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RESUMO

As doengas cardiovasculares sio uma fonte de preocupagao dado que sao
responsaveis por cerca de 30% da mortalidade a nivel global. Uma das causas para esta tao
elevada percentagem é a disfungdo das valvulas cardiacas (aortica, pulmonar, mitral e
tricispide).

O funcionamento fisiolégico normal das valvulas cardiacas é responsavel pela
unidirecionalidade do fluxo de sangue através das suas cavidades (auriculas e ventriculos) e
dos principais vasos para uma abertura e fechamento regulares ao longo de cada ciclo
cardiaco.

A solugao mais comum para este tipo de doengas cardiacas baseia-se na reparagao
ou substituicao das valvulas danificadas. A substituicio é fundamentalmente feita através do
uso de valvulas de origem mecanica (constituidas por metal) e origem biologica (dadores
animais), ou ainda provenientes de dadores humanos (aloenxertos). Estas nem sempre
apresentam vantagens, pois levam os doentes a necessitar de tratamento anticoagulante para
o resto da vida (as mecanicas) e elevada possibilidade de reoperagao (as bioldgicas). Devido
as imperfeicoes do uso de proéteses e limitagoes na obtengao das mesmas, a utilizagio da
engenharia de tecidos e em particular de células estaminais tem vindo a ganhar terreno
como estratégia para desenvolvimento de valvulas cardiacas.

A engenharia de tecidos pretende mimetizar a valvula nativa, permitindo em teoria a
construgao de novas valvulas com capacidade para ultrapassar as limitagoes existentes
atualmente, através da possivel criagio de uma valvula autdloga que previna a resposta
imunoldgica e promova o crescimento, remodelagao e reparagao in vivo.

Para esse efeito recorre-se a utilizagio de scaffolds, pois fornecem o suporte
necessario para que as células se fixem, proliferem e mantenham a sua funcao diferencial.
Uma variada gama de polimeros naturais (ex: colagénio, alginato, fibrina) e sintéticos (ex:
PEG, PLA, PGA) esta hoje a disponibilidade desta engenharia, para poder obter scaffolds
adequadas aos doentes. As células tém assim a capacidade de expandir gragas a estrutura
tridimensional e porosa do suporte sintético ou natural. A scaffold precisa de mimetizar o
mais possivel a matriz extracelular, de forma a nao ocorrer resposta imunoldgica.

Em scaffolds vao-se colocar células, destacando-se a promessa das células estaminais
(embrionarias e adultas), assim como mais recentemente de células estaminais pluripotentes
induzidas, obtidas por reprogramacgao de células somaticas diferenciadas.

Este tipo de células é vantajoso, porque evitam o sacrificio das estruturas vasculares
dos doentes sujeitos a cirurgia. Estas células apds diferenciagao devem permitir a obtengao
de células com caracteristicas cardiologicas.

Com o uso destas células na engenharia de tecidos, principalmente nas valvulas
cardiacas, espera-se poder combater as desvantagens inerentes as proteses valvulares,
evitando de alguma forma respostas imunoldgicas, tratamentos para o resto da vida e
necessidade de reoperagao.

- PALAVRAS-CHAVE: cardiovascular; valvulas cardiacas; engenharia de tecidos; scaffolds;

polimeros naturais e sintéticos; células estaminais; reprogramacao de tecidos
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a source of concern because they are responsible for
about 30% of all deaths worldwide. One of the reasons for this high percentage is
dysfunction of the cardiac valves (aortic, pulmonary, mitral and tricuspid).

The normal physiological function of the cardiac valves is to ensure unidirectional
blood flow through the cardiac cavities (atria and ventricles) and the main vessels achieved
through specifically timed opening and closing during each cardiac cycle.

The most common solution for valvular diseases is based on the repair or
replacement of damaged valves. Valve replacement is achieved through the use of mechanical
valves (made from metallic material) and biological valves (derived from animal donors) or
from human donors (allografts). However, current mechanical valves all require lifelong
treatment with anticoagulants and biological valves present high possibility of reoperation.
Due to imperfections and limitations of prosthetic valves, the tissue engineering and the use
of stem cells have been gaining importance to the development of cardiac valves.

Tissue engineering aims to mimic the native valve with the target of building new
valves with the capacity to overcome the current limitations, through the possible creation
of an autologous valve that prevents the immune response and promotes growth,
remodeling and repair in vivo.

For this purpose scaffolds are an option for this problem as they provide the
needed support structures so that the cells can attach, proliferate and maintain their
differential function. There is nowadays a wide range of natural polymers (eg. collagen,
alginate, fibrin) and synthetic polymers (eg. PEG, PLA, PGA) in order to obtain scaffolds
suitable for patients. Thus, the cells have the capacity to expand due to their three-
dimensional structure and porous natural or synthetic support. Scaffolds have to mimic the
extracellular matrix as much as possible so that immune response does not occur.

Cells will be placed in scaffolds, highlighting the promise of stem cells (embryonic
and adult), as well as more recently induced pluripotent stem cells obtained by
reprogramming of differentiated somatic cells.

Stem cells have advantages because they avoid the sacrifice of the vascular
structures of patients undergoing surgery and they are capable of differentiating into several
cells with cardiac features.

Using these kind of cells, mainly in cardiac valves, tissue engineering may be able to
combat the disadvantages of prosthetic valves, avoiding immune responses, treatments for
the rest of life and need for reoperation.

- KEY-WORDS: cardiovascular; cardiac valves; tissue engineering; scaffolds; natural and

synthetic polymers, stem cells; reprogramming of tissues.
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Engenharia de Tecidos- Valvulas Cardiacas

1. INTRODU(HO

O coragao é um o6rgao muscular que bombeia o sangue para todo o corpo. As
contragoes do coragao necessarias para conduzir o sangue sao controladas por impulsos
eletroquimicos criados pelas chamadas células pacemaker. Sao estas que asseguram as
contragoes ritmicas sincronizadas de todos os musculos cardiacos. Desta forma, as valvulas
cardiacas (VC) sao a chave para o bom funcionamento do coragao, enquanto bomba
muscular (Dasi et.al, 2009).

Nos dltimos anos, tem-se vindo a identificar um ndimero cada vez maior de casos de
doentes com disfuncoes no que toca ao bom funcionamento das VC. Deste modo, a
medicina tem procurado incorporar os recentes avangos cientificos e tecnolégicos de forma
a avaliar estas patologias. Uma das solugoes atuais € o uso de proéteses de natureza mecanica
ou biolégica. Dadas as limitagoes deste tipo de proteses espera-se que as células estaminais e
a engenharia de tecidos, permitam encontrar novas solugoes, solugoes estas que se esperam
mais eficazes e que de alguma forma mimetizem o melhor possivel os tecidos nativos dos
respetivos doentes.

As doencas do sistema cardiovascular sao cada vez mais um “atentado” a salde
humana, com os maus habitos dos dias de hoje a serem a causa mais apontada para este
problema. Com tudo isto, aparece uma oportunidade de mercado, onde clinicos e
investigadores encontram uma série de pontos de interesse para o desenvolvimento de
novos tipos de VC's, que possam de alguma forma revolucionar a industria e a pratica da
medicina (Vesely, 2005).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), as doengas cardiovasculares
foram responsaveis pela morte de cerca de 17.3 milhdes de pessoas em 2008, as quais
representam cerca de 30% da mortalidade a nivel global [I].

As valvulas cardiacas frequentemente usadas (mecanicas e biologicas) apresentam
algumas desvantagens. As primeiras sao constituidas essencialmente por carbono e
componentes metalicos e poliméricos, levando assim a necessidade de tratamento
anticoagulante, de forma permanente por parte dos doentes. As valvulas biologicas tém
origem em tecidos animais (bovino, suino), levando a complicagdes na cirurgia e riscos de
reoperagao. Justifica-se, deste modo, a possibilidade de construgao de VC's bioartificiais,
com recurso tanto a componentes biologicos autdlogos como a métodos da engenharia de
tecidos (Filova et.al, 2009), bem como, ao uso de valvulas obtidas através da reprogramagao
de células estaminais.

I.1 VALVULAS CARDIACAS

As doencas das valvulas cardiacas representam um dos maiores problemas de salde publica
a nivel mundial, elevando assim as estatisticas de mortalidade. Em paises subdesenvolvidos,
estas doencas afetam principalmente criangas e jovens. Pelo contririo em paises mais
desenvolvidos, as disfungoes nas valvulas sao frequentemente diagnosticadas em pessoas de
idade mais avangada, sendo assim reconhecida como uma patologia degenerativa (Mol et.al,
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2009). Estas doengas comprometem o bom funcionamento das valvulas ao restringir o
movimento dos seus folhetos (leaflets) ou por danificarem a sua estrutura de apoio. Aumenta
assim a possibilidade de ocorrer falha no funcionamento normal das valvulas, quer por
estenose ou por regurgitacio. Na estenose ocorre calcificagio dos folhetos com
consequente estreitamento da valvula, resultando numa maior resisténcia ao fluxo de sangue;
ja na regurgitacao ocorre o fluxo inverso do sangue (Dasi et.al, 2009), como se observa na
figura I.

Estenose Regurgitacio.

(A) (B) .

Figura |1 — (A) Estenose: patologia na valvula definida como uma abertura incompleta da mesma, dificultando a passagem
do fluxo de sangue, Pode ser congénita ou adquirida; (B) Regurgitagdo: também conhecida por insuficiéncia valvular, com
ocorréncia de escoamento anormal do sangue. A valvula ndo encerra totalmente, pelo que o sangue volta para tras (in [2]).

A cirurgia das valvulas cardiacas € uma cirurgia de “térax aberto”, que é realizada
com o uso de anestesia geral. A cirurgia é realizada pela abertura do térax, onde o sangue é
desviado do coragdo para uma maquina que oxigena e mantém o sangue do doente em
circulagao [3].

Sendo esta cirurgia de notodria dificuldade, surgem questoes como: “Quais os
beneficios?”,” Quais os riscos?”, “Qual o tempo de recuperagao?”, “Qual a possibilidade de
toma de medicagao apos cirurgia?”. As respostas aparecem e nem sempre sao as mais
favoraveis, mas no que toca aos beneficios, muitos doentes depois de operagao verificam
melhoras nos sintomas e na qualidade de vida (cerca de 95 em 100 doentes sujeitos a
cirurgia as VC’s tém uma operagao bem sucedida). No que toca aos riscos, sabe-se que
qualquer tipo de cirurgia acarreta certos cuidados, sendo a idade, o estado de salde do
doente e o grau de deficiéncia da valvula, alguns dos riscos a ter em atengao. Depois da
cirurgia, em média, grande parte dos doentes regressa a casa ao fim de uma semana e leva 2
a 3 meses a recuperar totalmente, dependendo da condicao pessoal de cada individuo.
Relativamente a medicagao, pode variar consoante o tipo de prétese implantada, pois a sua
durabilidade varia dependendo da sua origem [4].

As valvulas cardiacas sao quatro (Figura 2): a aortica, pulmonar, mitral e tricuspide,
duas de cada lado do coragao, assegurando que a contragao muscular produz fluxo eficiente
e unidirecional (Dasi et.al, 2009).
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Walvula adrtica

Wahula mitral

Wahula
pulmonar

Wahula
triclizpide

Figura 2 - Representagao esquematica do coragdo e suas valvulas cardiacas. A separar a auricula esquerda do ventriculo
esquerdo e a auricula direita do ventriculo direito, encontram-se as valvulas mitral e tricispide, respetivamente. A valvula
pulmonar é a que separa o ventriculo direito da artéria pulmonar. Aberta, em ciclo cardiaco, permite o fluxo de sangue do
ventriculo para a circulagio pulmonar, quando o ventriculo se encontra relaxado, a valvula fecha impedindo refluxo do
sangue. A valvula adrtica separa o ventriculo esquerdo da artéria aorta. Quando aberta no ciclo cardiaco, permite a
passagem do sangue do ventriculo para a circulagao sistémica, na diastole cardiaca ela fecha e impede, mais uma vez, o
refluxo de sangue (in [5]; in [6]).

Para o tratamento cirdrgico da valvula aortica (valvula que separa a aorta do
ventriculo esquerdo) a abordagem atualmente preferida recai essencialmente na sua
substituicao. Ja nas valvulas mitral e tricispide (separagao entre a auricula esquerda e o
ventriculo esquerdo, e entre a auricula direita e o ventriculo direito, respetivamente), no
caso de se estar perante um doente adulto, opta-se preferencialmente por conservar as
valvulas nativas. No que toca as valvulas tricispide e pulmonar, os casos diagnosticados em
adultos sao pouco frequentes, exceto raras excegoes. Apesar das diferentes abordagens no
que toca a cirurgia destas quatro valvulas, ha casos clinicos em que acabou por ocorrer
substituicao da nativa por uma protese (Filova et.al, 2009), pois esta depende da natureza e
progressao da patologia, bem como de fatores pessoais, idade e comorbidade (Mol et.dl,
2009).

As tradicionais proteses para a substituicdo das valvulas patologicas tém origem
mecanica ou bioldgica. Estas diferem significativamente entre si, quer a nivel de constituigao,
durabilidade e de complicagoes posteriores a cirurgia.

1.1.1. VALvuLAS MECANICAS

As proéteses de origem mecanica sio fundamentalmente constituidas por carbono
pirolitico combinado com componentes metalicos e poliméricos. Estes dispositivos
apresentam riscos para o doente, aumentando a possibilidade de inflamagao com posterior
trombose (Sewell-Loftin et.al, 201 1), complicagées tromboembdlicas devido a uma elevada
tensao tangencial (Mol et.al, 2009), endocardite que ocorre predominantemente na superficie
do material estranho (Filova et.al, 2009) e a frequente necessidade de realizar terapia
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anticoagulante, que leva assim a complicagoes hemorragicas (Mol et.al, 2009). Ainda assim, a
nivel de durabilidade, é viavel a longo prazo para o doente (cerca de 20 anos) (Sewell-Loftin
et al, 201 1), sendo desta forma indicadas para doentes jovens cujo esfor¢o se prevé que seja
maior que em doentes de idade mais avangada.

Depois da substituigao da primeira VC, no ano de 1952 por Charles Hufnagel (Figura
3), mais de 50 modelos de proteses ja foram desenvolvidos e cerca de 3 milhdes foram
implantadas em todo o mundo (Dasi et.al, 2009).

Figura 3 — Caged-ball — valvula desenhada pelo cirurgido Dr Charles A. Hufnagel. Dispositivo implantado, em 1952, na
aorta, sem necessidade de circulagiao extracorporal. Implantada para o combate de insuficiéncia adrtica grave, com redugio
parcial dos sintomas (in [7]).

Existem atualmente trés tipos principais de valvulas mecanicas, sao elas as valvulas
caged-ball, valvulas tilting-disk e valvulas bileaflet (Figura 4). Como ja referido, a primeira
valvula substituida foi em 1952 por Hufnagel, tendo sido uma valvula caged-ball. O
procedimento baseou-se na contragao do coragao, e quando a pressao do sangue dentro do
coragao excedeu a pressao fora, a bola entrou para a “jaula” e permitiu o fluxo de sangue.
Apos a contragao do coragao, a pressao dentro deste diminuiu, possibilitando o movimento
da bola para tras contra a base da valvula, formando uma vedacao (Filova et.al, 2009).

A valvula caged-ball, de Hufnagel, tornou-se obsoleta apés a introdugao da invengao
de Starr-Edwards, em 1962, que consiste numa bola de silicone enclausurada numa “jaula”
metalica, bola esta que vai tapar o orificio da valvula impedindo o refluxo de sangue (Filova
et.al, 2009; Dasi et.al, 2009).

Foram desenvolvidas outras valvulas artificiais, focando-se na alteracao quer dos
materiais quer das técnicas de construgao. Deste modo, apareceram de seguida as valvulas
tilting-disk, nos anos de 1969-1970, a partir de Bjork-Shiley e Lillehei-Kaster. Estas valvulas
sao constituidas por um disco e um mecanismo de suporte, tendo o disco forma de anel e
na sua constituicdo carbono pirolitico, coberto de politetrafluoroetileno (ePTFE). Através
dos mecanismos de suporte, o disco fecha tapando o orificio da valvula e inclinam de modo a
permitir a passagem do sangue, mimetizando o natural funcionamento da valvula nativa (Dasi
et.al, 2009; Filova et.al, 2009; Sewell-Loftin et.al, 201 1).

O mais recente desenho de valvulas mecanicas foi introduzido no mercado, pela St.
Jude Medical Company, em 1978-1979, com o desenvolvimento das valvulas bileaflets. Estas
valvulas sao constituidas por dois semicirculos ou folhetos, que rodam em torno de suportes
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que se ligam a valvula de suporte (Filova et.al, 2009; Gott et.al, 2003). Cada folheto tem uma
regiao de extensao. Quando estes se encontram abertos, o sangue flui através de um orificio
retangular e dois orificios semicirculares laterais, quando se encontram fechados, pequenos
espagos entre os folhetos e o suporte dos mesmos permitem a passagem de um algum fluxo
de sangue. O mecanismo de duplo folheto (bileaflet) é atualmente o mais popular, ocorrendo
aproximadamente 80% de implantes com este tipo de valvulas (Dasi et.al, 2009).

A B .

Figura 4 — Valvulas cardiacas mecanicas: (A) valvula de esfera enjaulada ou caged-ball, primeira vélvula cardiaca desenhada e
implantada pelo cirurgido Charles Hufnagel; (B) valvula de disco inclinado ou tilting-disk, modelo criado para reduzir o fluxo
de sangue perdido com uso de valvulas de esfera; e (C) valvula de dois folhetos semicirculares ou bileaflet., com redugao de
danos e fluxo de sangue melhorado, pois a abertura completa dos folhetos reduz a resisténcia ao fluxo sanguineo (in [8]).

1.1.2. VALvuLas BIOLOGICAS

De forma a contornar problemas provenientes do implante de valvulas mecanicas,
como a terapia anticoagulante ao longo da vida do doente, e a possibilidade de hemorragias,
surgiu uma alternativa: o uso de valvulas cardiacas com origem biologica.

Em meados de 1969, Carpentier avangou neste estudo com o desenvolvimento de
tecido coberto com glutaraldeido, que permitiu um aumento da estabilidade do tecido
biologico e uma diminuicdo na biodegradagao, conduzindo a um melhoramento na
preservacao do mesmo (Dasi et.al, 2009; Filova et.al, 2009).

Na Figura 5 encontram-se os tipos de proéteses bioldgicas atualmente disponiveis —
valvulas de suino e valvulas pericardicas de bovino — e aloenxertos/autoenxertos (Vesely,
2005).

b

Figura 5 — (A) Valvula de suino: pele de porco tratada através de varias etapas, que variam de acordo com o seu uso ou
método de conservagao. A pele é posta em contacto com aldeidos de forma a “iludir” o sistema imunoldgico, para melhor
tolerancia do individuo. (B) Valvula pericardica de bovino: tecido de bovino preservado em glutaraldeido, para uso cirurgico
de danos valvulares. (C) Aloenxerto/homoenxerto de valvula adrtica humana: tecido de individuo geneticamente diferente
do doente (Fonte: Adaptado de Vesely, 2005)
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De um modo geral, as proteses de origem animal (suino e bovino) sao tratadas com
baixas concentragoes de glutaraldeido para reduzir a antigenicidade e estabilizar o tecido
contra a degradagao proteolitica que pode ocorrer aquando da implantagao. Estas mesmas
proteses sofrem descelularizagao através de variadas técnicas e sao também tratadas com
varios outros agentes quimicos para minimizar a possibilidade de calcificar durante o
implante e promover uma maior longevidade. Apesar de tudo isto, poderao ocorrer falhas
mecanicas e até mesmo calcificagdo, tornando-se o uso de valvulas bioldgicas
preferencialmente recomendado para doentes com idades superiores a 65 anos, visto que as
pessoas que recebem este tipo de proteses necessitam frequentemente de reoperagiao ao
fim de 10-15 anos (Sewell-Lftin et.al, 201 |; Vesely, 2005).

Tanto os xenoenxertos (suino e bovino) como os aloenxertos (enxertos de dadores
humanos) podem levar a producao de tecido fibroético, liderando a disfungao das valvulas
com incidéncias de 2-4% de doentes/ano, aumentando assim os valores de tromboses por
doente. Estas valvulas protésicas levam a necessidade de nova cirurgia cerca de |15 anos apos
a implantagao. O aumento das idades do aloenxerto dador e do doente recetor tem vindo a
ser associado com as falhas do aloenxerto implantado e com a respetiva reoperagao, devido
a degeneragao acelerada que ocorre na valvula, pois esta toma um percurso normal de
definhamento, tal como a valvula nativa. O facto de a degeneragao depender da idade, deve-
se a fatores tais como resposta imunologica ou revestimento progressivo do aloenxerto pelo
tecido fibrotico do doente (Filova et.al, 2009).

Como curiosidade, relativamente a historia das valvulas do pericardio, o primeiro
sucesso de implantagao percutaneo num doente, isto €, através de cateterismo cardiaco,
ocorreu em 2002, por Cribier, envolvendo uma valvula constituida por 3 folhetos
pericardicos de bovino, colocada dentro de uma espécie de balao, em ago inoxidavel, que
insufla contra a valvula nativa. A protese bioldgica com origem em tecido cardiaco do
pericardio foi implantada na posigao aértica (Cribier et.al, 2002).

Os autoenxertos pulmonares mostraram ser os mais resistentes a degeneragao, a
longo-prazo, bem como os mais adequados para criangas na fase de crescimento. Podem ser
usados para substituicdo da raiz da aorta e de todo o tecido infetado na endocardite da
valvula aortica. Uma outra vantagem do uso de autoenxertos, em individuos adultos, é a
possibilidade de o enxerto poder ser mais duradouro que o proprio doente (Filova et.al,
2009). Por outro lado, esta técnica implica uma cirurgia complexa e exigente (Ross operation),
pois envolve o uso de duas valvulas e manipulagoes extensas da raiz da aorta, e ainda a
disponibilidade de aloenxertos nao se encontrando ainda disponiveis resultados a longo
prazo (Fragata et.al, 2004). A operagao de Ross consiste essencialmente na substituicao da
valvula aortica doente por uma valvula pulmonar autdloga, sendo esta, por sua vez,
substituida por um aloenxerto pulmonar (Filova et.al, 2009; Mol et.al, 2009).

A selegao da valvula protésica apropriada depende das caracteristicas individuais do
doente, tais como a espectativa de vida, tolerancia para a necessidade de reoperagao e uso
de anticoagulantes. Mas, no que toca a sobrevivéncia e qualidade de vida apos cirurgia de
substituicao valvular, fatores como idade, fungcao ventricular e comorbidade sao
fundamentais a recuperagao do doente (Mol et.al, 2009).
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Apesar de todas as vantagens inerentes a este tipo de proéteses, existem ainda muitas
limitagdes, sendo a principal desvantagem de ambas as valvulas (mecanicas e bioldgicas) a
nao-viabilidade. Por outras palavras, a incapacidade de crescimento e remodelagao depois da
implantagao e, ainda, o facto de iniciarem degradagio imediatamente apds o implante
(Sewell-Loftin et.al, 201 1). Posto isto, uma nova abordagem tem vindo a ser desenvolvida
com o intuito de encontrar as valvulas protésicas ideais. A engenharia de tecidos representa,
desta forma, um caminho em evolugdo com capacidade para ultrapassar as limitagoes
existentes, através da criagao de uma valvula autologa que previna a resposta imunologica e
promova o crescimento, remodelagao e reparagio in vivo (Mol et.al, 2009).
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2. ENGENHARIA DE TECIDOS NO MELHORAMENTO DAS VALVULAS CARDIACAS

O conceito de engenharia de tecidos consiste na criagao de um 6rgao que mimetize
o nativo, quer na forma quer nas suas propriedades, tendo a capacidade de crescer, reparar
e se remodelar. Desta forma, para se obterem valvulas cardiacas através de engenharia de
tecidos € necessario ter em conta a estrutura e composicao dessas mesmas valvulas (Figura
6) (Radoslaw et.al, 2012).

Células endoteliais

Camada Fibrosa (constituida por células intersticiais
valvulares e fibras de colagénio) -45%

| Camada Esponjosa (constltmda por proteogllcanos) -
J 35%

l Ventriculares (composto por elastina) —20%
Células endoteliais

Figura 6 — Esquema das multiplas camadas de uma valvula cardiaca. A valvula é revestida por endotélio, bastante resistente,
alinhado perpendicularmente e que protege a valvula de danos, bem como de reagdes imunes e degeneragio. Ventriculares
€ uma camada constituida por fibras densas de elastina (cedem bem a tragdo recuperando rapidamente a forma original).
Internamente encontra-se uma camada esponjosa, constituida fundamentalmente por glicosaminoglicanos e algum colagénio,
esta camada forma aquilo que se designa por scaffold ou matriz estrutural. Por fim, a camada fibrosa é um tecido
essencialmente constituido por colagénio (Fonte: Adapatado de Radoslaw et.al, 2012).

A transplantagao cardiaca poderia ser considerada uma solugao final para doentes
com patologias a este nivel, nao o é pela oferta limitada de 6rgaos dadores, custos elevados,
fraca capacidade de reduzir ou inibir a atividade do sistema imunolégico, entre outros. Desta
forma, ha a necessidade de melhorar os tratamentos tradicionais e desenvolver novas
estratégias ao nivel da ET para melhor lidar com a insuficiéncia cardiaca (Kim et.al, 2011).

O desenvolvimento de uma valvula protésica ideal, que possa ter uma longa
durabilidade, se possivel o resto da vida do doente, sem a necessidade de reoperagao, de
facil implantagdo, com propriedades otimas no que toca ao fluxo do sangue, sem
degeneragao, sem necessidade do uso de anticoagulantes e totalmente biofuncional, com
capacidade regenerativa, € ainda uma quimera. Desta forma, acredita-se que seja a
engenharia de tecidos o potencial promotor para este ideal (Radoslow et.al, 2012).

Avancgos recentes na ET tém vindo a mostrar resultados de sucesso no que toca as
valvulas cardiacas derivadas da engenharia de tecidos (VCET). Os produtos desta engenharia
incluem nao sé valvulas cardiacas, mas também cartilagem, osso, nervos, musculos, figado,
etc. Estas técnicas requerem geralmente o uso de scdffolds porosas, que servem de base
tridimensional para a fixagao inicial das células e subsequente formagao de tecido in vitro e in
vivo. Assim, a reconstrugdo ou substituicio de orgiaos a partir da ET requer trés
componentes: (1) células colhidas do 6rgao dador, (2) scaffold como suporte celular e (3)
biomoléculas, tais como citocinas e fatores de crescimento, que promovam o crescimento
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e/ou diferenciagao do tipo de células desejadas (Dohmen et.al, 2009; Hutmacher, 2001; Kim
etal, 201 1).

A principal funcao das valvulas cardiacas consiste na manutengio da
unidirecionalidade do fluxo de sangue, através de forgas mecanicas aplicadas aos folhetos
durante o ciclo cardiaco. Especificamente, quando as valvulas fecham ha uma pressao
transvalvular que nao permite o refluxo do sangue. Devido a esta pressao in vivo, as VCET
tém de ser “pré-condicionadas”, in vitro, para resistir a este tipo de cargas mecanicas (Sewell-
Loftin et.al, 2011).

L.1. ScrroLos

Uma scaffold fornece o suporte necessario para que as células se fixem, proliferem e
mantenham a sua funciao de diferenciagao. As células podem ser expandidas em cultura e
cultivadas numa scaffold porosa, 3D, que degradam e reabsorvem lentamente, como um
tecido em crescimento, quer in vivo ou in vitro (Hutmacher, 2001).

As propriedades das scaffolds determinam o desenvolvimento dos tecidos ou orgaos
lesados, pois é a scaffold-3D que esta em contacto direto com as células humanas e que
fornece as caracteristicas necessarias para a proliferagao e diferenciagao celular (Li et.al,
2001).

Segundo Hutmacher (2001), as scaffolds podem ser fabricadas usando uma larga
variedade de biomateriais, mas o critério para uma scaffold ideal baseia-se na escolha
adequada dos seus constituintes. Na tabela que se segue apresentam-se as fungoes chave e
respetivas caracteristicas, para a obtencao de uma scaffold ideal.
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Tabela | — Parametros estruturais das scaffolds para aplicagao na engenharia de tecidos. (Adaptado de Edwards et.al, 2004)

Funcao da Scaffold

Caracteristica adequada a funcao da
Scaffold

Evitar resposta inflamatoria de toxicidade in
vivo

Biocompativel, nao-toxica e nao carcinogénica

Promover o crescimento de tecidos e
orgaos

Forma tridimensional (3D)

Semear elevada densidade de células

Alta porosidade e alta conectividade entre
poros

Permitir adesao, proliferagao e diferenciacao
celular

Superficie quimica apropriada

Permitir interagoes significativas entre a
superficie celular e anexos celulares

Relacio Area de superficie-Volume

Promover proliferagao e migragao celular e
conduzir ao crescimento do tecido ao longo
da scaffold

Tamanho de poros apropriados para permitir
a penetragao de células e interconectividade
entre elas

Dirigir e orientar as células da MEC para a
formagao de novo tecido

Orientagao certa das fibras dentro da scaffold

Permitir o movimento de nutrientes dentro
e fora da scaffold

Alta porosidade e interconectividade entre os
poros

Degradagao da scaffold com permanéncia
apenas do tecido natural

Taxa de degradacao da scaffold nao-toxica
nem inflamatoria in vivo

Integridade estrutural in vivo suficiente, com
tensao mecanica adequada para apoiar o
tecido em desenvolvimento de forma a
resistir a forgas in vivo

Propriedades mecanicas da scaffold iguais as
do tecido em desenvolvimento

A interagao célula-superficie € um processo importante para a adesiao celular e
subsequente desenvolvimento do tecido (Figura 7). A atividade da superficie quimica das
scaffolds assume fungao ativa no que toca a regularizagdo do desenvolvimento tecidular.

Tanto a proliferagao como a diferenciagao celular sio geralmente reguladas através de

proteinas da matriz extracelular que aderem a superficie (Li et.al, 201 1).
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Figura 7 — A interagdo scaffold-células leva a adesdo celular e posterior organizagao espacial do conjunto de células; de
seguida pode ocorrer proliferagao, expressao génica, motilidade ou diferenciagao celular com posterior reconstrugao do
tecido. (Fonte: Adaptado de Li et.al, 2001)

Depois da implantagio do dispositivo cardiovascular (scaffold) podem ocorrer
situagoes de inflamagao. Numa fase inicial, os neutrdfilos e mondcitos migram para a
interface entre a superficie do implante e o tecido hospedeiro. Durante a fase de maturagao,
os fagocitos removem os detritos provenientes do trauma e enviam sinais aos fibroblastos e
células do musculo liso para iniciarem a remodelagao (2-3 semanas). No entanto, a resposta
inflamatoria pode continuar durante meses e até anos, tornando-se uma inflamagao croénica
(Simionescu et.al, 201 1).

Com o intuito de contrariar qualquer situagao de inflamagao, ha que ter em conta
varios fatores importantes para a escolha dos biomateriais apropriados a construgao da
scdffold, pois estes devem ser racionalmente desenhados de forma a satisfazerem as
aplicagoes alvo (Li etal, 2001). O primeiro fator é a natureza do tecido ou 6rgao que
necessita ser reparado ou substituido (a ET requer propriedades semelhantes as do tecido a
ser regenerado), pois o biomaterial deve ser compativel, seguro e nao-imunogénico. Um
fator critico para a preparagao das scaffolds é a criagao de uma estrutura 3D que mimetize a
MEC, e a capacidade de induzir a formagio do tecido apropriado e que oriente o
desenvolvimento do novo 6rgao gerado. A chave para o sucesso das scaffolds é a rapida e
completa integragao no tecido hospedeiro (Kim et.al, 201 1).

O facto das scdffolds serem preferencialmente em 3D, e nao 2D, deve-se as visiveis
vantagens que a primeira estrutura apresenta: sustenta uma grande densidade de células,
permite um longo periodo de proliferagao e progressivamente uma diferenciagao aumentada,
ao contrario da estrutura 2D, em que a proliferagao é limitada devido a uma pequena area
de superficie disponivel e a atividade de diferenciacio pode perder-se apés um certo
periodo de cultura (Li et.al, 201 1).
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2.1.1. TECIDOS XENOGENICOS ACELULARES

Com o avango da tecnologia de processamento de tecidos bioldgicos, foi proposto o
método de descelularizagao de forma a reduzir ou mesmo eliminar a antigenicidade dos
enxertos, e assim melhorar os resultados a longo prazo. A necessidade deste processo deve-
se ao facto da probabilidade de transmissao de doengas do dador para o hospedeiro
(retrovirus enddgeno de suino ou espongiforme de bovino), deixando a origem da scaffold de
ser o mais importante, mas sim o tratamento de descelularizagao a que esta sujeita (Dohmen
et.al, 2009; Navarro et.al, 2010).

Esta técnica tem um impacto diferente na preservagao do tecido e eficiéncia da
valvula, consistindo na remogao dos componentes celulares imunogénicos, restos celulares e
DNA. Deve, também, preservar a integridade das fibras de colagénio e elasticas
(glicoproteinas e elastina) essenciais a MEC, mantendo as suas propriedades biomecanicas.
Desta forma, a MEC intacta, antigénica e sem citotoxicidade residual € um pré-requisito para
a biocompatibilidade e longevidade dos enxertos (Dasi et.al, 2009; Navarro et.al, 2010).

A descelularizagao agressiva por enzimas (DNAse, RNAse, tripsina), spit freezing
(congelamento) e radiagao, usados pela tecnologia de SynerGraft (técnica patenteada pela
empresa americana Cryolife), resultam numa falha catastréfica da descelularizagao das VC'’s
xenogénicas, com disrupgao da microestrutura da matriz. Por outro lado, VC’s
descelularizadas através de acido deoxicdlico (DOA) ou detergentes como dodecilsulfato de
sodio (SDS) permitem manter a estrutura das proteinas (Filova et.al, 2009; Mol et.al, 2009).

Estudos mais recentes mostraram que o SDS talvez destabilizasse a tripla hélice do
colagénio e provocasse deterioragao do tecido. Verificou-se ainda que a MEC dilatava,
aquando do uso de SDS, devido a destruicao dos proteoglicanos e glicosaminoglicanos
extracelulares. Para piorar e levar mesmo a desisténcia do uso deste detergente, provou-se
que a sua citotoxicidade teria influéncia no crescimento das células valvulares endoteliais e
intersticiais do hospedeiro. Desta forma, mostrou-se, mais uma vez, a eficiéncia do
tratamento de descelularizacao com DOA e mais recentemente com Triton-X 100 de forma
a preservar a estrutura da MEC (Dohmen, 2012).

Nesta abordagem das scaffolds xenogénicas podem ocorrer dois tipos diferentes de
seeding, in vitro ou in vivo. No primeiro caso, as células sao introduzidas no xenoenxerto
acelular e cultivadas em bioreatores com condi¢oes propicias ao seu crescimento, e sO
posteriormente se efetua implantagao no doente. Pelo contrario, in vivo ocorre primeiro a
implantagao do enxerto dador no hospedeiro, onde se da a repovoagao espontaneamente,
através da migracao e adesao das células endoteliais ou intersticiais. Neste dltimo caso o
doente é o seu proéprio bioreator (Dohmen et.al, 2009; Dohmen, 2012; Sewell-Loftin et.al,
2011).

Devido a possibilidade de os xenoenxertos derivados de bovino e suino
desenvolverem calcificagao, tém vindo a desenhar-se novas scdffolds de forma a promover
melhorias neste sentido.
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2.1.2. BIOMATERIAIS

Ha diferentes tipos de biomateriais que potencialmente permitem o desenvolvimento
e aperfeicoamento de scaffolds para medicina regenerativa. Tém sido frequentemente usados
biomateriais naturais e sintéticos adaptados de forma a criar um ambiente natural
tridimensional que suporte os sinais biologicos para o crescimento e reorganizagao tecidual.
Podem ser usadas modificagoes na superficie das scaffolds de forma a melhorar as
propriedades seletivas (tais como biocompatibilidade) dos materiais poliméricos sem
alteragao das suas propriedades estruturais (Ghanbari et.al, 2009; Kim et.al, 201 1).

A escolha do material € um elemento crucial no desenvolvimento das valvulas
cardiacas poliméricas, pois determina o fator durabilidade e biocompatibilidade (Ghanbari
et.al, 2009).

2.1.1.1. BIOMATERIAIS NATURAIS

Os polimeros de origem natural tém vindo a ser alvo de muitos estudos pelo facto
de as suas propriedades se compararem com as dos tecidos nativos e pela possibilidade de
induzirem sinais bioldgicos necessarios para conduzir e controlar o crescimento celular
(Sewll-Loftin et.al, 2011).

Estes polimeros sao vantajosos no que toca as propriedades de biocompatibilidade,
abundancia e facilidade de processamento. De uma forma breve, os biomateriais naturais sao
capazes de se ajustar ao microambiente do hospedeiro e induzirem respostas inflamatorias
ligeiras, in vivo. Por outro lado, a sua composi¢ao varia de lote para lote e depende
fortemente do procedimento de isolamento usado (Kim et.al, 201 1).

Na tabela que se segue, descrevem-se diversos polimeros naturais, a disposi¢ao da
medicina regenerativa e algumas das suas principais caracteristicas.
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Tabela 2 — Caracteristicas, desvantagens e vantagens dos polimeros naturais mais comuns na medicina. (Fonte: Assis et.al,
2003; Dasi et.al, 2009; Filova et.al, 2009; Kim et.al, 201 1;)

esponjas ou hidrogéis injetaveis;
preparadas por cross-linking; taxa
de degradagao dependente da
extensao do cross-linking

("4
£ § Caracteristicas Desvantagens Vantagens
-
¢ Principal proteina do tecido e Dificil de obter a e Técnicas de
conjuntivo e mais abundante partir dos doentes; purificagao
em mamiferos e Inseguranca do tecido | desenvolvidas (ex:
e Divide-se em 29 tipos (Tipo | animal derivado de tratamentos
mais abundante e mais colagénio enzimaticos) que
estudado) e Dificil de processar podem eliminar
Scaffolds: e Nao possuem o grau telopeptideos
Sob a forma de espuma, gel, folha| de resisténcia imunogénicos
o) ou esponja; facilmente moldadas; mecanica desejado Pode ser usado na
S possuem porosidade permitindo | e A esterilizacio sua forma intacta
3| |a perfusdo do meio bioldgico; necessaria a aplicacio por ser a principal
Ol |suportam a atividade de muitas in vivo pode induzir a proteina da MEC
moléculas bioldgicas; depois de alteracdes da proteina |® Pode ser reforgado
removidos os telopeptideos sao por métodos de
potencialmente nao- cross-linking,
imunogénicas melhorando a
resisténcia mecanica
e prevenindo
alteragcoes
estruturais
¢ Proteina polimérica natural ¢ Por ser desnaturada Biodegradavel e
produzida por hidrolise parcial possui baixa biocompativel em
do colagénio antigenicidade ambientes
e Substancia translucida, incolor, fisiologicos, sendo
praticamente insipida e frequentemente
inodora usada como agente
e Possui uma cadeia rigida e gelificante em
peso molecular elevado aplicagSes
g | Scaffolds: farmacéuticas e
% Podem ser usadas na sua forma médicas
O intacta ou preparada como Enzimaticamente

degradada no corpo
ao longo do tempo
Diversidade
estrutural, seguranga
e possibilidade
eletrostatica entre
ioes de cargas
diferentes
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Submucosa do intestino delgado (SID)

e Constituida por MEC que nao
apresenta tendéncia a rejeicao
¢ Obtida de um segmento de
jejuno proximal de porco (com
remoc¢ao da mucosa e do
extrato seromuscular)
¢ Segmento de fibras da SID
preferencialmente preferido ao
longo do eixo longitudinal do
intestino
Scaffolds:
Comportamento mecanico
ortotropico (diregao longitudinal
das fibras com maior rigidez e
resisténcia que a diregao
transversal); usadas na forma de
folha intacta ou em po; esponjas
de SID preparadas por cross-
linking; SID na forma de liquido
ou gel com elevada extensao
biomédica (métodos pouco
invasivos)

e Possibilidade de

ronpimento do
segmento do porco,
no processo de
remocao da mucosa

e Permite o

crescimento de
vasos sanguineos,
diferenciacao celular
e resisténcia contra
o desenvolvimento
de processos
infeciosos

Contém grande
variedade de
citocinas (fator de
crescimento
fibroblastico basico,
fibronectinas,
heparinas, etc)

uitosano

e Obtido através da total ou
parcial deacetilagao da quitina
(polimero natural e abundante)
por hidrolise alcalina a elevadas
temperaturas

e Comportamento de resposta
ao pH devido aos policatices
dos grupos amina

¢ Dissolve facilmente em pH
baixo

e Facil formagao de géis

Scaffolds:

Obtidas quimicamente por cross-

linking (interagoes eletrostaticas

entre grupos amino, cationicos e

anionicos), obtendo estruturas
2D e 3D

e InsolGvel em pH’s

elevados;

e Materiais comerciais

consideravelmente
diferentes entre si,
devido aos diferentes
processos de
deacetilagao

Biocompativel
Biodegradavel
Nao-toxico
Nao-antigénico
Biofuncional
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e Polissacarideo muito estudado

e Alginato comercial extraido de
trés espécies de algas
castanhas (Macrocystis pyrifera,
Ascophyllum nodosum e varios
tipos de Laminaria

e Alginato bacteriano produzido
a partir de Pseudomonas e
Azotobacter spp

e Cadeia linear, constituida por
trés “blocos” de comprimento
variavel

e Composicao propensa
a variabilidade devido
a variagoes sazonais e
ambientais

e Gelificacao reversivel,
apos perda de catides
divalentes

¢ Biocompativel e

biodegradavel

e Abundante na

natureza

preenchimento de espagos
Scaffolds:
Propriedades significativamente
melhoradas por cross-linking,
direta ou indiretamente,
formando hidrogéis

0
§ e Polimero aniénico
28 | e Gelifica aquando da interagao
< ~ .
com catides (divalentes ou
monovalentes) — acido alginico
Scaffolds:
De microbeads, géis e hidrogéis
devido as suas biocaracteristicas
e condi¢oes suaves em que
ocorre a gelificagao; para
controlar a reversibilidade da
gelificagao, sao usados gelatina,
tetraborato de sédio ou
albumina com catioes
polivalentes;
e Polimero natural encontrado e Obtém-se em
em muitos tecidos conjuntivos grande escala e
(pele, cartilagem) elimina riscos de
e Polissacarideo linear formado patogénese derivada
por acido glucoronico e N- de animais, quando
acetilglicosamina obtido através de
o |° Encontrado em diferentes bactérias, como
< proporgaoes in vivo Streptococci
9| | Obtido a partir de animais ou Altamente’ i
:g fermentacao de bactérias (facil F)iocom[)ajcwel, nao-
; e controlado) Imunogenico, nao
% e Serve muitas fungoes trombqgénico e
o fisiologicas (tecidos, regulagao viscoelastico
2 da agua) e possui propriedades Componente muito
< estruturais e de comum da MEC em

tecidos
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e Composta por dois e Completamente ¢ Polimero
componentes essenciais: degradavel biodegradavel;

- Fibrinogénio: glicoproteina (desvantajoso quando | ¢ Completamente

soluvel no plasma, sintetizada se requer uma forma degradavel

pelo figado e contendo elevada especifica de scaffold) (vantajoso em

concentragao de fibrinogénio e Baixa capacidade de certas aplicages in

humano; difusao vivo);

- Trombina: contém elevada e Nio induz

concentragao de trombina inflamagao

humana e cloreto de calcio, fator

crucial na conversao enzimatica

do fibrinogénio em fibrina:

Fibrinogénio +Trombina -

fibrinogénio convertido em

monomeros de fibrina

e Os mondmeros sofrem
polimerizagao formando
cadeias longas que formam, de
seguida, um coagulo
estruturado semelhante a um
codgulo fisiologico, simulando
as fases finais da cascata de
coagulagao natural

Scaffolds:

E possivel controlar a

degradagao da fibrina por cross-

linking ou usando inibidores

enzimaticos

Fibrina

2.1.1.2. BIOMATERIAIS SINTETICOS

Tem vindo a dar-se alguma importancia e atengao a obtengao de polimeros com
origem sintética. Contrariamente aos polimeros acima descritos, estes sao reproduzidos
facilmente, em larga escala e através de processos que permitem definir e controlar as suas
propriedades mecanicas. Apesar de poderem reduzir a resposta imune, quando degradados
de forma incompleta podem conduzir a situagoes de inflamagao (Filova et.al, 2010; Kim et.al,
2011).

Com o intuito de aumentar o potencial de crescimento e remodelagao dos tecidos
lesados, scaffolds sintéticas sao cada vez mais uma opgao na medicina regenerativa (Mol et.al,
2009).

Desta forma, na tabela que se segue, apresentam-se os materiais sintéticos, com
capacidade biodegradavel, mais frequentes e disponiveis atualmente.
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Tabela 3 — Polimeros sintéticos com capacidade biodegradavel e suas caracteristicas. (Fonte: Junior et.al, 2007; Kim et.al,
2011; Mol et.al, 2009; Rosa et.al, 2000).

Polimeros sintéticos

Caracteristicas

Polietilenoglicol (PEG)

HO—CH, :h,lo CH,~CH, |-0—CH~CH:-OH

Nao-idnico, biocompativel e com excelentes propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas

Resistente a adsorgao de proteinas e adesao celular
(caracteristicas que minimizam a resposta imune apés
implantagao)

Usado principalmente sob a forma de hidrogel

Hidrogéis hidrofilicos produzidos através de uma variedade de
cross-linking, com propriedades fisico-quimicas sintonizaveis
(permeabilidade, difusividade molecular, equilibrio do teor de
agua, elasticidade, taxa de degradagao);

Acido Polilatico (PLA)

(F r:‘.n:
o T
n

Acido Poliglicélico
(PGA)

i
o (},-*““ .
n

Poliésteres muito usados na fabricagao de scaffolds

Sintetizados a partir da polimerizagao do composto em anel do
glicolideo (PGA) e do lactideo (PLA)

Pobremente sollveis em solventes

Variando as suas proporgoes na scaffold é possivel ajustar a taxa
de degradagao desta ultima

PLA com vantagem em relagao ao PGA, devido a capacidade de
desenvolver estruturas geométricas mais complexas

Acido polilatico-co-
glicolico (PLGA)

0 CH,
_..-"'-HH"H,_;"'-UH"" _.f'«“\-»,_D
L 0 “n

-

Poliéster muito usado na fabricagao de scaffolds

Polimero biodegradavel e biocompativel

Sintetizado por copolimerizagao aleatoria com abertura do anel
de uma mistura de acido glicdlico e lactico

Obtidos diferentes tipos de PLGA através da variagao da
proporg¢ao de acido glicdlico e lactico, utilizados durante a
polimerizagao

Dissolve numa ampla gama de solventes

Scaffolds de PLGA degradadas em condigoes fisioldgicas normais
com taxas de degradagao que dependem das propriedades do
copolimero (grau de cristalinidade, peso molecular, fatores locais)
Degradado por hidrélise produzindo monoémeros originais (acido
glicolico e acido lactico), que podem ser absorvidos pelo
organismo

Policaprolactona (PCL)

e
Faﬂf“mhﬂ“hvf“H

Poliéster alifatico biocompativel, bioreabsorvivel e biodegradavel
Obtido através de polimerizagiao de abertura de anel de € -
Caprolactona usando um catalisador

Compativel com tecidos moles e duros

Degradado sob condigoes fisiolégicas por meio de hidrolise das
suas ligagoes éster

Bom material para scaffolds devido a sua taxa de degradagao lenta,
ideal para aplicagoes de implantagao a longo-prazo

Com capacidade para desenvolver estruturas geométricas
complexas
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¢ Polimero biocompativel, biodegradavel, termoplastico e nao-
Polihidroxibutirato toxico

(PHB) ¢ Produzido naturalmente através de microrganismos (bactéria
Alcaligenes eutophorus, que acumula sob a forma de granulos
intracelulares a partir de substiancias como a glicose e a sacarose),
1GH—CH,—C—0 bem como através de plantas geneticamente modificadas
22 ; ¢ Polimero completamente degradado, gerando CO, e convertido a
biomassa por bactérias, fungos e leveduras

Esta disponivel em 3D uma scaffold aprovada para implantagao, pela FDA,
responsavel pela entrega do firmaco, sutura e barreiras de adesio designada de 3DInsert™"-
PCL. Esta é constituida pelo poliéster PCL (Figura 8) [10].

Didmetro

da Fibra Espagamento

Diimetro
da Fibra

|
T

Espagamento

3D Insert™ . Estrutura 3D Insert™- Parametros da Estrutura

Figura 8 — Estrutura tridimensional e pardmetros da estrutura de scaffold constituida por Policaprolactona (PCL), com fins
de investigagdo em engenharia de tecidos. Os poros desta estrutura sao 100% abertos e interligados, facilitando a adesao
das células, a troca de nutrientes e dos residuos do metabolismo (in [9]).

2.). CONCECAO DE ESTRUTURAS

Esta bem estabelecido que a anatomia estrutural da valvula desempenha um papel
essencial na sua fungao operativa, proporcionando uma estrutura competente e estavel com
caracteristicas anatomicas e histologicas especificas. Considerando a grande complexidade da
anatomia das valvulas naturais, € dificil criar estruturas que tenham caracteristicas anatomicas
e funcionais exatamente iguais as da valvula nativa (Ghanbari et.al, 2009).

Para a criagao de valvulas a partir do desenho de estruturas, é necessario ter em
conta alguns parametros.
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Tabela 4 — Requisitos essenciais ao desenho de valvulas cardiacas (Fonte: Adaptado de Ghanbari et.al, 2009)

e A valvula protésica deve-se adaptar bem a anatomia do novo hospedeiro;

® Os folhetos devem oferecer o minimo de resisténcia ao fluxo de sangue e permitir uma
diferenca de pressao transvalvular sistdlica;

® De forma a nao ocorrer refluxo os folhetos devem garantir um fecho adequado;

® O dano para as células sanguineas e trombogenicidade deve ser minimizado;

e Os picos de stress nos componentes valvulares devem ser tao baixos quanto possivel,
durante todo o ciclo cardiaco, para garantir a durabilidade e ocorréncia de alteragoes

minimas nas caracteristicas geométricas.
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3. CELULAS ESTAMINAIS E REPROGRAMACAO DE CELULAS

A utilizacado de células estaminais (CE) aliada a engenharia de tecidos permite
antever a possibilidade de evitar o uso de proteses, quer naturais quer sintéticas. A
transplantagao celular é uma abordagem atrativa, mas a reprodutibilidade dos resultados
ainda pode constituir um problema (Garbern et.al, 2013). Este trabalho foca-se apenas na
regeneragao das VC’s e nao do coragao em geral, no entanto é interessante destacar o
artigo de Hansson et.al (2009), direcionado para este Gltimo topico.

A terapia com células estaminais tem vindo a ganhar reconhecimento ao longo das
Ultimas décadas. Estas células sao indiferenciadas e com capacidade de se dividirem
indefinidamente dando origem a diversos tipos de linhagens celulares. A descoberta destas
células com potencial para se tornarem maduras e com caracteristicas e fungoes
especializadas, como por exemplo, células nervosas, células cardiacas, células da pele, do
sangue, do osso e da cartilagem, levou o conceito de terapia regenerativa aplicada a
cardiologia a ganhar forma [10].

A engenharia de tecidos encontra limitagdes no uso de proteses valvulares, pois
estas envolvem o isolamento e expansao de células autélogas e subsequente cultivo das
mesmas, numa scdffold adequada, com posterior implantagio no doente. Enquanto que
células provenientes de um dador requerem colheita de um tecido intacto e mostram
algumas limitagoes na sua expansao, o uso de células estaminais pode ajudar a ultrapassar
estas Ultimas. As células estaminais como fonte para a regeneragao de valvulas cardiacas
podem ter origem do sangue, medula &ssea, tecido adiposo, liquido amnidtico, cordao
umbilical, e sao usadas in vitro pela ET (Weber et.al, 2012).

Em fungao da sua origem e/ou capacidade de diferenciagao, as células estaminais
dividem-se em dois grandes grupos, o das células estaminais embrionarias (CEE’s) e células
estaminais adultas (CEA’s), como se pode observar na figura 9.
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Figura 9 — As células estaminais renovam-se por um processo de divisao continua, durante longos periodos de tempo, ou
seja, indefinidamente, (A) Células Estaminais Embrionarias — células que existem numa fase inicial do desenvolvimento do
embrido humano, o blastocisto, antes da introducido nas paredes do Utero. Sio células pluripotentes, isto é, tém a
capacidade de se diferenciarem em qualquer tipo de tecidos ou 6rgaos do organismo. (B) Células Estaminais Adultas — sdo
células mais especializadas que as embrionarias. Estas células sao obtidas apds o nascimento, nio sao diferenciadas e podem
encontrar-se em diferentes partes do nosso organismo, isto ¢, em tecidos especializados e diferenciados, Tém ainda a
capacidade de se auto-renovarem ao longo de toda a vida do organismo — multipotentes. (in [10]).

Devido as desvantagens referidas acerca do método de obtengao das proteses
valvulares, muitos investigadores tém, desta forma, vindo a focar-se nas CE’s, principalmente
nas mesenquimais com origem na medula 6ssea, bem como nas provenientes do sangue do
cordao umbilical (CU) ou de dadores. O facto de a colheita destas células ser facil e de
minima invasividade para o individuo, torna-se mais uma vantagem ao uso das mesmas por
parte dos investigadores (Radoslaw et.al, 2012).

Ocorrem por ano cerca de 290 000 substituigdes de valvulas cardiacas e é espectavel
que o numero de substitui¢coes triplique para o ano de 2050 (Weber et.al, 2012).

3.1. CELULAS ESTAMINAIS EM REGENERACAO DE VALVULAS CARDIACAS

As células estaminais sao definidas pela sua capacidade de se diferenciarem em
qualquer tipo de células do corpo humano. Em estudos clinicos, uma larga variedade destas
células tem sido considerada uma boa aposta para a reparagao de valvulas cardiacas. De
forma a evitar o sacrificio das estruturas vasculares dos doentes sujeitos a cirurgia,
diferentes fontes de CE’s tém sido investigadas (Weber et.al, 2012).

Na tabela que se segue, apresentam-se algumas dessas células.
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Tabela 5 — Células estaminais e sua origem, vantagens e desvantagens das mesmas na reparagao cardiaca. (Foles et.al, 201 I;
Hansson et.al, 2009; Radoslaw et.al, 2012; in [10]; in [11]; in [12]).
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e Capacidade de auto-
2 e Massa celular do renovagao e de
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c . . e Consideragoes
‘g (embrido) * Capacidade de éticas e legais
-g e Tecido conjuntivo formarem g
7] (fibroblastos) cardiomiocitos (fibra
muscular cardiaca)
P e Processo de
9 reprogramagao
S e Células somaticas pouco eficiente
= ulas somati S
= , . o Utilizacao de
n adultas (células e Compatibilidade , ¢
8 . . o virus como
c diferenciadas e genética .
9 ~ . vetores (provavel
5 nao-pluripotentes) S
a contaminagio
5 com DNA
a- Viroso)
e Facil de isolar e o Dfficil isolamento
" expandir em cultura a partir do
S . i - sangue do CU
£ ¢ Sangue do CU CapaC|d:~1de de auto gue d
5 . renovagao e e Obtencgao
= e Matriz do CU - .
5 , multiplicagao elevada dolorosa a partir
a e Medula 6ssea o :
f e Isolamento a 100% da medula ossea
através da matriz do (uso de
Cu anestesia)
e Promovem a
neovascularizacao
® Produzem fatores de
crescimento,
-2 aumentando a e Expansao celular
© e Medula 6ssea quantidade de células in vitro para
9 ¢ Sangue periférico estaminais adultas; contornar a
AT e Instruem as células escassez de CE’s
estaminais adultas a
diferenciarem-se em
células do sistema
imunologico

As células estaminais ou progenitoras apresentam diversas vantagens, tais como o

potencial de se diferenciarem em diversas linhagens in vivo através de estimulos bioquimicos

e mecanicos; caracteristicas imunoldgicas que permanecem em ambientes alogénicos; e
elevada capacidade de proliferagao (Weber et.al, 2012).
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A figura que se segue apresenta as diversas linhagens celulares obtidas através das
diferentes células estaminais. E, ainda, um pequeno esquema do percurso de obtengao de
valvulas cardiacas através do uso de uma scaffold e células estaminais isoladas e cultivadas in

vitro.
A CE’s derivadas de tecido adulto CE’s derivadas de Fetos CE’s induzidas
[ Sangue Medula T‘?Cido 1 Cordio o Liquido amnidtico Cé'}’!as
dssea adiposo umbilica‘l)’(,h Yllos';iade --.“ soma&l.cas
\.») J ” 3 & N 7
q ' ) | _.,f.; . LK

E & &
o Al <—
A’ Isolamento de 5 - -'-')
células estaminais *)
Cultura de células
Doente . 3
Engenharia de
. Tecidos aplicadas a
> valvula cardiaca A\
}‘ ']
5 4 :
VCET Scaffold
o i
| |
Bioreator

Figura 10 — (A) Diferentes origens das células estaminais: de tecido adulto, de fetos e de células induzidas por
reprogramacao de células diferenciadas. (B) Recolhidas células de um doente, com posterior introducido das mesmas in vitro
para a obtengdo de valvulas cardiacas através da engenharia de tecidos - Inicialmente ocorre isolamento das CE’s colhidas
de tecido adulto, com posterior expansao das mesmas em cultura de células. Depois de obtidas as células e escolhida a
scaffold adequada, ocorre o processo de cultivo. Através de diversas condi¢des dindmicas num bioreator sdo obtidas as
valvulas cardiacas desejadas. (Fonte: Adaptado de Weber et.al, 2012).

Recentemente o interesse em gerar células estaminais pluripotentes induzidas
(iPSC) tem aumentado, pois estas sao especialmente destinadas a regeneragao de tecidos.
Estas células sao obtidas a partir da extragao de células somaticas diferenciadas, que ja nao
se dividem, do organismo adulto e através de técnicas especificas é possivel transforma-las
em células capazes de gerar todo o tipo de tecido humano (células estaminais embrionarias).
Como estas células sao produzidas a partir de células do individuo que ira receber o
transplante, o risco de incompatibilidade genética reduz, podendo mesmo desaparecer [12].

Apesar deste trabalho se focar apenas nas valvulas cardiacas, é de destacar o artigo
de Yu etal, (2013) que relata um estudo, para a regeneragao do coragao, baseado na
diferenciagao in vivo de cardiomiocitos derivados de células estaminais pluripotentes
induzidas contendo organelos cardiacos especificos e sistemas de adesao.
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4. CAS0S CLINICOS

Atualmente, a engenharia de tecidos tem vindo a desenvolver estudos, conseguindo
obter resultados bastante favoraveis em diversas aplicagoes incluindo as valvulas cardiacas.
Neste capitulo, referenciam-se alguns estudos e seus resultados.

4.1)  FOLHETOS VALVULARES CARDIACOS DESCELULARIZADOS COM POTENCIAL DE RECELULARIZACKO

Este ponto refere um estudo efetuado por um grupo de investigadores, liderado
por Syedain ZH, no departamento de Engenharia Biomédica da Universidade de Minnesota,
EUA.

Syedain etal (2013) promoveu um estudo mais direcionado para doentes de
pediatria, passou varios meses a observar, in vivo, a contragao e regurgitacao dos folhetos de
valvulas cardiacas implantadas.

Para promover o desenvolvimento de MEC madura, colocaram-se células contrateis
numa scaffold de fibrina, que levou a formagao dos folhetos da nova valvula cardiaca. Apos a
formagao dos folhetos, removeram-se as células por tratamento com detergentes (1% de
SDS e 1% de Triton), onde as analisaram por quantificagao de DNA e Western Blot.

Os resultados das andlises provaram que a MEC formada nao apresentava
alteragoes significativas em relagao a nativa. Para além disso, testaram também o potencial de
recelularizacao dos folhetos descelularizados, através do cultivo de células estaminais
mesenquimais (CEM’s) na superficie dos mesmos. O estudo durou cerca de |-3 semanas e
foi dividido em dois meios de cultura, Ml e M2. No primeiro permaneceu o fenotipo das
CEM’s e no segundo promoveu-se o potencial de diferenciagao dessas ultimas em células
com fendtipo intersticial.

Como resultado, Syedain etal (2013), verificou que os folhetos foram
recelularizados em maior concentragao no meio de cultura M2, seguido de M|, com minima
invasao de células nos folhetos nativos descelularizados.

4.)  VALYULAS CARDIACAS HUMANAS USANDO CELULAS CRIOPRESERVADAS DO CORDAO UMBILICAL

O trabalho desenvolvido por Sodian et.al (2006), no Departamento de Cirurgia
Cardiotoracica e Vascular, de Fisiologia, de Biologia Celular, de Neurobiologia e de Cirurgia
Cardiovascular, de diferentes universidades de Berlim, mostra o potencial das células
estaminais do cordiao umbilical no que toca a patologia das valvulas cardiacas.

Apos um nascimento, o cordao umbilical foi colhido, possibilitando o isolamento de
células vasculares. Algumas semanas apos o nhascimento criopreservaram-se células
vasculares do cordao umbilical e investigou-se a capacidade destas servirem como uma boa
fonte para valvulas cardiacas.

Neste trabalho isolaram-se segmentos vasculares do cordao umbilical e
criopreservaram-se num banco de células, durante cerca de 12 semanas. Ao fim desse
tempo, as células foram expandidas em cultura e analisadas por histologia,
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imunohistoquimica e por ensaios de proliferagao. Adicionalmente foi fabricada uma scaffold
porosa com carateristicas biodegradaveis (polimero poli-4-hidroxibutirato) onde se
colocaram as células criopreservadas do cordao umbilical. Depois do método de cultivo
ocorreu crescimento in vitro pois a scaffold foi colocada num sistema dinamico de cultura de
células (bioreator). Para finalizar, a valvula obtida foi implantada no doente (Figura I1).
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Figura 11 — Engenharia de tecidos para o fabrico de valvula cardiaca humana — Inicialmente efetuada ecocardiografia fetal
de diagnostico cardiaco com defeitos congénitos. Devido aos resultados do diagnostico células da parede vascular do
cordao umbilical sdo colhidas, isoladas, expandidas in vitro e criopreservadas em bancos de células. Na altura ideal para
cirurgia, as células criopreservadas sao descongeladas e recultivadas numa scaffold biodegradavel, com caracteristicas de
valvula cardiaca. Num bioreator ha construgio celular (sistema de cultura de células com caracteristicas dinimicas) e
crescimento in vitro. Depois da maturagdo no bioreator, a valvula cardiaca proveniente da engenharia de tecidos é
implantada no mesmo doente (Fonte: Adaptado de Sodian et.al, 2006)

Os investigadores observaram que o processo in vitro ocorreu sem quaisquer
contaminagoes e ainda, que obtiveram mais de trés vezes a quantidade de células que
necessitariam para a construgao do tecido desejado.

O estudo focou-se em modelos animais, mas devido aos resultados favoraveis das
varias experiéncias comegam a criar-se condigoes para potencial aplicagao em humanos.

4.3)  CELULAS ESTAMINAIS ADMINISTRADAS POR CATETER — IMPLANTACKO DE VALVULA AORTICA

O objetivo de estudo de Emmert etal (2012) foi investigar a fiabilidade da

implantagao de células estaminais, através de um cateter, na posicao da valvula aodrtica
(Figura 12).
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Figura 12 — Células estaminais transportadas em cateter, para a posi¢ao da valvula aédrtica. (1) A medula éssea é aspirada
do esterno para uma seringa com heparina, (2) posteriormente as células mononucleares, da medula, sdo obtidas por
centrifugagao (3) e cultivadas numa scaffold de fibrina acoplada a um stent de valvula cardiaca. (4) Quando o cateter atinge o
ponto alvo, sofre dilatagdo libertando o dispositivo. A duragido deste processo, desde a colheita das células até a sua
implantacao, demora cerca de 2h. (Adaptado de: Emmert et.al, 2013)

O estudo deste grupo de investigadores foi feito num conjunto de |2 animais,
divididos em 3 grupos, consoante o tempo de acompanhamento (Grupo A — a cada 4h;
Grupo B — a cada 48h, Grupo C — | a 2 semanas).

O primeiro grupo de experiéncias (Grupo A) foi estudado sob condigdes extremas,
de forma a estabelecer viabilidade técnica da implantagao da nova valvula cardiaca em
posigao aortica, com especial interesse nos aspetos técnicos, isto &, insergao do dispositivo e
o posicionamento 6timo tendo em conta as condi¢goes anatémicas da aorta.

De forma a poder avaliar a estabilidade e funcionalidade da valvula, bem como a
rapida remodelagao tecidual, os outros grupos (B e C) foram seguidos num espagamento de
tempo maior (Figura |3).
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Figura 13 — Distribuicdo dos animais em estudo por grupos, de acordo com o tempo de acompanhamento. No grupo A
todos os animais foram seguidos devidamente, ja no grupo B, s6 3 dos 5 terminaram o acompanhamento. Por fim, no grupo
D, um deles terminou ao fim de | semana e outro ao fim de 2 semanas (Adaptado de Emmert et.al, 2013).
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Uma scdffold de fibrina, com 3 folhetos, foi usada para transportar as células
mononucleares provenientes da medula 6ssea de ovino, assim como também serviu de
condutora do stent. Antes de qualquer implantagao no animal doente, foi avaliado qual o
tamanho ideal do stent, tendo em conta o anel da aorta.

Apos operagao, a posicao do stent foi controlada por angiografia e tomografia e a
anticoagulacao efetuada com o recurso a aspirina (100mg/dia).

No grupo B, dois dos cinco animais nao terminaram o acompanhamento. Um deles
sofreu insuficiéncia cardiaca aguda apés a implantagao do dispositivo perto da saida do
ventriculo esquerda, que apos algumas horas acabou por migrar para dentro deste ultimo. A
entrega do dispositivo no outro animal foi bem-sucedida, mas apesar disso este acabou por
nao aguentar pois ocorreu, apos algumas horas, disfungao grave de folheto valvular que
levou a ocorréncia de regurgitagao. No grupo C um animal também nao sobreviveu devido a
uma deslocagao do stent.

Exceto os animais que nao resistiram ao estudo, todos os outros toleraram bem
todo o procedimento sem quaisquer complicagdes hemodinamicas, verificando-se até uma
boa circulacao sistémica, com abertura e fecho controlados da nova valvula.
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5. CONCLUSAO

O objetivo principal desta dissertacao foi rever a utilizagao da engenharia de tecidos
aplicada as doengas cardiovasculares, focando-se na aplicagdo de valvulas cardiacas com
origem em tecidos xenogénicos (descelularizados), scaffolds (naturais ou sintéticas) e células
estaminais.

A principal aplicagido da engenharia de tecidos recai na obtencio de métodos
simples de gerar scaffolds biocompatives, biodegradaveis e vascularizadas com a mesma
complexidade da observada nos tecidos nativos. Estes métodos podem ir além da engenharia
das valvulas cardiacas, tendo-se vindo a verificar igual sucesso em o6rgaos como o figado,
pulmao, rim, entre outros.

A incapacidade das valvulas cardiacas crescerem ou se remodelarem depois da
reparagao ou reconstru¢ao de estruturas cardiovasculares, por cirurgia, quer em individuos
adultos ou jovens, leva a uma elevada fonte de morbidade e mortalidade. Aplicagoes como,
scaffolds de origem sintética ou natural, solucionam de alguma forma alguns dos problemas
provenientes das cirurgias de reparagao valvular, pois é possivel escolher o material
adequado, tendo em conta a durabilidade pretendida.

Apesar de todas as vantagens inerentes a estes dispositivos ha ainda varias
dificuldades que se espera venham a ser ultrapassadas gragas ao uso de células estaminais.
Estas células podem ser obtidas a partir de embrides (células estaminais embrionarias),
diferentes linhagens celulares do organismo (células estaminais adultas) ou ainda por
reprogramacao de células somaticas do proprio doente. Depois de isoladas ou
reprogramadas podem ser diferenciadas de forma a adquirirem as condigoes adequadas a sua
funcao no miocardio, reduzindo a possibilidade de inflamagao e rejeicao por parte do
organismo do doente e reproduzindo tanto quanto possivel a arquitetura e funcionalidade da
valvula original.
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ANEXOS

I. Dados Europeus de colheita de Tecidos

77,33 1,06 5,11 4,93 4743
75,56 ND 4,28 2,77 0,92
112,79 377 1387 3,29 50,31
75,71 57 0,19 213 68,50

3851 7.30 5,18 58,77

Figura 14 — Dados Europeus da colheita de tecidos de 2010. Portugal esta abaixo das médias europeias no que toca a
colheita de tecidos, sendo o pais com menos colheita de valvulas cardiacas (in [I3]).

2. Evolucao da Transplantacao cardiaca em Portugal
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Figura 15 - Evolucdo da Transplantagdo cardiaca em Portuga. A transplantagio cardiaca em Portugal aumentou 6,4%
em 2010, com um total de 558 transplantes cardiacos (in [I3]).
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3. Células Estaminais

Células Estaminais Embrionarias

Embrido criado por Fertilizacie ou Clonagem
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Figura 16 — Células Estaminais Embrionarias, Adultas e Pluripotentes Induzidas — Origem e obten¢do das células
estaminais. Células estaminais embrionarias obtidas através de fertilizagdo ou clonagem, com a formagdo de embrido.
Células estaminais adultas obtidas de tecidos adultos (diferenciados). E células pluripotentes induzidas (iPSC) obtidas a
partir de células diferenciadas com adicdo de genes e produtos quimicos, levando-as a ter comportamento de células
estaminais embrionarias [14].
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Figura 17 — Fonte de células estaminais embrionarias e adultas.

blastocisto pré-implantado podem ser isoladas e cultivadas in vitro,
capacidade de se auto-renovarem (células pluripotentes). Apods

Auto-rnnovigas

Apés a fecundagdo, as células da massa celular do
dando origem a células estaminais embrionarias com
implantacdo, células isoladas de blastocisto (células

estaminais de epiblasto) sio igualmente pluripotentes podendo dar origem a células de 3 camadas germinativas, apesar de

terem capacidade restrita de diferenciagdo, em relagio as CEE. A

partir do embrido podem obter-se células germinais,

também pluripotentes, e ainda células estaminais do cordao umbilical, hematopoiéticas e mesenquimais. Varios tecidos do
organismo adulto contém células imaturas (células estaminais adultas ou somaticas) que permitem a reposi¢do das células
perdidas por morte natural do tecido ou lesao. (Fonte: Adaptado de Braganca et.al, 2010)
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