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RESUMO

Os inlmeros artigos cientificos aplicando polimeros biorreabsorviveis como biomaterial, desde 1966,
mostram o crescente interesse dos pesquisadores em varias partes do mundo devido a sua ampla gama de
aplicacGes na area médica, tais como regeneracao guiada de tecidos, liberacdo controlada de drogas, suporte para
cultura de células, implantes ortopédicos, entre outros. Com o intuito de analisar histologicamente a blenda
PLLA/PCL poli(acido- latico/poli(e- caprolactona) na composicdo 70/30 com 3% de plastificante para aplicacdo
como protese de menisco, foi realizado um estudo in vivo em coelhos, os quais foram submetidos a remogéo
total do menisco medial do joelho, sendo que em um dos joelhos foi implantada a protese da blenda e o outro,
sem implante, serviu como controle. Apds 8, 16 e 24 semanas, foram recolhidos deles, a prétese juntamente com
o tecido ao seu redor, o condilo femural da prdtese e o condilo femural controle. Os materiais foram submetidos
a analise histoldgica por microscopia 6ptica. Os resultados mostraram que apds 24 semanas, ocorreu a formacéao
de um tecido do tipo fibrocartilagem, indicando que a blenda estudada apresenta grande potencial para ser
utilizada para aplicacdo em questdo, j& que o material favorece a formagao de um tecido muito semelhante ao do
menisco.
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Histological analysis of PLLA/PCL as a meniscal prothesis
ABSTRACT

The numerous scientific papers applying bioreabsorbable polymers as biomaterial, since 1966, shows
the growing interest of researchers in various parts of the world due to its wide range of applications in medicine,
such as guided tissue regeneration, controlled release of drugs, support for cells culture, orthopaedic implants,
among others. In order to analyze the histologically PLLA / PCL poly (lactic-acid / poly ( caprolactone) blends
composition 70/30 with 3% of plasticizer for application as a meniscal prothesis, a study was performed in vivo
in rabbits, which were subjected to total removal of the medial meniscus of the knee, and in one of the knees was
implanted in the prosthesis and blend another without implant, served as control. after 8, 16 and 24 weeks, were
collected them, along with a prosthesis the tissue around it, the femoral condyle of the prosthesis and the femoral
condyle control. The materials were subjected to histological analysis by optical microscopy. The results showed
that after 24 weeks, there was the formation of a tissue-type fibrocartilage, indicating that the blend studied
presents great potential to be used for application in question, since the material promotes the tissue formation o
very similar to the meniscus.

Keywords: PLLA, PCL meniscus, prothesis.

1 INTRODUCAO

A necessidade de desenvolvimento de novos materiais e a adaptacdo dos ja existentes para uso
médico/odontologico levaram ao surgimento de uma nova area de pesquisa: a dos biomateriais. Segundo
WILLIANS, biomateriais sdo todos os materiais ndo vivos usados em dispositivos médicos ou biomédicos e
que interagem com um sistema biolégico [1].
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De forma geral, os dispositivos utilizados como implantes podem ser classificados em temporarios
e permanentes. Como exemplos de implantes permanentes podemos citar as préteses articulares, como as
préteses de joelho, quadril, cotovelo, etc. Ao contrario dos permanentes, o objetivo dos dispositivos
temporéarios é reparar o defeito até que se tenha completado o processo natural de recuperacdo do tecido.
Como exemplo de implantes temporérios podemos citar as fraturas dsseas, onde sdo implantados
dispositivos como placas, pinos e parafusos.

Implantes biorreabsorviveis tém sido experimentados e utilizados como 6rgdos e peles artificiais [2-
3]; suturas cirdrgicas [4-5]; em procedimentos cirlrgicos ortopédicos, incluindo fixacdo de fraturas,
substituicdo 0Ossea, reparo de cartilagem, meniscos e fixacdo de ligamentos [6-7]; suporte para cultura de
células [8]; liberacdo controlada de drogas [9]; regeneracéo de tecidos [10], entre outros.

Para que os biomateriais possam ser implantados no corpo humano, devem satisfazer uma série de
exigéncias. Além de biocompativel e biofuncional, deve ser atoxico, facil de esterilizar e apresentar
propriedades mecanicas adequadas dependendo do proposito da aplicagcdo [11]. De um modo geral, um
material biocompativel ndo deve provocar reacdo inflamatéria cronica ou aguda do tecido e ndo deve
apresentar diferengas significativas entre o material implantado e o material circunvizinho [1]. A
biocompatibilidade inclui também fendmenos bioldgicos, tais como, a resposta imunoldgica,
carcinogenicidade e trombogenicidade [11].

A degradacdo de polimeros é de consideravel importancia em engenharia médica e tecnologia
farmacéutica, pois nos implantes dos biomateriais nos tecidos do corpo, é esperado que eles permanegam por
um consideravel periodo de tempo [12].

Entre os polimeros que vem sendo utilizados a mais de duas décadas na &rea médica, estdo 0s
poliésteres. Alguns exemplos destes polimeros sintéticos sdo o poli (acido L-latico) (PLLA), poli (acido D-
latico) (PDLA), poli(&cido DL-latico) (PDLLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(B-hidroxibutirato) (PHB),
poli(e-caprolactona) (PCL) e a polidioxanona (PDS).

Entretanto, nem sempre um homopolimero apresenta todas as caracteristicas necessarias para uma
determinada aplicacdo, dessa forma, as pesquisas tém se direcionado para o estudo de blendas e
copolimeros. Nesses casos, podem-se otimizar as propriedades fundamentais destes biomateriais, tais como:
permeabilidade, taxa de biodegradacéo e propriedades elasticas [13].

O interesse na aplicacdo médica de PLLA reabsorvivel vem desde 1970, quando eram usados
experimentalmente como suturas e para fixacdo interna de fraturas dsseas e lesdes esqueléticas [14].

O PLLA e o PGA estdo ganhando crescente importancia em formacdo de tecido e transplante de
células em uma tentativa para determinar os efeitos de uma variedade de materiais biodegradaveis em
proliferacdo de cartilagem e producdo de matriz extracelular [15], [16].

Segundo HAISH et al., os polimeros PLLA/PGA vem sendo utilizados para reconstrucdo de
cartilagem de orelha, pois estudos in vivo revelaram que ocorreu a formacdo de neocartilagem com presenca
de componentes especificos da matriz extracelular e que o modelo de cartilagem formado satisfaz todas as
exigéncias de biocompatibilidade para maturacéo in vivo em transplantes de cartilagem [17].

Uma das aplicacbes possiveis para as blendas de PLLA/PDS é como reparo para defeitos de
meniscos, ou a prdpria substituicdo do menisco. Uma substituicdo meniscal para ter sucesso, deve apresentar
uma funcdo mecanica exata da cartilagem do menisco original [18]. A estrutura de um menisco regenerado
competente tem que permitir sua funcdo como um absorvente de choque, estabilizador e lubrificador. Uma
prétese que regenera o tecido tem que responder pela forma completa do menisco.

Polimeros porosos podem ser Uteis para substituicdo de menisco, contanto que sejam aperfeicoadas
substancias quimicas e propriedades fisicas. Estudos realizados com lesdes de menisco que se estendem na
parte avascular do menisco que néo tem cura por qualquer outro meio, tem sido consertadas por implantes de
polimeros porosos que mostraram que o tecido fibroso transforma-se mais tarde em fibrocartilagem [19].

O principal objetivo deste projeto foi analisar histologicamente a blenda PLLA/PCL poli(acido-
latico)/poli(caprolactona) na composi¢do 70/30 com 3% de plastificante para aplicacdo como prétese de
menisco em joelhos de coelhos, bem como o comportamento da cartilagem femural.

MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacdo das membranas

A blenda de PLLA/PCL na composi¢do 70/30 foi preparada pés-dissolugdo dos polimeros em cloreto
de metileno 10% (m/v) com adicdo de 3% de trietil citrato de sddio. Ap6s completa dissolugdo, a solucédo foi
vertida em uma placa de vidro, colocada em uma cuba saturada com o vapor do solvente. Apds 24hs formou-se a
membrana, a qual foi seca sob vacuo e armazenada em um dessecador até 0 momento do implante.
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2.2 Implante do material

As membranas selecionadas para o implante, foram cortadas no formato do menisco, com o auxilio de
puncdo e esterilizadas com 6xido de etileno.

Neste trabalho foram utilizados 30 coelhos Nova Zelandia, brancos, de ambos os sexos, com idade
aproximada de trés meses, 2,5 — 3,0 Kg; os quais foram separados em grupos de 3 tempos: 8, 16 e 24 semanas.
Esses animais permaneceram no Biotério do CCMB-PUC-SP recebendo racdo comercial e dgua, durante todo o
periodo pds-operatorio.

Antes da cirurgia, 0s animais permaneceram em jejum durante 12 horas e foram anestesiados com uma
injecdo intramuscular de uma mistura de drogas: atropina/quetamina 5%/xilazina 2% (0,2 mg/Kg). O material
cirargico foi esterilizado em autoclave a 120°C.

Os coelhos foram submetidos & meniscectomia total do menisco medial, por incisdo parapatelar medial
e artrotomia, sendo que em um dos joelhos foi implantada a protese do polimero e o outro, sem implante, serviu
como controle. Foram realizadas tricotomias na regido do implante e, seguida a implantacdo, os cortes foram
suturados e foi feita aplicagdo de alcool iodado no local para a prevencéo de infecgdes.

2.3 Retirada do Material

Em tempo pré-determinado de 8, 16 e 24 semanas, 0s animais foram sacrificados passando, em seguida
por uma nova cirurgia no joelho. Foram recolhidos desses coelhos, a prétese juntamente com o tecido ao seu
redor, o condilo femural da prétese e o condilo femural controle (ao lado onde foi realizada a remocédo do
menisco). Os materiais coletados foram devidamente separados de acordo com o processamento e submetidos a
analise histolégica por microscopia optica.

2.4 Processamento do material

Todo este procedimento foi realizado no Laboratério de Biomateriais do Centro de Ciéncias Médicas e
Bioldgicas da Pontificia Universidade Catolica e Laboratdrio de Histologia da Universidade de Campinas.
As amostras foram fixadas e processadas pelas técnicas de Parafina e Historesina.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1A e 1B mostram as fotomicrografias de um menisco normal de coelho. Verifica-se a
presenca de fibrocondrdcitos alinhados e imersos em uma matriz extracelular com predominancia de fibras de
colageno orientadas do tipo I. Este procedimento foi realizado para futura comparagdo com o neomenisco.

A anélise histologica da prétese ap6s 8 semanas de implante, mostrou a invasdo de tecido conjuntivo
tipico em algumas regides da protese (Figura 2A). Foi observado a presenga de células do tipo fibroblastos e
macréfagos ao redor da prdtese. A regido clara corresponde a blenda ainda ndo degradada (Figura 2B). Com a
luz polarizada, verifica-se mais detalhadamente a protese ainda ndo degradada, representada pelas regides
brilhantes na foto (Figura 3A). A Figura 3B mostra a presenca de células gigantes de corpo estranho englobando
algumas partes da prétese. Nao foram observadas células tipicas de menisco.

S g - M . 2
Vo S F ol . et : i e S Lt
Figura 1: A) Micrografia de um corte transversal de menisco de coelho, mostrando os fibrocondrdcitos
dispersos em uma matriz extracelular e o padrdo de orientacdo das fibras de colageno (seta). HE. 200 x. B)
Micrografia de um corte transversal de menisco de coelho, mostrando o padréo de orientagdo das fibras de
colageno. HE.100 x.
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Figura 2: A) Micrografia de um corte transversal da prétese 8 semanas ap6s o implante. Observa-se a invasdo

de tecido conjuntivo tipico em algumas regides da protese. Azul de toluidina. 20x. B) Micrografia de um corte

transversal da prétese 8 semanas ap6s o implante. Observa-se ao redor da prétese um tecido conjuntivo tipico
com presenca de fibroblastos e macrdfagos. Azul de toluidina. 100x.

Figura 3: A) Micrografia Polarizada de um corte transversal da prétese 8 semanas ap6s o implante, mostrando

mais detalhadamente a polimero. Azul de toluidina. 100x. B) Micrografia de um corte transversal da prdtese 8

semanas apos o implante. Nota-se a presenca de células gigantes de corpo estranho englobando a prétese. Azul
de toluidina. 100x.

Apo6s 16 semanas, verifica-se o inicio do processo de degradagdo da prétese e consequentemente uma
maior invasao tecidual comparado com 8 semanas (Figura 4A). Foi ainda observada areas na lamina de tecido
conjuntivo tipico com células do tipo fibroblastos e macréfagos englobando fragmentos da blenda (Figura 4B).
A Figura 5A mostra que em certas areas ndo foi possivel encontrar a prétese, mas um tecido do tipo
fibrocartilagem com fibras colagenas desorganizadas. A Figura 5B mostra um detalhe da figura anterior, onde é
possivel verificar os fibrocondrdcitos ainda ndo orientados.
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Figura 4: A) Micrografia de um corte transversal da protese 16 semanas ap6s o implante. Observa-se inicio do
processo de degradagdo da prétese e uma maior invasdo tecidual. Azul de toluidina. 200x. B) Micrografia de um
corte transversal da protese 16 semanas ap6s o implante. Nota-se ainda a presenca de tecido conjuntivo tipico
com macroéfagos ao redor do polimero. Azul de toluidina. 400x.

Figura 5: A) Micrografia de um corte transversal 16 semanas ap6s o implante, mostrando a formagao de uma
fibrocartilagem com fibras colagenas desorganizadas. Azul de toluidina. 200x. B) Detalhe da figura anterior
mostrando a presenga de fibrocondrdcitos e fibras coldgenas. Notar que os fibrocondrocitos ainda néo estéo

alinhados. Azul de toluidina. 400x.

Apbs 24 semanas, ainda verifica-se a presenca da protese e de células gigantes de corpo estranho
englobando fragmentos do polimero (Figura 6A). Foi observado uma area de tecido conjuntivo tipico com
células do tipo fibroblasto e macrofagos ao redor da protese e uma area mais adjacente de tecido do tipo
fibrocartilagem com fibrocondrocitos (Figura 6B). Verifica-se que em certas areas da lamina, onde a prétese ndo
estava presente, foi possivel encontrar fibrocartilagem com um arranjo paralelo das fibras de coldgeno ao longo
dos fibrocondrocitos (Figura 7A). A Figura 7B mostra um detalhe da figura anterior, onde é possivel observar
que os fibrocondrdcitos estdo organizados.

A andlise morfolégica do condilo onde foi implantada a prétese apds 8 semanas, mostrou a presenca de
uma cartilagem mais integra, com maior celularidade e maior organizacéo dos condrécitos quando comparado ao
condilo controle (Figura 8A). No condilo controle de 8 semanas, a matriz da cartilagem se apresenta mais
desorganizada e com menor celularidade quando comparado ao condilo da protese (Figura 8B).

Figura 6: A) Micrografia de um corte transversal de 24 semanas, mostrando ainda a presenca da protese. Notar a
presenca de células gigantes englobando fragmentos do polimero. Azul de toluidina. 400x. B) Micrografia de um
corte transversal da protese de 24 semanas. Observa-se uma &rea de tecido conjuntivo com presenca de
fibroblastos e macrofagos ao redor da prétese e uma &rea mais adjacente de fibrocartilagem com presenca de
fibrocondrocitos. Azul de toluidina. 400x.
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Figura 7: A) Micrografia de um corte transversal 24 de semanas, mostrando fibrocartilagem com as fibras
orientadas ao longo dos fibrocondrdcitos. Azul de toluidina. 200x. B) Detalhe da figura anterior mostrando os
fibrocondrdcitos organizados. Azul de toluidina. 400x.

Figura 8: A) Micrografia de um corte transversal do cdndilo da protese com 8 semanas. Observa-se uma
cartilagem mais celular e integra. HE. 200x. B) Micrografia de um corte transversal do condilo controle com 8
semanas. Nota-se uma matriz mais desorganizada e menos celular. HE.200x.

Apos 16 semanas de implante, verifica-se que a matriz do condilo da prdtese se apresenta integra e com
igual celularidade (Figura 9A). Apesar do condilo controle apresentar igual celularidade ao do condilo da
protese, os condrdcitos do condilo controle se mostram mais desorganizados (Figura 9B).

Apds 24 semanas de implante, observa-se que a cartilagem do condilo com a protese apresenta os
condrécitos dispostos em toda sua extensdo (Figura 10A). Por outro lado, a cartilagem do condilo controle
apresenta os condrdcitos dispostos mais superficialmente. (Figura 10B).

Dados da literatura comprovam gque nem sempre um polimero bioreabsorvivel poroso promove a
formacdo de fibrocartilagem. DE GROOT et al. desenvolveu uma protese a base de colégeno, sintetizada a partir
do tecido do tendédo de Achiles bovino e implantou em cées. Entretanto, essas proteses de colageno apresentaram
um tempo de degradagdo relativamente curto (cerca de 6 semanas) e o agente de reticulacdo liberado na
degradacdo, o glutaraldeido, é considerado téxico [20]. Além disso, o tempo de indugdo da formacdo de
fibrocartilagem é considerado muito alto, cerca de 20 semanas [21]. Apesar desses resultados mostrarem um
tempo menor de formac&o de fibrocartilagem em relagdo ao estudo em questdo, a aplicacdo desta protese a base
de coldgeno fica comprometida, uma vez que a degradacéo libera produtos tdxicos, fato que ndo ocorre com a
prétese utilizada neste estudo.

Com o intuito de induzir o crescimento de tecido fibrocartilaginoso e reconstruir o menisco lesado, foi
desenvolvida uma prétese porosa de poliuretana implantada em cées [20]. Apds 18 semanas a protese continha
apenas fibrocartilagem. A degeneragdo da cartilagem articular diminuiu comparada a meniscectomia, mas ainda
foi observada. Dessa maneira, pode-se verificar que o tempo de formacdo de fibrocartilagem foi menor em
comparacao com este trabalho, uma vez que o autor acima utilizou uma prétese porosa, a qual é mais facilmente
degradada enquanto este estudo utiliza uma prétese porosa/densa.
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Utilizando um compdsito bioreabsorvivel a base de coldgeno e polidioxianona foi observado um
neomenisco apos 1 ano em ovelhas [22]. Entretanto, as ovelhas ndo foram sacrificadas antes de 1 ano. Embora ja
sido observado a formacéo de um neomenisco, o trabalho ndo apresenta dados histol6gicos e o neomenisco
formado apresentou propriedades mecanicas inferiores comparados ao menisco normal. Apesar de ndo
demonstrar dados histolégicos, o projeto em questdo mostra-se mais eficientes ja que promove a formagéo de
fibrocartilagem com 24 semanas.

Segundo ZUKOR, ap6s a meniscectomia a area de contato decresce, produzindo um aumento nas forgas
de contato que podem levar a uma osteoartrose precoce, artrite degenerativa e degeneracdo da cartilagem, isso
concorda com os dados obtidos, pois no condilo controle houve uma degeneragdo da cartilagem, com diminuigéo
do namero de condrécitos no tempo de 8 semanas, porém depois de um tempo a cartilagem consegue se manter
sem 0 menisco [23].

A literatura descreve vérios fatores que afetam a diferenciacdo. A formagéo in vitro de condrocitos, foi
determinada por células mesenquimais [24-25]. Estas células podem se diferenciar em condrocitos sob certas
circunstancias. A diferenciacéo foi controlada por densidade celular. Com alta densidade a maioria das células se
diferenciaram para condrécitos, com densidade intermediaria apenas alguns condrécitos se desenvolveram e com
baixa densidade nenhum desenvolvimento foi observado. Foi mostrado também que quando expostas a forcas
compressivas intermitentes, as culturas de condrécitos de alta densidade mostraram um aumento na produgdo de
fibrocartilagem [26]. Em adicdo a isso, condrocitos podem crescer em uma matriz tridimensional de agarose
[27], colageno ou scaffold de polimero poroso [28], mas se eles crescem em uma monocamada eles se
diferenciam em células com aparéncia de fibroblastos. Esses fatores demonstram que pode ser possivel que o
implante estimule a condrogénese a partir de células precursoras por alteracdo local da densidade celular,
oferecendo uma matriz tridimensional para crescer e adicionando forgas compressivas as células. Quando o
defeito ndo é preenchido com o implante, o tecido reparado apresenta tecido fibroso inferior.

Com o intuito de avaliar os danos causados a cartilagem do condilo femural e a interacéo entre tecido e
proétese, [29] implantou uma blenda de PLLA/PCL (poli-4cido latico/poli-caprolactona) na proporcdo 80/20 em
joelhos de coelhos. Apds 4 semanas, a protese se mostrou bem mais degradada quando comparada ao de 2
semanas e praticamente quase toda invadida pelo tecido. Além disso, 0 material implantado apresentou-se bem
adaptado com o tecido, ndo mostrando nenhuma rejeicdo. Dessa maneira, podemos verificar que esta
composicdo da protese se mostrou mais eficiente na sua proporgdo que a do estudo em questdo uma vez que a
degradacdo ocorreu mais rapidamente.

Figura 9: A) Micrografia de um corte transversal do condilo da prétese com 16 semanas, apresentando uma
cartilagem mais integra e organizada. HE.200x. B) Micrografia de um corte transversal do céndilo controle com
16 semanas, apresentando uma cartilagem mais desorganizada, porém com igual celularidade. HE.200x.
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Figura 10: A) Micrografia de um corte transversal do condilo da protese com 24

semanas, apresentando os condrdcitos em toda a extensdo do cdndilo. HE.200x. B) Micrografia de um corte
transversal do condilo controle com 24 semanas, mostrando 0s condrécitos aglomerados e situados mais
superficialmente. HE. 200x.

4  CONCLUSAO

De acordo com a literatura, apos a retirada do menisco ou perda natural total ou parcial ocorre uma
osteoartrose pelo aumento das forgas de contato ocasionando uma artrite degenerativa do préprio menisco.
Inimeros experimentos estdo sendo realizados com biomateriais poliméricos no intuito de reverter esse processo
in vivo na tentativa de regenerar ou bloquear esse processo degenerativo no tecido fibrocartilaginoso, porém nem
sempre trabalhos com polimeros promovem resultados satisfatorios. Alguns estudos a base de matriz de
colageno mostraram que esse material ndo degrada no tempo esperado e seu resultado in vivo ndo melhora as
condicOes de proliferagdo e regeneracdo tecidual. Contudo estudos com polimeros bioreabsorviveis sintéticos e
suas blendas poliméricas a base de poli(acido latico) vém sendo amplamente estudadas por suas vantagens no
tempo de degradagdo quanto nos resultados in vivo que promovem. Nesse trabalho podemos concluir que a
préotese de PLLA/PCL (poli-acido latico/poli-caprolactona) in vivo sofre degradacdo gradual sem acarretar
problemas ao sistema bioldgico/histolégico ao redor da &rea de implante. A blenda estudada (PLLA/PCL)
apresenta grande potencial para ser utilizada para aplicagBes como préteses de menisco visto que o material
tende a favorecer uma formacéo sadia e natural de um tecido semelhante histologicamente ao menisco.
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