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Resumo

A pele é o0 maior 6rgdo do corpo humano sendo também o 6rgao mais suscetivel de lesbes
que permitem a limitacdo da qualidade de vida de um paciente, pelo que as feridas
cronicas sdo cada vez mais presenciadas. Para combater esta consequéncia surgiu a
engenharia de tecidos que permite a implantagdo de substitutos cutaneos semelhantes a
pele humana, através do desenvolvimento de suportes que sdo denominados por scaffolds
que podem ser de origem bioldgica ou sintética. Associando a estes suportes as células
tronco mesenquimais e uma matriz extracelular é possivel regenerar o tecido lesado ou

obter um novo tecido cutaneo.

Neste trabalho de revisdo bibliogréfica € descrito o conceito e a técnica de base da
engenharia de tecidos; as células e os biomateriais utilizados nos substitutos cutaneos; a
constituicdo da pele e a cicatrizacdo das feridas cronicas e por fim os produtos

comercializados de substitutos bioldgicos cutaneos.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa; Engenharia de Tecidos; Biomateriais;
Scaffolds; Tecido Cutaneo; Feridas Cronicas; Células Tronco Mesenquimais.
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Abstract

The skin is the largest organ of the human body also being the most susceptible organ
lesions that allow limiting the quality of life of a patient, so the chronic wounds are
increasingly being witnessed. To counteract this consequence tissue engineering has
emerged that allows the deployment of skin substitutes like human skin, by developing
supports that are called for scaffolds that can be of biological or synthetic origin.
Associating these supports stem cell mesenchymal and an extracellular matrix can

regenerate damaged tissue or get a new skin tissue.

In this literature review paper describes the concept and basic technique of tissue
engineering; cells and biomaterials used in skin substitutes; the constitution of the skin
and the healing of chronic wounds and finally the products marketed biological skin

substitutes.

Keywords: Regenerative Medicine; Tissue Engineering; Biomaterials; Scaffolds; Skin

Tissue; Chronic Wounds; Mesenchymal Stem Cells
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I. Introducéo

A utilizacdo de transplantes evoluiu em grande escala para tratar algumas doengas que
estdo relacionadas com dérgéos lesados ou até mesmo Orgaos que deixam de funcionar por
completo (Verma e Singh, 2014). A principal limitacdo e a mais preocupante na utilizagédo
da biologia de transplantes é a disponibilidade de 6rgdos para todos 0s pacientes que se
encontram em lista de espera, mas existe outra limitagdo muito importante que é a rejeicao
crénica do oOrgdo por parte do sistema imunoldgico do paciente o que leva a um
desequilibrio na relacdo de imunomodelacdo-imunossupressdo (Lanza et al., 2007). As
causas que levam os 6rgéos a ficarem lesados ou a perderem a sua funcéo por completo
resumem-se no desgaste dos 6érgdos e dos tecidos através de um processo natural que
ocorre com o0 avangar da idade, num acidente ou através de doencas (Verma e Singh,
2014). Segundo os mesmos autores as opcdes de tratamento convencionais disponiveis
sdo os transplantes de Orgdos, a reparacdo cirdrgica, as proteses, os dispositivos
mecanicos e a terapia com farmacos. Estes autores concluiram que foi através dos
transplantes que surgiu a engenharia de tecidos para o desenvolvimento de novos 6rgéos
conforme é necessario, este conceito de engenharia de tecidos assegura o crescimento de

estruturas de tecidos com células de origem natural ou sintética.

A pele é 0 maior érgdo do nosso corpo sendo que a sua principal funcéo é a de barreira
de protecdo contra agentes externos, também apresenta outras funcbes como a
conservacdo da homeostasia, a termorregulacdo e a detecdo sensorial. A perda da
integridade de grandes porcGes de pele por causa de uma doenca ou lesdo pode resultar
numa deficiéncia ou até mesmo levar a morte. As feridas agudas cicatrizam em tempo
habil pelos processos de inflamacéo, formacédo de tecido e remodelacdo. O atraso destes
processos de reparacdo leva a formacéo de feridas crénicas que podem suceder pela perda
de pele significativa. Estas feridas podem ser causadas por uma lesdo térmica que é a
lesdo mais comum, devido a traumas, por complicacdes da doenca diabetes mellitus
originando Ulceras cronicas e devido a doencas vasculares que originam Ulceras

vasculares (Lanza et al., 2007).
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Devido a compreensdo do processo de cicatrizacdo de feridas, a avaliacdo da ferida, a
acdo dos fatores de crescimento, a funcéo da matriz extracelular na regulagao do processo
de tratamento e devido a engenharia de tecidos que permite a construcdo de tecidos é
possivel usar como terapéutica na reparacdo de tecidos o fornecimento do epitélio
perdido. A engenharia de tecidos usa como substitutos de pele dois tipos de produtos, 0s
que sdo a base de células que estimulam ativamente a cicatrizacdo de feridas e produtos
acelulares que fornecem um substrato ou um revestimento para facilitar a cura das feridas
(Lanza et al., 2007).

I1. Medicina regenerativa

2.1. Conceito e as suas areas

A medicina regenerativa consiste na reparacdo, regeneracdo ou substituicdo de células,
tecidos ou Orgdos para restaurar a sua funcédo através de terapias eficazes, consistentes e
seguras que sdo constituidas por células vivas, administradas isoladamente ou em
combinacdo com materiais desenhados (Polak, 2010). Neste tipo de medicina séo
utilizadas as células humanas, nomeadamente as células tronco adultas, as células tronco
embrionarias e a Gltima versao de células estudadas consistem em células reprogramadas
a partir de células adultas para que possam ser chamadas de células pluripotentes (Mason
e Dunnill, 2008). Segundo os mesmos autores o0 sucesso da medicina regenerativa
centrado em células humanas é uma tecnologia disruptiva que permite potencialmente

substituir medicamentos moleculares e préteses médicas.

A engenharia de tecidos é uma das areas mais importantes na medicina regenerativa, mas
ndo é a unica. Pois esta engenharia utiliza uma combinacdo de células, biomateriais e
moléculas solUveis para estimular o crescimento de células e tecidos. A medicina

regenerativa também utiliza os métodos da engenharia de tecidos mas esta também pode
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usar outras técnicas como a engenharia de genética e a terapia de células estaminais (Daar
e Greenwood, 2007).

A medicina regenerativa apresenta dois conceitos de terapia celular, a engenharia de
tecidos que necessita da utilizacdo de scaffold e uma outra vertente de terapia celular que
ndo utiliza o scaffold (Ikada, 2006).

O surgimento da tecnologia de células tronco permitiu que a engenharia de tecidos tenha

evoluido para a area mais ampla da medicina regenerativa (Nerem, 2010).

I11. Engenharia de tecidos

3.1. Conceito

A definicdo da engenharia de tecidos consiste numa area multidisciplinar em que aplica
0s principios da engenharia e da ciéncia da vida para o desenvolvimento de substitutos
bioldgicos que permitem a restauracdo, 0 melhoramento ou a manutencao das funcdes
dos tecidos e érgdos. O termo engenharia de tecidos pode ser separado em duas palavras,
tecido e engenharia. Um tecido € definido como um grupo de diferentes tipos de células
que apresentam diferentes tipos de fendtipos mas em conjunto realizam uma fungédo
especifica, o termo engenharia refere-se aplicacdo do conhecimento para construir e

implantar no ser humano (Verma e Singh, 2014).

Na maior parte das vezes o objetivo desta engenharia consiste na implantacdo das
construgdes de tecido no corpo para reparar uma lesdo ou substituir a fungdo de um 6rgéo

que esta lesado (Berthiaume et al., 2011).
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Resumidamente a engenharia de tecidos baseia-se em técnicas para a reconstrucdo de
tecidos e 6rgdos, em que a técnica inclui a expansdo in vitro de células vidveis do paciente
dador sobre suportes de polimeros bioreabsorviveis. O suporte degrada-se enquanto um

novo tecido ou 6rgdo se forma (Santos e Wada, 2007).

A engenharia de tecidos utiliza quatro componentes essenciais, que sdo as celulas vivas,
um suporte, a matriz extracelular (que fornece os fatores de crescimento) e por vezes

biorreatores no caso de producéo ex vivo (Verma e Singh, 2014).

Os produtos da engenharia de tecidos podem ser usados em duas situacfes, a primeira é
para construgdo in vitro de tecido bioartificial a partir de células do dador, esta técnica é
utilizada quando se pretende substituir os tecidos ou 6rgaos com defeito. E a segunda
situacdo é quando se pretende modificar in vivo o crescimento e a funcao das células, o

que implica a regeneracdo in situ (Verma e Singh, 2014).

Devido a engenharia de tecidos funcionar como uma alternativa potencial para o
transplante de 6rgéos e tecidos, esta tecnologia clinica pode ser considerada como um

tratamento médico (Polak, 2010).

3.2. Técnica base

A técnica da engenharia de tecidos resume-se na regeneracao de tecidos vivos e de 6rgaos
através da anexacdo de tecido do proprio paciente que posteriormente é decomposto em
células que tem como funcéo a sintese de matrizes de tecido novo (Polak, 2010). Estas
células sdo cultivadas em suportes bioldgicos ou sintéticos, como os scaffolds que
fornecem o ambiente adequado para as células efetuarem as suas fungdes (Barbanti e
Zavaglia, 2005). Estes suportes devem de ser preferencialmente biodegradaveis, para que
guando sejam introduzidos no paciente, 0 organismo consiga reabsorver, degradar e

eliminar. Também é fornecido aos suportes uma matriz extracelular que fornece fatores
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de crescimento que facilitam e promovem a funcéo das células que é regenerar tecido
novo, oxigénio, fatores de diferenciacdo entre outros. Se o crescimento do tecido for
realizado ex vivo este carece de um biorreator, que em conjunto com a matriz fornece
condicdes que se tem in vivo. E por fim é reintroduzido o tecido no paciente (Lanza et al.,
2007).

Tecido Doador Suporte Polimérico

Cultura de Células
in vitro

Figura 1 - Técnica de base da engenharia de tecidos (adaptada de Barbanti e Zavaglia, 2005)

A figura 1 adaptada de (Barbanti e Zavaglia, 2005) resume-se as seguintes etapas, em
primeiro lugar realiza-se a selecdo e o processamento do suporte de acordo com a escolha
do tipo de células, posteriormente inocula-se a populagdo celular que foi retirada ao
paciente no suporte. Neste suporte vai suceder uma fase inicial em que o crescimento do
tecido é prematuro, depois deste tecido estar em contacto com a matriz extracelular e esta
fornecer-lhe as condigdes ambientais favoraveis fica maturado em sistema fisiolégico e é
adicionado um biorreator porque este tecido esté a ser realizado in vitro. Depois destas

etapas efetua-se o re-implante cirargico in vivo e observa-se a integragdo do produto.
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A utilizacdo da engenharia de tecidos in vivo permite que as células sejam inseridas
diretamente no organismo do paciente num suporte com fatores de diferenciacéo,
permitindo que as células se desenvolvam corretamente ou as células podem ser
introduzidas ja diferenciadas para que se possam desenvolver no local alvo. Quando se
utiliza a técnica in vitro é utilizado biorreatores como ja foi descrito no paragrafo anterior,
0 uso destes € importante para que as células formem um tecido que possa ser implantado
in vivo (Lanza et al., 2007).

3.3. Células

As células sdo muito importantes para a regeneracao e reparacéo de tecidos devido aos
mecanismos que estas conseguem fazer que sdo a sua proliferacdo e diferenciacao,
sinalizacdo célula a célula, producdo de biomoléculas e formagdo da matriz extracelular
(Chapekar, 2000).

Na construcdo de um tecido a partir da técnica de engenharia de tecidos o primeiro ponto
a considerar sdo os tipos de células a utilizar. As células a usar podem ter trés tipos de
origem: podem ser aut6logas, alogénicas e xenogénicas. As células aut6logas sdo as
células vulgarmente conhecidas por células do proprio paciente, estas incluem as células
diferenciadas e células estaminais / progenitoras adultas. Este tipo de células tem um
namero de fontes muito elevado. As células alogénicas sdo células de outros seres
humanos que ndo incluem o proprio paciente e as células xenogénicas sdo células de

origem animal (Lanza et al., 2007).

A utilizacdo das células aut6logas permite a aceitacdo imunitaria das células uma vez que
estas sdo do proprio paciente, evitando riscos de rejeicdes imunoldgicas e infegdes virais.
Estas células podem ser extraidas por bidpsias do préprio paciente, € uma técnica que se
destina a maior parte das estruturas dos 6rgdos como por exemplo a pele, figado, coracéo,
vasos sanguineos, 0sso, medula 6ssea e cartilagem. Mas para alguns 6rgaos e tecidos néo

se podem realizar bidpsias que é o caso das valvulas cardiacas e dos tecidos neurais. A
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solucéo para superar esta complicacdo na obtencdo da fonte celular € o isolamento de

células estaminais (Ferreira et al., 2012).

As células alogénicas também sdo extraidas através de uma biopsia mas de um dador e as
celulas xenogénicas sdo retiradas do animal vivo. Este tipo de células apresenta o
problema de ocorrer rejeicdes imunoldgicas, por isso sempre que possivel deve se optar
por células alogénicas embora seja um processo que exige mais custos econdémicos
(Lanza et al., 2007).

O principal tipo de células estaminais utilizadas na engenharia de tecidos é as células
tronco porque estas apresentam duas caracteristicas fundamentais a capacidade de
autorrenovacao ilimitada o que origina a criacdo de mais células tronco e a capacidade de
se diferenciarem em diferentes linhagens celulares. As células tronco exibem dois grupos
principais que sdo os das células tronco embrionéarias que se encontram no interior do
embrido (no estagio blastocisto) e o das células tronco ndo embrionérias que sao obtidas
principalmente através da medula 6ssea e do sangue do corddo umbilical (Bajada et al.,
2008).

As células tronco embrionérias sdo pluripotentes, o que significa que uma célula tronco
pode-se dividir e produzir todas as células diferenciadas no organismo, enquanto as
células tronco ndo embrionérias sdo apenas multipotentes, ou seja, sdo capazes de se
diferenciar num ndmero limitado de outros tipos de células. O uso das células tronco
embrionarias tem gerado uma grande polémica devido as questdes éticas o que significa
que este tipo de células possui muitas dificuldades para ultrapassar até poderem ser
utilizadas livremente na engenharia de tecidos. Apesar destas dificuldades esta
comprovado que as celulas tronco embrionarias sdo mais efetivas do que as células tronco
ndo embrionarias porque estas ultimas ndo apresentam pluripoténcia. As células tronco
adultas ou células tronco ndo embrionarias, ndo apresentam tantos problemas éticos pelo
que podem ser encontradas em diversos locais do organismo como por exemplo: no
corddo umbilical, no tecido adiposo, na medula 6ssea, na pele e outros (Bajada et al.,
2008).

20



Utilizacdo de engenharia de tecidos no tratamento de feridas crénicas

O uso das células tronco embrionarias sé pode ser realizado em tratamentos apos a sua
diferenciacdo total, o que significa que ndo pode haver nenhuma célula indiferenciada no
meio produzido para garantir uma correta regeneracdo do tecido sem aparecimento de

tumores (Oliveira et al., 2010).

As células tronco ndo embrionarias provenientes do corddo umbilical podem fornecer
células através do sangue do corddo umbilical (que sdo as células hematopoiéticas) ou a
partir do tecido do cordao umbilical (sdo designadas de células mesenquimais) (Bajada et
al., 2008).

As células hematopoiéticas sdo pluripotentes e também podem ser encontradas na
placenta. Estas células podem ser empregadas na terapia celular utilizando a técnica de

criopreservacao em nitrogénio liquido (Oliveira et al., 2010).

As células mesenquimais sdo multipotentes o que significa que devido a sua competéncia
de se diferenciar em varios tipos de células do ser humano podem ser usadas para o
tratamento de variadas doencas. Estas células tém a vantagem de estar disponiveis nos
corddes umbilicais que sdo rejeitados apds o parto o que proporciona uma fonte ilimitada
de células estaminais com poucos problemas éticos levando a que este tipo de células

sejam as ideais para bancos de células tronco (Bajada et al., 2008).

Este tipo de células mesenquimais também é conhecido como células tronco do estroma
podem originar fibroblastos, ostedcitos, condrocitos e adipdcitos com potencial
oncogeénico. Apresentam a desvantagem de quando o deslocamento ocorre de maneira
impropria estas células podem originar tumores com varios tipos de tecidos. Mas todas
as celulas tronco apresentam esta desvantagem em comum, pois quando ocorre uma
desregulacdo no seu ciclo celular podem originar células cancerigenas (Oliveira et al.,
2010).
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As células tronco mesenquimais sdo uma ferramenta Unica de engenharia de tecidos
possibilitando a regeneracgdo de tecidos, a cicatrizacdo de feridas agudas e cronicas e a
reorganizacédo da cicatriz (Zahorec et al., 2014).

3.4. Biomateriais

Um biomaterial é definido como um material sintético que é utilizado para fazer
dispositivos médicos ou implantes de forma a serem seguros, econdémicos e
fisiologicamente admissiveis, destinam-se a interagir com sistemas bioldgicos. Sendo o
objetivo dos biomateriais reconstituir a funcdo dos tecidos vivos naturais e dos 6rgaos
(Park e Lakes, 2007).

Os biomateriais devem satisfazer alguns requisitos tais como: a biocompatibilidade para
que o material execute uma resposta apropriada numa determinada aplicacdo, sem a
obtencdo de reagdes adversas quando este entra em contacto com os tecidos vivos; a
biodegradabilidade para a reconstrucdo de um tecido sem inflamacdo; os seus produtos
de degradacdo ndo devem ser toxicos nem devem provocar inflamacdo e devem ser
retirados do corpo através das vias metabdlicas; biologicamente ativos possuindo
ligandos que sejam reconhecidos pelas células de interesse; auséncia de toxicidade,
mutagenicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade; facilidade de manipulagéo,
reprodutibilidade e processamento em larga escala (Ratner et al., 2013; Williams, 2008;
Kim et al., 2000a).

A biocompatibilidade é um dos requisitos mais importantes no uso de biomateriais na
técnica da engenharia de tecidos, quando as células entram em contacto com o material
ou aderem & sua superficie o comportamento destas células vai ser influenciado pela
biocompatibilidade dos materiais. Existem trés caracteristicas da superficie dos materiais
que sdo importantes e relevantes nos estudos da biocompatibilidade in vitro, estas sdo: a
topografia, a composic¢do quimica e a superficie energética. Estes estudos correspondem

a primeira fase na interagdo da célula com o biomaterial porque conseguem determinar a
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capacidade das células se diferenciarem ou ndo em contacto com o implante, caso as

células se diferenciem provocam a reconstitui¢do do tecido original (Oliveiraetal., 2010).

As caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas dos materiais condicionam as interacoes
entre as células e os materiais porque as células aderem vigorosamente a superficie de
materiais mais hidrofilicos. Uma das explica¢fes plausiveis para que isto aconteca € que
algumas regides da membrana celular lipidica sdo muito hidratadas e tendem a

desenvolver contactos com superficies igualmente hidratadas (Oliveira et al., 2010).

Um biomaterial ideal tem de ser biocompativel como ja foi mencionado nos paragrafos
anteriores, deve promover a interacao entre o tecido e o desenvolvimento celular, deve de
possuir propriedades fisicas e mecéanicas adequadas e por fim deve ser biodegradavel e
biorreabsorvivel para permitir a reconstru¢do de um tecido sem que ocorra um processo

inflamatério (Kim et al., 2000a).

Os biomateriais podem ser aplicados através hidrogeles injetaveis ou diretamente

injetados no tecido, em transportadores ou scaffolds (Kim et al., 2000a).

Na engenharia de tecidos os biomateriais incluem o0s seguintes tipos: polimeros,
ceramicos, compositos e ocasionalmente metais. Sendo que os polimeros sdo 0s mais
procurados na engenharia de tecidos devido as suas semelhancas que apresentam com as
caracteristicas estruturais do tecido e também oferecem uma elevada versatilidade

mecanica (Chen et al., 2013).

Existem duas origens de polimeros utilizados na engenharia de tecidos: os polimeros de
origem natural e os polimeros sintéticos. Os polimeros de origem natural tém a vantagem
de serem reconhecidos biologicamente, por outro lado os polimeros sintéticos tem a

vantagem de serem produzidos de forma reprodutivel em larga escala (Kim et al., 2000a).
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3.4.1. Polimeros de origem natural

Existem trés classes que pertencem aos polimeros de origem natural, que s&o as
proteinas (colagénio, fibrina e seda), os polissacarideos (agarose, alginato, derivados do
acido hialurénico e o quitosano que é um dos principais derivados da quitina) e 0s
polinucleotidos (DNA e RNA) (Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

A natureza apresenta uma elevada quantidade de fontes de materiais para a formacao dos
scaffolds que promovem a regeneracdo de tecidos. A classe correspondente aos
polissacarideos que contém o alginato e o quitosano, foram estudados para a regeneracao
de cartilagem e pele, apresentando aplicages clinicas no tratamento de feridas profundas

da pele e da cartilagem (Barrére et al., 2008).

Os polimeros de origem natural tem a grande vantagem de apresentarem locais para a
adesdo celular o que os torna biocompativeis que € um dos principais requisitos na eleicdo
dos biomateriais, no entanto também tém desvantagens que exigem muita ponderagédo
pois é necessario confirmar a pureza da proteina ou do polissacarideo antes de se realizar
0 implante para que ndo ocorra uma resposta imunitaria, assim como também apresentam
dificuldades em controlar a variabilidade de lote para lote (Willerth e Sakiyama-Elbert,
2008).

As proteinas consistem em polimeros de peso molecular elevado que contém
aminoéacidos, sendo estas o principal componente dos tecidos moles e duros do ser
humano tém sido investigadas para a formacgéo de scaffolds na engenharia de tecidos
(Scheper, 2006).

O colagénio é uma proteina fibrosa, que é o principal componente do tecido conjuntivo.
Esta proteina tem sido muito utilizada nas aplicagdes de regeneracao de tecidos (favorece

a adesdo a célula). Existem muitas desvantagens na obtencdo desta proteina como por
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exemplo: sdo dificeis de manusear e de fabricar, tem propriedades mecénicas pobres e é
dificil de controlar a sua biodegradabilidade. Como ja foi referido no paragrafo anterior,
apesar de se ter que purificar antes de realizar o implante, existe sempre uma
probabilidade do colagénio transmitir um agente patogénico e induzir respostas

imunitarias (Cheung et al., 2007).

Os polissacarideos sdo polimeros que possuem elevado peso molecular. As vantagens
associadas a este tipo de polimeros consistem: na sua elevada disponibilidade, no seu
custo-beneficio, na capacidade de serem facilmente modificados devido a existéncia de
grupos funcionais reativos, na sua biodegrabilidade, biocompatibilidade e solubilidade
em agua que os torna bons biomateriais para as aplicacBes na engenharia de tecidos
(Scheper, 2006).

O quitosano é um polimero que apresenta um elevado grau de biocompatibilidade in vivo
e que pode formar um gele a temperatura corporal apresentando a capacidade de entregar
e interagir com os fatores de crescimento e proteinas de adesdo. A sua degradacdo pode

ser controlada pela quantidade residual de teor de acetilo (Cheung et al., 2007).

O é&cido hialurénico é muitas vezes utilizado como veiculo para as células para
regenerarem varios tecidos. E um biomaterial desejavel porque no é antigénico o que faz

com que nédo ocorra reagdes inflamatdrias (Cheung et al., 2007).

3.4.2. Polimeros de origem sintética

Os polimeros sintéticos sdo uma alternativa aos polimeros naturais porque estdo na base
de suportes que servem para a cultura de células estaminais. Estes materiais apresentam
muitas vantagens como por exemplo: a reprodutibilidade porque exibem uma composicao
quimica bem definida, uma taxa de degradacg&o especifica e podem ser moldados de forma

independente. Mas também existem algumas desvantagens a considerar, a mais
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importante é que muitos polimeros sintéticos ndo possuem locais de adeséo da célula e
para que isto possa ser ultrapassado o biomaterial pode ser quimicamente modificado para
permitir a aderéncia de culturas de células estaminais (Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

Os biomateriais de origem sintética apresentam vantagens sobre o uso de biomateriais de
origem natural, porque s@o biomateriais produzidos pelo homem o que faz com que estes
sejam mais flexiveis, previsiveis e processaveis em diferentes tamanhos e formas
(Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

Atualmente existem poucos produtos da engenharia de tecidos sobretudo produtos
sintéticos disponiveis para uso clinico que possam ser utilizados como substituintes de
tecidos moles e funcionais como por exemplo o musculo e o tecido conjuntivo. As razdes
para que haja poucos produtos no mercado ndo sdo totalmente conhecidas, mas
provavelmente deve-se as incompatibilidades mecanicas entre o biomaterial e o tecido
(Chen et al., 2013).

O poli (&cido lactico-co-glicélico) e o poli (etileno glicol) sdo os polimeros sintéticos
mais utilizados para fazer suportes que sdo empregados para a cultura de células
estaminais (Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

O PLGA (poli é&cido lactico-co-glicolico) consiste em mondmeros de acido glicdlico e
acido lactico, o que significa que na presenca de células os suportes de PLGA degradam-
se em mondmeros que sdo metabolitos naturais. Este polimero também apresenta a
vantagem de ser biodegradavel, possuindo a capacidade de modular a velocidade de
degradacdo. Mediante estas razbes os scaffolds de PGLA sdo muito utilizados na
engenharia de tecidos. Existem varios estudos de scaffolds de PGLA com células
mesenquimais para a formacéo de tecido adiposo. Outro estudo que também foi realizado
e bastante interessante ¢ a combinacdo de scaffolds de PGLA com células estaminais
adultas provenientes do tecido adiposo para criar tecido muscular (Willerth e Sakiyama-
Elbert, 2008).
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O PEG (poli etileno glicol) é bastante utilizado nos biomateriais devido a sua capacidade
de resistir a absorcdo de proteinas. Os scaffolds de PEG foram avaliados quanto a sua
adaptabilidade como substituto para o 0sso, a cartilagem, o nervo, o figado e o tecido
vascular (Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

3.4.3. Biomateriais sintéticos

Os biomateriais sintéticos sdo: os polimeros de origem sintética que ja foram abordados

nos paragrafos anteriores, os ceramicos, os metalicos e os compdsitos (Chen et al., 2013).

Os biomateriais a base da ceramica sdo materiais inorganicos que sdo usados como meio
de substituicdo de osso lesionado. A hidroxiapatite € um material ceramico e também ¢é
um dos principais minerais do 0sso o que faz com que este tipo de biomateriais sintéticos
tenham sido investigados e sintetizados como um substituto para o tecido 6sseo (Willerth
e Sakiyama-Elbert, 2008).

Existem algumas desvantagens associadas aos biomateriais de ceramica, como por
exemplo: tém baixa resisténcia ao impacto, séo dificeis de processar e de fabricar (Bhat
e Kumar, 2012).

Os biomateriais metalicos sdo utilizados como implantes dentais e como malha para a
reconstrucdo facial. Estes apresentam algumas desvantagens como: baixa
biocompatibilidade, suscetibilidade a corrosdo sob ambiente fisioldgico e grandes

variacdes nas propriedades mecanicas do tecido biolégico (Bhat e Kumar, 2012).

Os compositos sdo constituidos por dois ou mais materiais que séo utilizados em conjunto
para construir um suporte que é designado de scaffold com as vantagens de cada um dos

materiais que constitui o suporte (Cheung et al., 2007).
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Na Tabela 1 esta sintetizado os biomateriais que foram referenciados ao longo deste

subcapitulo.

Tabela 1: Exemplos de biomateriais aplicados a engenharia de tecidos (adaptado de Barrére et al., 2008)

Material

Tipo

Origem

Aplicacbes

clinicas

Propriedades

Hidroxiapatite

Titanio

Poliésteres
(poli &cido-co-
glicdlico)

Poli etileno
glicol

Colagénio

Acido

hialurdnico

Alginato

Agarose

Quitosano

Ceramico

Metalico

Polimero

Polimero

Polimero

(proteina)

Polimero
(polissacarideo)
Polimero
(polissacarideo)
Polimero
(polissacarideo)
Polimero

(polissacarideo)

Polimero

(proteina)

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Natural

Natural

Natural

Natural

Natural

Natural

28

Regeneracéo
Ossea
Substituicdo
ossea e nas
préteses
dentérias
Regeneracdo dos
tecidos moles

Reparacéo de
tecidos moles
Reparacéo de
tecidos duros e
moles
Reparacéo de
tecidos moles
Reparacdo de
tecidos moles
Reparacéo de
tecidos moles
Reparacdo de
tecidos moles

Cicatrizacédo do
tecido mole

Biodegradavel
Na&o corrosivo,
baixo modulo de

elasticidade

Biodegradavel e
biocompativel

Biodegradavel

Biodegradavel

Biodegradavel

Degradavel

Degradavel

Estruturalmente
semelhantes aos
glucosoamino-
glicanos
Capacidade de
vedacao



Utilizacdo de engenharia de tecidos no tratamento de feridas crénicas

3.5. Scaffolds

O suporte pode ser designado por scaffold ou matriz extracelular artificial que auxilia as
células na proliferacdo, na diferenciacdo e na biossintese destas. Quando o scaffold é
aplicado no local de regeneracdo impede que as células invasoras perturbam o local de
acdo e proporcionam um novo espago tridimensional com o intuito das células se
formarem em novos tecidos com estrutura e funcdo apropriada (lkada, 2006; Ferreira et
al., 2012).

Resumindo os scaffolds tém a funcdo de fornecer uma estrutura para que as células
consigam proliferar, diferenciar e anexar como ja foi mencionado no paragrafo anterior,
0 que permite formar uma matriz extracelular. E € esta matriz extracelular que
proporciona uma integridade estrutural ao tecido. E fundamental que o scaffold consiga
reproduzir a estrutura e as propriedades do tecido humano para dirigir o processo de

formacé@o macroscopico do tecido (Liu et al., 2007).

O scaffold pré-fabricado pode atuar de duas formas: a primeira é agir como um material
de suporte protético originando a regeneracdo de tecido in vivo e a segunda é atuar como

um substrato adesivo para que ocorra a formacéo de células in vitro (Chung e Park, 2007).

Um scaffold ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: uma extensa rede de
interconexdo de poros para que as células possam migrar, multiplicar e anexar dentro
destes; devem possuir canais através dos quais o oxigénio e os nutrientes sao fornecidos
para as células profundas que se encontram dentro dos scaffolds; as suas composicdes
quimicas devem de fazer com que os seus produtos de superficie e de degradacdo sejam
biocompativeis para que as reagdes imunes ou inflamatdrias sejam minimas e por fim

devem ser biodegradaveis com um perfil mecénico adequado (Liu et al., 2007).
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Existem inimeras proteinas que desempenham uma funcdo fundamental na proliferacao
e diferenciacdo de celulas, estas proteinas sdo designadas de fatores de crescimento. A
adicdo de fatores de crescimento apropriados para a construgdo célula-scaffold deve
promover a regeneracao de tecido quando comparado com a nao utilizacdo de fatores de
crescimento. Um dos problemas da utilizacdo de fatores de crescimento na engenharia de
tecidos € como fornece-los para o local de agdo. A injecdo bolus de uma solucéo de fatores
de crescimento ndo é eficaz devido as moléculas das proteinas que depois de injetadas
sdo capazes de dispersar longe do local injetado. Existem trés métodos que estdo em
estudo para adicdo de fatores de crescimento, o0 primeiro consiste na utilizacdo de
plasmideos de ADN que contém o gene que codifica o fator de crescimento pretendido,
o0 segundo método explora o fator de crescimento codificado pelo gene que é transferido
para células especificas que posteriormente sdo transplantadas para o corpo e o terceiro
método baseia-se na aplicacdo do fator de crescimento simultaneamente com um
transportador. O terceiro método é o que tem sido mais estudado para adigdo de fatores
de crescimento na engenharia de tecidos. A utilizacdo dos fatores de crescimento na
engenharia de tecidos vai ser cada vez mais utilizada quando estes se tornarem menos

caros e mais disponiveis (Ikada, 2006).

Os scaffolds podem ser produzidos por biomateriais de origem natural e sintética como
ja foi abordado no capitulo dos biomateriais. A maior parte dos scaffolds é produzida por
materiais poliméricos, porque estes proporcionam propriedades Unicas, como por
exemplo: sdo biodegradaveis, apresentam Otimas propriedades mecanicas e sdo

biocompativeis (Liu et al., 2007; Dhandayuthapani et al., 2011).

Até ao presente foram desenvolvidas muitas técnicas de processamento para a fabricacéo
de suportes poliméricos de origem natural e sintética. Ambas as origens apresentam as
suas vantagens, nomeadamente os de origem natural sdo mais multifacetados no
fornecimento de vérias fungdes bioldgicas enquanto que os de origem sintética
proporcionam a sua facil processabilidade porque podem ser fabricados atraves de uma
grande variabilidade de polimeros biodegraddveis, com degradacdo controlada e

suscetibilidade & modificagdo (Chung e Park, 2007).
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Existem varios tipos de matrizes, nas quais se destacam os scaffolds porosos, os scaffolds
constituidos por microesferas, os hidrogeles e os scaffolds fibrosos. Os scaffolds porosos
sdo utilizados essencialmente para promover o crescimento 0sseo e o tecido do
hospedeiro ou a vascularizacdo do o6rgao. Os scaffolds de microsferas sdo bastante
utilizados para a encapsulacdo de farmacos que sejam posteriormente libertados a uma
taxa relativamente lenta ao longo de um periodo de tempo prolongado. Os scaffolds de
hidrogeles tem sido cada vez mais estudados de forma a terem um papel fundamental na
engenharia de tecidos, esse papel é caracterizado por conduzir e proporcionar um
ambiente adequado para o crescimento de novos tecidos. S&o os hidrogeles que
atualmente sdo empregados na cicatrizacdo de feridas, na cartilagem, no revestimento das
feridas, na regeneracdo Gssea e como transportadores para a libertacdo de farmacos no
organismo humano. Os scaffolds fibrosos sédo utilizados como suportes para a engenharia
de tecidos musculo-esquelética, cartilagem, pele, engenharia de tecidos neurais e como
veiculo para a libertacdo controlada de farmacos, proteinas e ADN (Dhandayuthapani et
al., 2011).

Figura 2 - Tipos de scaffolds (adaptado de Chung e Park, 2007)
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Na figura 2 na imagem A) esta representado uma matriz porosa, a B) corresponde as
nanofibras que séo utilizadas nos scaffolds fibrosos, a C) ilustra a transi¢ao sol-gel que
ocorre na formacdo dos hidrogeles e por fim a D) corresponde aos scaffolds de
microsferas (Chung e Park, 2007).

As técnicas de fabricacdo dos scaffolds sdo classificadas em quatro métodos: a
evaporacdo de solventes simultaneamente com a lixiviacdo de particulas, as redes de
fibra, a separacéo de fases em combinagdo com o congelamento de secagem/ secagem do
ponto critico e por fim a fabricagdo livre da forma sélida. Na tabela 2 estdo caracterizados

0s quatro métodos de fabricacdo dos scaffolds (Liu et al., 2007).

Tabela 2: Métodos utilizados para a fabricacdo de scaffolds na engenharia de tecidos (adaptado de Liu et

al., 2007)

Técnicas de Exigéncias de Biomateriais Problemas
fabricacao materiais
Evaporacao do -Soluvel em PLA, PLGAe -Toxicidade do
solvente células; Colagénio solvente
concomitantemente -Solvente ndo
com a lixiviacao das toxico
particulas
Separacao de fases/ -Soltvel em PLGA, PLAe -Tamanho do poro
emulsdo em células; Colagénio -Dificuldade em
combinacdo com a -Solvente ndo controlar a
secagem de toxico toxicidade do
congelamento/ solvente
secagem do ponto
critico
Redes de fibra -Fibra PLA, PLGA -Auséncia de rigidez
Forma livre de solidos | -Baixo ponto de | PEG, PLA, -Dispendioso

fuséo PGLA,

-Termoplastico Colagénio e HA
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3.6. Biorreatores

Na engenharia de tecidos ex vivo as principais dificuldades na criagdo de tecidos
funcionais estdo associadas & compreensao limitada do papel regulador dos parametros
fisico quimicos especificos da cultura no desenvolvimento de tecidos e dos elevados
custos de producdo nos escassos produtos da engenharia de tecidos que se encontram

comercialmente disponiveis (Barbanti e Zavaglia, 2005).

Os sistemas de biorreatores possibilitam mudancas reprodutiveis e controladas de fatores
ambientais especificos o que permite proporcionar meios tecnoldgicos para demonstrar
0s mecanismos indispensaveis da utilidade das células num ambiente tridimensional e
também permitem melhorar o potencial da qualidade dos tecidos artificiais. Outra
mudanc¢a muito importante que os biorreatores realizam € que ao automatizar e padronizar
a fabricacdo de tecidos em sistemas fechados controlados estes permitem reduzir oS
custos de producdo, facultando uma maior utilizagcdo da engenharia de tecidos (Barbanti
e Zavaglia, 2005).

Assim pode-se definir um biorreator como um dispositivo em que 0s processos bioldgicos
e bioguimicos desenvolvem-se em condi¢bes cuidadosamente controladas e
monitorizadas a nivel ambiental e operacional como por exemplo: o pH, temperatura,

pressao, fornecimento de nutrientes e a remocao de residuos (Barbanti e Zavaglia, 2005).

Os biorreatores podem ser utilizados de duas formas na engenharia de tecidos: auxiliando
no desenvolvimento in vitro de tecido novo através do fornecimento de sinais reguladores
biogquimico e fisicos para as células e estimulando-as a passar por diferenciagdo ou para

elaborar uma matriz extracelular antes da implantacgéo in vivo (Partap et al., 2010).
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Scaffold Tipos de celulas
Sistem de cultura de Fatores de crescimento
biorreator

Construgbes de tecido, cartilagem, osso, vasos
Sanguineos. ..

Estudo de implantacgio Fabricacdo do produto final

Figura 3 - Processo da engenharia de tecidos com a utilizacdo de um biorreator (adaptado de Partap et al.,
2010)

3.7. Aplicagdes

O primeiro produto comercializado pela engenharia de tecidos e aprovado pela FDA foi
para a reconstituicdo da pele. Na tabela 3 estdo mencionados alguns exemplos de produtos

comercializados e aprovados pela FDA. (Barbanti e Zavaglia, 2005)

Tabela 3: Produtos comercializados pela engenharia de tecidos e aprovados pela FDA (adaptado de
Barbanti e Zavaglia, 2005)

Produto Empresa Data de Descricao
langcamento
Apligraf® Organogenesis Inc. 1998 Equivalente a pele
humana
Carticel® Genzyme Co. 1999 Cultura autéloga de
condrocitos
Dermograft® Smith&Nephew 2001 Equivalente a pele
Co. humana
OrCel® Ortec International 2001 Equivalente a pele
Inc. humana
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O primeiro produto referenciado da tabela 3 (Apligraf®) é instituido para Ulceras de
pacientes diabéticos. Este produto € constituido pela derme e epiderme sendo que a
primeira camada da pele (epiderme) é produzida pela inoculacdo de queratindcitos, sobre
a matriz extracelular que é gerada pelos fibroblastos dérmicos. A derme é manufaturada
através de uma cultura de fibroblastos que tem como base o colagénio bovino (Barbanti
e Zavaglia, 2005).

O OrCel® é um dos produtos mais equivalente ao Apligraft®, a Unica forma de os
distinguir é pela cultura de células, uma vez que o OrCel® utiliza células autélogas. O
Carticel® é indicado para defeitos cartilaginosos sintomaticos dos céndilos femorais. E
por fim o Dermograft® é utilizado como um substituto dérmico e utiliza o suporte de

PGLA para o cultivo de fibroblastos humanos (Barbanti e Zavaglia, 2005).

Outro produto que é muito conhecido € o Integra®, é constituido por uma membrana
bilateral aplicavel para a substituicdo da pele em queimaduras e no pé diabético (Lanza
et al., 2007).

1. Feridas crdnicas

4.1. Constituicdo da pele

A pele pode ser caracterizada como o maior érgdo do corpo humano, apresentando as
seguintes particularidades: resisténcia; flexibilidade, relativamente impermeéavel;
capacidade de se auto reparar e proteger o corpo informando-o sobre as variagdes do meio
ambiente (Esteves et al., 1992).
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Este 6rgdo tem inumeras fungdes, dentro das quais se destacam as seguintes: a informacao
sensorial e imunoldgica que esta é capaz de transmitir devido a sua elevada inervacao e
vascularizagéo (a pele inclui recetores sensoriais que detetam o calor, o frio, o tato, a
pressdo e a dor); a protecdo contra agentes patogénicos e as trocas do meio ambiente (esta
protecdo é realizada contra a radiacdo ultravioleta, microrganismos e previne a
desidratacdo ao reduzir a perda de agua corporal); a conservacao da homeostasia corporal
que € garantida através de trés processos que séo a elaboragdo de metabolitos, a regulagéo
hemodinamica e a termorregulacéo (a regulacao da temperatura corporal é efetuada pela
pele através da atividade das glandulas sudoriparas e do controlo do fluxo de sangue);
producdo da vitamina D que executa uma funcéo de elevada relevéncia a nivel 6sseo
(estimula o consumo do ido célcio e do ido fosfato a nivel intestinal o que promove a sua
libertacdo nos 0ssos, reduzindo a perda de calcio pelos rins e aumentando 0s niveis séricos
de calcio e fosfato) e por ultimo a pele consegue eliminar pequenas quantidades de

produtos de excrecdo (Esteves et al., 1992; Seeley et al., 2003).

A pele subdivide-se em duas camadas: a epiderme e a derme. A epiderme é um tecido
epitelial de revestimento, pois esta suporta varios anexos cutaneos como por exemplo 0s
pélos, as unhas, as glandulas sudoriparas (responsaveis pela producdo de suor) e as
sebaceas (que produzem o sebo, formando uma pelicula gorda sobre a pele). Esta camada
assenta sobre a derme. A principal funcdo da epiderme consiste na producéo de células
que protegem a pele contra o meio exterior. A derme é considerada um tecido de suporte
(tecido conjuntivo) porque contém células, fibroblastos e fibras e apresenta-se unida a
hipoderme. A hipoderme é responsavel pela maior parte da resisténcia estrutural da pele
e flexibilidade (Philippe, 1994).

A epiderme e a derme que constitui a pele, apoiam-se na hipoderme que a une aos 0SS0S
e aos musculos fornecendo-lhe vasos sanguineos e nervos. A hipoderme também faz parte
dos tecidos conjuntivos, tendo como func¢do o armazenamento das reservas de lipidos e
de corpos gordos que servem para 0 organismo se alimentar em caso de necessidades
energeticas acrescidas ou devido a uma alimentacéo insuficiente (Philippe, 1994; Seeley
et al., 2003).

36



Utilizac8o de engenharia de tecidos no tratamento de feridas cronicas

Glandula
sebacea - Pele
Eractor do pélo -Derme
(mdscuto liso)
Faolicule pdoso
= Hipcderme
- ftecico celular
v @ubcutanec)

Figura 4 - Constituicdo da pele (adaptado de Seeley et al., 2003)

4.1.1. Epiderme

Esta camada da pele é menos espessa que a derme, porque ndo apresenta vasos
sanguineos. Grande parte das células da epiderme sdo 0s queratindcitos que séo
responsaveis pela resisténcia estrutural e pela permeabilidade desta. Mas existem outras
células nesta camada tais como: as células Langerhans e as células de Merkel (Seeley et
al., 2003).

As células sdo produzidas na camada mais profunda da epiderme e & medida que formam
novas celulas, estas impulsionam as células mais velhas para a superficie onde descamam.
Salientando-se assim cinco camadas de células da epiderme que sdo: camada basal,
camada espinhosa, camada granulosa, camada transltcida e camada cornea (Seeley et al.,
2003).
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4.1.2. Derme

A principal funcdo desta é fornecer a resisténcia estrutural da pele, sendo por isso
constituida por tecido conjuntivo com fibroblastos, células adiposas e macréfagos. Em
comparagdo com a hipoderme, a derme apresenta poucas células adiposas e sdo escassos
0S vasos sanguineos. Para além das células em cima referidas, a derme também contém
terminacGes nervosas, foliculos pilosos, masculos lisos, glandulas e vasos linfaticos
(Seeley et al., 2003).

A derme subdivide-se em duas camadas: a camada reticular que é a mais profunda e a
camada superficial que é a camada papilar. A camada reticular é a que se encontra

continua com a hipoderme (Seeley et al., 2003).

4.1.3. Hipoderme

A pele sobrepbe-se na hipoderme que a une aos 0ssos e aos musculos subjacentes
fornecendo-lhe vasos sanguineos e nervos. Os principais tipos de células na hipoderme
sdo: os fibroblastos, as células adiposas e os macrdfagos. Cerca de metade da gordura
existente no corpo humano encontra-se na hipoderme, o que lhe permite ter fungdes de

reserva, de protecao térmica e amortecedora (Seeley et al., 2003).

4.1.4. Anexos cutaneos

Os anexos da pele sdo: o pélo, as glandulas sebaceas e sudoriparas e as unhas. O pélo é
dividido em duas partes a haste e a raiz. Sendo que a haste € a parte do pélo que se encontra
fora da pele tornando-se assim visivel, enquanto que a raiz encontra-se por baixo da pele
formando o bulbo piloso que ndo é visivel. A estrutura que compreende o pélo é

denominada de foliculo piloso. O pélo tem uma funcéo importante, porque se a epiderme
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e a parte superficial da derme forem lesadas a parte intacta do foliculo que fica sobre a

derme pode constituir uma fonte de novo epitélio (Seeley et al., 2003).

As glandulas sebaceas estdo localizadas na derme, sendo que a maior parte destas
glandulas encontram-se unidas a parte superior dos foliculos pilosos a partir do qual o
sebo (uma substancia rica em lipidos) engordura o pélo e a superficie da pele, evitando

assim a desidratacdo e protege contra algumas bactérias (Seeley et al., 2003).

As glandulas sudoriparas podem ser de dois tipos: as écrinas e as apdcrinas. As écrinas
estdo localizadas em toda a superficie corporal destacando-se mais nas plantas das maos
e dos pés. As glandulas écrinas sdo subdividas em duas partes: a porcdo profunda
glomerular que se encontra localizada na derme e produz um liquido isoténico constituido
por agua, sais minerais, ureia, amoniaco, acido urico e acido lactico e uma por¢éo que se
estende até a superficie da pele designada por canal excretor. As apocrinas encontram-se
situadas nas axilas e na regido perianal, sendo ativadas apenas na puberdade. Estas Ultimas
glandulas produzem secreg¢des inodoras que sdo metabolizadas pelas bactérias saproéfitas

originando o odor corporal (Seeley et al., 2003).

As unhas sdo constituidas pela raiz e pelo corpo da unha, apresentando como funcédo a
protecdo das extremidades dos dedos, auxiliam na manipulacéo e na preensdo dos objetos

pequenos (Seeley et al., 2003).

4.2. Classificacdo e cicatrizacdo das feridas cronicas

Quando ocorre uma lesdo na pele sdo ativados mecanismos que possibilitam a
regeneracdo e reparacdo da pele. Definindo-se a cicatrizacdo de uma ferida como um
processo fisioldgico através do qual o organismo consegue restaurar e restabelecer as
funcdes dos tecidos lesados. Assim conclui-se que todos os tecidos do organismo humano

sdo capazes de se autocicatrizar (Rocha et al., 2006; Seeley et al., 2003).
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A cicatrizacdo das feridas realiza-se através de quatro fases: vascular, inflamatoria,
proliferativa e de maturagdo ou remodelagdo. A fase vascular é dependente da atividade
plaquetéria e da cascata de coagulacdo, é a primeira fase que ocorre apds o surgimento da
ferida. A fase inflamatdria é descrita pela invasdo de fibroblastos que se multiplicam,
proliferam e secretam as proteinas especificas do tecido de reparacdo. Na fase
proliferativa ocorre a regeneragdo do tecido conjuntivo e do epitélio. E por fim na
maturacdo ou remodelacdo sucede-se a deposicdo, agrupamento e remodelagcdo do
colagenio e regressdao endotelial (Rocha et al., 2006; Jacob et al., 1990; Flegg et al.,
2009).

[ Qatrizacao retardada da ferida
> aénica
Corpos estranhos
Traumarepetido
Isquémia do Tecido Local
Carga bacteriana Ble e Pr.
Estmuiacso dos macrdfagos e
neutrofios no leio da fenda

M
Apnsonamenio dos Factomes de
Cresomenio

f Produwc8odPs e | TiMPs

Vibund Repair and Rgeneradion
1996.4.41 -0

Figura 5 - Representa¢do esquematica da cicatrizacdo de uma ferida cronica (adaptado de Santos et al.,
2012)

A maior parte das feridas cicatrizam sendo denominadas por feridas agudas. As feridas
cronicas podem ser definidas como uma interrupgao visivel na superficie corporal que
ndo consegue cicatrizar ou necessita de um elevado periodo de tempo para cicatrizar. Sdo
feridas em que o seu processo de reparacdo falhou (Alvarez et al., 2007; Werdin et al.,
2009).
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Uma definicdo bastante atual de ferida cronica é a de Werdin, Tennenhaus, Schaller e
Rennekampff (2009): sdo feridas em que o processo de cicatrizacdo falhou por ndo se
produzir a integridade anatdmica e funcional num periodo de trés meses (Werdin et al.,
2009).

As feridas cronicas distinguem-se entre si através do tamanho e da natureza, podendo

algumas cicatrizar em meses e outras em anos (Alvarez et al., 2007).

As feridas cronicas mais comuns sao: as Ulceras venosas de perna, as Ulceras de pressdo
e as Ulceras de pé diabético (Alvarez et al., 2007; James et al., 2008; Stadelmann et al.,
1998).

As Ulceras de perna sdo causadas pela hipertensdo venosa continuada, este problema pode
surgir devido a alteragBes do sistema venoso, arterial e também pode estar associado a
diabetes ou & artrite reumatoide (Abbade e Lastdria, 2006).

As Ulceras de pressao sdo causadas pela interrupcdo sanguinea numa determinada zona,

devido a uma pressao elevada por um periodo de tempo prolongado (Alvarez et al., 2007).

As Ulceras do pé diabético derivam de complicagdes neuropaticas e vasculares da diabetes
(Brasileiro et al., 2005).
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4.3. Fisiopatologia das feridas cronicas

A fisiopatologia das feridas crbnicas ainda nao esta totalmente esclarecida, podendo
abranger varios fatores: como uma menor atividade mitogénica, o envelhecimento
precoce dos fibroblastos, uma maior atividade das metaloproteinases (MMPs),
provocando uma maior degradacdo da matriz extracelular (MEC) e mecanismos

inflamatdrios persistentes (Laureano e Rodrigues, 2011).

4.4. Terapias convencionais

Em relacdo as Ulceras venosas da perna as principais técnicas convencionais que tém
como objetivo a cicatrizacdo da Ulcera sdo: a terapia compressiva, tratamento local da
ulcera, medicamentos sistémicos e tratamento cirdrgico da anormalidade venosa (Abbade
e Lastoria, 2006).

A terapia compressiva baseia-se no uso de ataduras compressivas, meias elasticas e

compressdo pneumatica (Abbade e Lastdria, 2006).

No tratamento local das Ulceras deve-se ter em atencdo que inicialmente a limpeza desta
deve ser realizada com soro fisiolégico ou agua potavel e ndo com substancias que
apresentem propriedade antissépticas porque podem atrasar a cicatrizacdo da ferida
devido ao seu poder citotoxico. Depois da limpeza da ferida deve-se avaliar o leito da
Ulcera relativamente a presenca de tecidos inviaveis, quantidade de exsudato e presenca
ou ndo de infecdo. Na comparéncia de tecidos invidveis é necessario fazer o
desbridamento (remocdo do tecido desvitalizado presente na ferida) porque estes tecidos
favorecem infecbes e impedem uma adequada reepitelizacdo. Existem trés formas de
desibridamento: autolitico, quimico e mecanico. O autolitico é realizado através de
curativos oclusivos facultando um meio 6timo para a cicatrizagdo, sendo assim para

Ulceras com excesso de exsudato utiliza-se os curativos de alginato, os curativos com
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carvao e prata, 0s curativos com carvao e alginato e os curativos com hidropolimeros.
Para as Ulceras com pouco exsudato estdo indicados os curativos com hidrocol6ide e 0s
hidrogéis. O desbridamento quimico é efetuado pela aplicacdo de enzimas como a
colagenase e a papaina. E por fim o desbridamento mecanico é realizado através de
processos cirurgicos ou pela aplicacdo de curativos que variam de humidos a secos
(Abbade e Lastoria, 2006).

Os medicamentos sistémicos que podem ser administrados sdo: pentoxifilina, aspirina e

diosmina por terem a capacidade de estimular a cicatrizagdo (Abbade e Lastoria, 2006).

E para finalizar os tratamentos cirirgicos sdo: a cirurgia das veias varicosas e a técnica
da ligadura endoscépica subfascial de perfurantes insuficientes na regido medial da
pantorrilha (Abbade e Lastdria, 2006).

Nas Ulceras de pressdo e Ulceras do pé diabético o tratamento local é realizado pelas
seguintes etapas: desbridamento, limpeza, penso e tratamento cirargico. O desbridamento
e a limpeza ja foram explicados no paragrafo anterior, uma vez que a forma de se realizar
é igual & das Ulceras de pressdo. Os pensos sdo semi-oclusivos (membranas semi-
permeaveis) permitindo a reducdo da transmissdo de vapor de dgua gerando um micro-
ambiente hdamido que promove a re-epitelizacdo e o desbridamento, reduzindo a
contaminacdo bacteriana e a dor. As técnicas cirdrgicas incluem amputacdo da Ulcera,
bursa subjacente, calcificacfes de tecidos moles e 0sso necrotico e infetado (Rocha et al.,
2006; Brasileiro et al., 2005).
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V. Engenharia de tecidos aplicada ao tratamento de feridas cronicas

5.1. Células tronco mesenquimais

As células estaminais estdo situadas nos tecidos multicelulares do organismo em todas as
fases de desenvolvimento individual, como por exemplo as regides perivasculares de
todos os tecidos adultos, na medula 6ssea, no tecido adiposo, no periosteo, no tecido
muscular, e nos 6rgaos parenquimatosos. S&o células indiferenciadas, com capacidade de
auto-renovacdo a longo prazo e com uma caracteristica que permite diferencia-las de
todos os outros tipos de células que é a plasticidade, podendo originar tecidos
mesodermais e ndo mesodermais. Também tem a capacidade de migrarem para os tecidos

do corpo danificados (Zahorec et al., 2014; Monteiro et al., 2009).

O tecido mais estudado proveniente destas células é a medula éssea, sendo um dos
principais sitios doadores destas células (Bydlowsk et al.; Monteiro et al., 2009).

As caracteristicas deste tipo de células que permitem a cicatrizacao das feridas incluem:
a sua capacidade de migrar para o local da lesdo ou inflamacé&o; participam na regeneragéo
de tecidos lesados; estimulam a proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras
residentes; incrementam a recuperacdo das células lesionadas através da secrecao de

fatores de crescimento e remodelagdo da matriz (Hanson et al., 2010).

As ceélulas tronco mesenquimais reparam o0s tecidos através do seu potencial de
diferenciacdo em células funcionais o que coopera para a recuperacao do microambiente.
Muitas vezes as células tronco presentes no organismo ndo sao capazes de regenerar 0s
tecidos lesionados devido ao grau da lesdo e da cronicidade da doencga. Um inconveniente
destas células é que com o avangar da idade a sua quantidade diminui no organismo e
nestas situacOes existe a necessidade de recorrer a engenharia de tecidos (Morais e
Wenceslau, 2009).
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Figura 6 - lustracdo das propriedades das células tronco mesenquimais (adaptado de Morais e
Wenceslau, 2009)

A figura 6 representa trés caracteristicas que diferenciam estas células de todas as outras
(Morais e Wenceslau, 2009):

- Sédo células indiferenciadas, o que significa que ndo apresentam uma funcéo especifica

podendo ser designadas por “células neutras”;

- Estas podem-se diferenciar em determinadas condi¢des especificas, o que permite
comecarem a ter fungdes especializadas. Um exemplo deste acontecimento é quando uma

célula tronco recebe um estimulo para se transformar numa célula muscular ou dssea;

- Como tém a capacidade de autorrenovacdo geram células-filhas idénticas as células-
maée, ou seja, as células tronco ddo origem a novas células tronco que mantém o potencial

de se multiplicar e de se diferenciar.
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5.2. Potencial regenerativo das células tronco mesenquimais em feridas crénicas

O poder regenerativo destas células deve-se a duas caracteristicas: a sua capacidade de
auto-renovacao o que permite serem capazes de se multiplicar mantendo o seu estado
indiferenciado facultando uma reposicao ativa da sua populacéo de uma forma constante
nos tecidos e a sua capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares (Bydlowsk et
al.).

Este tipo de células apresenta um potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens,
tendo uma elevada sensibilidade a moléculas sinalizadoras especificas 0 que permite o
seu facil manuseamento in vitro. Isto faz com que as células tronco mesenquimais sejam
uma ferramenta muito importante na engenharia de tecidos abrangendo a regeneracdo de
tecidos in vivo e a produgdo dos mesmos in vitro (Caplan e Bruder, 2001; Bruder et al.,
1994).

As células tronco mesenquimais encontram-se presente nas quatro fases do processo de
cicatrizacdo de feridas. Estas células atuam por processos de transporte ativo, pela
diferenciacdo e incorporacdo de tecido danificado, por promocdo da angiogenese
(crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos que ja existem) e também por
propriedades anti-inflamatorias e anti-fibréticas. Outro mecanismo que estas células
utilizam é produzir moléculas biologicamente ativas que sdo os fatores sollveis que
levam a ativacdo das células residentes, influenciando o ambiente local. Este tipo de
células apresentam atividade antimicrobiana significativa o que é imprescindivel para a

cura de feridas infetadas (Zahorec et al., 2014).

5.3. Substitutos biologicos cutaneos

Atualmente existem trés opcOes de tratamento para as feridas cronicas que causam
grandes perdas de pele, estes sdo: os substitutos cutaneos de pele humana ou de origem

sintética. Os de origem de pele humana podem ser designados por aloenxertos quando
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sdo derivados da pele de um cadaver e xenoenxertos se forem provenientes de pele de
animais. Os substitutos que s&o construidos pela engenharia de tecidos séo os sintéticos
(Ferreira et al., 2011).

A designacdo de substitutos cutaneos é atribuida a um grupo heterogéneo de elementos
bioldgicos e/ou sintéticos que permitem a oclusdo temporaria ou permanente das feridas
(Ferreira et al., 2011).

Nos ultimos 25 anos foram realizados grandes esforcos para desenvolver substitutos
bioldgicos de pele humana, isto s6 foi possivel através dos avancos cientificos da
engenharia de tecidos. Os substitutos biolégicos que foram criados até ao presente tém
como utilidade: na promocéo da cicatrizacdo de feridas agudas e crénicas e como sistema

de testes in vitro na investigacao farmacéutica (Groeber et al., 2011).

O objetivo dos substitutos de pele é facilitar a cicatrizagcdo mais rapida e promover o
desenvolvimento de um novo tecido que seja semelhante a nivel estrutural e funcional em

comparagdo com o tecido humano ileso (Clark et al., 2007).

Um substituto de pele ideal deve apresentar uma vascularizacdo rapida e adequada ap6s
o transplante (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Existem diversas classificacdes de produtos substitutos de pele atualmente disponiveis
(Shevchenko et al., 2010):

1. Estrutura anatdmica (que pode ser de trés tipos: a dermo-epidérmica, epidérmica

e dérmica);

2. A duragdo do substituto no local da lesdo: permanente, semi-permanente e

temporario;
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3. Origem celular (autéloga, alogénica e xenogénica);

4. O substituto de pele pode apresentar componentes celulares ou acelulares;

5. O local onde sucede a ligagdo primaria ao biomaterial pode ser in vivo ou in vitro.

A classificacdo mais utilizada atualmente € a anatémica (Shevchenko et al., 2010). Com
base nessa classifica¢do o paragrafo seguinte vai se basear nos substitutos anatdmicos que

devem ser utilizados para o tratamento das feridas cronicas.

Os substitutos dermo-epidérmicos aplicados in vivo sdo os mais completos no mercado
porque conseguem substituir as duas camadas da pele (epiderme e derme). A utilidade
destes produtos € essencialmente para o tratamento de feridas crénicas (Groeber et al.,
2011; Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Foram realizados estudos sobre este tipo de substitutos biolégicos no tratamento de
feridas cronicas nos quais se permitiu concluir que individuos que foram tratados com
substitutos dermo-epidérmicos manifestaram uma rapida e boa cicatrizacdo das feridas.
Também foram executados ensaios clinicos para equiparar as cicatrizes cedidas apds o
tratamento convencional e o0 tratamento com substitutos dermo-epidérmicos,
evidenciando-se nestes Gltimos uma menor cicatriz com melhor aspeto (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010).

Existem duas desvantagens em relacéo a este tipo de substitutos: tém um elevado tempo
de espera, cerca de 4 semanas desde a biopsia até a sua transplantacdo e exigem um
elevado custo de fabrico (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

48



Utilizacdo de engenharia de tecidos no tratamento de feridas crénicas

Os produtos que existem no mercado deste tipo de substitutos contém células autélogas
e alogénicas (queratindcitos e fibroblastos) incorporadas em suportes apropriados, mas
sdo considerados substitutos temporéarios (Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

Existem trés produtos no mercado comercializados: o Apligraf®, o Orcell® e o
TissueTech Autograft System® (Groeber et al., 2011).

O Apligraf® € constituido por duas partes, a primeira parte trata-se de fibroblastos
alogénicos vivos que sdo colocados numa matriz de colagénio bovino tipo | a crescer, isto
faz a substituicdo da derme. A segunda parte corresponde a substituicdo da epiderme, é
composta pela multiplicacdo e diferenciacdo dos queratindcitos alogénicos vivos. E
indicado para o tratamento de Ulceras cronicas (venosas e diabéticas). O objetivo deste
produto € fornecer os componentes da matriz extracelular, as citoquinas, os fatores de
crescimento e os interferdes ao leito da ferida. E um substituto temporario, porque as
células alogénicas deste produto ndo conseguem sobreviver dois meses in vivo. Mas este
produto comercializado faculta a aplicagdo de um novo substituto entre quatro a seis
semanas segundo as indicacdes médicas. Este substituto é o mais parecido com a pele
humana mas ainda ndo contém células langerhans, macrofagos, linfocitos, vasos
sanguineos e anexos cutaneos (Groeber et al., 2011; Shevchenko et al., 2010; Lépez et
al., 2006).
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Figura 7 - Imagem ilustrativa em que compara um substituto biol6gico dermo-epidérmico (apligraf) com

a pele humana natural (adaptado de Kim et al., 2000b)
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O Orcell® baseia-se em semear fibroblastos alogénicos numa esponja de colagénio
bovino tipo | em que séo revestidos por colagénio em gel ndo poroso, adicionando-se 0s
queratindcitos alogénicos por cima deste revestimento, formando-se assim uma camada
confluente. Este produto tem como funcéo produzir citoquinas e fatores de crescimento
que sejam favoraveis para aumentar migracdo de células e a cicatrizacdo de feridas. Este
substituto de pele artificial apresenta uma cicatriz reduzida, um tempo de cicatrizagdo
curto e é considerado um produto temporario porque € reabsorvido entre sete a catorze
dias (Shevchenko et al., 2010).

O TissueTech Autograft System® é o Unico produto comercializado até ao presente que
¢ utilizado como permanente, porque € constituido por fibroblastos e queratindcitos
autologos que sdo cultivados em membranas microperfuradas de acido hialurénico. Este
sistema é constituido por dois substitutos, o Hyalograft® que é um substituto dérmico e
0 Laserkin® que é um substituto epidérmico. Como TissueTech Autograft System®
inclui dois substitutos que tem de ser aplicados consecutivamente na ferida, este ndo pode
ser considerado um substituto de pele dermo-epidérmica “verdadeiro” (Groeber et al.,
2011).

Existe um produto que ainda ndo esta comercialmente disponivel, porque ainda se
encontra em estudo, mas assegura ser muito promissor baseando-se numa esponja de
colagénio que é semeada com fibroblastos e queratindcitos antélogos. Este substituto
também permite a sua aplicacdo permanente podendo ser descrito como um substituto de
pele dermo-epidérmica “verdadeiro”. A sua designacdo € PermaDerm ou Cincinnati
Shriners (Groeber et al., 2011).

Os substitutos de pele dermo-epidérmica pretendem obter uma pele artificial com as duas
camadas da pele incorporadas (epiderme e derme). Sendo estes 0s produtos mais
avancados e rebuscados mas também os mais dispendiosos economicamente que foram
produzidos pela engenharia de tecidos bioldgicos para a reparacdo de tecidos
(Shevchenko et al., 2010).
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A utilizacéo de substitutos biologicos de pele produzidos in vitro é muito relevante pelo
facto de proporcionar uma composicdo celular suscetivel de ser manipulada pelo
investigador, possibilitando a adaptacdo dos substitutos conforme o estudo em questao.
Os substitutos bioldgicos criados podem ser empregados na realizacdo de testes e modelos
de estudo in vitro sendo uma boa alternativa aos testes de estudo em métodos

convencionais em termos de custo-efetividade (Groeber et al., 2011).

Um substituto dermo-epidérmico ideal deve conter as seguintes caracteristicas: suportar
hipoxia; ampla disponibilidade; presenca de componentes dérmicos e epidérmicos;
reologia comparavel a da pele; resisténcia a infecdo; custo/beneficio adequado; facilidade
de preparacdo; baixa antigenicidade; facilidade de armazenamento e resisténcia a tensdo
de corte (Ferreira et al., 2011).

Atualmente os substitutos cutaneos tém um elevado interesse para a cirurgia plastica
sendo principalmente utilizados no tratamento de feridas cronicas, uma vez que
conseguem impulsionar a qualidade de vida dos individuos com este tipo de feridas e
aumentar a taxa de sobrevivéncia de pacientes com zonas lesionadas bastante extensas
que possam levar a morte deste. Apesar deste avancgo tecnolégico, os substitutos cutaneos
que estdo comercializados ndo contém determinados componentes celulares como por
exemplo: macréfagos, linfocitos, melandcitos e anexos cutaneos o que ndo os possibilita

executar a total funcionalidade da pele (Ferreira et al., 2011; Groeber et al., 2011).
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V1. Conclusao

A utilizacdo recente de células tronco mesenquimais permitiu identificar que este tipo de
células tem a capacidade de se auto-regenerar e de se diferenciar num elevado nimero de
células especializadas no organismo humano. Devido a esta descoberta a engenharia de
tecidos consegue regenerar tecidos lesados ou 6rgdos utilizando as células tronco
mesenqguimais, isto permitiu que a engenharia de tecidos evolui-se para uma das maiores

areas da medicina regenerativa.

A engenharia de tecidos consiste num conjunto de técnicas para a reconstrucéo de novos
tecidos e oOrgdos, através dos conhecimentos das areas de ciéncia e engenharia de

materiais, bioldgica e médica.

Apesar da engenharia de tecidos apresentar grandes perspetivas de comercializagéo de
novos produtos, esta também tem as suas limitagGes. O progresso das técnicas de cultura
de células e dos suportes empregados ainda ndo possibilitam que os tecidos sejam
produzidos com toda a sua complexidade (o facto de ndo conterem determinados

componentes celulares, anexos cutaneos e uma deficiente vascularizagéo).

Atualmente ja existem muitos casos em que pacientes aplicam substitutos cutaneos in

vivo para o tratamento de feridas cronicas, apresentando assim resultados positivos.

Os substitutos cutaneos também evoluiram muito na sua aplicabilidade in vitro, por serem
extremamente vantajosos na investigacdo, permitindo testar a toxicidade destes e

servindo como modelo de estudo da fisiologia de varios tipos de doencas dermatologicas.
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Com este trabalho de pesquisa bibliografica conclui-se que a engenharia de tecidos sera
uma &rea muito promissora no futuro, uma vez que necessita de novos campos de

investigacao para obter um maior impacto em relagdo a préatica de cuidados de saude.
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