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RESUMO

A meniscectomia (total ou parcial) tem sido a abordagem clinica
mais frequente no que respeita ao tratamento da maioria das lesdes
do menisco. A reparagdo meniscal representa uma tendéncia recente,
uma vez que a importancia funcional destas estruturas na articulagao
do joelho e as consequéncias a longo prazo da sua remogao sdo agora
melhor compreendidas. Contudo, as suas indica¢des sdo ainda limitadas
e, apesar de garantir melhores resultados funcionais e radiologicos a
longo prazo, as técnicas de reparacdo apresentam ainda uma taxa muito
elevada de faléncia e reintervencao.

As lesdes destas estruturas continuam a estar entre as mais
frequentes patologias que motivam intervengao cirurgica em Ortopedia
e tém um importante impacto sdcio-econémico.

Verificamos um interesse crescente da comunidade médica nos
aspetos da biologia do menisco humano mas continuam a existir poucos
estudos relacionados com este tema. Um dos objetivos desde grupo de
investigacdo € acrescentar conhecimento relevante sobre este tecido
com o objetivo de facilitar aplicagoes clinicas futuras, nomeadamente
pelo conhecimento das propriedades biomecanicas do menisco a fresco
(sem processo de congelamento) e da sua biologia celular. Da analise
mecanica dindmica (DMA) dos segmentos do menisco humano a fresco
observamos a seguinte tendéncia decrescente de rigidez: segmento
anterior MI (0,25 MPa a 1Hz) <anterior ME< médio ME<posterior
MI< posterior ME< médio MI (0,9 MPa a 1 Hz). As células isoladas
das diferentes amostras incluem fibrocondrocitos e células estaminais
mesenquimais (positivas para CD105, CD73 e CD90; negativas para
CD34 e CD45). A densidade celular decresce da periferia para o
centro. Existe assimetria na celularidade entre os diferentes segmentos
avaliados.

Efetuamos a primeira revisao sistematica da literatura sobre
aplicagdes da Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa
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aplicadas as lesdes meniscais para aferir o estado da arte.

Existem poucos biomateriais em aplicagao clinica atualmente com esta finalidade. Diferentes opgoes tém
sido testadas como estruturas tridimensionais porosas (scaffolds) viaveis (derivados do colagénio, poliuretano
ou poliglicerol, enxertos de submucosa, hidrogéis acelulares) mas muitas questdes permanecem por responder
apesar de, nos ensaios pré-clinicos e poucos ensaios clinicos publicados, serem apresentadas perspetivas
promissoras. Matrizes derivadas de colagénio e de poliuretano estdo ja comercialmente disponiveis para
substituicdo parcial de menisco mas existem algumas preocupagoes relativas a sua estabilidade, taxa de
degradagao, e biocompatibilidade. Por outro lado, poucos estudos combinam estratégias de regeneragao
baseadas em abordagens acelulares e celulares existindo ai uma diferenca marcada nas abordagens por
estudos clinicos e pré-clinicos.

Para cumprir o objetivo de regeneragao deste tecido existe um longo caminho a percorrer na descoberta
da melhor forma de aplicar a triada da Engenharia de Tecidos (matrizes, células, fatores de crescimento ou
substancias bioativas) ou mesmo abordagens mais complexas por Medicina Regenerativa (manipulagdo de
células estaminais, genética, nanotecnologia) para responder a recuperagao deste tecido concreto e adequado
aos varios mecanismos de lesao estabelecidos.

Foi testada a viabilidade de um novo biomaterial derivado de solucao aquosa de elevada concentragao
de fibroina de seda desenvolvida na nossa institui¢ao, € que permite combinar propriedades mecanicas ¢
bioldgicas promissoras para uso como estrutura tridimensional porosa em zonas articulares de carga. Esta
nova scaffold apresenta vantagens por comparacao aos materiais existentes considerando os dados adquiridos
na nossa caracterizagao do menisco a fresco.

A nossa hipotese ¢ que estes biomateriais processados como scaffolds e combinados com células (isoladas
do tecido nativo ou diferenciadas previamente de células estaminais, e.g. tecido adiposo abdominal ou bolsa
de Hoffa), permitirdo desenvolver estratégias regenerativas, capazes de ultrapassar algumas limitacdes e
preocupacdes associadas as praticas que estdo ja em uso clinico.

Um segundo objetivo serda completar esta abordagem reconhecendo e controlando o processo de
neovasculariza¢ao/inervagao adversa. A nossa hipotese sera que é positivo incrementar a neovascularizagao
na zona periférica (facilitando a adesao e integracao) e inibi-la na area mais central do menisco ai preservando
o fendtipo dos meniscocitos (responsaveis pela manutengao das propriedades biomecanicas) e inibindo
desenvolvimento de nocireceptores em zonas de carga. Pelo uso de um outro biomaterial original do nosso
grupo (Goma gelana metacrilada) foi conseguido, pelo ensaio de angiogénese na membrana corioalantdica
do embrido de galinha demonstrar pela primeira vez a possibilidade de manipular a neovascularizagcdo em
tecido de menisco humano.

Com base nos resultados obtidos foi possivel construir uma nova hipotese para abordagem por Medicina
Regenerativa aos defeitos do menisco implicando o uso de células, fatores de crescimento e novos biomateriais
desenvolvidos no nosso Grupo (fibroina de seda e goma gelana). Decorre ainda dos mesmos um modelo
original de diferenciacdo para regenera¢ao do menisco considerando a assimetria do tecido nativo, respeitando
a distribui¢@o determinada pelas areas definidas pelo grau de vascularizagcdo do menisco humano adulto.

Concluida a fase de estudo in vitro, esta ja em curso a subsequente analise in vivo incluindo modelo em
ovelha pois tem sido largamente estudada como modelo de artrose do joelho humano por partilhar varios
aspetos da biomecanica e biologia desta articulagao.

Palavras Chave:
Menisco, células, factores de crescimento, implantes, engenharia de tecidos, medicina regenerativa
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1. INTRODUCAO
DA DESCOBERTA DAS FUNCOES DO
MENISCO A REPARACAO E REGENERACAO

As lesdes do menisco sdo das mais comuns
da articula¢dao do joelho[!]. Mais de 450.000
meniscectomias artroscopicas sdo realizadas a cada
ano nos Estados Unidos[!], continuando a ser um
dos procedimentos cirurgicos ortopédicos mais
frequentes2. O resultado clinico correlaciona-se
com o estado da cartilagem, estabilidade articular,
alteracdes degenerativas articulares e quantidade de
tecido removido[**].

A primeira descrigdo de uma meniscectomia
pertence a Broadhurst[], em 1866, em Londres. A que
se seguiu, curiosamente num curto espaco de tempo, a
primeira descri¢ao de reparagdo meniscal por Thomas
Annandale[®] em 1883.

Apesar dos relatos de King[’] em 1936 ¢
Fairbanks[?] em 1948, que descreveram os efeitos
deletérios da meniscectomia total, até aos anos
setenta os meniscos foram consideradas como restos
evolutivos, sem fun¢do, dos musculos da perna que
poderiam ser extirpados sem consequéncias relevantes
para a articulagdo[®]. Ghormley['’] aconselhava
mesmo a excisdo completa de qualquer menisco
lesado afirmando que a meniscectomia parcial
acarretava maior risco de danos na superficie articular.
Nos anos cinquenta, Albert Trillat destacou o papel
da preservacdo do muro meniscal e descreveu os
beneficios da meniscectomia intramural['']. Até
1970, Smillie[’] ainda recomendava a excisdo total
como tratamento de lesdes meniscais, baseando-se
na convic¢do que este seria o caminho para a sua
regeneracdo - “When the entire meniscus is excised
a new one grows in from the parietal synovial
membrane”. McGinity em 1977['?] alertou sobre as
poucas evidéncias cientificas que sustentavam estas
alegacOes uma vez que as descrigdes de Smillie
de regeneragao de um menisco similar ao original
apoés a excisdo total estavam em contradi¢do direta
com as observacdes de seu grupo de estudo. Em
cerca de 800 artroscopias de second-look, nunca
observaram regeneragdo de muro meniscal superior

a cinco milimetros. Pela avaliag@o retrospetiva de
136 joelhos com mais de cinco anos de seguimento
concluiu que a meniscectomia parcial acarretaria um
maior respeito pela anatomia, menor morbilidade
pos-operatoria e mais rapida reabilitagdo funcional em
comparacao com a excisdo total. Isto representou um
virar de pagina historico ao ditar uma nova dire¢do no
tratamento das lesdes meniscais: preservagao.

E impossivel separar a cirurgia do menisco da
historia da Artroscopia.

Em 1918, Kenji Takagi em Toquio, realizou o
primeiro procedimento artroscopico pelo exame
de joelhos de cadaver com um citoscopio em meio
gasoso['*]. No entanto, a primeira meniscectomia
parcial artroscopica ¢ geralmente atribuida a Masaki
Watanabe (discipulo de Takagi) em 1962[!*]. Seria
ele o “pai” do primeiro artroscopio viavel, produzido
em série, capaz de realizar exploracao intra-articular
eficaz: o artroscopio nimero 21 de Watanabe. No
entanto, a artroscopia comegou a assumir maior
importancia na cirurgia do joelho, apds os relatos
de Robert Jackson[!>!®] a partir de Toronto, que
reintroduziu o entusiasmo por esta técnica no mundo
ocidental. Nos anos oitenta, multiplos estudos e
autores reportaram vantagens na cirurgia artroscopica
em detrimento da meniscectomia parcial a “céu
aberto”[1"27].

Estudos de biomecanica confirmaram a importancia
dos meniscos na transferéncia de carga. Kurosawa et
al[?'] demonstraram que a meniscectomia total reduz
a area total de contacto entre um terco e metade
no joelho totalmente estendido. Eles transmitem
cerca de 50% do peso corporal em extensdo e cerca
de 85% durante a flexdo em carga do joelho. Em
ensaios in vitro foi demonstrado que a transmissio
da carga através dos meniscos ¢ de cerca de 70%
no compartimento lateral e 50% no compartimento
medial[*?]. A descri¢do da macro-anatomia dos
meniscos esta fora dos propositos deste trabalho
mas temos de considerar que 0os meniscos ndo estao
firmemente ancorados na tibia e acompanham, em
alguma extensdo, a translagdo articular no sentido
anteroposterior durante o movimento. Devido a razdes
anatomicas o menisco interno (MI) ¢ menos movel.
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No joelho estavel (pivot central integro) o MI tem
um papel pouco importante na oposicao a translagao
anterior da tibia pois o ligamento cruzado anterior
(LCA) sustém esse movimento antes de ocorrer um
conflito significativo entre o corno posterior do Ml e
prato tibial com o condilo femoral interno. Contudo
em movimentos extremos, ou perante lesdo do LCA,
funciona como restritor secundario a translacao
anterior da tibia (o que estd associado a alguns
mecanismos de lesdao)[**]. Outro aspeto fundamental
¢ a assimetria dos compartimentos femurotibiais.
Podemos descrever, o prato tibial externo como
convexo por oposi¢do a forma mais concava do prato
interno. Por este motivo, a perda do menisco externo
(ME) tem uma implicagdo comparativamente maior
na perda de congruéncia femurotibial. Walker et al[**]
concluiram que o ME transmite a maior parte da
carga do compartimento externo enquanto no interno
essa transmissdo de for¢a é mais dividida entre as
superficies cartilagineas envolvidas e o respetivo
menisco[*].

Arnoczky et al[?'] descreveram a anatomia
microvascular do menisco humano[*] e os processos
de resposta a lesdo a partir de modelo de cao[*’]
no inicio dos anos oitenta. A periferia do menisco
¢ vascularizada e preserva alguma capacidade de
reparacao por oposicao a parte central que é avascular
e recebe nutri¢do pelo liquido sinovial. Com base
nestes estudo continua a ser usada uma divisao do
menisco da periferia para o centro em 3 zonas de
acordo com o nivel de vascularizago (zonas: red-red;
red-white e white-white (Figura 1).

A cirurgia aberta de reparagdo meniscal teve
DeHaven[?®] como o seu principal impulsionador
nos EUA, suportado na Europa por Beaufils e
Cassard[?*’]. Tem havido um esforco crescente
no estabelecimento das indica¢des, melhoria das
técnicas e materiais de sutura até aos dispositivos
de sutura all-inside de Gltima geragao[*’]. Contudo,
apesar de garantir melhores resultados funcionais
e radioldgicos a longo prazo a reparacao estd ainda
limitada nas suas indicagdes (maioria dos autores
limita a reparacdo a lesdes em zona vascularizada,
ruturas agudas/subagudas, excluindo ruturas radiais

ou horizontais). Por outro lado, apesar das melhorias
muito significativas introduzidas continua a estar
associada a uma taxa de faléncia e necessidade de
revisdo cirurgica elevadas[*].

Kohn et al[*'] e Milachowski et al[*?] introduziram
o transplante de menisco no algoritmo de tratamento
do joelho com multiplas lesdes/lesdes complexas
reconhecendo o seu papel na estabilidade e protegao
da cartilagem como determinante na reabilitagdo
articular.

Outros desenvolveram esta técnica até ser
considerada atualmente uma terapia fidvel em doentes
selecionados[***°] com bons resultados, em alguns
casos com mais de vinte e cinco anos de seguimento[*¢].
Contudo, existem limitagdes importantes a considerar
nomeadamente quanto a disponibilidade de dadores,
investimento e problemas logisticos do processo de
recolha e armazenamento, transmissao de doengas,
ou diminuicdo da viabilidade do tecido causadas pela
criopreservagdo ou congelamento a fresco.

A aplicagdo de scaffolds acelulares para
substitui¢do parcial de defeitos de menisco esta ja em
fase embrionaria de pratica clinica com resultados
promissores mas limitagdes igualmente reconhecidas
entre os autores nomeadamente quanto a estabilidade,
biomecanica e biocompatibilidade.

Figura 1. Tlustragdo da divisdo do menisco da periferia para
o centro em 3 zonas de acordo com o nivel de
vascularizagdo (parte vascular (R-R), média (R-W) e
avascular (W-W).
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Citando René Verdonk[*] - “Nothing has changed
so much in knee treatment and surgery as meniscal
treatment algorithms” — Esta afirmacdo sumariza
claramente a revolug¢do que ocorreu recentemente na
abordagem das lesdes meniscais.

Os novos desafios visam melhorar as técnicas de
reparacgdo alargando a sua aplicagdo, nomeadamente
as lesOes em area avascular, e diminuir a sua taxa de
faléncia. Em relacdo aos casos de perda irreparavel de
tecido, o objetivo maior seria o recurso a Técnicas de
Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa para
criar uma fonte virtualmente inesgotavel de tecido
cumprindo todas as exigéncias de seguranga capazes
de reparar com qualidade o defeito ou mesmo ser
usado como substitui¢do total do menisco.

Hoje ¢ consensual assumir que o menisco humano
(Figura 2) tem um papel fundamental na homeostasia
do joelho com fungdes na transmissao de carga,
absor¢do de impacto, nutrigdo e lubrificagdo, aumento
da congruéncia articular e propriocepgao.

Este trabalho visa contribuir para a prossecu¢ao
desse objetivo de preservacao, reparacao e substitui¢ao,
apresentando novas op¢des de biomateriais ¢ novas
estratégias de Medicina Regenerativa com aplicagao
ao tratamento do menisco.

Figura 2. Dissecco de espécie humano; MM- menisco medial;
LM- menisco lateral; * - representagdo esquematica
da insercdo tibial dos feixes do ligamento cruzado
anterior.

2. ESTADO ATUAL DAS APLICACOES DE
ENGENHARIA DE TECIDOS E MEDICINA
REGENERATIVA: REVISAO SISTEMATICADA
LITERATURA (INVESTIGACAO ORIGINAL)

INTRODUCAO

O advento da Engenharia de Tecidos (ET) promete
revolucionar a Medicina proporcionando estratégias
que mimetizam os mecanismos normais de reparagao
e regeneragao que ocorrem na natureza

Tal como descrito por Langer ¢ Vacanti[**],a ET é
o campo do conhecimento que recorre aos principios
quer da Engenharia quer das Ciéncias da Vida visando
o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para
reparar, manter ou melhorar a fung@o dos tecidos.

As abordagens de ET, por definicdo, recorrem a
trés variaveis principais (triada da ET), i.e., matrizes
(scaffolds), células (diferenciadas ou indiferenciadas)
e agentes bioativos incluindo fatores de crescimento
(FCs), que podem ser implantados no local da lesao
de forma isolada ou combinada.

Por outro lado a Medicina Regenerativa ¢ um
conceito mais abrangente e além de abranger o
uso de moléculas soltveis e células estaminais
ou duferenciadas, aplica igualmente estratégias
terapéuticas recorrendo a ET e terapia génica para
estabelecer ou reparar o funcionamento normal de
células/tecidos/6rgaos.

Depois do reconhecimento da importancia dos
meniscos em manter a homeostasia do joelho tem
vindo a ser tentado o desenvolvimento de tratamentos
regenerativos como alternativa ou complemento
dos procedimentos tradicionais de reparagao ou
meniscectomia.

Esta necessidade de reparagdo/regeneragio
meniscal tem vindo a merecer interesse crescente dos
clinicos com sucessivos apelos para a preservacao
do menisco — “Save the Meniscus”[*°]. E quando a
preservagao ou reparagao deixam de ser viaveis, o
caminho que tem vindo a ser proposto como mais
adequado ¢ o da substitui¢do[*’], com experiéncia
e consenso crescentes relativos a transplantacgao
meniscal com aloenxerto em casos selecionados.
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Se considerarmos o significativo impacto
socioecondmico desta lesdo (pela sua frequéncia e
por atingir muitas vezes uma populagdo jovem no pico
da sua capacidade produtiva), ¢ atendermos a escassez
de solugdes clinicas até ao momento, parece evidente
anecessidade de desenvolvimento de novas opgdes[®]
para responder as necessidades e expectativas dos
pacientes.

A comunidade clinica em geral (incluindo
ortopedistas) tem vindo a reconhecer a importancia
crescente da investigagdo em ciéncias basicas,
Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa[*']
(ETMR) no aparecimento de uma nova linguagem e
um novo mundo de opgdes e perspetivas para lidar
com problemas clinicos. O Multicenter Orthopedic
Outcomes Network (MOON), de um cohort prospetivo
de jovens submetidos a reparacdo do ligamento
cruzado anterior concluiu que existe um “mercado”
potencial importante para aplicagdes de ETMR as
lesdes do menisco quer através do desenvolvimento de
scaffolds, quer alargando a possibilidade de reparagao
a zona avascular, quer desenvolvendo formas de
reparagao inteiramente bioldgicas sem recurso a
implantes[*].

Sendo a reparagdo/regeneragdo meniscal um tema
quente em Ortopedia, e mais recentemente sendo-o
também em ETMR reconhecemos a necessidade de
reunir e organizar os avangos mais recentes nesta area.

O propdsito desta revisdo sistematica da literatura
¢ sumariar e hierarquizar os estudos publicados
de estratégias de ETMR aplicadas ao menisco,
proporcionando igualmente uma narrativa sistematica
que permita aos clinicos/especialistas familiarizarem-
se com 0s avangos mais recentes neste campo.

Assim, ¢ aqui organizada toda a informacao
relevante relacionada com: (i) aplicagdes clinicas,
indicagdes, resultados e complicagdes; ¢ (ii) principais
correntes de investigacdo no campo da reparacao/
regeneragdo meniscal aferida pela analise dos estudos
pré-clinicos (in vivo) publicados.

Além de estabelecer um estado da arte das
aplicagdes clinicas neste topico visamos igualmente
apresentar a informagao relevante perto da clinica para
facilitar o passo final de transi¢ao do conhecimento do

laboratorio para a cabeceira dos doentes num futuro
proximo, e ajudar o recentemente reconhecido “clinico
ortopedista-cientista”[*] a conceber e efetivar projetos
validos de investigacao.

MATERIAL E METODOS

Trés investigadores independentes realizaram uma
pesquisa usando a base eletronica PubMed de todos
os trabalhos originais publicados de 2006 a margo de
2011 usando o termo “Meniscus” combinado com
qualquer dos seguintes: “Scaffolds”, “Constructs”,
“Cells”, “Growth factors”, “Implant”, “Tissue
engineering” e “Regenerative Medicine”. Um segundo
periodo (2000 a 2005) foi considerado de forma a
aferir a evolugdo do interesse neste topico refletido no
numero de publicacdes.

Os critérios de inclusdo foram: artigos em lingua
inglesa, ensaios clinicos originais (nivel I a IV[*]), e
estudos pré-clinicos (in vivo) implicando estratégias
TERM aplicadas as lesdes dos meniscos. O score
Metodoldgico de Coleman Modificado[*] (MCM) foi
usado para aferir qualitativamente os ensaios clinicos
selecionados.

Todos os artigos identificados foram analisados e
discutidos entre os investigadores e tomada a decisao
final de inclus@o ou exclusdo. Até julho de 2011
(pré-publicacdo), além das referéncias bibliograficas
as bases eletronicas dos jornais identificados foram
verificadas em busca de artigos relevantes nao
identificados na pesquisa original. Perante auséncia de
acordo a decisao final foi tomada por um dos autores
(R.L.R.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo método descrito foram identificados no
periodo de 2000 a 2005, 161 artigos enquanto de
2006 a margo de 2011 este numero aumentou para
285 (Quadro I).

Destes (n=285), 102 foram excluidos por terem
sido classificados como ndo relacionados com o
topico, 9 por ndo estarem escritos em lingua inglesa e
19 por serem estudos de nivel V.
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Quadro I. Resumo da pesquisa, critérios de exclusdo e nivel de evidéncia dos artigos

identificados.
Pesquisa origmal periodo 2000 a 2005 161
Pesquisa ongmal periodo 2006 a 2011 (Margo) 285

Estudos exclidos por ndo se relacionarem com o topico (ou sem abordagem 102

especifica para menisco)

Estudos excluidos por niio serem escritos em lingua Inglesa 9
Exclusdo de estudos in vitro 118
Exclusdo de estudos de nivel V 19
Referéncias ndo identificadas pela PubMed 1
Estudos clnicos mehidos (nivel [-1V) 8
Estudos pré-clmicos mchidos (in vivo) 30
Estudos mechiidos depois da pesquisa original (pré-publicagio) 2

Nao foi encontrada nenhuma revisdo sistematica
da literatura relativa a este tema.

Foram ainda excluidos 118 estudos in vitro
incluindo estudos de cultura celular, ensaios
biomecanicos ou de citotoxicidade de biomateriais.

Uma (n=1) referéncia foi identificada pela pesquisa
da lista de referéncias. Considerando os critérios
definidos foram identificadas 38 referéncias para
analise[**%3]. Duas outras referéncias (n=2) foram
incluidas pela pesquisa pré-publicagao[*%].

Estudos clinicos de aplicacdes de Engenharia de
Tecidos para regeneracdo meniscal

Dos estudos clinicos um corresponde ao nivel
de evidéncia 1%, dois ao nivel I1I°7° | e seis ao nivel
[V[#8:35222788384] ° A Quadro II sumariza a experiéncia
clinica de estratégias de ET para tratamento do
menisco lesado ou degenerado. A média do score
MCM de todos os estudos foi de 48,0 (S.D.=15,7).

Na sua maioria, 8/9 estudos referem-se a

implantagdo de scaffold acelular para reparagao
de defeitos parciais do menisco (sete referem-se a
matrizes baseadas em colagénio e em um estudo
baseada em poliuretano). Apenas um estudo se refere
a possibilidade de aplicagdo de coagulo de fibrina
(abordagem por scaffold-fatores de crescimento) como
potenciador da reparacao de ruturas horizontais na
zona avascular.

Os sete estudos publicados relacionados com
aplicacdo do Collagen Meniscus Implant (CMI,
atualmente conhecido por Menaflex®, ReGen
Biologics, USA) envolveram 565 pacientes dos quais
487 foram avaliados e 304 receberam implantes CMI.
Todos aplicados em defeitos do menisco interno.
O score MCM médio dos ensaios com CMI foi
50,6 (S.D.=12,6). Um estudo comparou resultados
de osteotomia tibial de valgizagdo isolada (OTV)
com a combina¢do de OTV e CMI®; dois usaram a
meniscectomia parcial como grupo de controlo[%7]
e os restantes sdo séries de casos sem controlo. Os
controlos incluiram 167 meniscectomias parciais ¢
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Quadro Il. Estudos clinicos de abordagens ETMR para tratamento do menisco lesionado ou degenerado. RM - DCE — Ressonancia
magnética dynamic contrast-enhanced; OTV — Osteotomia tibial de valgizagdo; CMI — Collagen Meniscus Implant; FC —Fatores
crescimento; VAS — escala visual analogica da dor.

Referéncias Defeito

meniscal

Abordagem
terapéutica

n casos/n  Grupo Controlo
controlos

Zaffagnini  Defeito parcial
etal 2007  de menisco
interno =25% acelular
c/ preservagio
do muro

Idade Follow-

pacientes up
média

Score Nivel MCM
clinico  evidéncia  score

Avaliacao
imagiolégica

Artroscopia
2nd look

VAS

Rodkey etal Defeito parcial  Implantagio 160/151 Meniscectomia S (n=141) Lysholm; nivel 1T
2008 ** de menisco de CMI parcial agudo; Tegner;
interno >25% acelular 40.0 anos VAS
c/ preservagdo cronico
do muro

Zaffagnini  Defeito parcial ~ Implantagao 17/16 Meniscectomia  38.0 anos 135 Raio X: RM N Lysholm; nivel 11 59
etal2011™  de menisco de CMI parcial meses IKDC;
interno =25% acelular Tegner;
¢/ preservagdo VAS;
do muro SF-36

Defeito parcial — Implantagéo
al 2011 % menisco de scafold
(interno on acelular de
externc; poliuretano
preservagio
do muro;
Comprimento
médio 47.1

mim

12 meses S (n=44)

Biopsias e

Histologia
(n=44)

16 OTV. A idade media reportada para aplicacdo de
CMI variou entre 29,2[%*%] e 41,8 anos[*']. Um dos
estudos ndo fornece informagao relativa ao género[®']
mas dos restantes 223 sdo homens e 61 mulheres. O
seguimento médio variou de 24[°'] até 133 meses[”%].
Um estudo refere apenas seguimento até 24 meses[>*]
mas ndo fornece nenhum valor numérico de medida
de tendéncia central.

As cirurgias concomitantes a aplicagdo do CMI
incluiram 96 reparagdes do ligamento cruzado
anterior (LCA)[#8:526879.8284] 26 QTV[*4:5261], ¢ 7

microfracturas[*$52787984] ¢ 2 transplantes autdlogos
de condrocitos[>?] para tratamento de lesdes condrais
de grau III.

Cinco ensaios dividiram os candidatos em dois
grupos: (i) lesdes meniscais agudas irreparaveis e
(i1) grupo de lesdes cronicas com perda prévia de
tecido[*52687879] " Apenas dois forneceram alguma
informacgdo sobre a classificagdo (tipo) de lesdes
meniscais[**%4]. Pouca informagédo ¢é fornecida sobre
o tipo e o tempo decorrido entre as cirurgias prévias
¢ a cirurgia de implantagao[®*7%%]. No estudo que
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considera a aplicagdo do CMI em pacientes candidatos
a OTV nenhuma informacgao sobre o alinhamento no
plano frontal pré- ou pos-operatorio foi fornecida nem
para os casos nem para os controlos[®']. O intervalo do
tempo decorrido desde a lesdo, o inicio dos sintomas
ou a meniscetomia prévia foi pobremente ou nao
definido de todo.

Varios scores clinicos diferentes foram usados. Em
ordem decrescente de frequéncia: Lysholm score (n=5)
[#8:61.6879.84] " escala subjetiva visual analogica (VAS) da
dor (n=5)[¢1-¢8787984] "Tegner activity level score (n=3)
[#86879], International Knee Documentation Committee
(IKDC) avaliagdo objetiva (n=2)"%" e subjetiva (n=1)
[¢'], Cincinnati knee rating scale (CKRS; n=1)["] e
SF-36 score (n=1)["]. O Tegner score pré-operatorio
foi baseado na memoria dos pacientes em dois
estudos[®*7]. Um estudo desenhado para avaliagdo por
ressonancia magnética (RM) ndo apresenta resultados
cinicos[*?]. Apesar desta diversidade, poucos dados
numéricos de estatistica descritiva e resultados clinicos
sdo apresentados (incluindo escassez ou mesmo
auséncia de medidas de dispersao) limitando a analise
global dos resultados fornecidos.

Quatro estudos apresentam avaliagdo radiologica
independente[*3787%84], Um usou o Kellgren-Lawrence
score[**], e outro[”] comparou a diminui¢do da
interlinha articular entre o joelho operado e o
contralateral (saudavel), Monllau et al[*] usou a
classificacdo de Ahlbiack e nenhum método especifico
¢ referido no quarto[®].

A avaliacdo por RM ¢ apresentada em cinco
estudos[*32787984]  Genovese et al[*?] descreveu
um score de RM de 1 a 3 graus em que um score
mais alto corresponde a uma maior aproximagao ao
menisco normal quanto a caracteristicas morfologicas
ou de sinal. Este método foi usado em trés estudos
subsequentes[*379%]. Genovese et al[*?] propos
avaliagdo por artro-RM para melhor aferi¢cdo das
lesdes condrais (em dois casos a RM convencional
falhou na detec@o de lesdes condrais que s6 foram
detetadas na artro-RM) o que foi também considerado
pelo grupo de Bulgheroni[*].

Quatro ensaios[*3526178] apresentaram resultados de
artroscopias subsequentes (second look arthroscopies)

num total de 187 pacientes.

O comprimento médio do CMI aplicado foi
apresentado em trés estudos[*®7*#] e variou entre
3,6 ¢ 4,8 cm. Um aumento da area total de tecido
considerando o muro meniscal existente na cirurgia
de implantacdo e o novo tecido formado registado na
artroscopia de second look foi também descrito[®®].
Foram efetuadas biopsias em 149 doentes de dois
ensaios[*#%8]. Nenhum método especifico de avaliagdo
ou classificagdo histologica objetiva reprodutivel
foi usado. Os resultados referidos baseiam-se em
estimativas visuais ou descrigdes histologicas
genéricas.

Considerando como faléncia a impossibilidade
de identificar o implante na RM, 7 casos foram
descritos[**787%:84], Um deles foi reoperado para
remogao de restos do implante, e a artroscopia de
second-look confirmou o diagnéstico[*?]. Nenhuma
outra consideragdo foi referida para os restantes.
Além deste, 6 outros foram removidos, num total de
7: um por desorganizagao[**]; um por desorganizagio
e luxagdo[®']; dois por faléncia precoce de fixagao[*%]
(um dos pacientes ndo cumpriu indica¢des pos-
operatorias[*]); um por infe¢ao[**] e um outro por
causa ndo especificada[®®].

Derrame e/ou dor, rigidez, bloqueio ou sensagao de
instabilidade determinaram necessidade de reoperacao
em 8 doentes[®®7*84]. As reinterven¢des relacionadas
com o método de implantacdo do CMI incluiram
ainda um caso de compressao de um ramo infrapatelar
do nervo safeno que necessitou de neurolise[*®]
perfazendo um total de 15/282 pacientes reoperados
por complicagdes consideradas como possivelmente
relacionados com o método.

Os procedimentos de reintervengdo incluiram
desbridamento/lavagem artroscopica isolada ou
combinada[*¥5261687879] ' QTV[*87>%] reconstrugdo do
LCA[®], meniscectomia parcial[®*] e transplante de
menisco de cadaver[**]. Uma redugio na dimensdo do
implante foi referida em todos os estudos, registada
por RM ou second look. Contudo, a incidéncia exata
desta ocorréncia ndo pode ser apresentada uma vez
que o problema nédo foi especificamente abordado e
nem a sua magnitude nem a implicagdo no resultado
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clinico foi estudada.

Nao foi registado nenhum dado clinicamente
relevante quanto a inflamacdo ou resposta imune
significativa ao CMI nas bidpsias efetuadas.

Apenas um estudo multicéntrico de nivel de
evidéncia IV[¥] com 52 pacientes se refere a
experiéncia clinica com o implante baseado em
poliuretano (Actifit®, Orteq Ltd, London, United
Kingdom). Destes, 39 sdo homens e 13 mulheres com
idade média de 30,8 (S.D. = 9,4) anos, 34 por lesdo
do menisco interno e 18 do externo com comprimento
médio de 47,1 mm.

Nao foram apresentados resultados clinicos, os
autores propuseram-se aferir a seguranga e crescimento
de novo tecido recorrendo a analise independente por
RM (cega para dados clinicos) incluindo imagens de
RM potenciada por injecdo dindmica de contraste
(DCE-MRI; método para aferir vascularizagiao do
tecido). Analise histoldgica qualitativa é apresentada
para 44/52 casos. Foi registado um caso de nao
integragdo da scaffold ao menisco nativo aos 12
meses. As complicagdes registadas aos 12 meses de
seguimento incluem: um paciente que desenvolveu
infecdo (1 semana apds cirurgia o implante foi
removido); um paciente submetido a protese total do
joelho 4 meses apds implantacdo (considerado pelos
autores um erro de inclusdo por artrose severa desde
0 inicio); e um caso de enfarte do miocardio. Todos
estes casos foram considerados como nao relacionados
com o implante.

Um tnico ensaio[*°] propds uma estratégia
para expandir a indicacdo de reparacao as ruturas
horizontais em zona avascular pelo recurso ao coagulo
de fibrina. O defeito ¢ preenchido com coagulo de
fibrina antes de ajustar as suturas num efeito tipo
“sandwich”. Esta série inicialmente refere aplicagdo
em 3 meniscos internos ¢ 6 externos. Conclusdes
genéricas de melhoria nos scores funcionais sdo
descritas mas apenas o score de Lysholm est4 acessivel
e para um unico doente.

Estudos pré-clinicos de aplicacdes de Engenharia
de Tecidos para regeneracdo meniscal

Para sistematizar os dados desta analise os ensaios
pré-clinicos (n=31) foram agrupados de acordo com
o modelo animal usado, i.e., pequenos ou grandes
animais. As correntes de investigagdo apresentadas
incluem: estratégias de poténcias reparacao por sutura;
substituicdo parcial ou total; e terapias percutaneas para
aumentar reparacao tecidular ou diminuir a sua taxa
de degradacao. Dos trinta e ensaios pré-clinicos onze
usaram modelos de grandes animais incluindo porco,
ovelha e cabra. Da andlise concluimos que quatro se
focam na aplicag@o de scaffolds acelulares[*-%28285],
seis estudos combinam scaffolds com células quer
alogénicas[’*>7*] quer autdlogas[>*%73] ou combinam
scaffolds com fatores de crescimento (VEGF)[¢%].
Uma abordagem por terapia génica € apresentada em
um estudo pela combinagao de um gel de alginato
injetavel com células humanas da medula 6ssea
transfectadas com IGF-1[%!].

Vinte estudos usaram modelos de pequenos animais
como camundongo, rato, coelho e cdo salientando-se
que estdo centrados essencialmente no estudo de
scaffolds acelulares ou combina¢do de células com
scaffolds (conhecidos por constructs).

Na realidade, combinando todos os ensaios pré-
clinicos constatamos que onze se focam em abordagens
por scaffolds acelulares[*9-5!:53:62,67.71.72.76.82,85]
nove testaram scaffolds semeadas com
células[*7575963:69.73-75.77] " dois testaram a combinagdo
de células-scaffold-FCs[**#] (FCs - fatores de
crescimento) associada ainda a terapia génica num
deles[*']. Adicionalmente um estudo comparou scaffold
associada a células com scaffold associada a FCs[%]
e um outro testou in vivo a imunocompatibilidade
de uma scaffold (menisco de porco descelularizado)
mas com inten¢ao de aplicagdo numa abordagem por
construct[”°]. Trés estudos testaram a combinagio
scaffold-FCs[35:6066], trés apresentam terapia
injetavel com células estaminais (MSCs)[*°*%] ¢
um apresenta terapia génica isolada[®]. A figura 3
ilustra a heterogeneidade e frequéncia das diferentes
abordagens testadas em ensaios clinicos e pré-clinicos.
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Figura 3. Representagdo grafica da heterogeneidade e frequéncia
das diferentes abordagens usadas para a reparacao/
regeneragdo do menisco, e testadas em ensaios clinicos
e pré-clinicos.

Enquanto a maioria dos ensaios clinicos reporta a
implantacdo de scaffolds acelulares para substituicao
de um defeito irreparavel do menisco (8 de 9 estudos),
a mesma tendéncia nao se verifica na investigagao em
fase pré-clinica. Nesta ultima, a maioria dos estudos
relacionados com o uso de scaffolds (n=27) favorecem
o seu uso combinada com células (constructs) e/ou
com fatores de crescimento (16/27).

A maioria dos pacientes dos ensaios clinicos
avaliados encontram-se na sua terceira a quinta décadas
de vida. Considerando ainda que as lesdes do menisco
permanecem como a causa mais frequente de lesdo dos
joelhos que implicam tratamento cirtrgico[’], podemos
extrapolar consequéncias relevantes do absentismo
laboral e impacto socioecondmico decorrentes
desta entidade patologica. Nesta populacdo jovem
podemos esperar genericamente um razoavel estado
da cartilagem em joelhos estaveis (ou estabilizados)
com lesdes dos meniscos, constituindo o alvo
ideal para defender a funcdo dos meniscos visando
proteger a degeneragdo articular precoce. Por todos
estes factos sublinha-se a importancia clinica deste
topico e o significativo impacto socioeconémico do
desenvolvimento de novas possibilidades terap€uticas
eficazes nesta area. Seguramente que a prossecugdo
deste objetivo requer o dominio pelos clinicos desta

nova area do conhecimento com a sua linguagem
especifica e o esfor¢o combinado de varias areas de
ciéncia incluindo Ortopedia, Veterinaria, Bioquimica,
Biologia, Engenharia de Tecidos ou Medicina
Regenerativa. Contudo o acesso a estudos de ciéncia
basica nem sempre ¢ facil para clinicos pelo que o
papel do ortopedista clinico-cientista[*] tera um papel
fundamental no desenvolvimento de novos horizontes
e no levantar de um novo tipo de soluc¢des para alguns
“velhos” problemas clinicos.

Nos oito estudos clinicos reportando ao uso
de scaffolds encontramos consenso quanto as
suas indicac¢des independentemente do material
aplicado que podemos resumir: (i) perda irreparavel
traumatica ou degenerativa de tecido meniscal
preservando as inser¢des anterior e posterior do
menisco além de um muro meniscal residual; (ii)
doentes biologicamente jovens; (iii) joelhos estaveis
ou estabilizados cirurgicamente. Da mesma forma
quanto aos critérios de exclusdo: (i) insuficiéncia do
pivot central; (ii) alteracdes degenerativas marcadas
do compartimento afetado ou global; (iii) desvio
axial major no plano frontal ndo corrigido; (iv) artrite
inflamatodria ou patologia autoimune; (v) infegdo ativa
ou patologia neuroldgica que impegam o cumprimento
das indicagoes pds-operatorias.

Nos estudos comparativos[¢*37°] os controlos
submetidos a meniscectomia parcial cumpriram um
plano de reabilitagao diferente do dos doentes que
receberam implantes e este facto ndo foi esclarecido
para os doentes submetidos a osteotomia tibial de
valgizacdo (OTV)[¢']. Este facto pode influenciar
os resultados a curto prazo mas temos de concordar
que sera provavelmente irrelevante para um tempo
de seguimento mais longo[”]. Da nossa analise ndo
foi possivel concluir qual o tipo de controlo mais
adequado para avaliar estratégias de substitui¢cdo
parcial, i.e., meniscectomia parcial ou OTV.

A variedade de scores clinicos usados e a escassez
de dados numéricos fornecidos limita a aferigédo
global e conjugada dos resultados e este facto deve
ser considerado em ensaios futuros.

Todos os estudos que usaram o Menafllex®/CMI
apresentaram algum grau de melhoria clinica por
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comparagdo ao estado pré-operatOrio[*3-5261.68.78.79.84]
Comparando com OTV isolada, Linke et al[®'] ndo
encontrou diferencas significativas. Zaffagnini et al[”]
e Rodkey[®*] usando como controlos meniscectomia
parciais nao conseguiram estabelecer diferencas
significativas no score de Lysholm. Considerando
0 parametro dor para os casos com CMI, um nao
conseguiu encontrar diferengas[®®] mas resultados
significativamente melhores foram descritos pelo
outro[™].

Uma nova ferramenta para aferir resultados foi
proposta por Rodkey et al[®*] (e usada num estudo
subsequente[”]), o index Tegner (IT) que tenta avaliar
a percentagem de nivel de atividade perdida que foi
recuperada como resultado do tratamento. E calculada
pela subtragao do score Tegner pré-operatorio pelo
score obtido na ultima avaliagdo e depois divide-se a
diferenca obtida pelo resultado da subtracdo do score
prévio a les@o pelo score obtido imediatamente antes
da cirurgia.

Na série de Zaffagnini et al[”®] e no ramo cronico
da série de Rodkey verificou-se uma melhoria
significativa do IT que ndo se verificou no ramo das
lesdes agudas deste ultimo[®®]. Além destes dois[**7]
trabalhos ndo conseguimos identificar nenhum outro
trabalho validando o IT como ferramenta de medi¢ao
da quantidade de perda de atividade que ¢ recuperada
apos a cirurgia. Além disso, nestes trabalhos o score
Tegner pré-operatorio foi calculado com base na
memoria dos pacientes pelo que se deve considerar a
fonte de viés dai inerente.

O score de RM descrito por Genovese et al[**] tem
sido usado subsequentemente o que facilita a analise
deste parametro. Alguma maturagio de tecido parece
ocorrer com o tempo, contudo caracteristicas basicas
da sua constitui¢do e caracteristicas volumétricas
constituem aspetos criticos do sucesso e permanecem
mal definidas.

As biopsias tém sido descritas com base em
estimativas genéricas. Seria util a definigdo de
parametros histologicos objetivos a serem reproduzidos
pelos varios ensaios. O novo tecido obtido tem sido
descrito como sendo nao fibrocartilagem pura mas um
tecido hibrido com algumas semelhangas[*].

Apesar de infrequentes t€m sido descritas faléncias
precoces por deslocacao ou reabsor¢ao do implante.
Uma diminui¢@o do tamanho do implante em alguma
magnitude tem sido frequentemente descrito apesar
de ndo ter sido ainda possivel estabelecer uma
relacdo entre este facto e os resultados clinicos.
Algumas preocupagdes quanto as pobres propriedades
biomecanicas iniciais foi também referida[*].

Um dado consistente em todos os estudos ¢ a
auséncia de respostas inflamatorias ou imunoldgicas
especificas do implante clinicamente relevantes.

O unico estudo relativo a aplicagdo do implante
baseado em poliuretano (Actifit®, Orteq Ltd, London,
United Kingdom) foi desenhado para testar o perfil
do implante quanto a ser biocompativel, biomimético
e biodegradavel além do seu perfil de seguranga[®].
Decorrentes desse facto ndo foram fornecidos dados
relativos aos resultados clinicos. As dimensoes e
caracteristicas dos defeitos tratados foram similares
as descritas nos estudos com CMI. A inclusdo da RM
potenciada por injecdo dinamica de contraste (DCE-
MRI) permitiu a aquisi¢do de dados importantes e
poderia ser usada no futuro para comparagao com o
CMI em termos de tempo ¢ qualidade de integracao.
Foi apresentada analise histoldgica qualitativa
para 84,6% dos casos com resultados descritivos
relativamente a vascularizagao, celularidade e matriz
extracelular. Foi descrita uma distribui¢ao do neo-
tecido que inclui uma cépsula fibrosa vascularizada
e trés camadas distintas. Este método deve ser
considerado em trabalhos futuros. Foi descrito um
caso de faléncia precoce mas, tal como para o CMI,
nao foi descrita nenhuma resposta inflamatoria ou
imunolodgica clinicamente relevante relacionada
com o implante. Apesar dos resultados positivos
na avaliacdo por RM e histologia sdo necessarios
resultados clinicos de ensaios prospetivos controlados
e “randomizados” antes de se poder concluir as
vantagens da disseminagdo do método.

Além disto, existindo duas propostas de implantes
tdo diferentes com os mesmos objetivos seria vantajosa
a realizacdo de estudos clinicos comparativos entre
ambos.

Deve ainda ser considerado que estamos na fase
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inicial da experiéncia com uma nova tecnologia e a
possibilidade de ocorrer um viés de publicagao[3¢%7]
(tendéncia dos investigadores e editores de lidarem
com os dados “positivos”, i.e. significativos, obtidos
na investigacdo de forma diferente da que lidam com
os resultados “negativos”, i.e., a favor da hipodtese
nula, ou inconclusivos) deve ser considerada.

Numa proposta completamente diferente,
Kamimura et al[*®] descreve experiéncia clinica
com um método que visa ampliar a possibilidade de
reparagao meniscal as lesdes horizontais em zona
avascular. Apesar da inerente inovagao do método,
de encontrar algum suporte nos estudos de ciéncia
basica, e de ter sido inicialmente classificado como
estudo de nivel de evidéncia 1V, a escassez de dados
clinicos objetivos fornecidos (refletida no MCM score
de 19) aconselharia a sua classificagao como estudo
com nivel de evidéncia V.

Relativamente aos ensaios pré-clinicos verifica-se
que existem propostas de novas abordagens por ETMR
que ainda ndo passaram a fase de ensaios clinicos
como terapia génica ou terapias percutaneas com
células estaminais.

Nos ensaios visando modelos de substitui¢cdo
parcial ou total do menisco a maioria dos autores
favorece a amplificagdo de scaffolds por combinagio
a fatores bioativos e/ou células por comparagao a
abordagens acelulares.

CONCLUSOES

Concluimos deste estudo um interesse crescente
nas aplicagdes da Engenharia de Tecidos e Medicina
Regenerativa aplicadas ao menisco mas esta ¢ a
primeira revisdo sistematica da literatura neste
topico com inclusdo da experiéncia clinica e in
Vivo. A substituicdo parcial por scaffolds acelulares
baseadas em colagénio ou poliuretano em pacientes
selecionados com lesdes irreparaveis do menisco
pode ser considerada segura e apresenta resultados
promissores. Contudo, devem ser assinaladas algumas
preocupagdes relacionadas com a fixagao inicial e
estabilidade dos biomateriais.

Deve ainda salientar-se que a maioria dos
estudos pré-clinicos aponta possiveis vantagens das
abordagens que combinem as scaffolds com células de
origem diversa e/ou fatores de crescimento.

Novas e diferentes abordagens por ETMR
continuam a surgir visando melhorar os processos de
reparacdo, diminuir a taxa de degeneragdo ou terapias
de substitui¢do dos tecidos e estdo em analise pré-
clinica podendo, no futuro, abrir novos horizontes a
pratica clinica.
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3. ULTRA-ESTRUTURA E BIOMECANICA:
DESCOBRIR AS BASES PARA A
REGENERACAO MENISCAL (INVESTIGACAO
ORIGINAL)

INTRODUCAO

Existem muitos aspetos por explorar relativamente
a caracterizacao biologica do menisco humano (Figura
4), mas o tema tem merecido um grande interesse nos
ultimos anos. Podemos afirmar que se tem prestado
maior atengao ao estudo das diferentes populagdes
celulares que o constituem, a investigagao da sua
ultraestrutura[®], densidade celular e distribuigao
da matriz extracelular, propriedades biomecanicas,
e interagdes bioldgicas ou mecanismos de resposta a
uma lesao.

Devido essencialmente as limita¢des inerentes ao
estudo de tecidos humanos, a maioria dos estudos
da biologia do menisco tem sido efetuado a partir de
modelos animais ou, em menor niimero, a partir do
tecido congelado de espécimes cadavéricos.

Apesar de algum possivel viés da caracterizacao
do menisco no joelho com algumas alteragdes
degenerativas quando comparado com o menisco
do jovem saudavel, podemos encontrar suporte na

Figura 4. Fotomontagem de ampliagdo a lupa do
menisco humano.

literatura de que, em meniscos morfologicamente
intactos, as alteragdes que se podem encontrar no
que respeita a sua estrutura[*] ou as populagdes
celulares[*°] serdo pouco relevantes.

Assim sendo, dada a maior possibilidade de
acesso, ¢ desde que estabelecidos critérios rigidos
de inclusdo, esta pode constituir uma fonte de tecido
para estabelecer padroes minimos das propriedades
deste tecido[°"*?] ¢ ajudar a contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de engenharia de
tecidos para aplica¢do clinica futura[**?].

MATERIAL E METODOS

Amostras de tecido humano foram obtidas
cirurgicamente nos hospitais locais, de acordo com as
orientagoes éticas das respetivas comissoes. Usamos
dadores vivos respeitando todos os critérios bioéticos
inerentes aos estudos de tecido humano conforme o
Comité de Etica da Universidade do Minho.

A populagdo principal ¢ constituida por dadores
entre os cinquenta e setenta anos de vida com
gonartrose unicompartimental.

Neste estudo foram avaliados 26 meniscos
externos (ME) e 23 meniscos internos (MI) obtidos
de 41 dadores (10 masculinos e 31 femininos). Apenas
meniscos morfologicamente intactos, sem antecedentes
cirurgicos foram incluidos e foram excluidos meniscos
de compartimentos classificados radiologicamente
como grau IV de Kellgren-Lawrence[?***]. Cada
menisco foi dividido em segmentos anterior, médio
e posterior antes da avaliagdo mecanica, bioldgica ou
histologica.

Foi usada uma amostra humana de paciente com
dezoito anos de idade com rutura aguda irreparavel
do menisco externo para controlo do fenétipo dos
meniscdcitos (i.e. células de articulacdo nao artrosica).

Propriedades biomecanicas por segmentos do
menisco humano em tecido fresco.

As propriedades viscoelasticas do menisco
foram determinadas recorrendo ao equipamento
TRITEC8000B DMA (Triton Technology, Reino
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Unido, Figura 5). Todas as analises foram realizadas
a 37°C. Antes de cada analise, diferentes por¢des do
menisco foram obtidas como descrito na Figura 6.
Assim, o menisco foi seccionado em trés regides:
anterior, médio e posterior. Dentro da regido de
interesse, as amostras foram cortadas de forma a
obter por¢des cilindricas com cerca de 4 mm de
diametro e 4 mm de espessura usando uma trefina de
biopsia. Procedeu-se a uniformizagdo do tamanho e
geometria das amostras a serem testadas. De seguida,
as amostras foram armazenadas em solu¢dao de PBS

até ao momento da analise. Todos os ensaios foram
realizados com as por¢des de menisco imersas em
PBS, num reservatorio deTeflon®. Depois de atingir
o equilibrio a 37°C, as analises foram realizadas a
uma frequéncia compreendida entre 0,1 ¢ 10 Hz.
Os ensaios foram também realizados sob amplitude
de deformagdo constante (50 mm). Uma pequena
pré-carga foi aplicada em cada amostra para garantir
que a superficie das por¢des de menisco estavam em
contacto com as placas de compressdo, antes do teste.

Figura 5. Fotografia do equipamento de caracterizagdo mecanica dindmica (DMA, esquerda) e segmentacdo

do menisco humano (direita).

Figura 6. Esquema representativo das varias etapas para obtencéo das diferentes por¢des de menisco humano usadas na preparagdo
das amostras para a avaliagdo mecanica dindmica (DMA): A) segmentacdo do menisco em parte anterior, média e posterior,
B) obtengao das diferentes porgdes cilindricas de menisco C) e D) corte e obtengdo da amostra de menisco (fresco) com 4

mm de diametro e 4 mm de altura, para andlise DMA.
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Isolamento de subpopulacdes, avaliacdo do
potencial condrogénico e caracterizagdo da
distribuicao celular em 2D e 3D (em curso)

Diferentes populagdes celulares isoladas de
meniscos humanos foram preparadas para analise
por citometria de fluxo. As células, das diferentes
populacgdes, apds tripsinizagdo, foram marcadadas
com anticorpos (CD31, CD34, CD44, CD45, CD73,
CD90, CD105) ligados a diferentes fluorocromos
(FITC - Isotiocianato de fluoresceina, PE - ficoeritrina,
e APC - aloficocianina). Em resumo, as células foram
incubadas durante 15 minutos, protegidas da luz, ¢ a
temperatura ambiente. Apos este passo de incubagao,
as amostras foram lavadas, em PBS, por centrifugagio
e fixadas com formaldeido (1%). De seguida, os dados
foram adquiridos num citometro FACSCalibur e
analisados utilizando o software CellQuest.

Tendo em conta a utilizagdo a que nos propomos,
na regeneracgdo parcial ou total de menisco, estamos
presentemente a avaliar celularidade e também
o potencial condrogénico das células isoladas,
recorrendo a meios de cultura ja amplamente descritos
na literatura, e disponiveis comercialmente, o que nos
permite a padronizagdo dos métodos utilizados em
cultura celular, tendo sempre em mente a aplicabilidade
clinica. Apos 28 dias de cultura na presenga de
suplementos condrogénicos, e com a utilizacdo de
cultura em micromassa, avaliaremos a extensdo da
diferenciagdo com recurso a técnicas histologicas,
como coloragdes (hematoxilina/eosina, safranina O,
azul de toluidina) e técnicas de imunocitoquimica
utilizando anticorpos anticolagénio tipo [ e II, e
agrecano. Estes resultados serdo complementados
através da quantificagdo dos glucosaminoglicanos
sulfatados, e recorrendo a técnicas de PCR para
a expressdo de genes especificos de cartilagem
(e.g., colagénio, proteina oligomérica da matriz da
cartilagem (COMP) e agrecano).

Neste trabalho, temos também como objetivo (em
curso) isolar células de tecido adiposo humano, tecido
este obtido por liposuc¢do em abdomenoplastias ou
da bolsa de Hoffa, apds consentimento informado
de acordo com a legislacdo em vigor referente

a protecdao de dados. As células serdo obtidas
através de um processo de digestdo enzimatica
com colagenase, e centrifuga¢do, e em seguida o
sedimento sera plaqueado, e por adesdo ao frasco
de cultura, propriedade das células estaminais
mesenquimais, como as presentes no tecido adiposo,
obteremos a populagao inicial para estudo. Diferentes
sobpopulagoes serdo isoladas a partir da primeira
fracao recorrendo a métodos de selecao magnética.
As células serdo caracterizadas quanto a expressao
de marcadores de superficie, referenciados para
células estaminais mesenquimais. Serdo efetuados
ensaios de proliferacdo e viabilidade celular através
da quantificagdo de ADN, ¢ ATP.

No final desta tarefa, os resultados esperados
sd0: (i) caracterizacdo da celularidade das diferentes
regides que constituem o menisco, (ii) isolamento de
células estaminais mesenquimais derivadas de tecido
adiposo colhido de abdomenoplastias ou da bolsa de
Hoffa; (iii) Caracterizagdo das subpopulagdes isoladas;
(iv) Avaliacao do potencial condrogénico das células
mesenquimais derivadas do tecido adiposo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo tem como principal objetivo
a caracterizacdo das propriedades mecanicas e
celularidade das diferentes regides que constituem o
menisco, i.e. parte anterior, média e posterior (Figura
7). Estes resultados serdo usados como padrao
para futura diferenciacdo condrogénica de células
estaminais obtidas da gordura humana (abdominal
ou gordura de Hoffa) para estabelecer duas possiveis
fontes celulares para uso terapéutico (células de
tecido nativo ou células estaminais autdélogas apds
diferenciagdo in vitro).

Da analise mecanica dindmica (DMA) dos
diferentes segmentos do menisco humano a fresco
observamos (Figura 8) a seguinte tendéncia de
crescente de rigidez: segmento anterior MI (0,25 MPa
a 1Hz) <anterior ME< médio ME<posterior MI<
posterior ME< médio MI (0,9 MPa a 1 Hz).

A analise de micro-CT do menisco liofilizado
revelou uma porosidade média de 53%, espessura
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Figura 7. Fotografias dos varios segmentos do menisco humano (AR-anterior, M-médio, e PR-posterior).
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Figura 8. Propriedades mecénicas dos meniscos (a fresco) avaliadas através de anélise de DMA.

média das trabéculas igual a 80 pm e um tamanho
de poros em média de 85 um. A figura 9 mostra as
imagem 2D de raios X do menisco liofilizado e a
distribui¢do da espessura das trabéculas e tamanho
de poros.

As células isoladas (Figura 10) das diferentes
amostras incluem fibrocondrdcitos (meniscocitos) e
células estaminais mesenquimais.

Foram analisadas diferentes populagdes celulares
utilizando citometria de fluxo. A analise indica que
as células expressam de forma heterogénea, i.e.,
intensidade de fluorescéncia média a alta, os seguintes
marcadores: CD44, CD73, CD90, CD105. Quando
analisada a percentagem de células positivas para os
quatro marcadores referidos, os valores sao superiores
a 97,0%=x1,5% (média + erro padrdo da média). As

mesmas populagdes foram ainda analisadas para a
expressao de CD31, CD34 e CDA45, tendo os valores
obtidos sido 1,8%=+0,8%, 3,2%+1,0% e 0,2%=+0,1%,
respetivamente. Em duas das populagdes isoladas,
foram analisadas duas passagens diferentes (P2 e P7),
tendo-se verificado a manutengdo dos marcadores
analisados e respetivas percentagens de expressao. A
figura 11 é uma representacdo dos resultados obtidos
para as populagdes em estudo.

Este ensaio foi repetido com uma amostra de
célula obtidas de um dador vivo com 18 anos de idade
que sofreu rutura traumatica complexa e irreparavel
do corpo e corno do menisco externo, operado 4
semanas apos a lesdo. Neste caso a articulacdo nao
apresentava qualquer alteragdo artrésica no plano
clinico, radioldgico, ressonancia magnética ou
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Figura 9. Analise de micro-CT do menisco liofilizado.

Figura 10. Fotografia de microscopia das células isoladas
do menisco humano (20x). Células fusiformes
“fibroblast-like” ¢ mais arredondadas “chondrocyte-
like”.

avaliacdo artroscopica intraoperatoria. Os resultados
obtidos até nas analises efetuadas até ao momento
foram sobreponiveis aos descritos para a populagao
em estudo.

Por sua vez, a caracteriza¢ao da distribuicdo celular
em 2D e 3D, dos diferentes segmentos e regioes que
constituem o menisco estd neste momento a decorrer.
Para tal, a celularidade (Figura 12) ¢ determinada
usando um método semiquantitaivo, e recorrendo a
analise histologica do menisco (coloragdo H&E). Este
estudo contempla um universo de 25 pacientes (18
meniscos externos ¢ 7 meniscos internos). Sendo que
destes uma parte foi avaliada apenas em 2D (n=15) e
outra em 3D (n=10).

O uso de dadores com mais de cinquenta anos,
com artrose em algum compartimento do joelho
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Figura 11. Dot-plots e histograma representativos dos resultados de citometria de fluxo para as diferentes populacdes celulares isoladas
de amostras de menisco humano. A) representa o tamanho (forward scatter — FSC) e complexidade (side scatter — SSC)
das populagdes em estudo; B) e C) carateriza a autofluorescéncia das células nos diferentes canais fluorescentes utilizados
na analise (FL1, FL2 e FL3); D) corresponde a expressdo de CD34 (FL2) e CD31 (FL4); E) e F) ilustram a expressdo de
CD105 (FL1), CD73 (FL2) e CD90 (FL4); o histograma G) ilustra a expressdo de CD44 (curva a cheio) onde a linha vazia
representa a autofluorescéncia das células analisadas.

Figura 12. Fotografia do menisco humano e imagens de histologia (coloragdo H&E) das differentes
secgdes que o constituem (parte vascular (R-R), média (R-W) e avascular (W-W).
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pode constituir uma fonte de viés. Contudo, existe
suporte na literatura determinando que nao existem
alteragdes relevantes quer no respeitante a células[*],
quer relacionados com a estrutura[®’] de meniscos
morfologicamente intactos obtidos desta fonte.

Alguma diminui¢do da densidade celular ¢
espectavel com a idade[**] e ndo se exclui igualmente
alguma alteracdo da biomecanica. Contudo, este
estudo tem o mérito de avaliar, pela primeira vez,
as propriedades biomecanicas em tecido humano
fresco, obviando o viés inerente ao uso de material
congelado[?*"7] que altera significativamente as
propriedades fisicas do menisco[?%%].

Foi possivel obter neste modelo, de forma repetida
e consistente, células viaveis e funcionantes com
caracteristicas de tecido meniscal normal semelhantes
ao descrito na literatura[%*°°]. As células de controlo
obtidas de lesdo aguda em paciente jovem confirmaram
a preservacdo fenotipica da populacdo principal tal
como previamente descrito.

CONCLUSOES

Este estudo contribuiu para um conhecimento
mais profundo do menisco humano nomeadamente
no que respeita as propriedades biomecéanicas dos
varios segmentos do menisco (sem processo de
congelamento) e da sua biologia celular. Da analise
mecanica dinamica (DMA) dos diferentes segmentos
do menisco humano observamos a seguinte tendéncia
decrescente de rigidez: segmento anterior MI (0,25
MPa a 1Hz) <anterior ME< médio ME<posterior
MI< posterior ME< médio MI (0,9 MPa a 1 Hz).
As células isoladas das diferentes amostras incluem
fibrocondroécitos e células estaminais mesenquimais
(positivas para CD105, CD73 ¢ CD90; negativas
para CD34 ¢ CD45). A densidade celular decresce
da periferia (R-R) para o centro (W-W). Observou-se
uma assimetria na celularidade entre os diferentes
segmentos avaliados.

O modelo usado na manipulacio das populacdes
celulares permitiu obter de forma fiavel e reprodutivel
células viaveis para aplicagdes em engenharia de
tecidos.

Estes dados acrescentam desde ja conhecimento
relevante sobre este tecido com o objetivo de
desenvolver novas e mais eficazes abordagens
visando a regeneragdo parcial/total do menisco mas os
trabalhos em curso neste capitulo poderao abrir ainda
novas perspetivas.
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4. NOVAMATRIZ TRIDIMENSIONAL POROSA
PARAABORDAGEM CELULAR EACELULAR
EM ENGENHARIADE TECIDOS DO MENISCO:
ENSAIO IN VITRO (INVESTIGACAO
ORIGINAL)

INTRODUCAO

Reconhecendo algumas das limitagdes descritas
para as scaffolds em aplicagdo clinica e mesmo pré-
clinica com base na revisao sistematica da literatura
efetuada (faléncia precoce de integragao, diminuicao
progressiva do volume, tecido final diferente de
fibrocartilagem - capitulo 2), e considerando os
parametros minimos do ponto de vista biomecanico e
bioldgico resultantes do trabalho descrito no capitulo
3, avancamos no desenvolvimento de uma nova opgao
com um novo biomaterial que pudesse estabelecer
vantagens do ponto de vista da estabilidade,
propriedades mecanicas e biocompatibilidade.

A fibroina de seda obtida do bicho da seda tem
vindo a ser explorada como biomaterial para a produgao
de scaffolds. A arquitetura e as propriedades mecanicas
de uma matriz tridimensional porosa sdo variaveis
determinantes no controlo da formacao/regeneragdo
de tecido[*], tal como o s@o a disponibilidade de
meio adequado (incluindo fatores de crescimento) ¢ a
pressdo hidrostatica['%!%!] particularmente se estamos
a lidar com cartilagem (o que justifica o papel dos
bioreactores nos estudos in vitro)['*].

Por esse motivo, considerando as caracteristicas
fisicas do tecido humano previamente descritas e os
resultados dos nossos estudos proposemo-nos testar
scaffolds de fibroina da seda (produzida pelo bicho
da seda Bombyx mori) a 10 e 12% para aplicacdo
em abordagens de Engenharia de tecidos de menisco
(Figura 13).

Figura 13. Esquema ilustrativo do implante das estruturas 3D
porosas de fibroina de seda (silk-10 e silk-12), para
aplica¢@o como substituto parcial do menisco.

MATERIAL E METODOS

Producédo e caracterizacao das estruturas
tridimensional (3D) porosas baseada em seda para
reparacao parcial/total de defeitos meniscais

As estruturas 3D porosas (scaffolds) foram
produzidas utilizando como matéria-prima a seda, com
diferentes concentracdes. As estruturas tridimensionais
porosas foram obtidas recorrendo ao método de
processamento através da mistura e lixiviagdo de sais
(cloreto de sodio). A fibroina de seda serd preparada
conforme descrito anteriormente por Leping Yan et
al.'% A solugédo de fibroina de seda sera diluida para
obtermos as solugdes com as seguintes concentragoes:
10% e 12% (% em massa). As estruturas foram
moldadas utilizando um tubo de silicone, € secas a
temperatura ambiente durante 48 horas. Os tubos
foram depois imersos em agua destilada e o sais
de cloreto de sodio extraidos por varios dias. As
estruturas foram posteriormente congeladas a -80°C
e liofilizadas.

A estabilidade das estruturas (% perda de massa)
produzidas foi avaliada, in vitro. Este estudo foi
realizado ao longo de trinta dias, por imersdo dos
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suportes em tampao salino (PBS), a pH fisioldgico
(7,4). A morfologia da superficie e propriedades
mecanicas das estruturas apos cada tempo de imersao
foram analisadas.

As estruturas produzidas foram caracterizadas
utilizando testes de compressao dindmica (DMA)
em condi¢des humidas (PBS, pH 7,4) ¢ testes
de compressdo em estado seco, utilizando para
estes ultimos ensaios uma maquina de ensaios
universal (Instron 4505) com célula de carga 1 kN a
temperatura ambiente. Para além dos testes referidos,
foram utilizadas outras técnicas de cracterizagdo
complementares como seja a microtomografia de
raios-X (micro-CT) e microscopia eletronica de
varrimento (SEM).

Avaliacdo da toxicidade e cultura de células de
menisco humano na matriz tridimensional de seda
(in vitro)

Os estudos de biocompatibilidade correspondem
a uma das etapas da caracterizacdo das estruturas
porosas tridimensionais, independentemente da sua
micro ou macro-porosidade, e consequentemente,
determinar a adequagdo ao uso pretendido, ou seja,
ira determinar se as scaffolds devem seguir para as
proximas fases de teste (em ensaios in Vvivo, e pré-
clinicos) ou se é necessario voltar atras e otimizar
alguns parametros. Procedeu-se a cultura e expansao
das células do menisco em frascos de cultura até
atingiram 70-80% de confluéncia, e nessa altura foram
entdo transferidas para as estruturas 3D produzidas, e
a cultura continuada, quer em condi¢des de expansao
quer em condi¢des de diferenciagdo condrogénica.
A proliferacdo celular e vialibidade foram testadas
recorrendo a testes padronizados. A caracterizagao
das estruturas hibridas (scaffold com células) foi
caracterizada recorrendo ao ensaio calceina-AM e sera
também realizada utilizando espectroscopia (SEM). A
diferenciacdo condrogénica (estudo a decorrer) sera
avaliada com a quantificagdo de glicosaminoglicanos
(GAGs), técnicas histologicas para a imunolocalizagao
de colagénio tipo I e II. Sendo a caracterizagio
complementada pela determinacdo da expressao

de genes especificos para cartilagem como Sox9,
colagénio tipo I, Il e X, COMP e agrecano utilizando
técnicas de PCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas as propriedades mecanicas,
arquitetura e performance biologica das scaffolds de
fibroina de seda (Figura 14) produzidas a partir de
diferentes concentragdes iniciais de seda (10% e 12%
em massa).

Quanto a analise de DMA constatamos um
aumento do mddulo com o aumento da concentragdo
de fibroina de seda. Durante os testes, observou-se
uma variagdo dos modulos de 37,6 + 1,7-77,9 + 4,4
kPa e 158,0 + 16,8-264,1 + 26,8 kPa, para silk-10 ¢
silk-12, respetivamente (Figura 15). Comparando os
modulos do menisco humano 250-900 kPa, (capitulo
3) pode afirmar-se que as scaffolds sdo adequadas para
aplicagdo em abordagens de engenharia de tecidos de
menisco.

As imagens de microscopia eletronica de
varrimento revelaram que as estruturas desenvolvidas
sdo altamente porosas e interconectivas (Figura 16),

Figura 14. Estruturas 3D porosas “scaffold” da fibroina de seda
(silk-10 e silk-12).
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Figura 15. Propriedades mecanicas das scaffolds de fibroina de seda 10% (silk-10) e 12% (silk-12), avaliadas através de analise de

DMA.

apresentando também macro- e micro-poros.

A porosidade total, interconectividade e tamanho
de poros das scaffolds foram determinadas através da
técnica micro-CT. Com o aumento da concentragdo
fibroina de seda de 10% para 12%, verificou-se
uma diminui¢do da porosidade média de 89% para
87% (Figura 17). Por outro lado verificou-se que
a interconectividade também diminuiu de ~97%
para 95%. No entanto, a espessura das trabéculas e
tamanho de poros ndo variou significativamente, i.e.,
60 pum para silk-12 e 58 um para silk-10, sendo que
o tamanho médio de poros esta compreendido entre
200 e 300 um, o que ¢é favoravel para a cultura e
proliferagdo celular.*®

Os ensaios de degradacdo realizados numa solugao
tampao salina de fosfato (pH 7,4 e T=37°C) revelaram
que as scaffolds apresentam uma estabilidade
favoravel, i.e., a sua estrutura, morfologia e
propriedades mecanicas foram mantidas apos 30 dias
(Figura 18).

A avalia¢do da performance biologica das scaffolds
propostas para a engenharia de tecidos de menisco
foi estudada in vitro. Fibroblastos de pulméo de
ratinho (células 1.929) foram cultivadas na presenga
das substancias lixiviaveis libertadas das scaffolds
produzidas (10 e 12%). O ensaio MTS foi realizado
apos 1, 3 e 7 dias de cultura (Figura 19).

Os resultados mostraram que as scaffolds nédo

Figura 16. Imagens de microscopia eltectronica de varrimento (SEM) das scaffolds de fibroina da seda (silk-10 e silk-12).
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Figura 17. Imagens 3D obtidas através da analise de microCT das estruturas 3D porosas de fibroina da
seda (silk-10 e silk-12), e respetivos valores de porosidade total e tamanho médio de poros.

3 Latex

5 0 - Secs 10%

& = ik10 B [ Seda12%
E i =ib12 g
@ C
o &
& I E:
E | 3
1 L o
2 g —— —_— g
- 0 =T — o
m o Ii Ll' ""\f’/ g = %
'E =

a 1) -] 0 "w 20 8 k1 3
Tempo (dias) Tempo (dias)
Figura 18. Perfil de degradagéo (perda de massa) das estruturas  Figura 19. Representagdo grafica da avaliagdo citotoxica de

3D porosas da fibroina de seda (silk-10 e silk-12),
avaliadas em PBS a pH 7,4 ¢ 37°C.

apresentam qualquer efeito citotoxico.

Por sua vez, a viabilidade celular foi investigada
cultivando células isoladas do menisco humano na
superficie das scaffolds e realizando um ensaio de
calceina-AM (Figura 20).
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substancias lixiviaveis libertadas das scaffolds
produzidos a partir de uma solugdo de fibroina de
seda a diferentes concentragdes (10 e 12%), utilizando
fibroblastos de pulmao de ratinho (células L929).
Extrato de latex e meio de cultura foram usados como
controlo positivo e negativo, respetivamente. O ensaio
MTS foi realizado apds 1, 3 e 7 dias.

O ensaio revelou um aumento de fluorescéncia

com o aumento do tempo de cultura, o que demonstra
a capacidade das scaffolds em suportar a adesdo e
proliferacao das células do menisco.
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Populagdo A
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Figura 20. Imagens de microscopia de fluorescéncia (ensaio Calcein-AM) das scaffolds da fibroina de seda
(silk-10 e silk-12). Pode-se observar que as células do menisco cultivadas nestes biomateriais
estdo vivas e proliferaram (aumento da fluorescéncia - cor verde), durante o periodo de 7 dias.
Populacao A: células isoladas do menisco correspondente a uma paciente com 63 anos de idade.
Populacao B: células isoladas do menisco correspondente a uma paciente com 62 anos de idade.

CONCLUSOES

O presente estudo descreve a caracterizagdo
fisico-quimica das estruturas 3D de fibroina de
seda produzidas a partir de concentracdes elevadas
de diferentes solugdes aquosas de fibroina de seda.
A macro- e micro-porosidade das estruturas foi
obtida recorrendo aos métodos de lixiviagao de sal e
liofilizagdo. O estudo da arquitetura 3D das scaffolds de
fibroina de seda mostrou que estas estruturas possuem
elevada porosidade e interconectividade, diminuindo
a sua percentagem com o aumento da concentragdo de
fibroina de seda. Os ensaios de compressdo ¢ analise
de DMA revelaram que as propriedades mecanicas das

estruturas aumentaram drasticamente com o aumento
da concentragdo de fibroina de seda. Por outro lado,
os ensaios de degradacdo in vitro também mostraram
que as scaffolds mantém a sua estrutura e morfologia,
bem como suas propriedades mecanicas originais,
apods 30 dias de imersdo. Os ensaios de caracterizagdo
bioldgica provaram que as scaffolds ndo apresentam
qualquer efeito citotdxico e suportam a adesdo e
viabilidade de células do menisco, in vitro. E possivel
desenvolver estruturas com propriedades mecanicas
mais elevadas (mo6dulo 399,2+19,6-630,3+49,8
kPa) usando solucgdes de fibroina de seda até 16%.
Portanto, as scaffolds de fibroina de seda propostas
sd0 boas candidatas para encontrarem aplicagdes em
abordagens de engenharia de tecidos do menisco.
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5. IMPORTANCIA DANEOVASCULARIZACAO/
INERVACAO: APLICACAO DO HIDROGEL
DE GOMA GELANA METACRILADA NA
MATRIZ DE FIBROINA DE SEDA COMO
UMA NOVA ABORDAGEM PARA PREVENIR
NEOVASCULARIZACAO/INERVACAO
E DEFENDER AS PROPRIEDADES
BIOMECANICAS PELA PRESERVACAO
DO FENOTIPO DOS FIBROCONDROCITOS
(INVESTIGACAO ORIGINAL)

INTRODUCAO

Considerando a especificidade e caracteristicas
biologicas e fungdes do tecido em aprego, propusemos
uma nova abordagem por Engenharia de Tecidos na
substituicdo do menisco.

Nos estudos publicados estdo registados casos de
faléncia precoce de integracao, diminuicao do volume
do tecido final ou desintegragdo. Além disso, o tecido
obtido ndo ¢ fibrocartilagem mas um hibrido com
algumas semelhangas.

Assim sendo a hipotese € de que se pudermos,
sem prejudicar a estabilidade do implante, favorecer
a neovasculariza¢do na zona periférica da scaffold
de fibroina de seda poderemos facilitar a adesdo
e integracdo inicial do implante (Figura 21). Na
mesma perspetiva seria vantajoso inibi-la nas zonas
mais centrais, onde se privilegia a preservagao
fenotipica dos meniscocitos que produzem a
matriz extracelular responsavel pelas propriedades

mecanicas, eventualmente aproximando o tecido final
a fibrocartilagem caracteristica do menisco. Além
disso, apesar de nao estar cabalmente demonstrado
¢ verosimil que a invasdo vascular das zonas mais
centrais possa ter efeito nocivo nas propriedades
mecénicas e que seja acompanhada por proliferagao
de nocireceptores.

Recentemente descrevemos um hidrogel a base

de goma gelana com propriedades barreira e nao-
angiogénico, o qual permite inibir a infiltracdo de
células endoteliais e de vasos sanguineos. Na mesma
perspetiva seria vantajoso combinar o hidrogel de
goma gelana com a nossa scaffold, por forma a ser
possivel prevenir a neovascularizagdo nas zonas mais
centrais, e desta forma mimetizar o tecido final a
estrutura do menisco. Considerando as propriedades
mecanicas das scaffolds desenvolvidas (capitulo 4), foi
seleccionda a scaffolds de fibroina de seda 12% (silk-
12) como a mais promissora, e como tal a ser avaliada
no presente estudo.
Ao contrario de outros modelos desenvolvidos para o
estudo da angiogénese in vivo, o ensaio da membrana
corio-alantoide (CAM) de ovos de galinha ¢ um teste
simples e viavel para testes envolvendo um grande
numero de amostras. Além disso, ndo requer um
biotério, e portanto, ndo ¢ caro. Este método tem sido
também aplicado no estudo da resposta angiogénica e
inflamatdria de biomateriais. Assim, o presente estudo
consiste na avaliagdo das propriedades de barreira do
hidrogel de goma gelana quando combinada com a
scaffold de fibroina de seda 12%, recorrendo ao ensaio
CAM.

Figura 21. Tlustragdo das varias abordagens da Engenharia de tecidos propostas para a regeneragdo do menisco humano: A) menisco
humano (parte vascular (R-R), média (R-W) e avascular (W-W)); B) implante das estruturas 3D porosas scaffolds de fibroina
de seda (silk-12); C) implante das estruturas 3D porosas scaffolds de fibroina de seda (silk-12) combinadas com o hidrogel
de goma gelana metacrilada (prevenir enervagdo e infiltragcdo de vasos sanguineos na zona R-W ¢ W-W).
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MATERIAL E METODOS

Ensaio da membrana corio-alantoide (CAM) de
ovos de galinha

Ovos férteis de galinha (n=90-120; Pintobar, Portugal)
foram incubados a 37°C (Laboratory Incubator
Series 8000; Termaks, Norway) durante 3 dias. Apds
este periodo foi criado uma pequena abertura na
extremidade pontiaguda do ovo, com o objetivo de
permitir a dissociagdo da CAM da membrana da casca
do ovo. Foi igualmente cortada uma janela circular na
casca (com um maximo de 15 mm de diametro) a fim
de avaliar a viabilidade do embrido e permitir o acesso
a CAM (Figura 22). Este processo foi realizado numa
camara de fluxo laminar para minimizar o risco de
contaminagdo. A abertura na casca foi selada com fita
adesiva transparente (aproximadamente 50x30 mm;
BTK, Portugal) para evitar a desidratacdo ¢ os ovos
foram novamente incubados a 37°C at¢ o dia 10 do
desenvolvimento embrionario.

Discos estéreis (n=7) com um didmetro de 4 mm ¢
altura de 3 mm foram implantados na CAM ao 10°
dia de desenvolvimento embrionario em condi¢des
estéreis. Seis grupos experimentais foram testados:
discos de 1) seda a 12% (S), 2) seda a 12%+iGG-
MA (SGG), 3) seda a 12%+iGG-MA+VEGF
(SGG+VEGF), 4) seda a 12%+células do menisco
(SCel), 5) seda a 12%+1GG-MA-+células do menisco

(SGGCel) ¢ 6) seda a 12%+iGG-MA+células do
menisco+VEGF (SGGCel+VEGF). Foram igualmente
preparados discos de papel de filtro (PF) com um
diametro de 4 mm, esterilizados em autoclave e
implantados na CAM ao 10° dia de desenvolvimento
embrionario (n=7). O papel de filtro estéril foi
colocado diretamente sobre a CAM e serviu como
controlo, com ou sem a adi¢ao de 100 ng de VEGF
(PF+VEGEF e PF). A abertura na casca foi protegida
com fita adesiva transparente ¢ 0os ovos novamente
incubados a 37°C até ao 14° dia de desenvolvimento
embrionario. Apos dois dias foi adicionado 100
ng de VEGF ao grupo controlo PF+VEGF e aos
restantes grupos experimentais contendo VEGF, em
condigdes estéreis. As imagens dos implantes na CAM
foram obtidas in ovo no final do ensaio utilizando
uma camara digital Olympus DP71 (Olympus,
EUA) conectada ao software basico de imagem
CellB (Olympus, EUA) acoplada a um microscopio
estereoscopico Olympus SZX16 (Olympus, EUA).
Os embrides e respetivas membranas foram entao
fixados in ovo por adicdo de um pequeno volume de
uma solugdo fresca de paraformaldeido (PFA; Merck,
Alemanha) a 4% (v/v), seguida de incubagdo a -80°C
durante 10 minutos. Os materiais implantados e as
por¢cdes da CAM imediatamente subjacentes foram
dissecadas e transferidas para placas de 12 pogos
contendo solug@o de PFA a 4% (v/v). As imagens ex
ovo foram entdo capturadas para cada implante na

Abertura do ovo

Incubacdo a
37°C

Implante Aquisicao de imagem
&

Fixacdo histologica

Figura 22. Representagdo esquematica do ensaio adaptado da membrana corio-alantoide (CAM)
de ovos de galinha para avaliagdo da angiogénese, in vivo.
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CAM. As membranas excisadas foram transferidas
para cassetes histologicas, incluidas em parafina e
seccionadas (Rotary Microtome HM 325; Microm,
Alemanha) para analise imuno-histoquimica.

Quantificagdo de vasos sanguineos convergentes

A avaliagdo macroscopica da resposta angiogénica foi
efetuada utilizando um método semiquantitativo, por
analise da convergéncia de vasos sanguineos para os
discos implantados, in ovo e ex ovo, de acordo com o
descrito por Ribatti et al[!®*] As imagens in 0vO ¢ ex
0vo obtidas ao 14° dia de desenvolvimento embrionario
foram processadas utilizando o software WCIF
ImageJ (EUA National Institutes of Health, EUA)
para facilitar a contagem do niimero total de vasos
sanguineos que convergiam para o disco implantado.
Para efeitos de quantificag@o, a ampliacdo das imagens
estereomicroscopicas foi mantida constante (7x), bem
como a area da imagem processada (1000 x 1000
pixels). O numero total de micro-vasos macroscopicos
que convergiam para o implante foi quantificado para
cada ovo por trés observadores independentes.

Coloracéo de hematoxilina-eosina

Secgdes da CAM com 3 pm de espessura foram
coradas com H&E. Os cortes histologicos sagitais das
amostras foram observados por microscopia através
de um microscopio otico Axio Imager.Z1lm (Zeiss,
Alemanha) associado a uma camara digital AxioCam
MRCS5 (Zeiss, Alemanha) conectada ao software
de processamento de imagem AxioVision (Zeiss,
Alemanha).

Anélise imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi efetuada em
seccoes representativas (de espessura 3 um) da CAM
contendo o material implantado, com base no sistema
estreptavidina-biotina-peroxidase (UltraVision Large

Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP;
LabVision Corporation, EUA). Resumidamente, a
parafina foi removida dos cortes da CAM e as laminas
re-hidratadas foram submetidas ao calor para induzir
a recuperacdo antigénica em tampao citrato 10 mM
(pH 6,0; Merck, Alemanha) durante 20 minutos e a
98°C. De forma a inativar as peroxidases endogenas,
as laminas foram incubadas numa solucao de peroxido
de hidrogénio a 3% (v/v) (PanreacQuimica SAU,
Espanha) durante 10 minutos, e seguidamente imersas
em PBS. As sec¢oes da CAM foram entdo submetidas
a um periodo de incubagdo em solugdo bloqueadora
de proteina por 10 minutos, seguido de incubagao
com o anticorpo primario especifico para a lectina
(SNA, EBL), durante 1 hora e a temperatura ambiente.
Finalmente, os cortes foram lavados sequencialmente
com PBS e incubadas com o complexo estreptavidina-
peroxidase durante 10 minutos. A reagdo imunoldgica
foi visualizada utilizando 3,3’-Diaminobenzidina
(DAB; Thermo Scientific, EUA) como cromdgeno.
A contracoloragdo foi efetuado com solucdo de
hematoxilina de Gill-2 (Merck, Alemanha) em todos
os cortes. Para preparar o controlo negativo foi
omitido o anticorpo primario, enquanto que para o
controlo positivo foi utilizada apenas a membrana
corio-alantoide. As imagens das sec¢des histologicas
da CAM foram obtidas utilizando uma camara digital
AxioCam MRc5 (Zeiss, Alemanha) conectada ao
software de processamento de imagem AxioVision
(Zeiss, Alemanha) acoplada a um microscépio 6tico
Axiolmager.Z1m (Zeiss, Alemanha).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada aplicando uma
analise de varidncia one-way seguida pelo teste de
comparacao multipla de Tukey (p<0,05; n=7) usando
o software GraphPadPrism (GraphPad Software Inc.,
EUA). O critério de significancia estatistica utilizado
foi um valor de p<0,05 para um intervalo de confianca
de 95% (*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 23 mostra as fotografias (in ovo) de
estereomicroscopia da sec¢do da CAM correspondente
aos diferentes materiais implantados, apos 4 dias de
implantagdo. A partir da figura é possivel observar
que as scaffolds foram parcialmente encapsuladas.

No entanto, ndo se observou qualquer indicio
macroscopico de degradag@o ou absorcao do material.
Também nao foi observada a formacao de tecido de
granulacdo, o que ¢ uma indicagdo de que os materiais
ndo despoletaram uma reacao inflamatoria.

Por sua vez, a figura 24 mostra as fotografias (ex
0vo) de estereomicroscopia da sec¢do da CAM

Figura 23. Imagens (in ovo) de estereomicroscopia da sec¢do da CAM correspondente aos materiais implantados, apds 4 dias de
implantac¢do: A) Seda 12%, B) Seda 12%+iGG-MA, C) Seda 12%+iGG-MA+VEGF, D) Seda 12%+células do menisco, E) Seda
12%+1GG-MA+células do menisco, F) Seda 12%+iGG-MA+células do menisco+VEGF, G) Papel de filtro e H) Papel de filtro+VEGF.
Os materiais implantados foram produzidos com um didmetro tipico de 4 mm.

Figura 24. Imagens (in ovo) de estereomicroscopia da sec¢do da CAM correspondente aos materiais implantados, apds 4 dias de
implantacdo: A) Seda 12%, B) Seda 12%+iGG-MA, C) Seda 12%+iGG-MA+VEGF, D) Seda 12%+células do menisco, E) Seda
12%+iGG-MA+células do menisco, F) Seda 12%+1GG-MA+células do menisco+VEGF, G) Papel de filtro ¢ H) Papel de filtro+VEGF.
Os materiais implantados foram produzidos com um didmetro tipico de 4 mm.
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correspondente aos diferentes materiais implantados,
apos 4 dias de implantacdo. Estas imagens foram
processadas para determinar o numero de vasos
sanguineos macroscopicos convergentes para os
implantes.

A figura 25 mostra a quantificagdo de vasos sanguineos
(ex ovo) macroscopicos. Trés diferentes observadores
procederam 4 anélise das imagens. E possivel observar
que ndo ha diferencas significativas na formagao
de vasos sanguineos macroscopicos induzida pelos
implantes quando comparado com o controlo positivo

40+
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*
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Numero de vasos sanguineos
003N

Figura 25. Quantificacdo ex ovo dos vasos sanguineos
macroscOpicos convergentes para 0s materiais
implantados, apds 4 dias de implantagdo. O nimero
médio de vasos sanguineos resulta da contagem
de um minimo de 7 discos por implante realizada
por trés observadores independentes (resultados
expressos em média+SD; n=7). A andlise estatistica
foi realizada aplicando uma analise de variancia
one-way seguida pelo teste de Tukey (p<0,05; n=7).
S — scaffold de fibroina de seda 12%; SGG — scaffold
de fibroina de seda com a goma gelana metacrilada;
SGG+VEGF - scaffold de fibroina de seda com a
goma gelana metacrilada suplementada com VEGF;
SCel — scaffold de fibroina de seda com células do
menisco; SGGCel — scaffold de fibroina de seda com
a goma gelana metacrilada com células do menisco;
SGGCel+VEGF — scaffold de fibroina de seda com
a goma gelana metacrilada com células do menisco
e suplementada com VEGF; PF — papel filtro, e
PF+VEGF — papel filtro suplementado com VEGF.

de angiogénese (Papel filtro, PF).

A figura 26 mostra as imagens de microscopia Otica
das secgoes sagitais da CAM excisada apos coloracao
com hematoxilina e eosina (H&E) correspondentes aos
materiais implantados. A figura 6.6A e D corresponde
aos implantes de fibroina de seda 12%, com e sem
células do menisco. A partir das imagens ¢ possivel
observar uma infiltracdo celular massiva da CAM,
ocupando os poros da scaffold, da periferia para o
centro. Por sua vez, a figura 6.6B, C, E e F corresponde
aos implantes de seda (12%) modificados com o
hidrogel goma gelana metacrilada (iGG-MA). As
figuras mostram que o hidrogel inibiu a infiltragdo
celular a partir da CAM.

A figura 27 corresponde as imagens de microscopia
otica da colorag@o imuno-histoquimica (Lectina-
SNA, especifica para as células endoteliais), das
seccoes sagitais da CAM excisada correspondentes
aos materiais implantados. Foi possivel verificar
que a adicdo de VEGF as scaffolds promove quer a
migragdo de células endoteliais (setas) para a CAM
quer a formacdo do microcapilares. Por sua vez, estes
resultados mostraram que a adicdo da goma gelana
modificada (com e sem células do menisco humano)
as scaffolds de fibroina de seda inibiu a infiltragdo
de células endoteliais e de vasos sanguineos para o
interior das scaffolds a partir da CAM.

Estes resultados demonstram que o hidrogel de
goma gelana modificada é capaz de prevenir, pelo
menos durante o periodo de implantagdo, ambas
infiltracdo celular e de vasos sanguineos para o
interior da scaffold. Esta abordagem na engenharia de
tecidos do menisco ¢ uma estratégia inovadora para o
controlo da neovascularizagéo na scaffold, i.e., permite
a neovasculariza¢do na zona periférica da scaffold de
fibroina de seda e promove a sua inibi¢do nas zonas
mais centrais.
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Figura 26. Imagens de microscopia Otica das sec¢des sagitais da CAM excisada ap6s coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E)
correspondentes aos materiais implantados, apos 4 dias de implantacdo: A) scaffold de fibroina de seda 12% (S), B) scaffold
de fibroina de seda 12%+iGG-MA (SGG), C) scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+VEGF (SGG+VEGF), D) scaffold
de fibroina de seda 12%+células do menisco (SCel), E) scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+células do menisco
(SGGCel), F) scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+células do menisco+VEGF (SGGCel+VEGF), G) Papel de filtro
(PF) e H) Papel de filtro+VEGF (PF+VEGF). As setas indicam cé¢lulas infiltradas.
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Figura 27. Imagens de microscopia 6tica da coloragdo imuno-histoquimica das secg¢des sagitais da CAM excisada correspondentes
aos materiais implantados, apos 4 dias de implantacao: A) scaffold de fibroina de seda 12% (S), B) scaffold de fibroina de
seda 12%+iGG-MA (SGG), C) scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+VEGF (SGG+VEGF), D) scaffold de fibroina
de seda 12%-+células do menisco (SCel), E) scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+células do menisco (SGGCel), F)
scaffold de fibroina de seda 12%+iGG-MA+células do menisco+VEGF (SGGCel+VEGF), G) Papel de filtro (PF) e (H)
Papel de filtro+ VEGF (PF+VEGF). Os cortes foram corados com Lectina-SNA especifica para células endoteliais (castanho)
e as imagens obtidas através de microscopia Otica. As setas indicam células infiltradas.
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CONCLUSOES

O estudo in vivo, demonstrou que o
desenvolvimento de uma scaffold de fibroina de
seda combinada com um hidrogel de goma gelana
modificada permite-nos controlar a neovascularizacao
na zona periférica da scaffold e promover a sua
inibi¢do nas zonas mais centrais. Apesar disso, sera
necessario a realizagdo de mais estudos, de forma a
ser possivel avaliar a performance biologica destas
scaffolds, no que respeita a manutengdo do fendtipo
dos meniscocitos, tanto in vitro como in vivo. Apesar
disso, esta ¢ uma abordagem pioneira e que nos
possibilitara desenvolver implantes “inteligentes”
por forma a mimetizar o tecido final regenerado a
fibrocartilagem caracteristica do menisco.

6. ENSAIOS IN VIVO: TRABALHO FUTURO
(DESENHO DE ESTUDO)

INTRODUCAO

Diferentes modelos animais tém sido propostos
para avaliar o potencial de reparacdo do tecido
meniscal['%]. Estes compreendem abordagens que vao
desde a regeneracao de um defeito com perda minima
de tecido (por exemplo, suturas, colas biologicas) ou
apos perda de uma grande parte do tecido a integracao
de suportes concebidos para substituicdo de tecidos.
Tais modelos devem reproduzir ndo s6 o ambiente
biolégico em estudo, mas também a terapéutica
necessaria e as condig¢des cirurgicas. A escolha do
modelo animal para a situagdo em estudo depende de
diversos fatores: (1) a biologia e anatomia do modelo
animal, (2) a idade do modelo animal, o que afeta o
seu metabolismo, ¢ (3) o potencial de regeneracao
espontanea do modelo em estudo.

MATERIAL E METODOS
Implantacéo subcutéanea no rato Fischer 344

Esta etapa do trabalho tem por objetivo a
avaliagdo da biocompatibilidade e biodegradagao
das diferentes scaffolds de fibroina da seda num
modelo de rato Fischer 344 (implantagao subcutanea).
Apoés 1, 4 e 8 semanas, sec¢des dos implantes serdo
preparadas para analise histologica (coloragdo H&E
e imunohistoquimica) visando avaliar: (i) reagdo
inflamatoria (presenga de células polimorfonucleares,
mononucleares e células multinucleadas sera
investigada através da técnica de imunofluorescéncia:
ED1; Serotec, Oxford, Reino Unido), (ii) formagao de
tecido de granulacdo e fibrose, (iii) infiltracao celular
e formagdo de vasos sanguineos. A caracterizagio
da microestrutura e evidéncias de degradagdo dos
materiais serd avaliada através da microscopia
eletronica de varrimento (SEM). As propriedades
mecanicas das scaffolds serdo determinadas recorrendo
a analise mecanica dindmica (DMA).
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Modelo de regeneracdo de defeito parcial em
modelo de grande animal (ovelha)

Ha evidéncias de que as principais caracteristicas
estruturais que influenciam a regeneracdo do menisco
humano sdo bem reproduzidas em animais da raga
bovina, lagomérfica, ovina e caprina[*-19107] A
raca ovina/caprina permite a utilizacdo de técnicas
de correcdo cirurgica artroscopica semelhantes aos
utilizados rotineiramente em humanos. Considerando
todos os fatores optamos por um modelo utilizando
ovinos adultos. Neste estudo, o defeito de menisco,
em estudo, sera artificialmente induzido com um
procedimento cirirgico que consiste na remogao
mecanica, artroscopica, do menisco (deixando parte
dos ligamentos do corno anterior e posterior). Uma
comparag¢ao lado-a-lado sera usada para superar
avaliagOes condicionadas.

Diferentes abordagens terapéuticas serdo aplicadas
nos joelhos direitos traseiros de diferentes individuos.
Trés condigdes serdo estudadas: (i) defeito induzido
(DI) sem qualquer interven¢ao no joelho, que serve
de controlo como defeito vazio as outras condicoes,
e que pretende a avaliar a possibilidade remota de
regeneracdo espontanea; (ii) reparagao do DI por
substitui¢do do menisco por uma estrutura acelular
com suturas; (iii) a regeneracao do DI utilizando uma
estrutura hibrida (células-scaffolds) para comparar
com os scaffolds acelulares previamente implantados
em ii). Apenas um dos joelhos ¢ intervencionado
para garantir o bem-estar dos animais e sucesso do
modelo proposto. No final do estudo, e de acordo
com a legislacdo em vigor, todos os animais serao
eutanasiados. As diferentes abordagens serdo avaliadas
depois de 3, 6 e 12 meses da cirurgia:

1. Defeito induzido (DI) (Figura 28) sem qualquer
outra atitude complementar no joelho direito —
aferir possibilidade de regeneracdo espontanea
e colher células de menisco para aplicacdo na
scaffold in vitro.

2. Comparagao entre evolucdo cronica (e.g., 3
meses) da reparagdo do DI por scaffold acelular
suturada in situ, e evolu¢dao no mesmo tempo do
DI néao reparado (Figura 29).

Right knee Pensterer Left knee

Anier

rer]

Figura 28. LM — Menisco Lateral; MM — Meniso Medial; (*) -
ligamento cruzado anterior; (**) — ligamento cruzado
posterior; a zona cinzenta corresponde ao defeito
induzido que preserva as inser¢des anterior e posterior
do menisco além de um muro meniscal residual.

Figura 29. Joelho direito 3 meses apos criagdo do DI; zona
cinzenta corresponde ao menisco removido; zona azul
representa substituicdo por scaffold acelular; linhas
vermelhas representam suturas.

3. Comparagdo entre os resultados obtidos com
scaffolds acelulares e scaffolds associadas a
células (estaminais e/ou meniscocitos)

O comportamento de biocompatibilidade das

estruturas 3D porosas com ou sem células serdo
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avaliadas por radiografia, micro-CT, imagens de
ressondncia magnética e histologia. As estruturas
implantadas, tanto a hibrida como a acelular,
serdo avaliadas utilizando procedimentos padrdo
para coloragdo histoldgica (hematoxilina/eosina,
safranina-O, tricromo de Masson).

Os membros da equipa realizardo todos os ensaios
de acordo com a legislacdo em vigor, no que se refere
ao bem-estar animal, e s@o certificados pela Diregao
Geral de Veterinaria para realizarem experimentagao
animal.

No final desta tarefa, esperamos demonstrar o
desempenho das estruturas 3D porosas, in Vivo, quer
numa abordagem celular quer numa abordagem
acelular para a regeneracao parcial ou total de menisco
e esta ja estabelecida a sua realizag@o em colaboracgdo
com a Faculdade de Veterinaria da Universidade de
Tras-os-Montes € Alto Douro; Universidade Claude
Bernard Lyon 1 (Franga); e Universidade Autonoma
de Barcelona (Espanha), durante o ano civil de 2012.

CONCLUSOES DO TRABALHO PRODUZIDO

Apesar dos resultados obtidos e dos avangos deles
inerentes, o trabalho aqui apresentado, muito mais do
que um objetivo alcancado, representa o inicio de um
percurso.

Do reconhecimento do problema clinico e das
dificuldades didrias no seu tratamento resultou
uma necessidade de uma nova abordagem a luz da
triada basica da Engenharia de Tecidos (i.e., células,
scaffolds e sinais moduladores da fun¢éo celular como
fatores de crescimento ou agentes externos — Figura
30).

O investimento na investigacdo na area da
Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa
(ETMR) aplicados ao modelo de reparacdo do
menisco humano obriga ao conhecimento do estado
da arte (capitulo 2). Durante essa pesquisa ficou
inequivocamente comprovado que existe um consenso
crescente na comunidade cientifica que apenas com a
aproximacao dos Ortopedistas a areas do conhecimento
geralmente descritas como Ciéncias Basicas (sendo que
o epiteto de basico sé se aceita como “fundamento”)

Células

Scaffolds

Figura 30. Esquema da triada da Engenharia de Tecidos adaptada
a0 menisco.

¢ legitimo esperar a implementago futura de novas
abordagens terapéuticas validas. Por outro lado estas
novas areas do conhecimento prometem influenciar
decisivamente a forma de praticar Medicina no futuro.

Ficou ainda estabelecido que os modelos de ETMR
ja testados clinicamente no tratamento dos defeitos
do menisco estdo desde ja em discrepancia com os
modelos de investigagdo in vivo, em que se vém
testando novas possibilidades.

Apesar dos esforgos mais recentes existem ainda
muitos aspetos da Biologia do menisco humano
por esclarecer o que esteve na génese dos trabalhos
efetuados (ou ainda em curso) apresentados no
capitulo 3. Por outro lado, foi sentida a necessidade
de testar a efetiva capacidade de, com os recursos
disponiveis, montar e testar um “modelo” reprodutivel
de recolha de células e induzir a sua proliferagdo numa
nova matriz tridimensional porosa com caracteristicas
adequadas.

Esse aspeto foi alcancado como demonstram os
resultados aqui reproduzidos. Conseguimos montar
um modelo viavel e reprodutivel com uma nova
scaffold adaptada as propriedades fisicas do menisco
e em que as células de menisco humano permanecem
viaveis.

Neste processo as células tém de preservar a
capacidade de produzir a matriz extracelular que
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confere as caracteristicas mecanicas essenciais
do menisco e também esta capacidade tem de ser
“afinada” e controlada.

Por outro lado este tecido ndo ¢ homogéneo,
tem variagdes da periferia para o centro e entre os
diferentes segmentos (como estabelecido na literatura
e reforcado pelos resultados apresentados). Assim,
dificilmente podera ser eficazmente replicado com
recurso a um processo de “simples” substituicdo por
uma matriz homogénea que ndo considera todas as
variaveis da ETMR.

Este facto, conjugado com as descrigdes de que
o tecido final resultante dos efeitos do processo
de regeneracdo no ser humano sobre uma matriz
acelular (colagénio ou poliuretano) ndo segue os
mesmos parametros do tecido normal, levou-nos ao
desenvolvimento da seguinte hipdtese: se formos
capazes de influenciar a neovascularizagdo durante
este processo podemos contribuir decisivamente para
a melhoria do tecido final.

Desde ja conseguimos demonstrar que ¢ possivel
controlar in vitro a separagdo no construct (scaffold
com células) entre areas em que a revascularizagdo

¢ possivel e facilitada, de outras em que ¢ limitada
ou impedida favorecendo ai a proliferacdo apenas
dos meniscocitos. Decorre igualmente deste facto a
possivel influéncia no processo de adesdo e integragdo
do construct a area do defeito. Estas novas hipoteses
serdo testadas nos ensaios in vivo.

Considerando todos estes aspetos, podemos resumir
este trabalho da seguinte forma: (i) reconhecemos a
relevancia do problema; (ii) reunimos e hierarquizamos
o conhecimento cientifico existente e reconhecemos
limitagdes das estratégias em desenvolvimento;
(iii) estudamos o tecido alvo para conhecermos as
caracteristicas a replicar e testar se seriamos capazes
de manipular as suas células; (iv) construimos,
com base no conhecimento adquirido, um novo
modelo (novos biomateriais e nova possibilidade
de regeneracdo heterogénea do tecido controlando
a neovasculariza¢do); (v) reunimos conhecimento
suficiente para testar a nossa hipotese num modelo
animal; (vi) algumas fases do estudo estdo ainda em
curso e refletem as novas necessidades que emergem
do trabalho efetuado e dos resultados entretanto
obtidos.
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