeadas com células autélogas e as sem
celulas. A utilizagdo de matrizes semeadas com células sofrem menor retracgdo, retendo
assim as suas dimensdes originais(Atala, 2011).

Vérias estratégias tém sido propostas, uma que se destacou das restantes foi a que se
baseou na construcdo de bexigas com células autdlogas, células do musculo liso e
uroteliais, expandidas in vitro e posteriormente semeadas num scaffold de colagénio ou
num scaffold composto de PGA-Colagénio com estrutura tridimensional. Este estudo
mostrou que um scaffold composto por PGA e colagénio é uma 6ptima abordagem para
a construgdo da bexiga por engenharia dos tecidos, devido ao facto de um dos
componentes manter a integridade do suporte estrutural e o outro ajudar no crescimento
e sobrevivéncia das células. O objectivo era a melhoria das funcdes da bexiga e da
incontinéncia assim como a diminuigdo da presséo intravesical de doentes com doencas
congénitas, como extrofia da bexiga e mielomeningocele. Apds a implantacdo foram

notadas melhorias ao nivel daincontinéncia urindria e manutencdo da funcdo da
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bexiga.No seguimento de uma anélise histoldgica verificou-se uma arquitectura em trés
camadas, urotélio, submucosa e muscular. Esta estratégia permitiu a percepcdo da
utilidade médica da utilizacdo de uma construcdoautologa regenerativa e que as técnicas
para gerar bexigas por técnica de engenharia dos tecidos sdo benéficas (Atala et al.,
2006).

Figura 9. Bexiga criada através de engenharia dos tecidos, scaffold de colagénio e PGA semeado
com células autélogas do musculo liso pronto para ser implantado em doentes (Adaptado deAtalaet
al., 2006)

3.5. Valvulas cardiacas

O coragdo é um Orgdo de extrema importdncia no organismo, tem como fungdo
principal o bombeamento do sangue para todo o organismo proporcionando assim a
chegada de oxigénio que os tecidos necessitam e a eliminacdo dos produtos resultantes
desta respiragdo. E composto por musculo cardiaco, o miocardio, e encontra-se separado
por quatro cavidades (auricula esquerda e direita, e os ventriculos esquerdo e direito).De
modo a haver a separacdo entre cavidades do mesmo lado e separa¢do das mesmas com
0S Vvasos, mais propriamente as artérias pulmonares e aorta que estdo ligados
respectivamente ao ventriculo direito e ao ventriculo esquerdo, existem as valvulas. A
alteracdo dos componentes do coracdo, musculo e valvulas, traz grandes consequéncias
para o bom funcionamento do mesmo e salde do doente(“The Merck Manual- Home

edition,” n.d.).

As valvulas cardiacas sdo tecidos dindmicos, que sdo compostos por células
especializadas e por uma matriz extracelular que é capaz de responder e se remodelar no

caso de ocorréncia de alteracdes das forcas mecanicas do local. A sua principal funcéo é
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a manutencdo do fluxo unidireccional do sangue, elas tém uma grande resisténcia a
stress mecanico substancial e repetido e ainda a capacidade de reparagéo e adaptacdo no
caso de algum dano(Mendelson & Schoen, 2006).0 tecido das vélvulas é formado por
trés camadas distintas em termos de localizacdo e constituicdo, que sdo compostas por
uma MEC fibrosa de colagenio, elastina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos(Hinderer et al., 2014). Sdo encontrados dois tipos de células, as
células endoteliais e as células intersticiais(Mendelson & Schoen, 2006).

A abordagem actual para o tratamento de defeitos, doenca ou mesmo trauma das
valvulas cardiacas envolve uma substituicdo cirdrgica da valvula em causa, por proteses
mecanicas ou por valvulas teciduais, categoria que inclui valvulas xenogeénicas,
alogénicas e autélogas(Cebotari et al., 2006). Apesar de esta terapéutica ter significado
0 aumento da sobrevivéncia e da qualidade de vida do doente, apresenta limitaces
como a necessidade de terapéutica anticoagulante no uso de valvulas mecéanicas ou a
calcificacdo e deterioracdo estrutural das valvulas xenogénicas e autélogas(Mendelson
& Schoen, 2006). Uma outra desvantagem da estratégia tradicional € a sua incapacidade
de se desenvolverem e remodelarem no caso de aplicacdo em doentes como as criancas,
ou seja, ndo tém a capacidade de acompanharem o crescimento da normal do organismo
(Cebotari et al., 2006).

Figura 10. Imagem das valvulas xenogénicas (A e B) e das valvulas autélogas (C) usadas nas
abordagens tradicionais (Adaptado de Vesely, 2005)

Para uma construcdo de uma valvula cardiaca por engenharia dos tecidos com sucesso é
necessario em primeiro lugar fazer uma analise dos componentes da estrutura complexa
deste tecido e as suas interac¢des(Mendelson & Schoen, 2006). O objectivo desta
estratégia é de gerar um substituto viavel de uma valvula que seja composto por células
saudaveis e com a capacidade de reparar danos na MEC, que se consiga adaptar a
mudancas de condi¢Ges ambientais e que consiga crescer & medida que seja necessario e

a um ritmo adequado (Schoen, 2008).
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A ideia base das estratégias de engenharia dos tecidos € a repopulacdoin vivo ou in
vitrode scaffolds, usando células aut6logas e factores de crescimento (Cebotari et al.,
2006).Trés estratégias foram desenhadas e estudadas, a primeira consiste na
implantacdo de um scaffold de polimeros sintéticos biodegradaveis semeados com
células cardiacas in vitro; a segunda estratégia € empregue um scaffold de tecido
processado, ou seja, um tecido descelularizado ao qual sdo semeadas células cardiacas
in vitro antes da sua implantacdo; e por Gltimo uma estratégia que envolve o0 uso das
células endogenas do doente, consiste assim no repovoamento in vivo de um scaffold
implantado através do recrutamento das células enddgenas(Mendelson & Schoen,
2006).

Na primeira abordagem tém vindo a ser criados scaffolds sintéticos, com o uso de PGA,
PLA ou PLGA como biomaterial, que sdo posteriormente semeados com ceélulas
endoteliais vasculares.Os resultados foram muito positivos observando-se um
crescimento de células na superficie do scaffold e a sua remodelagdo, mas apesar destes
resultados as construgdes apresentavam algumas desvantagens em termos das suas
caracteristicas  fisicas como uma grande espessura, rigidez e pouca
maleabilidade(Mendelson & Schoen, 2006; Vesely, 2005). De modo a contornar estas
desvantagens foi fabricado um scaffold composto, com o recurso autilizacdo de PGA e
de poli-4-hidroxiburato (P4HB).Esta composicdo tornou-o mais flexivel. Esta
construcdo, ao qual foram adicionadas células endoteliais vasculares e células do
musculo liso, foi mantida em cultura num bioreactor por 14 dias e posteriormente
implantada, algum tempo depois verificou-se que o scaffold teria sido substituido por
tecido novo que exibia uma MEC semelhante com a do tecido nativo (Mendelson &
Schoen, 2006). Uma outra composic¢do testada foi o composito de PLA e de PEG, neste
caso mostrou-se uma base muito promissora devido ao facto de apresentar propriedades
biomecénicas similares com o tecido nativo (Hinderer et al., 2014).

Ainda na trajectoria da abordagem acima referida, de uso de scaffold semeado com
células, tém vindo a ser usados scaffolds de materiais naturais, como submucosa do
intestino delgado e o colagénio, como matriz. No entanto a matriz de submucosa do
intestino delgado ndo aguenta as elevadas pressbes a que as valvulas, em especial a
aortica, estdo sujeitas (Vesely, 2005).

Uso das valvulas descelularizadas como materiais de scaffold, valvulas de origem
xenogénica ou alogénica, semeadas posteriormente com células aut6logasexibiram

reconstrugdo da superficie e ainda a sintese de matriz(Mendelson & Schoen, 2006). Elas
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tém vindo a ser empregues devido a sua propriedade biomecénicas, contudo tém
desvantagens que tem de ser ponderadas aquando a sua aplicacdo. As vélvulas
xenogénicas desencadeiam uma resposta inflamatéria da qual pode resultar uma cicatriz
e oenfraquecimento da valvula o que a torna mais susceptivel a danos ou mesmo
rejeicdo. Este facto, deve-se principalmente as proteinas da MEC, uma vez que as
valvulas alogénicas mesmo ap6s um longo periodo de funcdo ndo apresentam
remodelacdo, crescimento e mesmo recelularizacdo, ou pode se dever ao processo de
descelularizagdo uma vez que o mesmo pode alterar propriedades fisicas da
valvula(Cebotari et al., 2006; Mendelson & Schoen, 2006). Apesar da falha da
recelularizacdo das valvulas alogénicas,estas desempenham a funcdo mecénica a que
estdo destinadas sem a necessidade de qualquer tipo de reforgo adicional (Vesely,
2005).

Uma abordagem alternativa é a aplicacdo de um scaffold sem células mas que exiba um
potencial para recrutar células enddgenas, endoteliais e outras células. Sabe-se que as
células percursoras endoteliais tém a capacidade de promover a regeneragdo do tecido
através de estimulos como factores de crescimento, tendo em conta esta capacidade a
aplicacdo de scaffolds revestidos com factores de crescimento apropriados para a
promoc¢do da adesdo, proliferacdo e diferenciacdo das células percursoras endoteliais
tem sido testada. Tém-se observado bons resultados com esta estratégia, com a
susbstituicdo do scaffold por MEC semelhante ao tecido nativo, celularizacdo e
regeneracdo do tecido. Uma das limitagdes desta alternativa é o tamanho da lesdo, em
grandes lesbes apresenta uma menor eficiéncia(Mendelson & Schoen, 2006; Schoen,
2008).
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Tabela 4. Substitutos de valvulas cardiacas, diferencas entre método convencional e engenharia dos
tecidos (Adaptado deMendelson & Schoen, 2006)

Caracteristicas

Convencional (préteses

Engenharia dos tecidos

Encerramento do folheto

Tamanho do orificio

Propriedades mecénicas
Insercdo cirdrgica
Risco de trombo-embolismo

Risco de disfuncéo estrutural

Risco de infecgéo
Viabilidade

mecanicas e bioldgicas
Rapido e completo

Menor que o das valvulas
naturais

Estavel
Facil e permanente

Sim, em particular com as
valvulas mecanicas

Caso de degradacdo e
calcificacdo no caso de valvulas
bioldgicas

Sim

Nao

Répido e completo

Melhor

Estavel
Facil e permanente
Né&o

Resistente a calcificacdo e
degradacéo

Néo
Sim, tem a capacidade de
reparar, remodelar e crescer

Muitos sucessos tém vindo a ser conseguidos ao longo do tempo e novos conhecimentos

tém sido adquiridos com os tecidos construidos por engenharia dos tecidos, quer eles

tenham tido sucesso ou tenham falhado. No entanto é importante salientar que poucas

das construcdes obtidas e que se apresentaram bons resultados sdo realmente empregues

na préatica clinica, ou seja, a grande maioria dos sucessos obtidos resultaram de ensaios

em modelos animais.
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Capitulo IV — Desafios

O progresso em biologia celular e da célula estaminal, ciéncia de biomateriais e da
engenharia tem permitido o desenvolvimento de estratégias e tecnologias para a
construcdo de tecidos. Mas apesar dos grandes progressos que ja foram feitos ainda
muitos problemas ou desafios estdo por superar(F.-M. Chen, Zhao, Jin, & Shi, 2012).

Desafios como vascularizagao dos tecidos, a construcdo de tecidos e 6rgaos complexos,
a translacdo para a clinica das construcdes e ainda a regulamentacdo desta area, ainda

permanecem.

4.1. Vascularizagao

A vascularizacdo é uma das limitagBes principais do sucesso das construcbes de
engenharia dos tecidos, ela condiciona ndo s6 o tamanho como também a integracdo do
tecido construido no local in vivo. A grande maioria dos tecidos necessita que esta rede,
responsavel pelo fornecimento de nutrientes e oxigénio e a eliminacdo de metabolitos e
outros componentes desnecessarios, se encontre a uma distancia curtain vivo, cerca
200um, para que seja possivel a difusdo destes elementos. Apenas alguns tecidos tém a
capacidade de serem fornecidos por vasos mais distantes, fazem parte destes tecidos a
pele, a cartilagem e a cornea (Novosel, Kleinhans, & Kluger, 2011).

Durante a construcdo do tecido os nutrientes podem ser fornecidos através da
permanéncia da cultura em bioreactores, mas apo6s a implantacdo isso nao é possivel
contando apenas com a capacidade de vascularizagdo dos tecidos hospedeiros
circundantes, contudo este € um processo muito lento o que pode significar numa
diminuicdo da funcionalidade e viabilidade do enxerto(Lovett, Ph, Lee, Edwards, &
Kaplan, 2009; Rouwkema, Rivron, & van Blitterswijk, 2008). Sendo assim necessario a
criagdo do sistema de vasos de modo a contornar a longa demora do processo.Existem
muitas estratégias que podem ser empregues para a formacdo dos vasos, elas sdo
organizadas segundo uma ideia base, a primeira tem como base as células endoteliais
(ECs) e a sua capacidade de formar novos vasos, a segunda tem em conta a estrutura
tubular dos vasos e consiste no uso de vasos de derivados biolégicos ou o fabrico

sintéetico de scaffolds tubulares(Novosel et al., 2011).
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As células endoteliais permitem a formacdo de novos capilares a partir de vasos ja
existentes, esta capacidade permite que sejam empregues dois métodos diferentes para a
obtencdo de construgdes vascularizadas. Um dos métodos consiste na pré-
vascularizagdo in vivo ou in vitro do enxerto. A pré-vascularizacdo in vitro consiste no
uso de um scaffold ou tecido semeado com ECs no qual é gerado uma rede de capilares
que sera posteriormente implantado no local da lesdo, enquanto a pré-vascularizagéo in
vivo é baseada na implantacdo de um tecido construido por engenharia dos tecidos no
paciente, regido com vasos adequados para ligagdo microcirirgica como a cavidade
peritoneal, onde sera formada a rede de vasos, apds a formacgdo dos vasos remove-se a
estrutura e os vasos formados, e 0 enxerto vascularizado é posteriormente implantado
no paciente no local da lesdo(Novosel et al., 2011; Rouwkema et al., 2008). Os métodos
de pré-vascularizacdo permitem a diminuicdo do tempo necessario para que ocorra a
vascularizacdo da construcdo apds a implantacao no local alvo, uma vez que apenas sera
necessario que os vasos do hospedeiro crescam até as regifes limite do implante
(Rouwkema et al., 2008). O outro método tem como base a inducdo da
neoangiogénesein vitro, ou seja, a inducdo da formacdo de novos vasos atraves da
adicdo ou entrega de factores de crescimento e citoquinas promotoras da angiogénese,
biomoléculas que terdo um papel importante na activacdo, estimulacdo, migracdo e
ainda organizacdo das ECs de forma a promover a formagdo e maturagdo dos
vasos(Novosel et al., 2011). Uma abordagem simples consiste na integracdo destas
moléculas nos scaffolds ou na sua encapsulacdo com biomateriais(Lovett et al., 2009).
A entrega em termos de espaco temporal e a dosagem destas biomoléculas tem de ser
bem controlada pois uma ma estimulacdo leva a formacdo de vasos desorganizados e
fracos, o que significa uma ma vascularizacdo do tecido (Rouwkema et al., 2008). Esta
inducdo pode também ser promovida através da imobilizacdo de proteinas ou péptidos
nos biomateriais aplicados em engenharia dos tecidos, moléculas que terdo uma papel
na adesdo e migragdo de ECse melhorando a angiogénese. Uma incorporacdo adequada
de células, neste caso a integracdo de ECs no material da matriz, induz igualmente a

formagéo de novos vasos(Novosel et al., 2011).

A segunda estratégia envolve o uso de scaffolds, podem ser empregues scaffolds de
derivados biologicos ou scaffolds de biomaterial sintético. O scaffold biologico consiste
em seccOes de tecido descelularizado onde a estrutura tridimensional da rede vascular é

mantida, tecidos como a submucosa do intestino delgado é utilizada. Esta medida exibe
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uma biocompatibilidade e geometrias relevantes contudo também tem limitacdes como
a falta de padronizagdo e de reprodutibilidade(Novosel et al., 2011).0Os scaffolds
sintéticos para além de providenciarem uma superficie apropriada para a adeséo celular
devem também promover a vascularizacdo, sendo assim necessario a concepcao de
estruturas tridimensionais adequadas nas quais temos de ter em contaos biomateriais
com que vao ser construidas, as suas caracteristicas e propriedades, e a técnicas de
fabrico.Caracteristicas como a porosidade e a interligagdo dos poros condicionam a
vascularizacdo e a velocidade a que esta ocorre. Este método permite a construcéo de
scaffolds de uma maneira reprodutivel, controlada e padronizada(Novosel et al., 2011;
Rouwkema et al., 2008).

Inimeras abordagens estdo a ser ponderadas e estudadas para solucionar este problema,
mas apesar dos avancgos ja feitos a construcdo de um modo reprodutivel de tecido
vascularizado ainda ndo foi alcancado, para que tal aconteca a juncdo das duas
estratégias ja usadas € essencial para se conseguir assim um sucesso na geracdo de

tecido e orgados pela engenharia dos tecidos.

Tabela 5. Vantagens e desvantagens de cada estratégia de vascularizacao (Adaptado de Novosel et
al., 2011)

Estratégia Baseadas em Células

Pré- \ Anastomose funcional com os vasos do hospedeiro

vascularizacdo ~ L N .
¢ \ Nio é necessério a extensio da rede vascular do hospedeiro

Necessidade de microcirurgias de perfusdo
Crescimento muito lento de novos vasos

Inducéio in vitro \ Indugdo por factores de crescimento
da \ Iniciagdo da vascularizagio derivados de hospedeiro

neoangeogénese
Pouco controlavel

Factores de crescimento instaveis
Necessario técnicas avancadas de co-cultura de células
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Estratégia baseada em Scaffolds

Spaffo!ds \ Material biocompativel
bioldgicos i
 Geometria relevante

Padronizacao dificil

Dificil reprodutibilidade

Preocupacdes éticas em relacdo a fontes animais
Scaffolds \ Materiais e tecm.cas de fabrlc(? variadas ‘
sintéticos \ Concepgao multipla, reprodutivel, padronizado

\ Grande volume de produgio

Geometrias complexas, dimensdes pequenas e propriedades mecanicas
Necessidade de biofuncionalidade

4.2. Formacao de érgaos e tecidos complexos

Os 6rgdos e a maioria dos tecidos ndo é constituido apenas por uma camada simples de
células e por umtipo de células, sdo estruturas compostas por diferentes camadas e
diferentes tipos de células que se interrelacionam de modo a manter uma boa
funcionalidade e estrutura(F.-M. Chen et al., 2012). Torna-se assim um desafio a
construcdo de érgdos complexos como o coragdo ou o figado. Este também é o maior
objectivo da engenharia dos tecidos e 6rgdos. Mas para isso € necessario ter um bom
conhecimento sobre o gradiente composicional do tecido, as células que condicionam a
morfogénese e as suas interacces, e ainda a evolucdo temporal e mudangas que
ocorrem ao longo do seu desenvolvimento (Mikos et al., 2010).

O sucesso da construcdo de tecidos de grandes dimensdesdepende dacapacidadedo
scaffold de providenciar o ambiente e sinalizacdo adequado para a regulacéo do destino
das células no processo de reparacdo e regeneracdo(F.-M. Chen et al., 2012). Como
scaffolds de MEC s&o capazes de reter toda a informagdo necesséria para este fim estéo
a ser exploradas estratégias viaveis para a sua aplicacdo na construcdo de 6rgéos e

tecidos complexos.
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Uma estratégia que tem vindo a ser desenvolvida para a construcdo de estruturas
complexas é a descelularizacdo de tecidos ou 6rgdoscom posterior celulariza¢do, com
células previamente expandidas em cultura. Consiste na perfusdo de detergentes atraves
da rede vascular do oOrgdo ou tecido, uma maneira eficiente e mais utilizada de
descelularizagdo. E um método que permite manter intacta a MEC e a rede vascular do
tecido ou 6rgdo; reduzir a disténcia de difusdo destes agentes e facilita a remocdo do
material celular do tecido. A rede vascular permitira a celularizacdo e posterior
crescimento celular, assim como o adequado fornecimento de oxigénio e nutrientes.Por
meio desta técnica € possivel a producao ex vivo de 6rgaos como os pulmdes, o figado,
0 péancreas, 0 rim e 0 coracdo, e tecidos como a traqueia, o eséfago e o musculo
esquelético, de origem xenogénica ou alogénica.Estes estudos também sugerem que a
MEC providencia a informacdo necessaria para diferenciacdo e manutencao do fendtipo
das célulase serve como modelo tridimensional no qual vai ser reconstruido o
tecido(Orlando et al., 2011; Soto-gutierrez, Wertheim, Ott, & Gilbert, 2012).

Esta estratégia apresenta algumas vantagens relativamente a dispensa de terapéutica
imunossupressora e a disponibilidade de uma rede vascular intacta e de tamanho
apropriado para a anastomose, quando a implantacdo da construcdo (Badylak, Weiss,
Caplan, & Macchiarini, 2012).

Donar Recipient
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Implantation

Recellularisation

Decellularisation

Figura 11. Construgdo de um tecido ou drgédo complexo pelo método de descelularizacéo e
recelularizacdo(Badylak et al., 2012)
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Como ja foi referido, o0 método de descelularizacdo deve remover as celulas do tecido
ou 6rgdos sem provocar alteragdes na estrutura, composi¢do da MEC e da rede vascular.
Para alcancar este objectivo é empregue uma combinacdo de métodos fisicos, quimicos,
ionicos e enzimaticos. A escolha do protocolo de descelularizacdoe dos agentes ira
depender do tecido ou oOrgdo pretendido(Badylak et al., 2012; Soto-gutierrez et al.,
2012). A descelularizacdo de 6rgdos e de tecidos complexos requer técnicas dindmicas
de modo a obtermos uma maior eficicia na remo¢do do componente celular (Arenas-
Herrera, Ko, Atala, & Y00, 2013).Uma remocao incompleta do contetdo celular pode
levar ao desencadeamento de uma resposta inflamatéria, € por este motivo que a
estratégia de descelularizacdo resulta de uma combinacdo de métodos (Badylak et al.,
2012).Apds o processo de descelularizagdo é necessario avaliar o scaffold, por modo a
determinar a extensdo da descelularizacdo e a avaliacdo dos possiveis danos causados a
MEC (Arenas-Herrera et al., 2013).

A recelularizacdo do tecido através da perfusdo das células pela rede vascular
providencia a estrutura e distribuicdo adequada das células a todo o tecido. O objectivo
inicial deste método ndo é a recelularizacdo total de todo o tecido, mas sim a
disponibilidade de uma quantidade de células adequada e com distribuicdo espacial
apropriadapara promogéo da proliferacdo e diferenciacdo.O uso de qualquer fonte de
células autdloga elimina a necessidade de terapia imunossupressora. Podem assim ser
utilizadas células primarias, obtidas na biopsia do tecido em causa; células percursoras;
células estaminais adultas e células estaminais induzidas(Badylak et al., 2012). De
modo a obtermos um processo de recelularizacdo mais eficiente é possivel a
modificagdo da matriz descelularizada, criando um microambiente mais apropriado
(Arenas-Herrera et al., 2013).

A primeira experiéncia com esta técnica foi num coracdo de rato. Apé6s a
descelularizacdo, foi semeada por injeccdo com cardiomidcitos neonatais e por perfusao
com células endoteliais adrticas. A construcdo exibiu a funcdo contractil, com a
capacidade de funcionar como bomba. Porém a constru¢cdo ndo foi posteriormente
implantada (Morrison, 2009; Orlando et al., 2011). Outros 6rgdos foram construidos
com esta técnica desde esta primeira experiéncia.

A engenharia dos tecidos e 6rgdos através de métodos de recelularizacdo da MEC do
O0rgdo é uma alternativa promissora para os casos de falha renal cronica. A

recelularizacdo de MEC renal atraves da infusdo pela artéria renal e o ureter de células
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estaminais mostrou sucesso, em estudos de modelo animal. Foi possivel observar
proliferacdo e diferenciacdo celular especifica ao nivel do glomérulo(Badylak et al.,
2012).

Mas algumas barreiras e questdes permanecem:métodos de descelularizacéo eficientes e
que ndo alterem a estrutura da MEC, escolha da fonte de células mais adequada para
cada tecido, quantidade de células a ser utilizada e método de recelularizacdo eficiente.
Também questdes relacionadas com endotelizacdo da rede vascular se demonstram ser
importantes para o sucesso desta estratégia, uma incompleta endotelizacdo leva a um
risco de trombose. Mas esta é uma estratégia muito promissora para a construcdo de
substitutos de 6rgdos e de tecidos complexos, havendo j& obtido tecidos complexos
anteriormente impossiveis de construir (Badylak et al., 2012; Soto-gutierrez et al.,
2012).

4.3. Translaco para clinica- regulamentacéo

O grande objectivo da engenharia dos tecidos, ndo se encontra limitado a construcdo de
tecidos em laboratorio, mas assim a aplicacéo clinica dos tecidos construidos.

Muitos progressos tém vindo a ser feitos nesta area, contudo a maioria das construcdes
obtidas ainda ndo sdo aplicadas de uma forma generalizada na prética clinica, ou seja,
ndo se verificou ainda uma translacdo do laboratério para implantacdo em humanos(F.-
M. Chen et al., 2012).

Alguns aspectos que tém vindo a atrasar a aplicagdo clinica sdo: bioldgicos, técnicos,
clinicos e regulatérios. Como sabemos e ja foi referido antes, parte do sucesso da
translacdo para a clinica depende da vascularizacdo da construcdo(F.-M. Chen et al.,
2012). A melhoria deste pardmetro, através da aplicacdo de abordagens de
vascularizagdo como as descritas na sec¢do anterior, permitird a obtencdo de melhores
resultados da aplicacéo clinica das construcoes.

Na vertente de personalizacdo das construcfes, € importante que haja a inclusdo de
biomarcadores que permitam identificar as moléculas responsaveis pela resposta
adequada ao tratamento em cada doente. Também a existéncia de modelos animais que

se assemelham pouco as dos humanos, em termos de caracteristicas tecidulares e
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tamanho, ndo permite uma boa previsao da eficacia das construcdes, quando aplicados
em humanos. Torna-se necessario estabelecer um modelo animal padréo e a introducéao

de grandes modelos de animais em ensaios pré-clinicos(F.-M. Chen et al., 2012).

A constante evolucdo da regulamentacdo condiciona a aplicacdo atempada das
descobertas no campo clinico, em termos de disponibilizacdo de terapias seguras e
eficazes(F.-M. Chen et al., 2012). Assim como outros aspectos, bioldgicos e técnicos,
sdo importantes para a translacdo da engenharia de tecidos e 6rgdos para a pratica
clinica também a regulamentacdo deve ser mencionada.

O termo de produto de engenharia dos tecidos humanos nao exibe uma terminologia
consensual, trata-se de um grupo de produtos com diversas aplicacdes e que suscitam
um grande nimero de desafios, em termos da sua regulamentacdo. Consoante o pais,
diferentes regras sao aplicadas aos produtos de engenharia dos tecidos. Na Europa, cada
pais regulamenta por diferentes mecanismos e regras. Alguns paises ainda nem
apresentam uma regulamentacdo, como por exemplo a Irlanda, a Finlandia e a Holanda.
E assim necessaria uma harmonizagdo da regulamentacdo destes produtos, em termos de
normas relativas a sistemas de qualidade,seguranca bioldgica, gestdo de riscos,
terminologia e defini¢des (Kent, Faulkner, Geesink, & FitzPatrick, 2006; Lloyd-evans,
2004).

Ndo podemos esquecer que estes produtos de engenharia de tecidos devem ser
produzidos por processos de fabricacdo de alta qualidade, que sigam as boas préticas de
fabricagcdo (GMP), traduzindo-se assim em produtos seguros, de qualidade e eficazes
(F.-M. Chen et al., 2012; Mikos et al., 2010). A aplicacdo destas normas de GMP ¢

considerada importante e € implementada e seguida por todos os paises.

A superacdo dos obstaculos regulamentares pode representar uma maior aplicacdo dos
produtos de engenharia dos tecidos na pratica clinica, sempre com a garantia de

qualidade e seguranca.
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Capitulo V - Concluséao

A engenharia dos tecidos e 6rgdos é uma area multidisciplinar.Para a obtencdo de
produtos com qualidade e funcionais a cooperacdo entre as varias disciplinas que a
compdem tem que se manter activa e dinamica.

Encontra-se assente em trés pilares importantes que permitem a construgdo de tecidos:
as células, os scaffolds e os factores de crescimento. Varias fontes de células podem ser
utilizadas em engenharia dos tecidos, e cada uma delas apresenta vantagens e
desvantagens. Contudo a escolha da mais indicada ainda ndo é bem perceptivel e
depende muito do tecido ou 6rgdo que se pretende obter. Os scaffolds sdo estruturas
importantes que providenciam informagdes importantes as células e influenciam a
qualidade do tecido. Apesar de haver diversos materiais e métodos de fabrico que
podem ser empregues na sua construcdo ndao podemos esquecer dos requisitos basicos
que estes tém de preencher, requisitos como propriedades mecanicas, arquitectura e a
biodegrabilidade. Muitas vezes é necessério a utilizacdo de factores de crescimento,
para a obtencdo de uma melhor diferenciacdo e maturacdo do tecido. Tendo em conta
esta necessidade, sistemas de entrega foram desenvolvidos de modo a garantir uma
utilizacdo mais apropriada e eficaz.

Alguns tecidos e mesmos 6rgdos ja foram construidos com sucesso,desde estruturas
simples, como enxertos de pele, até mais complexas como a constru¢cdo da bexiga ou
mesmo valvulas cardiacas. A conjugacdo entre células, scaffold e factores de
crescimento condiciona o desenvolvimento com sucesso do tecido, dai diversas
combinagOes terem sido utilizadas. Umas apresentam mais vantagens que outras,
contudo todas permitiram a obtencdo de conhecimentos importantes para uma melhoria
das construcdes de engenharia dos tecidos.

Mas determinados desafios permanecem. A vascularizacdo das construcdes é
considerada o maior condicionante do sucesso. A inexisténcia de uma rede vascular
eficiente, leva a morte de células e a perda de viabilidade da construcdo. Também a
construcdo de 6rgéos inteiros e de tecidos complexos é um objectivo que ainda néo foi
atingido.

A engenharia dos tecidos apresenta-se como uma alternativa viavel para contornar os
obstaculos que outras medidas de substituicdo e reparacdo de Orgdos apresentam,
nomeadamente a falta de tecidos doados para o transplante. Apesar da disponibilidade

dos produtos aplicados na clinica ainda ficar aquém do esperado, a engenharia dos
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tecidos mantém-se como uma ciéncia promissora e que pode mudar muito a medicina
actual. Para concretizacdo de todos os objectivos e a superacdo dos desafios é necessario
manter a relacdo interdisciplinar entre os varios campos que a compdem, SO assim

poderemos desenhar melhores estratégias e produtos bioldgicos.

57



Bibliografia

Amabile, G., & Meissner, A. (2009). Induced pluripotent stem cells: current progress
and potential for regenerative medicine. Trends in Molecular Medicine, 15(2), 59—
68. d0i:10.1016/j.molmed.2008.12.003

Arenas-Herrera, J. E., Ko, I. K., Atala, A., & Yoo, J. J. (2013). Decellularization for
whole organ bioengineering. Biomedical Materials, 8(1), 1-9. doi:10.1088/1748-
6041/8/1/014106

Atala, A. (2007). Engineering tissues , organs and cells. JOURNAL OF TISSUE
ENGINEERING AND REGENERATIVE MEDICINE, (1), 83-96. doi:10.1002/term

Atala, A. (2011). Tissue engineering of human bladder. British Medical Bulletin, 97,
81-104. doi:10.1093/bmb/1dr003

Atala, A. (2014). Organ preservation, organ and cell transplantation, tissue engineering,
and regenerative medicine: the terms may change, but the goals remain the same.
Tissue Engineering. Part A, 20(3-4), 445-6. doi:10.1089/ten.TEA.2013.0742

Atala, A., Bauer, S. B., Soker, S., Yoo, J. J., & Retik, A. B. (2006). Tissue-engineered
autologous bladders for patients needing cystoplasty. Lancet, 367(9518), 1241-6.
d0i:10.1016/S0140-6736(06)68438-9

Badylak, S. F., Russell, A. J.,, & Santin, M. (2009). Introduction: History of
Regenerative Medicine. In M. Satin (Ed.), Strategies in Regenerative Medicine
(pp. 1-13). Springer New York. doi:10.1007/978-0-387-74660-9 1

Badylak, S. F., Weiss, D. J., Caplan, A., & Macchiarini, P. (2012). Engineered whole
organs and complex tissues. Lancet, 379(9819), 943-52. doi:10.1016/S0140-
6736(12)60073-7

Barrilleaux, B., Phinney, D. G., Prockop, D. J., & O’Connor, K. C. (2006). Review: ex
vivo engineering of living tissues with adult stem cells. Tissue Engineering,
12(11), 3007-19. doi:10.1089/ten.2006.12.3007

Bartolo, P., Almeida, H., & Rezende, R. (2008). Advanced processes to fabricate
scaffolds for tissue engineering. In P. Bartolo & B. Bidanda (Eds.), Virtual
Prototyping & Bio Manufacturing in Medical Applications (pp. 149-170).
Springer. Disponivel em http://link.springer.com/chapter/10.1007/978-0-387-
68831-2_8

Bean, A. C., & Tuan, R. S. (2013). Stem cells and nanotechnology in tissue engineering
and regenerative medicine. In M. Ramalingam, E. Jabbari, S. Ramakrishna, & A. .
Khademhosseini (Eds.), Micro and Nanotechnologies in Engineering Stem Cells
and Tissues (first edit., pp. 1-26). JohnWiley&Sons, Inc.

Blum, H. E. (2014). Advances in individualized and regenerative medicine. Advances in
Medical Sciences, 59(1), 7-12. doi:10.1016/j.advms.2013.12.001

58



Caplan, A. I. (2007). Adult mesenchymal stem cells for tissue engineering versus
regenerative medicine. Journal of Cellular Physiology, 213(2), 341-7.
doi:10.1002/jcp.21200

Cebotari, S., Lichtenberg, A., Tudorache, 1., Hilfiker, A., Mertsching, H., Leyh, R, ...
Haverich, A. (2006). Clinical application of tissue engineered human heart valves
using autologous progenitor cells. Circulation - Journal of the American Heart
Association, 114(1), 1132-7. d0i:10.1161/CIRCULATIONAHA.105.001065

Chang, H. M., Wang, Z. H., Luo, H. N., Xu, M., Ren, X. Y., Zheng, G. X., ... Wang, L.
(2014). Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)- based scaffolds for
tissue engineering. Journal of Medical and Biological Research, 47(7), 533-5309.
Disponivel em http://dx.doi.org/10.1590/1414-431X20143930

Chapekar, M. S. (2000). Tissue engineering: challenges and opportunities. Journal of
Biomedical ~ Materials  Research, 53(6), 617-20. Disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11074418

Chen, F.-M., Zhang, M., & Wu, Z.-F. (2010). Toward delivery of multiple growth
factors  in  tissue  engineering.  Biomaterials, 31(24), 6279-308.
doi:10.1016/j.biomaterials.2010.04.053

Chen, F.-M., Zhao, Y.-M., Jin, Y., & Shi, S. (2012). Prospects for translational
regenerative medicine. Biotechnology =~ Advances, 30(3), 658-72.
doi:10.1016/j.biotechadv.2011.11.005

Chen, H., Liu, Y., Jiang, Z.,, Chen, W., Yu, Y., & Hu, Q. (2014). Cell-scaffold
interaction within engineered tissue. Experimental Cell Research, 323(2), 346-51.
doi:10.1016/j.yexcr.2014.02.028

Chimutengwende-Gordon, M., & S. Khan, W. (2012). Advances in the Use of Stem
Cells and Tissue Engineering Applications in Bone Repair. Current Stem Cell
Research & Therapy, 7(2), 122-126. doi:10.2174/157488812799219036

Chua, C. (2001). Review The Design of Scaffolds for Use in Tissue Engineering. Part I.
Traditional Factors. TISSUE ENGINEERING, 7(6), 679-689.

Chua, C. (2002). Review The Design of Scaffolds for Use in Tissue Engineering. Part
I1. Rapid Prototyping Techniques. TISSUE ENGINEERING, 8(1), 1-11.

Culme-Seymour, E. (2012). Cell Therapy and Regenerative Medicine Glossary.
Regenerative Medicine, 7(3). doi:doi: 10.2217/rme.12.38

Dionigi, B., & Fauza, D. O. (2012). Autologous Approaches to Tissue Engineering. In
The Stem Cell Research Community (Ed.), StemBook (pp. 1-16).
doi:10.3824/stembook.1.90.1

Fuchs, J. R., Nasseri, B. a, & Vacanti, J. P. (2001). Tissue engineering: a 21st century

solution to surgical reconstruction. Ann of Thoracic Surgery, 72(2), 577-91.
Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11515900

59



Global Observatory on Donation and Transplantation. (2013). Organ Donation and
Transplantation activities - 2012. Disponivel em http://www.transplant-
observatory.org/Pages/home.aspx

Groeber, F., Holeiter, M., Hampel, M., Hinderer, S., & Schenke-Layland, K. (2011).
Skin tissue engineering--in vivo and in vitro applications. Advanced Drug Delivery
Reviews, 63(4-5), 352-66. doi:10.1016/j.addr.2011.01.005

Hinderer, S., Seifert, J., Votteler, M., Shen, N., Rheinlaender, J., Schéffer, T. E., &
Schenke-Layland, K. (2014). Engineering of a bio-functionalized hybrid off-the-
shelf heart valve. Biomaterials, 35(7), 2130-9.
doi:10.1016/j.biomaterials.2013.10.080

Ji, W., Sun, Y., Yang, F., van den Beucken, J. J. J. P., Fan, M., Chen, Z., & Jansen, J. a.
(2011). Bioactive electrospun scaffolds delivering growth factors and genes for
tissue engineering applications. Pharmaceutical Research, 28(6), 1259-72.
d0i:10.1007/s11095-010-0320-6

Kent, J., Faulkner, a., Geesink, I., & FitzPatrick, D. (2006). Towards governance of
human tissue engineered technologies in Europe: Framing the case for a new
regulatory regime. Technological Forecasting and Social Change, 73(1), 41-60.
doi:10.1016/j.techfore.2005.06.006

Lazaro, 1., Yilmazer, A., & Kostarelos, K. (2014). Induced pluripotent stem (iPS) cells:
a new source for cell-based therapeutics? Journal of Controlled Release, 185, 37—
44. doi:10.1016/j.jconrel.2014.04.011

Lee, K., Silva, E. a, & Mooney, D. J. (2011). Growth factor delivery-based tissue
engineering: general approaches and a review of recent developments. Journal of
the Royal Society Interface, 8(55), 153—70. doi:10.1098/rsif.2010.0223

Lloyd-evans, M. (2004). Regulating tissue engineering. Materials Today, 7(5), 48-55.

Lovett, M., Ph, D., Lee, K., Edwards, A., & Kaplan, D. L. (2009). Vascularization
Strategies for Tissue Engineering. Tissue Engineering, Part B, 15(3), 353-370.

Mahfouz, W., Elsalmy, S., Corcos, J., & Fayed, a. S. (2013). Fundamentals of bladder
tissue  engineering.  African  Journal of Urology, 19(2), 51-57.
doi:10.1016/j.afju.2013.01.006

Meijer, G. J., Bruijn, J. D. De, Koole, R., & Blitterswijk, C. A. Van. (2007). Cell-Based
Bone Tissue Engineering. PLoS Medicine, 4(2), 260-264.
doi:10.1371/journal.pmed.0040009

Mendelson, K., & Schoen, F. J. (2006). Heart valve tissue engineering: concepts,
approaches, progress, and challenges. Annals of Biomedical Engineering, 34(12),
1799-819. d0i:10.1007/s10439-006-9163-z

Metcalfe, A. D., & Ferguson, M. W. J. (2007). Tissue engineering of replacement skin:
the crossroads of biomaterials, wound healing, embryonic development, stem cells

60



and regeneration. Journal of the Royal Society Interface, 4(14), 413-37.
d0i:10.1098/rsif.2006.0179

Meyer, U. (2009). The History of Tissue Engineering and Regenerative Medicine in
Perspective. In U. Meyer, H. Jorg, H. P. Wiesmann, & T. Meyert (Eds.),
Fundamentals of Tissue Engineering and Regenerative Medicine (pp. 5-12).
Leipzig, Germany: Springer Berlin Heidelberg. doi:10.1007/ 978-3-540-77755-7

Mikos, A. G., Herring, S. W., Ochareon, P., Lu, H. H., Kandel, R., Schoen, F. J., ...
Kaplan, D. (2010). Engineering complex tissues. Tlissue Eng., 12(12), 1-55.
doi:10.1089/ten.2006.12.3307.Engineering

Mikos, A. G., & Temenoff, J. S. (2000). Formation of highly porous biodegradable
scaffolds for tissue engineering. Journal of Biotechnology, 3(2), 1995-2000.

Moreira-Teixeira, L. S., Georgi, N., Leijten, J., Wu, L., & Karperien, M. (2011).
Cartilage tissue engineering. In C. Camacho-Hibner, O. Nilsson, & | L. Sédvendah
(Eds.), Cartilage and Bone Development and Its Disorders (Vol. 21, pp. 102-15).
doi:10.1159/000328140

Moreno- Borchart, A. (2004). Building organs piece by piece. EUROPEAN
MOLECULAR BIOLOGY ORGANIZATION Reports, 5(11), 1025-1028.
Disponivel em http://embor.embopress.org/content/5/11/1025.abstract

Morrison, W. a. (2009). Progress in tissue engineering of soft tissue and organs.
Surgery, 145(2), 127-30. doi:10.1016/j.surg.2008.07.017

Nerem, R. N. (2008). An Introduction. In J. Polak, S. Mantalaris, & S. Harding (Eds.),
Advances in Tissue Engineering (pp. 3-12). Singapore: Imerial College Press.
Disponivel em
http://books.google.pt/books?id=H44TTISKE7MC&pg=PA349&Ipg=PA349&dq=
engineer+complex+tissues&source=bl&ots=f0j32JGR0J&sig=gqTOAc_gnmgY 36
B16IW9iPEgax0&hl=pt-PT&sa=X&ei=gi9GVLWkD8yBaZ-
RgLgL&sqi=2&ved=0CHIQ6AEWDA#v=0nepage&q&f=false

Novosel, E. C., Kleinhans, C., & Kluger, P. J. (2011). Vascularization is the key
challenge in tissue engineering. Advanced Drug Delivery Reviews, 63(4-5), 300—
11. doi:10.1016/j.addr.2011.03.004

O’Brien, F. J. (2011). Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials Today,
14(3), 88-95. d0i:10.1016/S1369-7021(11)70058-X

Olson, J. L., Atala, A., & Yoo, J. J. (2011). Tissue engineering: current strategies and
future directions. Chonnam Medical Journal, 47(1), 1-13.
doi:10.4068/cmj.2011.47.1.1

Orlando, G., Wood, K. J., Stratta, R. J., Yoo, J. J., Atala, A., & Soker, S. (2011).

Regenerative medicine and organ transplantation: past, present, and future.
Transplantation, 91(12), 1310-7. doi:10.1097/TP.0b013e318219ebb5

61



Patterson, J., Martino, M. M., & Hubbell, J. a. (2010). Biomimetic materials in tissue
engineering. Materials Today, 13(1-2), 14-22. doi:10.1016/S1369-7021(10)70013-
4

Polak, J. M., & Bishop, A. E. (2006). Stem cells and tissue engineering: past, present,
and future. Annals of the New York Academy of Sciences, 1068, 352-66.
doi:10.1196/annals.1346.001

Reinke, S., Dienelt, A., Blankenstein, A., Duda, G. N., & Geissler, S. (2014).
Qualifying stem cell sources: how to overcome potential pitfalls in regenerative
medicine? Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine.
doi:10.1002/term.1923

Rouwkema, J., Rivron, N. C., & van Blitterswijk, C. a. (2008). Vascularization in tissue
engineering. Trends in Biotechnology, 26(8), 434-41.
doi:10.1016/j.tibtech.2008.04.009

Salgado, A. J., Coutinho, O. P., & Reis, R. L. (2004). Bone tissue engineering: state of
the art and future trends. Macromolecular Bioscience, 4(8), 743-65.
d0i:10.1002/mabi.200400026

Schoen, F. J. (2008). Evolving concepts of cardiac valve dynamics: the continuum of
development, functional structure, pathobiology, and tissue engineering.
Circulation, Journal of the American Heart Association, 118(18), 1864-80.
d0i:10.1161/CIRCULATIONAHA.108.805911

Schulz, R. M., & Bader, A. (2007). Cartilage tissue engineering and bioreactor systems
for the cultivation and stimulation of chondrocytes. European Biophysics
Journal(l: EBJ, 36(4-5), 539-68. d0i:10.1007/s00249-007-0139-1

Shevchenko, R. V, James, S. L., & James, S. E. (2010). A review of tissue-engineered
skin bioconstructs available for skin reconstruction. Journal of the Royal Society
Interface, 7(43), 229-58. doi:10.1098/rsif.2009.0403

Soto-gutierrez, A., Wertheim, J. A., Ott, H. C., & Gilbert, T. W. (2012). Perspectives on
whole-organ assembly(1: moving toward transplantation on demand. Journal of
Clinical Investigation, 122(11), 3817-3823. d0i:10.1172/JC161974.Science

The Merck Manual- Home edition. (n.d.). Disponivel em http://www.manualmerck.net/

Thomson, J. a. (1998). Embryonic Stem Cell Lines Derived from Human Blastocysts.
Science, 282(5391), 1145-1147. doi:10.1126/science.282.5391.1145

Tuan, R. S., Boland, G., & Tuli, R. (2003). Adult mesenchymal stem cells and cell-
based tissue engineering. Arthritis Research & Therapy, 5(1), 32-45.
doi:10.1186/ar614

Vacanti, C. A., Bonassar, L. J., Vacanti, M. P., & Shufflebarger, J. (2001).

REPLACEMENT OF AN A VULSED B ONE. The New England Journal of
Medicine, 344(20), 1511-1514. Disponivel em www.nejm.org

62



Vacanti, J. (2010). Tissue engineering and regenerative medicine: from first principles
to state of the art. Journal of Pediatric Surgery, 45(2), 291-4.
doi:10.1016/j.jpedsurg.2009.10.063

Vacanti, J., & Vacanti, C. A. (2007). The History and Scope of Tissue Engineering. In
R. Lanza, R. Langer, & J. P. Vacanti (Eds.), Principles of Tissue Engineering
(third., pp. 3-6). Elsevier ~ Academy  Press. Disponivel  em
http://books.google.pt/books?id=rAFkm_4hOIMC&printsec=frontcover&hl=pt-
PT&source=gbs_ge summary_r&cad=0#v=onepage&q&f=false

Vesely, I. (2005). Heart valve tissue engineering. Circulation Research, Journal of the
American Heart Association, 97(8), 743-55.
d0i:10.1161/01.RES.0000185326.04010.9f

Wong, D. J., & Chang, H. Y. (2009). Skin tissue engineering. In The Stem Cell
Research  Community (Ed.), StemBook (pp. 1-9). StemBook, ed.
doi:10.3824/stembook.1.44.1

Woodruff, M. A., Lange, C., Reichert, J., Berner, A., Chen, F., Fratzl, P., ...
Hutmacher, D. W. (2012). Bone tissue engineering[l: from bench to bedside The
drive to develop bone grafts for the filling of major gaps in the skeletal. Materials
Today, 15(10), 430-435. d0i:10.1016/S1369-7021(12)70194-3

X.Ma, P. (2004). Scaffolds for tissue fabrication. Materials Today, 7(5), 30-40.
Zhao, W., Jin, X., Cong, Y., Liu, Y., & Fu, J. (2013). Degradable natural polymer

hydrogels for articular cartilage tissue engineering. Journal of Chemical
Technology & Biotechnology, 88(3), 327-339. doi:10.1002/jctb.3970

63



Anexos

Anexo | — Linha cronoldgica da histéria da Transplantacdo. Medicina regenerativa
e engenharia dos tecidos (Orlando et al., 2011)

1818: First interhuman transfusion by Blundell [ hip: fen_wikipedia_orgiwiki/Blood_transhusion).

1885 Roux and Harrison establish the principle of tissoe culture | hitpeiphp.med unsw_edn au/cellbsologyfindex_phptitle=Group_4_
Project_-_Cell_Cultwre ).

19011 Discovery of human blood growp by Landstainer (htip:/fenwikipedia org/wiki/Blood _transfusion ).

]H}kcnrrddun:ih-ﬂlhrlriutgn]atim method for vasoular anastomoss | 59, 6407,

1902: The transplant era begins with the first successfal autotransplant of a canine kidney 1o the dog's neck by Ullman (61 ).

19415: First successful comea iransplant by #irm (62).

1906 laboulay [63) Ailuucﬂ:rm:] xenotransplantation in 2 patients who receives organs from pig and goat, respectively.

1912: Formulation of guidelines for aseptic techniques to L'BA‘.E.I.EEITE".ELI][‘LLI’E contamination by Carrel | hitpe//php.med.unsw edw au!
cellbiologyfindex php?title=Group_{_Praject_- Cell_Culture).

1916: First inter-human transfusion using blood that had been grouped, stored, and coaled
{ hetpe/fen wikipedia orgwiki/ Blood _transfusion).

1930: Carrel and Lindbergh develop the perfusion pump (6, 7).

1944: First successful dialysis to suppart renal funcison, by Kolff et al. (64).

1954: First successful kidney transplant between identical twins by Murray (8).

19562 First successful bone marrow transplant between an identical twin as domor and a recipient with leukemia is performed by
Thomas (641

1958: Dausset discovers the first human leukocyte antigen (661

1963: First proof of the existence of stem cells in the bone marrow by Till and coworkers | 671

1963: First single hand transplant in Ecoador but inadeguate immunosappresson did not allow good cutcome. Remaval after 3 wh (68).

1963: Reemizma (%) atempts renal xenotransplantation iné patients, one of whom survives % ma.

196i6ic First successful pancreas transplant by Lillehei and Belly | hitpe//en wikipedia ong/wiki/ Organ_transplantation ).

1967- First successful liver tra ant by Starzl {h Fu‘l.w:klpnd' ipedia orgwiki'Organ_transplantation .

1967: First successful heart I:r::fphnlbhrrBumnrdﬁpﬂm.uﬁjpedfmgﬁikﬂﬂrpﬂ_lrfﬂq)hnmhn].

1968: First successful human bone marrow transplant between non-twinsiblings by Good (hitp:/fwww_fhorcorg/science/' dinical o tfags!
transplantation_biml ).

1973: First bone marrow transplant from an unrelated donor | btp:fwwe fhone orglscience/clinical lifu/fags/ transplantation.hitml ).

198 1: First successful heart/lung transplant by Reitz | httpoifen wikipedia orgiwiki/Organ_transplantation).

198 I: First |i.'||ﬂ.l.|!'|!rlail'lﬂl'l'ﬂ‘l produ:t, a living, autologous human skin epithelium, irnp]::n.l-nd in burn patients | 13-15).

1983: First successiul lung lobe transplant by E@erdh@ﬂfmﬂpdhmﬁwﬁilﬂ%mmp]mﬁﬁml.

1984: Willadsen cloned a sheep from embryo cells, the first verified example of mammal cloning wsing the process of nuclear transfer
(3, 35)

1983; First xenotransplantation of a heart into a newbom. The recipient died 21 d later of a kidney infection (70, 71).

1986: First successful double-lung transplant by Cooper | hitpei/en.wikipedia.ong/wiki/Organ_transplantatson).

1992: First zenotransplantation of bone marrow. Bone marrow and a kidney from a baboon are transplanted into a patsent. The patient
dies 26 d later (71].

1993; First baboon-to-human liver transplantation by Starzl and coworkers ( 71).

199¢6: Wilmut et al. {36) clone the first organism ever to be cloned from adult cells, Dally.

1997: The Harvard mouse | 249).

1998: First description of human embryonic stem cells by Thompson et all {33).

1998: First successful hand transplant (68).

199%: First successful tissue engineered bladder transplanted by Atala et al. (7).

2001: First implantation of binengineered vessels by Shinaka et al. {17].

MM First successful bivengineered urethra by Atala 100,

2IM13: First successful partial face transplant ( 72).

20M15: First implantation of fully autologous vessel grafts by McAllister et al. { 12} and L"Hewreus et al. { 13).

20Mi6: First jaw transplant to combine donor jaw with bone marrow from the patient, by Genden (68).

20M18: Taylor announces the production of the first CMO (namely, the heart) fully engineered ex vive starting from acellular rag
hearts (19].

21M18: First successhul complete full double arm plant by Biemer, Hohnke and Stangl (68).

20M18: First transplant of a human windpipe using a patient’s own stem cells, by Macchiarini and Birchall { 18).

20110 Liver nl'u:l]m'l.g nrprruid.'l. are manufacha by the growps of l..'yldl:lrl et al. { 201, Atala and coworkers (21}, Niklason and coworkers
{221, and Vacanti and coworkers (23] Eroups.

2010 Ingber and coworkers (73) announces the production of the first hiomimetic microsystem that reconstitutes the critical functional
abveolar-capillary interface of the human leng (*lung-on-a-chip™).

20010 First full fcial transplant, by Barret | hitpoffwarw.bbe.coukdnews/health- 10765005).

20k First trial of ESC in homans (btip:/iwww geron.com/media'pressview.aspx?id = [ 235 ).

2010 First combined trachea-lanynx transplant in California by a multidisciplinary team | hitpeffwew. bbe.couk/news health-1 2228027).
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Anexo Il — Construcdes de substitutos de pele disponiveis no mercado para
aplicacdo clinica (Groeber et al., 2011)

Tabie 1
Commercially available epidermal constructs for climical use.
Brand name, manufactuner Crafit type Cell source Biomaterial Life-span
Cell-iree  Cell-based Cell-seeded
scaffold (TE)
cellspray x Autologous - Permanent
Clinical Cell Culture (C3), Perthy Australia keratinocytes
Epicel x, cell sheet Autologous - Permanent
GCerzyme Biosurgery. Cambridge, MA, USA keratinocytes
EpiDex x, cell sheet Autologous - Permanent
Klodex Therapeutiques. Lausanne, Switzerland keratinocytes
EFIBASE x, cell sheet Autologous - Permanent
Laboratoires Cemevrier, Sophia-Antipolis, Nice, France keratinocytes
Myskin x Autologous Synthetic, silicone support layer with  Permanent
CeliTran Lid, Sheffield. UK keratinocytes  a specally formulated surface coating
Laserskin or Vivoderm x Autologous Recombinant, (HAM) Permanent
Fidia Advanced Biopolymers. Padua, ialy keratinocytes
Biaserd-5 x Autologous Allogeneic. fibrin s=alant Permanent
BioTizzue TechnalogiesCmbH, Freiburg, Cermany keratinocytes

HAM: hyaluronic acid membrane [ microperforated ).

Table 2
Commercially available dermal comstructs for clinical use.
Brarid name/manufacturer Craft type Cell source  Bicmaterial Life-zpan
Cell-free Cell-based  Cell-seeded
seaffold [TE)
AlloDerm x - Allogeneic human acellular Permanent
LifeCell Corporation, Branchburg, NI USA yophilized dermis
Earoderm x - Allogeneic human acellular dermis Fermanent

Karocell Tissue Engineering AB.
Karolirska University Hospital. Stockholm, Sweden

SureDerm x - Allogeneic human acellular lyophilized Permanent
HAMNS BIDMED Corparation, Seoul. Korea dermis
Graftjacket x - Allogensic human acellular pre-mieshed Permanent
‘Wright Medical Technology. Inc, Arlingbon, TH, USA dermis
Matriderm x - Henogeneic bavine non-cross-linked Permanent
Dr Suwelack skin and HealthCare A, yophilized dermis, coated with
Eillerbeck, Cermany -glastin hydrobysate
Permacod Surgical Implant x - Menogeneic porcine acellular Permanent
Tissue Science Laboratories ph, Aldershot, UK ditsooyamite cross-linked dermis
DASE Wound Matrix x - Kenogeneic porcine acellular Fermanesnt
Cook Biobech Inc, West Lafayette, IN, USA yophilized small imtestine submucasa
EZ Derm x - Menogeneic porcine aldehyde Temparary
Eremnen Medical Inc, MM, USA croas-linked reconstituted dermal
collagen
Imtegra Dermal Regeneration Template x - Henogeneic and synthetic: Semi-permanent
Imtegra MeuroSciences, Plainsboro, N], USA polysiloxane. bovine oross-linked
reconstibubed
Terudermis x - Kemogeneic and synthetic silicone, Semi-permanent
Dympus Terumo Biomaterial Corp., Takyo, Japan bovine lyophilized cross-linked collagen
sponge made of heat-denatured collagen
Pelnac Standard Pelnac Fortified x - Menogeneic and synthetic: Semi-permanent
Gunze Lid, Medical Materials Center, Kyota, Japan silioone silicone fortified with silioone

Fauze TREX, atelocollagen derived
from pig tendan

Eiobrane Bishrane-L x - Menogeneic and synthetic: silicone film, Temparary
UL Laboratories, Inc., Rockford, 1L, USA nylon Ebric, porcine collagen

Hyalomatrix PA x - Allogeneic and syntheticc HYAFF Semi-permanent
Fidia Advanced Biopolymers. Abano Terme, Raly layered on silicone membrane

TransCyte [ DermagrafiTc) X Meonatal  Menogemeic and synthetic: silicone Temparary
Advanced BickHealing, Inc., New York, NY and La jolla, allogeneic  film, mylom mesh, porcine dermal collagen
CA, UsA fibroblasts

Dermagraft X Meonatal  Allogeneic and synthetic PGA/FLA, ECM Temporary
Advanced Biokealing. Inc., New York, NY and La jolla, allogeneic
CA, UsA fibroblasts

Hyalograft 30 x Autnlogous  Allogeneic: HAM Fermanesnt
Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Ealy fibroblasts

PCA- palyglycolic acid |Dexan ).

PLA: pobylactic acid (Wioryl).

ECME: extracellular mabrix.

HAM: hyaluronic acid membrane (microperforated ).

65



Table 3
Commercially available spidermal /dermal constnscts for clinical wse.

Brand name /manufacturer Graft type Cell source Biomaterial Life-span
Cellfree Cell-based  Cell-seeded
scaffold (TE)

Apligraf X Allogeneic keratinocytes Bovine collagen Temparary
Organagenesis Inc. Canton Masschusetts, CA, USA and fibroblasts

OvCel K Allogeneic keratinocyies Bovine collagen sponge  Temporary
Ortec Intemnational Inc. Mew York, NY, USA and fibroblasts

PolyActive X Autclogous keratinocytes  Synthetic, .. (PEQ/PET)  Temporary
HC Implants BV, Leiden,The Netherlands and fibroblasts

TissueTech Autograft System (Laserskin and Hyalograft 30) K Autologous keratinocytes  Recombinant, HAR Temparary
Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Italy and fibroblasts

PED: polyethylens oxide terephthalate.
PET: polybutylene terepinhalate.
HAM: hyaluronic acid membrane (microperforated .
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