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Resumo

ESPOSITO, Andrea RodriguesCrescimento de fibrocondrocitos sobre arcabouco de
PLDLA/PCL-T para aplicagdo como protese de menis€ampinas, Faculdade de
Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de Gaspi2010. 117 p. Dissertacao
(Mestrado).

A engenharia tecidual utilizando células fibrotaginosas e arcaboucos poliméricos
representa uma alternativa para o tratamento dededo menisco. Neste estudo, arcaboucgos de
PLDLA/PCL-T (90/10) contendo sacarose (50% m/vaforobtidos por evaporacao de solvente.
Fibrocondrécitos provenientes do menisco de coefbcsm isolados e semeados diretamente
sobre os arcaboucos. Estudos vitro demonstraram que 0 arcabougco nao apresentou
citotoxicidade e permitiu a adeséo e o crescimeatfbrocondrécitos, bem como manutencédo da
sintese de matriz extracelular colagena nos tem@ds 14, 21 e 28 dias de cultivo. Os implantes
de PLDLA/PCL-T foram realizados no menisco medial jdelho de 20 coelhos, ap0s a
meniscectomia total, obtendo-se trés tratamentoabauco com preé-cultivo celular por 21 dias,
arcabouco sem células e controle. Apdés 12 e 24 remnaas analises histologicas dos
“neomeniscos” apresentaram a formacéao de fibré@getin nos implantes com os arcaboucos. A
presenca de tecido fibrocartilaginoso maduro corbraé coladgenas organizada foi
predominantemente observada nos implantes reatizedlm os arcaboucgos pré-cultivados em
comparacdo com os implantes sem células ap0s 2d4nssmEste estudo demonstrou que a
regeneracdo de uma importante estrutura fibroagmibsa pode ser alcancada utilizando
arcabouco polimérico biorreabsorvivel e célulag@h@ds dentro dos principios da engenharia de

tecidos.

Palavras ChavePLDLA/PCL-T, Cultura de Fibrocondrocitos, Estudovivo, Menisco.
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Abstract

ESPOSITO, Andrea RodrigueBibrochondrocytes ingrowth on PLDLA/PCL-T scaffolas
meniscus prosthesi€ampinas, Faculty of Mechanical Engineering, &taniversity of

Campinas, 2010. 117 p. Dissertation (Master Deigrédechanical Engineering).

Tissue engineering of meniscus using fibrochongdestike cells and bioreabsorbable
polymer scaffolds could be an alternative option tteat meniscus injury. In this study
PLDLA/PCL-T (90/10) scaffolds containing sucrosed%6 m/v) were obtained by casting.
Allogeneic meniscal cells were isolated from rabimiéniscus and directly seeded onto the
scaffolds. In vitro studies showed that scaffolds did not presenttayicity and allowed
fibrochondrocytes adhesion and ingrowth, as wett@kgen extracellular matrix synthesis at 7,
14, 21 and 28 days of culture. The PLDLA/PCL-T iambk were performed in the medial
meniscus of 20 rabbit knee after total meniscectoniained three treatments: pre-seeded 21
days scaffold, unseeded scaffold and control. Higioanalysis of “neomenisci”’ sections at 12
and 24 weeks revealed the presence of fibrocagtiinghe polymer implants. The presence of
mature fibrocartilaginous tissue with organizedagen fibers was predominantly observed in the
pre-cultured implants compared to unseeded implafies 24 weeks. This study demonstrates
that regeneration of an important fibrocartilagisostructure can be achieved using a

bioreabsorbable polymer scaffold and allogeneilsdssed tissue engineering approaches.

Key Words
PLDLA / PCL-T, Fibrochondrocyte culturé vivo study, Meniscus.
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Capitulo 1

Introducéao

A utilizacdo de polimeros biorreabsorviveis comepdsitivos temporarios ja € uma
constante nos procedimentos médicos. As vantagensa desses implantes séo indiscutiveis,
pois 0s mesmos degradam no tecido vivo, via hskglformando como subprodutos dessa

degradacdo metabdlitos comuns ao organismo os sfimisxcretados na forma de GLCHO.

Dentre os polimeros mais estudados para aplicagédikas destaca-se a classe dosqoli(
hidroxi acidos), dentre eles, o poli(L-acido laojicPLLA, e seus copolimeros. A degradagéo
vivo ocorre de forma controlada, por meio das compesi@bs mondmeros que compdem a
cadeia do polimero, enquanto o material implantswlostitui uma funcéo particular por um

periodo pré-determinado.

Como as interacbes entre o implante biorreabsdreive tecido devem ser as melhores
possiveis, torna-se extremamente importante a ¢dwede biomateriais com propriedades que
proporcionem uma boa biocompatibilidade, atendeadonecessidades especificas de cada
aplicacdo. Entretanto, a dificuldade em se encomméimeros puros que atendam a todas as
necessidades requeridas para uma determinadacdplidavou os pesquisadores a buscar por

alternativas, como por exemplo, a sintese de aopotis e preparacéo de blendas.

O poli(L-co-D,L acido lactico), PLDLA, faz parte sles materiais, sendo um copolimero
formado por dois tipos de enantibmeros do &cidtickhem sua cadeia, sendo eles: o L-acido

lactico que tem como caracteristica conferir baapnedades mecanicas ao material e o D,L



acido lactico que diminui a cristalinidade que @dido lactico sozinho conferiria ao material.

Dessa forma o PLDLA se apresenta amorfo e portawatis susceptivel a degradacgédo hidrolitica
do que o homopolimero poli(L-acido lactico), PLLéyjo tempo de degradacdo € muito longo,
podendo ainda ser verificado fragmentos do polinsé5 anos pos-implante (WALTON e

COTTON, 2007).

Embora o PLDLA apresente boas propriedades mecmicam tempo de degradacdo
compativel com o requerido para algumas aplicaflé&s VALKO et al., 2007), o copolimero
apresenta elevada rigidez e baixo alongamento.i¢d@adie poli(caprolactona-triol), PCL-T, ao
PLDLA proporciona a obtencdo de um polimero masgiflel, com maior deformacé&o na ruptura
(DUARTE, 2007) e que apresenta tempo para completmadacdo de aproximadamente 24

semanas, caracteristicas estas compativeis coesaroento do tecido fibrocartilaginoso.

O menisco é reconhecido como um componente integrarticulagdo do joelho e a sua
presenca € vital para o bom desempenho do mesnemsibiidade das articulagdes. Ele &
responsavel pela distribuicdo da forca sobre a deedibia, absorcdo de choques durante o
carregamento dinamico, estabilizacdo articularbefioacdo da junta. No minimo 50% da carga

total imposta na junta do joelho é sustentada mpeloisco (ZUKORet al.,1990).

Por se tratar de uma estrutura sujeita a divees®e$ e apresentar limitada capacidade
regenerativa, esse tecido vém sendo alvo de estadds diferentes estratégias foram utilizadas
nas ultimas décadas, focando principalmente sugpeeacdo (WEBBER, 1990). No entanto, o
uso de materiais naturais e sintéticos embora tpndy@orcionado a formacéo de um neotecido
com caracteristicas semelhantes a fibrocartilageb©@ MPMAKER et al., 1996), falharam ao

conferir capacidade protetora para as cartilageitsiares apos longos periodos (RIJK, 2004).

Por outro lado, estes trabalhos demonstraram qaedas) caracteristicas para aplicacdo em
protese de menisco € presenca de poros intercdonsgtara o crescimento tecidual, agindo como
arcaboucbfisico e substrato adesivo no crescimento celpkemitindo que o neotecido adquira
o formato desejado, enquanto o polimero vai serdoadado (KLOMPMAKERet al.,1996; DE



GROOT et al., 1997; ARNOCZKY, 1999; VAN TIENENet al., 2002; WOODFIELDet al,
2002; DENGet al, 2003; WOODFIELDet al.,2004; MALDA et al, 2005; MAHMOOQODet al,
2005; WOODFIELDet al.,2005).

Com os avancos cientificos na area da engenhai@duéd, o estudo do crescimento de
células fibrocartilaginosas sobre suportes polioodribiorreabsorviveis e posterior implante no
animal representa uma alternativa para o tratanuiesdes do menisco (KAN& al., 2006).
Diversos estudos tém demonstrado o potencial darae@po do tecido fibrocartilaginoso
utilizando os principios e técnicas da engenhadaltial (PERETTEt al.,2004; MARTINEK et
al., 2006; WEINAND et al., 2006a; WEINANDet al, 2006b; WILLIAMS, 2006; ANGELEet
al., 2008; KONet al, 2008; WEINANDet al, 2009).

Apesar dos recentes progressos na area, a regamel@genisco ap0s meniscectomia total
€ um grande desafio. Os trabalhos desenvolvido® atiomento mostram a regeneracdo do
menisco com cultivo celular por meniscectomia @dyr@&@nquanto essa proposta visa a completa

regeneracgéo de toda a estrutura fibrocartilagidosaenisco.

Pelo exposto acima, o objetivo desse trabalho Valiax a influéncia do pré-cultivo de
fibrocondrdcitos, obtidos a partir de cultura prnirmdde menisco de coelhos albinos, sobre
arcaboucos de PLDLA/PCL-T (90/10) para aplicacdma@rétese de menisco, verificando a

influéncia do material no crescimento celutavitro e na regeneracao teciduaVivo.

! O termo arcabougo aqui empregado correspondelidcfa literal do termscaffold largamente empregado na

literatura no idioma inglés, que se refere ao wsedruturas tridimensionais porosas utilizadasocsuportes.
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Capitulo 2

Revisdo da Literatura

O grande avanco no desenvolvimento dos biomateseadeve a necessidade de promover a
capacidade regenerativa aos tecidos lesionado® eapenas substitui-los. Nesse contexto, a
Engenharia Tecidual tem um papel fundamental e pisacipalmente, desenvolver arcaboucos
capazes de permitir adesdo, proliferacdo e difaedc celular por meio de interacdes
especificas com o biomaterial.

Neste estudo sera abordada uma pequena revisdogtifita sobre os polimeros
biorreabsorviveis e seu uso como arcabouco, beno copotencial do uso da cultura de células

segundo as técnicas da engenharia tecidual paaeregdo do menisco.
2.1 Biomateriais

O aumento da pratica de atividades esportivaspaségdo humana a certas condigdes de
trabalho e a procura por momentos de lazer podsendadear situacdes acidentais adversas que,

em geral, elevam o numero de casos de lesdesaeci@OUZAet al., 1993).

A perspectiva para substituir &reas danificadas mao-funcionais resultou no
desenvolvimento de pesquisas conjuntas nas areaémt#a e engenharia de materiais, bioldgica
e médica (GRIFFITH e NAUGHTON, 2002). Os biomatieridazem parte desta area
interdisciplinar de pesquisa que surgiu nas ultideasdas, com o avanco cientifico e tecnolégico
de novos materiais e da adaptacdo dos ja existpataso uso médico e odontolégico (PINTO,
2007).



A definicdo de biomateriais vem sofrendo mudangasuncéo do avanco das pesquisas na
area. A definicdo adotada m2ocensus Conference of the European Society fan&grials
caracteriza um biomaterial como todo material n&m wsado em dispositivo médico, ou

biomédico, objetivando interacdo com o sistemadiob (WILLIAMS, 1987).

Em consonéancia com essa consideracao, em seu deigevisdo mais recente Williams

(2009) sugere uma definicdo mais refinada que &aptada como:

"Um biomaterial € uma substancia desenvolvida am forma definida que, sozinha ou
como parte de um sistema complexo, € usada paeatiar o curso de qualquer procedimento
terapéutico ou de diagnostico, através do conttateinteragcdes com 0s componentes vivos, em

seres humanos ou na medicina veterinaria’.

Desta forma, sédo considerados como biomateriasstod materiais de origem natural ou
sintética que interagem em contato com tecidossyi@ofim de direcionar, complementar ou
substituir as fun¢des dos organismos vivos, miramilo os efeitos indesejaveis ou rejeicdo. Para
isso, a natureza do material é critica para csactamdicOes desejadas para a formacgéao tecidual
(BET et al, 2003).

As propriedades fisico-quimicas dos biomateriaisdssinguem em cinco categorias:
metalicos, ceramicos, poliméricos, compaositos eerraas de origem bioldgica (RATNE® al.,
1996). Uma classificacdo mais geral distingue asmhteriais poliméricos em duas macro-
classes: materiais ndo degradaveis e materiaisadgris, os quais sdo utilizados como

implantes permanentes e temporarios, respectiveniBARBANTI et al.,2005).

O conhecimento das propriedades dos biomatersisidica para determinadas aplicagoes,
como por exemplo: substratos para cultura de RIBARBANTI et al., 2002), sistemas de
liberacdo de farmacos (TSANG e BHATIA, 2004, Lkt al., 2006), regeneragcbes 0Ossea,
cartilaginosa e nervosa (SPOERKEal., 2005, PIHLAJAMAKI et al., 2006, SULet al., 2006;
MORADIAN-OLDAK et al., 2006; CHIARIet al., 2006, RAMASWAMY et al., 2006; AN et



al., 2006), peles artificiais (SEAlet al., 2001) e 6rgdos como o figado, intestino e bexiga
(SCHULTHEISSet al.,2005; LLOYDet al.,2006; HOSHIBAet al.,2006, UNDERHILLet al.,

2007), bem como outras aplicacdes em biotecnologia.

A compatibilidade com o ambiente biolégico € um dtesafios das aplicacbes dos
biomateriais. Para tanto, principios e normas pagiacdo biolégica de materiais e dispositivos
sdo necessarios antes de sua aplicacéo clinicener@alizacdo. A Organizacdo Internacional
para Padronizagdo de Experimentos (ISO 10993)iitekies desde a selecdo dos materiais
(propriedades mecanicas, quimicas e etc), suagleoasdes em relacdo as avaliacdes biologicas
(aditivos, contaminantes, entre outros) e andllseseadas nas aplicagbes de uso final que

incluem teste vitro ein vivo.

O conceito de biocompatibilidade esta relacionamo a possivel resposta imune do tecido
adjacente ao material estranho implantado e redguswdo o conjunto de propriedades
relacionadas com a interacéo do dispositivo comrpa; uma vez que o dispositivo desempenha
um papel dentro da organizacao tecidual. Sendmassiequisito basico para qualquer implante
artificial € que o0 mesmo nao gere rejeicdo ou sevesposta inflamatoria (BATCHELOR e
CHANDRASEKARAN, 2004).

Em adicdo, foi demonstrado que as reacdes biokgjua sdo adversas para um material
em uma determinada aplicacédo, podem néo ser ady@sao mesmo material em uma diferente
aplicacao (OREFICEt al.,2006).

De acordo com estas necessidades, o termo biodbitigatle, atualmente refere-se a
capacidade de um material em “exercer uma respm#guada do tecido em uma situacao
especifica”. Ou seja, é definido ndo apenas pptode resposta inflamatéria, mas também pela
biofuncionalidade deste material, 0 que Ihe perataiar interacdes célula/biomaterial de acordo

com a situacao local e 6rgao especifico, onde rodierial € aplicado (WILLIAMS, 2008).



Guiados por trabalhos clinicos e experimentaisuatiis no decorrer das ultimas décadas,
estudos nessa darea nao buscam reproduzir todas oamplegidades envolvidas no
desenvolvimento tecidual, mas pretendem promoveamniente que permite a capacidade nata
das células de integrar-se, diferenciar-se e debemvse em novos tecidos (LAVIK &
LANGER, 2004).

Desta forma, a principal dificuldade encontradanta um biomaterial € conciliar as suas
propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas patma@ohalidade do implante com um nivel
aceitavel de reacao inflamatoria, a qual geralméntausada por moléculas solUveis ou ions

liberados dos materiais utilizados como implanRRAZERESet al.,2007).

2.2 Polimeros Biorreabsorviveis

O termo biorreabsorvivel é definido para polimesddidos que sofrem degradacao,
principalmente por hidrolise, através da cisdoldmgdes ésteres, formando produtos atoxicos,
biocompativeis, e que depois sdo reabsorvidos pejanismo e eliminados por caminhos

naturais, apés a sua metabolizacao (VERAl.,1992).

Os polimeros biorreabsorviveis sdo amplamentezatibs na area biomédica como
disponiveis em uma vasta gama de composi¢cdes eiqutages, podendo ser facilmente
moldados em diversos formatos e estruturas comgleks propriedades finais do dispositivo
dependem tanto da estrutura intrinseca moleculgrotimero quanto dos processos quimicos e
fisicos sofridos por ele, podendo ser modificadagpatender as necessidades das diversas

aplicacoes.

No entanto, a preparacado de materiais polimériaos inplantes requer o controle de suas
caracteristicas quimicas, hidrofilicidade, supefide contato com as células, toxicidade dos
subprodutos da degradacdo (BATCHELOR e CHANDRASEKAIR2004), a possibilidade de
esterilizacdo, de forma a minimizar quadros infesas (REZWANet al, 2006), a porosidade,

forma do implante, manutencdo das propriedadesmuasano interior do corpo (CHANIKO&t



al., 2002), além de sua capacidade de induzir a iovasgroliferacdo celular e sintese dos
elementos da matriz, sem que, no entanto, estioméeexacerbada resposta inflamatoria ou que
impossibilite a remodelacao tecidual (KUMARASURIYAR al, 2005). Todos estes requisitos
reduzem o numero de polimeros que sdo candidateshqgiais pra aplicagbes biomédicas
(BLUMM e OWEN, 1995).

Os poli@-hidroxi acidos) sé@o polimeros biorreabsorviveisitongpromissores para uso
como implantes temporarios (BARBANTét al., 2005). Esses polimeros sdo poliésteres
alifaticos, representados pela formula geral -(H@RECO-)- (VERT et al., 1992) e sofrem
degradacédo principalmente por hidrdlise, atravésigao das ligacbes ésteres (DUEKal.,
1999; ZHANG et al, 2007), originando produtos solUveis e atOxicosgdgpos terminais
carboxila e hidroxila. Estes polimeros possuemdgagotencial em aplicacdes biomédicas, pois
além de biorreabsorviveis, sdo biocompativeis (SAKAt al.,2004) e eliminam a necessidade

de remover o implante.

Os polimeros biorreabsorviveis mais estudados ppligagcbes medicas sdo a poi(
dioxanona) — PPD, o poli(acido lactico) - PLA, gatido glicdlico) - PGA e seus copolimeros
PLLA e PLGA (RAHMAN e TSUCHIYA, 2001; MAet al., 2003; JAKLENECE t al., 2008;
JEON et al., 2008; RUITTEREet al., 2008; YOONet al., 2008) que podem ser utilizados em
diversas aplicacbes (SAKATAt al, 2004), incluindo no tecido cartilaginoso (GABLERal,
2007; JEONEet al, 2007).

Estes polimeros apresentam grande potencial de ps, sdo geralmente faceis de
processar e apresentam caracteristicas mecaniozelhaates a dos tecidos moles, com a
vantagem de eliminar a necessidade de uma segunuagiac ap0s a recuperacdo do tecido
(BARBANTI et al., 2005). Além disso, ha possibilidade de alteramigd ou fisicamente sua

superficie, bem como a capacidade de imobilizaeoubds no seu interior ou na superficie.



Entretanto, apesar das caracteristicas apresentasiagolimeros biorreabsorviveis néo
substituem os dispositivos metalicos e ceramicos apticacdes que exigem elevadas

propriedades mecanicas e baixo coeficiente deatrit

O entendimento da degradacdo dos polimeros bicwedbeis € baseado no estuido
vitro, mimetizando o meio fisiol6gico e é consideradmaocsendo heterogéneo. Uma vez em
meio aquoso, 0 polimero absorve agua e inicia-selivegem hidrolitica das ligacdes,
ocasionando uma diminuicdo da massa molar. Osipaiscprodutos da hidrolise das ligacdes
ésteres sdo G HO, figura 1. No inicio, a degradacao € mais rapiaauperficie do que no
centro devido ao gradiente de absorcdo de agueet&mip, apds a difusdo dos produtos presentes
na superficie da matriz para o meio, a baixa taxdifisdo dos produtos da reacao no interior do
material gera um acumulo de acidos, fazendo comaquestruturas densas tenham uma eroséo
inicial na superficie, mas apresentem uma degradagis acentuada no centro (KELLOMAKI
et al, 2004). Logo, a concentracdo de grupamentos adddmxilicos catalisa a degradagéo
(PEZZIN et al.,2002).

PGA 2942 4cido glicdlico - excretado pela urina

WOI&[O oxidase
agua

PPD » glioxalato
agua l gliciona transaminase
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. |
piruvato «  serina
CO, H
acetil CoA

* ciclo dos acidos

; y citrato
tricarboxilcos
7/ O, - ATP
transporte de elétrons e fosforilagcdo oxidativa H,0

Figura 1 - Esquema simplificado da degradacdo e vias metalsdtie alguns polimeros
biorreabsorviveis.



O fato de ocorrer inicialmente uma perda da masskrniMw) do polimero, seguido
posteriormente pela perda de massa polimérica énditativo de que a degradacaanébulk
(KOHN e LANGER, 1996). Este tipo de erosdo ocomargio a taxa em que a agua penetra no

dispositivo excede aquela em que o polimero é ectideeem materiais soluveis.

Entretanto, sabe-se que as taxas de degradacdwlioeros sdo dependentes de varios
fatores como: razdo molar dos meros provenientesadaia do polimero, massa molar do
polimero, grau de cristalinidade, local do implamid e morfologia do dispositivo (MILLERt
al., 1977; HOLLINGER e BATTISTONE, 1986; DUE&t al.,1999; ATALA, 2000).

Outro fator pouco discutido, mas que tem influémeidaxa de degradacéo do polimero € o
local do implante. A capacidade em eliminar os ptosl &cidos originérios da degradagéo, assim
como a taxa de degradacao do polimero sdo de supwtancia para se evitar algum tipo de
reacdo inflamatdria ou mesmo algum tipo de respégiaa por parte do tecido circunjacente ao
implante (ATHANASIOUet al, 1998; SUGANUMA e ALEXANDRE, 1993).

2.3 Poli(L-co-D,L acido lactico) PLDLA/ Poli(caprolctona triol) PCL-T

Copolimeros e blendas biorreabsorviveis tem sidaymidos com distintas intencdes e
com diferentes compostos (REZWAdNal.,2006). Uma das vantagens da mistura de polimeros é
a combinacao de suas propriedades, produzindoiaigaigara diferentes aplicacdes, nas quais 0s
polimeros individuais ndo sao adequados. Além dharia das propriedades mecanicas e fisico-
quimicas, em alguns casos, a adicdo de um polimenttro resulta num material com melhor
processabilidade e aparéncia final (PRAZERESI.,2009).

Copolimeros séo polimeros que apresentam na e@strdgusuas macromoléculas dois ou
mais tipos de meros. Para um copolimero a porcemagps componentes (monémeros) bem
como o tipo de distribuicdo dos meros nas macratutdé sdo caracteristicas importantes, as

quais interferem em suas propriedades (BILLMEYER, J®84). A copolimerizacdo € um
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processo que resulta, portanto, numa grande Jatadgé de propriedades e desempenho que se
pode obter dos materiais (MOTTA, 2002).

O poli(acido lactico) existe em duas formas quimieapecificas: poli(L-acido lactico) e
poli(D,L-acido lactico), possiveis de serem comdos para formar um copolimero com
propriedades diferentes daquelas exibidas por waddesses homopolimeros isolados (MOTTA
e DUEK, 2007). Essa diferenciacdo é ainda maistaada quando comparamos o copolimero

PLGA com o homopolimero PLLA e seu copolimero PLDLA

O tempo de absorcéo do PLLA pelo organismo poda lenais de 36 meses, enquanto para
o PLDLA esse tempo pode ser reduzido em aproximadse® meses, dependendo da proporcao
existente entre os meros (MOTTA, 2002). Essa cdpdei de controlar o tempo que o material
levara para ser degradado no organismo €, sem aummtavel, o que justifica a grande

guantidade de pesquisas que vem sendo realizanlassses materiais.

Desta forma, a vantagem do copolimero poli(L-co-Adido lactico) PLDLA é aliar as
particularidades mecanicas do poli(acido lactieh © elevado tempo de degradacao requerido
por esse homopolimero, decorrente de sua altaloridade. Isso € possivel, pois o poli(D,L
acido lactico) ao contrario, apresenta maior taxalelgradacdo, apesar de possuir propriedades
mecanicas aquém as do poli(acido lactico). Assiom @ combinacdo dos homopolimeros é
possivel obter um produto com boas propriedadegimess e tempo de degradacdo necessario
para aplicacdes cirdrgicas (MOTTA e DUEK, 2007).

Além disso, a adicdo de moléculas de baixa massar mamo a poli(caprolactona-triol),
PCL-T, ao copolimero PLDLA proporciona a obtencé&® um polimero mais hidrofilico,
aumentando a mobilidade da cadeia e que, conseqguemnte, possui caracteristicas que facilitam

sua interacdo com as células e tecidos (DUARTE/ROO

O comportamento mecanico do copolimero PLDLA extheacteristicas tipicas de um

polimero vitreo, com médulo de elasticidade igubbé4 ¢141) MPa, resisténcia a tracam4,)
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igual a 21 £5.5) MPa e deformacé&o na ruptura de &17.2) %. Com a adicdo de 10% de PCL-T
ocorre uma diminuigdo significativa de cerca de 5886mddulo de elasticidade (E) para 795
(x198) MPa (DUARTE, 2009). A autora sugere que o HChtua como um plastificante

reduzindo a interacdo polimero-polimero, promoverdsim a diminuicdo do médulo de

elasticidade.

A massa molar é um parametro fundamental na cawat@o dos materiais poliméricos, ja
que caracteristicas tais como, forca de adesd@cimptensao, fragilidade, dureza e fusdo séo
governadas pela massa molar (MOTTA, 2002). O PLPIGUT (90/10) apresenta alta massa
molar média ponderada (Mw) e alta massa molar nmadigrica (Mn) com valores na ordem de
10° g/mol.

A literatura ainda relata que o grau de cristalidiele o ponto de fusdo dos polimeros estao
diretamente relacionados com a massa molar que &@stesentam (LEWIS, 1990; WU, 1995). A
Tg (temperatura de transicdo vitrea) do PLDLA/PCIéTaproximadamente %5, acima da
temperatura fisiolégica (8Z), o que o torna vitreo nas condi¢cdes naturaisreésgo € rigido a
temperatura ambiente (DUARTE, 2009).

Comumente, diversos fatores de influéncia saoa@si conjuntamente para selecdo de um
biomaterial. A composi¢cdo quimica durante a deg@auan vitro de membranas de
PLDLA/PCL-T nas composicdes de 100/00, 90/10, 7@/30/50 foi avaliada por Duarte (2009).
A autora concluiu que a variagdo da concentracdd®@ke-T influéncia na degradacdo do
material. No decorrer do tempo de hidrélise venifise que a degradacdo era maior para as
composic¢des 100/0 e 90/10 em relacao as 70/306.50/

Ensaios mecanicos de tracdo para as amostras ddARROLT em diferentes
composicoes, durante o estudo da degradatagdtro, mostraram que a composicao 90/10
apresentou maior deformacdo na ruptura em relagdoutias composicoes e que esse valor

aumentou apos 4 semanas de degradacdo (DUARTE). 28@fn disso, estudos realizadios
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vivo, demonstraram que o material ndo desencadeou espsta inflamatéria exacerbada
(DUARTE, 2008).

Variagdes no tempo de degradacdo sdo um dos fajaeeglirecionam a aplicacdo do
material, sendo o copolimero PLDLA mais indicadead&acao de fraturas (BARBER, 1998) e
reparos da regido craniomaxilofacial (PIETRZA&Kal., 1997), enquanto que a adicdo de 10%
PCL-T ao PLDLA proporciona uma material mais fletivoltado como suporte para culturas de

células e neste trabalho prétese de menisco.

Portanto, os polimeros selecionados nas aplicaggiias protese devem preencher muitos
requisitos, como biocompatibilidade, cinética deodegradacdo adequada e propriedades
mecanicas razoaveis, além de facil processamentepmdutibilidade e baixo custo para
aplicacdes clinicas (LEWIS, 1990; WU, 1995).

Diante disso, a composi¢cdo de PLDLA/PCL-T 90/listdecionada por apresentar maior
deformacdo na ruptura, maior flexibilidade, maiddrdfilicidade e tempo de degradacao de
aproximadamente 24 semanas, quando comparada doARiLPo (Duarte, 2009), caracteristicas

estas que foram consideradas adequadas para onenescde tecido fibrocartilaginoso.

2.4 Suportes tridimensionais — Arcaboucos

Considerando de forma integrada, tanto sob o aspl@actngenharia de materiais, quanto do
tipo de tecido e reparo necessario, 0 primeirogassa a reconstru¢cdo de um 6rgao ou tecido
visa a selecao do suporte para a cultura de célilsslecdo leva em consideracao tanto o tipo e
o local da lesdo, como a sua extensdo, podenda degicamente duas estratégias de aplicacao

guando preparado com polimeros biorreabsorvivdisSTIWACHER, 2000).

Na primeira, o material polimérico € desenvolvide fbrma a suportar fisica e
mecanicamente as ceélulas, da inoculacéo até oniepted organismo hospedeiro. O implante do

conjunto polimero e células ocorre com um tecidem@aturo formado no qual o polimero é
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remodelado pela degradac@#o vivo, huma razdo proporcional ao crescimento celula e
solicitacdo mecéanica. Sua funcdo € proporcionarorseippara 0 crescimento celular e
adicionalmente servir como substrato mecanicofestiudo tecido original até a formacdo do

novo tecido e sua biorreabsor¢géo completa (BARBA&HI., 2005).

Na segunda estratégia, o implante ocorre com umdotemaduro formado. O suporte
polimérico € dimensionado com propriedades mecémdampo de degradacédo adequado para a
inoculacdo das células até a sua insercdo numabdoyeonde ocorrerd a formacdo do tecido
maduro. Nesta etapa, as células semeadas proliferaetretam matriz extracelular durante a
cultura in vitro, enquanto o polimero é degradado gradualmentemifpedo espaco para
proliferacéo celular e formacgé&o do tecido no rehioldgico. Somente apds a formacéo do tecido

o implante € inserido no organismo (BARBANHilal.,2005).

Baseando-se nestas estratégias, a primeira efajgase com o desenvolvimento, selecdo e
processamento adequado dos arcaboucos. Paradargo,de polimeros biorreabsorviveis como
suporte para a cultura de células vém se destacamdmgenharia tecidual (KELLOMAKI e
TORMALA, 2004).

Como morfologia preferencial para a engenhariadtedj suportes porosos tém sido
preparados por diversas técnicas e ainda represenien importante enfoque em
desenvolvimento. Segundo a literatura, poros umiéonente distribuidos e interconectados em
um polimero permitiriam uma distribuicdo das c&wdiravés do dispositivo e contribuiria para a
organizacao de estruturas semelhantes a tecidodTS& JRet al., 2001; CIAPETTIet al.,
2003).

Arcaboucgos porosos podem ser obtidos por varioedost dependendo das caracteristicas
desejadas. Entre as técnicas podemos destacaarayap do solvente e lixiviagdo, inversao de
fase, blendas, injecdo de gas, litografia e pyoagem rapida, entre outras (BARBANdt al.,
2005).
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Um procedimento comumente utilizado é a técnickxdgacédo de pordgenos (substancias
adicionadas aos polimeros com o intuito de prodpeios) (BARBANTI, 2001). Diversas
particulas sollveis, incluindo sais e carboidratassistemas hidrofobicos sdo usados como
materiais porégenos. Apesar das vantagens, existmoveniente da permanéncia de residuos do
porégeno e do solvente (SARAZI al.,2004). Além disso, em processos como o de lixaoac
o parametro de controle da arquitetura dos supodesio tamanho e forma dos poros,
porosidade e interconectividade, resulta essenergbndo processo de producédo ao invés de
serem conduzidos por udesignpré-definido. A funcionalidade do arcaboucgo satiamente
melhorada pelo uso de técnicas de fabricacdo dad&® por computador, as quais poderiam
controlar tais parametros (LE& al., 2008), como ocorre na técnica de prototipagemdaapi
(WILLIAMS et al.,2005; MORONIet al.,2006).

Sabe-se que o tamanho e o grau de interconexde estmporos é um pré-requisito
importante (KARAGEORGIOU E KAPLAN, 2005). Segundoikds et al (1993) a taxa de
penetracdo e crescimento celular em estruturassa®rde polimeros biorreabsorviveis esta

diretamente relacionada com o tamanho e a distdbule tamanho dos poros no material.

Substratos tridimensionais porosos tém sido utibsgacomo arcabouco para cultura de
fibrocondrocitos (ARNOCZKY, 1999; WOODFIELEBt al, 2002; WOODFIELDet al., 2004,
MALDA et al, 2005; WOODFIELDet al., 2005). Entretanto, as condi¢cdes para obtencéao de
arcaboucos adequados para crescimento celulaidedaeenvolvem outros quesitos como design
apropriado do dispositivo (BARBANTt al, 2004), assim como uma boa adesao entre o tecido e
0 substrato (SANTOSt al, 2001).

A necessidade de desenvolver novos materiais bipativeis e que possuam boa adeséo,
crescimento e diferenciacdo celular, além de pedpdes mecéanicas adequadas para cada uso
representam um dos atuais desafios, uma vez qus @sateriais deverdo repor a funcao
mecanica temporariamente e degradar a uma taxpregm@ com o tempo de regeneracdo do
tecido (SEALet al.,2001).
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2.5 Cultura de células para Engenharia Tecidual

Com o avanco das pesquisas que exploram o conhdoinmentifico acerca dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos wéodi® e regeneragdo de tecidos e
juntamente com os conhecimentos da ciéncia dosriaiaigropiciou-se o desenvolvimento de
trabalhos multidisciplinares com o objetivo de cdapositivos biocompativeis que fornecessem
suporte para o crescimento celular e que apresemapropriedades mecanicas similares ao
tecido original, cujos principios fomentaram a pesgdo do campo cientifico da engenharia
tecidual (KOSEet al, 2003; WILLIAMS, 2004).

Sabe-se que a biocompatibilidade dos materiais egt@tamente associada ao
comportamento das células em contato com o materiglarticularmente pela adesdo na
superficie. As caracteristicas da superficie doeratsdo essenciais a adesado celular aos
biomateriais (ANSELME, 2000). A adeséo e prolif@i@celular sdo parametros importantes em
estudos da biocompatibilidade e citocompatibilidadétro (LUCCHESI, 2006) e correspondem
a primeira fase na interacao célula/material, gaenfluenciar na capacidade das células de se
diferenciarem em contato com o implante, promovemdeconstituicdo inicial do tecido original
(PUet al.,2002, BARBANTIet al, 2004, VAN KOOTENet al, 2004, WANet al, 2005).

Quando as células entram em contato com um matem@éntado ndo significa que elas
fardo contato direto com a superficie. Mas a rapdiorcao de proteinas oriundas do sangue (ou
do soro) traduz efetivamente a estrutura e com@osia superficie estranha em uma linguagem
biologica (WILSONet al, 2005). Sabe-se que a topografia da superficiedanpode alterar o

comportamento celular (LIt al, 2007) em situacdes de implante e na culturaaelul

Desta forma, a cultura de células é uma ferramemartante na ciéncia dos biomateriais e
tem recebido atencdo especial como uma alterngi@ra o tratamento de lesdes teciduais
(BARBANTI, 2001). Os experimentos envolvendo o iewltcelular tém varias vantagens em
comparacao com aqueles implantados diretamentegamiemo. No caso da cultura de células,

as condicbes experimentais podem ser controladadomhea mais rigorosa, mediante a
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manipulacdo das condi¢cbes de crescimento e do utidimado no cultivo de um tipo celular
especifico (ECA, 2004).

Portanto, o estudo dos polimeros biorreabsorviveistro tem como intencdo avaliar as
respostas celulares apos interagbes com mateviaemdo analisar o nivel de seguranca do
biomaterial para emprego em humanos e correlaciond@sempenho nas reacdes provocadas
pelo implante do material em situacfes clinicassr@@REFICEet al, 2006), promovendo um
ambiente que permita que as células se integrderedciem-se e desenvolvam-se em novos
tecidos (LAVIK e LANGER, 2004).

Além disso, uma abordagem nova incentiva a criagieubstitutos bioldgicos focando a
utilizagdo de materiais naturais ou sintéticos, @osistemas transportadores de célula para

promover a regeneracao de tecidos.

A determinacdo das condi¢des ideais para a expans@ivode células é uma condicao
essencial para o futuro da engenharia teciduale datbres de crescimento desempenham um
papel crucial no desenvolvimento de células e tacid vitro (CARLSON, 2005). Estas
informacBes poderiam permitir o uso de biomater&isécnicas de cultura de células para
desenvolver estruturas que estimulem mecanicangefigologicamente caracteristicas vivo
(SANTOS JRet al.,2005).

As condi¢bes para promover a proliferagéo, crestimne diferenciacdo tecidual esbarram
nas caracteristicas do suprimento vascular, o xjge eéwvestimento cientifico no esclarecimento
do papel da estrutura tridimensional e de fatoeesréscimento e fatores angiogénicos como
moléculas-chave da viabilidade celular (CARLSON)®20

Deve-se salientar que estimular células para produnza nova matriz sob condi¢cdes nas
quais normalmente ndo a fariam, ndo é uma tarefa Adém do mais, ainda é preciso obter o
tipo celular requerido, determinar o0 momento em qsgesinais dados as células devem ser

suprimidos e avaliar o funcionamento do tecidoltaste (WILLIAMS, 2006).
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A homeostase celular é dependente da sintese addef§o regulada de colageno. A
remodelacéo tecidual para degradar e propiciaisBuase ocorre durante o avancgo da resposta
cicatricial do tecido (MARUCCEt al, 2002). Na engenharia tecidual, o controle da tdxa
sintese e degradacéo de colageno de forma conlgatile levar a um maior sucesso no reparo,

integracéo e funcionamento do dispositivo usadoRABAM et al, 2007).

Desta forma, o cultivin vitro de células oferece uma importante ferramentamatiea de
elucidar a biologia destas células e € considecadm um recurso extremamente Gtil na analise
da matriz extracelular (SANTOS e WADA, 2007).

InUmeras pesquisas buscam aperfeicoar e intensifisgao de suportes de biomateriais para
expansao de células do menisco a fim de permiirgacomposicdo apos intervencdo medica. A
interacdo célula-suporte deve ser avaliada parfirrear condigcbes de adesdo, crescimento e
diferenciacéo celular, como requisitos essenciaia p formacédo de um neotecidovitro. Esse
tecido substituto deve apresentar propriedades dmanicas equivalentes ao tecido original,
tornando-se capaz de desenvolver a funcdo printiriaegido lesada, através da morfologia
diferenciada de suas células e do arranjo orgamidas moléculas que compdem sua matriz
extracelular (IBARRAet al., 1997; KOBAYASHI et al, 2005; REGUZZON!Iet al, 2005;
CHIARI et al, 2006; FANet al, 2006; RAMASWAMY et al, 2006; TIENENet al, 2006).

A partir dessa necessidade, varias metodologias @anultivo celular foram estudadas e
desenvolvidas nos ultimos anos (BENYA al, 1982; GREENet al, 1984; FIGUEIREDO e
JOAZEIRO, 2005). O desenvolvimento destas técrobaece os beneficios de se trabalhar com
um grande numero de células, as quais sédo obtipagiade um namero reduzido de animais em
experimentacdo. Estas células, uma vez isoladdszeen ou eliminam o risco de se obter

resultados incorretos devido a influéncia de ouipmss celulares.

Além disso, é possivel realizar diversos testeaci@hados ao metabolismo, as respostas

celulares apods a utilizagcdo de farmacos e subsgindkicas (ARAUJO, 2000), a manipulagéo
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das condicdes de crescimento (ECA, 2004) e inteeacélula/biomateriais como uma alternativa

para o tratamento de lesGes teciduais (BARBA&ITHI, 2004).

Trabalhos iniciais conduzidos com cultura celular poli(acido lactico), PLLA, e em
experimentacdo animal tém mostrado que as céloldsnp proliferar e sintetizar matriz sem um
suprimento sanguineo se o meio extracelular é dan(®ILVA, 2007). O que se busca é
justamente entender quais as condicfes necesparaslesenvolver a capacidade proliferativa e

sintetizante destas células.

Portanto, os estudos para aprimoramento de imglaméando o desenvolvimento nessa
perspectiva encaminham o diagnéstico e avaliacaint@aacdo célula/biomaterial com uma

dimensao em escala nanométrica (TAYLERl, 2009).

Considerando-se que 0 objetivo principal da engémheacidual esta em desenvolver
substitutos vivos para tecidos a partir de célalaldéivadas em substratos tridimensionais, a
cultura de células representa o enfoque das pesgens implantes temporarios com menor custo
e menor tempo de reabilitacdo, além de viabilizar dnico procedimento invasivo para

colocacao do implante devido ao uso de arcabouga®gabsorviveis.

2.6 Biologia do Menisco

O tecido cartilaginoso esta presente em regidescégms do corpo sendo formado por
células denominadas condrécitos e por uma matrira@{ular intersticial altamente
especializada. Esta é constituida por uma rede omadecular, onde encontram-se acido
hialurénico, proteoglicanos e proteinas de adeséinéma associacdo com as fibras do Sistema
Colageno e do Sistema Elastico (HARDINGHAM e FOSAN®92; HEINEGARD e

OLDBERG, 1989; MAROUDAS, 1975).

De acordo com a composicao da matriz extracelatacartilagens diferenciam-se em trés
tipos: hialina, elastica e fibrocartilagem (JUNQBEIe CARNEIRO, 2004). Nos mamiferos, a
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fibrocartilagem é encontrada nos discos intervesisp na sinfise pubica, nos meniscos das
articulacbes do joelho e articulagbes temporomartaipesternoclavicular e do ombro, ou seja,

sua presenca indica locais onde os tecidos pregmsistir a compressao e ao desgaste (GHOSH
e TAYLOR, 1987).

A fibrocartilagem é um tecido conjuntivo avascukem pericéndrio, formado por poucas
células e uma grande quantidade de matriz extlacatanstituida principalmente de colageno
tipo | e proteoglicanos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2p04

Os meniscos dos joelhos séo fibrocartilagens camédtm semilunar, interpostas entre o
condilo femoral e o plat6 tibial (MCDEVITT e WEBBER990). A superficie do menisco em
contato com o cbndilo é cdncava, enquanto que arficie em contato com o platd tibial é
ligeiramente convexa (COHE®t al.,2003).

Nos humanos, 0s meniscos se apresentam aos pafesma que cada individuo possui 4
meniscos, sendo 2 mediais e 2 laterais. O menigthaimé uma estrutura em forma de “C”, com
0 raio maior que o do menisco lateral e com o cqusterior mais largo que o anterior. Ja o
menisco lateral possui forma mais circular, abradgeaté 2/3 da superficie articular tibial
subjacente (figura 2) (COHEN e ABDALLA, 2003).

Os dois meniscos estdo conectados pelo ligamertsviersal que passa do menisco medial
anterior para o menisco lateral anterior. Sao fisa@l capsula articular e presos ao condilo tibial
através dos cornos anterior e posterior. Outrodogode fixacdo sdo o ligamento colateral,
ligamento menisco-femoral e capsula (AUFDERHEIDETEHANASIOU, 2004).

Dentre suas funcdes, € importante destacar a dagecide suportar e distribuir de 50 a
70% do peso corporal, resistindo a pressoes, atrdaéjual promovem absorcdo de impacto,
lubrificacdo e adaptacdo as superficies da tibfarraa dos condilos femorais e promovem a
estabilizacdo da articulacdo durante momentos elfdl e extensdo, cujas atribuicbes séo

garantidas por uma organizacdo especifica dasaséldh matriz extracelular desse tecido
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(SHRIVE et al, 1978; TIENENet al, 2006). Essas fun¢cfes sdo essenciais para gjoota

articulacéo e prevencéo de lesbes, como a ostesartr

Os meniscos dos joelhos s&o estruturas amplamevdscwdarizadas, exceto nas
proximidades de sua insercao periférica (ARNOCZKWARREN, 1982). A porcéo externa do
menisco, que é vascularizada tem a habilidadenggtch de auto-regenerar e pode ser referida
como regido vermelha. Esta area do menisco tamiésupgrandes feixes de nervos orientados

circunferencialmente e nervos menores em orienteagdial. A porcdo interna é avascular e sem
inervacao, também referida como zona branca (AURBHRE e ATHANASIOU, 2004).
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Figura 2— Anatomia do menisco humano (AUFDERHEIDE e ATHANASI(2004).

Desta forma, 0s meniscos apresentam uma Unica vegdlu de atributos celulares
particulares garantidas pela sua arquitetura e-afttrutura diferenciada. De acordo com estas

especificidades, agrupa um conjunto de trés popetacelulares, as quais sao classificadas
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segundo seu aspecto morfolégico: células com palfihgado, células poligonais e células
denominadas fibrocondrécitos, caracterizadas pedomdto arredondado semelhante a
condrdcitos, porém com sintese predominante degeotatipo | como os fibroblastos, dai a
origem da nomenclatura (TANAKALt al.,1999).

O tecido que compde 0 menisco é, portanto, tipmmodartilaginoso composto por poucas
células, cercadas por uma matriz extracelular @ddmte, composta principalmente de colageno
tipo | (90%), mas outros colagenos tipos II, IV (GUNJA e ATHANASIOU, 2007),
proteoglicanos, glicoproteinas e elastina estaseptes em menores quantidades, especialmente
associados ao fenotipo da fibrocartilagem (ROUGHIEEWHITE, 1992).

O colageno tipo Il é mais expresso na regidao iat&f@ menisco e ausente nas regides
vasculares . O agregam € o proteoglicano mais &acla) mas outros glicosaminoglicanos como
decorim, biglicam e fibromulim também estdo presem®m menores concentracdes (INGMAN,
et al.,1974; HERWINGegt al.,1984).

A matriz extracelular da fibrocartilagem é, ent&@ida, firme e flexivel, sendo responsavel
pelas propriedades elésticas, caracteristica @akgrara proporcionar a resisténcia a tenséo e
compressao (MCDEVITT e WEBBER, 1990).

Desta forma, os meniscos séo geralmente descmto con tecido bifasico com uma fase
liguida composta por 4gua e eletrélitos e umadgaida compreendida pela matriz extracelular e
glicosaminoglicanos. Esta forma viscoelastica ioglgue o stress e as tensdes desenvolvidas
dentro do tecido sdo dependentes ndo s6 da cdigadap mas também da taxa de carregamento
(MOW et al.,1992).

Embora tanto o menisco quanto a cartilagem articidpresentem propriedades
viscoelasticas, o médulo de elasticidade para dssatos sdo 0,09 e 0,15 MPa (SWEIGART e
ATHANASIOU, 2001) para o menisco e na faixa de 0,3334 MPa para a cartilagem (HU e
ATHANASIOU, 2003).
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E valido ressaltar que suas propriedades viscieasauxiliam ndo sé na absor¢édo de
choques, transferéncia de forcas e estabilizac&artdallacdo, mas também no suplemento de
nutrientes para cartilagem articular, na qual @wfité difundido através da retomada de repetidos
movimentos de compressao e relaxamento do tedidmdo uma pratica essencial para nutricao
das células (FITHIANet al., 1989).

O menisco também é cerca de cinco vezes menos dexmao fluxo de fluidos que a
cartilagem articular. Isto significa que a agua pade sair tdo facilmente quando o tecido é
submetido a uma carga tornando o menisco, portantoexcelente amortecedor (FITHIA®
al., 1990).

Sem 0s meniscos, a cartilagem tibial em contato @nsartiiagem articular seria
predominantemente no centro do plato tibial e disanuiria a estabilidade da junta. Quando o
joelho se dobra, os cbndilos femorais giram e dasli através do platd tibial. Durante este
movimento ha deformacdo dos meniscos em direcguadhd tibial posterior para manter a sua
funcdo (FU e THOMPSON, 1992).

Como pode ser visto, as propriedades do tecidaougpde 0 menisco sao exclusivamente
estruturadas para servir o seu papel na biomecénigaelho. A presenca de lesdes do menisco
do joelho causa grande desconforto e pode levas@e$ ndo passiveis de regeneracdo da
cartilagem na superficies articulares do fémur #ghda, levando ao progressivo desenvolvimento
de osteoartrites (inflamacdo da cartilagem) e seso(degeneracdo da cartilagem) que ainda
representam um grande desafio para traumatologidopedia internacional (KRAUSEt al.,
1976).
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2.7 Regeneracdo do Menisco

A meniscectomia ja foi considerada um procedimembcuo. Hoje sabe-se que esse fato
ndo € verdadeiro. A fibrocartilagem dos meniscosleé fundamental importancia para o
desempenho mecanico, estabilidade e sensibilidadetidulacdo (MESSNER e GAO, 1998).

Embora o menisco possua propriedades mecanicakeeias a exposicdo a pressdes ou
tensdes anormais pode exceder sua elasticidadasewoar lesdes. Com incidéncia anual de 60
casos por cem mil habitantes (HEBEal., 1990), um numero crescente de lesées no menisco,
ocasionando a meniscectomia parcial e procedimetgcsutura sdo atribuidos principalmente,
as causas traumaticas devido ao excesso de atgidesportivas e doencas degenerativas
(PROCTORet al.,1989).

Injurias na fibrocartilagem do menisco, em geeduitam em processos cicatriciais lentos e
dificeis, proporcionais a sua extensdo. Além digsoste um padrdo cicatricial diferente de

acordo com a regiao acometida (ERIKSSON, 2003).

O sucesso nos procedimentos reparadores de malepemde de fatores como idade do
paciente, técnicas de reparo, material a ser aditiz(materiais biorreabsorviveis e néao-
biorreabsorviveis) ou da complexidade da cirurgéa rdparacdo (reparo de menisco e de
ligamento cruzado, por exemplo) (WARRENal, 1985; BARRETTet al, 1995; DEHAVEN,
1999).

Além disso, transplantes meniscais enfrentam inametlificuldades, que vao desde
tamanhos inadequados entre doador e receptor (VH@WSKI et al, 1994 STONE, 1996:
MESSNER, 1999), até as temidas infec¢6es cruzdti@set al, 2004).

Consequentemente por se tratar de uma estrutugdasep diversas lesbes e apresentar
limitada capacidade regenerativa a fixacdo cir@argbbm suturas representa, em algumas

condi¢des, um método insuficiente para lesdes saterPortanto, esse tecido vem sendo alvo de
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estudos, nas ultimas décadas e diferentes estati@gam utilizadas focando principalmente sua
recuperacdo (WEBBER, 1990; PANGBORN e ATHANASIOWO03; CHIARI et al., 2006;
RAMASWAMY et al, 2006; BAKER e MAUCK, 2007).

Dentre elas, optou-se pela reposicdo do menisco roat@rias autdlogos, como tendao
(KOHN et al, 1992), tecido adiposo (KOHHt al, 1997) e pericondrio (BRUNE& al., 1998).
No entanto, o uso desses materiais naturais mostsuitados insatisfatorios, devido a suas
propriedades mecanicas desfavoraveis, as dificaldagim manté-los fixados no local do
implante, bem como a limitacdo na obtencdo deasdestititos naturais (ARNOCZK¥t al,
1988; WEBBERet al, 1988).

Quanto ao uso de proteses, ndo ha materiais iaitfique apresentem propriedades
mecanicas similares ao menisco original (BUktAI.,2004). A aplicacdo de materiais sintéticos
ndo absorviveis, embora permita a invasao celdé&posicdo de colageno tipo | e Il e formacao
de um neotecido com caracteristicas semelhantésracdrtiagem (KLOMPMAKERZet al.,
1996), falham ao conferir capacidade protetora wacartilagens articulares apds longos
periodos (RIJK, 2004).

No que se refere ao uso de materiais naturais,zZRegiet al. (2005) avaliaram aspectos
morfologicos de reparo através do uso de matrieeserciais de colageno apds meniscectomia
parcial em humanos. Seus resultados mostraram quparte de coladgeno néao induziu resposta
imunoldgica e favoreceu a invaséo tecidual, emraetd, estudos em animais reportam extensa
reabsorcdo do material apos 6 semanas, propicifutdoos sitios de degeneracdo articular
(STONEet al.,1990).

O estudo do composto aromatico 4,4-difenilmetardhismcianato poroso como menisco
artificial foi realizado por Tienewt al. (2006), onde a infiltracdo de tecido fibrovascigaa
diferenciacéo fenotipica especificamente localiZmdam observac¢des importantes. No entanto,

0os implantes ndo suprimiram a degeneracdo da agptil articular. Esses resultados se
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assemelham aos de Kobayashal. (2005) ao utilizarem um menisco artificial de loigel-poli-

acool vinilico (PVA-H), onde observaram sitios @generacao articular.

Diante destas dificuldades, o uso de polimeroliidamente degradaveis na regeneragéo
de menisco tem sido estudado (ELEM®al., 1990; FREEDet al.,1993a; PEZZINet al.,2003;
TIENEN ¢ al., 2003; BECKERet al.,2005; KANGet al.,2006; PINTCet al.,2009).

Em um procedimento de meniscectomia medial, Petzah. (2003) utilizaram blendas de
poli(acido lactico)/poli(p-dioxanona) para estimmudaformacédo de um neomenisco. A andlise de
seus resultados indicou que a blenda propiciouradgdo de um tecido fibrocartilaginoso com
células do tipo condrdcitos e que permitiu a prdeglas cartilagens articulares quando

comparado ao grupo controle sem implante.

Entretanto, pouco ainda é conhecido sobre a se@iét& eventos bioquimicos e
biomecanicos ligados a aplicacdo de forcas, narrdetacdo do processo inflamatorio ou
mudancas degenerativas da fibrocartlagem e de fquma essas interagbes agem no
estabelecimento da artrite (SHétlal, 2003).

A determinacdo dos componentes da matriz extracekela compresséo de sua sintese, do
ponto de vista temporal e quantitativo, compreendéietivos a serem alcancados em estudos
futuros. Tienenet al. (2003) realizaram experiment@s vivo em cdes, mediante seccdo de
determinadas por¢des do menisco lateral e avaliareesposta de reconstituicdo com a insercao
de uma blenda de poli(caprolactona)/poli(L-acidotit®) (50/50) ou na auséncia desta. Os
resultados mostraram deposicao de colageno tipsilhtese de proteoglicanos apenas nos testes

em que o polimero foi utilizado.

A necessidade de uma fonte celular para propicfarrmacéo de um neotecido representa
um dos principios da regeneracdo humana (CARLSAN5)2 A compreensdo acerca das
caracteristicas proliferativas e da diferenciacas celulas progenitoras naturais de um tecido

permite o desenvolvimento de meios que as mantephbague estimulem a sua expansfwitro
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antes de implanta-las em éareas lesadas (RISBUDHNBEER, 2002). Como pré-requisito para
estimular as etapas iniciais de regeneracdo tdciéluamegavel o papel suporte da matriz
extracelular local (BADYLAK, 2002; HOSHIBAt al, 2006).

Devido as suas caracteristicas de degradacaoredbsorcdo (DUEKet al.,1999), os poli
(a-hidroxi &cidos) representam uma alternativa prears para regeneracao tecidual e fazem
parte de uma familia amplamente utilizada na ai@addica (ZHACOet al, 2003), pois além de

biorreabsorviveis, sdo biocompativeis (SAKA&#®al.,2004).

Nao obstante, a engenharia tecidual fibrocartizgan utilizando células do menisco e
arcaboucos poliméricos, representa uma alterngiara o tratamento de lesées do menisco
(KANG et al.,2006).

Freed e colaboradores (1993a) comprovaram quadoteartilaginoso pode ser regenerado
através de uma cultura de condrocitos em um subgicaoso de PGA (FREEB al., 1993b;
FREED et al., 1994). Grandeet al. (1997) relatou que células cartilaginosas cultigaden
poliésteres como PLLA e PGA tendem a ter um aumeatsintese de proteoglicanos e de

colageno quando comparadas com células cultivadanatriz de colageno.

Ibarraet al. (1997) obtiveram tecido fibrocartilaginoso atradésuso de substrato poroso
de poli(acido glicolico) (PGA) e fibrocondrocitose dmenisco isolados em cultura. Os
fibrocondrdcitos cresceram e se expandiram no aibgtiorreabsorvivel e ao serem implantados
no subcutaneo de ratos formaram, apos algumas asmam tecido semelhante ao tecido do
menisco (IBARRAet al.,1997).

Como resultado do uso de células-tronco mesengsliipzaa regeneracado de cartilagem em
um suporte hibrido de PLGA-GHC, Fam al. (2006) observaram o aumento da proliferacao
celular e da sintese de glicosaminoglicanos eng&elaos resultados obtidos com implante de
PLGA puro. No entanto, estes materiais tém sidzatios para a regeneracéo parcial do tecido

fibrocartilaginoso e ndo completa regeneracao da @oestrutura do menisco.
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O sucesso para cultura de tecido fibrocartilagiresté na selecéo do tipo celular adequado.
Estas células devem ser capazes de prosperar eamhimnte avascular, que se baseia na difusdo
de nutrientes do liquido sinovial e de formar uroaexdo em torno da matriz do menisco que
serd submetido aos movimentos da articulacdo ndiaRSANO et al., 2006). Uma escolha
Obvia é a utilizacdo de células nativas do menissofibrocondrécitos (WEINANDet al.,
2006Db).

Os resultados observados no cultivo de fibrocontir®em suportes de membranas de
PLLA e arcaboucos de PLGA e PLDLA demonstraram duemuve uma adequada
biocompatibilidade desse material ao ser usado cemisstrato, permitindo a adesédo, o
crescimento e a organizacdo dos elementos da neatracelular (SILVA, 2007; ESPOSIT&
al., 2008b; ESPOSIT@t al.,2009c).

Como recurso para promocao do crescimento e deeddecéo celular, a utilizagdo de
bioreatores pode melhorar a uniformidade da disgéo de células e da producéo de moléculas
da matriz extracelular, com contribuicdo impar paraavanco da engenharia tecidual
(AUFDERHEIDE e ATHANASIOU, 2005; VUNJAK-NOVAKOVICet al, 2005).

Estudos recentes comprovaram que o cultivo de aglsbbre substratos poliméricos e
posterior implante pode aumentar a viabilidade xgsso de cura de lesdes na cartilagem, se
eficientes materiais forem desenvolvidos, comonpetos fibrosos biorreabsorviveis e outras
estruturas porosas (PERETdt al., 2004; MARTINEK et al., 2006; WEINAND et al., 2006a;
WEINAND et al, 2006b; WILLIAMS, 2006; WEINANDet al, 2009). No entanto, nenhum
trabalho foi encontrado citando a regeneragao dusoe pelo procedimento de meniscectomia
medial com co-cultivo celular e o tipo celular ilpara este propdsito ainda nao foi identificado.
Células autblogas e alégenas de meniscos, cormkdmiticulares, fibrocondrécitos, fibroblastos
e células-tronco mesenquimais representam posdomdiss celulares (MULLER-RATHt al.,
2004; HOBEN e ATHANASIOU, 2006; YAMASAKEt al.,2005; WANGet al.,2005; FANet
al., 2006; WANG et al.,2006; SEGAWAet al.,2009).
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Desta forma, a criacdo de novas fronteiras paracieiédos materiais desafia 0s
pesquisadores na geracdo de dispositivos para @diconcapazes de efetivamente dirigir os
processos envolvidos na reconstituicdo teciduandgs de funcdo de uma parte lesada ou 6rgéo
(SILVA, 2007).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

O fluxograma abaixo (figura 3) ilustra a sequénlgeetapas empregadas desenvolvidas na

metodologia deste trabalho.

Poli(L-co-D,L acido PCL-T (Solvay Capa®)
lactico) (PLDLA 70:30

NE: 4

Diluicdo do polimero em
cloroférmio (10%w/v) na
concentracédo 90/.

Sacarose (50% wi/v)
250- 500um

U

Remocao da sacarose
solucéo de PV

ﬁ Molde de silicone

Arcaboucos

z S

Estudoin vitro
Cultivo celular de
fibrocondiéeitos

Estudoin vivo
Implante em menisco de
coelho:

Figura 3 - Fluxograma da metodologia empregada.



3.1Preparacédo das Solucbes Poliméricas

O poli(L-co-D,L acido lactico) (70:30), PLDLA, fosintetizado no Laboratério de
Biomateriais — PUC-SP, com massa molar média de28§.mot". A poli(caprolactona triol),
PCL-T, cujo nome quimico € 2-oxepanona, polimeran c@-etil-2-(hidroximetil)-1,3-

propanodiol, foi fornecida pela SolVagCAPA 3091), com massa molar média de 900 g'mol

Solugcbes de PLDLA/PCL-T na composicdo 90/10 forarapg@radas por diluicdo do
polimero em cloroférmio (Mer@ (10% m/v). Ap6és completa dissolucdo dos polimemms
adicionada sacarose (SyftH50% m/v com granulometria controlada entre 2580@ um. As
solucbes foram vertidas em moldes de silicone coideados nas mesmas dimensfes do
menisco de coelho com espessura entre 0,1 e 0,2Arfigura 4 mostra o arcaboucgo produzido e

sua comparacao com o menisco medial (em seu fotiatagico).

Apoés evaporacdo do solvente e remocdo da sacamgeVA (Poli Alcool Vinilico) os

arcaboucos foram submetidos ao cultivo celulailitedondrécitos para posterior implante.

Figura 4 — Comparacdo entre o menisco original (a esquerda) a&cabouco de
PLDLA/PCL-T (a direita) implantadm vivo.

31



3.2. Estudoin vitro - Estudo da cultura de células

Isolamento dos

Fibrocondrocito

Meniscos do
joelho (n=32) de
coelhos Nova
Digeséo W Zelandia com 3
enzimatica com meses de idade
colagenase
Adesio Celular Citotoxicidade MEV Sirus Red Citoquimica (AT)
2h direta 7,14,21 e 28 7,14,21 e 29 7,14,21 e 28
oras _ _ _
24 horas dias dias dias

Figura 5 — Fluxograma do procedimento experimental reatizealetapan vitro.

Em todos os ensaios as amostras foram pré-inculeadasstufa de COpor 24 horas,
conforme as normas da ISO 10993-5 (1992) receb2@@@lL de Meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) sem soro fetal bovino (SFB).

3.2.1. Obtencéao de fibrocondrécitos a partir de masacos de coelhos

As culturas de fibrocondrocitos, isoladas a pal&irum pool de meniscoa € 32), foram
obtidas de acordo com adaptagbes do protocolo padan por Figueiredo e Joazeiro (2005),
como descrito a seguir. Neste procedimento foratizados 8 coelhos albinos machos, com
idade aproximada de 90 dias. Os animais foram @siadbs utilizando uma combinacdo de
cloridrato de xilazina (3.33 mg/Kg) e cloridrato detamina (16.6 mg/Kg), administrados por
meio de injecdo intramuscular e sacrificados peofapdamento de anestesia com tiopental de
acordo com o estatuto do Colégio Brasileiro de Erpentacdo Animal (COBEA) e o projeto de
lei PL 1153/95. As fibrocartilagens foram retiradstsavés da seccdo transversal da cépsula
articular e os meniscos mediais e laterais esquediceito foram coletados e mantidos em meio
de cultura DMEM com 0,2M de L-glutamina, suplemeotacom 10% de SFB (Cultil&h
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adicionado de 50 mg/L de gentamicina (Si§na 2,5 mg/L de anfotericina B (Sigffja Em
ambiente estéril, os tecidos moles adjacentedaschirtiagens foram cuidadosamente retirados.
As fibrocartilagens foram posteriormente fragmeasad submetidas a digestdo enzimatica para
extragdo celular em meio DMEM suplementado com #i@%6FB e 1mg/mL de colagenase tipo
IA (Sigma®) durante 3 horas a 37°C. Em seguida realizouesm@ifugacéo, em trés etapas de 10
minutos a 1000 rpm, com subsequente ressuspensdone@nDMEM contendo 10% de SFB.
Apos a centrifugacao foi realizada a quantificagdwiabilidade celular com emprego do corante

vital Azul de Tripan em camara hemocitométrica (béer).

Os fibrocondrécitos obtidos foram semeados em uemsidade de aproximadamenté 10
células/mL diretamente nos arcaboucos contendoio deecultura DMEM, suplementado com
SFB. Os frascos foram incubados a 37°C em atmosédtaiada de vapor d’agua e 5% de,CO
onde as células puderam aderir e proliferar. Pldea24 pocos com laminulas de vidro foram
utilizadas para controle do crescimento celular.trhAsas do meio de cultura foram realizadas
sempre que houve a acidificacdo do mesmo bem comonitoramento dos cultivos celulares

em microscoépio invertido Eclipse TS 100 (Nikyn

3.2.2. Teste de citotoxicidade direta e Ensaio ddesao celular

Para os ensaios de adesao celular e citotoxicidiaeta foi utilizado uma modificagdo do
método descrito por Mosmann, 1983. Os arcaboug@snfa@olocados no fundo de placas de
cultura com 96 pocos (Corning/Costar CorporatjoBambridge, USA). Em conjunto com 0s
arcaboucos, empregaram-se discos de teflon e aigdpca de poliestireno, tradicionalmente
utilizados, respectivamente, como controles negaipositivo nos ensaios de adeséao celalar (
6). Para determinar a citotoxicidade dos arcabqupsopria placa de polipropileno foi utilizada

como controle negativo e fenol (1%) como contrasiivo (n = 6).

Apbs a ambientacdo dos arcaboucos, o meio foiadetire 0os pog¢os semeados com

aproximadamente 2@élulas/mL em meio DMEM com 10% de SFB.
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As placas foram incubadas durante 2 horas parsamtd adeséo e 24 horas para analise da
citotoxicidade em estufa de G@ 37°C. ApOs a incubacdo, o meio foi retirado epogos
lavados rapidamente com o mesmo meio. Posteriavagém, adicionou-se a cada poc¢opl00
de meio fresco sem SFB e pD de meio contendo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5emhil brometo
tetrazolium MTT (5mg/mL), seguindo-se um periodard®ibacao de 4 horas a 37°C no escuro.
Apés esse tempo, os 150 contendo MTT foram substituidos por uma solucéd@@0uL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 25L de tampéo Glicina/Sorensen. Em seguida,llOf8as solucdes
contidas nos pocgos foram transferidas para uma plaea e a absorbancia do MTT foi lida em
leitor de microplacas BioT&k Elx 800, USA com emprego de comprimento de oreda7d nm.

Foram realizadas andlises estatisticas para anskegerimentos envolvendo o MTT.

As mitocondrias de células vivas, por meio da eazsuccinato de hidrogenase, sao
capazes de reduzir a substancia amarelada solavéyea MTT convertendo-a em um composto
insolivel em agua, o formazan, o qual é solubibizpdlo DMSO. A quantidade de formazan
produzida, medida por espectrofotometria, é diretaemproporcional a atividade metabdlica e ao

numero de células vivas.

Previamente a realizagdo dos ensaios envolvend® Bs amostras foram incubadas em
condicbes semelhantes aos testes de adesdo celaitwtoxicidade com a diferenca de se

adicionar meio sem células para verificar uma pesséacdo do MTT com 0s suportes.

3.2.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura foi utilizagara investigar a morfologia da
superficie dos arcaboucos e morfologia celular esa arcaboucos. As amostras poliméricas
foram fraturadas em nitrogénio liquido, fixadas @m suporte metalico e recobertas com uma

fina camada de ouro.

Os fibrocondrocitos foram observados apos 7, 14e 2B dias de cultivo. As amostras

foram fixadas durante 1 hora a temperatura ambientesolugéo fixadora contendo 2,5%
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paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido, 0,06% acidcrign, 1% &acido tanico dissolvidos em
tampao cacodilato 0,1M, pH 7,4. Posteriormentanagstras foram pos-fixadas com tetroxido de
osmio 1% e desidratadas em concentracfes cresanteimnol. As amostras foram secas em
Ponto Critico (Balzefs CTD 030), recobertas por ouro (BalZeiSCD 050) e observadas em
microscépio eletronico de varredura (JEOUXA 860A). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.2.4. Ensaio colorimétrico - Sirius Red

O ensaio com o corante Sirius Red foi realizad@ac®do com metodologia descrita por
Tullberg-Reinert e Jundt (1999). O método é basewmdigacdo seletiva do Sirius Red, um
corante anidnico, com proteinas colagenas e tem aiticado para mensuragdo estimada da
deposicdo de colageno em culturas de células (GANRDet al, 2004; SARUWATARIet al.,
2005).

Os arcaboucos foram colocados no fundo de placasculieira com 96 pogos
(Corning/Costar Corporati6n Cambridge, USA)r{ = 6). Em conjunto com os arcaboucos,
empregou-se a propria placa de poliestireno paratdzada como controle da cultura celular.
Apos o cultivo por 7, 14, 21 e 28 dias, o meiorétirado e os poc¢os lavados intensamente com
tampao fosfato salino (PBS). Foram adicionadosull@® solucéo fixadora - Fluido de Bowin -
incubando-se durante 1 hora. ApGs este tempo,gd&mlde cada poco foi removida e foram
realizadas 3 lavagens de 5 min com PBS. O exces&B8& foi removido e o corante Sirius Red
adicionado. Apods o tempo de 1 hora, o maximo darderexcedente foi removido e procedeu-se
a lavagem com 15(0L de solugéo de &cido hidroclérico 0,01 M por 3@wselos para remogao
do corante que nado se ligou. Em seguida, o corfanteetirado das camadas celulares com a
adicdo de solucdo de NaOH 0,1 M durante 30 minuwdisjuotas de 10QuL das solugbes
contidas nos pocos foram transferidas para uma pta@. A absorbancia das aliquotas foi
medida em um leitor de microplacas BioTekElx 800, USA, utilizando-se filtro no

comprimento de onda de 570 nm.
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Com o intuito de padronizar as analises, todos roabaucos foram mantidos sob as
mesmas condi¢des sem ceélulas, avaliando-se assirsoabancia do material pelo corante. Estes
resultados foram descontados dos resultados olgiaesultivo celular obtendo-se assim, a real

absorbancia apresentada pelos cultivos celulabe ss arcabougos durante os tempos.

Os resultados foram analisados estatisticamerlieantio-se o teste ANOVA, com niveis

de significanciar = 0.01.

3.2.5. Andlise Citoquimica

A citoquimica mostra a atividade metabdlica daslaélcultivadas nos suportes. Apoés 7,
14, 21 e 28 dias de cultivo, as amostras forandéixeem paraformaldeido 4% a 4°C. Ap6s 1 hora
as amostras foram lavadas em PBS, desidratada®rmes srescentes de etanol, embebidas e
inclusas em moldes contendo resina glicol metaorikas amostras foram colocadas em estufa a
37°C por 48 horas para a polimerizacdo da resimate€ de 2um foram preparados em
micrétomo Leic® RM2245 e corados com azul de toluidina (AT), pBl 4m corante basico que
cora com grupos anidnicos. As laminas foram obsawva& fotografadas em microscépio optico
com luz polarizada (Eclipse E800 — Nikdn Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.3. Estudoin vivo— Implante dos arcaboucos e controles

Todos os procedimentos experimentais realizadog riesbalho foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNIVAP n°pdotocolo A047/CEP/2009 (Anexo I).

Com base na literatura (PERET@&t al., 2004; MARTINEK et al., 2006) e nos resultados

obtidos no ensaio colorimétrico desenvolvido ngaia vitro deste estudo, selecionou-se o

tempo de 21 dias de cultivo para aplicagao na etayiso.
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O mesmo inoculo celular e as mesmas condicfes Iteocutilizadas na etapa vitro

foram utilizadas no preparo dos arcaboucgos paracegdimentan vivo.

3.3.1. Implante do material — Técnica cirurgica

Neste trabalho, foram utilizados 20 coelhos albirdsva Zelandia, de ambos 0s sexos,
com idade minima de 150 dias e metodologia utiizadr Cardoso (2002). Os animais foram
submetidos a anestesia geral via intramuscular swogdo de cloridrato de cetamina 5% (30
mg/kg de peso), associado a cloridrato de xila2ita(3 mg/kg de peso). Antes da cirurgia 0s
animais permaneceram em jejum por 12 horas. Flizada tricotomia da area a ser operada. Os
coelhos foram posicionados em mesa cirdrgica ajaiagyr em decubito dorsal horizontal. A
assepsia foi feita com solugéo de &lcool iodadd% &plicado com gazes estéreis. A cirurgia fez

uso de luvas cirdrgicas estéreis e materiais ¢oosgesterilizados em autoclave a 120°C.

A via de acesso utilizada para o implante foi aapatelar medial, longitudinal, com
aproximadamente 5 cm de extenséo, seguida de ¢hsselo tecido subcutaneo, capsulotomia
parapatelar medial, deslocamento do aparelho exteltsjoelho (tenddo quadricipital e tendéo
patelar) lateralmente, seccdo do ligamento colateedial na interlinha articular, resseccéo
cuidadosa do menisco medial toto, sem danificar a cartilagem articular do condeonbral

medial e implante do arcabouco (figura 6).

A fixacao do implante foi feita com fio de sutur@ mlylon monofilamentado n° 5-0, com 2
pontos, sendo um anterior e outro perifericameatparcdo média da prétese. A sutura envolveu
0 arcabouco polimérico (prétese) e tecidos capssilgerimeniscais. Apés a implantagéo, foi
realizado o fechamento por planos, os cortes faaiurados com mono nylon 4-0 em pontos
separados na capsula, reparo do ligamento colatedibl e sutura continua na pele. O curativo

pos-operatorio foi feito com gaze estéril embelaiaiealcool iodado a 50%.
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Os animais foram colocados em gaiolas individuaispensas, imediatamente apos a

cirurgia e mantidos no Biotério da FCMS-PUC/SPebendo racdo comercial e aguhlibitum

Figura 6 — Procedimento cirtrgico para o implante dos arcab®uwpm o pré-cultivo de
fibrocondrdcitos e arcabougos sem células. A viaadesso utilizada para o implante foi a

parapatelar medial.

Grupos

Os coelhos foram divididos em 4 grupos cada um S@animais, onde os tempos de 12 e

24 semanas indicaram quantas semanas decorrenaa@nurgia e a eutanasia:

Grupo A, - designa o lado direito para o implante da pet@$gena (i.e. previamente
cultiva com fibrocondrdcitos provenientes de outnabviduos da mesma espécie).

Grupo B - designa o lado direito para o implante da psteslimérica (arcabouco de
PLDLA/PCL-T).

Grupo Ay - designa o lado direito para o implante da pet#dgena.

Grupo B4 - designa o lado direito para o implante da psteslimérica (arcabouco de
PLDLA/PCL-T).

Controles - designa o lado esquerdo de todos gmgrcomo sendo o controle, onde sera

realizada a meniscectomia por incisdo parapateddiah
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3.3.2. Retirada do material - Eutanasia e coleta decido

Para este procedimento, em tempos pré-determirtd®2 e 24 semanas (MARTINEK

al., 2006; WEINANDet al.,2006a; WEINANDet al, 2006b; ANGELEet al, 2008), os coelhos
foram sacrificados com overdose de halotano (asiesténalante). Apos a constatacdo da morte
dos animais os mesmos foram posicionados em decdbital horizontal. Por via de acesso
parapatelar medial, foram retirados os “neomeniqguétese e tecido ao redor) dos dois joelhos.
Estes tecidos foram fotografados e colocados inemdiente em fluido de Bowin (composto de
acido picrico, formaldeido e acido acético) paseadédo por um periodo de 24 horas, em
recipientes de vidro individualmente identificadgee mantem a integridade dos tecidos apos a

morte, sem alterar a estrutura celular e a com@osjgimica.

3.3.3. Processamento do material — Analises histgiéas

As amostras foram processadas para analise hig@l@e acordo com as técnicas

convencionais utilizadas para microscopia de luz.

3.3.3.1. Embebicdo em Parafina — Hematoxilina e BEos (HE) e Tricromico de Masson
(TM)

As amostras foram submetidas aos seguintes praceéagagem; desidratacdo em solucdes
crescentes de etanol; diafanizagcdo em etanol absolal na proporgéo de 1:1 por 30 minutos;
em seguida xilol puro por 30 minutos; embebicaoxéalparafina (Histosec-Merd® a 60°C na
proporcao 1:1 por 30 minutos; seguida de parafima por 3 horas e inclusdo em parafina liquida

a temperatura ambiente.

ApoOs estas etapas, o material foi colocado em dermle aproximadamente 5 cm3 e
preenchido com parafina a 60°C, formando blocose€®locos de parafina com o material
incluido foram deixados em repouso durante 24 hems temperatura ambiente para o

endurecimento da mesma. Em seguida, foi realizeajmaoo dos blocos para o processo de corte.
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Os cortes histoldgicos foram realizados em microtbeicd RM2245 com espessura de 5

um e prosseguiu-se com a coloracao das laminas ¢ HM.

As laminas foram analisadas e fotografadas emostopio Optico com luz polarizada
(Eclipse E800 — Niko).

3.3.3.2. Embebicdo em Resina Glicol Metacrilato -zul de Toluidina (AT)

Apoés fixadas, as amostras foram processadas comfarreeguir: lavagem em tampao
fosfato 0,02 M (pH 7,4); desidratacdo em gradienéscentes de etanol; embebicdo em etanol a
100% e resina na proporcao de 1:1, por 2 horassdfjuida, resina pura e embebicdo em resina

para posterior polimerizacao.
Os preparados foram seccionados com navalhas oeesia micrétomo LeicaRM2245 a
uma espessura de 2um e posteriormente corados alogée de Azul de Toluidina 0,1% em

Bérax a 1%, pH 4,0.

As laminas foram analisadas e fotografadas em s@omo Optico com luz polarizada
(Eclipse E800 — Niko).
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Estudoin vitro

O desenvolvimento de biomateriais capazes de ariaitetamente o comportamento
celular € uma area de pesquisa em crescimento. phsagdes incluem dispositivos para
substituicdo e regeneracéo de tecidos, bem consiratds para cultura celular em engenharia
tecidual. Em ambas as situacfes as interacOesamdutom os biomateriais precisam ser
analisadas (SANTOS Jit al.,2004).

4.1.1. Teste de citotoxicidade direta e Ensaio ddesao celular

Sabe-se que os principais parametros da interagét/biomaterial incluem toxicidade,
adeséo celular e proliferacdo (VAN KOOTIENal, 2004; WANet al.,2005).

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade e adesalar obtidos por MTT apds o
cultivo de fibrocondrécitos sobre arcaboucgos de IPA/PCL-T 90/10 podem ser observados nas

figuras 7 e 8.

O teste Tukey foi usado para comparar as amosti@a®@ citoxicidade dos arcaboucos de
PLDLA/PCL-T e seus respectivos controles. Apos &das de cultivo (figura 7), o controle
positivo utilizado (fenol 1%) mostrou-se estat@tiente menor que todas as amostras (p<0,01).

A viabilidade celular conferida pelo arcabouco d®PA/PCL-T foi maior quando comparada
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ao controle negativo (poliestireno), sendo de 0;6@2129 e 0,324 + 0,030, respectivamente; e
mais de trés vezes em relagdo ao controle posgigvm| 1%), 0,168 + 0,004. Esses resultados

indicam que o material estimula e sustenta a viltale de células fibrocartilaginosas.

Como os controles positivos e negativos exibirafareinca significante entre as médias
(p<0,01), estes nos fornecem dados consistentescpatroles padronizados, com 0s quais se

podem comparar a citotoxicidade de materiais.

Citotoxicidace PLDLA/PCL-T 90:10
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Figura 7 — Citotoxicidade direta apds 24 horas de semeaduraasraboucos de
PLDLA/PCL-T. Os valores representam a média + depaidrdao (n = 6). O arcabouco apresenta
resultado superior (p<0,01) a ambos os controlestrGle positivo = Fenol 1% e Controle

negativo = PS. As letras indicam que as amostrasigéificativamente diferentes entre si.

Os resultados do teste ANOVA mostraram diferengaifitante (p<0,01) entre as amostras
na andlise de adesdo (figura 8). O arcabouco deLRIHTL-T apresentou resultado
significantemente diferente entre ambos os corgyot®i seja, maior absorbancia quando
comparado ao controle negativo (teflon) (p<0,0Ipenor absorbancia quando comparado ao

controle positivo (poliestireno, PS) (p<0,01).
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Adesdo Celular PLDLA/PCL 90:10
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Figura 8 — Adeséo celular de fibrocondrécitos nos arcaboug®IIDLA/PCL-T apds 2
horas de cultivo. Os valores representam a médies¥io padréo (n = 6). O arcabouco apresenta
resultado superior (p<0,01) ao seu respectivo clntnegativo. Controle positivo = PS e

Controle negativo = Teflon. As letras indicam amessignificativamente diferentes entre si.

O primeiro passo para selecdo de um material atdigado como implante em humanos é
avaliar a sua toxicidade e os danos que ele podeacaos tecidos. A grande maioria dos
compostos desenvolvidos é rejeitada nesta etapsepem toxicos as células, causando sua morte
ou por promoverem uma forte reacdo tecidual comdgrgrocesso inflamatorio ou, até mesmo,

necrose tecidual.

Entretanto, afirmar que um material ndo é toxio@ @& células ndo representa que ele sera
um bom substrato. Também é necessario que as <éltdsiajam com o biomaterial através da

adesao celular.

A afinidade celular é um fator de suma importammaque se refere ao uso de materiais
poliméricos biorreabsorviveis como suporte partucalde células e engenharia tecidual (YANG
et al., 2002). A afinidade celular inclui dois fatores ion@antes: ancoragem e o0 crescimento
celular. A ancoragem celular pertence a primeisa fda interacdo célula/material e a qualidade
dessa fase ira influenciar na capacidade de prafd® e diferenciacdo celular em contato com o

material.
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A interacdo das células com os materiais dependeeclinhecimento entre receptores
especificos de adesao celular presentes na supaticmembrana celular e de proteinas da
matriz extracelular (fibronectina, vitronectina @ageno) que possuem o dominio de ligacbes
celulares (YANGet al, 2002; SANTOSet al., 2004). Através da adsorcédo de proteinas ao
substrato ha formacdo de um complexo o qual indoglida a adesédo e a proliferacdo (SHIN,
2007).

Muitos estudos tém provado que a hidrofilicidad#bfiobicidade, energia de superficie,
interacdes entre cargas e forcas eletrostaticasadierial influenciam fortemente a adeséo celular
e o crescimento celular no material (YANGal, 2002), visto que as células, geralmente, exibem
boa adesé&o celular em materiais com moderada ticldzde (YAMAGUCHI et al, 2004).

Uma gama de estudos vém sendo realizada na tend&tigroduzir materiais e dispositivos
que sirvam como proteses para preencher defeitsadas por lesdes ou doencas degenerativas
em articulacdes devido a baixa capacidade de unptagascular como o tecido cartilaginoso se
regenerar. Os polimeros biorreabsorviveis, alénsales copolimeros e blendas, destacam-se
como substitutos temporarios para tais aplicac@SNTOS e WADA, 2007), entretanto
poliésteres sintéticos biorreabsorviveis como o RLBELLA e o PLDLA possuem reconhecida
lenta adeséao celular (YAMAGUMI &tl., 2004) em comparacdo com substratos de poliestireno
apesar de sua biocompatibilidade (SANTOS é&Ral., 2001; SANTOS JRet al., 2004;
BARBANTI et al., 2005; MALVEZZI et al., 2008) devido a hidrofobicidade desses materiais
(DUARTE et al.,2007).

Estudos prévios ja haviam demonstrado que o copaifALDLA ndo apresenta toxicidade
aferida pelo ensaio do MTT a células osteoblas(iaSATIUS e CLAES, 1996; MESSIASt
al., 2008; MASet al, 2008) e a células fibrocartilaginosas (ESPOST@l, 2008b; ESPOSITO
et al.,2009a; ESPOSIT@t al.,2009b). Além disso, a adicdo de PCL-T a este mesipolimero
foi capaz de aumentar a adesdo e viabilidade dgasébsteoblasticas gragas ao acréscimo da
hidrofilicidade (COPPINEt al, 2006).
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Da mesma forma, a analise com MTT revelou quecabauco de PLDLA/PCL-T 90/10
ndo € toxico para as células deste estudo, poisafétou a atividade mitocondrial dos
fibrocondrdcitos. Embora uma substancia toxica afaie apenas uma estrutura molecular,
considerou-se que a imediata determinacdo da atigidnitocondrial como suficiente para
validar a viabilidade das células (LUCCHESIal.,2008).

4.1.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As eletromicrografias da superficie e da superfidee fratura dos arcaboucos de
PLDLA/PCL-T na composicdo 90/10 estdo apresentadafigura 9. O arcabouc¢o apresentou
superficie irregular, porosa, com distribuicdo hmiénea no tamanho dos poros, fato este
resultante do processo de producgdo obtido peléctéde lixiviacdo (figura 9A). A superficie de
fratura (figura 9B) apresentou o0 mesmo aspecto oftgico, revelando a presenca de poros

dispersos, caracteristica importante para o cuttglolar.

Sabe-se que a porosidade nos substratos poliméticosnsiderada como morfologia
preferencial para aplicacdo na engenharia tec{@#elG e HUNT, 2006). Os poros aumentam a
area superficial das amostras promovendo, assipacesadequado para a invasdo celular e
vascular, facilitando a difusdo dos fluidos orgésie a deposicdo de elementos da matriz
extracelular durante a cultura de células e quamgdéantado no organismo hospedeiro (MIKOS
e TEMENOFF, 2000; KARAGEORGIOU e KAPLAN, 2005)

No entanto, o tamanho, a distribuicdo do tamana® iaterconexdes entre 0s poros variam
em funcdo do tamanho das células invasoras e dgwigmades mecanicas requeridas do
implante (SARAZINet al, 2004; DECLERC(et al, 2005; CHENGet al, 2005; ARAIlet al.,
2008).

Os estudos de polimeros com macroporos, entre 86Qum de diametro, para uso como
protese de menisco, demonstraram propriedadesicgsecom respeito a formacédo de tecido e
manutencédo das propriedades mecanicas (KLOMPMAKERI, 1993; VAN TIENENet al.,
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2003; MAHMOOD et al., 2005) em comparacdo com poros menores entre SI0+A@ no
cultivo de fibrocondrocitos (KLOMPMAKER al.,1993; VAN TIENENet al.,2002).

Figura 9 —Micrografias obtidas por MEV do arcabouco polimérite PLDLA/PCL-T
90/10. (A) Superficie do arcabouco e (B) Superfii@dratura do arcabouco.

Os resultados obtidos através da MEV evidenciaraenog arcaboucos de PLDLA/PCL-T,
independentemente do tempo de cultura, permitiraenas fibrocondrécitos se estabelecessem
nos arcaboucos, aderindo, seguido pela extensaprajecfes citoplasmaticas e posterior
colonizagao celular (figura 10). Padrbes semelisad&e morfologia celular foram observados
entre os arcaboucos e controles (laminulas de)vedresultados previamente obtidos pelo grupo
em diferentes arcabougos poliméricos (ESPOSEECal., 2008a; ESPOSITCet al, 2008b;
ESPOSITCet al.,2009a; ESPOSIT®t al.,2009b).

Apb6s 7 dias, as células cultivadas sobre os arcalsoencontraram-se bem espraiadas e
aderidas, apresentando morfologia alongada e a&s&el com grande quantidade de

prolongamentos celulares intercomunicando-as @dgoA e B).

Estes resultados também foram obtidos por FigueiredJoazeiro (2005), Hellio Le
Graverandet al. (2001), Isoda e Saito (1998), Tanadkiaal. (1999) e Webbeet al. (1985),
demonstrando que fibrocondrécitos quando cultisadm cultura apresentaram mudanca na

morfologia celular para alongada, com aparéncieolfildstica e presenca de prolongamentos
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celulares que facilitam a comunicacdo celular esequentemente, a secrecdo dos fatores de

crescimentan vitro influenciando o ambiente celular.

Além disso, substratos tridimensionais porososefoem maior espaco fisico, permitindo o
crescimento e colonizagcéo das células entre os gopor consequéncia, hd um maior numero de
pontos que favorecem a adeséo celular, resultandairea morfologia predominantemente
estrelada (LAWRENCE e MADIHALLY, 2008).

Foi possivel observar pequenos agrupamentos deasé&lin certas regides dos arcaboucos,
assim como nos controles, caracteristica esta tanerpara iniciar uma resposta reparadora, ja
que os fibrocondrécitos apresentam como habilidatiénseca aderir em pequenos grupos
(grumos) celulares e esta caracteristica pode eelida ao longo da primeira passagem na
expansao do cultivim vitro (ARAUJO, 2000).

Notou-se também a presenca de material partic@atielacado em certas regides sobre os
arcaboucos. A presenca deste material foi tambémstaimda na laminula controle, no entanto,
este se apresentou em menor quantidade e igualmdesttdbuido sobre o controle, quando

comparado aos arcaboucos (figura 10).

Sabe-se que a presenca de elementos fibrilaresiths junto as células evidéncia a
manutencdo da capacidade de sintese celular (SIROBY) e que a adesédo celular ao substrato
ndo somente estimula a proliferacdo, mas tambérataidade biossintética (LOMBELL®t al.,
2000).

Nas imagens observadas apos 21 e 28 dias culijargf10G, H, J, K) notou-se um
aumento crescente na densidade de células e pameskngmaterial particulado sobre os
arcaboucos. Os fibrocondrocitos mostraram-se adbsita espraiados, de acordo com o perfil

celular caracterizado por Verdoakal.(2005).
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A partir do tempo de 21 dias observou-se que odgramimero de células agrupadas e
justapostas em pequenos espacos, em algumas regpbespondo os poros, dificultou a
definicdo dos limites celulares (figura 10G, HK), indicando o inicio da formacédo de um tapete

celular de dificil distin¢ao.

Conforme observado na figura 10L, o controle ja séstenta mais a cultura celular no
tempo de 28 dias devido a formacdo de uma mono@niadtacdo de espaco por contato e
consequente desprendimento das células da laminaidde. Este comportamento nao foi

observado nos arcaboucos, possivelmente devidouduea tridimensional.

Apo6s a confluéncia, as células perdem sua motdéidadassaram a apresentar inibicdo por
contato que € observado em culturas primarias.sEslsaracdes, descritas por Abercrombie e
Heaysman (1953; 1954), demonstraram que as cé&aodsolam a sua densidade populacional de
maneira analoga ao sistema de retroalimentacadivegaor meio da influéncia dos fatores de

crescimento e das proteinas da matriz extracelular.

Diversos trabalhos citam a colonizagdo celular detapem biomateriais observada em
microscopia eletronica de varredura. Embora esiewes pesquisem diferentes tipos celulares
sobre diversos materiais, € comum encontrar monadasnem confluéncia com limites celulares
indefinidos, formando um tapete continuo que cabsaperficie do suporte (HELEN al, 2007,
OLIVEIRA et al, 2007).

Estes resultados estdo de acordo com Woodeldl. (2005), que demonstraram a
viabilidade do cultivo de fibrocondrécitos sobrdipmros tridimensionais, onde as células foram
capazes de expressar o seu fenotipo e sintetiZaiz ragtracelular semelhante a origimalvivo.

Da mesma forma, suportes de PLDLA, quando utiligac@mo substrato para cultura celular,
permitiram a proliferacédo de diferentes tipos @ked, bem como a manutencéo na capacidade de
sintese destas células (MESSIétsal.,2008; MASet al, 2008; ESPOSIT@t al.,2008b).
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Figura 10 — Micrografias obtidas por MEV do arcabouc¢o polimériae PLDLA/PCL-T
90/10 com o cultivo de fibrocondrocitos. (A) PLDIPCZL-T 7 dias de cultivo; (B)
PLDLA/PCL-T 7 dias de cultivo; (C) Laminula de widr7 dias de cultivo; (D) PLDLA/PCL-T
14 dias de cultivo; (E) PLDLA/PCL-T, 14 dias detowd; (F) Laminula de vidro, 14 dias de
cultivo.
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Figura 110 — (Cont.) Micrografias obtidas por MEV do arcabouco poliméride
PLDLA/PCL-T 90/10 com o cultivo de fibrocondrécitq§s) PLDLA/PCL-T 21 dias de cultivo;
(H) PLDLA/PCL-T 21 dias de cultivo; (I) Laminulde vidro, 21 dias de cultivo; (J)
PLDLA/PCL-T 28 dias de cultivo; (K) PLDLA/PCL-T 28ias de cultivo; (L) Laminula de vidro,

28 dias de cultivo.
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4.1.3. Ensaio colorimétrico - Sirius Red

Os resultados obtidos a partir dos ensaios coltricod com Sirius Red podem ser
observados na figura 12. Os ensaios refletem atigade de colageno geral disposta na matriz
extracelular secretada pelos fibrocondrécitos sasrearcaboucos de PLDLA/PCL-T 90/10 e
controles.

Os resultados do teste ANOVA demonstraram que elmstos tempos de cultivo ocorreu
diferenca significante entre o arcabouco e seuendisp controle (poliestireno) utilizado nesta
analise (p<0,01). Pode-se notar que a sintese ddznamentou significativamente nos
arcaboucos de PLDLA/PCL-T entre os tempos de 7e¢ 1 dias (p<0,01) (figura 12). Este
comportamento nado foi verificado nas amostras o@tuma vez que 0S grupos apresentaram
resultados similares entre os tempos de 14, 2#j#8(p>0,01), demonstrando que o arcaboucgo

estimulou a sintese de matriz extracelular pelosdondrocitos.

Sirius Red PLDLA/PCL-T 90:10

2.2
20 €
1.8 d —
16 d__
1.4
1.2 ]
1.0 c - O Controle
0,8 b b b B PLDLASPCLE
0e 1 T
0.4 a
0,2 ! |
0,

/ dias 1ladias 21 dias 28 dias

Figura 12- Analise colorimétrica com o corante Sirius Red app44, 21 e 28 dias de
cultivo em arcaboucos de PLDLA/PCL-T. Os valorggesentam a médiadesvio padraon(=
6). O ensaio demonstrou que 0s arcaboucos de PLHLIAT sdo superiores ao controle em
todos os tempos (p<0,01), mostrando que o arcabegtguulou a sintese de matriz extracelular
pelos fibrocondrécitos. Controle = PS. As letraddigam que as amostras diferem

significativamente entre si.
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Independente do tecido lesado, o colageno, do pamtaeista funcional, € o componente
mais importante na reparacao dos tecidos (THORNE@MARBUL, 1997; GOTTRUP, 1981).
O colageno também estd envolvido nos processosddsda, diferenciagdo, migracdo e
proliferacéo celular (STEVENS e LOWE, 1995).

O equilibrio da matriz extracelular € controladolopefibrocondrocitos através dos
mecanismos de sintese e degradacdo de colagencAERR et al, 2007), mediante acdo de
metaloproteases e seus inibidores (MARUECAI, 2002). As células reconhecem o colageno,
via receptores do tipo integrina, e séo capazesdigir a produgcdo de enzimas ou ainda ativar
cascatas de sinalizacdo para controle da migragéese e morte celular (VOGEL, 2001; TIAN
et al, 2002).

Quando este equilibrio é alterado, a funcado daddntilagem é prejudicada possibilitando
0 surgimento de osteoartrite precoce (CAL¥al.,2001), uma vez que as numerosas fibras de
colageno tipo |, presentes nesta matriz, sdo regpeis por promover a integridade estrutural do
menisco (ATALA, 2004).

No entanto, estudos mostraram que as fibras ca8gapresentaram diferencas nos
arranjos estruturaig vitro ein vivo (EYRE e WU, 1983; ARAUJO, 2000; BAKER e MAUCK,
2007). Este comportamento pode estar relacionadataale que na cultura, as células ndo estao
submetidas a pressfes como na articulagcdo doogEBULAV et al, 1999; SETTONet al,
1999). Varios trabalhos tém mostrado que quandmgstdas mecanicamente, as células podem
alterar significativamente a sintese dos composatdanatriz extracelular (SUZUIgt al.,2006;
NATSU-UME et al., 2005; FINKet al., 2001; IMLERet al, 2004; GUNJA e ATHANASIOU,
2007; AUFDERHEIDE e ATHANASIOU, 2004).

Em seu trabalho de revisdo, Lawrence e Madiha0@82 citaram diversos experimeninos
vitro demonstrando que as células possuem diferentes tjg respostas em relacdo a

colonizacéo, diferenciagdo celular e alteracédositética quando cultivadas em arcaboucos
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tridimensionais em comparacdo a tradicional cultema monocamada bidimensional. Neste
estudo, a estrutura tridimensional do arcaboucesamtou influéncia positiva, uma vez que
favoreceu a sintese de colageno, componente predotaida matriz fibrocartilaginosa, quando

comparado ao controle (laminula de vidro).

Recentemente, uma ampla gama de fatores de cresoivem sendo estudada devido ao
seu uso potencial exdgeno no aumento da producamattiz extracelular fibrocartilaginosa entre
diferentes tipos celulares. Destes, o Tjiffator transformador de crescimento tipo beta) $em
mostrado 0 mais promissor em termos de producaglidesaminoglicanos e colageno por
células provenientes do menisco cultivadas em nanada ou sobre arcaboucos de poli(acido
glicélico) (PANGBORN e ATHANASIOU, 2005; STEWART®t al., 2007; JAKLENEC et al.,
2008).

Segundo Rezwaet al (2006), o PLDLA tem sido estudado e utilizadoapehgenharia
tecidual devido a suas excelentes caracteristicapia se diz respeito a estabilidade mecéanica,
biocompatibilidade e potencial osteoindutor. Ness¢udo, a sintese de matriz colagena por
células de menisco cultivadas sobre arcaboucosL@@ AZPCL demonstrou o potencial do
material em associacdo com o oligbmero PCL-T palacagdes na regeneragcdo de tecido

fibrocartilaginoso.

A andlise dos resultados aqui apresentados confisyabservacoes realizadas por Tanaka
et al (1999), Denget al (2003) e Silva (2007), onde parametros bioquimieanorfoldgicos
foram utilizados para demonstrar a viabilidade dléuca de fibrocondrdcitos, que apresentou a
capacidade de manter sua morfologia e sintetizatriznaxtracelular sobre o arcabouco
polimérico estudado. Além disso, a presenca despmaicestrutura sugere uma influéncia positiva

na capacidade de producao de matriz extracelular.
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4.1.4. Analise Citoquimica

O azul de toluidina, pH 4,0, € um corante basia® apra proteinas especificas como DNA,
RNA e glicosaminoglicanos (SANTOS J&.al.,2005).

Em todos os tempos de cultivo (7, 14, 21 e 28 dibsgrvaram-se células bem espraiadas e
estendidas pela superficie do material e dentroptoss, sugerindo que os fibrocondrocitos
foram capazes de migrar para o interior dos parcado um arranjo tridimensional, como pode

ser visto na figura 13, no tempo de vinte e oitsdi

Em ambos os periodos foram encontradas célulagpedihoval ou alongado com nucleo
grande de formato regular e citoplasma volumosagfeecto basoéfilo, corados pelo azul de
toluidina. Segundo Stabelliet al. (2002) a presenca de citoplasma basofilo sugeraseélulas
sdo capazes de sintetizar glicosaminoglicanosgetentio estas produzem suas moléculas na
forma soluvel em meio de cultura. Weble¢ral. (1985) demonstraram que fibrocondrécitos de
coelho sintetizam proteoglicanda vitro e in vivo. O estudo mostrou que ha diferenca
significante na quantidade de proteoglicanos sadfs sintetizados conforme a regido do
menisco. Tanakat al. (1999) revelou que as células provenientes da idama de meniscos

humanos sintetizaram mais proteoglicanos quand@aradas as células da regido externa.

A presenca de material particulado fortemente aorfail verificada dentro dos poros
(figura 13A). Este material pode ser proveniente sifatese de matriz extracelular ou da

precipitacdo de proteinas presentes no soro fevahd.

N&o foram encontradas alteracbes citoquimicas iddszpelo arcabouco. Um padrao
similar de comportamento foi encontrado em célaso e fibrocondrécitos cultivados em
outros materiais demonstrando que as células foegrazes de produzir matriz extracelular sobre
substratos poliméricos (SANTOS J&.al, 2003; SANTOS JRet al., 2005, ESPOSIT@t al.,
2007).

54



O grande papel dos arcaboucos na engenharia teé@doporcionar um ambiente 3D
temporério que promova a adesao e proliferacadacekatravés do uso de suportes mecéanicos
como guias de crescimento para o novo tecido (TABAZ009). Por conseguinte, a analise
confirma os resultados apresentados nesta dtapatro, indicando que o arcabouco de
PLDLA/PCL-T é qualificado para uso como substradoapcultura celular e engenharia tecidual,

uma vez que permitiu a adesao e o crescimentdaefindrocitos em todo arcabouco.

Figura 13- Fotomicrografias de cortes transversais dos ategis de PLDLA/PCL-T ap0s
28 dias de cultivo celular corados com AT. (A) Qliaese a presenca de material particulado no

interior dos poros. (B e C) Células espraiadas qgherficie e no interior do material, infiltrando-
se nos poros do arcabouco.
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4.2. Estudoin vivo

Apesar de avancos e resultados significativos setgidos em estudas vitro, a avaliacdo
in vivo de possiveis substitutos biolégicos é essencied paalise da biocompatibilidade,
biorreabsorcdo e potencial de regeneracédo e reagdaektecidual antes do uso clinico de um

biomaterial.

Observaces Macroscopicas

Neste estudo, a reparacdo de defeitos causadosegmiscectomia total do menisco medial
foi avaliada em modelo animal de coelhos albinas @ocombinacdo de um recente material

biorreabsorvivel e cultura de fibrocondrécitos.

Duas estratégias diferentes foram utilizadas: intpldo arcabouco de PLDLA/PCL-T puro

e implante do mesmo arcabouco pré-cultivado comdidndrocitos por 21 dias em cultura.

A escolha do material foi baseada na manutencdoatgo4 semanas, das propriedades
mecanicas apresentadas pela composicdo 90/10,ass fquam consideradas adequadas para

regeneracéo do tecido fibrocartilaginoso (DUARTE)D).

Quando utilizado em ratos, membranas e pinos delRIFCL-T apresentaram-se
promissores na reparacao de defeitos no tecidm @Gssmplante subcutaneo, respectivamente
(FEDRIZZI e DUEK, 2007; DUARTE, 2009). Além disdoons resultados obtidos com uso de
polimeros biorreabsorviveis na regeneracdo de nws&o encontrados na literatura (PEZ&tN
al., 2003; MARIANOet al.,2004; ESPOSIT@t al.,2009; PINTCet al.,2009).

Entretanto, ndo foram encontradas descricbes ddeisocaboucos de PLDLA/PCL-T para
regeneracdo de menisco. Além disso, os trabalt@dosi demonstraram a regeneracao de lesdes
do menisco com cultivo de células por meniscectgpaigcial, enquanto essa proposta visa a

meniscectomia total.
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Durante o periodo de pré-cultivo celular os arcgbeumantiveram suas dimensfes até o

momento do implante.

Todos os animais sobreviveram até os tempos dedsita apresentando comportamento
semelhante aos coelhos n&o operados, mostranddadgile movimentacdo normal. N&o

ocorreram complicacdes aparentes pos-operatorias.

A avaliagdo macroscopica demonstrou que todos a®ma@ apresentaram completa
cicatrizacdo da incisdo, sem a presenca de quatdcatriz externa (figura 14A). Nenhuma

diferenca clinica péde ser detectada entre os mtggacom célula, sem célula e controles.

Em 14 animais dos 20 joelhos esquerdos (contrdis¢reou-se a presenca de tecido com
aparéncia fibrosa ligando o condilo femoral ao@tétial (figura 14C). A presenca deste tecido
também foi encontrada no interior do defeito, eatr®, a maior parte do defeito permaneceu

vazia ou preenchida por tecido adiposo.

Na retirada das proteses o material implantadcsapteu-se bem adaptado com os tecidos

circundantes, sem rejeicdo aparente, infeccaosmoséa cronica inflamatoria (figura 14B).

Apés 12 e 24 semanas o0s implantes realizados comarcsboucos poliméricos
independentemente do cultivo celular mostraram ajmeotecido manteve o formato biolégico
(figuras 15A e B). Este resultado nao foi observade controles, uma vez que o tecido recém
formado se desenvolveu fixado ao platd tibial rgidie@ posterior e ndo preencheu toda a area

anteriormente ocupada pelo menisco.
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Figura 14— Fotografias macroscopicas da retirada dos implaapgs 24 semanas. (A)
Tricotomia da regido operada totalmente regenefddta-se a cicatrizacdo completa do tecido
epitelial, sem cicatriz externa em todos os tratdo® (B) Implante com células — “Neomenisco”
medial (seta) com morfologia semelhante ao meniBolbgico; (C) Controle - Presenca de

fibrose (seta) ligando lateralmente o condilo feahao plat6 tibial.

Figura 15 - Imagens macroscopicas ap0s 12 semanas de imgl@ntéomparacao entre o
menisco original (branco) e o tecido neoformadoagnabouco de PLDLA/PCL-T sem células
(amarelo) (B) “Neomenisco” recém formado a partir de arcajooule PLDLA/PCL-T pré-
cultivado com fibrocondrécitos apds 12 semanasgesMiia-se a semelhanca anatémica do

neotecido com 0 menisco.
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Morfologia do Menisco Normal

Caracteristicas histomorfologicas dos meniscos aisrnmediais de coelhos albinos, Nova
Zelandia, foram analisadas e comparadas com oaot®rmado. Os cortes foram corados com
HE e tricromico de Masson para deteccao de fibo#genas, respectivamente (figura 16D). A
zona externa do menisco e cornos (pontas) consigt@mcipalmente de fibras colagenas
circunferenciais delgadas e algumas fibras radistenerientadas, ambas com poucas células
com morfologia mais alongada semelhante as céletm®ntradas em tecido fibroso. Mais
internamente, correspondendo a zona central do sowni observam-se numerosos
fibrocondrdcitos com morfologia arredondada e fay@wade grupos isogénicos axiais, permeados
por uma matriz composta de fibras colagenas quealestacam como tracos irregulares,
geralmente paralelos entre si, de cor vermelh@ajada (figura 16B). Esse aspecto caracteriza
este tipo de cartilagem como fibrosa, uma vez gaesatriz € mais espessa e abundante, além de

ser mais rica em colageno tipo | do que a cartitagmlina (DI FIORI, 1997).

O termo fibrocondrdcitos foi introduzido em 1985vide® as caracteristicas peculiares da
populacdo de células deste tecido (WEBB&ERl., 1985). Os fibrocondrécitos da parte interior
do menisco sao arredondados ou ovais e estdozladat na parte avascular, mostrando uma
forte associacdo com a matriz, com intensa presdecaroteoglicanos pericelulares. Cada
fibrocondrécito encontra-se envolvido por uma “cd@s (area territorial) e possui nucleo
arredondado bem corado e central (MCDEVIET al., 2002). Células fibroblasticas estao
localizadas nas regides periféricas do menisca;§oovascular) e apresentam extensdes celulares
que as conectam com outras células e diferentésspda matriz extracelular (HELI€t al,
2001). Um terceiro tipo de populacdo celular no ismnesta situado na zona superficial que
contém células com formato ligeiramente fusifordenominadas “células da zona superficial do

menisco”. Estas células ndo apresentam extengopsasimaticas (BRACHEt al.,2007).
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Figura 16 - Fotomicrografia do menisco medial normal de coe(#9.Corno (ponta) do
menisco, consiste principalmente de fibras colégeledgadas circunferencialmente orientadas e
poucas células com morfologia alongada, HE, 10@8X;Regido central do menisco, observa-se
inmeros fibrocondrécitos com morfologia arredoradahvolvidos por fibras colagenas, HE,
100X; (C) Enfatiza-se a presenca de fibrocondréa@tgrupos isogénicos axiais (seta), HE, 200x;
(D) Substancia fundamental (matriz extracelularcpeida por numerosas fibras coldgenas do
tipo | que se destacam como feixes irregularesalmgente paralelos entre si, Tricrdmico de

Masson, 200x.
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12 Semanas de Implante

As fotomicrografias das amostras apos 12 semanasngintes com arcaboucos de
PLDLA\PCL-T sem células estdo apresentadas nadfididr Em todos os casos foi observada
reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho, cdulaségigantes e células mononucleares,
englobando fragmentos do polimero, indicando queaterial ainda ndo havia degradado
completamente (figura 17D). Esta reacédo tambémdostatada ao redor do local dos pontos de
sutura. Observa-se também a presenca de vasodrsogye pouco tecido adiposo (figura 17A).
A presenca de vasos mostrando uma boa irrigac&eano conjuntivo recém formado € uma
caracteristica importante para resposta inflanetonigracdo de células mesenquimais, nutricdo

e consequente regeneracao tecidual.

Verificou-se a presenca de neotecido com aspentelbante a fibrocartilagem (figura 17B
e C). Nestas regides, nao foi observado vascutdizaima vez que o baixo teor de oxigenacao é
considerado como um fator base para a diferenciagfidar de fibrocondrécitos (ATALA,
2004). A coloracdo com Tricromico de Masson eviimnca presenca de coldgeno denso

orientado em fibras (figura 17C).

Nos implantes com pré-cultura observou-se a presetie tecido semelhante a
fibrocartilagem (figura 18A) contendo, aparenteraenimais fibrocondrécitos do que os
observados nas laminas de implante sem célulasid3ea forma, ha presenca de reacao giganto
celular do tipo corpo estranho (figura 18C). Notseneélulas dispostas em padrao alinhado,

lembrando grupos isomorfos (figura 18B), sugerifiblaocartilagem jovem.

As imagens realizadas em historesina e coradas azwh de toluidina apresentam
metacromasia (figura 18D). A alteracdo na cor darme de azul para rosa deve-se a presenca de
glicosaminoglicanos sulfatados, que é uma caratitxida fibrocartilagem. Segundo Angete
al. (2008) a presenca de metacromasia detectada & reatracelular € mais fortemente
pronunciada na regido medial do menisco que comkadominantemente colageno tipo Il e

glicosaminoglicanos, distinguindo-se das regidésraom e posterior.
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No grupo controle (figura 19) foi observada a pnesede tecido adiposo em meio ao tecido
recém formado e inameros capilares sanguineosrfiy@A e D). Verificou-se a presenca de
pequenas areas com formacdo de tecido semelhafibzoeartiiagem, com poucas células
inseridas na matriz desorganizada (figura 19B e €3m reacéo inflamatoéria, uma vez que nao
foi implantado nenhum material. Aparentemente h&asesubstancia fundamental e menos

colageno que nos casos com implante do arcabouetieA/PCL-T.

Apés um procedimento cirdrgico existe sempre ununti@d Mesmo na auséncia do
implante havera a resposta tecidual a agressaadsteca com a inflamacéo e prossegue atraves
dos passos para cura da ferida. Adicionado a esferfeno existe a "reacédo de corpo estranho”
devido a presenca do material reconhecido comaaéencente ao hospedeiro (ONUXIal.,
2008).

Em geral, a regeneracdo do menisco inicialmentte¥minada pela formacédo de um tecido
fibroso vascularizado que, apds alguns meses, feeemiiia em um tecido fenotipicamente
fibrocartilaginoso (DE HAVEN, 1999).

Em relacédo a reacao granulomatosa do tipo corpangst, ndo obstante ela ter sido comum
a todos os casos, ela parece néo ter significador @ relacdo aos objetivos pretendidos, ou
seja, neoformacdo de fibrocartilagem. Os divers@bathos com o0 uso de polimeros
biorreabsorviveis da familia dos palifidroxi acidos) para regeneracdo de tecidos, @u@str
aspecto semelhante em relacdo a reacdo inflamadi@riaorpo estranho a qual costuma
desaparecer apds a degradacao total dos polinlEIZN et al.,2003; SAKATAet al., 2004;
REZENDE et al., 2005; MALUF et al., 2006; BARAUNA et al., 2007; CAlet al, 2007;
FEDRIZZI e DUEK, 2007; PULLIAINENet al.,2007; PIERUCCIet al, 2008; PIETRCet al.,
2008; DUARTE, 2009; ESPOSIT& al.,2009; PINTCet al.,2009).
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Figura 17 — Fotomicrografia do grupo com implante do arcabodeoPLDLA/PCL-T
90/10 sem células apo6s 12 semanas. (A) Observgsesanca de tecido conjuntivo e capilares
sanguineos, HE, 100x; (B) Area com aspecto semtell@afibrocartilagem, HE, 200x; (C) Pode-
se evidenciar a presenca de colageno tipo | odergen feixes, Tricrdmico de Masson, 200x; (D)
Reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho englobfiagmentos do polimero (seta), AT,
100x.
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Figura 18 —Fotomicrografia do grupo com implante do arcabaldgdLDLA/PCL-T com
pré-cultivo de fibrocondrocitos apos 12 semanasdBserva-se a presenca de tecido semelhante
a fibrocartilagem nas pontas, HE, 100x; (B) Regi@ntral do neotecido, notam-se células
dispostas em padrdo alinhado, lembrando gruposoidosy HE, 400x; (C) Discreta reacdo
giganto celular do tipo corpo estranho (setas),olmendo fragmentos do polimero (*),
Tricrémico de Masson, 200x; (D) Metracromasiajdéaddo a presenca de glicosaminoglicanos

sulfatados, AT, 200x.
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Figura 19 —Fotomicrografia do grupo controle (defeito vaziopsetido a meniscectomia
medial total apés 12 semanas. (A) Observa-se &mprasde tecido adiposo em meio ao tecido
conjuntivo recém formado e capilares sanguineos, 18Bx; (B) Area de tecido com aspecto
semelhante a fibrocartlagem, HE, 200x; (C) Pequeémea com tecido semelhante a
fibrocartilagem, HE, 400x; (D) Grande quantidadetet®@do adiposo e capilares sanguineos em

meio ao neotecido, Tricromico de Masson, 100x.
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24 Semanas de Implante

Apoés 24 semanas, nos implantes sem células, ohseeva formacéo de tecido semelhante
a fibrocartilagem com fibrocondrdcitos desorganiza@ fibras colagenas dispostas de forma
irregular. Reconhece-se a sindvia de aspecto dsliahdo e vascular. Ha presenca de capilares
sanguineos periféricos, pequena quantidade deéagarti hialina jovem com estroma basofilo,
fibrocondrdcitos solitarios ou em grupos isogerms @ células (figura 20B e C) e metacromasia
(figura 20D). Ainda foi encontrada reagéo granultmsa do tipo corpo estranho e presenca de

adipécitos nas porcdes periféricas (figura 20A).

Nos implantes previamente cultivados com célulagpiesenca de fibrocartilagem madura
e organizada sugerindo a morfologia original do isen(figuras 21A e B) com arranjo paralelo
das fibras de colageno do tipo | e fibrocondrdcitosrsos ao longo da matriz (figura 21C). Trés
casos em cinco apresentaram nas bordas locaisrezq@or pequenos granulomas do tipo corpo
estranho em contigliidade lateral com membrana isihoermal. Verificou-se a presenca de

metacromasia em todas as laminas (figura 21D).

Os controles apresentaram cicatrizacdo com formdeamartilagem hialina central (figura
22B e D) e presenca de coxim adiposo e fibrose pequenas areas de aspecto sugestivo de

fibrocartilagem concentrando-se nas bordas (fig@rae C).

Sabe-se que 0 menisco de coelho quando removidpossui a capacidade de reparacao
tecidual com formacédo de tecido fibrocartilagingstEATLEY, 1980). Da mesma forma, o
menisco humano quando lesionado na porcao inteing&ssivel de regeneracdo espontanea.
Este fato esta diretamente relacionado com a bagaularizacdo do tecido. Em humanos, a
regido externa do menisco, devido ao suplementguéaeo perimeniscal, é capaz de produzir
uma resposta reparatoria, com proliferacdo cekul@mmodelacéo similar a observada nos outros
tecidos conjuntivos (ARNOCZKY e WARREN, 1983). Natanto, quando as lesbes estdo

situadas na parte central e interna, avascular eldseco, ndo existe nenhuma tendéncia para a
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cura espontanea e nenhum método cirurgico disploai®er presente momento (PEZZéNal.,
2002).

As células do menisco humano séo diferentes dasadiosais (VERBRUGGENet al.,
1996), além disso, a habilidade de cura das regiéetericas sugere diferencas no metabolismo
entre as populacgdes celulares do menisco, difededacordo com a zona acometida (CASSIDY
e SHAFFER, 1981; DEHAVEMNt al., 1989; HAMBERGet al., 1983; TANAKA et al. 1999;
MAUCK et al.,2007).

Os resultados obtidos para regeneragéo do defmitoote concordam com as observacdes
previamente descritas por outros autores, onde soc@nide coelhos séo significativamente
incapazes de exibir resposta reparatoria intring€2BAUD et al, 1981; ARNOCZKY e
WARREN, 1983; GHADIALLY et al.,1986; ANGELEet al, 2008).

Entretanto, a presenca de cartilagem hialina na Zoterna do tecido recém formado
também foi constatada em coelhos do grupo controleestudo realizado por KAN@t al.
(2006). Seus resultados indicaram maior quantiddeleolageno tipo Il na zona interna do
menisco, caracteristico de cartilagem hialina, aesp que a zona externa do neotecido era
fibrosa e quase completamente composta por colagemd. Esses resultados sdo semelhantes

aos resultados encontrados no grupo controle dstido.

Sabe-se que as células respondem diretamentenraulestimecanicos como compressao e
tracdo, concomitantemente a alteracbes na sualadwibiossintética. Desta forma, deve ser
considerado que mudancas no tipo de resposta téparabservadas em modelos animais com
controles negativos (defeitos vazios) também podeatrer devido a alteracdes de forcas. De
modo semelhante, podemos supor que quando dadeeticdal do menisco ha profundas

modificacdes na biomecanica da articulacao do goelh

Em joelhos submetidos & meniscectomia, a areartatoa reduzida em aproximadamente

50% (AHMED e BURKE, 1983). Este fato aumenta a &argr unidade de area na cartilagem
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articular e resulta em dano e degeneracdo daagmmi, causando osteoartrite e artrose e

consequentemente, dor no paciente (BECKER&.,2005).

Além disso, foi demonstrado que o grau de ostatmrtapds a meniscectomia, €
diretamente proporcional a quantidade de menisowviela (VAZIRI et al., 2008). Em um
estudo experimental, a retirada de porcOes comesgmulo de 15% a 34% do menisco

aumentaram as pressdes de contato em mais de BADRN et al.,1984).

Haja vista que o tecido do menisco apresenta lilaitapacidade regenerativa e injurias na
fibrocartilagem, em geral, resultam em processtatriciais lentos e dificeis, proporcionais a sua
extensdo (ERIKSSON, 2003), o uso de técnicas dangragia tecidual representa uma possivel
alternativa no reparo do menisco lesionado, a enpikservar as funcdes do tecido e portanto,

prevenir a doenca articular degenerativa (WEINA®RI.,2006).

Desta forma, a construcdo e a manutencdo de uradace# apropriada a formacédo de
tecido fibrocartilaginoso € um ponto critico paraugesso na utilizacdo de suportes ou implantes
na engenharia tecidual (RISBUD e SITTINGER, 20@)is a técnica envolve a expanséo
vitro de células viaveis sobre suportes de biomatdKadSE et al.,2003; WILLIAMS, 2004).

A porosidade dos arcaboucos é uma caracteristip@riante que pode favorecer a
obtencéo de tecido semelhante a fibrocartilagemneoisco (DE GROOEt al.,1997; CHUNG
e BURDICK, 2008), pois fornecerd um aumento deedige sobre a qual as células poderao
proliferar e sintetizar matriz extracelular aumenta assim, a interface entre o polimero e os
fluidos corporeos (SARAZINt al, 2004; DECLERCt al, 2005; CHENGet al, 2005; ARAI
et al.,2008).

Com base na literatura (VAN TIENE®&t al, 2002; WOODFIELDet al, 2002; DENGet
al., 2003; WOODFIELDet al, 2004) uma das caracteristicas desejadas pacagimi em protese
de menisco é a presenca de poros interconectadmslipecionar a invasao celular e vascular no

interior do suporte e propiciar a formagéao/cresatmeecidual.
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Estes arcaboucos tridimensionais devem agir conporg fisico e adesivo para o
crescimento celular, permitindo que o neotecidaiad formato desejado enquanto o polimero
vai sendo degradado (CHAIKOFE&., 2002).

Para tanto, deve-se considerar o tempo de indugafmrdhacdo de fibrocartilagem na
selecdo do material, j& que os arcaboucos serddamrente cultivados em meio de cultura
liguido iniciando seu processo de degradacdo adesplante. Em seu estudo Eleranal.
(1990) descreveram que o tempo de formacao fikitaginosa em humanos é considerado

muito longo, entorno de 20 semanas.

Com o intuito de induzir o crescimento de tecidwdcartilaginoso e reconstruir 0 menisco
lesado, uma protese porosa de poliuretana foi debeda e implantada em cées. Apos 18
semanas a protese continha apenas fibrocartilaGemtudo, foi observada a degeneracdo da
cartilagem articular, embora em menor quantidagepasada a meniscectomia. (DE GROQT e
al., 1996).

Com a finalidade de avaliar os danos causadostidagam e a interacdo entre tecido e
protese, PEZZINet al (2003) implantaram blendas de PLLA/PCL (poli-&cithctico/poli-
caprolactona) 80/20 em meniscos de coelhos. Ap&enBanas, a protese se mostrou bem
degradada e praticamente quase toda invadida pmloieSeus resultados demonstraram a

presenca de fibrocartilagem com fibras orientadaertr de 14 semanas.

Recentemente, o pré-cultivo de células para postériplante tem sido estudado para
aumentar o processo de cura na regeneracdo docmeNidrios estudos relatam o reparo do
tecido fibrocartilaginoso utilizando o método dagemharia tecidual (PERETTt al., 2004,
MARTINEK et al.,2006; WEINANDet al.,2006a; WEINANDet al, 2006b).

69



Desta forma, o uso de técnicas da engenharia tdcmhde fornecer uma abordagem
alternativa para reparacdo de lesdes na parteld@asio menisco, pois permite o carregamento
de células diretamente no local da lesdo (IBARRAI.,1997; IBARRAet al.,2000).

Perettiet al. (2004) mostraram que condrocitos articulares, doaemeados em tecido de
menisco alégeno e implantados no interior de ure@olaneniscal em porcos, foram capazes de
sintetizar matriz fibrocartilaginosa. Entretanto,percentual de reparacdo obtido pela analise
histomorfométrica mostrou cura incompleta, com &ele 30% apenas das margens da lesdo nas
amostras experimentais tratadas com células, etajeam todos os grupos controles (menisco

sem célula, sutura da leséo e lesdo sem trataneergparo tecidual ndo ocorreu (0 %).

O uso de condrécitos, autélogos e aldgenos, cditiveem arcabouco biorreabsorvivel
comercial de PLGA, Vicryl®, e posterior implanta fiemonstrado por Weinaret al. (2006).
Seus resultados indicaram que o pré-cultivo cefolacapaz de promover a regeneragdo de uma
lesdo em alca na regido avascular do menisco d®mgpa@om 1 cm de extensdo. A marcacao
fluorescente das células pré-cultivadas demons#ropresenca destas células no neotecido
integrado ao menisco nativo ap0s 12 semanas. Nambs$ervada infiltracdo linfocitaria, o que
seria sugestivo de rejeicdo celular e ndo foi einada diferenca estatistica entre os tratamentos

com cultivo autélogo e alégeno no reparo do menisco

Kang et al. (2006) avaliaram a regeneracdo de meniscos de osoedbbmetidos a
meniscectomia medial utilizando proteses porosaPldeA reforcadas com fibras de PGA e
cultura prévia de células do menisco. Os resultatmstraram a formacao de tecido com aspecto
histologico semelhante a fibrocartilagem do menisoonal. Entretanto a andlise histolégica da
cartilagem articular tibial adjacente revelou queemmenisco ndo impediu a degeneracdo da

cartilagem articular apos 36 semanas.
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Figura 20 —Fotomicrografia do grupo com implante do arcabadgdLDLA/PCL-T sem
células ap6s 24 semanas. A) Reacao granulomatdgaodmrpo estranho (seta) com presenca de
adipdcitos nas porgles periféricas, HE, 100x; Bs@mnca de cartilagem hialina jovem (*) com
estroma basodfilo na regido central do menisco, HIbx; C) Formacédo de tecido semelhante a
fibrocartilagem com células desorganizadas e filmaldgenas dispostas de forma irregular,

Tricrdmico de Masson, 200x; D) Tecido metacromasiemelhante a fibrocartilagem, AT, 200x.
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Figura 21 —Fotomicrografia do grupo com implante do arcabadgdLDLA/PCL-T com
pré-cultivo de fibrocondrdcitos apds 24 semana¥.Riesenca de fibrocartilagem semelhante ao
menisco normal nas por¢des periféricas, HE, 10Bx;Técido semelhante ao fibrocartilaginoso
maduro, HE, 200x; (C) Arranjo paralelo das fibras ablageno do tipo | e fibrocondrécitos
imersos ao longo da matriz, Tricrbmico de Massdd)x4 (D) Metacromasia semelhante a
fibrocartilagem, AT, 400x.
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Figura 22 —Fotomicrografia do grupo controle (defeito vaziopsetidos a meniscectomia
medial total apos 24 semanas. (A) Observa-se ampgasie grande quantidade de tecido adiposo
e fibrose (seta), HE, 200x; (B) Presenca de cgeftahialina (*), HE, 200x; (C) Pequena area de
aspecto sugestivo de fibrocartilagem com fibraagerhas orientadas concentrando-se nas bordas,

Tricrébmico de Masson, 200x; (D) Presenca de cgdila hialina central (*), Tricrdmico de

Masson, 200x.
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No presente trabalho, com intuito de verificar ffugncia dos tratamentos (arcabouco com
células, arcabouco sem células e controle) na deggio da cartilagem articular, foram
realizadas analises histopatolégicas dos condéosofais mediais submetidos aos implantes
(dados ndo apresentados). Entretanto, ndo foiygbsdiservar qualitativamente diferencas entre
as amostras estudadas. Dessa forma, faz-se néwessarestudo morfométrico através da
contagem do numero de condr@citos por area dazmeriilaginosa hialina para comparacao

entre os tratamentos.

Estudos realizados por GRUBER al (1997) e FIGUEIREDO (1996) ja haviam
demonstrado a viabilidade da cultura de fibrocoaitihd, cujo isolamento a partir da
fibrocartilagem mostrou-se de facil reprodutibitiéa além de manter as caracteristicas
fenotipicas, ndo apenas das células, mas tambésintise da matriz extracelular. ARAUJO
(2000) em seu estudimn vitro observou-seque as células da fibrocartilagem nédo perdem a
habilidade intrinseca necessaria para iniciar upspasta reparadora se semeadas diretamente

sobre os dispositivos.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstratsmogarcabouco de PLDLA/PCL-T
90/10 ofereceu um substrato adequado para o crasiminde células fibrocartilaginosas de
coelhos. Pode-se verificar que as células pralifen e se infiltraram no arcabouco, criando um

arranjo tridimensional.

Um outro fator importante na engenharia teciduahmmisco é o desenvolvimento de um
bom ambiente biofisico (FINKet al., 2001; SHINet al., 2003). Semelhante a outros tecidos,
como a cartilagem hialina, as células do meniseoigam de estimulos fisicos para manter o seu
fendtipo e sua capacidade de producdo de matrizL@@U et al., 1994). Entrementes, diversos
estudos tém demonstrado o efeito positivo de estiffgico intermitente sobre o comportamento
de fibrocondrécitos (GUNJAt al.,2009). Para otimizar o processo de engenhariaehisgp, 0s
projetos futuros deverao fazer uso de bioreatoves condigcdes controladas e que simulem as
propriedades dindmico mecanicas naturais (SWEIGARTHANASIOU, 2001; AUGSTet al.,
2008; ELDER e ATHANASIOU, 2009).

74



Espera-se também que a adi¢do de fatores derosggoi, como o fator transformador de
crescimento beta (TGFB), fator de crescimento semelhante a insulina (IR fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF), possaampver um ambiente mais apropriado para
diferenciacdo e crescimento das células em cultsugerindo uma resposta melhor com
regeneragcdo tecidual mais rapida e especifica (MNRK et al., 2001; PANGBORN e

ATHANASIOU, 2005; STEWARTet al.,2007; JAKLENEC gt al.,2008).

Angele et al. (2008) utilizaram arcaboucos porosos de acidoutdalco e gelatina na
proporcao 70/30 com e sem a pré-cultura de cénésenquimais provenientes da medula 6ssea.
Os resultados indicaram que o uso de fatores deigrento durante a cultura teve efeito positivo
sobre a regeneracdo do menisco e formacao de teeidelhante a fibrocartilagem, quando
comparado ao implante sem o pré-cultivo. Durantdisaussdo, 0S autores sugeriram que a
combinacgdo de arcabouco poroso contendo céluem®$ de crescimento deve resultar em uma
maior retencao celular, uma vez que as ceélulast@iam incorporadas em uma possivel matriz
cartilaginosa e que o pré-tecido cartilaginoso fmndeveria apresentar maior resisténcia para

suportar as forcas biomecanicas do local, condozasdim, um melhor reparo.

Com o numero de amostras realizadas neste tralzshesultados aqui apresentados apos
12 semanas de implantes, mostraram que o arcableuBaDLA/PCL-T independentemente do
pré-cultivo celular, produziram uma resposta repaiamelhor quando comparados ao controle.
Neste tempo nao foi verificada diferenca qualitativa producdo de tecido com aparéncia

fibrocartilaginosa entre os tratamentos com e saoias.

As analises histolégicas do tecido recém formadis &3 semanas de implante indicaram
gue 0 “neomenisco” apresentou-se mais organizaddemido fibrocartilaginoso encontrado apés

12 semanas.

A presenca de fibrocartilagem madura com fibrasammpda foi predominantemente

observada nos implantes realizados com os arcabopigacultivados com fibrocondrécitos
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alégenos apos 24 semanas. Isto pode ser verifataaés das coloracdes por HE e tricromico de
Masson, nas quais se observa a presenca fibragenak do tipo I, orientadas na direcao
circunferencial na substancia fundamental dos na@mo®s, assim como ocorre N0 Menisco
normal. A presenca de glicosaminoglicanos sulfatatm neotecido também foi um parametro

importante notado.

Neste estudo, nenhuma resposta imunolégica foiradda na regeneracéo tecidual dos
meniscos com uso de células alégenas, ou sejdas@iovenientes da mesma espécie, porém de

animais diferentes, quando comparados aos implaateso cultivo.

O uso de células alégenas neste trabalho se dé&eil abtencdo dos fibrocondrocitos
aldgenos provenientes do menisco, sendo mais aekgsie células autdlogas para transplante.
Da mesma forma, a realizacdo de uma bidpsia paengin de células geraria uma resposta
tecidual de cicatrizagcdo, dificultando o acesso egeneracdo tecidual apds a cirurgia para
implante dos arcaboucos e um numero muito pequenacétllas por animal seria obtido,
necessitando sua expansdo em cultura por semaaes, posterior semeadura e cultivo
(WEINAND et al, 2006b).

Além disso, diversos estudos reportam a auséncieejd&do imunolégica com uso de
células alégenas, pré-cultivo e implante (O@thl., 1995; KANGet al., 2006: WEINAND et
al., 2006a; WEINAND et al, 2006b) ou meniscos criopreservados para trargplan
(ARNOCZKY et al.,1990).

Embora os resultados apresentem a formacéo dedibtagem em tempos menores com
relacdo a estudos anteriores, a regeneracao dscoannda representa um dos atuais desafios da
engenharia tecidual. Analises imunolégicas e mddees, bem como tempos mais longos de

implante sdo importantes para consolidar os refsdtaqui apresentados.

Uma das limitagBes no uso de coelhos como modétmeapara a regeneracdo de meniscos

€ que eles ndo apresentam um padrdo de distribdigdorca e marcha proximo a dos seres
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humanos (ANGELLEet al., 2008). Desta forma, o implante de arcaboucos amesmte

cultivados em modelo animal de grande porte, commgs e ovelhas, é necessario antes de

aplicacdes clinicas.

Apesar destas limitacdes, diante da metodologlzada e de acordo com os resultados
obtidos, este estudo demonstrou que a regeneragdmal importante estrutura fibrocartilaginosa
como 0 menisco pode ser alcancada utilizando ancabpolimérico biorreabsorvivel e células

alégenas, dentro dos principios da engenhariauaicid
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Capitulo 5

Conclusoes

O arcabouco polimérico de PLDLA/PCL-T 90/10 permitio crescimento de

fibrocondrdcitos em arranjo tridimensional, confiimao sua citocompatibilidade.
O arcabouco apresenta potencial para ser utilizadoaplicacbes biomédicas, ja que o
material permitiu a formagdo de um tecido fibrataginoso, uma estrutura de extrema

importancia para reparacao de lesdes ou até magrstitgicdo do menisco.

Este estudo demonstra o grande potencial do usoultiara de células alégenas para

regeneragéo de menisco.
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Capitulo 6

Sugestdes para Proximos Trabalhos

- Verificar a presenca, distribuicdo e influénct@ mré-cultivo através de marcacao prévia

das células e posterior implante;

- Realizar analises para quantificacdo de protedaamatriz extracelular como colageno e

glicosaminoglicanos, bem como sua comparagao coransco normal;

- Avaliar as propriedades mecanicas do menisco alorem comparacdo com O

Nneomenisco;
- Andlises imunoldgicas e moleculares da expredegmoteinas e genes especificos;
- Comparar estatisticamente a regeneracgéo do tebrdoartilaginoso entre os tratamentos;

- Realizar estudan vivo em animais de grande porte com distribuicdo deafomais

proxima a humana,
- Avaliar a degeneracao da cartilagem articulatempos de implante mais longos;

- Pré-cultura de células-tronco em arcabouco poicoé implante no menisco.
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