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Resumo

Diversos tipos de biomateriais, sejam de origem biolégica ou sintética, vém sendo utilizados na pratica da
bioengenharia tecidual com finalidades de regeneracio ou formacio de novos tecidos. A bioengenharia
tecidual compila conhecimentos de grandes areas da ciéncia como a biologia e a engenharia, que sao
aplicados atualmente na medicina reparadora. Os biomateriais escolhidos para tal pratica devem estimular
a adesao, diferenciacio e proliferacao celular, e ainda promover a produciao de moléculas especificas do
tecido em questao. As células usadas na terapia podem ser as mesenquimais de medula 6ssea ou as adultas
especificas do préprio paciente, e atualmente também, as células-tronco embrionarias, com capacidade de
diferenciacao em multiplas linhagens in vitro. Os biomateriais do tipo alginato, poli-hidroxi-alcanoatos e os
acidos poli-L-lactico e glicolico estao sendo estudados para futura utilizacio em bioengenharia ortopédica
e serao discutidos neste trabalho.
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Abstract

Many types of biomateriais, from biological or synthetic origin, have been used in the practice of tissue
bioengineering, looking for regeneration or formation of new tissues. Tissue bioengineering joins
acknowledges of important science areas such as biology and engineering, which are actually applied in
regenerative medicine. The chosen biomaterials for that practice should stimulate the cell adhesion,
differentiation and proliferation, and more the production of tissue specific molecules. The cells used in
therapy can be the bone marrow mesenchymal cells or specific adult cells from the own patient, and also,
the embryonic stem-cells, that have the capacity to differentiate in multiple lineages in vitro. Biomaterials
such as alginates, poly-hydroxy-alkanoates and poly-L-lactic and glycolic acids are been studied for the
further use in orthopedic tissue bioengineering and will be discussed in this paper.
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Introducao
Bioengenharia Tecidual

A bioengenharia tecidual se transformou
numa das areas da biomedicina com maior desen-
volvimento cientifico buscando métodos alternati-
vos para o tratamento de tecidos danificados. A
bioengenharia compila conhecimentos de diferen-
tes areas como a morfologia (biologia celular,
histologia e anatomia), medicina (patologia, cirur-
gia, fisiologia) e engenharia (metalurgia, polimeros,
quimica). As estratégias de tratamentos baseados
na introduciao de materiais biocompativeis com
células possuem um grande potencial na pratica
da medicina reparadora para tratamento de doen-
cas como enfarte do miocardio, diabetes,
osteoartrites, queimaduras de pele, lesdes 6sseas
de grande magnitude, dentre outras (1, 2). De
maneira geral, o tratamento estd condicionado a
introducao de células indiferenciadas com poten-
cial para diferenciacio em células do tecido em
questao, ou células adultas diferenciadas, de ma-
neira que as funcdes normais teciduais possam ser
restabelecidas (3). Para a implantacao destas célu-
las, geralmente utiliza-se de uma infusao direta na
area lesionada ou por via intravenosa; ou ainda
por meio de arcaboucos ou matrizes de biomateriais
(4). As células preferenciais utilizadas nesses trata-
mentos sao as células-tronco que possuem poten-
cial de diferenciacio no fenétipo tecidual em ques-
tao quando devidamente estimuladas. Estas célu-
las podem ser removidas do paciente, proliferadas
e diferenciadas em laboratério, e reimplantadas no
paciente (3). Trabalhos pioneiros de Friedenstein
e Petrakova em 1966 (5) identificaram células-tron-
co multipotentes residentes no estroma de medula
Ossea de ratos. Apesar de estas células estarem em
pequeno nimero na medula, entre 0,001 — 0,01 %
do total de células nucleadas (6), podem ser ex-
pandidas em condicoes controladas de cultura até
densidade ideal de uso terapéutico. Pesquisas pos-
teriores mostraram a capacidade ou plasticidade
destas células em se diferenciarem em linhagens
mesenquimais como, por exemplo, osteoblastos,
adipdcitos, condroblastos, neurdnios e miodcitos
cardiacos em condicoes especificas in vitro (7).
Como alternativa ao uso de células de medula 6s-
sea, recentemente, as células mesenquimais obti-
das de tecido adiposo abdominal, Adipose-derived
Stem Cells (ASC) tém sido utilizadas pelo nosso

grupo como células progenitoras de outras células
mesenquimais, como osteoblastos e condrdocitos.

Biomateriais

De maneira geral, os biomateriais sao di-
ferentes tipos de dispositivos que visam a substi-
tuicio ou reparacao de um tecido lesado. Varios
destes se encontram em testes em diferentes esta-
gios, enquanto outros estao liberados para uso cli-
nico, por exemplo, os implantes e proteses orto-
pédicos e materiais a base de hidroxiapatita sinté-
tica. Estes biomateriais podem ter uma origem bi-
ologica ou sintética. Os materiais de origem biol6-
gica sao isolados de diferentes organismos, como
bactérias, algas, corais, invertebrados, plantas,
mamiferos, etc. Exemplos de biomateriais biologi-
cos: alginato, coldgenos, acido hialurdnico,
quitosana, agar, polihidroxialcanoatos, dentre ou-
tros. Os sintéticos sao originados principalmente
de produtos do refino do petréleo ou de misturas
de diferentes compostos quimicos. Como exem-
plos podem ser citados: acidos poli-lactico e poli-
glicolico, fosfatos de cilcio, carbonatos de cilcio,
caprolactona, dentre outros (1, 4). A escolha do
biomaterial ideal € de fundamental importancia para
o sucesso do tratamento. Fatores como a compo-
sicao quimica, biocompatibilidade, produtos e tem-
po de degradacao no organismo, propriedades
mecinicas e eldsticas, forma de apresentacio (gel,
membrana ou arcabouco) devem ser previamente
estudados para escolha do biomaterial mais ade-
quado para cada tipo de tecido. Os biomateriais
devem ser mais do que biocompativeis, devem
idealmente induzir uma resposta celular adequa-
da, devendo estimular a adesao, diferenciacio e
proliferacao celular, bem como a produciao de
moléculas especificas do tecido em questao.

Reparacao de cartilagens articulares

O tecido conjuntivo cartilaginoso desem-
penha funcio de suporte mecanico para outros
tecidos e reveste as superficies articulares, absor-
vendo choques e facilitando o deslizamento entre
ossos longos. A cartilagem possui poucas células
(condroblastos e condrocitos) e abundante matriz
extracelular. Diferencia-se em trés tipos: hialina,
elastica e fibrosa. A cartilagem hialina é a mais
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encontrada no corpo e forma o primeiro esquele-
to do embriao, sendo posteriormente substituido
por tecido 6sseo por meio da ossificacao
endocondral. A matriz extracelular da cartilagem
hialina possui moléculas especificas como colageno
tipo II (90%), VI, IX, X, XI, agrecanas (condroitin
4-sulfato + queratan sulfato + proteina ligadora de
proteoglicana + cerne de acido hialurénico),
fibronectina, tenascina, ancorina CII, condronectina,
biglicana, decorina e fibromodulina.

Dores nas articulacbes sao as maiores
causas de inatividade de pessoas de meia idade,
estas originadas a partir da degeneracao crescente
das cartilagens articulares devido ao desgaste na-
tural, ou até em funcao de traumas com perda de
cartilagem. Durante décadas, cientistas e cirurgi-
Oes tentam reparar ou induzir a regeneracao de
cartilagens lesionadas, obtendo pouco sucesso di-
ante das complexas caracteristicas mecanicas e
funcionais. O uso de métodos de bioengenharia
pode ser um caminho apropriado para a geracao
de pecas de cartilagens in vitro para tratamentos
de defeitos teciduais, tanto para uso veterinario
como humanos no futuro préximo. A reparacao
natural de defeitos em cartilagens hialinas nao é
satisfatoria, ji que o tecido possui uma taxa de
regeneracio baixa. E sabido que se a lesio estiver
limitada a camada cartilaginosa (Iesao condral), esta
pode se regenerar espontaneamente. Entretanto,
se o defeito atinge camadas mais internas, pene-
trando pelo tecido 6sseo (lesao osteocondral), a
regeneracao se torna limitada pelo envolvimento
de células progenitoras da medula e da
vascularizacao que induzem a formacao de carti-
lagem fibrosa em vez da hialina, o que € indesejado
(8). Uma das técnicas atuais em experimentacao
inclui a implantacdo de matrizes biocompativeis
acelulares, ou contendo células. Estas incluem
condrécitos autdlogos, ou diferenciados a partir
de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
ou do pericondrio (9). A grande limitacio do uso
de implantes celularizados autélogos ¢ o pequeno
ndmero de locais disponiveis para retirada de
condrécitos que propiciem as mesmas caracteristi-
cas mecanicas das articulacdes. O uso de células
mesenquimais de medula 6ssea e de tecido adiposo
abre uma nova opc¢ao terapéutica, nao so para re-
paracao de defeitos em cartilagens articulares, mas
em cartilagens tipo hialina encontrada em outras
regioes do corpo como fossas nasais e traquéia. A
utilizacao de biomateriais como os alginatos e os

PHASs na forma de arcaboucos tridimensionais au-
xiliam na manutencao das formas circulares tipi-
cas dos condrocitos, que assim expressam 0s com-
postos tipicos da matriz extracelular de cartilagem
hialina, propiciando sua utilizacdo na reparacao
de lesoes.

Alginato

Sao polissacarideos formados por seqitién-
cias repetitivas de unidades de monossacarideos
do tipo 4cido gulurdnico e manurdnico, extraidos
exclusivamente de algas pardas e algumas bactéri-
as (10). Os alginatos tém sido utilizados para dife-
rentes propositos biotecnoldgicos e de
bioengenharia tecidual. Diversas aplicacdes dos
alginatos podem ser destacadas: complexacao de
cations metalicos toxicos em solucio, meio de cul-
tura bacteriano, espessante para industrias alimen-
ticias, matéria-prima para producao de
microcapsulas carreadoras de firmacos, compos-
tos nutricionais e aromaticos, utilizacao como ma-
téria-prima para arcaboucos artificiais para cultura
de células a serem transplantadas ou inseridas em
tecidos defeituosos (1, 11).

Os alginatos sao utilizados na producao
de microcdpsulas carreadoras de firmacos que
necessitam de liberacao fisiol6gica controlada,
como enzimas e proteinas (4). O uso do
encapsulamento de células em géis de alginato,
embora em estagio inicial de desenvolvimento no
Brasil, tem enorme potencial em processos de
bioengenharia tecidual. Pesquisas recentes do nos-
so grupo ainda em andamento tém sido realizadas
para desenvolver substitutos biol6gicos baseados
na associacao de matrizes poliméricas com células
isoladas do préprio paciente, como alternativa para
tratamentos ortopédicos convencionais, principal-
mente em defeitos em cartilagem hialina que re-
cobre as articulacoes. Os géis de alginato podem
facilitar a distribuicao uniforme de células, como
condrdcitos, difusao de nutrientes e gases, bem
como o crescimento e divisao celular, além de pre-
venir a flutuacio ou formacao de monocamada
das células em cultura. Estudos demonstraram que
os alginatos induzem a producio de componentes
da matriz extracelular cartilagino-especificos e es-
timulam a condrogénese de células precursoras
embrionarias; e também a re-diferenciacao de
condrdcitos transdiferenciados que foram previa-
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mente cultivados em monocamada (12,13). As prin-
cipais caracteristicas que permitem a utilizacao dos
alginatos sao os de serem biodegradaveis e
biocompativeis, formarem géis bioadesivos e esta-
veis com cations divalentes nao toxicos como Ca*?,
Sr*? e Ba*?; possuirem cargas para induzir a adesao
de células em cultura, e favorecerem a combina-
¢ao com outros polimeros (11). Trabalhos realiza-
dos pelo nosso grupo mostraram que condrdcitos
humanos encapsulados em esfera formada por
alginato de calcio mantiveram suas formas circula-
res e produziram grande quantidade de moléculas
de matriz, observadas por microscopia eletrOnica.

Poli-hidroxi-alcanoatos (PHAs)

Sao polimeros poliésteres termoplasticos,
biodegradaveis e biocompativeis, que sao sinteti-
zados e acumulados em granulos por uma grande
variedade de microrganismos como reserva de
energia e de carbono (14,15). Dependendo das
condicoes de crescimento, da espécie de bactéria
e da fonte de carbono, diferentes tipos de molécu-
las podem ser produzidos. Além disso, a quantida-
de e qualidade sao alteradas dependendo do tipo
de extracao, o que também influencia na sua apli-
cacao. O membro mais comum do grupo dos PHAs,
o poli-3-hidroxi-butirato (P3HB) foi identificado na
década de 1920 por LEMOIGNE como substancia
de reserva em microrganismos (16). Mas so recen-
temente a importancia e a distribuicao desses
biopolimeros vém se esclarecendo. REUSCH (17)
mostrou que o P3HB nao ¢ exclusivo de
procariotos, ocorrendo também nas membranas
celulares de varios animais e plantas (16).

Os PHAs ja sao produzidos em escala
comercial por algumas companhias que fazem plas-
ticos biodegradaveis. O copolimero formado por
poli-3-hidroxi-butirato e poli-3-hidroxi-valerato
(P3HB-3HV) pode ser termoplasticamente molda-
do e processado em folhas, fibras e
tridimensionalmente. Algumas de suas aplicacoes
comerciais sao: matéria-prima de frascos e emba-
lagens nao poluentes, cipsulas para liberacao gra-
dual de pesticidas e herbicidas na agricultura, e
mais recentemente na medicina veterindria e hu-
mana, devido a sua biocompatibilidade (18). Os
poliésteres bacterianos mais estudados para uso
em terapias celulares sao P3HB (ou simplesmente
PHB) e o poli-hidroxi-valerato (PHV), que possu-

em a estrutura quimica representada abaixo. O tipo
de polimero e/ou a combinacao entre eles influ-
enciam nas caracteristicas quimicas e mecanicas
do material. O homopolimero de PHB ¢ cristalino,
rigido e relativamente hidrofébico, e como conse-
quiéncia, possui tempo de degradacao in vivo na
ordem de alguns anos. Em contraste, o copolimero
PHB (70%) - PHV (30%) ou PHBV ¢ mais flexivel e
degrada mais rapidamente (16). Assim, manipu-
lando as proporcoes e os polimeros utilizados,
pode-se adequar o material ao tipo celular e ao
tecido que se pretende tratar. Testes in vitro tém
mostrado que o PHB é compativel com varios ti-
pos celulares, incluindo as epiteliais, osteoblasticas
e condroblasticas (19). Estes PHAs ndo possuem
toxicidade para o hospedeiro porque os produtos
de degradacao sao componentes encontrados na-
turalmente no sangue (17), por isso vém sendo
testados como pele artificial, material de sutura
cirtrgica, arcabouco em bioengenharia cardiaca e
arterial como valvulas, implantes celularizados,
stents e patches, reparo de nervos periféricos, pla-
cas e pinos ortopédicos, barreira oclusiva em ex-
tracoes dentarias, em capsulas para microdispersiao
controlada de farmacos (20, 21, 22, 23) e mais re-
centemente como arcabouco para cultura de célu-
las, como fibroblastos, para implantes teciduais (20).
Para estimular uma resposta celular adequada na
presenca de PHAs, pode-se modificar quimicamen-
te as caracteristicas da superficie do polimero tor-
nando este mais hidrofilico, e em seguida adicio-
nando-se biomoléculas envolvidas na adesao ce-
lular ou proliferacao como fibronectina, colageno,
laminina, insulina, peptideo RGD e fatores de cres-
cimento (20). Essas modificacdes quimicas podem
alterar a carga elétrica, hidrofilicidade/
hidrofobicidade ou inserir um grupo funcional do
biomaterial (24). Alguns trabalhos mostraram a
expressao de proteinas especificas de matriz
extracelular de condrécitos cultivados sobre
copolimeros de PHB-PHBHHx (poli-hidroxi-
butirato-co-poli-hidroxi-hexanoato) e a manuten-
cao fenotipica de condrocitos proliferados em
arcaboucos 3-D do mesmo copolimero (19). Estes
polimeros podem ser moldados como pelicula ou
arcabouco 3-D com diferentes poros internos e
serem utilizados com material de suporte para cul-
tura de células. Este pode ser uma forma de man-
ter o fendtipo condrocitico por alguns dias, a par-
tir de células isoladas do préprio paciente, e de-
pois serem reintroduzidas na lesao articular, espe-
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rando-se que o biomaterial se degrade ap6s 12-18
meses e seja substituido por matriz cartilaginosa.

Reparacao de tendées

Tendao é definido como um tecido con-
juntivo denso modelado, organizado em fibras
paralelas de colageno, que de maneira geral liga
um musculo ao osso, formando uma unidade
musculotendinea cuja funcao primaria € transmitir
cargas de tensao geradas pela contracao das célu-
las musculares para os ossos gerando os movi-
mentos (25,26). Macroscopicamente, os tendoes
podem ter diferentes morfologias variando de
filamentos lineares (tenddes flexores da mao), a
folhas ou membranas (tenddes mioseptais). A ma-
triz extracelular dos tendoes € composta principal-
mente de colageno tipo I (86-90 %), proteoglicanas
(1-5 %), elastina (2%) e outras proteinas incluindo
colagenas VI, XII e XIV (3 %), sendo a agua res-
ponsavel por 60-80% do peso liquido total do ten-
dao. As células sio chamadas de fibroblastos de
tenddes ou tendcitos, sendo encontrados em quan-
tidades que variam de 2 a 8% do volume total do
tendao (27). Como os tenddes estao sujeitos a
movimentacodes repetitivas que podem induzir a
degeneracio ao longo do tempo, uma predisposi-
cao a lesdes é muito comum. Estas lesdes nao sao
apenas responsaveis pelos altos custos com a sau-
de, mas também resultam em diminui¢ao da qua-
lidade do trabalho e aumento da morbidade indi-
vidual (28). As lesoes que afetam os tendodes vari-
am entre inflamacoes ou tendinites relativamente
suaves ou agudas, inflamacdes crdnicas e
repetitivas, a uma transeccao ou laceracio com-
pleta. As rupturas ocorrem devido a elevadas car-
gas instantaneas, especialmente em ‘atletas de fim
de semana’ com treinamento insuficiente, ou a
movimentos intensos exercidos em longo prazo.
Dor, edema e perda de funcio geralmente seguem
para uma ruptura. Se nao reparado pela restricao
a mobilizacao ou cirurgia, perdas permanentes e
debilitantes da funcido sao inevitaveis (29). Ap6s o
aparecimento da lesao, o processo de cicatrizacao
nos tenddes resulta na formacao de uma cicatriz
fibrotica desorganizada que é distinguivel por pi-
cos especificos em uma cascata de eventos celula-
res e bioquimicos. As propriedades estruturais,
mecanicas e organizacionais do tendao cicatriza-
do sio inferiores ao tendiao normal acarretando

em baixo rendimento de resposta as tensdes. Em-
bora tais propriedades melhorem com o tempo,
Nnao retornam aos niveis normais, mesmo apos lon-
gos periodos (20).

Acidos poli-L-Iicticos e poli-L-glicélicos

Os acidos poli-L-lactico (PLA) e poli-L-
glicdlico (PLG) sao poliésteres biodegradaveis e
biocompativeis, ja que os produtos de degradacao
destes sio encontrados normalmente no plasma
sanguineo e nos tecidos. Dependendo da combi-
nacao dos componentes podem-se elaborar mate-
riais mais ou menos flexiveis com taxas de degra-
daciao varidveis dependendo da finalidade. Estes
materiais co-polimerizados sao amplamente utili-
zados em bioengenharia principalmente ortopédi-
ca e odontologica, na forma de microimplantes de
fixacao temporiria (30). GOODSHIP et al. (31)
construiram um composto de fibras de poliéster
para a reposicao de tendao de Aquiles em coe-
lhos, com resultados promissores. Embora os
biomateriais de reposicao tenham mostrado bons
resultados, servindo como um molde para o cres-
cimento celular e deposicao de coligeno, ainda
nao preencheram os requisitos biomecanicos do
tendao original in vivo. Para o estudo da regenera-
cao tendinea em modelos animais, uma lesao dis-
tinta e reprodutivel deve ser criada. Os dois tipos
mais comuns de modelos de transeccao de ten-
does sao os completos e os parciais. No completo
ocorre uma descontinuidade ou uma ruptura total
do tendao, e é a melhor simulacao porque a ocor-
réncia clinica desta é maior, mas o efeito das sutu-
ras, que sao necessarias para reduzir a ruptura,
deve ser levado em consideracao. As transeccoes
parciais podem ser feitas numa regiao mediana do
tendao ou ao longo de uma margem do tecido.
Embora sejam incomuns clinicamente, estas lesoes
parciais mantém parte das fibras intactas, excluin-
do a necessidade da reparacao por suturas e per-
mitem a imediata mobilizacao pos-cirargica do ten-
dao (32, 33). Essas laceracoes parciais possibilitam
ainda que se acompanhe a resposta do tecido, no
que tange a sua regeneracdo na presenca de
biomateriais celularizados ou nao.

Modelos animais tém sido utilizados para
estudos de transeccodes parciais, que envolvem le-
soes em uma porcentagem do tendao. Alguns
modelos incluem os defeitos em janela, que sao a
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remocao do terco central do tendao, e a transec¢ao
da metade medial do tendao. Estes tipos de
laceracoes parciais sao muito utilizados em mode-
los animais, mas deve-se ter o cuidado de criar
métodos que permitam a reprodutibilidade das
lesdes. Esse tipo de lesao tem a vantagem de nao
requerer a reducao do rompimento total por sutu-
ras por causa da ligacio remanescente, de parte
do tendao nao lacerado. No caso dos defeitos em
janela, uma transeccio total é feita no centro do
tendao, mantendo fibras nas suas duas margens, o
que fornece suporte suficiente para possiveis mo-
vimentacoes ativas do animal estudado (28, 29, 32,
33). A busca por materiais que sejam
biocompativeis e que possuam caracteristicas se-
melhantes ao tecido tem sido o ponto central de
pesquisas em bioengenharia. Os poliésteres sao
muitos utilizados em reparacao de tecido 6sseo e
podem se tornar materiais utilizados rotineiramen-
te em cirurgias ortopédicas, incluindo a reparacao
de tendoes.
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