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Resumo

A bioengenharia tecidual ou medicina regenerativa é a area da biome-
dicina que engloba uma abordagem multidisciplinar na aplicagdo de prin-
cipios das ciéncias bioldgicas e das engenharias de materiais, no desenvol-
vimento de técnicas que promovam a expansio in vitro de células sobre um
suporte de biopolimeros biorreabsorviveis. Neste artigo sera realizada uma
revisdo bibliografica a respeito dos principios, métodos e aplicacdes da bioen-
genharia de tecidos. A construgdo do suporte permite criar condi¢oes ideais
de reparo, regeneragdo e/ou substitui¢ao de tecidos lesionados, fornecendo
elementos celulares requeridos, fatores de proliferacio e diferenciagdo celu-
lar que podem garantir a geragdo de quantidade suficiente de células novas
e de estruturas supramoleculares que providenciem a organiza¢do espacial
plenamente funcional de novos tecidos gerados e a sua integragdo sistémica.
Muitas novidades ainda sdo aguardadas no que diz respeito a novas tecno-
logias na construgdo de suporte, visto que a expectativa para o futuro é a

possibilidade de reconstrucédo de érgaos.

Palavras-chave: Bioengenharia de tecido. Regeneragao tecidual. Produgéo de

suporte.

Abstract

The bioengenieered tissue or regenerative medicine is the field of
biomedicine that includes a multidisciplinary approach in the application
of principles of biological science and engineering of materials, the develop-
ment of techniques that promote the in vitro expansion of cells on a base of
bioresorbable polymers. In this article will be accomplished a bibliografic re-
view about the principles, methods and applications of bioengineered tissue.
By building support seeks to create ideal conditions for repair, regeneration
and/or replacement of damaged tissues providing cellular elements required
factors, cell proliferation and differentiation that can guarantee the gene-
ration of enough new cells and supramolecular structures that provide the
spatial organization fully functional new tissues generated and its systemic
integration. Many novelties are still awaited with regard to new technologies
in building support, since the expectation for the future is the possibility of

organ reconstruction.

Keywords: Bioengineering of tissue. Tissue regeneration. Production sup-

port.
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1 Introducao

A bioengenharia de tecidos estd atualmente inse-
rida no contexto da medicina regenerativa a qual bus-
ca criar condi¢bes ideais para reparo, regeneragio e/ou
substituicio de tecidos lesionados, fornecendo elemen-
tos requeridos para a proliferacio e diferenciagio celu-
lar que podem garantir a geracdo de quantidade sufi-
ciente de células novas e de estruturas supramoleculares
que providenciam a organizagdo espacial plenamente
funcional de novos tecidos gerados e a sua integragido
sistémica (BOROJEVIC, 2008).

Grandes lesdes teciduais originadas normalmen-
te por traumas mecénicos, queimaduras ou doencas de-
generativas, por décadas foram motivos de problemas
tendo em vista a escassez de recursos e de conhecimen-
tos terapéuticos da época. Procedimentos antes utiliza-
dos, tais como, a remogdo da regido lesionada, foram
substituidos por implantes feitos de biomateriais, os
quais podem ser classificados em permanentes ou tem-
porarios, quando comparados a permanéncia deles no
corpo humano. Tais implantes sdo criados para atuar na
interface com os tecidos receptores do organismo, inte-
ragindo com eles, gerando assim respostas fisioldgicas
do organismo que vao desde o crescimento celular até a
sua diferencia¢io nos sitios de implantagio (BARBAN-
TI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

Novos estudos vém concebendo um maior en-
tendimento dos mecanismos de interagdo das células
com a matriz extracelular, bem como a sua influéncia
direta no crescimento e na diferenciag¢do celular. Esse
maior conhecimento tem sido utilizado na produgio
de biomateriais capazes de mimetizar as caracteristicas
da matriz extracelular origindria, exercendo assim um
papel ativo na restauragdo tecidual, como exemplo do
“Esquema representativo da técnica de engenharia de
tecido”. Por preencherem temporariamente a regio le-
sionada, os implantes temporarios vém sendo utilizados
com maior frequéncia, 8 medida que sdo degradados e/
ou absorvidos pelo organismo, estimulando a regenera-
¢do da regido alvo (SANTOR JR; BARBANTI; DUEK;
WADA, 2009).

A selecio do suporte para as células é basicamente
0 primeiro passo e mais importante, ao se tentar promo-
ver uma reconstru¢do de 6rgaos ou tecidos. Tal selecido

deve ser baseada tanto no tipo de lesdo, localizagdo e ex-

tensdo, uma vez que uma compatibilidade morfoldgica
e quimica é de extrema importancia para o sucesso do
implante (SANTOS JR; WADA, 2007).

Figura 1 - Esquema representativo da técnica da engenharia de
tecido.
Engenharia de Tecidos

Tecido Doador Suporte Polimérico
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Fonte: Barbanti, Zavaglia e Duek (2005).

A produgio do suporte necessario para o acondi-
cionamento das células e dos biopolimeros é realizada em
laboratério por diversas formas de fabricagéo, entre elas
a mais utilizada e encontrada na literatura ja existente é a
prototipagem rapida, na qual ha a estrutura¢éo das vérias
camadas do suporte, conjuntamente com os biopolime-
ros biorreabsorviveis, uma matriz celular estruturada e
as células tronco-alvo que serdo diferenciadas no tecido
produzido (OLIVEIRA et al., 2006).

A estrutura em um plano 3D tem sido a novidade
tecnoldgica na produgio de suportes na bioengenharia de
tecidos, ja que, ao se obter tecnologia para tal producio, é
possivel originar um suporte com maior fidelidade quanto
ao plano e a quantidade de camadas existentes no tecido
original, aproximando-se ao maximo das caracteristicas
fisico-mecanicas, moleculares, bioquimicas, estéticas e fi-
siologicas (HUTMACHER; SITTINGER; RISBUD, 2004).
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O maior foco da bioengenharia de tecido hoje é a
possibilidade de reconstrugéo de pele, de ossos e de carti-
lagens lesionadas no corpo humano por qualquer tipo de
trauma mecanico, quimico ou fisico e, principalmente, a
possibilidade futura da producéo de 6érgaos humanos fiéis
e funcionais aos pacientes necessitados de transplantes
(CARVALHO et al., 2010).

A partir dessas informagdes, o objetivo deste traba-
lho foi realizar uma revisdo bibliografica a respeito dos prin-

cipios, métodos e aplicacdes da bioengenharia de tecidos.

2 Matriz extracelular dos tecidos

Os tecidos conjuntivos sdo responsaveis pela ma-
nutenc¢io e pelo estabelecimento da forma do corpo, fa-
zendo a ligagdo entre as células e os 6rgaos, mantendo-
-os unidos e dando suporte mecanico as estruturas dos
orgédos. Estruturalmente é constituido por trés classes de
componentes: células e matriz extracelular, sendo ela for-
mada por fibras e substincia fundamental amorfa. (JUN-
QUEIRA; CARNEIRO, 2011).

Nos tecidos epiteliais e cartilaginosos, a matriz
extracelular consiste em uma importante estrutura que é
caracterizada por diferentes combinag¢des de proteinas fi-
brosas e de substancias fundamentais, as quais consistem
de um complexo viscoso e altamente hidrofilico de ma-
cromoléculas anionicas (glicosaminoglicanas e proteogli-
canas) e glicoproteinas multiadesivas (laminina e fibro-
nectina, dentre outras) que se ligam as integrinas recep-
toras presentes na membrana celular, conferindo assim

forga ténsil e rigidez & matriz conjuntiva (KESSEL, 2001).

A ampla variedade de tecidos conjuntivos reflete
diretamente na quantidade existente de seus trés compo-
nentes basicos, proporcionando a cada um dos tecidos
conectados por esse tecido de apoio as suas caracteristicas
mecanicas estruturais. Das células constituintes do tecido
conjuntivo, a mais importante é o fibroblasto, responsavel
pela sintese das fibras colagena, elastica e reticular, além
das glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas
multiadesivas que sdo parte da matriz conjuntiva (JUN-
QUEIRA; CARNEIRO, 2011).

De uma forma geral, hd o predominio de fibras
nas estruturas dos tecidos cartilaginoso e epitelial. Essas
fibras sdo formadas por proteinas que se polimerizam

formando estruturas muito alongadas. As fibras do tecido

conjuntivo sao divididas em coldgenas, reticulares e elas-
ticas, as quais sdo variaveis em seu numero nos diferen-
tes tipos de tecidos conjuntivos, ja que conferem a cada
um deles um suporte mecanico e estrutural condizente
com as suas func¢des estabelecidas no corpo humano. A
substincia fundamental tem seu papel no preenchimento
dos espagos entre as células e as fibras do tecido e, sendo
viscosa, atua tanto como lubrificante quanto um tipo de
barreira natural a penetracdo de microrganismos invaso-
res (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011; POIRIER, 2003).

As glicosaminoglicanas sdo polimeros lineares
formados por unidades repetidas de dissacarideos, usu-
almente compostos de acido hialurénico e de hexosa-
minas, que podem ser glicosaminas ou galactosaminas.
Todas essas cadeias lineares sdo ligadas covalentemente a
um eixo protéico, formando a molécula de proteoglicana,
também concomitantemente existente na matriz com as
glicosaminoglicanas. Outro componente da matriz sdo as
glicoproteinas multiadesivas que sdo compostas de prote-
inas ligadas a cadeia de glicidios, sendo a fibronectina e a
laminina as principais glicoproteinas existentes em nosso
organismo (KESSEL, 2001).

Dessa forma, a matriz extracelular desempenha o
papel de conexdo direta das células em suas individua-
lidades com os 6rgaos dos quais fazem parte, servindo
inclusive como um meio excelente para a troca de nu-
trientes e catabdlitos das células com seu devido aporte
sanguineo. Em casos de regeneracio, essa estrutura com-
plexa devera ser totalmente refeita para garantir a sobre-
vida do tecido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

Varios dos componentes da matriz extracelular
devem ser minuciosamente estudados, principalmente
quando o scaffold (suporte) for usado como base de su-
porte para células-tronco como um determinado sistema
de cultura, visto que essa matriz ndo somente ird servir
para o preenchimento da estrutura, mas efetivamente esta
associada a uma resposta bioldgica especifica com sinais
que incluem: corrente elétrica, conformagio molecular,
estado de agregacdo que permita a permeabilidade de nu-
trientes e a incorporagdo ao tecido receptor. Além disso,
a matriz também deve comportar o crescimento celular
por apresentar propriedades mecanicas especificas condi-
zentes em relacdo ao tecido a ser reconstruido e, também,
induzir uma resposta celular mais rapida ou, ainda, pro-
duzir intrinsecamente propriedades relacionadas com a
remodelagem do tecido lesionado (OLSSON et al., 2008).
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3 Suportes 2D e 3D

A estrutura do suporte deve possuir cinco fato-
res considerados fundamentais: a) ndo possuir nenhum
componente ou subproduto de sua degradagdo que pro-
voque uma reag¢éo inflamatdria ou toxica ao organismo;
b) ter uma superficie que permita o crescimento e adesdo
celular; c) apresentar uma estrutura tridimensional com-
pativel a regido lesionada; d) obter uma porosidade que
proporcione uma elevada area superficial para a intera-
¢do célula-scaffold, principalmente canais porosos para a
migrac¢do de células e passagem dos vasos sanguineos; e)
necessidade de espago suficiente para a regeneragio da
matriz extracelular do tecido (OLSSON et al., 2008).

Na produgio do suporte base, hd trés principais

abordagens para a bioengenharia tecidual:

1) Utilizacdo de células isoladas ou substitutos
celulares. Sendo evitada entdo a intervengao cirdrgica, o
que permite a substituigdo somente das células que pos-
sam suprir a fungéo tecidual correspondente e permitir
a manipulagdo dessas células antes da implantac¢éo. Suas
limitagdes potenciais incluem a falha na manutengédo da
fungdo original do infundido celular e, principalmente,

uma possivel rejeicdo imunoldgica;

2) Utilizagdo de substincias indutoras de cresci-
mento capazes de promover a regeneragio celular. Esta
abordagem depende essencialmente da qualidade na pu-
rificagdo e producdo em larga escala de moléculas sina-
lizadoras, como os fatores de crescimento e, em muitos
casos, o desenvolvimento de métodos eficazes para a in-

tegracao dessas moléculas no suporte escolhido;

3) A escolha das células utilizadas sobre ou den-
tro da matriz extracelular utilizadas em uma combinagio
com os biomateriais no suporte, geralmente em forma de
andaimes (LANGER; VACANTI, 1993).

Em sistemas fechados, as células sio isoladas do
corpo por uma membrana que permite a permeabilidade
de nutrientes e residuos, mas impede a entrada de grandes

entidades, como anticorpos ou células imunes que pos-

sam destruir o implante; assim, esses implantes podem

ser utilizados na forma de dispositivos extracorpdreos.

Em sistemas abertos, as células sdo associadas a
matriz extracelular no suporte ao serem implantadas,
incorporam-se ao organismo (KHADEMHOSSEIMI et
al., 2005).

O primeiro passo para a reconstru¢io de um 6r-
gdo ou tecido visa essencialmente a selecdo do suporte
e seus biopolimeros para as células, tendo em vista que
¢ de fundamental importincia se levar em consideragdo
tanto o tipo e o local da lesdo, como também, o tempo de
degradacao do polimero, ja que sua ligagdo é diretamente
proporcional a produgdo ou ndo de matriz extracelular
do tecido regenerado, seguindo duas estratégias de apli-

cagdo (Figura 2).

A primeira consiste no desenvolvimento de um
suporte devidamente capaz de suportar fisica e meca-
nicamente as células, desde o in6culo até o reimplante
no organismo, onde o conjunto de polimero e células é
remodelado pela degradagéo in vivo, em uma razio pro-
porcional ao crescimento celular. Essa estratégia basica-
mente tem a fungdo de proporcionar suporte para o cres-
cimento celular e, adicionalmente, servir como substituto
mecénico/estrutural do tecido original do novo tecido e
sua biorreabsor¢ao completa (BARBANTI ; ZAVAGLIA;
DUEK, 2005).

Na segunda estratégia, o implante é realizado com
o tecido maduro ja formado, onde o suporte polimérico
¢ dimensionado com propriedades mecanicas e tempo
de degradacao adequados para a inoculagédo das células
até a sua inser¢do em um biorreator, no qual ocorrerd a
formacédo do tecido maduro in vivo. Nesta etapa, ha a se-
crecao de matriz extracelular durante a cultura in vitro
conforme a proliferacdo celular, enquanto o polimero é
degradado e reabsorvido gradualmente, permitindo es-
paco para a proliferagdo celular e a formagdo do tecido
no reator bioldgico. Somente ap6s a formacédo do tecido,
o implante é inserido no organismo (BARBANTI; ZAVA-
GLIA; DUEK, 2005).
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Figura 2 - Estratégias tipo I e tipo II de selegdo de polimeros
biorreabsorviveis. Nota-se na figura de Estratégia I uma
progressiva degradacdo do scaffold, representado pela linha
pontilhada, concomitantemente ao crescimento exponencial
do tecido bioldgico, representada pela linha continua. Na
figura da Estratégia II, ha o crescimento do tecido biolégico
anteriormente ao maior nivel de degradagdo progressiva da
massa do scaffold.
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Fonte: Barbanti, Zavaglia e Duek (2005).

Uma boa estrutura de suporte deve levar em con-
sideragdo as caracteristicas bésicas da matriz extracelular
do tecido alvo em seu estado nativo. No entanto as mul-
tiplas funcdes e a natureza dindmica da matriz extrace-
lular podem tornar dificil a reproducéo fiel pelo suporte.
Portanto, o conceito atual de andaimes na bioengenha-
ria tecidual tenta reproduzir pelo menos parcialmente as
fungdes da matriz. O importante papel desempenhado
pelo scaffold em tecidos artificiais é analogo as fung¢oes
da matriz e esta associado as suas fungdes arquitetdnicas,
caracteristicas biologicas e mecinicas (HUTMACHER;
SITTINGER; RISBUD, 2004).

Sob a visdo da arquitetura, os andaimes devem
fornecer volume préprio para a vascularizagiao do novo
tecido e remodelagdo de forma a facilitar a integracdo
dos biopolimeros e as células quando implantadas. Nesse
caso, os biopolimeros devem ser processados de forma a
proporcionar uma estrutura porosa o suficiente para o
transporte adequado de substancias e metabdlitos orga-
nicos sem comprometer significativamente a estabilidade
mecanica do andaime. Outro ponto fundamental na ob-
tencdo do scaffold ideal é a citocompatibilidade dos teci-
dos conjuntivos, para os quais os andaimes construidos
fornegam suporte seguro para que as células implantadas
possam se anexar, crescer e se diferenciar durante a cultu-
ra in vitro e in vivo (JAKAB et al., 2004).

Torna-se entdo essencial a utilizacdo de biomate-
riais compativeis com os componentes celulares do tecido
de origem, bem como a compatibilidade com as células
usadas. A bioatividade, que consiste na intera¢ao adequa-
da com as células e seus componentes histoldgicos, facili-
ta a regulagdo de suas atividades bioldgicas no momento
da expansdo in vitro (CHAN; LEONG, 2008).

Os biomateriais devem incluir sinais bioldgicos,
como células adesivas ligantes que aumentam a fixagio e
os sinais fisicos do suporte. Levando-se em consideragio
as propriedades mecénicas, os andaimes devem fornecer
estabilidade a estrutura fisica exigida pelo tecido, de forma
a suportar tragdes ou movimentagdes caracteristicas ao lo-
cal de implantagio do suporte (CHAN; LEONG, 2008).

A produgio de scaffolds com dupla camada (2D)
consiste basicamente na estruturagio do suporte na for-
ma de uma camada de biopolimeros (Figura 3) conjunta-
mente com fatores de crescimento e matriz extracelular
sobreposta por outra camada contendo as células que sdo
capazes de se diferenciar na estrutura fisica do tecido alvo
de regeneracdo (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

Figura 3 - Estrutura Bidimensional (2D) polimérica utilizada
como scaffold em estruturadas de bioengenharia de tecido.

Fonte: (HUTMACHER; SITTINGER; RISBUD, 2004)

Destaca-se a técnica de evaporagio de solvente
com adi¢do e lixiviacdo de sal para a confec¢dao de um
suporte com aproximadamente 70-90% de porosidade, a
qual pode ser controlada pela quantidade de sal adicio-
nado e o tamanho dos poros pelo tamanho dos cristais
de sal. Essa técnica se destaca pela boa reprodutibilidade
juntamente com a sua grande capacidade de interconexio
entre os poros. Ela tem se tornado de grande utilidade na
formagdo de scaffolds epiteliais, visto que o possivel con-

trole da quantidade e o tamanho dos poros influenciam
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diretamente na capacidade de vascularizagdo necessaria
no tecido citado (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

Em uma forma tripla de superficie, a estrutura 3D
(Figura 4) tem se mostrado um composto mais versatil
na construcdo de suportes, visto que suas dimensoes se
tornam mais capazes de obter a forma adequada do teci-
do original, proporcionando entdo a facilidade de preen-
chimento total do local, bem como visando a estética da
regeneragao. Os biopolimeros aqui utilizados sdo inclu-
idos no suporte de forma a se estruturarem como uma
rede geométrica tridimensional ap6s seu processamento
e, posteriormente, passivel de se inocular a populagdo de
células sobre o suporte. Apos a interagio scaffold-células
a inducio de crescimento celular é promovida, originan-
do um tecido prematuro, o qual serd expandido em um
biorreator. Quando implantado, tal suporte sofre a agdo
orgénica do corpo e é incorporado de forma a absorver a
matriz extracelular contida no suporte e promover a dife-
renciagdo celular in vivo. O destaque dessa técnica se da
frente a uma degradagio lenta, pois a matriz 3D possui
condi¢des de manter sua integridade estrutural e proprie-
dades mecénicas durante o preparo in vitro e/ou nos pro-
cessos de remodelagio tecidual in vivo (KAPFER, 2011).

Figura 4 - Estrutura Tridimensional polimérica, conferida por
uma sobreposi¢do de camadas de biopolimeros formando a
estrutura 3D.

Fonte: (HUTMACHER; SITTINGER; RISBUD, 2004)

Na literatura se destaca como técnica de obtengéo
do suporte 3D a tecnologia de prototipagem rapida (tam-
bém chamada de fabricacdo de forma livre sélida), que
consiste na construg¢do de pecas por meio da utilizagao de
materiais seletivamente acrescentados camada a camada
conforme é especificado por um computador, no qual
cada camada representa a forma da se¢do transversal do
modelo em um nivel especifico, proporcionando assim a
obteng¢do de formas mais complexas. Para essa finalida-

de, ¢ utilizado um conjunto de tecnologias que possuem

em comum a construgdo de protdtipos fisicos a partir de
seus analogos virtuais; por isso se torna de fundamental
importancia o conhecimento prévio da real estrutura do
tecido que serd regenerado. Ndo somente a estruturagéo
geométrica é favoravel nessa técnica, mas também o con-
trole com precisdo da arquitetura da matriz como tama-
nho, forma, interconectividade, ramificagio geométrica e
orientagao, tendo estruturas biomiméticas variando o de-
senho e a composicdo de materiais, aumentando, entio,
o controle sobre as propriedades mecanicas, os efeitos
bioldgicos e a cinética de degrada¢do do composto (OLI-
VEIRA et al., 2006).

O desenvolvimento de sistemas livres de solventes
e de base aquosa proporcionou um marco recente nessa
técnica, visto que a possibilidade de inclusdo de compo-
nentes bioativos, tais como, fatores de crescimento, célu-
las e medicamentos favorecem novas oportunidades para
a bioengenharia tecidual (HUTMACHER; SITTINGER;
RISBUD, 2004; JAKAB et al., 2004; OLIVEIRA et al,
2006).

4 Polimeros e seus mimetismos

As duas estratégias anteriormente citadas sdo ba-
seadas em trés conceitos da bioengenharia: biodegrada-
¢do, bioabsor¢do e biorreabsor¢ao. Segundo Vert et al.
(1992):

- Biodegradavel é um termo utilizado para
o polimero e dispositivos solidos que, de-
vido & degradagdo macromolecular, so-
frem disperséo in vivo, mas sem a elimi-
nag¢do dos produtos e subprodutos pelo

organismo;

- Bioabsorvivel representa os materiais
poliméricos e dispositivos que podem se
dissolver em fluidos corpdreos sem qual-
quer clivagem da cadeia macromolecular

ou diminui¢ao da sua massa molecular;

- Biorreabsorviveis sio os materiais poli-
méricos que apresentam degradagdo por
meio da diminui¢do de tamanho e que
sdo reabsorvidos in vivo , além de serem
totalmente eliminados e seus subprodu-
tos de degradagio, sem efeitos colaterais
(BARBANTT; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).
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Os dispositivos biorreabsorviveis sio os polimeros
mais utilizados, estando em maior destaque os baseados
em poliésteres derivados de alfa-hidroxiacidos, como
o poli(L-acido latico) (PLLA), o poli(D-acido latico)
(PDLA), o poli(DL-acido latico) (PDLLA), poli(acido gli-
colico) (PGA) e a policaprolactona (PCL). Os processos
de degradagéo desses polimeros sao resultantes da quebra
em varias unidades menores pela hidrolise simples e os
seus subprodutos sdo necessariamente eliminados do or-
ganismo por meio das vias metabolicas, como a via do ci-
clo do écido citrico ou diretamente por excre¢io renal. E,
exatamente por possuirem essas caracteristicas de rapida
degradacio e facil eliminagéo, esses polimeros se encon-
tram entre os mais utilizados, uma vez que o essencial de
um biopolimero ¢ a sua capacidade eficiente de induzir
uma resposta celular e ser de rapida excre¢do. Ha também
a caracterizacdo do mimetismo especifico de certos poli-
meros por cada tecido quando levado em consideragdo a
estrutura, a necessidade de porosidade maior ou menor e
0s processos mecinicos de resisténcia unicos a cada parte
tecidual de regeneracdo alvo (BARBANTI; ZAVAGLIA;
DUEK, 2006; SANTOS JR.; WADA, 2007).

Outros biopolimeros utilizados sdo os polihidro-
xialcanoatos, dentre os quais se destacam o poli(3-hidro-
xibutirato) (PHB), o poli(4-hidroxibutirato) (P4HB), o
copolimero de 3-hidroxibutirato e 3-hidroxihexanoato e
o poli(3-hidroxioctanoato) (PHO) (SADER; FERREIRA;
DIAS, 2006).

Seguindo as caracteristicas de avascularia¢do e a
existéncia de dois tipos basicos de células que sdo os con-
drdcitos e os condroblastos e sua composi¢do essencial-
mente de matriz extracelular contendo essencialmente
colageno e glicosaminoglicanas, o tecido cartilaginoso
necessita, para a sua regenerag¢do, de compostos menos
porosos e de maior resisténcia mecénica que acaba por
mimetizar o PLLA e 0 PGA bem como os seus copolime-
ros. Estudos posteriores concluiram que células obtidas
de cartilagem humana, mantidas em cultura sobre dis-
positivos constituidos por diferentes poliésters biorrea-
bsorviveis mostraram que o processo de adesdo celular
era proporcional a hidrofilicidade dos polimeros, provan-
do assim o seu maior mimetismo pelo PLLA. Tentando
mimetizar de forma mais eficaz o ambiente natural das
células cartilaginosas, Takagi e colaboradores (2004) de-
senvolveram um dispositivo tridimensional composto

por colageno e pelo copolimero do PLLA como écido

poliglicurdnico, visto que ele é um dos componentes que
formam as moléculas de glicosaminoglicanas existentes
na matriz extracelular dos tecidos. Outros autores de-
monstraram que células cartilaginosas, quando cultiva-
das no interior de arcabougo, foram capazes de consumir
glicose do meio de cultura para produzir componentes
essenciais da matriz extracelular tipicos do tecido cartila-

ginoso (SANTOS JR.; WADA, 2007; MA, 2008).

Y

Visando a restauragdo dérmica, os polimeros
naturais sdo muito estudados; dentre eles destaca-se o
colageno por ser extremamente receptivo a cultura de
fibroblastos, os quais, quando sobre géis de colageno,
mostram-se capazes de produzir componentes da matriz
extracelular como glicosaminoglicanas e fibronectina, de
modo a formar um tecido que lembra em suas caracteris-
ticas um tecido conjuntivo. O coldgeno também é impor-
tante, pois possui varias vantagens como a disponibilida-
de, por ser biodegradavel e biorreabsorvivel, resistente as
forcas de distensdo e por ter suas propriedades alteradas
por modificagdes de seus grupos funcionais (YOSHIOKA
et al., 2008).

Porém, ha desvantagens como a degradacgdo ra-
pida, grande hidrofilicidade que pode ocasionar inchago
significativo apds o implante, uma baixa resisténcia as
forcas de compressdo e o seu alto custo de purificagio.
Quando testados quanto ao mimetismo com o tecido
epitelial, os polimeros mais positivamente comprova-
dos foram as variagdes do poli (acido latico), o PLLA e o
PDLLA que mostram um bom comportamento de células
fibroblasticas sobre a membrana tridimensional de PLLA
com poros de diferentes didmetros, além da grande ade-
réncia ao polimero, proliferando mais facilmente e pro-
duzindo moléculas da matriz extracelular como colageno
e fibronectina (SANTOS JR.; WADA, 2007).

5 Adesao celular

Para que ocorra uma boa interagdo do polimero-
célula, é importante o estabelecimento da adeséo celular
ao substrato. Os fatores de adesdo sdo componentes bio-
légicos proteicos dos fluidos bioldgicos e/ou da matriz
extracelular adsorvidos na superficie do material, como
a fibronectina, a vitronectina e a laminina as quais sdo
reconhecidas pelas integrinas (receptores na membrana
celular associados ao citoesqueleto). Essas integrinas se

ligam a pequenos dominios nos fatores de adesdo como,
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por exemplo, a sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp
(RGD) encontrada na estrutura da fibronectina ou a se-
quéncia Tyr-Ile-Gly-Ser-Agn (YIGSR) da estrutura da
laminina. O RGD e vérios outros oligopeptideos vém
sendo incorporados aos biomateriais para estimularem
adesdo e consequente proliferacio celular (YAMADA,
1991; SHIN; JO; MIKOS, 2003).

A similaridade fisico-quimica do substrato em re-
lagdo & matriz extracelular é de fundamental importan-
cia, visto que o objetivo é a promoc¢édo da diferenciagdo
celular ou proporcionar uma interagdo mais efetiva do
polimero no sitio de ligagdo do tecido ao qual serda im-
plantado. Existe uma grande relagdo entre a hidrofilici-
dade do polimero e a adesdo celular, o que tem caracte-
rizado a produgdo de biopolimeros com caracteristicas
fisico-quimicas e mecanicas mais compativeis e nio so-

mente na hidrofilicidade, como também na disposi¢do de

cargas elétricas, de dureza, de elasticidade e de resisténcia
as mais proximas possiveis as dos tecidos nos quais serdo
implantados (DEWEZ et al., 1998; NEFF; CALDWELL;
TRESCO, 1998).

Posteriormente & adesdo, as células iniciam o seu
processo de espalhamento, que consiste em um processo
complexo que envolve a modificagdo morfoldgica celular
em consequéncia das alteragdes sofridas no citoesqueleto,
promovendo assim uma melhor interacdo com o substra-
to (Figura 5). A divisdo e a produc¢do de uma nova matriz
extracelular também sdo eventos subsequentes a adesdo
correta das células ao suporte. A interconexio dos poros e
a distribui¢do uniforme das células sdo fundamentais para
a formagdo de um tecido na forma de uma rede organi-
zada, sendo que in vivo tais caracteristicas sdo essenciais
para a proliferacdo de vasos, facilitando a nutrigdo do te-
cido ao redor do implante (SANTOS JR; WADA, 2007).

Figura 5 - Com a adesdo, as células iniciam sua interagdo com o substrato. Em: a) se observa o inicio do fendmeno conhecido como
espalhamento (ou espraiamento), que, em virtude das interagdes com a superficie de crescimento, ocorrem modificagdes no citoesqueleto
e, consequentemente, na morfologia celular, que passa a ser achatada sobre a superficie em que cresce; b) a célula ja espalhada sobre o

substrato.

Fonte: Santos Jr e Wada (2007).

6 Metabolismo dos polimeros

O processo de metabolismo do polimero é des-
crito na literatura como uma sucessdo de eventos e de
degradagdes seguida da biorreabsor¢do do subproduto,
na qual a velocidade de degradagdo do suporte deve ser
proporcional a taxa de produ¢ido da matriz extracelular
(CANCEDDA et al., 2003). Inicialmente, o composto so-
fre uma hidrata¢do quando exposto aos fluidos aquosos

corpdreos no momento da implantacdo do suporte. Na

presenca das moléculas de dgua, o processo de degrada-
¢do inicia-se pela hidrélise das ligagdes de ésteres (Figura
6), originando subprodutos na forma de oligbmeros so-
laveis e nao toéxicos. A degradagdo continua por um pro-
cesso biologicamente ativo por enzimas ou pela clivagem
hidrolitica passiva, sendo caracteristica a maior perda de
massa, a diminui¢ao da massa molar média e a perda das
suas propriedades mecanicas como resisténcia a tragio e
a compressao (MARTEN; MULLER; DECKWER, 2003).
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Figura 6 - Degradagio dos polimeros pelo processo de hidrolise.
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Fonte: Santos Jr. e Wada (2007).

Dentre os muitos subprodutos da hidroélise das li-
gacOes de ésteres, a presenca de terminais acidos catalisa
areacdo de degradagio. Os produtos existentes na super-
ficie da matriz sdo difundidos para o meio. Entretanto,
a baixa taxa de difusdo dos produtos da reagdo no inte-
rior do material gera um acumulo de dcidos promovendo
uma erosao inicial na superficie, mas apresentando uma
degradagdo muito mais acentuada no centro do suporte
implantado (LI, 1999)

O processo ativo de biorreabsor¢do pelo organis-
mo ocorre quando a biodegradagdo gera produtos e sub-
produtos com caracteristicas dos metabolitos orgénicos,
especificamente os acidos do ciclo do acido tricarboxilico
(Figura 7). Ao final da etapa de hidroélise, segue o proces-

so de oxidagéo a 4cido latico (para o PLA) e a conversdo

0 0
Hidroxi Carboxi
terminal terminal

das unidades de PGA em glicina que, por sua vez, sdo
convertidas em 4cido pirtvico, que na presenca da acetil
coenzima A, juntamente com a liberagio de CO,, promo-
vem a decomposi¢do em citrato. O citrato serad entdo in-
corporado no ciclo do acido tricarboxilico, resultando em
CO, e H,0, efetivando sua eliminagio pela urina e pela
respiracdo. Assim, o material é degradado, absorvido,
metabolizado e excretado corretamente pelo organismo
(ALI et al., 1993).

Um importante enfoque nas pesquisas atuais de-
ve-se a influéncia na degradagio pela agéo de perdxidos,
enzimas e células fagocitarias; afinal, ndo é desejada a
promogio de uma resposta inflamatéria no sitio de im-
plantacdo no suporte (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK,
2006).

Figura 7 - Via de degradagio e excregdo de alguns poliésteres, tais como, poli(acido glicdlico) (PGA) e poli(hidroxibutirato).
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Fonte: Santos Jr. e Wada (2007)

Outro fator também influente na degradagio
dos materiais é a sua composi¢do quimica, sendo que
no caso do poli(acido latico), a quiralidade do carbono
alfa permite a sintese de compostos enantiémeros, levo
(L) e destro (D) rotatdrios, dando origem a uma familia

de polimeros. A cinética de hidrdlise do PDLLA tem se

mostrado mais rdpida do que a do PLLA. Os demais fato-
res como a cristalinidade, a porosidade e a geometria do
composto, e a localiza¢do do implante também influen-
ciam diretamente no tempo de degradagdo do suporte in
vivo (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).
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7 Células-tronco

As células-tronco sdo a chave para a regeneragio e a
reparacio tecidual, devido a sua capacidade de proliferacio
e de diferenciacio, de sinalizagdo de célula a célula, de pro-
dugio de biomoléculas e de formagdo de matriz extracelular
(CHAPEKAR, 2000).

Ressalte-se que o recente descobrimento do poten-
cial de diferenciagio das células-tronco tem impactado o
campo da engenharia tecidual. Depois de estabelecida a ade-
quada adeséo celular, o scaffold se torna um agente carreador
de células no processo que visa a restauragio do tecido da-
nificado. E, uma etapa tdo fundamental quanto as demais, é
a escolha do tipo de células utilizadas como ponto inicial da
indugdo de diferenciagao. A medicina regenerativa ou bio-
engenharia de tecidos vem empregando células-tronco em-
brionarias ou adultas como forma de implantar, juntamente
com o suporte escolhido, células capazes de diferenciagio
em células especificas do tecido alvo do tratamento. As
células-tronco sdo células indiferenciadas que dio origem a

outros tipos, também chamadas de progenitoras.
Ha varios tipos de células-tronco:

1) Células totipotentes, que sdo consideradas
as células mestre do organismo humano,
pois contém toda a informacdo genética
responsavel e habil para se diferenciar em
qualquer outro tipo de célula do corpo in-
cluindo placenta e as membranas embrio-
ndrias;

2) Células pluripotentes, que sdo altamente
versateis e que podem se diferenciar de

qualquer tipo de célula do corpo humano,

exceto a placenta embriondria;

3) Células multipotentes, isto é, as células que
podem se diferenciar em vérios outros ti-
pos celulares, mas em numero limitado
(YARAK; OKAMOTO, 2010).

A diferenga basica quanto ao potencial de diferencia-
¢do das células-tronco estd na existéncia de células-tronco
embrionarias (totipotentes ou pluripotentes) e células pre-
cursoras do organismo ja desenvolvidas, chamadas células-
tronco adultas ou somiticas (multipotentes) (YARAK;
OKAMOTO, 2010).

Ha, posteriormente, a escolha quanto a natureza das

células a serem utilizadas, que podem ser:

a) Células autégenas ou autdlogas, que sdo

células isoladas do préprio individuo;

b) Células exdgenas, que sdo células de indi-

viduos diferentes, mas da mesma espécie;

¢) Células xendgenas, que sio células de in-
dividuos de diferentes espécies. A maior
dificuldade encontra-se em uma possi-
vel rejeigdo imunoldgica, j& que, ao se
expandirem em cultura in vitro, quando
implantadas por infusdo no local de lesio,
elas podem promover um reconhecimen-
to como corpo estranho e o organismo,
consequentemente, inicia um processo
inflamatdrio no local tentando expulsar o
agente invasor (ATALA, 2004).

Ha entdo a estratégia de utilizacdo de substancias
que induzam a proliferacdo e a regeneragio celular, sen-
do que o sucesso desse processo depende da purificagio
e da produgdo em larga escala de moléculas sinalizadoras
apropriadas, como os fatores de crescimento e os fatores de
adesdo. Os fatores de crescimento sdo proteinas altamente
especificas fundamentais para a proliferacdo das células-
-tronco em varios outros tipos celulares, o que induzira
a formacdo de um novo tipo de tecido. Estratégias foram
criadas para a disponibilizagdo desses fatores de cresci-
mento como a sua liberagéo lenta utilizando-se de capsulas
poliméricas, estimulando gradualmente a regeneracéo te-
cidual. De maior interesse sdo os implantes autdlogos, com
técnicas utilizando células sadias provenientes do proprio
paciente que serdo implantadas no polimero do suporte.
As vantagens dessa técnica sdo muitas, mas se destaca o
fato de a populagio de células isoladas serem em pequeno
numero, visto que elas sido expandidas in vitro por meio de
cultura celular e também por permitir que se evitem pro-
blemas imunoldgicos como rejeigdes ou processos alérgi-
cos (SANTOS JR.; WADA, 2007).

8 Modelos de biotecidos

Em processo de expansdo, trabalhos utilizando
os produtos originarios da bioengenharia de tecido
relatam sucessos, mas hd a necessidade de uma ampla
pesquisa para melhoramentos dos produtos ja existen-
tes e, principalmente, para a fabrica¢do de novos pro-
dutos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Matrizes atualmente disponiveis comercialmente e produtos substitutos dérmicos da bioengenharia tecidual.

Gel de colageno + cultura alogénica + Queratindcitos Apligraf™ Oreanogenesis
humanos + Fibroblastos humanos Plg ganos
Cultura de queracindcitos autélogos Epicell™ Genzyme Biosurgery
Acido poilgllcollc9(Dexon )/’ac1do polilactico (Vi- Transcyte™ Advanced Tissue
cryl™) + matriz de proteinas extracelular
Colageno de glicosaminoglicanas - éleo de silicone Integra™ Integra LifeScience
Derme acelular AlloDerm™ Lifecell Corporation
Membrana acido hialurénico microperfurado + cultu- . 1
s g Fidia Advanced
ra de queratindcitos humanos Laserskin .
Biopolymers
Acido poliglicélico(Dexon™)/4cido polilactico (Vi- - Advanced Tissue
- . . Dermagraft N
cryl™) + Fibroblastos humanos alogénicos Sciences
Colageno + Flbrob.lato.s humanos alogénicos + quera- Orcel™ Ortec International
tindcitos humanos
Selante de fibrina + cultura autéloga de queratindcitos Bioseed ™ B10T1ssuf:
Technologies
Oxido de polietileno/Polibutirato + fibroblastos hu- o m
. . s Polyactive HC Implants
manos autologos + Cultura autéloga de queratindcitos
Membrana acido hialurénico microperfurado + Fi- - Fidia Advanced
Hyalograft 3D .
broblastos humanos Biopolymers
Silicone + malha de nylon + colageno Biobrane™ Dow Hickham/Bertek Pharmac.

Fonte: Horch et al. (2005).

Dentre os ja produzidos, visando a reconstituigdo
da pele, o primeiro langamento é o Apligraf o qual é in-
dicado para tlceras em pacientes diabéticos sendo pro-
duzidos a partir de uma cultura humana de prepticio de
recém-nascido. Esse composto é bilaminar, constituido
de uma camada dérmica produzida, utilizando-se de uma
cultura de fibroblastos em uma base de colageno bovino
do tipo I. Apds sua maturagdo em um bioreator, a epider-
me ¢ formada pela inoculagio de queratindcitos, sobre a
camada de matriz extracelular produzida pelos fibroblas-

tos dérmicos.

Outro produto similar ao Apligraf e também apro-
vado pelo FDA, é o OrCel, diferenciando-se apenas pela
utilizagdo de células autdlogas em sua composi¢ao. Pro-
duzido por técnicas de estratégia II da engenharia de te-
cidos, o Dermagraft é um substituto dérmico que utiliza
um suporte de PLGA para o cultivo de fibroblastos hu-
manos, também obtidos de prepucio de recém-nascidos,
sendo o material degradado durante a cultura de células,
servindo como suporte para a proliferacio e para a secre-

¢do da matriz extracelular.

Sob o ponto de vista de materiais proprios para
a regeneracgao tecidual cartilaginosa, tém se o Carticel,
aprovado pela FDA, que consiste em uma expansio in

vitro de culturas de células aut6logas de condrdcitos.

Este produto é especialmente indicado para pacientes
com defeitos cartilaginosos sintomaticos causados por
traumas de repeticio (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK,
2005).

Liderados mundialmente pelo grupo de pesqui-
sa do cirurgido Joseph P. Vancanti e o anestesiologista
Charles Vancanti, ambos da Universidade de Harvard,
as pesquisas de polimeros biorreabsorviveis para tecido
cartilaginoso tém descrito varios estudos sobre a recons-
trugdo de complexas estruturas anatomicas utilizando
suportes de PGA e PLA como forma de constru¢io de
orelha humana, septo nasal e traqueia. Esses sdo prepa-
rados pelo processo de fiber bonding, no qual o suporte é
inoculado com condrdcitos e inseridos em um biorreator.
Os resultados demonstram um novo tecido cartilagino-
s0, abundante em componentes da matriz extracelular de
cartilagem hialina e elastica como o acido hialurénico, o
sulfato de condroitina e o coldgeno do tipo II. Descritos
na literatura, quando sob os parametros da engenharia
tecidual cartilaginosa e epitelial, esses sdo os produtos ja
comercializados e relatados com sucesso. Além disso, ha
uma maciga pesquisa na area de bioengenharia, visando
exatamente a obtenc¢do de novos produtos capazes de se-
rem implantados e passiveis de promoverem a regenera-
¢do do tecido lesado (HORCH et al., 2005).
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9 Consideracoes finais

Estudos atuais mostram-se capazes de demonstrar
e reproduzir com fidelidade os principios basicos que
norteiam a estruturacgio e o desenvolvimento de suportes
baseados em suas estruturas bioldgicas in vivo, tornando-
-se, entdo, capazes de constru¢des de suportes tridimen-
sionais habeis no preenchimento e promogio da regene-
racio tecidual alvo. Sob o aspecto da utilizagdo, o aprovei-
tamento das caracteristicas dos biopolimeros ja descritos
se mostra como um fator fundamental para o avanco de
técnicas regenerativas de 6rgdos e demais tecidos ainda

néo produzidos.

A busca de novas tecnologias ndo cessa, visto que
o foco cada vez mais se estende para a construgido de su-
portes mais complexos como os que possuam mais de um
tipo tecidual em sua composicio, visando a regeneragio
de tecidos mais complexos e 6rgdos humanos. O sucesso
na reconstrugdo de érgaos exige uma forma multidisci-
plinar na combinagéo de técnicas de ciéncias e engenha-
ria de materiais, medicina e biologia celular e molecular,

além de um maior investimento no campo de pesquisas.

Os compostos ja existentes provam que suas apli-
cagdes nio se encontram fora dos pardmetros ideais e
promovem uma grande expectativa para o sucesso futuro

na reconstruc¢do de drgios.
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