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RESUMO

ANALISE MORFOLOGICA DA REPARACAO DE TENDAO PATELAR EM RATOS
APOS A IMPLANTACAO DO BIOPOLIMERO ACIDO POLI-L-LACTICO

Viviane da Cruz Rosério
Orientador: Leonardo Rodrigues de Andrade

Co-orientador: Fabiana Paim Rosa

O uso de biomateriais como implantes ortopédicos tem crescido significativamente nos dltimos 10
anos. A maioria destes sdo ceramicas ou polimeros, como o 4cido poli-L-l4ctico, PLLA, que é um
dos mais promissores polimeros bioabsorviveis devido a sua excelente biocompatibilidade e
reabsor¢do. PLLA € biocompativel porque sua degradac¢do ocorre por hidrélise e os produtos finais
sdo metabolizados pelo organismo, evitando uma cirurgia para remoc¢do do implante. Tenddo € um
tecido conjuntivo muito organizado que funciona transferindo cargas dos musculos para os 0ssos.
As lesdes em tenddes sdo muito comuns em individuos que praticam esportes e pessoas de idades
mais avancadas. Nao existe um tratamento totalmente eficiente para a reconstituicado do tendao, e
novas abordagens vem sendo testadas. O objetivo deste estudo foi avaliar o PLLA como implante
para guiar a recuperacdo do tenddo. O tenddo patelar de ratos foi usado como modelo em nosso
estudo. Um “defeito em janela” artificial foi realizado cirurgicamente em 40 ratos, onde 20 foram
implantados com PLLA, e na outra metade ndo. A movimentacdo imediata pOs-cirdrgica foi
permitida. Apds 2, 4, 8 e 12 semanas, os ratos foram eutanasiados e as regides com os defeitos
foram removidas e preparadas para microscopia Optica, imunofluorescéncia para elastina e
decorina, microscopia eletronica de transmissdo e varredura. Foi estudada a morfologia das células
aderidas ao PLLA, as respostas teciduais ao PLLA e a degradagdo do PLLA. Nos ratos com PLLA
implantado por 12 semanas, foram observadas numerosas células alongadas fibroblastéides
proximas ao PLLLA com orientagdo paralela ao tenddo intacto. Nos ratos ndo implantados com o
PLLA, as células encontradas dentro da lesdo nao mostraram organizagao, refletindo numa possivel
transferéncia de cargas deficiente. In PLLA non-implanted rats, the cells found into the lesion didn’t
show organization, reflecting in a deficient load transfer. Macréfagos e células gigantes de corpo
estranho estavam presentes sobre a superficie do PLLA participando do inicio da sua degradacgdo.
Nenhum infiltrado inflamatério foi observado. Concluindo, a resposta do tendao ao PLLA foi
adequada em relacdo a biocompatibilidade, com boas perspectivas para ser testado como técnica

alternativa para reparacdo de tecidos conjuntivos, como tenddes humanos.
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF HEALING IN THE RAT PATELLAR TENDON
AFTER POLY (L- LACTIC ACID) BIOPOLYMER IMPLANTATION

Viviane da Cruz Rosério
Advisor: Leonardo Rodrigues de Andrade

Co-advisor: Fabiana Paim Rosa

The use of biomaterials as orthopedic implants has been significantly increased in past 10 years.
Most of them are ceramics or polymers, such as poly (L- lactic acid), PLLA, that is one of the most
promising bioabsorbable polymers due to its remarkable biocompatibility and re-absorption. PLLA
is biocompatible because its degradation occurs by hydrolysis and final products are metabolized by
the organism, avoiding the surgery to remove the implant. Tendon is a very organized connective
tissue that functions transferring the loads from muscles to bones. Tendons lesions are very
common principally in individuals that practice sports and advanced age people. There is no totally
efficient treatment to tendon reconstitution, and new approaches are been testing. The aim of this
study was to evaluate the PLLA as an implant to guide tendon healing. Rat patellar tendon was used
as model in our study. An artificial “window defect” was surgically realized in 40 rats, where 20
were implanted with PLLA, and the other half not. The immediate pos-surgery move was permitted.
After 2, 4, 8 and 12 weeks, the rats were euthanized and the regions of the defects were removed
and prepared to optical microscopy, immunofluorescence for elastine and decorin, transmission and
scanning electron microscopy. It was studied the cells morphology adhered to PLLA, tissue
responses to PLLA and PLLA degradation. In 12 weeks PLLA implanted rats, it was observed
numerous elongated fibroblastic cells close to PLLA with a parallel orientation to the intact tendon.
In PLLA non-implanted rats, the cells found into the lesion didn’t show organization, reflecting in a
possible deficient load transfer. Macrophages and foreign body giant cells were present on the
PLLA surface leading its initial degradation. No inflammatory infiltrate was observed. In
conclusion, tendons response to PLLA was adequate concerning the biocompatibility, with good
perspectives to be tested as an alternative technique to connective tissues repair, like human

tendons.



LISTA DE ABREVIATURAS

FDA- Food and Drug Administration (Instituicdo Americana que legisla sobre o uso de materiais
em humanos)

FITC - isotiocianato de fluoresceina

GAG- glicosaminoglicana

HE- hematoxilina e eosina

kDa- quilodaltons

MET- microscopia eletronica de transmissao

MEV- microscopia eletronica de varredura

OTC - composto para criopreservagdo de tecidos (Temperatura critica 6tima)
PBS - tampao fosfato com salina

PGA- 4cido poli-glicélico

pH- potencial hidrogenidnico

PLLA - 4cido poli-L-l4ctico

TRICT - isotiocianato de tetraetilrodamina

3D- tridimensional
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1. INTRODUCAO

1.1 BIOENGENHARIA DE TECIDOS

A bioengenharia de tecidos é uma nova drea da ciéncia que vem buscando alternativas de
tratamento para diversas enfermidades ou para a reparacdo de tecidos danificados. As estratégias de
tratamentos baseados na implantacdo de biomateriais celularizados possuem grande potencial na
pratica da medicina reparadora, trazendo grandes inovacdes para tratamento de doencas comuns
como enfarte do miocéardio, diabetes, queimduras de pele, osteoartrites, dentre outras (ALSBERG et
al., 2002). Além disso, as técnicas utilizadas na Bioengenharia permitem investigar em laboratério
as relacOes entre estrutura e fungdo associadas a formacdo de um novo tecido, contribuindo para o

sucesso do tratamento clinico especifico (SHIN et al., 2003).

Ha trés objetos importantes relacionados com a bioengenharia de tecidos: as células, o
arcabouco ou matriz de material biocompativel, e os fatores bioativos. Para a funcionalidade de
biopréteses, precisamos aliar tipos celulares especificos a polimeros biocompativeis e,
preferencialmente, biodegradaveis, que formem o arcabouco que ird carrear as células para o local

do implante (LU et al., 2001; ALSBERG et al., 2002; SHIN et al., 2003).

As células utilizadas nesses tratamentos podem ser células diferenciadas especificas,
isoladas a partir de bidpsias, ou células progenitoras que possuam capacidade de se diferenciar no
tipo celular de interesse sob condi¢des especificas. De maneira geral, as células sdo expandidas ou
proliferadas em cultura e, apds a formag¢do do novo tecido funcional, sdo re-implantadas no
paciente, de maneira que se restabelecam as fun¢des normais. Muitas das células utilizadas em
processos de bioengenharia precisam ser cultivadas em arcabougos tridimensionais para a
manutencdo do fenétipo caracteristico. Um exemplo de célula que necessita do arcabouco 3D sdo as
células de cartilagem, os condrécitos. Quando essas células sdo mantidas em monocamada sobre
uma placa de cultivo, elas perdem suas formas esféricas caracteristicas e param de produzir
moléculas especificas da matriz cartilaginosa, como coldgeno tipo II, e produzem coldgeno tipo I,
caracteristico de fibroblastos. No entanto, quando cultivados em arcaboucos tridimensionais (3D),

mantém seu fendtipo diferenciado (TEMENOFF & MIKOS, 2000).

O arcabouco ou matriz 3D atua como substrato para a adesdo, proliferacdo, migracao
celular, e também como suporte mecanico para a formagdo do novo tecido, proporcionando espaco
definido e limitado para o desenvolvimento do tecido artificial, induzindo o processo de

regeneragao do tecido lesado (SHIN et al., 2003; SITTINGER et al., 2004).



Os biomateriais utilizados como arcabougos celulares podem ainda ser utilizados como
carreadores de farmacos ou fatores bioativos, que modulam funcdes celulares especificas
(GRIFFITH, 2000; SHIN et al., 2003, LANGER & TIRRELL, 2004). Existem diferentes materiais
que estao sendo testados e utilizados para estes fins, mas apenas poucos materiais, como os dcidos
poli-lactico (PLLA), poli-glicélico (PGA) e seus copolimeros o acido poli-co-glicélico-lactico
(PLGA), possuem autorizagdo pela agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) para
uso em humanos (TEMENOFF & MIKOS, 2000). Estes polimeros vém sendo testados e utilizados
na prética clinica devido a fatores como tempo de degradagdo, baixo indice de reacdes inflamatoérias
e biocompatibilidade (ATHANASIOU et al., 1996; MIDDLETON & TIPTON, 2000; AMBROSE
& CLANTON, 2004).

A ndo necessidade de implantes permanentes vem fazendo com que a utilizacdo de
polimeros bioabsorviveis seja cada vez mais requisitada em diversas aplicacdes clinicas,
principalmente no campo da cirurgia ortopédica e traumatologia, o que inclui reposi¢do dssea,
reparacdo de meniscos, fixacdo de ligamentos e fixagdes de fraturas (ROKKANEN et al., 2000;
WUISMAN & SMIT, 2006).

A busca por materiais que sejam biocompativeis, biodegraddveis e que possuam
caracteristicas semelhantes ao tecido tem sido o ponto central de pesquisas em bioengenharia
(SHIMAO, 2001). Os poli-ésteres vém sendo muito utilizados em reparacdo de tecido dsseo e
podem se tornar materiais utilizados rotineiramente em cirurgias ortopédicas, o que inclui a
reparacdo de tenddes. Tais dispositivos bioabsorviveis podem ser utilizados como alternativas para
as osteotomias e fixacao de fraturas, por exemplo, uma vez que sofrem o processo de degradagdo ao
passo que transferem a tensdo gradualmente para o tecido em cicatrizacio (MIDDLETON &

TIPTON, 2000; ROKKANEN et al., 2000; WUISMAN & SMIT, 2006).

A bioengenharia relacionada a tenddes e ligamentos € muito insipiente € com poucos bons
resultados. Os tenddes sdo estruturas comumente propensas a lesdes pelo fato de estarem sujeitos a
movimentacdes repetitivas e processo de degeneracdo ao longo do tempo. Contudo, as suas
propriedades estruturais, mecanicas e organizacionais apds a cicatrizacdo sdo inferiores ao tendao
normal, acarretando em baixo rendimento de resposta as tensdes e, consequentemente, podem ser
responsaveis por custos elevados com a saide (CARPENTER & HANKENSON, 2004; LIN et al.,
2004). A bioengenharia tecidual pode se tornar uma forma alternativa de tratamento a diversos tipos
de lesdes tendineas com o uso de biomateriais adequados a fisiologia ou as caracteristicas

especificas deste tipo de tecido.



1.2 ESTRUTURA DO TENDAO

O tenddo € definido como um tecido conjuntivo denso modelado, organizado em fibras
paralelas de coldgeno, que de maneira geral liga um musculo ao osso e forma uma unidade
musculo-tendinea. Sua func¢do primdria € transmitir cargas de tensdao geradas pela contra¢do das
células musculares para os ossos, gerando os movimentos (O’BRIEN, 1997; KANNUS, 2000; LIN
et al., 2004).

Sob condi¢des normais, os tenddes se comportam como estruturas dinamicas que se adaptam
as demandas funcionais do sistema musculo-esquelético e possuem diversas propriedades
funcionais e estruturais envolvidas que permitem que as forcas aplicadas sejam direcionadas de

forma apropriada (LIN ez al., 2004).

Os tenddes deslizam sobre o 0sso e geralmente se movem através de canais e bainhas que os
ajudam a guiar o seu curso e limitar a quantidade de friccdo que os mesmos precisam superar.
Dentre as estruturas adjacentes aos tenddes que atuam na reducdo de friccdo e auxiliam no
deslizamento estdo bainhas fibrosas e sinoviais, e as bursas tendineas (KANNUS, 2000). O ponto
de unido do tenddo com o misculo é denominado jun¢do miotendinea, € o ponto de unido com o
0ss0, juncdo dsteo-tendinea. Nesta, as fibras de coldgeno penetram no osso como fibras de Sharpey,
responsdveis por ancorar os tendodes, os ligamentos e o peridsteo ao osso (KIRKENDALL, 1997;
BENJAMIN et al., 2002). Esta juncdo envolve uma transicdo gradual do tenddo para
fibrocartilagem e posteriormente para osso lamelar. Poucos vasos cruzam o osso para a jungdo com
o tenddo. A jun¢do miotendinea representa a drea entre o musculo e o tenddo e estd sujeita a um
grande estresse mecdnico durante a transmissdo de forca muscular contritil ao tenddo. E
considerada como a lamina de crescimento do musculo, por conter células que podem prolongar-se
rapidamente e depositar coldgeno. E uma drea complexa que contém aparelho de Golgi, reticulo

rugoso e receptores nervosos abundantes (O’BRIEN, 1997).

Os tenddes sauddveis sdao de cor branca brilhante e fibroeldsticos em textura, com grande
resisténcia as cargas mecanicas. Durante o desenvolvimento, as fibras tendineas sdo formadas em
resposta a tragdes exercidas em um determinado sentido, orientadas de modo a oferecer o0 maximo
de resisténcia as for¢cas que normalmente atuam sobre o tecido. Macroscopicamente, os tenddes
podem ter diferentes morfologias e variar consideravelmente em forma e modo como sao unidos ao
0sso. Compreendem desde tenddes largos e achatados a tenddes cilindricos, em forma de leque e
em forma de fita (KANNUS, 2000). A faixa de movimento de uma unidade miotendinea e a forca
aplicada ao tenddo determinam a orientacdo das fibras em relagdo ao eixo do mesmo (O’BRIEN,

1997).



Os elementos constituintes do tendao sdo: as fibras coldgenas, eldsticas, células e substancia
fundamental ou matriz extracelular, uma substincia viscosa rica em proteoglicanas (O’ BRIEN,
1997). O tenddo € constituido por camadas: o endotenddo, o epitendao e o paratendao. O tenddo é
inteiramente coberto por uma fina camada de tecido conjuntivo, o epitendao. A superficie interna do
epitendao € continua com o endotendao, que se liga ao coldgeno e contém o suprimento vascular,
linfatico e neural (Figura 1). Mais superficialmente, em muitos tenddes, o epitenddao € envolvido
pelo paratendio, tecido conjuntivo frouxo, formado essencialmente por fibrilas de coldgeno tipo I e
tipo III, algumas fibrilas eldsticas e um revestimento interno de células sinoviais. O paratendao tem
a funcdo de possibilitar o livre movimento do tendao entre os tecidos circunvizinhos. Em alguns
tenddes em que ndo hd uma bainha sinovial de fato, pode haver a presenca do paratenddo com o
objetivo de reduzir a friccdo (KANNUS, 2000; LIN et al., 2004). A presenca de fibras eldsticas no
paratendao permite o estiramento especialmente em tenddes que se movem ao longo de trajetérias
em linha reta. Juntos, o paratenddo e o epitenddo sdo, as vezes, chamados de peritendao
(KIRKENDALL, 1997). O epitenddo é uma rede de coldgeno fibrilar relativamente densa com
filamentos de 8-10 nm em espessura. Esta rede pode conter fibrilas longitudinais, obliquas e
transversais. Superficialmente, o epitendao € continuo com o paratenddo e na sua superficie interna
com o endotenddo. Dentro do tenddo, o endotenddo € uma fina rede reticular de tecido conjuntivo
que reveste cada fibra de tenddo e une fibras individuais em feixes de fibras maiores. Esse arranjo
do paratenddo, epitenddo e endotenddo proporcionam minima resisténcia a0 movimento deslizante
através dos tecidos e precisa ser preservado para manter a fun¢do do tenddo (JOZSA et al., 1991;
KANNUS, 2000). As propriedades mecanicas do tendao sao dependentes de um nimero de fatores
que incluem: a orientacdo, didmetro e comprimento das fibrilas e fibras, além do conteido da matriz
interfibrilar. Os segmentos de fibrila sdo montados em canais extracelulares definidos pelos

fibroblastos que crescem pela adicdo de coldgeno em suas extremidades (BIRK et al., 1997).

tendao

Banda Primdria Banda secunddria  Banda tercidria
(Sub-fasciculo) (Fasciculo)

Fibra de coldgeno

Fibrila de coldgeno

epitenddo

endotendao

Figura 1 - Estrutura organizacional do tendao (KIRKENDALL, 1997).



1.3 COMPONENTES DO TENDAO: CELULAS E MATRIZ
1.3.1. Células

A componente celular do tenddo compreende poucas células, sendo que o principal tipo de
célula encontrado € o fibroblasto, também chamados de tenoblastos, que podem ter diferentes
funcdes em um mesmo tenddo. Podem funcionar como fibroblastos modificados com capacidade
para reparar uma laceracdo ou mesmo uma lesiao por compressao (O’BRIEN, 1997). Os fibroblastos
s@o caracterizados como células alongadas ou estreladas, geralmente encontradas entre os feixes de
coldgeno, com longas extensdes citoplasmaticas afiladas. Eles possuem um ntcleo fino achatado e
podem ser altamente moveis e proliferativos. Possuem o reticulo endoplasmético rugoso bem
desenvolvido, em que os polipeptideos precursores de coldgeno, a elastina, e parte das
proteoglicanas e glicoproteinas sao sintetizados (O’ BRIEN, 1997; TUITE et al.,, 1997,
SANTANDER et al., 1999). Os tenoblastos sao células de tenddo imaturas, e ao passo que
maturam, os tenoblastos se alongam e se transformam em tendcitos, se tornando os responsdveis
pela producdo de coldgeno do tenddo e sua matriz. O tendcito possui forma cilindrica capaz de
produzir os precursores da matriz, coldgeno, elastina, glicoproteinas e proteoglicanas. Quando
existem poucos tendcitos, hd uma substancia fundamental abundante e alguma elastina
(KIRKENDALL, 1997). Dentro da rede de matriz extracelular, os tenoblastos e os tendcitos
constituem cerca de 90% a 95% dos elementos celulares dos tenddoes (KANNUS & JOZSA, 1991).

Os tendcitos possuem uma relacdo nucleo-citoplasma menor quando comparados aos
tenoblastos, com atividade metabdlica diminuida. Os 5% a 10% de remanescentes dos elementos
celulares consistem em condrdcitos na ligacdo com o0 0sso e sitios de inserc¢do, células sinoviais da
bainha do tenddo, e células vasculares, incluindo células endoteliais capilares e células de musculo

liso das arteriolas (KANNUS & JOZSA, 1991).

1.3.2 Matriz extracelular

A matriz extracelular do tenddo € constituida na sua maioria de proteinas coldgenos
(principalmente tipo I), proteoglicanos e elastina embebidos em uma substancia fundamental, sendo
a massa seca distribuida nestes em 85%, 1-5% e 2%, respectivamente. Estes elementos sdo
produzidos pelos tenoblastos e tendcitos e sdo organizados em um esquema hierdrquico complexo
para formar o tendao propriamente dito (KIRKENDALL, 1997; O’BRIEN, 1997; KANNUS, 2000;
LIN et al., 2004). A substancia fundamental da matriz extracelular representa um gel salino vital

que proporciona as propriedades viscoeldsticas para o tendao além de lubrificacdo e espacamento



das fibras, o que € essencial para o deslizamento e interacdes entre os tecidos. Ela envolve as fibras
de coldgeno e possui uma viscosidade elevada que proporciona um suporte estrutural e um meio
propicio para a difusdo de gases e nutrientes. A dgua contribui de 60 a 80% da massa umida do
tenddo. A matriz € constantemente modificada e remodelada pelos fibroblastos e pelas enzimas de

degradacdao como as colagenases, proteoglicanases e glicosaminoglicanases (O’BRIEN, 1997).

O coldgeno € responsdvel pela integridade estrutural do tenddo, enquanto que a elastina €
responsavel por sua flexibilidade (O’BRIEN, 1997; TUITE et al., 1997). A formacao do coldgeno
serd detalhada mais adiante. A molécula de elastina (tropoelastina) faz parte do grupo das proteinas
elastoméricas com alto conteido de aminoécidos hidrofébicos, geralmente é menor do que 1 pm em
comprimento, ndo tem periodicidade e requer coloracdo especial para ser observada. A elastina ndo
contém muita hidroxiprolina ou lisina, porém € rica em glicina e prolina. Ela contém uma grande
quantidade de valina, desmosina e isodesmosina, que formam ligacdes cruzadas entre os
polipeptideos. A elastina se alonga, enquanto que as fibras de coldgeno tendem a deslizar umas
sobre as outras. Pode, em alguns momentos, alongar-se em até 70% do seu comprimento inicial,
sem se romper. Geralmente se rompe a 150%, diferente do coldgeno que pode alongar-se somente

4% antes do rompimento (O’BRIEN, 1997; SCOTT, 2003).

A tropoelastina se agrega as fibrilas de coldgeno e ¢é estabilizada através de ligacdes
cruzadas por um processo dependente da lisil-oxidase, como ocorre com o coldgeno (SCOTT, 2003;
SMITH & RENNIE, 2007). A elastina € requerida em estruturas que sdo submetidas a grandes
alteracdes no comprimento na auséncia de qualquer mudanca em sua estrutura. A elastina e o
coldgeno agem em conjunto. A resisténcia da elastina é suplementada e ajustada ao passo que a

tensdo € aplicada dentro da rede fibrilar de coldgeno (SCOTT, 2003).

Outro componente importante da estrutura do tenddo sdo as proteoglicanas (Quadro 1),
sendo que sua concentracdo e disposi¢ao dependem de fatores como a idade do organismo, posi¢ao
e histéria da carga mecanica aplicada. As proteoglicanas representam uma familia diversa de
proteinas glicosiladas que contém numerosas cadeias laterais de polissacarideos sulfatados, os
glicosaminoglicanos ou GAGs (KIRKENDALL, 1997). As proteoglicanas sdo importantes
componentes da matriz extracelular do tenddo devido a sua contribuicdo para as propriedades
mecanicas e viscoeldsticas do tecido, pois sdo negativamente carregadas o que faz com que
mantenham a &4gua dentro do tecido, e ainda estdo envolvidas com interagdes celulares e
intermoleculares (O’BRIEN, 1997; GRAHAM et al., 2000; YOON & HALPER, 2005). Essas
moléculas também sdo fundamentais para a estabilizac@o do sistema coldgeno como um todo, para a
manutencdo da homeostase idnica e fibrilogénese de coldgeno (KIRKENDALL, 1997; KANNUS,
2000).



Proteoglicanas Cadeias de GAGs Propriedades e funcao
(nimero)

Decorina CS/DS (1) Ligacdo com fibrila de coldgeno, inibe fibrilogénese, se
CS/DS (1) + KS (1) liga com TGFf ¢ EGF.

Biglicana CS/DS (1-2) Ligacao com fibrila de coldgeno, ausente em aves.

Fibromodulina | KS (4) Ligacdo com coldgeno tipo I, facilita a formacdo de
fibrilas grandes e maduras, modula a forca do tendao.

Lumicana KS (2-3) Ligacdo com coldgeno tipo I, inibe o tamanho das
fibrilas, modula a for¢ca do tendao.

Agrecana CS (~100) KS (~60) Ligacdo com hialuronana confere resisténcia, baixas
concentracoes em regides de tensdo e elevadas nas de
compressao do tenddo, préximo a fibrocartilagem.

Versicana CS/DS (10-30) Ligacdo com hialuronana confere resisténcia, baixas
concentracdes em regides de tensdo e elevadas nas de
compressdo do tenddo. Aumenta a viscoelasticidade,
mantém a forma celular.

Quadro 1: Propriedades e composi¢ao de GAGs dos proteoglicanas mais encontrados nos tenddes.

CS= condroitin-sulfato, DS= dermatan-sulfato, KS= queratan-sulfato. (Yoon & Halper, 2005)

A decorina € a proteoglicana mais abundante no tendado, estd intimamente relacionada com o
crescimento das fibrilas, pois inibe a formagao de fibrilas largas, permitindo que o tecido se adapte
e compense forcas tensionais. Participa da organizacdo com uma ‘“decoracdo” das fibrilas de
coldgeno em locais discretos que propiciam a unido e a maturacdo das fibrilas (CANTY &
KADLER, 2002; SCOTT, 2003). As proteoglicanas de maior peso molecular agrecana e versicana
estdo presentes nas regides fibrocartilaginosas do tenddo, que sao submetidas a cargas compressivas

(Quadrol) (KIRKENDALL, 1997).

Podem ainda ser encontradas na matriz extracelular: fibronectina associada as células,
proteina oligomérica de cartilagem e coldgenos tipo VI, XII e XIV em arranjos microfibrilares
(SMITH et al., 2002). A fibronectina é uma glicoproteina extracelular nao-coldgena de alto peso
molecular que atua de forma importante na adesdao e migragao celular, além de agir como um
suporte para a formacgdo de fibras de coldgeno durante a fase de remodelacdo. Ela também esta
relacionada com a juncdo, expansdo e proliferacdo de fibroblastos, o que facilita o processo de

reparo. Durante uma lesao, a fibronectina pode atuar na organizacdo das fibrilas em feixes de




coldgeno e pode atuar como um molde para a formacdo da fibra de coldgeno na fase de

remodelacdo (O’BRIEN, 1997).

O tecido tendineo e o ligamentoso também possuem outras proteinas como, por exemplo, a
tenacina-C. A tenacina-C, outra componente importante da matriz extracelular, é abundante no
corpo do tenddao e nas juncdes osteotendinosas e miotendinosas. Ela pode se associar com a
fibronectina em resposta a carga mecanica. Seu papel esta relacionado com o alinhamento das fibras

de coldgeno e sua orientacdo (KANNUS, 2000).

Existem evidéncias de que a matriz extracelular possa ser um meio de modulag¢do que induza
a célula a alterar o seu padrdo de sintese protéica em resposta ao uso ou a imposi¢cdo de uma carga
(O’BRIEN, 1997). Uma grande quantidade das propriedades viscoelésticas do tenddo é devida a sua
substancia fundamental. A capacidade das proteoglicanas, glicosaminoglicanas, proteinas do plasma
e outras moléculas pequenas de se ligarem a dgua estabiliza o esqueleto coldgeno do tendao. As
por¢des do tendao que suportam as maiores for¢as de tensdo possuem baixo conteido de
proteoglicanas e niveis elevados de sintese de coldgeno, ao contrdrio das dreas que sdo submetidas a

forgcas compressivas e de friccdo (KIRKENDALL, 1997).

1.4 SINTESE DE COLAGENO E FORMACAO DO TENDAO

O coldgeno representa a proteina mais abundante do organismo humano, sendo que, até o
presente momento, ja foram identificados 28 tipos (SMITH & RENNIE, 2007). As fibrilas de
coldgeno sao as principais fontes de resisténcia mecanica e definem a forma dos tecidos e 6rgaos
(CANTY & KADLER, 2002; 2005; SMITH & RENNIE, 2007). A habilidade do coldgeno em
promover resisténcia aos tecidos é uma caracteristica importante e estd diretamente relacionada a
estrutura da molécula. O coldgeno fornece ao tenddo forca ténsil enquanto que a substancia

fundamental fornece a sustentacao estrutural para as fibras coldgenas (KHAN et al., 1999).

A maior parte do coldgeno encontrado na matriz extracelular é fibrilar e compreende
principalmente os tipos I, II, III, V e XI (SMITH & RENNIE, 2007). Nos tenddes, ossos € pele, o
colageno tipo I € o principal componente (CANTY & KADLER, 2002; 2005; SMITH & RENNIE,
2007), enquanto que, na cartilagem, as fibrilas sd3o compostas principalmente de coldgeno tipo II

(CANTY & KADLER, 2002; 2005).

A unidade estrutural do coldgeno € o tropocoldgeno ou microfibrila, uma proteina longa de
280-300 nm de comprimento e 1,5 nm de didametro. Em torno de 05 unidades de tropocoldgeno sao
necessdrias para formar uma fibrila de coldgeno de 20-150 nm de diametro (KADLER et al., 1996;

O’BRIEN, 1997; CANTY & KADLER, 2005).



A proteina coldgeno € distinta das outras por compreender trés cadeias polipeptidicas
(cadeias-a) enroladas umas nas outras formando uma estrutura tnica em tripla-hélice. Para as trés
cadeias formarem uma tripla-hélice, elas precisam do menor aminoécido, a glicina, em cada terceiro
residuo ao longo de cada cadeia. Consequentemente, cada uma das trés cadeias tem a estrutura Gly-
Xaa-Yaa repetida, em que a Xaa e a Yaa podem ser qualquer aminodcido, porém sao
frequentemente os aminodcidos prolina e hidroxiprolina (KADLER et al., 1996; O’BRIEN, 1997,
CANTY & KADLER, 2002; 2005; SMITH & RENNIE, 2007) (Figura 2).

A tripla hélice da molécula de coligeno é composta por duas cadeias ol e uma o2
organizadas em fibrilas que se unem em fibras, feixes de fibras e fasciculos, uma organizagcao que

se presume ser a base das propriedades mecanicas dos tenddes (KADLER et al., 1996 ).

A biossintese da fibrila de coldgeno € basicamente um processo de auto-montagem e é
controlada por um conjunto de eventos intracelulares e extracelulares (KADLER et al., 1996; BIRK
et al., 1997; HOLMES et al., 1998; SANTANDER et al., 1999). Os coldgenos tipo I, IL, III, V e XI
sdo montados em fibrilas estriadas cruzadas com uma periodicidade D (onde D = 67 nm, a
periodicidade axial caracteristica do coldgeno) e, coletivamente, sdo os tipos de coldgeno mais

abundantes nos vertebrados (KADLER et al., 1996; HOLMES et al., 1998).

As fibrilas de coldgeno sao sintetizadas como procoldgenos soliveis (KADLER et al.,
1996). Os pro-peptideos tornam a molécula de procoldgeno solivel e previnem a formacio
prematura de coldgeno intracelular. Os peptideos de registro sdo como um comprimento extra em
cada cadeia alfa nas suas terminagdes N e C e provavelmente asseguram a posicao correta de cada
cadeia na tripla hélice (O’BRIEN, 1997). O procoldgeno € liberado no espaco extracelular através
de vesiculas secretoras assistidas por microtibulos e microfilamentos (O’BRIEN, 1997). O
procoldgeno soldvel, entdo, € convertido em tropocoldgeno insolivel pela clivagem enzimatica
especifica dos pro-peptideos terminais através das procoldgeno-metaloproteinases. Sem estas
enzimas, a sintese de fibrilas de coldgeno ndo ocorreria (KADLER et al., 1996; 2002; HOLMES et
al., 1998). As moléculas soliveis formam ligacdes covalentes cruzadas para criar moléculas
insoldveis de coldgeno, que se agregam para formar fibrilas de coldgeno (O’BRIEN, 1997;
KANNUS, 2000). As ligacdes covalentes entre as moléculas de tropocoldgeno reforcam a estrutura

fibrilar sob a acdo da enzima lisil-oxidase (SMITH & RENNIE, 2007).

Um nimero de evidéncias sugere que possam existir duas vias para a biossintese de fibrilas
de colageno. As moléculas de coldgeno secretadas podem ser formadas na matriz extracelular,
porém existem evidéncias de que a formacdo possa ser iniciada na via secretora € na membrana
plasmatica, ou seja, através do limen do reticulo endoplasmatico rugoso e vesiculas secretoras do

aparelho de Golgi, e através do espaco intersticial do citoplasma onde os primeiros filamentos de



procoldgeno podem ser observados (SANTANDER et al., 1999; CANTY & KADLER, 2005). A
sintese intracelular é mais evidente em fibroblastos ativos como, por exemplo, em situacdes de
regeneragdo tecidual em que ocorre uma sintese rdpida de procoldgeno e a formacgdo de fibrilas de
coldgeno, onde a formacdo de coldgeno excede a sua excrecdo pelos fibroblastos. Durante uma
lesdo, a producdo massiva de coldgeno pode exceder a capacidade de transporte da membrana
plasmética, tendo como conseqii€éncia o bloqueio de sua secrecdo para a matriz extracelular, o que

faz com que os precursores de coldgeno reinam-se dentro da célula (SANTANDER et al., 1999).

Um feixe de fibrilas de coldgeno forma uma fibra, que é a unidade bésica do tendao, visivel
ao microscopio Optico, e representa a menor unidade do tenddo que pode ser testada mecanicamente

(O’BRIEN, 1997; KANNUS, 2000).

A formagdo de tropocoldgeno e da matriz extracelular estdo intimamente relacionadas.
Proteoglicanas da substancia fundamental regulam a formacgao de fibrilas. Quando o tropocoldgeno
atinge seu tamanho final, o conteido de proteoglicanas diminui nos tenddes. Uma quantidade
adequada de substancia fundamental é necessaria para a agregacdo de proteinas coldgenas dentro da
formacdo das fibrilas (O’BRIEN, 1997). A interacdo do coldgeno com as proteoglicanas durante a
formacao de fibrilas de coldgeno pode explicar como as células coordenam a montagem fibrilar na

matriz extracelular durante a morfogénese do tenddo (GRAHAM et al., 2000).

O desenvolvimento sistemdtico do processo de formagdo da fibra de coldgeno € requerido
para a sua integridade estrutural. A arquitetura e estabilidade do tecido, assim como seus atributos
mecanicos, sdo determinados de acordo com a organizacdo das fibrilas de coldgeno e com suas
interacdes com a matriz. Durante a maturagdo do tecido, os segmentos de fibrila podem tornar-se
mais longos e espessos, através da incorporacdo de segmentos de coldgeno em suas extremidades,
associado a interacdo com outros componentes da matriz, o que confere a integridade estrutural

necessdria para a fun¢do mecanica (BIRK et al., 1997).

Além disso, € observado que, ao passo que as fibrilas maturam, o crescimento em
comprimento da fibrila de coldgeno pode ocorrer independentemente do seu diametro (HOLMES et
al., 1998) e envolve um crescimento regulado e sincronizado de suas extremidades através de um
controle celular rigoroso (KADLER et al., 1996). Os pro-peptideos C e N das moléculas de
procoldgeno sdo enzimaticamente clivados por proteinases na matriz extracelular, onde se auto-
organizam por meio da polimerizacdo na por¢cdo N-terminal e de ligacdes cruzadas entre os

aminodacidos.

Tem sido demonstrado que as moléculas de coldgeno dentro das fibrilas podem ser
organizadas em uma de duas orientagdes moleculares. As fibrilas jovens em desenvolvimento

podem ser unipolares, ou seja, com um terminal N e um terminal C, em que as moléculas sdao
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orientadas em uma direc@o ao longo do eixo da fibrila, ou bipolares, ou seja, com duas terminagdes
N (KADLER et al., 1996, HOLMES et al., 1998; GRAHAM et al., 2000). O crescimento da fibrila
de coldgeno pode ocorrer pela adi¢do, assim como pela fusdo ponta a ponta de fibrilas de coldgeno

na matriz extracelular (GRAHAM et al., 2000).

As fibrilas de coldgeno sdo estruturas filamentosas, longas e quase cristalinas, que
estabilizam os tecidos. As fibras de coldgeno compreendem fibrilas finas, onde os fibroblastos
encontram-se localizados centralmente. Os grupos de fibras sdo arranjados em um fasciculo e cada
tenddo € entdo composto por multiplos fasciculos (KIRKENDALL, 1997; KANNUS 2000). O
coldgeno € organizado em niveis hierarquicos de complexidade crescente a iniciar por: moléculas
soliiveis de procoldgeno que, através de ligacOes cruzadas, formam as moléculas de tropocoldgeno
insoluveis, que entdo se agregam progressivamente para formar microfibrilas de coldgeno e,
posteriormente, fibrilas de coldgeno. Um feixe de fibrilas de coldgeno forma uma fibra de coldgeno
que € a unidade basica do tenddo. Um feixe de fibras de coldgeno forma o feixe de fibras primario
(subfasciculo). Um grupo de feixes primarios forma um feixe de fibras secundério (fasciculo) e um
grupo de fasciculos secundarios, por sua vez, forma um feixe tercidrio, e os feixes tercidrios
compdem o tenddo propriamente dito, envolto pelo epitenddo (JOSZA & KANNUS, 1991;
KANNUS, 2000) (Figuras 1 e 2).

Longitudinal Transversal

A
Proteoglicanas
e GAGs
B
c
D
Proteoglicanas
E e GAGs

Figura 2: Formagao da fibrila de colageno tipo I. A = Aminoécidos se unem para formar uma cadeia
a. A glicina ocupa toda terceira posicao (circulos pretos). B e C = Trés cadeias o para
formar a tripla hélice de uma molécula de coldgeno. As cadeias o sd@o envoltas por uma
fina camada de proteoglicanas e glicosaminoglicanas. D = As moléculas de coldgeno se
ligam para formar a molécula de tropocoldgeno ou microfibrila. Dentro da microfibrila, as
moléculas de coldgeno se agrupam em uma orientagdo seqiiencial, o que produz o padrio
estriado caracteristico da fibrila de coldgeno. E = A fibrila estriada de coldgeno. (fonte:
KANNUS, 2000)
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No tenddo, embora as fibras de coldgeno sejam orientadas principalmente longitudinalmente
em relacdo ao maior eixo, as fibras também podem percorrer o tenddo transversalmente e

horizontalmente, de maneira a formar espirais e dobras (JOSZA & KANNUS, 1991).

1.5 SUPORTE VASCULAR DO TENDAO

O tendao patelar é circundado por tecidos epitendinosos bem vascularizados e por tecidos
retinaculares (DOSCHAK et al., 2001). Os tenddes maduros sio pobremente vascularizados,
enquanto que, durante o desenvolvimento, apresentam-se altamente celulares e metabolicamente
ativos e sao deste modo, supridos por uma rica rede capilar (DOSCHAK et al., 2001; FENWICK et
al., 2002). Como qualquer outro tecido conjuntivo, o tenddo ndo € submetido a uma

neovascularizagdo sob circunstancias normais (FENWICK et al., 2002).

O suprimento vascular do tenddo tem demonstrado emergir de trés dreas distintas: jungao
miotendinea; juncdo Osteo-tendinea e vasos de varios tecidos circunvizinhos como paratendao. Os
vasos sanguineos sdo geralmente arranjados longitudinalmente dentro do tenddo e passam ao redor
dos feixes de fibras de coldgeno no endotenddo (KIRKENDALL, 1997; O’BRIEN, 1997,
FENWICK et al., 2002). O principal suprimento sanguineo da por¢do média do tendao € através do
paratendao. Os pequenos vasos sanguineos no paratendao correm transversalmente em direcdo ao
tenddo e se ramificam por diversas vezes. Os vasos penetram no tenddo ao longo do endotenddo

(O’BRIEN, 1997).

Os diferentes tendodes existentes podem apresentar diferencas significativas entre o padrao
de suprimento vascular dos mesmos. Existem também diferencas entre os tenddes ‘cilindricos’,
como o tenddo de Aquiles e manguito rotador, e os tenddes ‘planos’, como o tenddo patelar. Um
nimero de tenddes como o supraespinhoso, o biceps, o tibial posterior, o tenddo de Aquiles e o

tendao patelar parecem ter regides de vascularidade reduzida (FENWICK et al., 2002).

As zonas mais avasculares podem estar comumente associadas com a degeneracdo e a
ruptura, embora ndo exista uma evidéncia direta que possa sugerir a hipovascularidade como uma
causa primdria de ruptura de tenddes A falta de penetracdo de vasos para estas dreas pode ser
devido a fatores extrinsecos como, por exemplo, as regides submetidas a compressao.
Provavelmente, uma combinacdo de fatores € responsdvel pela predisposicio de um tendao a

degeneracao e/ou ruptura (FENWICK et al., 2002).

12



1.6 LESAO E REPARO DE TENDAO PATELAR

Os tenddes sdo estruturas comumente susceptiveis a lesdes (KHAN et al., 1999; KOOB,
2002). Como os tenddes estdo sujeitos a movimentagdes repetitivas que podem induzir a
degeneracdo ao longo do tempo, uma predisposi¢do a lesdes agudas e cronicas € muito comum
(KHAN et al., 1999; LIN et al., 2004). Estas lesdes ndo sdo apenas responsaveis pelos altos custos
com a saide, mas também, resultam em perda de tempo no trabalho e em morbidade individual. As
medicinas humana e veterindria ttm mostrado que a maior incidéncia de lesdo ocorre durante
atividades esportivas pela carga excessiva sobre tenddes e ligamentos. Contudo, antes que técnicas
de reparo e reposi¢des protéticas possam ser aperfeicoadas, € essencial que a mecanica funcional e

morfologia dos tecidos sejam avaliadas (GOODSHIP et al., 1985).

As lesdes que afetam os tenddes variam entre inflamacdes ou tendinites relativamente
suaves ou agudas, inflamagdes cronicas e repetitivas, até mesmo a uma transec¢do ou laceracdo
completa. As desordens tendineas geralmente sdo tratadas pela reduc¢do da inflamagdo, através da
restauracdo da flexibilidade e, se necessdrio, um reparo cirdrgico. Embora existam tratamentos
médicos para a maioria destas condi¢des, esforcos continuos sido realizados com o objetivo de
melhorar a efetividade dos tratamentos e posterior reabilitacdo. As rupturas ocorrem devido a
elevadas cargas instantaneas, especialmente em ‘atletas de fim de semana’ com treinamento
insuficiente, ou a movimentos intensos exercidos em longo prazo. Dor, edema e perda de funcao
geralmente seguem para uma ruptura. Se ndo reparado pela restricio a mobilizacdo ou cirurgia,

perdas permanentes e debilitantes da fun¢ao sdo inevitaveis (KOOB, 2002).

Apds o aparecimento da les@o, o processo de cicatrizagdo nos tenddes resulta na formagao
de uma cicatriz fibrética desorganizada que € distinguivel por picos especificos em uma cascata de
eventos celulares e bioquimicos. Geralmente, o conteddo da matriz extracelular, bem como a
fisiologia e a ultraestrutura dos tendcitos sao alterados nestas lesdes. As propriedades estruturais e
mecanicas do tenddo cicatrizado sdo inferiores as do tendao normal, o que acarreta em baixo
rendimento de resposta as forcas de tensdo e compressao. Embora tais propriedades melhorem com
0 tempo, ndo retornam aos niveis normais mesmo apds longos periodos, e estes locais podem se

tornar mais frageis, com possibilidade de nova lesao (LIN et al., 2004).

A reconstrucao do ligamento cruzado anterior com enxerto autélogo de tendao patelar, por
exemplo, geralmente produz efeitos satisfatorios em termos de estabilidade e recuperagdo funcional.
Contudo, ndo pode ser negado que a técnica cirdrgica envolva morbidade no sitio de coleta e cause
alteracoes funcionais do mecanismo extensor do joelho, o que pode ocasionar fraqueza de
quadriceps e dor patelo-femoral. A remogao do terco central do tendao patelar pode reduzir as suas

propriedades mecanicas em quase a metade (MILANO et al., 2001).

13



Existem evidéncias de que o reparo do tendao pode ocorrer tanto através de uma via
intrinseca através de tendcitos do epitenddo e endotenddo, quanto de uma via extrinseca pela

invasao de células da bainha circunvizinha e sinévia (FENWICK et al., 2002).

Como resultado de uma lesdo no tendao, geralmente hd uma dificuldade em se restabelecer a
continuidade das fibras de coldgeno e restaurar a superficie de deslizamento do tendao. O obstaculo
se da ao se tentar restaurar a forca normal e a extensdo de movimento a0 mesmo tempo em que
adesdes s@o minimizadas e a cicatriz protegida de rupturas e lacunas no sitio de reparo do tendao.
Enquanto as adesdes podem contribuir para o reparo, cicatrizagdo excessiva pode levar a uma
ruptura prematura do sitio de lesdo. Sendo assim, uma combinacdo de fatores devem ser

simultaneamente balanceados a fim de se alcancar um tenddo reparado funcionalmente (LIN et al.,

2004).

1.7 BIOMATERIAIS

O termo biomaterial pode ser caracterizado por materiais derivados de fontes biolégicas ou
sintéticas, que podem ser utilizados para terapias em humanos ou animais para a reconstrucao,
substituicdo ou reparacdo de tecidos lesionados (PEPPAS & LANGER, 1994; GRIFFITH, 2000;
ALSBERG et al., 2002; SHIN et al., 2003). A escolha do biomaterial ideal é de fundamental
importancia para o sucesso do tratamento. Fatores como a composi¢ao quimica, biocompatibilidade,
mecanismo, produto e tempo de degradacdo, propriedades mecénicas e forma de apresentacdo (gel,
membrana ou arcaboug¢o) devem ser previamente conhecidos para escolha do biomaterial adequado
a cada tipo de tecido. De maneira geral, os biomateriais devem ser mais do que biocompativeis —
devem idealmente induzir uma resposta celular adequada. Por isso, o biomaterial deve estimular a

adesao e proliferagcdo celular bem como a producdo de moléculas especificas do tecido em questao.

Através da utilizacdo de polimeros ou a combina¢do destes com células, existe a
possibilidade do seu uso em pesquisas e ensaios clinicos para o tratamento de pacientes com
queimaduras ou ulceras de pele, além da sua utilizacdo em cdrneas, cartilagens, ossos, implantes
dentdrios, suturas, liberacdo controlada de farmacos e demais dispositivos médicos (PIETRZAK et
al., 1996; GRIFFITH 2000; ALSBERG et al., 2002). Um dos objetivos de tais estudos € a
possibilidade de tratar os pacientes de forma minimamente invasiva e com menos dor (SHIN et al,

2003).

Grande nimero de dispositivos protéticos sintéticos estd disponivel para a reposicdo ou
substituicdo de articulagdes, valvulas adrticas, vasos sanguineos, 0ssos, mamas e outros. Entretanto,

sdo poucos os que estdo hdbeis a recompor completamente todas as complexas fun¢des bioldgicas
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inerentes ao tecido ao longo do tempo (GRIFFITH, 2000). Outras vantagens sobre as técnicas
médicas empregadas que reconstituem 6rgaos ou tecidos lesados resultantes de acidente, trauma ou
cancer, como, o transplante autélogo, podem ser limitadas por conta de morbidade do sitio doador e
infec¢do ou dor para os pacientes devido a uma cirurgia secundéria (SHIN er al., 2003). Sendo
assim, quando a estrutura de um determinado 6rgao ou tecido ndo pode ser reparada naturalmente
ou por técnicas correntes, uma alternativa que tem se mostrado vidvel para o restabelecimento das

funcdes normais do paciente € o implante de um biomaterial.

O critério geral para a selecdo de um polimero para o uso como biomaterial é equiparar as
suas propriedades mecanicas e o tempo de degradacdo com as necessidades da aplicacdo. O
polimero ideal para uma aplicacdo deve seguir as seguintes propriedades: ndo provocar resposta
inflamatoria dréstica; ser metabolizado e absorvido pelo corpo humano; ser processado de forma

facil e ser facilmente esterilizavel (MIDDLETON & TIPTON, 2000).

O desenvolvimento de polimeros sintéticos como biomateriais tem contribuido para o
sucesso de implantes nos tecidos moles. Estes sdo confeccionados sob medida devido a
moldabilidade, e podem ter forma fisica variada, como gel para preencher espacos ou cavidades,
fibra para materiais de sutura, filme ou membranas, e sélida ou compacta para aplicagcdes em
cosmética e ortopedia (GRIFFITH, 2000). Atualmente, existem diversos tipos de implantes
ortopédicos disponiveis. Estes dispositivos sao produzidos em forma de pinos, parafusos, laminas,
hastes, tachas e suturas e sdo mais frequentemente produzidos através do uso de PLLA (4cido poli-
L-lactico), PGA (4cido poli-glicélico), PDO (é4cido poli-dioxanona) ou copolimeros de PLLA ou
PGA (AMBROSE & CLANTON, 2004).

Informacgdes sobre a biocompatibilidade, propriedades mecanicas, degradacao, receptividade
tecidual, especificidade quimica e outras sdo de fundamental importincia para o desempenho e
integracdo de biomateriais com novos critérios emergentes de estudo, como as interagdes célula-
matriz, os processos de sinalizac¢do celular e a biologia de sistemas e desenvolvimento (LANGER &

TIRRELL, 2004).

Os polimeros bioabsorviveis vém se tornando cada vez mais utilizados como materiais de
implante (AMBROSE & CLANTON, 2004). Os polimeros degradédveis sdo submetidos a uma cisao
extensiva da cadeia com o objetivo de formar oligdbmeros ou mondmeros soliveis. A degradacdo
deve prosseguir por um processo biologicamente ativo ou por clivagem hidrolitica passiva com
posterior eliminag¢do através dos rins ou outros meios (GRIFFITH, 2000). As vantagens desses
implantes sobre os metélicos incluem o estresse reduzido a partir do momento em que a carga ¢
transferida gradualmente ao tecido ao passo que eles degradam (AMBROSE & CLANTON, 2004)

e, por conta disso, podem ser removidos do corpo naturalmente durante o processo de cicatrizacao
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normal, ndo sendo necessaria uma segunda cirurgia de remocdo (KOH et al, 2002). As
desvantagens podem incluir a propriedade mecanica reduzida ou ndo adequada pelo tempo da
reparacdo, o alto custo e, em alguns casos, uma resposta bioldgica indesejada (AMBROSE &

CLANTON, 2004).

1.7.1 Poliésteres

Os polimeros bioreabsorviveis sdo distintos de outros polimeros médicos devido ao fato de
serem “‘programados” a exibir um padrdo particular de degradacdo no corpo (PIETRZAK et al.,
1996). Os biomateriais degraddveis mais comumente utilizados sdo os poliésteres alifiticos que sao
derivados dos entdo chamados poli (a-hidroxi dcidos) que sdo polimeros sintéticos e biodegraddveis
como, por exemplo, o 4cido poli-lactico e o 4cido poli-glic6lico (HOLLINGER & LEONG, 1996;
GRIFFITH, 2000; MIDDLETON & TIPTON, 2000; AMBROSE & CLANTON, 2004; WUISMAN
& SMIT, 2006). A maioria dos dispositivos biodegraddveis sdo poliésteres compostos de

homopolimeros ou copolimeros de lactideo e glicolideo (MIDDLETON & TIPTON, 2000).

O que torna os poli a-hidroxi dcidos vantajosos e promissores para a sua aplicacdo € o fato
de serem biocompativeis e também serem degradados pelo organismo através de vias metabdlicas
comuns. Esta degradagdo, por sua vez, se da pela hidrélise de suas ligacdes ésteres, o que os tornam

instaveis, e os seus subprodutos s@o absorvidos pelo organismo (WUISMAN & SMIT, 2006).

O padrdo de degradaciao dos polimeros vai depender de muitos fatores que podem afetar o
desempenho mecanico e incluem a sua identidade quimica, estrutura (cristalina ou amorfa) e a
natureza do processamento do polimero, além de fatores como a geometria, o sitio de implantacdo e
o método de esterilizacdo, a selecdo do mondmero, as condi¢des do processo e a presenca de
aditivos, a solicitacio mecénica, a massa molar, a morfologia, a porosidade, o pH e outros
(PIETRZAK et al., 1996; GRIFFITH, 2000; MIDDLETON & TIPTON, 2000; AMBROSE &
CLANTON, 2004).

1.7.2 PLLA

Atualmente, os dispositivos de implantacao absorviveis mais utilizados e atrativos para as
aplicacdes temporarias no campo biomédico sdo os fabricados com PLLA, devido a sua
biocompatibilidade, degradabilidade, propriedades mecanicas, excelente durabilidade em longo
prazo e metabolizacdo de seus subprodutos pelo organismo (ATHANASIOU et al.,, 1996;
WUISMAN & SMIT, 2006; WALTON & COTTON, 2007). O PLLA possui autorizagdo do FDA

(Food and Drug Administration) 6rgao regulador americano de produtos para saude, e por esse
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motivo pode ser comercializado e utilizado na prética clinica nos Estados Unidos, além também de
ser permitido em vdrios outros paises. Em funcdo disto, este polimero tem sido amplamente
utilizado na drea médica, especialmente a ortopédica, o que inclui parafusos de fixacdes de fraturas,
reposicao Ossea, reparo da cartilagem e menisco e fixagao de tenddes e ligamentos (SCHWACH &

VERT, 1999; ROKKANEN et al., 2000; WALTON & COTTON, 2007).

O 4acido poli-lactico foi inicialmente sintetizado em 1932 por CAROTHERS et al., porém
somente a partir de 1966 foi demonstrado que o mesmo poderia ser degradado in vivo, o que veio a

despertar grande interesse para aplicacdes na drea médica (KULKARNI et al., 1966).

A composi¢do bdsica para a produgdo de poli-lactideos € o 4cido lactico, uma molécula
manufaturada através da fermentacdo de agucares (WUISMAN & SMIT, 2006). Um polimero é
geralmente nomeado baseado no mondmero em que € derivado. Para a sintese do 4cido lactico, um
dimero ciclico chamado lactideo € preparado e purificado antes da polimerizagao (MIDDLETON &
TIPTON, 2000). O 4cido lactico € caracterizado por ser uma molécula quiral capaz de polarizar a
luz para a esquerda (levo) ou para a direita (destro). O 4cido lactico, entdo, pode existir como dois
isdbmeros Opticos denominados de D ou L, para destrégiro (D) e levégiro (L) rotatério, ou por DL
para uma mistura racémica (HOLLINGER & LEONG, 1996). O L-lactideo € o isomero que ocorre
naturalmente, e o DL-lactideo é a mistura sintética do L-lactideo e o D-lactideo (MIDDLETON &
TIPTON, 2000). Os seus polimeros sdo referidos usualmente como PLLA (4cido poli-L-lactico) e
PDLA (4cido poli-D-lactico). Quando L-isomeros e D-isOmeros sdo co-polimerizados em
propor¢des equivalentes, um polilactideo racémico é formado (WUISMAN & SMIT, 2006). O
PLLA € o mais comumente utilizado pelo fato de sua molécula bdsica estar naturalmente mais

disponivel (GRIFFITH, 2000; WUISMAN & SMIT, 2006).

Os 4cidos lacticos em dimeros ciclicos s@o unidos por duas cadeias éster; uma € quebrada
com o catalizador, que estabiliza a outra. As moléculas resultantes sdo cadeias de dimeros que
posteriormente se unem para formar os polilactideos ou 4dcido poli-lactico (Figura 3)

(MIDDLETON & TIPTON, 2000; WUISMAN & SMIT, 2006).

Os polimeros podem ser produzidos tanto pela condensacao direta do acido lactico, que gera
um produto de baixa massa molar, ou através da reacdo de polimerizagcao por abertura do anel do
dimero ciclico do dcido lactico, técnica mais comum, que gera um polimero de alta massa molar

(Figura 4) (MIDDLETON & TIPTON, 2000).
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O PLLA ¢ degradado por hidrélise e seus produtos da degradacdo podem ser metabolizados
pelo organismo. O PLLA degrada-se em acido l4ctico através da via de-esterificacio hidrolitica. O
dcido lactico, consequentemente, forma o piruvato pela desidrogenase lactica. O piruvato € um
produto intermedidrio das vias metabdlicas e pode gerar glicose via glicogénese ou ser
metabolizado para formar o CO, e 4gua pelo ciclo do 4cido citrico (MAINIL-VARLET et al.,
1997).

O PLLA ¢é um polimero semi-cristalino com um ponto de fusdo de 175-178°C e uma
temperatura de transi¢do vitrea de 60-65°C (MIDDLETON & TIPTON, 2000). Os polimeros como
o PLLA cristalizam facilmente devido as suas unidades repetidas simetricamente e devido a sua
flexibilidade ao longo da cadeia. A cristalizacdo se inicia em multiplos pontos ao longo da cadeia
ou em impurezas dentro do polimero. As regides cristalinas em um polimero possuem ligacdes
secunddrias mais resistentes entre as cadeias, que dificulta a penetracdo da dgua, o que faz com que
essas regidoes degradem mais lentamente (WUISMAN & SMIT, 2006). A degradacdo do PLLA
tende a ocorrer de forma heterogénea, mais rdpida nas regides amorfas do que nas cristalinas e mais
répida no seu interior do que na sua superficie, devido a uma auto-catdlise 4cida (MIDDLETON &

TIPTON, 2000).

Com excecdo do 4cido poli-glicdlico (PGA), os polimeros, na familia dos poliésteres

degraddveis, sdo soluveis em solventes organicos comuns e consequentemente, podem ser
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processados por uma variedade de métodos térmicos e solventes (GRIFFITH, 2000). Um polimero
com alta cristalinidade, com todos os outros parametros constantes, pode ser mais duro e mais
resistente e, consequentemente, degradar-se de forma mais lenta. A resisténcia aumenta com o peso
molecular, através da formacao de ligacdes secunddrias entre as cadeias e pelos entrelacamentos na
estrutura. A degradac@o ocorre mais lentamente, porque mais ligacdes secunddrias por cadeia

devem ser quebradas (WUISMAN & SMIT, 2006).

A busca pela reabilitacdo fisica, assim como pela garantia da qualidade de vida da
populacdo, no que diz respeito aos pacientes mais expostos a lesdes de tenddes, principalmente
idosos e jovens que desempenham atividades fisicas de grande impacto, tem se tornando cada vez
mais crescente. Com este interesse, foi desenvolvido neste trabalho o estudo da aplicacdo de um
biomaterial polimérico, o PLLA, no reparo de lesdo parcial tendinea em ratos com o objetivo de
diminuir os tempos de regeneracdo tecidual e acelerar o processo de cicatrizacdo, assim como

possibilitar o seu uso no tratamento de lesdes tendineas.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a implanta¢do do poliéster dcido poli-1-

lactico como biomaterial para guiar a regeneracao de lesao tendinea em ratos.

2.2. ESPECIFICOS

- Testar in vivo o poliéster dcido poli-1-lactico no processo de reparagao de lesao artificial do

tipo janela em tenddo patelar de ratos jovens.

- Acompanhar os eventos de regeneracdo tecidual tendinea na presenca de PLLA ao longo

de 12 semanas sendo permitida a mobilidade do animal modelo.
- Observar os tipos celulares que se aderem ao biomaterial.

- Verificar se existe degradagdo do PLLA inserido no tenddo ao longo de 12 semanas

experimentais.
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- Caracterizar morfologicamente o processo regenerativo do tendao utilizando a microscopia
Optica de campo claro, microscopia de polarizacdo, imunohistoquimica, microscopia

eletronica de transmissdo e microscopia eletronica de varredura como ferramentas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BIOMATERIAL - ACIDO POLI-L-LACTICO

O poli-éster acido poli-L-lactico (Sigma) com peso molecular 250 kDa e 70 denier de
cristalinidade foi o utilizado. Todo o material foi previamente esterilizado com 6xido de etileno e
manipulado posteriormente em capela de fluxo laminar. Cada grio do biomaterial foi pesado e
dissolvido dentro de microtubos Eppendorf® em solucdo de 50 pl de cloroférmio P.A. (Merck). Em
seguida a solucdo foi transferida com pipetas Pasteur de vidro para laminulas de vidro estéreis de 20
mm X 20 mm, e apds a evaporagdo completa do solvente, as membranas foram cortadas com bisturi
estéril nas dimensdes de 10 mm X 10 mm. Estas foram utilizadas para preenchimento e
estabilizacdo da ferida cirurgica. A espessura se manteve em torno de 0,5 mm de espessura, sendo
visualizada por MEV. O PLLA foi mantido aderido a uma laminula que ficou exposta ao ar por 12
semanas e em seguida foi submetida ao processo de secagem pelo ponto-critico para verificar se o
tempo e/ou a secagem afetariam o aspecto geral do polimero, para poder ser comparado com o

polimero que foi mantido no interior da lesdo.

3.2 ANIMAIS

Para o desenho experimental, foram utilizados 41 ratos machos da raca Rattus novergicus
albinus linhagem Wistar, com idade de 03 meses e peso de 200 + 50 gramas, com regime de
alimentacdo padrdo (racdo Purina-Labina) e dgua ad libitum, procedentes do Biotério Central da

Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Todos os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacdo de 15 dias. Neste periodo
e durante a realizagdo do experimento, foi mantido um regime de luz de 12 horas luz/ 12 horas
escuro, com iluminacdo artificial de lampadas fluorescentes, modelo luz do dia, de 40 watts,
considerando o periodo de luz das 7:00 as 19:00 horas. Os animais foram mantidos individualmente

em gaiolas de 15 X 30 X 45 cm.
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3.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram escolhidos de forma aleatéria e distribuidos 05 animais para cada grupo,
sendo um individuo utilizado para o controle geral sem qualquer intervencdo (Quadro 2). Os
animais do grupo experimental que foram implantados o PLLA foram avaliados em tempos de 2, 4,
8 e 12 semanas, sendo que nos controles respectivos de cada tempo, foram realizadas as lesdes em

janela, porém ndo foram implantados os materiais.

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de 40 mg/Kg de solugdo de
tiopental sédico (Tiopentax®), imobilizados em uma posi¢do de decubito dorsal, em uma mesa
padrao de 40 X 45 cm. Apds imobilizacdo, foi realizada a tricotomia em toda a pata posterior

esquerda, seguida de antissepsia local com solucao aquosa de polivinilpirrolidona a 10%.

O tenddo patelar da pata posterior esquerda foi exposto cirurgicamente através de uma
incisdo longitudinal de aproximadamente 02 cm na regido interna da pata. Foi realizada dissecc@o
do tecido subcutaneo. O tenddo patelar foi exposto e isolado através de divulsdo das estruturas
adjacentes. Em seguida, foi realizada uma lesdo do tipo janela (marcacdo prévia em forma de
retangulo de 03 mm de comprimento por 02 mm de largura) na porcao central do tenddo, de
maneira que as margens da lesdo permanecessem integras. Para cada lesdo foram utilizadas duas
membranas de PLLA. Uma foi inserida para o preenchimento da lesdo em janela, e outra
envolvendo o tenddo na regido da lesdo de modo a evitar o deslocamento do PLLA de
preenchimento. A membrana envolvendo a lesdo foi estabilizada com ponto simples com fio de
sutura sintético nao absorvivel tipo nylon 6.0 (Mononylon®). A pele foi suturada com pontos
simples com fio de sutura sintético nao absorvivel tipo nylon 5.0. Apds a cirurgia, os animais foram

reconduzidos as gaiolas e foi permitida a mobilizacao livre imediatamente apds as cirurgias.

Ao final de 02, 04, 08 e 12 semanas, os tenddes com os sitios de lesdo foram cirurgicamente
retirados, mantendo parte do tecido nativo. Cada tendao foi entdo dividido com auxilio de uma
lamina de bisturi n° 22, sendo que uma metade foi preparada para microscopia Optica e a outra para

eletronica. Em seguida os animais foram sacrificados através de inje¢do de dose letal de anestésico.

02 semanas | 04 semanas | 08 semanas | 12 semanas
Controle com lesao 05 ratos 05 ratos 05 ratos 05 ratos
PLLA 05 ratos 05 ratos 05 ratos 05 ratos
Controle sem lesao - - - 01 rato

Quadro 2: Desenho experimental.
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3.4 MICROSCOPIA OPTICA

As amostras especificas dos tenddes com os sitios de lesdo foram cirurgicamente e
cuidadosamente retiradas, lavadas com soro fisiolégico e mantidas esticadas com alfinetes fixando
as extremidades do tenddo sobre pequena prancha de isopor. As amostras dos grupos controle e os
ratos de 12 semanas foram fixados em formol a 10% tamponado, desidratados em etanol e,
posteriormente, processados para inclusdo em parafina no Laboratério de Histopatologia da
FIOCRUZ-BA. Os cortes histolégicos com espessura de 6 um foram feitos com navalha de aco em
micrétomo (Leica) e coradas com hematoxilina e eosina (HE). As demais amostras de PLLA
mantidas por 02, 04 e 08 semanas foram retiradas e imediatamente imersas em solugao de 2,5% de
glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 por 2 horas em temperatura ambiente no
Laboratdrio de Microscopia Eletronica da FIOCRUZ-BA. As amostras foram pds-fixadas em 1% de
tetroxido de 6smio tamponado por 40 minutos, seguida por desidratacdo em séries crescentes de

acetona até 100% e infiltradas em resina Polybed 812 para a formagao dos blocos.

Os blocos obtidos foram trimados adequadamente e posteriormente levados ao micr6tomo
(LKB) para a obtencdo de cortes semifinos com o auxilio de faca de vidro. Cortes de 0,5 a 2 um de
espessura foram obtidos, depositados sobre as laminas de vidro, secos em placas aquecedoras e
coradas por azul de toluidina a 2 % em &cido acético por cerca de 3 minutos. Depois de secas, as
laminas foram seladas com Entellan (Merck) e observadas ao microscopio 6ptico Zeiss Axioplan
equipado com sistema digital de captura de imagens com camera CCD Evolution MP Color (Media

Cybernetics), adquiridas na resolucao de 1024 X 1024 pixels.

3.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Foram utilizados anticorpos primarios especificos para elastina (Santa Cruz) e decorina
(Santa Cruz) para verificacdo da expressdo destas moléculas nas regides da lesdo com e sem o
polimero. As amostras foram removidas dos animais nos periodos estudados e fixadas com 4 % de
formaldeido em tampao fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,2) por 2 horas, lavadas no mesmo tampao,
infiltradas com sacarose 10 e 20 % por 12 horas cada concentragdo, transferidas para formas de
aluminio preenchidas com OCT (Tissue-TEK) e imersas em nitrogénio liquido para congelamento
rapido. Foram feitos crio-cortes em aparelho criostato (Leica) de 10 wm de espessura e transferidos
para laminas de vidro previamente gelatinizadas. Os sitios inespecificos foram bloqueados com
solucdo de tampao fosfato salino (PBS) adicionado de albumina 3 % e cloreto de amdnio 50 mM
por 20 minutos, lavados 2 X de 10 minutos com PBS, incubados com anticorpo primario adicionado

de albumina 1 % por 12 horas a 4°C em cimara timida. Em seguida foram lavados 3 X de 10
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minutos com PBS e incubados com anticorpo secundario conjugados com moléculas fluorescentes
(FITC para a elastina e TRITC para a decorina) por 2 horas em temperatura ambiente, lavados 3 X
de 10 minutos em PBS, e finalmente 2 X de 5 minutos em 4gua destilada. Os cortes foram selados
com n-propil-galato e mantidos no freezer até a observagcdo. Os cortes foram observados em
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioplan II equipado com cadmera CCD Hamamatsu, com os
filtros dicréicos adequados para os fluorocromos. As imagens foram adquiridas na mesma resolugdo

(1024 X 1024 pixels) e nos mesmos tempos de exposi¢cdo para melhor comparacao dos resultados.

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

As amostras especificas dos tenddes com os sitios de lesdo foram cirurgicamente retiradas
da mesma forma que o descrito acima nos periodos citados. As amostras foram cuidadosamente
lavadas com soro fisioldgico e imediatamente imersas em solu¢do de 2,5% de glutaraldeido em
tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 por 2 horas em temperatura ambiente. As amostras foram
pos-fixadas em 1% de tetr6xido de 6smio tamponado por 40 minutos, seguida por desidratacdo em
séries crescentes de acetona até 100% e infiltradas em resina do tipo Epon. Os blocos foram
trimados e seccionados em ultramicrétomo (RMC) utilizando navalha de diamante (Drukker), sendo
os cortes ultra-finos, com espessura de 60 nm, depositados em grades de cobre (300 mesh) e
contrastados com 1% de acetato de uranila por 30 minutos e 2% de citrato de chumbo por 1 minuto.

As amostras foram observadas no MET Jeol 1200 EX e Zeiss 900, operados a 80 kV.

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras foram cuidadosamente retiradas e lavadas com soro fisiolgico e imediatamente
imersas em solugdo de 2,5 % glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) por 2
horas, foram, entdo, lavadas 2 X com tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) por 10 minutos,
desidratadas em banhos seriados de etanol até 100% e secas em aparelho de ponto critico (Balzers
CPD 050). Os fragmentos foram transferidos para fita condutora de carbono sobre suportes de
aluminio, metalizados com uma fina camada de ouro (20 nm) (Bal-Tec), e observados no

Microscopio Eletronico de Varredura Jeol 5310, operado a 15 kV.
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4. RESULTADOS

Em relacdo as condigdes gerais dos animais, todos sobreviveram durante o periodo
experimental de 12 semanas. Além disso, as fungdes vitais e atividades motoras foram mantidas. Os
animais permaneceram em gaiolas individuais, sem imobilizacdo da pata esquerda. Nao foram
observadas infec¢des no local da cirurgia no periodo pds-operatdrio. Foi observada uma boa reagdo
clinica, com deambulagdo precoce, limitada apenas por marcha antdlgica em média por dois dias,
sendo a movimentag¢do normal posteriormente.

Inicialmente, foram realizadas andlises por microscopia Optica em parafina no grupo
controle, no qual foi apenas feita a lesdo em janela sem implantacdo do polimero PLLA. Os
periodos 02, 04 e 08 semanas seguiram os padrdes normais de cicatrizac@o ja descritas na literatura
(dados ndao mostrados), e preferiu-se nesta dissertagc@o ilustrar apenas o periodo de 12 semanas da
amostra controle. Pode-se observar nitida diferenca histoldgica entre a regido da lesdo em janela e o
remanescente do tenddo intacto (Figs. 5 e 6). A reparacdo natural do tecido foi evidenciada na
regido da lesdo pela distribuicao irregular de células (Fig. 7), diferentemente do tendao intacto. Esta
regido muito celularizada ndo possuia organizacdo definida da matriz, isto €, com fibrilas de
coldgenos em vdrias direcoes. Também foi visto tecido adjacente a regido da lesdo formado por
células que variaram de redondas a ovaladas semelhantes a condrdcitos, residindo dentro de lacunas
com espaco pericelular translicido e envolto por matriz fibrosa bem corada (Fig. 8). Nao foram
vistos infiltrados inflamatérios nem tecidos com granulagdo evidentes.

Nos ratos que receberam os implantes do polimero poli-L-lactico por periodo de 02
semanas, ja se podia observar presenca de células aderidas a superficie do mesmo e distribuidas ao
longo de toda a lesdo em janela. Nao foram encontrados infiltrados inflamatérios evidentes, assim
como vasos na periferia do polimero nos cortes analisados (Figs. 9, 10 e 11). Além disso, as células
que preencheram os espacos entre os polimeros possuiam formatos diversos que variaram desde um
aspecto poligonal, fibroblastdide, até o achatado ou ovalado (Figs. 13 e 15). Os nucleos
acompanham o formato da célula e puderam indicar o formato das mesmas, ji que os limites
citoplasmaéticos sao de dificil visualiza¢do pela microscopia Optica. Estas células possivelmente sdao
macréfagos, outras células do sangue e fibroblastos jovens. Também foram observadas células
gigantes de corpo estranho aderidas a superficie do polimero (Fig. 15). Os mesmos campos que
foram observados e descritos anteriormente foram também visualizados por microscopia de
polarizacdo, pois o polimero poli-L-lactico possui propriedade da bi-refringéncia, o que indicou a

localizagao do mesmo no tecido cicatricial (Figs. 12 e 14).
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Ap6s o periodo de 04 semanas de implantagao do biomaterial, houve um aumento relativo
do nimero das células gigantes na periferia dos polimeros nos cortes que foram visualizados (Fig.
16). Observou-se também uma tendéncia das células em se orientarem mais paralelamente em
relagcdo ao eixo mais longo do polimero (Fig. 17).

A andlise da regido da lesdo em janela com o implante do polimero apds 12 semanas
demonstrou uma tendéncia a diminui¢do do numero de células de multiplos formatos na matriz
extracelular, assim como a orientacdo das células remanescentes de forma paralela e alongada em
relacdo a superficie dos polimeros (Fig. 18). Foram encontrados polimeros circundados por um
grande nimero de células de morfologia achatada, fibroblastéide ou fusiforme (Fig. 20 e 22). Foram
observadas células paralelas entre si, na mesma direcdo que a orientacdo das células do tecido
intacto. Observou-se também a presenca de vasos sanguineos e células gigantes na periferia do
polimero. As mesmas regides foram observadas por microscopia de polarizagdo para identificar a
presenca do polimero (Figs. 19, 21 e 23). Em maior aumento, as células apresentavam-se em intimo
contato com a superficie do polimero (Fig. 24). Em outros cortes semi-finos estudados do periodo
de 12 semanas, a orientac¢do dos fibroblastos encontrados entre os polimeros no tecido cicatricial foi
a mesma das células do tecido intacto (Fig. 25). Estes fibroblastos possuiam nicleos bem achatados
ou pavimentosos, e eram mais semelhantes a células maduras do tendao do que aquelas encontradas
nos periodos iniciais de regeneracdo (Fig. 26). Células com morfologia poligonal e ntcleos
arredondados semelhantes a macréfagos, assim como células gigantes de corpo estranho aderidas
aos polimeros, estavam presentes (Fig. 26 e 27). Foram observadas estruturas elipséides coradas
pela eosina localizadas entre as células e a superficie do polimero, como se fossem grandes
vesiculas liberadas na dire¢dao do polimero (Fig. 27).

Decorina e elastina, moléculas importantes na fisiologia do tenddo, foram estudadas por
imunofluorescéncia nos ratos controle submetidos a lesdo em janela, mas sem a implantacdo do
polimero, além dos ratos com a lesdo artificial preenchida com o polimero. Apds 08 semanas, em
ratos lesionados sem a implantacdo do polimero, foram observadas grandes quantidade de células,
com seus nucleos marcados com DAPI, agrupadas sem organiza¢do, como visto anteriormente no
campo claro, e com marcacdo para decorina difusa e de baixa intensidade (Figs. 28 e 29). Para
elastina em tendao sem o polimero, a marcacao também foi difusa e fraca (Figs. 30 e 31). No tendao
intacto, a marcagdo para decorina foi dispersa e fraca entre as fibras de coldgeno (Figs. 32 e 33), e
para elastina, mesmo fraca, percebe-se uma marcacao paralela as fibras de coldgeno (Figs. 34 e 35).

Ja nas amostras de tecidos removidos dos ratos com lesdo preenchida com polimero de
PLLA, a microscopia de fluorescéncia mostrou que, ap6s 08 semanas, a marcagao para decorina foi
positiva e se mostrou mais intensa do que a da amostra controle (Figs. 36 e 37). O estudo para

localizagdo da elastina mostrou que esta foi mais intensa do que no controle sem polimero (Figs. 38,
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39 e 40). Todos os controles de reacdo da marcagdo com os anticorpos utilizando somente o
anticorpo secundario foram negativos (dados ndo mostrados).

Com o objetivo de acompanhar o processo de degradacdo, o polimero recém preparado
sobre laminulas foi avaliado por MEV antes da implantacdo in vivo. A membrana de PLLA possuia
uma superficie com rugosidade homogénea e pouco evidente (Figs. 41 e 42). Nao foram observados
poros ou buracos na membrana, nem granulos que indicassem uma dissolu¢do incompleta do
polimero pelo cloroférmio. O PLLA foi deixado aderido a uma laminula que ficou exposta ao ar por
12 semanas e em seguida foi submetida ao processo de secagem pelo ponto-critico para verificar se
o tempo e/ou a secagem afetariam o aspecto geral do polimero. Nao foi observada diferenca para a
amostra inicial na laminula (Fig. 43).

ApO6s 4 semanas de permanéncia dos polimeros in vivo, ao serem avaliados por MEV, foram
observadas células aderidas ao polimero em meio a material de matriz extracelular, tais como
aquelas descritas anteriormente pela microscopia Optica, com a presenca de matriz
caracteristicamente fibrilar (Figs. 44 e 45). Poros na superficie exposta indicando sinais de inicio de
degradacdo foram observados, quando comparado com o polimero integro que possuia superficie
mais compacta (Figs. 46 e 47). Mas em outras regioes, o PLLA apresentou uma rugosidade suave e
menor quantidade de poros, com regides praticamente intactas, além de alguns indicios de formacgao
de concavidades (Fig. 48). A Figura 49 mostra uma imagem de MEV em maior aumento mostrando
denso material fibroso entrelacado préximo a superficie do polimero, possivelmente colageno.

Apbs o periodo de 8 semanas de implantacdo do polimero, pdde-se observar por MEV a
presenca de tecido cicatricial recobrindo o mesmo (Figs. 50 e 51). Células na superficie com
presenca de preenchimento de material de matriz também foram encontradas adjacentes ao
polimero (Fig. 52). Em relacdio a degradacdo, foi visto que a superficie manteve as suas
porosidades, porém com uma rugosidade superficial aumentada, quando comparada ao periodo de 4
semanas (Fig. 53).

Quando as amostras experimentais de tenddo patelar foram estudadas por microscopia
eletronica de transmissdo, foi possivel observar com mais detalhes a ultraestrutura das células
aderidas ao polimero e nas adjacéncias. Apds 2 semanas de implantacdo, foram observadas algumas
camadas de células alongadas com nucleos achatados (Fig. 54). Estas células possuiam reticulo
endoplasmaético rugoso bem desenvolvido e nucleos eucromaticos. Numerosas estruturas esféricas
eletrondensas foram observadas na interface entre o polimero e a primeira camada de células, como
se fossem liberados por estas células (Fig. 55). Quando regides mais internas foram observadas,
uma maior diversidade de células com matriz extracelular intercalada com delicadas fibrilas de
coldgeno estava presente (Fig. 56). A Figura 57 € referente a outra regido mais interna da lesdo que

mostra células com diversos pseudépodos, provavelmente macréfagos, além de célula com diversos

26



granulos citoplasmdticos densos semelhantes a um mastocito. Estes macréfagos com numerosos
lisossomos e projecdes da membrana plasmatica foram observados com maior freqiiéncia préximos
ao PLLA implantado por 2 semanas (Figs. 58 € 59).

As imagens de MET de cortes ultra-finos do material de 04 semanas mostraram que o
polimero tinha um aspecto de rede, com camadas de fibroblastos aderidos a sua superficie e
intercalados por matriz extracelular (Fig. 60). Também foram observadas células com outras
morfologias e com nucleos arredondados (Fig. 61). Grande quantidade de material esférico ou
globoso eletrondenso de diferentes didmetros foi observado adjacente a superficie do PLLA (Fig.
62), material que poderia corresponder as estruturas observadas nas Figuras 26 e 27. A Figura 63
mostra células encontradas numa regido mais interna a lesdo, distante do polimero, com a presenga
de um eosindfilo com seus granulos caracteristicos. J4 a Figura 64 mostra um detalhe de um
fibroblasto préximo ao polimero (ndo visualizado) com reticulo endoplasmatico rugoso bem
desenvolvido, nicleo eucromdtico e pequenas vesiculas exocitadas possivelmente com pro-
colageno.

Ap06s 8 semanas de implantagdo do polimero, as células aderidas apresentavam formato bem
alongado, correspondendo possivelmente a fibroblastos mais maduros, intercalados com matriz
extracelular (Fig. 65). Mesmo ndo estando o polimero em estdgio avancado de degradagdo, algumas
células aderidas a superficie tiveram parte de seu citoplasma invadindo o polimero (Fig. 66).
Macréfagos (Fig. 67) e fibroblastos com estruturas esféricas nas imediagdes foram observados por
MET em 8 semanas (Fig. 68). A Figura 69 mostra uma vénula, com células do sangue em seu
interior, em meio a matriz fibrosa com células alongadas numa regiao proxima ao polimero. Células
gigantes de corpo estranho, com vérios nucleos e rico material citoplasmatico, principalmente
reticulo endoplasmatico rugoso e mitocondrias, foram também visualizadas na periferia do polimero

(Fig. 70).
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4.1 PRANCHAS
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Figura 5: Baixo aumento da regido de interface (seta) entre lesdo do tenddo e tecido intacto (t).

Barra = 100 um.

Figura 6: Maior aumento da regido de interface (setas) da lesdo com tenddo intacto apds 12

semanas. Barra = 100 pm.

Figura 7: Imagem do tecido cicatricial formado na regido da lesdo em janela. Grande nimero de
células com distribuicdo irregular ndo acompanhando a orientacdo das fibras de
coldgeno do tenddo intacto. Parte da imagem possui tecido distinto (seta) da maioria

semelhante a fibrocartilagem. Barra = 100 pum.

Figura 8: Presenca de tecido diferenciado com células arredondadas dentro de lacunas com pequeno
espaco pericelular, sugerindo uma cartilagem fibrosa. Matriz ndo organizada rica em

fibras de coldgeno bem coradas. Barra = 50 pum.

29






Figura 9: Baixo aumento. Presenca de células preenchendo a drea na lesdo envolta do PLLA (*).
Auséncia de vasos e infiltrados inflamatérios na periferia do polimero. Formatos dos
nucleos variando de achatados a arredondados e ovalados, acompanhando a morfologia da

célula. Coloragdo azul de toluidina. Barra = 200 um.

Figuras 10: As células adjacentes ao polimero (*) possuem formato poligonal, possivelmente
macréfagos, células do sangue e fibroblastos jovens recrutados para participar da

cicatrizag¢do. Coloragdo azul de toluidina. Barra = 100 pum.

Figura 11: Regido com presenca de polimero (*) com células em sua periferia e preenchendo outras

regidoes. Auséncia de infiltrado inflamatério. Colora¢do azul de toluidina. Barra = 100

um.

Figura 12: Mesma regido da imagem da figura 7 observada por microscopia de polariza¢do (o

material refringente indica a localizacao do polimero).

Figura 13: Célula gigante multinucleada (cabeca de seta) na superficie do polimero (*). 02 semanas.

Coloracao azul de toluidina. Barra = 30 um.

Figura 14: Mesma imagem anterior observada por microscopia de polarizagao.

Figura 15: Regido mais distante do polimero onde se observam células com diferentes formatos,

que variaram de fibroblastéides a arredondadas. Coloracdo azul de toluidina. Barra = 30

wm.
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Figura 16: Vista da regido da lesdo com o PLLA ap6s 04 semanas. Observam-se células gigantes
(cabecas de setas) com numerosos niicleos e um volume celular grande, sempre na
periferia dos polimeros (*). As células ndo possuem uma organizacdo bem definida.

Presenca de vasos sanguineos (setas). Coloracao azul de toluidina. Barra = 100 pm.

Figura 17: Polimero com células fibroblastdides aderidas onde o formato da célula e os nicleos
acompanham paralelamente a dire¢cdo do eixo mais longo do PLLA (seta branca). Um

vaso pode ser visto (seta escura). Coloracao azul de toluidina. Barra = 100 pm.

32



33



Figura 18: Baixo aumento da regido da les@o preenchida com o PLLA apés 12 semanas mostrando a
lesdo em janela, e a interface do tecido intacto (t) e a lesdo propriamente dita com o
polimero (*). Foram encontrados fragmentos de polimeros circundados por um grande

nimero de células. Coloracdo HE. Barra = 200 um.

Figura 19: Mesma regido anterior observada por microscopia de polarizagdo para identificacdo do

polimero.

Figura 20: Regidao da lesao artificial em janela com uma borda de tenddo (t) intacto com fio de
sutura (s) apdés 12 semanas. Presenca de numerosas células fibroblastdéides com
alinhamento paralelo com a matriz extracelular, células gigantes de corpo estranho

(cabecgas de setas), mas nenhum infiltrado inflamatério. Coloragao HE. Barra = 100 um.

Figuras 21: Mesma regido anterior observada por microscopia de polarizagdo para identificar a

presenca do polimero.

Figura 22: Outra regido da lesdo mostrando a organizacio do tecido cicatricial, com os polimeros
alinhados paralelamente, acompanhando a dire¢do da movimentagdo das fibras do

tenddo (setas duplas). Coloragao HE. Barra = 100 pm.

Figura 23: Mesma imagem anterior observada por microscopia de polarizagdo para identificar a

presenca do polimero.
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Figuras 24: Corte semi-fino de amostra de 12 semanas mostrando parte do tenddo nativo (t),
mantido na regido da lesdo em janela, com vérios fragmentos de PLLA (*) dentro da
regido da lesdo. Entre os polimeros, a orientagdo dos fibroblastos foi na mesma direcdo
da orientacdo das células do tecido intacto. Presenca de células gigantes de corpo

estranho (cabecas de setas) aderidas aos polimeros. Coloracdo HE. Barra = 100 pum.

Figura 25: Polimero (*) envolto por células fibroblastéides em orientacdo paralela apds 12 semanas.
Observa-se também presenca de vasos sanguineos (setas) e células gigantes (cabecgas de
setas) mais alongadas na periferia do polimero, porém com menor volume celular e
nimero de ndcleos em relacdo ao visto nas 02 primeiras semanas. Coloracdo HE. Barra

= 100 wum.

Figuras 26: Maior aumento mostrando as células com morfologia fibroblastéide e ntcleos
achatados, e outras células mais arredondadas, possivelmente macréfagos aderidos ao

polimero. Coloragdo HE. Barra = 20 pum.

Figura 27: Ainda em maior aumento, foi possivel observar estruturas elipsdides (setas) coradas

entre as células e a superficie do polimero. Colora¢do HE. Barra = 20 pm.
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Figura 28: Imagem de microscopia de fluorescéncia mostrando os nicleos marcados com DAPI de
células localizadas numa regido central da lesdo em janela em tenddo patelar sem a

implantacdo do polimero ap6s 08 semanas. Barra = 100 pm.

Figura 29: Corte da mesma regido da Figura 25 incubado com anticorpo contra decorina e
secundario conjugado com TRITC. A marcacdo para decorina se mostrou difusa e de

baixa intensidade. Barra = 100 pm.

Figura 30: Imagem de microscopia de fluorescéncia mostrando os nucleos marcados com DAPI de
células localizadas numa regido central da lesdo em janela em tenddo patelar sem a

implantacdo do polimero ap6s 08 semanas. Barra = 100 pm.

Figura 31: Corte da mesma regidao da Figura 27 incubado com anticorpo contra elastina e
secundario conjugado com FITC. A marcacdo para elastina se mostrou difusa e de baixa

intensidade. Barra = 100 wm.

Figura 32: Imagem de microscopia de fluorescéncia de corte transversal de tenddo intacto

mostrando nucleos marcados com DAPI. Barra = 50 um.

Figura 33: Mesma regido da Figura 29 mostrando a marca¢ao muito fraca para decorina. Barra = 50

wm.

Figura 34: Microscopia de contraste interferencial (DIC) de outra regido de tenddo intacto em

orientacdo longitudinal. Barra = 50 pm.

Figura 35: Mesma regido da figura anterior mostrando a marcagao para elastina. Mesmo fraca,

percebe-se uma marcagdo paralela as fibras de coldgeno. Barra = 50 um.
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Figura 36: Imagem de microscopia de fluorescéncia mostrando os nucleos (DAPI) ovais ou
alongados de células presentes na regido da lesdo em tenddo patelar com a implantacao

do polimero (*) apds 08 semanas. Barra = 100 y..m.

Figura 37: Corte da mesma regido da Figura 36 submetido a incuba¢do com anticorpo contra
decorina e secundario conjugado com TRITC. A marcagdo para decorina foi positiva e

se mostrou mais intensa do que a da amostra controle. Barra = 100 wm.

Figura 38: Imagem de microscopia de fluorescéncia mostrando os nucleos marcados com DAPI em
células localizadas numa regido dentro da les@o em janela com a implantacdo do
polimero (*) apdés 08 semanas. As células se concentraram entre duas regides

preenchidas por polimero (*). Barra = 100 pm.

Figura 39: Corte da mesma regido da Figura 35 incubado com anticorpo contra elastina e
secundario conjugado com TRITC. A marcacdo para elastina foi mais intensa do que no

controle sem polimero. Barra = 100 pm.

Figura 40: Microscopia de polarizacio do mesmo corte acima mostrando a localizacdo dos

polimeros (*) pela birrefringéncia. Barra = 100 wm.
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Figuras 41: Microscopia eletronica de varredura em baixo aumento da membrana de PLLA seca

Figura 42:

Figura 43:

sobre laminula de vidro (L), antes da implantacdo. A superficie do filme ¢ homogénea e

ndo apresenta granulos ou residuos nao dissolvidos de PLLA.

MEV do PLLA seco sobre laminula de vidro (L). A superficie apresenta uma pequena

rugosidade, que € praticamente homogénea.

MEV em maior aumento do PLLA sobre o vidro (L) mantido por 12 semanas expostas
ao ar e seco pelo método do ponto-critico. Nao houve diferenca entre a rugosidade desta

amostra e das amostras anteriores.
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Figura 44: MEV em baixo aumento mostrando uma amostra de tecido removido ap6s 04 semanas

Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

Figura 48:

Figura 49:

onde se observa o fio de sutura (seta branca) na parte do tecido nativo proximo
do polimero (seta escura) onde as células foram destacadas durante a preparacdo do

material.

Imagem do polimero (setas escuras) com presenca de células com formatos diferentes

aderidas a sua superficie apds 04 semanas.

Outra regido mostrando parte do polimero recoberto com células e material de matriz

extracelular apds 04 semanas.

Presenca de numerosos poros superficiais indicando um inicio de degradacao do PLLA
apds 04 semanas. As células foram destacadas durante o processamento o que permitiu a

visualizacdo da superficie.

MEV de parte da superficie do PLLA implantado por 04 semanas em rato. Outra regiao
do polimero bem preservada. Pequena indicacdo de degradacdo pela formacdo de

concavidades (seta).

Imagem em maior aumento mostrando denso material fibroso entrelacado préximo a

superficie do polimero, possivelmente coldgeno.
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Figuras 50: MEV em baixo aumento de amostra contendo o polimero (seta) implantado na lesdao em

janela ap6s 08 semanas in vivo mostrando tecido cicatricial recobrindo o PLLA.

Figura 51: MEV apés 08 semanas de permanéncia no polimero in vivo mostrando fragmento do

polimero (seta) recoberto por tecido cicatricial.

Figura 52: Maior aumento mostrando a presenca de células na superficie no polimero e material de

matriz em 08 semanas.

Figura 53: Imagem da superficie do PLLA apdés 08 semanas com uma rugosidade irregular e

concavidades mais profundas quando comparadas ao material de 04 semanas.
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Figura 54: Imagem de microscopia eletronica de transmissao em baixo aumento de um corte ultra-
fino de tenddo apds 02 semanas de implante do polimero. Presenga do polimero (*) com
algumas camadas de células aderidas alongadas com nucleos ovais achatados

acompanhando o formato da célula (seta). Barra = 10 pm.

Figura 55: MET mostrando fibroblastos alongados em meio a matriz extracelular com orientacao
paralela em relacdo ao polimero (*). Estas células sdo tipicas produtoras de proteinas, pois
possuem reticulo endoplasmédtico rugoso (r) bem desenvolvido e niicleo eucromético
(seta). Presenca de numerosos materiais esféricos eletrondensos (cabeca de seta) na
interface entre o polimero e a primeira camada de células, como se fossem liberados por

estas células. 02 semanas. Barra = 5 um.

Figura 56: Regido mais interna da lesdo mostrando a diversidade de células com matriz extracelular

intercalada com delicadas fibrilas de coldgeno (setas). 02 semanas. Barra = 3 pm.

Figura 57: Outra regido mais interna da lesdo mostrando células com diversos pseudépodos,
provavelmente macrofagos (setas). Célula com diversos granulos citoplasmaticos densos

semelhantes aos mastocitos (m). 02 semanas. Barra = 2 pum.

Figura 58: Regido proxima ao polimero (ausente na imagem) mostrando grande nimero de
macréfagos com pseuddpodos em meio a debris (d) celulares. Periodo de 02 semanas de

implante do polimero. Barra =2 um.

Figura 59: Detalhe em maior aumento de parte do citoplasma de um macréfago mostrando algumas
organelas tipicas como os lisossomos (L) envolvidos no processo de digestdo
intracelular, e a grande quantidade de projecdes da membrana plasmética formando os

pseuddpodos (setas). 02 semanas. Barra =1 um.
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Figura 60: Imagem de microscopia eletronica de transmissao de um corte ultra-fino de tendao apds
04 semanas de implante do polimero. Presenca do polimero (*) na parte esquerda da
imagem com aspecto de rede. Adjacente a este, fileiras de células alongadas,

possivelmente fibroblastos, intercalados com matriz extracelular. Barra = 10 um.

Figura 61: Imagem de MET da regido de lesao ap6s 04 semanas mostrando células com nucleos

diferentes. Grande quantidade de material eletrondenso (cabecas de setas) adjacente a

superficie do PLLA (*). Barra=35 um.

Figura 62: Detalhe das estruturas globosas eletrondensas (cabecas de setas) adjacentes a material
em forma de agulhas liberadas pelas células localizadas préximas a superficie do

polimero (*) ap6s 04 semanas de implantagcdo. Estas poderiam ser as mesmas estruturas

visualizadas nas Figuras 23 e 24. Barra = 2 um.

Figura 63: Células encontradas numa regido mais interna a lesdo, distante do polimero. Presenca de

um eosindfilo (e) com seus granulos caracteristicos. 04 semanas. Barra =1 um.

Figura 64: Detalhe de um fibroblasto préximo ao polimero (ndo visualizado) com reticulo
endoplasmético rugoso bem desenvolvido (r) e nicleo (N) eucromdtico e pequenas

vesiculas (setas) exocitadas possivelmente com pro-coldgeno. 04 semanas. Barra = 1

wm.
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Figura 65: Imagem de microscopia eletronica de transmissao de um corte ultra-fino de tendao apds
08 semanas de implante do polimero. Presenca do polimero (*) entre duas fileiras de
células alongadas (seta). Adjacente a este, fileiras de células alongadas, possivelmente

fibroblastos, intercalados com matriz extracelular. Barra = 10 um.

Figura 66: Detalhe de uma regido periférica ao polimero (*) com parte do citoplasma de um
fibroblasto invadindo o interior do polimero (seta) indicando um inicio de fragilidade na

estrutura do PLLA. Barra =2 um.

Figura 67: Regido préxima ao polimero com presenca de macréfagos. Barra = 3,5 um.

Figura 68: Fibroblasto com nicleo (n) bem evidente adjacente a uma regidao de PLLA. Pequenas

estruturas esféricas imersas polimero parecem associadas a célula (*). Barra = 100 pum.

Figura 69: Imagem de MET mostrando uma vénula, com células do sangue em seu interior, em
meio a matriz fibrosa com células alongadas numa regido proéxima ao polimero (ndao

visualizado). Barra = 5 um.

Figura 70: Célula gigante de corpo estranho visualizada na periferia do polimero (ndo mostrado)
com vdrios nudcleos e rico material citoplasmatico, principalmente reticulo

endoplasmaético rugoso (r) € mitocondrias (m). Barra =5 um.
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5. DISCUSSAO

A engenharia tecidual ¢ uma drea em desenvolvimento que procura reparar, substituir e
diminuir os tempos de regeneracdo de tecidos ou 6rgdos especificos e combina conhecimentos
fundamentais da fisica, quimica e biologia em materiais praticos e eficazes, em dispositivos,
sistemas e em estratégias clinicas. Isto envolve cada vez mais estratégias que combinam células,
biomateriais, estimulos quimicos e fisicos indutores, além do uso de técnicas que aumentam a
sobrevivéncia e o desempenho de células progenitoras locais ou transplantados para o tecido em
questdo (MUSCHLER et al., 2004). Nas tultimas décadas, dispositivos bioabsorviveis t€ém sido
utilizados e experimentados em diversos aspectos das cirurgias ortopédicas, incluindo fixacdo de
fraturas, reposicdo Ossea, reparo da cartilagem, reparo do menisco e fixacdo de ligamentos. Esses
materiais t€ém sido utilizados na forma de parafusos, pinos e placas nas aplica¢des ortopédicas e

cirurgias orais em humanos e animais (WUISMAN, 2006).

Existem diferentes materiais que estdo sendo testados em ortopedia ou utilizados como
carreadores de células, mas apenas um pequeno grupo de materiais. Os dcidos poli-L-lactico (PLA)
e poli-L-glicélico (PLG) sdo poliésteres biodegraddveis e biocompativeis, ja que os produtos de
degradacdo destes sdo encontrados normalmente no plasma sanguineo e nos tecidos. Dependendo
da combinacio dos componentes, podem-se elaborar materiais mais ou menos flexiveis e com taxas
de degradacdo varidveis, dependendo da finalidade. Estes materiais co-polimerizados sdo
amplamente utilizados em bioengenharia principalmente ortopédica e odontoldgica, na forma de
micro-implantes de fixacdo temporaria (DE TAYRAC et al., 2007). Este trabalho foi o primeiro a
utilizar o PLLA na forma de material de preenchimento de lesdo tendinea, jd que nos outros
trabalhos da literatura, os autores utilizaram este polimero na forma de parafusos como meio de

ancoragem do tendao rompido ao osso, ou como fios de suturas biodegradaveis (REFS).

Uma vez que a funcd@o primdria de tendodes e ligamentos € transferir cargas, lesdes a essas
estruturas resultam em uma interrup¢ao nesta transferéncia e conseqiiente perda de fun¢ao. Como os
tenddes estdo sujeitos a movimentacoes repetitivas que podem induzir a degeneracdo ao longo do
tempo, uma predisposi¢cao a lesdes agudas e cronicas € muito comum. Estas lesdes ndo sdo apenas
responsaveis pelos altos custos com a saide, mas também, resultam em perda de tempo no trabalho

e morbidade individual (CARPENTER, 2004).

Os vdérios métodos de tratamento de lesdes tendineas refletem a necessidade de uma técnica
que permita o retorno morfolégico e funcional do tenddo (GOODSHIP et al., 1985). Na tentativa de
contornar problemas diversos como antigenicidade, estocagem e disponibilidade de implantes tém-

se desenvolvido novos biomateriais para substitui¢cao de tecidos (OHARA et al., 1995). As diversas
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modalidades de tratamento para lesdo de tenddes e ligamentos indicam que ndao hd uma técnica

particular que alcance sucesso absoluto (GOODSHIP et al, 1985).

A maior parte das pesquisas experimentais em lesdes tendineas tem sido realizada em
modelos animais, primeiro por motivos éticos, mas também por possuir algumas vantagens como
baixo custo, menor variabilidade e grande disponibilidade quando comparadas aos ensaios clinicos.
Algumas desvantagens incluem variabilidade bioldgica inata, diferencas metabdlicas e hormonais
em relacdo aos humanos e potenciais dificuldades na manipulacdo dos animais (LIN, 2004). Para o
estudo de mecanismos para cicatrizacdo de tenddes, os modelos animais sdo importantes no
desenvolvimento e teste de métodos de engenharia tecidual para acelerar o processo de cicatrizacdo
do tendao e restabelecer a fun¢do mecanica (BUTLER et al., 2000, LIN et al., 2004). Utilizamos no
presente estudo um modelo de transec¢do parcial realizada na regido mediana do tenddo patelar de
ratos por ser técnica mais simples que outras lesdes artificiais. Embora sejam incomuns
clinicamente, estas lesdes parciais mantém parte das fibras intactas, o que exclui a necessidade da
reparacdo por suturas, e permite a imediata mobiliza¢do pés-cirdrgica do tenddo (KUBOTA et al.,
1996; CHAN et al., 1998). Essas laceracOes parciais possibilitam ainda que se acompanhe a
resposta do tecido no que tange a sua regeneragao na presenca de biomateriais celularizados ou nao,
pois sempre existird tecido nativo em contato com o material, ja que a lesdo em janela preserva
consideravelmente o tecido. Em nosso desenho experimental, as patas dos animais nao foram
imobilizadas apds a cirurgia, pois a resposta regenerativa adequada esti relacionada com a
organizacdo das células competentes que produzem matriz extracelular colagenosa na direcdo das
tensdes a que estdo submetidas o tenddo, e a imobilizagdo limitaria as propriedades mecanicas do

tecido (PALMES et al., 2002).

A andlise histopatoldgica das lesdes produzidas em nosso estudo evidenciou presenca de
vasos sanguineos na periferia do polimero implantado mesmo apds 12 semanas de implantagao,
porém em menor quantidade quando comparados ao periodo das 02 primeiras semanas. DOSCHAK
et al. (2000), ao avaliarem as respostas vasculares em 3, 10 e 42 dias apds incisdo cirirgica no
tenddo patelar de coelhos, observaram alteracdes no fluxo sanguineo e volume microvascular que
demonstraram vasos periféricos dilatados e um recrutamento abundante de vasos sanguineos pré-
existentes aos 3 dias de lesdo. Aos 42 dias pds-lesdo, contudo, tanto o volume vascular quanto o
fluxo sanguineo do tenddo patelar diminuiram, implicando em remodelacdo vascular dinamica.
KAKAR et al. (1998) observaram neovascularizagdo na bainha tendinea e epitenddao do flexor
profundo dos dedos em coelhos apds a laceracdo plantar parcial, embora ndo houvesse mencao de

nenhuma vasculariza¢ao dentro do endotendao.
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Em geral, a cicatrizagdo do tenddo é relativamente mais lenta do que outros tecidos
conjuntivos, como por exemplo, 0o 0sso, mesmo que geralmente sejam submetidos a estagios
similares durante a cicatrizacdo. A cicatrizacdo inicial inclui infiltragdo inflamatdria, proliferacdo
celular e alteracao nos fendtipos de coldgeno. O tenddo, entdo, passa para uma fase de sintese, em
que a deposi¢ao de matriz extracelular se inicia. Isto € acompanhado pelas fases de remodelamento
e maturagdo, em que as forcas de tensdo dos tenddes lesados sdo restauradas. A restauragcdo da forca

mecanica € o objetivo principal na cicatrizacao tendinea (CHAN, 2000).

Em andlise por microscopia de fluorescéncia evidenciamos uma marcagao mais intensa para
a decorina na regido da lesdo com PLLA do que sem PLLA, ndo tdo evidente quanto para a elastina,
0 que ja era esperado, por conta do processo natural de reparacdo. A decorina atua com um papel
importante na regulacdo da proliferacdo celular, atividade do fator de crescimento, organiza¢cdo do
coldgeno, sua expressdo e padrdo de distribuicilo. GRAHAM et al. (2000) sugerem, por exemplo,
que a decorina esta ligada ao coldgeno antes mesmo da formacao de fibrilas, enquanto que muito
pouca elastina é encontrada em feridas em cicatrizacio (O’BRIEN, 1997). A elastina ¢ mais
abundante em tenddes que precisam de mais mobilidade, como os da coluna vertebral, € menos
abundante em tenddes que suportam maiores tensdes, como os tenddes patelares; entretanto a
elastina, em nosso estudo, foi relativamente mais abundante em regides adjacentes aos polimeros do
que nas regides distantes, como se as células fossem estimuladas a produzir elastina em resposta a

adesao ao polimero.

Os tenddes se comportam como uma estrutura heterogénea, que pode ser responsavel pela
ruptura frequentemente parcial vista nesses tecidos. Apos a lesdo tendinea, a estrutura passa por
uma fibrose durante o reparo quando visualizado pela microscopia eletronica. O tenddao normal
apresenta-se como um conjunto paralelo de fibras. Apds a lesdo, a cicatriz se assemelha a uma rede
de fibras, inicialmente sem uma orientacdo preferencial, como visualizado em nossas andlises
microscopicas. O processo de maturacdo se assemelha ao visto no desenvolvimento normal do

coldgeno (GOODSHIP et al., 1985; ERLICH et al., 2005).

No presente estudo, pudemos observar inicialmente uma regido bastante celularizada e sem
organizacdo da matriz. Foi evidenciado que, ao passo que a cicatriz € submetida ao aumento do
estresse ténsil, as fibras de coldgeno assumem gradualmente uma orientacao paralela ordenada e na
mesma direcdo de orientacdo das células do tecido intacto. Os fibroblastos aumentam em nimero
durante o reparo de uma ferida e depositam fibras coldgenas em uma matriz rica em fibronectina.
Durante o crescimento ou no seguimento da lesdo, os fibroblastos depositam um gel como uma
substancia fundamental e produz tropocoldgeno. Inicialmente, o coldgeno tipo III é rapidamente

depositado pelos fibroblastos, sendo reposto posteriormente por fibrilas do tipo I (O’BRIEN, 1997).
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A medida que o coldgeno matura, hd um decréscimo no contetido de dgua e na solubilidade, um
aumento na cristalinidade e na densidade. H4 também um incremento na resisténcia ténsil e na
firmeza e resisténcia a degradagdo pela colagenase, com um incremento na capacidade de unido do

célcio e contratilidade térmica (O’BRIEN, 1997).

A reacdo bioldgica aos implantes bioabsorviveis se apresenta em vdarios niveis de
severidade, desde um acumulo discreto de fluido at¢é mesmo a formacdo de lesdo tecidual
irreversivel. Em muitos estudos clinicos, a incidéncia de reagdes inflamatérias tem sido pequena e
as reagOes parecem ser suaves o bastante para nao causarem efeitos nos resultados em longo prazo.
Contudo, em alguns estudos, as reacdes foram de moderada a severa, com necessidade de cirurgias
secundarias corretivas (AMBROSE & CLANTON, 2004). Nao foram observados infiltrados
inflamatérios em nosso estudo, em acordo com experimentos realizados em animais por outros
autores (SCHWACH, 1999; ROKKANEN, 2000). Contudo, é possivel que implantes possam
induzir algum tipo de resposta tecidual ndo-especifica de corpo estranho histopatologicamente
reconhecivel. Isto parece ser um fendmeno inerente ao processo de degradacdo e absorcdo desses
polimeros nos tecidos. Ao se considerar a capacidade fagocitica e de limpeza desses tecidos, a fase
mais exigente é o estdgio de decomposi¢cdo, quando a geometria principal do implante ¢é
rapidamente perdida. Neste momento, a razao de producdo de fragmentos poliméricos pode exceder

os limites criticos da tolerdncia do tecido e induzir potencial resposta do tecido em questdo

(ROKKANEN, 2000).

Alguns experimentos in vivo t€m demonstrado que implantes de PLA, PGA e seus
copolimeros podem causar reacdes inflamatdrias pelo fato de atuarem como corpos estranhos
(WALTON & COTTON, 2007), além do tipo e intensidade da resposta inflamatéria serem
fortemente influenciadas pela liberagdo de particulas poli, oligo e monoméricas durante a
degradacio (MAINIL-VARLET, 1997). E possivel que fragmentos amorfos e cristalinos gerados
durante degradagdo rapida ou prolongada provoquem estas reagdes inflamatdrias pela liberacao de

subprodutos dcidos em quantidades excessivas (DUEK, 1999).

Em estudo realizado por SCHWACH (1999), parafusos intra-articulares derivados de PLA e
PGA foram implantados em 12 ovelhas adultas, e avaliados por periodos de 06 a 60 meses. Foi
observada uma visivel diferenca de degradacao do material entre a superficie e o corpo do mesmo
em um ano pds-implantacdo. Nenhum efeito adverso foi observado em um periodo de avaliagdo de

02 anos.

Em nosso estudo, que teve duracdo méaxima de 12 semanas, foi observado um inicio de
degradacdo na superficie do PLLA, em observagdes por MEV. Os implantes de PLLA levam um
tempo maior para degradacdo total in vivo (AMBROSE & CLANTON, 2004). Entre os polimeros
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absorviveis mais estudados, o PLLA € um dos que requerem maior periodo para sua degradacao,
mais do que para o PGA, polidioxanona e os copolimeros, ja que eles podem ser encontrados no
organismo até 05 anos depois da implantacio (MAINIL-VARLET, 1997). Experimentos em
animais utilizando implantes de PLLA tém mostrado tempos de degrada¢do de no minimo 03 anos
(JUKKALA-PARTIO et al., 2002; AMBROSE & CLANTON, 2004). No estudo realizado por
SCHWACH (1999), foram necessarios 60 meses para a completa degradacdo dos polimeros

implantados.

A hidrélise das ligacdes éster comeca homogeneamente até que oligdmeros soliveis sejam
formados. Os oligdmeros soliveis que estdo préximos a superficie podem ser removidos antes da
degradacdo total enquanto que aqueles localizados no interior da matriz permanecem presos e
contribuem totalmente para o efeito autocatalitico. Esta diferenca de concentracdo em grupos acidos
resulta na formacdo de uma membrana composta por polimero que degrada menos rapidamente do

que o polimero localizado afastado da superficie (SCHWACH, 1999).

Em experimento realizado por DUEK et al. (1999) para avaliar a degradacdo in vitro de
pinos de PLLA, puderam-se observar vdrias regides com evidéncia de erosdo, ndo apenas ao longo
da superficie, mas também na regido interna apds 02 meses de degradagcdo. Apds 08 semanas de
degradacdo, nao foram encontradas alteragdes morfoldgicas significantes, embora apds 12 semanas,
alteracdes distintas tais como surgimento de fendas, com diferengas visiveis entre as porcdes
periféricas e centrais. Apds 24 semanas, um aumento no nimero de fendas e pontos de erosao foi

observado.

A andlise morfologica do polimero realizada por MEV no presente estudo mostrou que, apos
04 semanas de permanéncia do polimero in vivo, ja se observavam numerosos poros superficiais
indicando sinais de inicio de degradagdo e que se tornaram mais evidentes em 08 semanas, quando
comparados com o polimero integro. Vale ressaltar também a presenca de grande parte do polimero
ainda intacto no periodo de 12 semanas, o que estd em acordo com os estudos anteriores que

apontam tempo mais prolongado para a degrada¢do do mesmo.

O incremento do grau de cristalinidade do PLLA é esperado durante o periodo de
degradacdo, pois estd relacionado ao fato de os polimeros semi-cristalinos sofrerem ataque
preferencial de suas dreas amorfas, por conta de maior susceptibilidade de penetracdo de dgua
nessas regides. Além disso, pode estar associado a quebra hidrolitica e conseqiiente formagdo de

cadeias poliméricas de massa molar menor (DUEK, 1999).

In vivo, PLLA pode persistir por 03 anos no corpo mesmo apds seu papel funcional ter sido
concluido, foi o que constatou estudo em ovelhas que receberam a implantacdo de parafusos e

hastes de PLLA (WALTON, 2007). Observou-se que a reacdo tecidual inicial é a apreensdo do
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implante dentro do novo tecido durante os primeiros meses. Apds um periodo ndo-reativo, uma
segunda reacdo estd associada com os sinais precoces da desintegracdo estrutural do PLLA, que
pode ser evidenciado em até um ano. Posteriormente, ao passo que a massa do polimero reduz este
¢ substituido por um tecido relativamente fibroso avascular contendo macréfagos e células
multinucleadas gigantes de corpo estranho (CGCE) ocasionais na superficie do implante
(WALTON, 2007). As CGCE sao formadas pela fusdo de macréfagos derivados de mondcitos que
podem se aderir a superficie do biomaterial. A fusdo célula-célula pode ser induzida por IL-4
(McNALLY e ANDERSON, 1995) e IL-13 (DeFIFE et al., 1997), que regulam a expressdo do
receptor de manose, que possui localizagdo na regido de fusdo das membranas nos macréfagos.

Entretanto, o mecanismo exato que induz a fusdo de macréfagos ainda ndo estd totalmente

elucidado.

Macroéfagos sdao capazes de fagocitar particulas muito pequenas, menores que 5 Wm,
enquanto que particulas maiores que 10 um induzem a formacdo de CGCE. Diferentes tipos de
biomateriais podem induzir diferentes respostas teciduais. Os tecidos que revestem proteses totais
de articulacdes sdo expostos a particulas micrométricas de polietileno, cimento acrilico, metais
originadas do desgaste do material pela movimentacao articular, e podem induzir a reagao de corpo
estranho. Em ambientes de tecidos moles, as proteses sdo submetidas a for¢cas minimas e sofrem
menos desgaste, tendendo a se manter intactas, e macréfagos e CGCE aderem e respondem a
superficie do material de modo mais brando. A adesao destas células fagociticas ao biomaterial
produz um microambiente funcional entre a membrana plasmatica e a superficie do material. Em
processo descrito por Henson (1971) como fagocitose frustrada, estas células liberam substancias de
degradacdo como radicais livres de oxigénio, enzimas degradativas e dcidos que levam o pH a 4
neste microambiente enclausurado, reduzindo a acdo de processos teciduais naturais de inibicao
enzimdtica ou tamponamento. As superficies dos biomateriais que estdo seladas pelas membranas
plasméticas estdo expostas a elevadas concentragdes daqueles agentes de degradacdo, e o tipo
quimico do biomaterial ird responder de forma diferente a esta degradacdo. Entretanto, a quimica de
superficie do biomaterial indicard sua susceptibilidade para degradagdo. Polimeros como os
polipropilenos e poliésteres usados em materiais de suturas podem sofrer processos de oxidagao por
moléculas oxigénio-reativas, como forma de degradacdo e a completa reabsorcio dos mondmeros,
que sdo degradados em seguida pelo ciclo de Krebs. Exemplos destes polimeros estdo os acidos
lacticos e glicdlicos, policaprolactona e outros. A degradacdo enzimdtica também tem sido
envolvida na via de degradacdo de biomateriais poliésteres, mas o tempo de degradacao dependera

da cristalinidade do polimero (ANDERSON et al., no prelo).
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Segundo Walton et al. (2007), embora biocompativel, a excessiva longevidade do PLLA
pode indicar que, apesar de clinicamente satisfatorio, ndo € um material de implante ideal. Por outro
lado, Barber et al. (2000), sugerem que, apesar do tempo prolongado para a degradacao, fixacoes de
autoenxertos de tenddo patelar com bioparafusos de PLLA funcionam seguramente como uma
fixacdo de intervencdo. De Tayrac et al. (2007), ao avaliarem a implantacao de malhas de PLLA,
PGA e polipropileno no reparo de tecido mole em ratos, observaram que as malhas de PLLA
induziram a uma resposta inflamatéria mais branda, maior depdsito ordenado de coldgeno e

resisténcia ténsil preservada apds 90 dias de implantagao.

A degradacao hidrolitica € lenta no PLLA devido ao impedimento estérico das moléculas de
agua pelos grupos metil do PLLA e pelos baixos niveis de acidez que sdo requeridos para catalizar a
reacdo hidrolitica, o que ndo ocorre com o PLLA, ja que a acidez € em torno de 4. Com a formagao
de mais cadeias, porém menores, hd um aumento na formagao de grupos acidos terminais que, por
sua vez, aceleram o potencial de catalizar a reacao hidrolitica adicional. Contudo, contrariando esta
hidrélise aumentada, as pequenas cadeias de polimero se tornam mais méveis e tém uma tendéncia
a se alinharem umas com as outras em uma forma cristalina, consequentemente diminuindo a rota
de degradacdo. O resultado global é que, nos primeiros meses de degradagdo hidrolitica, existe uma
diminui¢do gradual no peso molecular das cadeias localizadas na regido amorfa e um aumento na
cristalinidade, ainda que em um padrao relativamente constante de hidrélise. Como essas mudancgas
sdo internas ao polimero, ndo sdo detectdveis pelos tecidos circunvizinhos, que continuam em sua
tipica rea¢do a um corpo estranho inerte (WALTON, 2007). Este mesmo autor descreve ainda que
foram evidenciadas duas fases distintas da reac@o de tecidos aos implantes de PLLA: a primeira foi
uma resposta padrdao de pouca intensidade a um corpo estranho inerte e a segunda foi uma reagdo

aos estdgios posteriores de dissolu¢do quimica do polimero.

Durante a primeira fase, o tecido € recoberto pela ferida cirdrgica e acomodado pela
presenca do implante. A resposta é a formacdo de um tecido novo que envolve o implante. Este
periodo coincide com uma degradacdo hidrolitica inicial lenta do polimero que ocorre
predominantemente no componente amorfo, quando relacionado ao componente cristalino. Uma
vez em um meio aquoso aquecido, a difusdo da 4gua ocorre em alguns dias dentro do polimero para
iniciar a hidrélise. Este processo envolve a clivagem das cadeias de polimero resultando em um

maior nimero, porém em cadeias de peso molecular menor (WALTON, 2007).

A segunda fase da reacdo tecidual estd associada com a desintegracdo fisica do PLLA vista
em seus estdgios iniciais e que podem ser evidenciadas em 01 ano e até mesmo 03 anos apds o
implante. Esta segunda fase é estimulada pela hidrdlise autocatalitica das porcdes amorfas do

polimero devido a formacdo de grupos de terminagdes dcidas. Consequentemente, apds o inicio
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lento, a hidrélise aumenta exponencialmente. Eventualmente, as cadeias curtas de polimero nas
regides amorfas sdo pequenas o bastante para se dispersarem da massa do polimero. Isto inicia a
ocorréncia de macréfagos e células gigantes de corpo estranho na superficie do implante. Estas
células ndo podem degradar ativamente o polimero, logo sao incapazes de invadir o material, porém
repousam na sua superficie para ingerir os produtos das particulas finas e solubilizadas da hidrélise
do PLLA. A perda parcial da fracio amorfa do polimero causa uma descontinuidade entre as
regides cristalinas. Consequentemente, o implante come¢a a perder integridade fisica com a
formacao de fendas e lacunas. O alargamento subseqiiente das fissuras permite invasao celular
seguido de aumento da fibrose. Em longo prazo, o tecido fibroso aumenta em volume para repor o

volume diminuido do PLLA (WALTON, 2007).

Alguns estudos em humanos que relatam reacdes adversas a implantes de PLLA sugerem
que esta segunda fase pode ocasionalmente levar a complica¢des clinicas. Contudo, observa-se que
dispositivos vém sendo fabricados em larga escala e implantados em humanos e ainda existem
poucos trabalhos publicados sobre reacdes adversas que possam estar diretamente relacionadas ao
polimero. Quando clinicamente sintomadticas, as reagdes ao PLLA tém sido atribuidas aos cristalitos

dentro do material (WALTON, 2007).

Em estudo prospectivo e randomizado com 204 pacientes realizado por MCGUIRE et al.
(1999) comparando um parafuso de PLLA com um de metal utilizando avalia¢do radiografica, foi
observado que os parafusos de PLLA ainda estavam presentes apds 68 meses porém sem evidéncia
de infiltragdo tecidual. As propriedades fisicas que tornam o PLLA atrativo para o reparo de tenddes
s@o: a alta resisténcia ténsil, a indu¢do de uma cicatrizacdo tecidual rdpida e a possibilidade de

absor¢do (LIEM et al., 1991).

Imagens de TEM obtidas em nosso trabalho mostram fibroblastos de tenddo com vesiculas
extracelulares proximas a superficie celular contendo segmentos de coldgeno arranjados em fibras
paralelas. E proposto que estas vesiculas sejam os sitios para a formacio de coldgeno em segmentos
de fibrilas. Os segmentos de fibrilas de coldgeno contidos nestes vaciolos sao liberados no espago
extracelular, onde eles se unem lateralmente e ou linearmente para formar as fibras coldgenas de

tendao que formam os fasciculos/ feixes de tenddes (BIRK, 97; ERLICH, 2005).

Em estudo realizado por Liem ef al. (1991) com dispositivos de PLA para o reparo de
rupturas do tenddo de Aquiles em adultos e avaliados com ressonancia magnética apds 3-35 meses,
foi constatado que todos os tenddes reparados com os dispositivos com PLA estavam hipertrofiados
quando comparados com o lado contralateral, o que sugere ser provavelmente um reflexo do
crescimento colagenoso interno induzido ao redor da extensao do dispositivo de PLA e que pode ser

um fator significante na resisténcia e integridade deste tipo de reparo. O reparo com o dispositivo de
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PLA resulta em uma imobiliza¢do mais curta e com deambulacdo mais rdpida quando comparados a

métodos cirurgicos convencionais de sutura de tendoes (LIEM et al., 1991).

A partir dos resultados obtidos nas andlises morfoldgicas do nosso estudo, foram observadas
células com morfologia fibroblastdide na regido adjacente ao polimero o que poderia explicar a
possivel sintese de material de matriz abundante, bem como a presenga de material fibroso
entrelacado proximo a superficie do polimero, provavelmente coldgeno. Além disso, evidenciamos
uma orientacdo paralela das células em relacdo a superficie do polimero, assim como uma maior
organizacdo das fibras de coldgeno quando comparadas ao grupo controle. Com os dados obtidos,
pode-se concluir que ocorreram resultados positivos no que diz respeito a interagdo tendao/implante
de PPLA como, por exemplo, o estimulo a adesdo e proliferacdo celular, bem como a producao de
moléculas especificas do tecido em questdo, estresse reduzido, devido a possivel transferéncia de
carga gradual ao passo que ocorre a degradagdo, além de auséncia de resposta inflamatéria ou
toxica grave, caracterizando, assim, a biocompatibilidade do polimero em questio e a possibilidade

de seu uso como alternativa vidvel no tratamento de lesoes tendineas.

6. CONCLUSOES

- O modelo de lesdo do tipo janela em tendao patelar de ratos foi adequado para o estudo do

processo de reparagdo utilizando o poliéster 4cido poli-lactico.

- A mobilidade imediata pés-cirurgia dos ratos nao induziu a perda de polimero inserido na

lesdo, nem o agravamento da lesdo no tenddo.

- Fibroblastos alongados semelhantes a tendcitos se aderiram ao polimero e se organizaram

de modo paralelo a direcao do tendao nativo.

- O PLLA inserido no tenddo durante 12 semanas experimentais apresentou sinais iniciais de

degradacao em sua superficie.

- O PLLA causou reacdo de corpo estranho, j& que numerosas células gigantes
multinucleadas de corpo estranho e macréfagos foram observados aderidos ao polimero,

mas nao foi observada cédpsula fibrética ao redor do mesmo.

- As técnicas morfolégicas utilizadas em combinacdo foram adequadas para o

acompanhamento das etapas de regeneracao tecidual.
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- O PLLA, um tipo de poliéster sintético e biodegradavel, mostrou grande potencialidade
como biomaterial para preenchimento de lesdo tendinea e auxiliar no processo de

regeneracao.
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