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Summary
Principles of tissue engineering using for vascular reconstruction
Current paper represents review of literature concerning possibilities of using tissue
engineering for vascular reconstruction. There are analyzed modalities of application of various
methods of revascularization, especially in patients with peripheral arterial disease.

Rezumat
tisulare in reconstructia vasculara. Sunt analizate modalitatile de aplicare a diverselor metode de
revascularizare, preponderent la bolnavii cu patologie vasculara periferica.

Introducere

La ora actuala biomaterialele sunt in centrul inovatiilor datoritd utilizarii pe larg in
tratamentul traumatismelor, unor afectiuni de geneza diferita, in special a celor de caracter
cardio-vascular. In cadrul ingineriei tisulare urmeaza progreze considerabile care se integreaz
intr-o abordare mai larga si care apeleazd la technicile avansate ale chimiei polimerilor,
biotehnologiei si terapiei celulare. Aceasta abordare multidisciplinara tine sa asocieze intr-0
singura unitate functionald un material (fie sintetic, fie natural, pe cit de posibil degradabil), si un
compus cellular, intr-o arhitectura tridimensionald. Este vorba de a favoriza cu aceste
biomateriale hibride aptitudinea organismului de a se repara. De la ingineria biologica si
medicala la ingineria tisulara, biomaterialele ocupa permanent un loc central.

Numeroase tehnici chirurgicale apeleaza la biomateriale (tratamentul traumatismelor,
patologii cardiovasculare, oftalmologice). Este vorba de un domeniu vast, multidisciplinar care
implica stiintele fizice si chimice, stiintele pentru ingineri, stiintele viului si medicina.
Comunitatile stiingifice si medicale impreuna cu publicul larg se bucura de o evolutie fulminanta,
de progrese deja realizate si de o largda difuziune a diferitor clase de biomateriale. Evolutia
cunostintelor in diferite discipline permit, de asemenea, aparitia noilor programe de cercetare si
de validare clinica cu utilizarea biomateriallor in ingineria tisularad. Astfel, evolueaza asa
terminologie ca ,,Inginerie Biologica si Medicala”, “Inginerie Tisulara”, ”Ingineria Sanatatii”.

Biomateriale si ingineria tisulara

Conferinta Societatii Europene a biomaterialelor din 1986 de la Chester a inregistrat
urmatoarea definitie pentru biomateriale: “materii moarte utilizate intr-un dispozitiv medical
destinate sa interactioneze cu sistemele biologice”. Notiunea de biocompatibilitate se releva
drept capacitate a unui material de a fi utilizat cu un raspuns adecvat de la gazda intr-o aplicatie
specificd. Pentru ca biomaterialul sa corespundd acestor criterii generalmente se admite cd durata
de contact cu tesuturile vii sa depaseasca citeva ore, ceea ce va exclude produsele farmaceutice,
dar va integra sistemele de liberalizare controlate de principii active. Conceptul de inginerie
tisulara a aparut mai recent §i integreaza ansamblul de tehnologii care utilizeaza celule vii sau
biomateriale (sintetice sau naturale) cu scopul de a reconstrui sau de a regenera tesuturile si
organele umane, de a substitui un organ deficient sau de a modifica genele organismului.
Domeniul ingineriei tisulare este legat de clonaj si corespunde cererilor de substitutie a
tesuturilor, deficitului de organe, pentru transplantare sau incertitudinilor tehnice.
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Medicina si protezele vasculare

Incidenta maladiilor cardiovasculare de origine aterosclerotica raimine o problema majora
in sanitatea publici. In ciuda dezvolarii tehnicilor curative endovasculare (angioplastie si
endoproteze vasculare) chirurgia ramine necesard pentru un numar crescut de pacienti.
Reamplasarea vasculara se face, deci, in mod autolog, cu o vena sau uneori cu o artera sau, cind
pacientii nu au un capital vascular suficient, cu o proteza. Tehnicile de reamplasare vasculara cu
proteze sintetice ca PTFEe (polytetrafluoroetilen extins) sau Dacron (polyetilen tereftalat) sunt
utilizate cu succes pentru reamplasarea arterclor de calibru mare, in ciuda riscului de infectie.
Pentru reamplasarile arteriale de calibru mic (< 6 mm) sau pentru reamplasarile venelor,
rezultatele nu sunt favorabile, deoarece scaderea fluxului vascular duce la ocluzia lor.
Dezvoltarea protezelor, care prezintd o fatd internd netrombogend si care se implanteaza usor,
ramin un scop ce trebuie atins.

Diferite abordari au fost dezvoltate pe parcursul ultimilor ani. Prima consta in mentinerea
permeabilitatii vasculare pentru a permite dezvoltarea pe suprafata internd a protezei a unui
endoteliu vascular care sa asigure un caracter netrombogen. Totusi endotelializarea spontana
ramine limitata la om, ceea ce este total diferit la animale.

A doua abordare consta in obtinerea prin inginerie tisulara, conform tehnicilor in vitro sau
in vivo, a unei grefe vasculare care prezinta caracteristici structurale si functionale apropiate
caracteristicilor vaselor native (2,3).

Proteinele matricei extracelulare

Succesul clinic al unei proteze este strins legat de calitatea aderentei celulelor la suprafata
materialului, proces de baza care influenteaza direct cresterea, diferentierea si migratia celulelor.
Etapa cheie se situeaza la scara adsorbtiilor moleculare, iar o modificare chimica a suprafetei
protetice poate permite apropierea de caracteristicile matricei extracelulare. Un mod de a face o
suprafata sintetica apta pentru favorizarea aderentei celuluare este de a fixa pe aceasta suprafata
compusi ai matricei extracelulare. Tehnica clasica consta In impregnarea (imbibarea) protezei
din Dacron cu singe integru, plasma sau ser care vor permite obtinerea unui Strat proteic necesar
pentru dezvoltarea celulelor endoteliale.

Impregnarea protezelor cu o substantd adeziva pe baza de fibrina elibereaza factori de
crestere ca FGF-1 (fibroblast growth factor-1) sau VEGF (vascular endothelial growth factor) ce
favorizeaza proliferarea celulelor endoteliale (4). Heparina, compus cunoscut pentru proprietatile
sale antitrombotice a fost la fel testata (5). Colagenul de tip 2 si 3 care acopera filmurile de
Dacron modificate prin grefare, maresc atasarea si proliferarea celulelor vasculare (6).Totusi,
aceste proteine favorizeaza aderenta plachetara, deci fenomenele de tromboza maresc riscul
infectiilor (7). In sfirsit, utilizarea actuala a proteinelor de origine umani sau animald pentru
acoperirea protezelor pun problema riscului de transmitere a agentilor infectiosi. Unele strategii
se orienteaza spre materialele de sinteza care nu contin compusi biologici.

Peptide de atasament

Cea mai mare parte a proteinelor matricei extracelulare contin printre secventele
oligopeptidice active, o secventa tripeptidica Arg-Gly-Asp la care sint atribuite proteinele de
adeziune celulara. Acest tripeptid poseda afinitate mare pentru receptorii celulari din familia
integrinelor, care fac parte din CAM (cell adhesion molecules) situate pe suprafata celulelor.
Echipa lui C. Baquey, studiind adeziunea celulelor endoteliale pe o suprafatda model din siliciu
unde au fost fixate covalent peptidele care contineau secventa Arg-Gly-Asp (8), a pus in evidenta
o ameliorare a aderentei celulare. Efecte similare au fost constatate dupa modificarea gelului
alginat, un heteropolizaharid care nu poseda proprietati intrinseci de a ancora celulele (9). O
crestere a aderentei fibroblastilor cardiaci a fost obtinuta pe o suparafata de silicon modificata
prin fixarea covalenta a peptidei Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro (10). Unii polimeri biodegradabili, ca
acidul polilactic, prezinta un mare interes pentru reacoperirea endoprotezelor metalice, dar sunt
dezavantajati prin functii chimice care permit grefarea directa cu peptidele Arg-Gly-Asp. Daca
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aceasta peptida va fi grefata pe un polimer anionic ca polilizina, apoi adsorbita de catre suprafata
cationica a polilactidei, atunci raspindirea celulelor endoteliale va creste (11).

Influenta structurii peptidei a fost examinata, iar peptidele ciclice care pareau cele mai
eficace in activitatile adezive manifestau cele mai bune conformatii ale situsului de legare (12).
Aceasta strategie este pe larg utilizata pentru biomaterialele non-vasculare (13).

Suprafata materialelorpoate fi modificata prin metode fizice sau chimice. O metoda este
modificarea particulelor sferice de poliester prin introducerea gruparilor sulfat in catena
macromoleculara. Aceste suporturi permit de a retine factorii de crestere FGF-1 si FGF-2 si
servesc ca matrice sintetica pentru cultura de celule endoteliale bovine gratie capacitatii lor de a
fixa proteine matriciale. O alta abordare pe larg utilizata este si reacoperirea suprafetei
materialului cu un polimer adaptat. Aceasta reacoperire poet fi relizata pe proteze de Dacron si
pe stent-uri metalice cu delivrarea locala a celulelor vasculare sau a genelor (14). In functie de
utilizare, polimerii de acoperire pot fi degradabili si incud un agent farmacoogic. Incorporare
aunui principiu activ in polimerul de acoperire este de asemena larg dezvoltata in domeniul
stent-urilor (14). Primele incercari clinice sunt foarte promitatoare, chiar daca rezultatul se lasa
mult timp asteptat (15). Alte idei de dezvoltare constituie introducerea agentilor cu specific activ
pe proliferarea celulelor musculare lezate (16,17) si pe procese inflamatorii (18).

Colonizarea celulara a materialelor vasculare

Pentru colonizarea biomaterialelor vasculare sunt posibile mai multe tipuri celulare.
Abordarea clasica a modificarii materialelor vasculare protetice consista in a realiza o
endotelializare in vitro. Sunt utilizate doua strategii: - prima consta in a pregati o proteza
,,endotelializata” prin izolarea celulelor endoteliale, multiplicare celulara, implantare in vitro pe
proteza, endotelializare ei si desigur grefa; - in alta tehnica, proteza este insamintata cu o
densitate celulara marita si implantata in acelasi timp (4). Sursa celulara este cel mai adesea
venoasa,mai rar arteriala. Din anul 1984, M.Herring deja prezenta primele rezultate clinice (19).
M.Deutsch implanteaza proteze femuropopliteale endotelializate si observa o rata marita de
permeabiliate la 3 si 7 ani (85% si 74%) comparativ cu protezele non endoteliale (55% si 0%)
(20).

Cu toate acestea, dificultatile de obtinere a celulelor endoteliale si adezivitatea slaba
limiteaza utilizarea clinica a acestor procedee. Celulele o data reimplantate trebuie sa-si pastreze
caracterul lor fenotipic pentru a prezenta o suprafata antitrobogenica si pentru a regla
vasomotricitatea si proliferarea celulelor musculare locale lezate. Ca de exemplu, folosirea
tehnicilor de cultura permite celulelor endoteliale de a dobindi functii necesare pentru grefare
(21). Cu toate acestea, fenotipul celulelor endoteliale poate fi modificat, ceea ce arata ca numarul
de pasaje scade aderenta, proliferarea celulara (22) si caracteristicile functionale (23).

In alte abordari s-au utilizat, fie celule mezoteliale ce provin din tesututl adipos, care
ulterior duc la modificarea caracateristicilor genetice ale celulelor endoteliale, fie alte tipuri de
celule. Astfel, insamintarea celulelor endoteliale genetic modificate permite de a genera celule
capabile de proliferare locala, de a prezenta 0 mai buna rezistenta la fluxul sanguin si de a
produce local substante vasoactive (4). Printe alte tipuri celulare gasim alternative interesante,
precum sunt celulele suse progenitoare obtinute din bioptate de maduva osoasa, care permit
generarea unui endoteliu autolog (24). S.Kaushal a insamintat asa tipuri de celule pe matrici
decelularizate ale arterelor iliace de porc si le-a reimplantat prin inlocuire cu artere carotide.
Acesti autori au observat o permeabilitate de 130 de zile dupa imlantare si, de asemenea,
capacitate de contractie identica cu ale unui vas nativ (21). Celulele suse cultivate pe un polimer
biodegradabil ca acidul poliglicolic permite obtinerea unei structuri organizationale de tip
miofibroblastic identic cu cea observata in celulele vasculare (25).

O abordare diferita si foarte interesanta este si tehnica folosita de echipa autorului
J.B.Michel care consta in utilizarea celulelor musculare lezate (26). Deoarece sunt produse mult
mai lejer, aceste celule tipice cicatrizarii vasculare, sunt cu mult mai rezistente in calea fluxului
sanguin. Implantarea in vivo a unui segment aortic decelularizat insamintat cu celule musculare
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lezate nu atrag dupa sine probleme trombotice (26). In pofida la toate, lucrarile experimentale au
fost realizate pe modele animale, iar aplicarea lor in clinica inca nu s-a incununat cu succes.

Reconstructia vaselor prin genetica tisulara

In decursul timpului s-au dezvoltat doua cai de cercetare. Prima consta in fabricarea unui
vas de substitutie pornind de la material biologic pur (cultura celulara, tesut). A doua cale releva
conceptul de materiale hibride, adica include imbinarea in aceeasi unitate functionala atit a
componentului celular cit si a celui artificial. In cazul dat e dezirabil ca cel din urma sa fie
degradabil pentru a asigura 0 mai buna rezistenta mecanica de ansamblu. Incepind cu anul 1953,
E.C.Pierce incepe sa descrie implantarea unui tub fibrocolagenic vascular (27). Din cauza unei
probleme anevrismale intilnita cu acest tip de structura s-a constatat ca e necesar de a adauga un
schelet de polimer pentru a spori puterea structurii finale. N.L’Heureux si echipa au proiectat un
vas in vitro cultivind in mod separat diverse straturi vasculare: un strat de celule musculare lezate
in gel de colagen si depuse in jurul unei structuri de sustinere si un strat extern de celule
fibroblastice consecutiv insamintate. Stratul de celule endoteliale se aplica in interior facultativ
(1). R.T.Tranquillo demonstreaza ca fibroblastii insamintati in gel de colagen de-a lungul
stratului de sustinere permit contractia gelului de-a lungul mandrinei cu imbunatatirea
considerabila a soliditatii constructici. J.H.Cambell insera tuburi de silastic in cavitatea
peritoneala a sobolanului (3) care se acopera mai apoi cu mai multe celule miofibroblastice, cu
colagen matricial si cu un strat de celule mezoteliale. Apoi, intoarsa pe dos, asemeni unui deget
de manusa, pentru a prezenta rezistenta fluxului sanguin, aceasta formatiune ramine permeabila
timp de 4 luni si prezinta o structura histologica foarte apropiata de cea a vaselor sanguine, plus
la toate formind si substante vasoactive. E.Allaire (30) reticuleaza chimic matricea aortica
decelularizata si o insaminteaza cu celule musculare vasculare lezate. Matricea de colagen
fibrilar poate fi obtinuta din ureterele bovin prelucrat chimic (31), din fascia musculara dorsala a
iepurelui (32) sau din submucoasa intestinala implantata in pozitie arteriala (33). Aceste surse
celulare seamana, deci, sa prezinte un interes ca substituient vascular. Cu toate acestea, din cauza
obtineii unei structuri histologice finale satisfacatoare, oricare ar fi fiind tehnica folosita, ramine
problema rezistentei mecanice neovasculare la fluxul sanguin si posibilitatea aparitiei unui
anevrism parietal.

Primele vase hibride obtinute prin inginerie tisulara au fost descrise in 1986 de catre
Weinberg si Bell (34). Celulele musculare lezate si fibroblastii erau cultivate in tuburi din plasa
de Dacron care aveau ca scop asigurarea unei stabilitati mecanice a sistemului. Apoi vasele erau
insamintate cu celule endoteliale. Totusi, materialul obtinut nu era capabil sa reziste presiunii
vasculare mari in vivo. Pentru a ameliora rezistenta mecanica, Niclason (2,35) a creat neovase in
conditiile de dinamica a fluxului. Celule musculare lezate din aorta de bovina au fost insamintate
intr-un tub de polimer biodegradabil si cultivate in flux, ca mai tirziu sa se implanteze aici si
celule endoteliale bovine. Vasele obtinute prezinta o densitate celulara si un continut de colagen
asemanator celui regasit in vivo, raspunde la substantele vasoactive, rezista la forta presionala de
aproape de 2000 mmHg si ramine permeabil 4 saptamini dupa implantare la porc. Problema
acestei abordari ramine a fi felul in care interactioneaza materialul utilizat si tesutul viu. In acest
context, continuarea studiilor in domeniul molecular, celular si tisular a contactelor hibride vor
permite evoluarea tehnicilor de realizarea a biomaterialelor pentru genetica tisulara.

Concluzii

Noile strategii din domeniul bomaterialelor devin la moment obiectul de maxima
importanta a multor studii pluridisciplinare ce implica chirurgi, cardiologi, radiologi, chimisti,
biologi, farmacologi, mecanicieni si fizicieni. Cunoastearea interactiunilor dintre materiale si
mediul viu de implantare vizeaza pe larg fenomenul integrarii de catre tesuturile naturale, cu
ajutorul biomaterialelor adecvate si dezvoltate. Intr-o zi speram si devina posibila implantarea
unui cord artificial sau chiar efectuarea diferitor reparatii la nivelul sistemului nervos. Dar,
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oricare nu ar fi domeniul de interes, chirurgie, geneticd tisulard sau biotehnologie, era
biomaterialelor evolueaza in plina forta!
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ASPECTE ALE INGINERIEI TISULARE VASCULARE iN PRACTICA MEDICALA
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Summary
Aspects of vascular tissue engineering in medical practice

The gold standard of vascular substitutes are autologous materials (the patient’s own artery
or vein), but their unavailability or their poor quality are not uncommon, which then requires the
use of synthetic prostheses. If these prostheses yield an excellent efficacy record in large
diameters, such is not longer the case when small-caliber vessels have to be grafted and it is in
this setting that vascular engineering techniques are electively indicated. Current issue represents
the literature review concerning vascular tissue engineering.

Rezumat

»otandardul de aur” al substituientilor vasculari ramin a fi la moment materialele autologe,
insa indisponibilitatea si proasta calitate a acestora forteaza utilizarea protezelor vasculare. Chiar
daca eficacitatea protezelor este foarte buna pentru vasele de calibru mare, aceasta nu mai este
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