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Estratégias de bioengenharia tecidual na reconstrugao Gssea
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Resumo

A possibilidade de regeneragao de tecidos e 6rgaos com algum tipo de dano biolégico tem-se constituido numa preocupagao
notdvel ao longo dos séculos. Reconstrugoes dsseas adequadas dependem da regeneragio tecidual desencadeada pela
atividade de células-tronco mesenquimais. No entanto, o conhecimento da origem e das caracteristicas fenotipicas dessas
células, como também dos fatores que as governam, durante as etapas de formagao e remodelacio dsseas, ¢ limitado.
Técnicas de investigagdo sobre a sua replicagdo ex vivo e posterior implantagdo in vivo estdo, atualmente, sendo
implementadas. Por sua vez, recentes avancos na drea de biomateriais tém concentrado esfor¢os para a sua apropriada
aplicagdo clinica. Este trabalho tem como objetivo revisar os aspectos mais relevantes acerca do emprego das células-tronco
mesenquimais nas estratégias da bioengenharia tecidual dssea.

Palavras-chave: engenharia tecidual; células-tronco mesenquimais; reconstrugao dssea.

INTRODUCAO

A Bioengenharia Tecidual e a Medicina
Regenerativa comp6em novas dreas que investi-
gam técnicas de regeneracdo tecidual a partir de
marcadores naturais (fatores de crescimento) e
componentes do préprio organismo (células-
tronco mesenquimais) (ROSE; OREFFO,
2002). Assim, sao duas vertentes de especial
interesse e de mudangas céleres, as quais envol-
vem progressos exponenciais, principalmente na
medida em que pesquisadores, envidando es-
forgos para o avango das bases cientificas que as
norteiam, aproximam-se da aplicagio clinica do

objeto de sua investiga¢ao, elaborando, por con-
seguinte, novos parimetros para produgio de
tecidos 77 vitro, assim como para a elaboragio
de procedimentos que envolvam reparo e rege-
neragio teciduais iz vivo.

Em contraste com outros tecidos, o 0sso
é remodelado de forma continua, durante toda
a vida da maioria dos vertebrados, inclusive o
homem. Quando lesdes ou defeitos sseos ocor-
rem, nas mais variadas situagbes clinicas, a re-
construgdo tecidual, que devolve integridades
funcional e mecénica, constitui-se num passo
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necessdrio para a reabilitagio do paciente. A
maior parte dessas lesdes, em virtude do seu
potencial de regenera¢ao espontinea, repara-se
adequadamente pelo emprego de terapias con-
servadoras ou técnicas cirdrgicas convencionais.
No entanto, procedimentos de enxertia e subs-
tituigdo Gssea sdo freqiientemente necessdrios,
especialmente, em Ortopedia e em intervengoes
bucomaxilofaciais, quando da existéncia de de-
feitos extensos decorrentes de traumas, proce-
dimentos cirtrgicos e deformidades dsseas con-

génitas (CANCEDDA et al., 2002).

REVISAO DE LITERATURA E DISCUSSAO

H4 aproximadamente quatro décadas,
descobriu-se a potencialidade de as células-tron-
co hematopoiéticas diferenciarem-se em multi-
plos tipos distintos. Nao mais que hd duas dé-
cadas, as primeiras células-tronco embriondrias
murinas foram isoladas e submetidas a prolife-
ragio in vitro. E hd apenas quatro anos, os pri-
meiros relatos sobre a pluripotencialidade das
células-tronco embriondrias removidas de
blastocistos e fetos humanos abortados foram
realizados.

Apesar da existéncia de questbes éticas
envolvidas, o poder cientifico na manipulagao
dessas células torna-se ilimitado, na medida em
que as suas caracteristicas fenotipicas sejam ade-
quadamente mapeadas. Assim, a bioengenharia
tecidual é uma drea sem fim aparente, onde os
maiores percalgos residem na aplica¢io clinica
dos seus achados 7 vitro.

Na estratégia da bioengenharia do tecido
ésseo, o transplante autégeno de células é um
dos mais présperos conceitos em desenvolvimen-
to, na medida em que elimina a morbidade do
sitio doador, em interveng¢bes que envolvem
enxertia autdgena, suprime reagdes de
imunogenicidade inerentes a procedimentos que
utilizam enxertos alégenos, assim como evita o
risco de insucessos que permeia regimes
terapéuticos a base de implantes alopldsticos
(VACANTT et al., 1998) na reconstrucio das
estruturas envolvidas.

Torna-se premente, portanto, estabelecer
condi¢bes para que o tecido sseo possa se rege-

71

nerar em situagdes clinicas consideradas inéspi-
tas, como em locais que apresentem suprimen-
to sangiiineo comprometido, em dreas de dificil
consolidagao, em regides que possuem defeitos
com dimensoes criticas, em levantamentos de
seio maxilar, onde o osso é conduzido a se for-
mar em condi¢des isentas de carga, ou onde o
tecido esteja completamente ausente. Para a
maioria dessas aplicagdes, uma fonte celular ¢
imprescindivel (BOYAN et al., 1999).

Dessa forma, as células-tronco mesen-
quimais proporcionam, a0 menos teoricamen-
te, essa inesgotdvel fonte celular que, a depen-
der do tipo e do fator de crescimento envolvido,
pode originar determinado tecido ou virios te-
cidos do corpo, tais como 6sseo, cartilaginoso,
adiposo, fibroso, muscular e medular. Os fato-
res de crescimento, por sua vez, desempenham
papel fundamental no controle da proliferagao
e diferenciagao desses tipos especificos de célu-
las (CANCEDDA et al., 2002).

Assim, células-tronco sio comumente
definidas como células multipotentes, com ca-
pacidade de se diferenciarem em um ou mais
tipos de células especializadas. Em bases teéri-
cas, podem ser retiradas de um determinado
paciente, incorporadas a uma matriz tecidual ex
vivo, e implantadas no mesmo individuo quan-
do o reparo tecidual se tornar essencial, evitan-
do-se medidas protocolares de imunossupressao.
Durante essa incorpora¢io, sofrem diferencia-
¢ao pela indug¢io de alteracdes nas condi¢oes de
seu cultivo, ou ainda 7z vive, em conseqiiéncia
do estabelecimento de novo microambiente fi-
siolégico na drea transplantada.

Importante ressaltar que células-tronco
embriondrias sao derivadas das células da cama-
da mais interna do blastocisto ou tecido fetal
gonadal. Embora nio se duvide que constitua a
célula-tronco de maior plasticidade, questoes
éticas restringem a sua manipulagio, ainda que
a comunidade cientifica e o grande publico te-
nham concentrado aten¢io no seu promissor
potencial para a realizacio de terapia celular
regenerativa, envolvendo doengas que afetam
érgaos importantes do corpo humano (ALISON;
POULSOM; WRIGHT, 2002).

Nesta abordagem, evidencia-se que célu-
las diferenciadas, retiradas a partir de tecidos
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adultos, exibem uma capacidade de prolifera-
¢ao muito limitada. Isso representa sérias restri-
¢Oes a sua expansao em cultura e ao seu uso para
reconstrugdo tecidual 77 vitro. Assim, em parti-
cular, as células indiferenciadas de individuos
adultos e de origem hematopoiética parecem
corresponder as mais versdteis, originando di-
versas linhagens celulares e sendo aparentemente
capazes de se diferenciarem em muitos outros
tipos, num fenémeno dito transdiferenciagao
(ALISON; POULSOM; WRIGHT, 2002).

Uma descri¢ao extremamente simplista
pode resumir o procedimento de reconstru¢io
Ossea a partir de células-tronco mesenquimais,
provenientes de um determinado volume des-
sas células, como sendo: a) isolamento das célu-
las em cultura, b) posterior expansiao das mes-
mas ex vivo, c) cultivo e transporte dessas célu-
las por meio de uma substincia carreadora e d)
implantacio local. No entanto, por se tratar de
reconstru¢ao tecidual extremamente complexa,
uma vez ser o tecido dsseo estrutura
tridimensional com componentes internos, e
apresentar taxa de renovagio tecidual
marcadamente inferior & pele ou sangue, pode-
se presumir que esse remodelamento
corresponda a uma etapa de longa dura¢io
(BIANCO; ROBEY, 2001).

De forma geral, exaustivas investigagoes
se impdem para o estabelecimento adequado
desse regime protocolar, como também, para a
préxis clinica (BISHOP; LEE; POLAK, 2002).
Problemas de acessibilidade a esses espécimes
celulares, baixa freqiiéncia (por exemplo, na
medula dssea existe cerca de uma célula-tronco
para cada 100.000 células constituintes), po-
dem se constituir em aspectos que restrinjam a
sua aplicagdo no desenvolvimento de técnicas
de bioengenharia tecidual (VOGEL, 2001), ain-
da que avangos tecnoldgicos tenham se configu-
rado no sentido de prover, desde desenhos apri-
morados de matrizes osseocondutoras, como
implementacao de terapias celulares e genéti-
cas, o que determina a institui¢ao de recursos
inusitados para emprego em situagoes singula-
res (BOYAN et al,, 1999).

Abukawa e colaboradores (2003), bus-
cando técnicas menos invasivas para procedi-
mentos bucomaxilofaciais de reconstrugao 6s-
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sea, isolaram células-tronco mesenquimais,
oriundas da medula éssea de trés animais da
espécie suina, submetendo-as a técnicas de cul-
tivo. Concomitantemente,
osseocondutoras biodegraddveis foram obtidas
a partir de moldes de estruturas condilares
higidas de animais de mesma espécie. Apés to-
dos os cuidados necessdrios na construgao e pre-
servagao de tais matrizes e na replicagio das cé-
lulas isoladas, foram utilizados suplementos
osteogénicos (100nm de dexametasona, 50 ug/
ml de 4cido ascérbico e 10nm beta-
glicerofosfato) na indugao da sua diferenciagao
em células sseas. Apds trés dias, os osteoblastos
recém diferenciados foram introduzidos e man-
tidos por seis semanas juntos a matriz
osseocondutora, num sistema rotacional chama-
do de biorreator, capaz de proporcionar tensio
de oxigénio suficiente para a sua replicagio.
Depois de 42 dias de incubacdo, a superficie
celular foi avaliada, usando-se um microscépio
com aumento de cinco vezes. Os autores consi-
deraram satisfatéria a construgio de tecido Gs-
seo autblogo, associado ao uso de polimero sin-
tético biodegraddvel e células mesenquimais.
Pontuaram, ademais, a natureza conservadora
da técnica empregada e a aplicagdo promissora
do uso de biorreatores na adequada
mineralizagdo dssea, a partir de osteoblastos re-
plicados, e ainda que a técnica de bioengenharia
conduziu a uma estrutura consistente, branca e
com a forma similar a de um céndilo de porco
higido. Preconizaram por fim, que a combina-
¢do entre exposi¢des endoscépicas com a
bioengenharia tecidual permitird que deformi-
dades adquiridas ou congénitas possam ser
corrigidas com um relativo baixo custo e mini-
mo internamento hospitalar.

Baseado no conceito de resposta celular
por remodelagio Gssea em razao de requerimen-
tos funcionais, a aplicagao de estresse mecanico
em sistemas celulares sob cultivo talvez seja im-
portante na sua bioengenharia tecidual. Os
biorreatores desenvolvidos por Hidetomi Terai,
em 2002, produzem 4timas concentragoes de
oxigénio e uma carga (for¢a) continua, produzi-
da a partir de pressao hidrdulica sobre a cultura
de células, ora implantada na matriz
osseocondutora. Tem sido demonstrado que o

matrizes



tecido dsseo proveniente desse protocolo de re-
construgao ¢ formado por uma matriz densa e
adequadamente mineralizada. Nao obstante, até
o momento, o tecido dsseo com a sua inerente
vasculariza¢io ainda nio foi satisfatoriamente
reconstruido ex vive. Virtualmente, existem duas
alternativas para se superar essa questao: implan-
tar uma matriz nao vascularizada e permitir in-
vasao vascular 7z vivo, ou utilizar técnicas mi-
croscépicas de bioengenharia para se produzir
osso vascularizado (ABUKAWA et al., 2003).
Uma das limitacoes dessa técnica investigada
constituiu-se na formagio dssea superficial.

Para uso clinico, uma penetragao celular
mais profunda ¢ necessdria para reconstrugio de
osso funcionalmente adequado. No entanto, ¢
plausivel que sé se atinja essa formagao Gssea
uniforme quando a técnica de vascularizagao do
tecido reconstruido estiver dominada.

Yamada e colaboradores (2003) testaram
o uso de uma combinagao de gel a base de fibrina
com beta-fosfato tricdlcio, como substincias
carreadoras biodegraddveis, e células-tronco
mesenquimais na formagdo dssea heterotpica
em ratos. O gel de fibrina é composto de
fibrinogénio e trombina, funcionando como
uma relevante matriz, com potencial condutor
bioldgico para transplantacao tecidual, em fun-
¢do de sua comprovada biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de favorecer
adesao celular. Células-tronco mesenquimais em
proliferacao foram removidas de fémures de ra-
tos, fragmentadas e misturadas ao gel, sendo
dispostas em seringas. Em seguida, foram inje-
tadas no tecido subcutineo do dorso de quinze
ratos de igual linhagem dos que forneceram as
células-tronco mesenquimais. Oito semanas apds
a implantacao, a avaliagio macroscépica demons-
trou a existéncia local de massa opalescente e de
consisténcia firme. Histologicamente, observou-
se a presenca de estrutura Gssea recém formada
em todas as dreas que sofreram inje¢ao do mate-
rial, mas nenhuma nos sitios-controle, que re-
ceberam o gel sem as células-tronco
mesenquimais. Adicionalmente, osteopontina,
uma protefna importante no desenvolvimento
6sseo, foi identificada por meio de técnicas de
imunohistoquimica. Os autores concluiram que
a mistura em evidéncia pode levar 4 formagio
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dssea com éxito, possibilitando a regeneracio de
defeitos e reconstru¢ao anatdémica e funcional
com minima invasio tecidual, pela geragio
autégena de tecido dsseo.

Schneider e colaboradores (2003) avalia-
ram a capacidade do tecido dsseo transplantado
no dorso de ratos, e formado a partir da remo-
¢ao e cultivo adequado de células-tronco
mesenquimais, provenientes de fémures, tibia e
umero de animais de mesma linhagem, em res-
ponder a fatores bioldgicos sistémicos de ma-
neira similar ao osso local pré-existente. Assim,
com o objetivo de investigar essa possivel remo-
delagio dssea, foi administrado, de forma
sistémica, uma semana apds o transplante celu-
lar, 0 horménio da paratiredide (PTH) em do-
ses apropriadas para o estabelecimento de ativi-
dades tanto anabdlicas quanto catabdlicas, nos
animais receptores do tecido dsseo. Seguindo-
se ao sacrificio dos mesmos, vinte e um dias apSs
a primeira administra¢io do hormoénio, foram
realizados exames histolégicos, histomor-
fométricos, radiografias e tomografias
computadorizadas. Os resultados demonstraram
que o tecido dsseo ectdpico foi responsivo ao
tratamento sistémico com PTH, servindo assim,
como um modelo 77 vivo, para se estudarem os
fendmenos que envolvem a homeostase dssea.
Ou seja, quando submetido a doses indutoras
de atividade catabélica, revelou intensificar o seu
desempenho osteocldstico, ao passo que, em
doses apropriadas para o anabolismo, foi perce-
bido um incremento na massa déssea trabecular.
Conveniente apontar que o PTH desempenha
papel precipuo nos fendmenos de regulagao
extracelular de cdlcio. Um dos achados mais
significantes nesse estudo foi o aumento subs-
tancial no trabeculado 6sseo, seguido ao trata-
mento com doses anabdlicas do paratormonio.

Atualmente, hd muito interesse nesse efei-
to, em vista da possibilidade do uso de agentes
anabdlicos no tratamento de doengas dsseas
metabdlicas, particularmente a osteoporose. De
fato, dentre os vdrios agentes existentes, o PTH
¢ visto como o mais promissor para o tratamen-
to da osteoporose em mulheres e homens
(NEER et al., 2001).

O mecanismo bdsico pelo qual o trata-
mento com o PTH, em doses anabdlicas afeta
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positivamente as estruturas osseas, nao estd com-
pletamente elucidado, ainda que esse efeito te-
nha sido associado ao aumento na proliferagao e
diferencia¢io das células osteogénicas
(NISHIDA et al., 1994), como também na pro-
longacao do tempo de atividade dos osteoblastos
(JILKA et al., 1999).

Extremamente oportuno é acentuar que
esse modelo de estudo vai muito além da apli-
cagdo de células-tronco mesenquimais com vis-
tas a regeneragao tecidual dssea. Tendo sido de-
monstrado que o osso recém formado se com-
porta de forma similar ao osso normal, as estra-
tégias de terapia celular regenerativa, dentro do
universo da bioengenharia tecidual, talvez pos-
sam ser utilizadas em conjun¢ao com agentes
anabdlicos para amplificagio e otimizagao da
formagao dssea em sitios de regeneragao tecidual.
Dessa forma, adicionando um estimulo fisiolé-
gico a atividade regenerativa do osso em recons-
trugdo, talvez se propicie a constitui¢ao de teci-
do dsseo que mais efetivamente mimetize o 0sso
normal pré-existente (SCHNEIDER et al.,
2003).

Sugiyama e colaboradores (2003) avalia-
capacidade de células-tronco
mesenquimais, de origem hematopoiética, mo-
dificadas geneticamente por transdugao, em for-
mar 0sso em ratos imunocompetentes. Por meio
de vetores de adenovirus, expressou-se um fator
de crescimento importante na osseoindugio
(Bone morphogenetic proteins - BMP). Na pre-
sencga desse fator, as células apresentam um
fendtipo caracterizado pelo aumento da ativi-
dade da fosfatase alcalina, um marcador da sua
diferenciagao em osteoblastos, e também pro-
dugio da osteocalcina. Quatro semanas apds a
injegao das células-tronco modificadas geneti-
camente no tecido muscular dos ratos, radio-
grafias detectaram a presenca de ossiculos na
regidao. Mais ainda, apés oito semanas, andlises
histolégicas demonstraram a presenga de osso
completamente formado, incluindo osso cortical
e medular, nos respectivos sitios. Ficou compro-
vada, entio, a formacio dssea em ratos
imunocompetentes, pela inje¢ao de células-tron-
co geneticamente modificadas, nao submetidas
a cultivo e diferenciacao em células osteogénicas

ram a

ex vivo.
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A osseoindugiao ¢ mediada por diversos
mecanismos relacionados a proliferagio e dife-
renciagao de células-tronco mesenquimais, as-
sim como pela sua habilidade em sintetizar
matriz 6ssea (KATAGIRI et al., 1994). As pro-
tefnas morfogenéticas participantes do metabo-
lismo dsseo correspondem a fatores de cresci-
mento com propriedades
osseoindutoras, incluindo a capacidade de in-
duzir formacao dssea heterotdépica in vivo
(URIST; DeLANGE; FINERMAN, 1983).
Também tais proteinas apresentam a capacida-
de de induzir ossificagio endocondral em sitios
portadores de fraturas e, assim, serem potenci-
almente tteis em acelerar o reparo ésseo. A sua
inje¢ao de forma isolada, sem substincias
carreadoras, no entanto, induz a pequena for-
magao §ssea em animais imunocompetentes,
como também a uma severa inflamacio local.
Uma das maneiras para contornar essas dificul-
dades ¢ associar a sua implantagio nos referidos
sitios as células-tronco mesenquimais
(SUGIYAMA et al., 2003).

A transferéncia genética, mediada por
vetores de adenovirus, por sua vez, configura-se
como eficiente sistema para liberagao das diver-
sas formas recombinantes de fatores de cresci-

relevantes

mento 7z vivo, especialmente apropriado nesse
caso, uma vez que a sua sinaliza¢io, sem o fend-
meno da transdugao genética, leva a uma indugao
de formagao dssea demorada, que envolve, por
vezes, semanas. Dessa forma, a sua ligagdo tem-
pordria a substincias carreadoras, pela expres-
sdo génica mediada pelo adenovirus, seria, por-
tanto, suficiente para tratar fraturas e defeitos
dsseos, visto que a produgio cronica dessa pro-
tefna nio se faz necessdria nessas situacoes. Mui-
to embora o estudo tenha demonstrado que a
implantagao das células-tronco mesenquimais
modificadas geneticamente obteve éxito na for-
magao dssea em ratos imunocompetentes,
remanesce a ddvida sobre se essas células apenas
funcionam como carreadoras do fator de cresci-
mento osseoindutor ou se, efetivamente, elas se
transdiferenciam em osteoblastos in vive
(SUGIYAMA et al., 2003).

Para esclarecer tal questao, torna-se indis-
pensdvel testar a utiliza¢do de substancias
carreadoras para as células geneticamente mo-



dificadas, fazendo com que as mesmas se man-
tenham concentradas num determinado sitio e
que o mesmo, apds sua implantagdo, possa ser
examinado com vistas a se detectar a presenga
de células dsseas originadas a partir de células
osteogénicas.

CONCLUSAO

A bioengenharia tecidual tem participa-
¢do imperativa nas terapias regenerativas 6sseas.
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Estudos in vitro e in vivo com células-
tronco mesenquimais associadas aos biomateriais
para o reparo tecidual tém apresentado resulta-
dos promissores na aplicagdo clinica.

As evidéncias cientificas revistas no nosso
trabalho, assim como a constatacio dos avancos
mencionados, sugerem que estudos prospectivos
$30 necessdrios para ratificar a sua aplicacao cli-
nica.

Tissue engineering strategies in the bone reconstruction

Abstract

The possibility of regeneration and repair of damaged tissues and organs has been a major concern for
centuries. Appropriate bone reconstruction depend on the tissue engineering promoted by the Mesenchymal
stem cells. However, the knowledge about their origin and fenotypical features, as wel as, about the growth
Jactors that govern their activities and the steps related to tissue regeneration is limited. Practical methods
involving the ex vivo expansion and in vivo transplantation of the stem cells are currently being tested. On
the other hand, recent advancements in the biomaterial field have concentrated efforts towards its clinical
application. This paper seeks to review the most important aspects of the Mesenchymal stem cells in the
strategies of bony tissue engineering.

Keywords: tissue engineering; mesenchymal stem cells; bone reconstruction.
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