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RESUMO

Faria RR. Andlise biomecéanica do construto de engenharia tecidual (CET) para
restauracdo de cartilagem articular: um estudo pré-clinico [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de sdo Paulo; 2024.

INTRODUGCAO: A lesdo condral é uma condicdo associada a um grande 6nus
econdmico e, se nao tratada, pode causar alteracdes na biomecanica da articulagéo
e resultar em diversas lesdes consideradas altamente incapacitantes para o individuo,
como no caso da osteoartrite. A cartilagem articular € um material viscoelastico que
pode sofrer alteracbes estruturais e de composi¢cdo, sendo importante avaliar as
propriedades fisicas do tecido, que variam de acordo com as suas zonas (superficial,
média e profunda). As células estromais mesenquimais (CEM) tém a capacidade
imunomoduladora e a sinalizac&o paracrina, que séo Uteis para a engenharia tecidual
no tratamento de lesdes cartilaginosas. Assim como as propriedades biologicas, a
avaliacdo mecéanica do construto formado € importante. OBJETIVO: Portanto, este
estudo tem por objetivo descrever a analise biomecénica para restauracao de
cartilagem por engenharia tecidual em um estudo translacional, com animal de médio
porte, pelas técnicas de boas praticas de manipulacdo. METODOS: Realizou-se um
estudo experimental controlado em quatorze porcos em miniatura. Um defeito de
cartilagem de 6 mm de diametro foi efetuado nos dois joelhos (membros posteriores)
de cada animal. Um construto de engenharia tecidual (CET) produzido pelas CEM e
livre de arcabouco foi implantado no defeito em um dos joelhos de cada porco. Os
porcos foram eutanasiados apOs seis meses do procedimento experimental e foi
realizada a analise biomecéanica. Para avaliagdo mecéanica da cartilagem restaurada,
o teste de indentacdo consistiu em trés ciclos de forca-deslocamento, realizados a
uma velocidade constante de 0,5 mm/min, com um deslocamento fixo de 5% da
espessura media da cartilagem. Em seguida, foi realizada compresséao nao confinada
méaxima, com deslocamento fixo de 50% da altura total do bloco osteocondral, a uma
mesma velocidade, com célula de carga de 100 N. RESULTADOS: A partir do teste
de indentacdo, o médulo dinamico (E*) obtido do segundo ciclo foi de 1,68 + 1,18 MPa
no grupo sem tratamento e de 2,81 £ 2,05 MPa no grupo com tratamento (p<0,05). O

modulo de elasticidade reduzido (Er) aos 10% da regido superior da segunda curva



de descarga, no grupo sem tratamento, foi de 2,56 + 1,43 MPa, enquanto no grupo
tratado com o CET foi de 5,40 + 3,42 MPa (p<0,05). No teste de compressao néo
confinada méxima o modulo de elasticidade (E) foi similar entre os grupos com
tratamento e sem tratamento. CONCLUSAOQ: O tratamento com CET a partir das CEM
evidenciou maior capacidade de absorcdo de choque e resisténcia a deformacao

elastica em comparacao ao grupo sem tratamento.

Palavras-chave: Avaliacdo biomecéanica. Cartilagem articular. Indentagéao.
Compressao ndo confinada. Carregamento ciclico. Terapia celular. Células-tronco

mesenquimais.



ABSTRACT

Faria RR. Biomechanical analysis of tissue engineering construct (TEC) for articular
cartilage restoration: a pre-clinical study [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2024.

INTRODUCTION: Chondral injury is a condition associated with a great economic
burden, and if left untreated it can cause changes in the biomechanics of the joint and
result in several injuries considered highly disabling for the individual, as in the case of
osteoarthritis. Articular cartilage is a viscoelastic material that can undergo structural
and compositional changes, and it is important to evaluate the physical properties of
the tissue, which vary according to the zones (superficial, middle, and deep).
Mesenchymal stromal cells (MSC) have the immunomodulatory capacity and
paracrine signaling that are useful for tissue engineering in the treatment of
cartilaginous lesions. As well as biological properties, the mechanical evaluation of the
formed construct is important. OBJECTIVE: Therefore, this study aims to describe the
biomechanical analysis for cartilage restoration by tissue engineering in a translational
study, with a midsize animal, using the good manufacturing practice (GMP)
techniques. METHODS: A controlled experimental study was carried out on fourteen
miniature pigs. A 6mm diameter cartilage defect was performed in both knees (hind
limbs) of each animal. A scaffold-free tissue engineering construct (TEC) produced by
MSC was applied to the defect in one of the knees of each pig. The pigs were
euthanized six months after the experimental procedure and biomechanical analysis
was performed. For mechanical evaluation of the restored cartilage, the indentation
test consisted of three force-displacement cycles performed at a constant loading rate
of 0.5 mm/min with a fixed displacement of 5% of the mean cartilage thickness. Then,
maximum unconfined compression test was performed with a fixed displacement of
50% of the total osteochondral block height, at the same speed, with a load cell of
100N. RESULTS: From the indentation test, the dynamic modulus (E*) obtained from
the second cycle was 1.68 + 1.18 MPa in the untreated group and 2.81 + 2.05 MPa in
the treated group (p<0. 05). The reduced Young modulus at 10% of the upper region
of the second unloading curve, in the untreated group, was 2.56 + 1.43 MPa, while in
the group treated with TEC it was 5.40 + 3 .42 MPa (p<0.05). In the maximum



unconfined compression test, the Young modulus was similar between the treated and
untreated groups. CONCLUSION: Treatment with TEC from MSC showed greater
shock absorption capacity and resistance to elastic deformation compared to the
untreated group.

Keywords: Biomechanical testing. Articular cartilage. Indentation. Unconfined

compression. Cyclic loading. Cell therapy. Mesenchymal stem cells.
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1. INTRODUCAO

As lesdes de cartilagem e a osteoartrite sdo muito prevalentes e consideradas
um problema de salde publica, por serem altamente incapacitantes, representarem
onus econdmico para os sistemas de saude e devido a expectativa de crescimento da
populacao idosa (1,2). Estima-se que 15% da populacdo mundial acima dos 60 anos
€ afetada pela osteoartrite. Acima dos 65 anos, a porcentagem aumenta para 80%,
em paises de alta renda (3). Somente nos Estados Unidos da América, as despesas
médicas anuais atingem cerca de U$ 136.8 bilhdes (4).

Os defeitos da cartilagem podem gerar diversas complicacées ao individuo,
como alteracdes na biomecanica e na homeostase da articulacao, sobrecarga no 0sso
subcondral adjacente, perda de mobilidade, degeneracao articular e osteoartrite do
joelho, afetando diretamente a qualidade de vida (5,6). Por esses motivos, o estudo
de novas terapéuticas para as lesdes da cartilagem merece destaque e € de elevada

relevancia clinica.

Atualmente, o padréo-ouro para o tratamento de lesbes de cartilagem por
terapia celular inclui o implante autélogo de condrocitos. No entanto, esse
procedimento requer cirurgia prévia para coleta da cartilagem do paciente e o nimero
de células disponiveis diminui com o0 aumento da idade, tanto em relacdo a quantidade

guanto a qualidade (7,8).

Como alternativa ao implante autologo de condrdcitos, a engenharia tecidual
com células estromais mesenquimais (CEM) tem recebido maior atencdo nas
pesquisas recentes por diversos motivos, incluindo facilidade de coleta, capacidade
de proliferacéo e diferenciacao celular, baixa imunogenicidade pelo paciente e efeito

paracrino no maquinario celular local (8,9).

As CEM podem ser isoladas de diferentes tecidos, como medula 0ssea,
membrana sinovial, tecido adiposo e polpa dentéaria, entre outros (8,10). Essas
possuem a habilidade, sob condi¢des de cultura de linhagem-especifica, de sintetizar
moléculas que habitualmente sdo consideradas marcadores especificos de tecido

musculoesquelético, como colageno e proteoglicanos (11-14).
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Além da escolha da area doadora das células, a entrega local de células tem
sido amplamente discutida na engenharia tecidual. Sabe-se que o0 ambiente
tridimensional apropriado é importante para otimizar a proliferacao e a diferenciacéo
celular (8). Ando et al. (2008) (8) e Shimomura et al. (2010) (15) mostram a viabilidade
da construcdo de novos tecidos sem a necessidade de um arcabouco externo,
tecnologia conhecida como construto de engenharia tecidual (CET), tridimensional,
livre de arcaboucgo e com evidéncias para o reparo condral. Esse grupo de pesquisa
da Universidade de Osaka, Japéao, atua na translagdo do CET de modelo animal para
o clinico, tendo iniciado um estudo piloto, em humanos, para a comprovacao da
seguranca e da eficacia da tecnologia (16). Apds 5 anos da implantacdo do CET, o
grupo de pesquisadores destaca melhora significativa nos parametros clinicos, desde
a avaliacdo pré-operatéria, ressaltando sua eficicia e viabilidade (17).

A cartilagem € um tipo de tecido conjuntivo avascular e heterogéneo, composto
por condrécitos e matriz extracelular (MEC). Essa matriz, dentre outros componentes,
como colageno e proteoglicanos, contém alta porcentagem de agua, o que auxilia no
sistema de absor¢cdo de choques mecanicos e confere uma das principais
propriedades da cartilagem, que é o seu carater viscoelastico (18,19). Todas essas
caracteristicas ressaltam a importancia de se avaliar as propriedades fisicas do novo
tecido formado a partir da restauracéo tecidual, visto que sdo estas que fornecem as
funcdes biomecanicas, como rigidez, suporte de carga, absor¢cdo de choque e
resisténcia ao desgaste, tornando a avaliagdo mecanica essencial, bem como o foco
deste estudo (20).

O grupo de pesquisa do presente estudo desenvolve atividades relacionadas a
engenharia tecidual para realizar a translagéo do conhecimento da ciéncia basica para
a aplicacdo nos tratamentos e na reabilitacdo dos pacientes com lesbes condrais e
osteoartrite (19,21-23). A hipbtese do presente estudo € a de que o tratamento com
o CET formado por CEM promovera melhor reparo da cartilagem, pela observacdo da
avaliacao biomecanica a partir dos testes de indentacdo e compresséao nao confinada

maxima.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do estudo € comparar a restauracdo nos defeitos da
cartilagem hialina articular a partir da avaliacdo biomecanica entre os grupos com
tratamento (construto de engenharia tecidual) e sem tratamento ap6s 6 meses, em

um estudo translacional com animais de médio porte (suinos).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Sistema musculoesquelético

A acdo de caminhar é considerada simples para muitos individuos. No entanto,
€ uma capacidade complexa, que se desenvolve ao longo de varios anos e se
relaciona com a interacdo e a coordenacdo de sistemas do corpo humano, como

musculoesquelético, cardiovascular, pulmonar, neuroldgico e sensorial (24).

Diante desse contexto e enfatizando que sdo imprescindiveis o0s
conhecimentos interdisciplinares para este estudo, destaca-se 0 sistema

musculoesquelético e suas caracteristicas fundamentais.

O sistema esquelético fornece sustentacdo e estabilidade para a marcha
humana (25), enquanto o sistema muscular gera e absorve energia, auxiliando na
movimentacgao (26). Em conjunto, esses sistemas possuem a capacidade de produzir
postura e mobilidade articular adequadas para a realizacao das mais variadas tarefas

do cotidiano.

Um dos principais componentes do sistema musculoesquelético (ou sistema
locomotor) séao as articulagdes, definidas como a parte do corpo em que dois ou mais

0SS0S Se unem para permitir a movimentacao (27).

Referente a articulacao do joelho, esta € uma estrutura complexa e fundamental
para a sustentacdo do corpo e sua movimentacao, garantindo estabilidade através da
interacdo de seus componentes, entre eles as duas articulacbes — tibiofemoral e

patelofemoral — revestidas por cartilagem hialina (28,29).

3.1.1. Cartilagem articular

A cartilagem articular presente no joelho é uma cartilagem hialina e se forma a

partir de ceélulas mesenquimais indiferenciadas, que originam o0s condroblastos,
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células jovens com alto poder de sintese. Essas células se transformam em
condrocitos, células maduras responsaveis pela manutencdo da matriz extracelular e
pelo controle metabdlico (30).

A composi¢ao principal da cartilagem articular € uma densa matriz extracelular
e condrécitos. A matriz extracelular apresenta alta porcentagem de agua (66 a 80%),

além de conter colageno tipo Il, proteoglicanos e outros elementos em menor
quantidade (18,31).

Essa cartilagem pode ser dividida em quatro zonas: superficial, média,
profunda e calcificada. Cada zona apresenta orientacdo celular, arranjo de fibras de
colageno e composicdo de matriz extracelular Unicas, proporcionando diferentes
fungbes biomecénicas em cada regiéo (32) (Figura 1).

Figura 1 - Corte transversal da cartilagem articular saudavel. (A) organizacao celular
nas zonas da cartilagem articular; (B) arquitetura das fibras de colageno
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Fonte: adaptado de Fox et al. (2009) (30).

A zona superficial estd em contato com o liquido sinovial e é responsavel pela
maior parte das propriedades de tracdo da cartilagem, protegendo as outras camadas
das forcas de cisalhamento, tracdo e compressao, transmitidas durante 0 movimento
da articulacdo. Representa cerca de 10 a 20% da espessura da cartilagem, e é

composta por finas fibras de colageno alinhadas paralelamente a superficie, atuando
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na distribuicdo de forcas. Os condrécitos desta regido sdo menores e de alta

densidade. Ha maior concentracdo de agua e menor de proteoglicanos (30,33-38).

A zona média compde cerca de 40 a 60% do volume total da cartilagem e é
considerada uma zona de transicao, sendo a primeira linha funcional de resisténcia
as forcas compressivas. E composta por fibras de colageno mais grossas e nao
paralelas a superficie. Os condrocitos sao esféricos e de menor densidade
(30,33,36,38).

A zona profunda, ou regido basal, ocupa 30% do volume da cartilagem e
representa a maior resisténcia as forcas compressivas. Contém a maior quantidade
de proteoglicanos, e a menor concentracdo de agua. As fibras de colageno nesta
regido se alocam de forma perpendicular a superficie e apresentam o maior diametro
(30,33-38).

A zona calcificada, também na regido basal, é onde ocorre a fixacdo da
cartilagem ao osso subcondral. Ha poucas células e os condrécitos sao hipertroficos
(30,38).

A estrutura e a composicao da cartilagem articular se caracterizam como sendo
um tecido avascular, desprovido de vasos sanguineos, linfaticos e nervosos; logo, nao
apresenta capacidade de regeneracao, limitando o seu reparo. Além disso, apresenta
metabolismo anaerobico, entdo quando ha lesdo, forma-se tecido fibrocicatricial, o

que difere da origem do tecido cartilaginoso (39).

A cartilagem articular € um material viscoelastico (dependente do tempo e da
taxa de deformacado), ndo linear (dependente da magnitude de deformacao),
anisotropico (dependente da orientacdo) e multifasico (composto por matriz solida,
liguida e ions), o que I|he confere propriedades biomecénicas extremamente
importantes e complexas, que mudam de acordo com a tensédo-deformacgéo no tecido
(40-43). Ao sofrer um estresse de compresséao, por exemplo, o fluido se movimenta
para fora do tecido. Quando este é removido, o fluido retorna, alterando as
propriedades da cartilagem para cada momento. Em equilibrio, ndo ha fluxo de liquido
e somente a matriz solida suporta carga (20,44).

Essas interagbes com o tecido ressaltam as propriedades biomecanicas da
cartilagem, cujas principais fungbes séo rigidez, suporte de carga, absorcao de

choque, dissipacéo de energia e resisténcia ao desgaste (20).
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3.1.2. Lesdes da cartilagem

Estima-se que 63% da populacdo submetida a artroscopia, e 36% dos atletas
apresentem lesfes da cartilagem (45,46), cuja causa é multifatorial, sendo provocadas

por estimulos metabdlicos, genéticos, vasculares ou traumaticos (47).

Os danos ao tecido geram alteracdes estruturais e composicionais, como
aumento da quantidade de fluido intersticial devido ao aumento da permeabilidade,
reducdo de proteoglicanos e das cadeias de agrecano e interrupgdo das cadeias de
colageno. Como consequéncia, h& diminuicdo da rigidez e da resisténcia do tecido e
perda da viabilidade celular (48-51).

Essas alteracGes impactam diretamente na biomecéanica do joelho, podendo
gerar aumento de carga e das demandas funcionais, provocando dores, inchacos e
imobilidade. Devido a esses problemas fisicos, os individuos séo forcados a mudar de
estilo de vida, havendo afastamento na prética de atividades fisicas, perda de dias de
trabalho e de outras atividades sociais. Como consequéncia desse processo, 0
impacto na saude mental e no sono dos pacientes € grande, resultando em outras

doencas como insOnia, depresséo e ansiedade (52).

A progressao das lesdes condrais pode resultar no desenvolvimento da
osteoartrite, uma doenca articular degenerativa, reconhecida como doenca grave em
2018 pela Academia Americana de Ortopedia e considerada, mundialmente, uma das

principais causas de incapacidade (2).

Nos Estados Unidos da América, € previsto que 25% da populacao adulta, ou
67 milhdes de pessoas, serdo afetadas pela osteoartrite até o ano 2030 (53). No
Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia, estima-se que ha 12 milhdes
de pessoas com osteoartrite, 0 que representa cerca de 6,3% da populacdo adulta.
Esse nimero aumenta para a populacéo idosa, com 85% da populacdo acima de 75
anos apresentando osteoartrite (54). Além disso, aproximadamente 83% dos casos

de osteoartrite sao no joelho (55).

Atualmente, ha diversas formas de tratamento dos defeitos da cartilagem — nao
operatorias e cirargicas (56). As terapias ndo operatdrias envolvem tratamentos

farmacoldgicos e ndo farmacologicos, com foco no controle da dor e no alivio dos
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sintomas, mas nao sao capazes de promover a regeneracao tecidual e nem prevenir

a progressao do processo de degeneracao (57).

Quando nédo existe melhora com o tratamento conservador, pode ser
necessario realizar procedimentos cirdrgicos. A técnica cirdrgica mais utilizada para
tratar defeitos sintomaticos da cartilagem é a microfratura, mas esta estratégia
apresenta algumas limitacdes (58). Mustapich et al. (2021) e Richter et al. (2016)
mostram que esse procedimento resulta em formagéo de fibrocartilagem, além de nédo
recrutar quantidade suficiente de células reparadoras e fatores de crescimento para
promocdo do reparo do tecido cartilaginoso nativo. Isso impacta diretamente nas

propriedades biomecéanicas da cartilagem e em sua durabilidade (59,60).

Referente aos tratamentos existentes por terapia celular, o padrdo-ouro para o
tratamento das lesdes condrais inclui o implante aut6logo de condrdcitos, mas essa
estratégia requer cirurgia prévia para coleta da cartilagem do paciente e o0 numero de
células disponivel diminui com a idade avancada, tanto em relacdo a quantidade

quanto a qualidade (60).

Por esses motivos, o estudo de novas terapéuticas para as lesfes da
cartilagem merece destaque e € de elevada relevancia clinica. Como alternativa ao
implante autélogo de condrdcitos, a engenharia tecidual com CEM tem recebido maior
atencdo nas pesquisas recentes por varios motivos, incluindo facilidade na coleta do

tecido, expanséo e diferenciacdo celular (61).

3.2. Engenhariatecidual

De acordo com Langer e Vacanti (1993), a engenharia tecidual pode ser
definida como “um campo interdisciplinar que aplica os principios de biologia e
engenharia para o desenvolvimento de substitutos funcionais para tecidos

»k

danificados™ ((62), p. 920, tradugéo nossa).

* Texto original: “a new field, tissue engineering, applies the principles of biology and
engineering to the development of functional substitutes for damaged tissue” (62).
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Esta area do conhecimento visa a mimetizar o ambiente original do tecido ou
orgao danificado, buscando reparar, manter ou melhorar sua funcéo. Desta forma, sua
aplicacdo baseia-se na triade biol6gica composta por arcabougos, mecanismos de

sinalizacdo e células (63) (Figura 2).

Figura 2 - Triade biologica para projetar uma estrutura adequada para aplicacées de
engenharia tecidual

Células

Mecanismos
de Sinalizacéo

Arcabougos

Engenharia
Tecidual

Fonte: adaptado de Gleeson e O’Brien (2011) (63).

Os arcaboucos fornecem sustentacdo para o novo tecido, a partir de sua
arquitetura tridimensional, que influencia nos processos de migracao, proliferacao e
diferenciacéo celular (64). Os arcaboucos devem apresentar propriedades fisicas e
composicionais especificas para cumprir com sua funcdo. Destacam-se a
biocompatibilidade, a biodegradabilidade, as propriedades mecéanicas, a porosidade

e a permeabilidade (63).

No entanto, 0 uso de materiais sintéticos para a constru¢cdo dos arcabougos
pode gerar problemas relacionados a contaminacgdes e reacdes imunologicas, além

de seus efeitos a longo prazo serem desconhecidos. O tecido cartilaginoso apresenta
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uma organizacdo matricial complexa, o que também dificulta a adeséao celular ao

arcabouco (65).

Dessa forma, Ando et al. (2007) mostram a viabilidade da construgéo de novos
tecidos sem a necessidade de um arcabouco externo, tecnologia conhecida como

construto de engenharia tecidual (CET), tridimensional e livre de arcabouco (65).

O CET é composto por células e matriz extracelular sintetizada por elas
mesmas, que formam uma estrutura tridimensional. A partir de avaliagdes histoldgica,
macroscopica e mecanica, descritas nos estudos de Shimomura et al. (2010) e
Katakai et al. (2009), o CET mostra-se viavel e eficaz no tratamento de les6es condrais
de porcos em miniatura, apresentando propriedades mecanicas similares a cartilagem
normal (15,66). Ando et al. (2007) (65) e Ando et al. (2008) (8), em ambos os estudos,
demonstram seu potencial condrogénico com a aplicacéo de testes in vitro, a partir de

células estromais mesenquimais (CEM) provenientes de humanos.

Os mecanismos de sinalizacdo, como fatores de crescimento, auxiliam na
formacao do tecido através da comunicacédo celular, podendo também contribuir em
sua diferenciacao e proliferacdo e, até mesmo, na atracao de células que impactam
nos processos anti-inflamatérios (64,67). Grande parte dos fatores de crescimento

utilizados no desenvolvimento de tecido cartilaginoso séo proteinas (68).

As células sdo as responsaveis pela criacdo do tecido. Um grande avanco
surgiu na area com o uso das células-tronco, que podem ser classificadas de acordo
com a sua potencialidade (totipotentes, pluripotentes ou multipotentes) ou origem
(adultas ou embrionarias). As células-tronco sédo caracterizadas por apresentarem alto
poder de proliferacdo, autorrenovacdo por longos periodos e capacidade de

diferenciacdo em células especializadas (67).

As células-tronco totipotentes sdo capazes de se diferenciar em todos 0s
tecidos do corpo; no entanto, esse processo pode ocorrer de forma desorganizada,

resultando em teratomas (67,69).

As células-tronco pluripotentes sdo capazes de se diferenciar em todos os
tecidos do corpo, com excecao da placenta e dos anexos embrionarios (67). Conforme
publicado pela Sociedade Internacional de Terapia Celular e Genética, é o caso das
células-tronco embrionarias e das células-tronco pluripotentes induzidas (70). As

células-tronco embrionarias sdo derivadas de embrides em estagio de blastocisto, o
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que gera problemas éticos em relacdo ao seu uso em pesquisas e tratamentos
(2,58,71). As células pluripotentes induzidas sédo de natureza indiferenciada e podem

levar ao desenvolvimento de teratomas (58,71,72).

As células multipotentes se diferenciam em varios tecidos do corpo, a partir de
uma linhagem especifica, podendo ser obtidas de diferentes tecidos, como medula
Ossea, tecido adiposo, polpa dentaria, corddo umbilical, sindvia, entre outros.
Enquadram-se nesta categoria as células-tronco hematopoiéticas, que originam
quaisquer células do sangue, como hemacias, plaguetas e leucdécitos (73), e as
células-tronco mesenquimais (CTM), que originam os tecidos sélidos do corpo
(2,67,74,75).

As células-tronco multipotentes séo faceis de serem isoladas, exibem potencial
de imunomodulacao, além de apresentarem a funcdo de reparo de lesao e integridade

nos tecidos em que estao alojadas (74,76).

Dominici et al. (2006) (77) designaram o termo “células estromais
mesenquimais multipotentes” como o correto para se referir as células que seguiam
alguns critérios: serem aderentes ao plastico; expressarem marcadores de superficie
em condicdes especificas; e se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e

condroblastos in vitro.

Em 2017, Arnold Caplan, um dos pesquisadores pioneiros no campo de
medicina regenerativa e o0 primeiro a descrever sobre as células-tronco
mesenquimais, expds que o termo “células-tronco” é utilizado erroneamente nos
estudos. As células-tronco mesenquimais representavam uma classe de células que
poderiam ser isoladas e expandidas em cultura, mantendo sua capacidade in vitro de
serem induzidas a formarem fendtipos e tecidos mesodérmicos. Caplan propds a
utilizagcao do termo “células sinalizadoras medicinais” ao se referir as mesmas, visto
que a funcéo principal dessas células € a de envio de sinais e estimulos para
modificacdo do ambiente em que se encontram, e ndo a de diferenciagao celular em

tecidos regenerativos ou de substituigéo (75) (Figura 3).
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Figura 3 - Células-tronco mesenquimais. Aumento: 10x (Microscépio Olympus CK40)

Fonte: adaptado de Fernandes et al. (2018) (9).

Sendo assim, as células utilizadas nesta pesquisa serdo designadas como
CEM seguindo os critérios propostos no estudo de Dominici et al. (2006) (77) e em
recomendacdo as orientacdes de Arnold Caplan (75). Essa mesma nomenclatura é
utilizada pelas sociedades de especialidades, como a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT) (78), a Sociedade Internacional de Artroscopia, Cirurgia do
Joelho e Medicina do Esporte Ortopédica (ISAKOS) e a Sociedade Internacional de

Regeneracao de Cartilagem e Preservacao da Articulagéo (ICRS).

As CEM séao células derivadas de tecido expandido em cultura e ganham
espaco nas pesquisas atuais por diversos motivos. Destacam-se pela facilidade de
coleta, capacidade de proliferagéo e diferenciagdo celular, n&o rejeicao pelo paciente
e efeito paracrino no maquinério celular local que possibilita acdes imunomoduladoras
(9,76).

Fernandes et al. (2018) (9) demonstraram a habilidade dessas células em
modular a resposta imunoldgica e inflamatéria através da comunicacdo paracrina.
Essas células apresentam baixa expressao de receptores, que reconhecem células
imunes que atuam na rejeicdo, mas estimulam células que atuam na regulacdo da
inflamacé&o (15). Sendo assim, sdo capazes de regular a imunidade local ao induzir o
fenétipo anti-inflamatério dos macréfagos (22). Além disso, tém a capacidade de

manter suas propriedades para terapia celular apés criopreservacédo (12,79).
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Dentre as areas doadoras das CEM, destacam-se as células provindas da
polpa dentaria, que sdo facilmente coletadas, apresentam multipotencialidade,
capacidade de autorrenovagéo e regeneracao dos tecidos, baixa imunogenicidade e
imunossupressao, e demonstram maior capacidade proliferativa e imunomoduladora
do que as CEM da medula 6ssea (19,76,80). Estas tém a capacidade de se diferenciar
em condroblastos e osteoblastos, sugerindo que esse tipo de CEM seja til para a

engenharia tecidual no tratamento de lesdes 6sseas e cartilaginosas (19).

Destacam-se os trabalhos de Pinheiro et al. (2019) (12) e Bueno et al. (2019)
(21), em que foi demonstrado alto potencial osteogénico das CEM da polpa do dente,
sendo benéficas no tratamento de pacientes com fissura labiopalatina. O estudo de
Fernandes et al. (2020) (19) comprova o potencial terapéutico dessas células para o
reparo da cartilagem articular. Esses estudos ressaltam a vantagem translacional da

incorporacdo de CEM em protocolos de engenharia tecidual (12,19,21).

As células do tecido adiposo e da membrana sinovial podem ser facilmente
acessadas por meio de artroscopia de rotina e podem ser coletadas com
complica¢Bes minimas na area doadora. Células isoladas da sindvia apresentam alto
potencial condrogénico em comparacdo as CEM isoladas de outros tecidos (8,11).
Destaca-se o trabalho de Ando et al. (2008) (8), em que CEM provindas da sinévia,
utilizadas no desenvolvimento do CET livre de arcabouco, apresentaram elevada
expressdo de genes marcadores condrogénicos, sendo considerada uma fonte
tecidual promissora para aplicagédo clinica (8).

Sendo assim, as CEM isoladas possuem a habilidade, sob condicfes de cultura
linhagem-especifica, de sintetizar moléculas que habitualmente sdo consideradas
marcadores especificos de tecido musculoesquelético, formando tecido cartilaginoso

e sendo util para a engenharia tecidual no tratamento de les6es condrais (8).

Atualmente, um dos maiores desafios da engenharia tecidual para cartilagem
€ desenvolver um tecido que mimetize toda a sua arquitetura composicional e

estrutural, incluindo as propriedades mecanicas similares as do tecido natural (81).
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3.3. Avaliacdo mecanica

Sabe-se que cada tecido do corpo tem uma funcdo e uma composicao unicas.
Assim, para se fazer medicina translacional e implementar uma tecnologia na pratica
clinica, é extremamente importante realizar estudos interdisciplinares que abrangem
diferentes tipos de avaliacdes, como por imagem, histolégica, imuno-histoquimica,

mecanica e outras (82).

As avaliacdes biomecanicas visam a analisar as propriedades de compressao,
tracao, flexdo ou cisalhamento de um tecido ou material, sendo utilizadas na medicina
para inumeros propositos. As informacdes fornecidas por esses testes sustentam que
a tecnologia é adequada as demandas fisicas e biologicas, garantem integridade
estrutural para que ndo haja comprometimento da seguranca do individuo, além de

simular o comportamento em condi¢des clinicas relevantes (83,84).
3.3.1. Propriedades mecéanicas

A compreensao do comportamento mecanico dos materiais € necessaria para
a andlise dos resultados das avaliagbes biomecanicas, e é dada pela relacédo entre
tenséo e deformacéo.

Tensdo (0) representa a forca (F) aplicada em uma determinada area (A)
(Equacédo 1), enquanto a deformacédo (€) representa a razao entre a diferenca no
comprimento (AL) para o comprimento inicial (L0) (Equac&o 2), ou seja, relaciona-se

a resposta do material ao ser submetido a tenséo, podendo ocorrer estiramento ou
compressdo do mesmo. Essa deformacédo se associa a estrutura e ligagcdo quimicas

existentes proprias do material (85,86).

o= 1)
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Ao retirar a tensdo em que o material foi exposto, podem ocorrer dois tipos de

deformacéo, a elastica e a plastica (Figura 4).

Figura 4 - Representacao grafica da curva de tenséo (o) x deformacao (e),
destacando as zonas eléstica e plastica

Zona Elastica Zona Plastica €

Fonte: adaptado de Callister (2008) (85).

A deformacao elastica ocorre quando o material é submetido a uma tenséo que
ndo supera a de sua elasticidade; assim, retorna ao seu estado original ap0s cessar

esse efeito (85).

A deformacgédo plastica ocorre quando o material é submetido a uma forca
superior a de deformacéao eléstica, conhecida como tenséo de plasticidade, e deforma-

se permanentemente, ndo retornando ao seu estado original (85).
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3.3.1.1. Elasticidade

Ao considerar a regidao de deformacéao elastica, demonstra-se o comportamento
linear de diversos materiais, descrito pela Lei de Hooke (Equacéo 3), em que a forca
(F) aplicada no material € proporcional & sua deformacéo (AL). Essa proporcao € dada

pela constante elastica ou constante de proporcionalidade (k) (87).

F= —kAL 3)

A partir dessa lei € possivel determinar a elasticidade linear do sistema e aplica-
la seguindo modelos constitutivos, ou seja, modelos capazes de interpretar ou prever

0 comportamento do material.

O modelo mais simples é conhecido como isotrépico e é aplicado apenas
guando h& pequenas tensdes. Consideram-se duas constantes elasticas para definir
a mecanica do material: médulo de elasticidade (E) (ou moédulo de Young), e

coeficiente de Poisson (v) (86).

A constante de proporcionalidade entre a tensédo (€) e a deformacédo (o) é
conhecida como E (Equacéo 4). Essa variavel representa a rigidez ou a resisténcia do
material a deformacéao elastica e € dada pela inclinacdo do segmento linear na regiao

de deformacéo elastica, também conhecida como modulo tangente (tg) (43).

Ae

E=--=tg(a) 4)

Ha também o v (Equagdo 5), Unico para cada material, que descreve a
tendéncia do material em se deformar na direcéo perpendicular a direcéo de aplicacéo
da carga. A aplicacdo desse coeficiente considera a geometria tridimensional do

sistema (43).

€ transversal
vz )
€ axial
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3.3.1.2. Viscosidade

A viscosidade € uma propriedade em que a deformacéo linear se da com o
tempo, em oposicao a elasticidade, cuja deformacao é instantdnea. O comportamento
de materiais viscosos é descrito pela lei de viscosidade de Newton e esta presente
em fluidos quando expostos a uma tenséao de cisalhamento e se deformam a uma

velocidade especifica (88).

Os fluidos newtonianos sé&o aqueles que obedecem a uma relacéo linear entre

tensédo de cisalhamento (T) e gradiente de velocidade (Z—;). A razao entre essas duas

variaveis € a constante de proporcionalidade conhecida como viscosidade dinamica

(u), que rege a equacao da viscosidade (Equacéo 6).

6
—u ©

3.3.1.3. Viscoelasticidade

Os fluidos ndo newtonianos séo aqueles que ndo seguem a lei de Hooke, nem
a lei de viscosidade de Newton. Estes materiais podem ser subdivididos em grupos

distintos, entre eles materiais denominados viscoelasticos (89).

Os materiais viscoelasticos apresentam comportamentos tanto elasticos
guanto viscosos ao sofrerem deformacgdes, podendo ser caracterizados de diferentes
formas, inclusive pela Analise Mecanica Dinamica, quando se tem um carregamento
ciclico (20,31,90-92).

As variaveis que podem ser obtidas com a Analise Mecéanica Dindmica e que
caracterizam as propriedades viscoelasticas do material sdo médulo dinamico (E*),

atraso de fase e histerese ou energia dissipada (93).
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O E* (Equacéo 7) é determinado pela razéo entre o pico de tenséo (o0 max) e o
pico de deformacdo (¢ max). Essa variavel, assim como o E, € uma medida de
resisténcia a deformacdo de um material e representa a soma vetorial do médulo de
armazenamento (E’) (Equacédo 8) e do modulo de perda (E”) (Equacédo 9), assim
representando a combinacdo entre rigidez e amortecimento do material,

respectivamente.

O E’ € o componente elastico em fase e representa a quantidade de energia
elastica armazenada a medida que a amostra sofre deformacéo. Essa variavel esta
associada com a capacidade do material em absorver choque, aspecto importante
para a cartilagem, que recebe impactos mecanicos a todo momento. Ja o E”,
componente viscoso defasado, representa a quantidade de energia dissipada como
calor durante o processo de deformacdo. E fator também importante na estrutura

condral, para que nao haja sobrecarga e consequente fratura (94).

O atraso de fase consiste na diferenca entre as fases de tenséo e deformacéo,
considerando o periodo de um ciclo, e pode ser representado pelo angulo de fase (0)
(Equacao 10) (95,96). Em materiais puramente elasticos esse angulo é igual a 0 e,
para materiais viscosos, € igual a 90°. O angulo de fase é determinado a partir da
frequéncia do ciclo e pela diferenca intervalar (At) do pico de tensédo e do pico de
deformacéo (94,97-101).

E* = 2 (7
€ max
0 max
E' = — C0S O (8)
€ max
0 max
E" = —sin 6 9)
€ max
0 = 360° - frequéncia - At (20)

Ao aplicar varios ciclos de forca-deslocamento em materiais elasticos, as

curvas de carga e descarga coincidem, ou seja, hdo ha perda de energia (Figura 5-A)



39

(102). J&4 em materiais viscoelasticos € possivel observar o fendmeno de histerese
(Figura 5-B) (102).

Figura 5 - Representacao gréfica da curva de for¢ca-deslocamento em (A) materiais
elasticos, e (B) materiais viscoelasticos

A B

Forca
Forca

Deslocamento Deslocamento

Fonte: Autoria propria.

7

Histerese é a capacidade do material em preservar suas propriedades na
auséncia de um estimulo gerado. Esse fenbmeno descreve as curvas de carga e
descarga, e a diferenca entre as areas de ambas caracteriza a perda de energia do
material (92,103).

Nas analises desses materiais, as curvas de carga e descarga tendem a um
estado de estabilidade quanto maior for a repeti¢éo, ou seja, as curvas entre um ciclo
e outro passam a nao ter divergéncia. Este é conhecido como o ponto ideal para
realizar o calculo da area de histerese (104,105). Apenas o primeiro ciclo apresenta
um valor anormal para célculo da energia dissipada, enquanto os outros tém seu valor

estabilizado e reduzido conforme ha aumento dos ciclos (104-107).

3.3.1.3.1. Viscoelasticidade da cartilagem

As propriedades da cartilagem séo regidas por dois mecanismos principais. O

primeiro é dependente do fluxo intersticial ao receber uma resposta mecanica; ja o
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segundo associa-se a arquitetura estrutural, provinda do atrito intermolecular da matriz
soélida. O atrito interno no material, entre fluido e solido, somado as caracteristicas
viscoelasticas da matriz sélida, ocasiona a dissipa¢do de energia vista através do
fendmeno de histerese (34,91,108-111).

A dissipacdo de energia da cartilagem, quando submetida a um estimulo
mecanico, é dada na forma de calor. O aumento da temperatura na regido condral
pode ocasionar aumento das taxas de sintese de &cido hialurénico e glicélise e do
metabolismo de condrdcitos, sugerindo uma associacdo da temperatura com
homeostase da cartilagem. No dia a dia esse processo pode ser representado durante
uma caminhada, em que a temperatura na regido da cartilagem do joelho saudavel
pode aumentar de 33°C até 36,7°C; ja quando a cartilagem estd danificada, essa
variagdo da temperatura néo é significativa (112).

Os modulos dinamicos (E*) ou de elasticidade (E) sdo uma das variaveis mais
importantes de caracterizacdo mecanica, ja que estdo associados com a habilidade
do material em resistir & deformacédo. Considerando o tecido condral, se sua rigidez
for muito baixa, a carga submetida ao tecido pode ser transmitida diretamente ao 0sso

subjacente.

A cartilagem apresenta diferentes propriedades de acordo com as suas zonas,
€ um material viscoelastico, ndo linear, multifasico e anisotropico que desempenha
uma funcédo mecanica clara de absorcéo e distribuicdo de cargas, capaz de reduzir os
impactos no 0sso subjacente (40,41,113,114). Essas propriedades sé&o caracterizadas
pelos testes mecanicos, que podem descrever o comportamento dos materiais,

incluindo os biolégicos, como o da cartilagem.

3.3.2. Testes mecanicos

Os testes mecanicos mais utilizados para avaliar tecidos moles, como o da
cartilagem, sdo os de compressao, tais quais os confinados (Figura 6-A), nao
confinados (Figura 6-B) e de indentacao (Figura 6-C), que buscam avaliar a matriz

extracelular a partir de suas propriedades compressivas (93,115).
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Figura 6 - Configuracdes comuns de teste mecanico compressivo: (A) compressao
confinada; (B) compresséo nao confinada; (C) indentagéo

A B C
Carga Carga Carga
Compressor Compressor
Permeavel Impermeavel Indentador
Amostra | L Amostra ‘
Camara Base

Fonte: adaptado de Griffin (2016) (40).

O teste de compressdo nao confinada é capaz de simular as condi¢cdes de
contato in situ por restringir o fluxo de fluido intersticial nas extremidades, funcéo
semelhante a do osso subcondral (116,117). Esse ensaio fornece informacfes que
nao se limitam a regido superficial da amostra de cartilagem e que podem descrever
sobre falha tecidual, j& que é considerado destrutivo (40,86,118). Durante a avaliacao
€ utilizado um compressor impermeavel maior do que a amostra, que se desloca
perpendicularmente. O fluido se movimenta de forma radial, em oposi¢éo ao teste de
compresséao confinada, em que o fluido se movimenta predominantemente na vertical
(40,119).

O teste de indentacdo € um dos mais utilizados para avaliacdo das
propriedades biomecéanicas da cartilagem por diversos motivos. Este é capaz de
preservar a estrutura fisiologica do material, fornecendo valores que simulam um
ambiente mais real de teste. E uma avaliacdo ndo destrutiva, tendo uma aplicacéo
potencial no ambiente clinico, além de utilizar um indentador menor do que o raio da
amostra, eliminando quaisquer efeitos de borda e evitando possiveis erros

experimentais (34,38,40,43,93,120).

A partir da escolha das configuragfes dos testes, diferentes protocolos podem
ser aplicados, como rampa, relaxamento de tenséo, fluéncia e dinamica. Estes trés
altimos testes sé@o capazes de descrever o comportamento viscoelastico da cartilagem
(91,93).
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Sucintamente, o teste de rampa associa-se com a aplicacdo de uma taxa de
deformacéo constante, enquanto ha a medicdo da resposta de tensdo. O teste de
relaxamento de tensao relaciona-se com a aplicacédo de deformacao a um nivel alvo,
para depois manté-la constante, enquanto a tensdo atinge o pico e relaxa até o
equilibrio. A fluéncia envolve a aplicacdo de uma tensao fixa, enquanto analisa-se a
variacdo da deformacédo com o tempo. O teste dinamico envolve a aplicacdo de uma

tensdo ou deformacao ciclica, enquanto a resposta do sistema € medida (93,121).

Esses diferentes protocolos impactam diretamente nos resultados das
avaliacoes, tornando importante compreender os parametros para cada variacdo. A
resposta do sistema pode ser instantanea ou em equilibrio, sendo dependente da taxa
de deformacéao e considerando as diferentes zonas do tecido, os locais de teste e as
regides de analises, dentre outras variaveis (93).

Em relacdo ao teste dinamico, este € um dos mais promissores e que atrai
interesse por parte dos pesquisadores ao avaliar a cartilagem mecanicamente, tendo
em vista a natureza ciclica do tecido. A cartilagem articular sofre um padréo repetitivo

de forca durante atividades diarias, como caminhadas e corridas (122).

Usualmente, o teste dinamico € implementado com o tecido em estado de
equilibrio, apds a analise de um teste de tensdo-relaxamento e com o material sujeito
a uma deformacado ou tensdo senoidal. No entanto, é importante considerar outros
mecanismos de andlise, considerando a funcionalidade do tecido condral, que esta
sempre em movimento (91,123). Para esse teste, 0os parametros de entrada incluem

frequéncia do ciclo, niumero de ciclos e amplitude de deformacéo (93,98,124).

No entanto, h& estudos publicados para amostras biologicas e poliméricas em
que o teste dinamico é executado sem relaxacdo da amostra e a uma velocidade
constante. Evans e Quinn (2006) (125) avaliaram o transporte intersticial na cartilagem
articular, a partir da aplicacdo de uma carga dinamica de perfil triangular, pelo teste
de compressao ndo confinada. Efremov et al. (2020) (126) compararam diferentes
curvas obtidas em modelos viscoelasticos, pelo teste de indentacdo, variando a
geometria do indentador e o perfil de rampa (triangular e senoidal). Weizel et al. (2020)
(105) investigaram as propriedades mecanicas de trés materiais, incluindo cartilagem
humana, pela aplicacdo de diferentes protocolos, incorporando variacdo de perfil e
relaxacado da amostra. Jeng et al. (2013) (94) e Franke et al. (2011) (127) realizaram

teste de indentac&o dindmico, mas sem relaxacao prévia da amostra.
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3.3.2.1. Normas técnicas e padronizacao

Um dos desafios atuais ao estudar testes biomecanicos e propriedades de
cartilagem é a falta de normas técnicas e padronizagdo para o procedimento, sendo
0 oposto visto para materiais metélicos e cimenticios, por exemplo (41,93,128).

A Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América e a
ICRS publicaram documentos de orientacdo acerca de estudos pré-clinicos

envolvendo testes mecanicos, focando nos testes de compressao (129,130).

Além disso, h4 a norma F2451-05, da American Society for Testing and
Materials (ASTM), que descreve apenas o ensaio de fluéncia (128), e a norma E2546-
15, da ASTM, com as etapas para a realizacdo do teste de indentacdo instrumentada
(131).

Apesar dessas diretrizes, 0s quatro documentos nao informam sobre
parametros importantes e determinantes para a realizacéo das avaliacdes. Assim, ha
uma grande variedade de métodos e protocolos aplicados, o que dificulta a
comparacao entre os estudos ja realizados, tendo em vista as diversas variaveis que

influenciam nos resultados de caracterizacao (40,93,132).

Alguns parametros que podem influenciar na resposta final das analises sao:
preparacdo, armazenamento e hidratacdo da amostra, que impactam na rigidez
(133,134); tamanho da amostra e do indentador, ja que € um teste localizado em que
podem surgir heterogeneidades, logo, o indentador deve ser menor para que nao haja
efeito de borda (40,86,106,135); formato do indentador, que impacta na distribuicao
de forca e area de contato (102,136-138); espessura e maturagdo da cartilagem
(86,139,140); protocolo aplicado — cada um tem uma resposta e uma variavel final a
serem analisadas (93,102); aplicacdo de modelo matematico (138,141-146);
composicdo da cartilagem (147); localizacdo da amostra (148,149); taxa de
carregamento, visto que quanto maior for a velocidade, mais acentuada € a inclinagéo
da curva (93,118,119); entre outros.
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3.3.3. Modelos de analise

Outro desafio atual no estudo da cartilagem articular € a demonstracao de seu
comportamento viscoelastico em modelos de analise, ou seja, modelos tedricos ou
computacionais utilizados no estudo da composicdo e estrutura do tecido. Existem
diversos modelos ja criados, desde aqueles que caracterizam a cartilagem como um
modelo de fase Unica até modelos multifasicos, em que se considera o fluxo de ions
e os efeitos mecanicos nao lineares (106,135,142-144,150,151).

Além desses modelos para caracterizagdo da cartilagem, outros sao utilizados
na mecanica para os testes de indentacao instrumentada, considerando as diferentes

geometrias do indentador (152).

O indentador de ponta esférica produz uma distribuicdo de deformacéo mais
uniforme, assim gerando resultados mais confiaveis (94,153), além de promover uma
deformacé&o quase elastica em pequenas cargas e deslocamento (154). Em oposicao
ao indentador plano, o esférico produz uma area de contato na amostra variavel de

acordo com a carga aplicada ou o deslocamento do teste (138).

Devido a variacdo da area de contato durante o ensaio, criaram-se modelos
matematicos para estimar essa profundidade e a area de contato para calculo de
variaveis como E e Er (médulo de elasticidade reduzido), a partir de uma curva
ajustada (155). Seguindo a norma E2546-15, da ASTM, outra forma de calcular a
rigidez do material € pelo Er, ou seja, médulo da curva de descarga. A consideracao
do Er é empregada por assumir que a area de contato entre o indentador e a amostra

permanece constante durante a retirada inicial do indentador (156).

O modelo de Hertz (146) é o mais amplamente aplicado nas analises
mecanicas considerando amostras bioldgicas, e esta contido na norma ASTM E2546-
15 (131,157,158). Esse modelo se aplica parcialmente a geometria esférica, aléem de
restringir & condicdo de que a profundidade de penetracdo deve ser pequena em
relacédo ao raio da esfera e ndo excedendo 5 a 10% da espessura da amostra (159—
161).

O modelo de Hertz (109) relaciona F, E, raio da esfera (R) e profundidade de

penetracdo do indentador (D), onde E associa-se com v da amostra (v,) e do
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indentador (v;). Esse modelo considera a deformacéo elastica em materiais esféricos,

em que ha mudanca do raio de contato (131,152,162).

F=-E+RD2 (11)

E E, E; (12)

O modelo de Oliver e Pharr surgiu em 1992 (145) e passou por refinamentos
(156,159), no entanto o estudo de Cheng et al. (2005) demostrou que este ndo é

aplicavel a indentacéo esférica de materiais viscoelasticos (163).

O modelo inicial de Oliver-Pharr (145) considera parametros de ajustes de
acordo com o indentador e a amostra, onde S é a rigidez ou a inclinagdo da reta, e A
€ a area de contato projetada entre o indentador e a amostra (141,155,164).

SVm
E_

- (13)

A éarea (A) projetada pode ser calculada seguindo a Equacédo 14, onde R é o
raio do indentador e hc é a altura ou profundidade em que h& contato entre o
indentador e a amostra (Figura 7).

(14)
A = m(2Rhc — hc?)
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Figura 7 - Calculo de area utilizando um indentador de ponta esférica

hmax

Fonte: adaptado de Ebenstein et al. (2004) (141).

Nota: R = raio do indentador; hc = altura de contato; hméx = altura méxima de indentacéo, e r = raio da

area de contato projetada do indentador na amostra.

Na literatura também encontram-se métodos para ajuste da curva de
indentacdo, como € o caso do modelo criado por Hayes et al. (1972) (138). Ressalta-
se que a analise biomecanica, considerando os modelos mateméticos e o indentador
de ponta esférica, € complexa e muitas vezes realizada pelo proprio equipamento de

teste, ndo havendo, ainda, um modelo ideal (127,154,165).

Como descrito, a cartilagem articular € um tecido avascular e um material
viscoelastico que pode sofrer alteracfes estruturais e composicionais, sendo comum
a aplicacdo de abordagens in vitro, in situ, in vivo e ex vivo para avaliacdo da
restauracdo da cartilagem. Porém, também é importante avaliar as propriedades
fisicas do novo tecido formado, uma vez que elas fornecem as fun¢des biomecanicas,
como rigidez, suporte de carga, absorcdo de choque e resisténcia ao desgaste.

Portanto, a avaliagdo mecénica é essencial e esta descrita neste estudo (43,93).
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4. METODOLOGIA

Estudo experimental controlado em animais que foi desenvolvido de 2017 a
2020. Utilizaram-se no presente estudo quatorze suinos de denominacdo BR-1 e
desenvolvidos especificamente para pesquisa, com idade esquelética compativel com
a maturidade sexual (8 a 12 meses), do sexo feminino e com peso de 19 a 22
quilogramas (Minipig Pesquisa e Desenvolvimento, Ltda., Campina do Monte Alegre,
SP, Brasil). Totalizaram-se 28 cirurgias, sendo os dois joelhos das duas patas
traseiras de cada animal, comparados de forma pareada em relacdo ao grupo sem

tratamento e experimental com tratamento.

Os procedimentos experimentais e os cuidados com o0s animais foram
conduzidos de acordo com a Lei n°® 11.794/2008 da Constituicdo Federal Brasileira,

que regulamenta e estabelece “Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais”.

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo Cientifica do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil, IOT n°® 1336 (Anexo A) e pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital

Sirio-Libanés, nimero de aprovagdo CEUA P 2017-05 (Anexo B).

4.1. Cultura de células: coleta, isolamento, expansdo e diferenciacdo de
células estromais mesenquimais (CEM)

A coleta de tecido sinovial de joelhos humanos incluiu sete pacientes
submetidos a cirurgias artroscopicas do joelho. Excluiram-se pacientes com historia

prévia de cirurgia, infeccao, artrite inflamatodria e gestantes (23).

A sinovia do joelho foi coletada no inicio da artroscopia (Figura 8), através do
portal antero-lateral. Uma amostra de até 1 g da sindvia foi armazenada em um tubo
conico estéril de 50 mL contendo solucdo salina 0,9% a temperatura ambiente. As
amostras foram enviadas imediatamente para o Laboratério de Processamento
Celular do Hospital Sirio-Libanés (S&o Paulo, Brasil) e processadas em até 6 horas

apos a coleta (23).
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Figura 8 - Artroscopia de joelho para coleta de tecido sinovial

Fonte: Arquivo pessoal, artroscopia do joelho, 2016.

Cada amostra foi lavada duas vezes em solucao salina com 4% de penicilina-
estreptomicina. A digestéo foi realizada com 0,2% Colagenase NB 4G Proved Grade
(Serva Electrophoresis, Alemanha) por 90 minutos a 37°C. Este processo terminou
com a adigdo de 4 mL de Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12; Gibco Invitrogen, Grand Island, NY) suplementado com 15% de soro
fetal bovino (HyClone U.S. Origin Cytiva) e centrifugado a 1.500 rota¢gfes por minuto,
por 5 minutos. Em seguida, houve a diluicdo em DMEM/F-12 e soro fetal bovino, antes

do plagueamento das células em um frasco de cultura celular de 25 cm? (23).

A coleta da polpa do dente (Figura 9) foi feita em sete criangas saudaveis (cinco
meninos e duas meninas, de 7 a 9 anos). Uma antissepsia bucal foi conduzida, com
bochecho com clorexidina 0,12%, seguido pela extracdo dental (exodontia). A polpa
do dente foi retirada utilizando limas endoddnticas e o tecido foi acondicionado em um
frasco identificado com dados do paciente. As amostras foram adicionadas a um
coletor estéril com 2 mL de solucdo DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium /
Nutrient Mixture F-12—Gibco Invitrogen, Grand Island, NY) suplementada com 100
Ul/mL de penicilina-estreptomicina (Penicillin-Streptomycin; Gibco Invitrogen, Grand
Island, NY). Esse material foi acondicionado em caixa de transporte e transportado
até o Laboratério de Processamento Celular do Hospital Sirio-Libanés (Sao Paulo,
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Brasil) em temperatura de 4°C a 8°C e em no maximo 24 horas apos a coleta, para

evitar perda celular e possivel contaminacéo cruzada (12,23).

Figura 9 - Coleta da polpa do dente

Fonte: Arquivo pessoal, Hospital Sirio-Libanés, 2018.

No laboratério, as amostras de polpa dentaria foram lavadas duas vezes em
solucéo salina e digeridas com uma solucado contendo 1 mg/mL de TrypLE (Gibco
Invitrogen, Grand Island, NY) em solugéo salina (Phosphate Buffered Salin, pH:7,4;
Gibco Invitrogen, Grand Island, NY) por 30 min a 37°C. Ap0s a digestao dos tecidos,
as amostras foram centrifugadas por 5 minutos. Em seguida, a polpa dentaria foi
fragmentada com bisturi estéril e os fragmentos adicionados a uma placa de 12 pocos,
onde cada fragmento foi depositado em um poco e preenchido por meio basal para
manutenc¢ao e nutricdo do tecido composto por: Dulbecco's Modified Eagle Medium /
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12; Gibco Invitrogen, Grand Island, NY),
suplementado com 15% soro fetal bovino (FSB; HyCloneTM - Cytiva, U.S origin) e
aminoacido ndo essencial (MEM Non-Essential Amino Acids Solution; Gibco
Invitrogen, Grand Island, NY). Mantiveram-se as amostras em incubadora umida a
37°C com 5% CO2 (12,23).

Apbs 15 dias as CEM iniciaram a expansao para fora dos fragmentos da polpa.
As células foram cultivadas até completarem a confluéncia de 70 a 80% de toda a
area da placa de cultura. Apoés atingir essa confluéncia, as CEM foram expandidas até

atingirem o niUmero necessario para o experimento. Durante a expansao celular uma
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parte das células foi criopreservada lentamente com uma solu¢cdo composta por 5%
de dimetilsulféxido (DMSO — CryoPur, Origen Biomedical) diluida em DMEM/F-12 até
atingir a temperatura de -80°C. Ap0s atingir essa temperatura, as amostras foram
transferidas e mantidas no biorrepositorio a uma temperatura de -196°C, no Centro de

Terapia Celular Avancada do Hospital Sirio-Libanés (12,23).

Apo6s descongelamento, as 14 amostras de CEM foram lavadas, para retirar a
solugéo contendo DMSO e cultivadas em meio basal composto por DMEM/F12 (Gibco
Invitrogen, Grand Island, NY), suplementado com 10% soro humano (Sigma-Aldrich,
USA), plaqueado em garrafas de cultura de 25 cm? e mantido em uma atmosfera
umidificada a 5% CO2 a 37°C. A manutencdo do meio basal de cultivo foi realizada

trés vezes por semana (12,23).

Ap0s atingirem a confluéncia entre 70 e 80%, as células foram expandidas até
atingirem o numero de células necessarias para os experimentos. A cada passagem
foi observado, através de microscopio optico (Olympus CK40), se as células
mantiveram morfologia alongada tipica de fibroblastos. Em seguida, realizou-se a
caracterizacdo da populacdo celular através da imunofenotipagem por citometria de
fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, EUA), e analisaram-se os dados usando o
software Cell Quest (BD Biosciences, EUA) (23).

A caracterizacao celular das CEM foi realizada também através da inducao in
vitro para a diferenciacao osteogénica, condrogénica e adipogénica, complementando
a demonstracdo da capacidade de multipotencialidade caracteristica das CEM (Figura
10) (9,23).
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Figura 10 - Diferenciacdo das células estromais mesenquimais em (A) osteogénica
com Alizarin Red S (21 dias); (B) condrogénica com Alcian Blue 8G (21 dias); (C)
adipogénica com oil red O (18 dias), e respectivos controles abaixo. As imagens

foram obtidas por microscopia 6ptica (EVOSO XL Cell Imaging System)

Osteogénica

Condrogénica Adipogénica

Controle

Fonte: adaptado de Santanna et al. (2022) (23).

As CEM obtidas foram isoladas e cultivadas em um laboratério de boas préticas
de manipulagdo. Todos esses processos de coleta, isolamento, expansdo e
caracterizacdo das CEM da sindvia do joelho e da polpa dentaria ja foram descritos
em detalhes nos artigos anteriores do grupo (9,12,21,23). Na presente pesquisa,
utilizaram-se ambas as linhagens celulares para o grupo de intervencéo, ou seja, com

tratamento.

4.2. Desenvolvimento do construto de engenharia tecidual (CET)

As CEM derivadas da polpa do dente e do tecido sinovial foram semeadas em
uma placa de cultura de 12 pocos a uma densidade de 4,0x105 células/cm? no meio

de crescimento, com 0,2 milimolar de acido ascérbico 2-fosfato (Asc-2P; Sigma-

Aldrich, Saint Louis, Missouri). Em alguns dias, as células tornaram-se confluentes.

Apés aproximadamente 15 dias, destacaram-se os construtos de células e
matriz extracelular sintetizados pelas proprias células do substrato pela aplicacdo de
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tensdo de cisalhamento na interface célula-substrato com auxilio de uma pipeta. Os
construtos separados ficaram em suspensdo para formacdo de uma estrutura
tridimensional por contracdo ativa do tecido. Esse tecido foi denominado CET,
composto de células e matriz extracelular feito por engenharia tecidual (Figura 11).

Figura 11 - Trés amostras de construto de engenharia tecidual confluente apds 15
dias de cultura formando uma estrutura tridimensional

Fonte: Arquivo pessoal, IOT-HC-FMUSP e Hospital Sirio-Libanés, 2018.

4.3. Modelo animal

As informagfes sobre caracteristicas, cuidados e procedimentos relacionados
aos animais nesta pesquisa foram coletadas a partir do ARRIVE Guideline Checklist
(166) e mantidas em um repositério digital (167). Os animais se mantiveram em baias

individuais e alimentados duas vezes ao dia com racdo e agua ad libitum.

No momento da cirurgia, informou-se ao cirurgido qual seria o lado e o primeiro
grupo, e se somente defeito ou com tratamento por CET, a partir de randomizacao
prévia. A randomizacéao foi gerada por programa do site www.randomization.com por

pesquisador ndo envolvido no procedimento cirargico (168).

Um defeito de cartilagem de espessura total medindo 6 mm de diametro foi
efetuado na area de carga do condilo femoral medial, nos dois membros posteriores
de cada animal, utilizando um tubo de corte para extragéo dos cilindros de cartilagem
(Sistema OATS, Arthrex, Naples, Florida, EUA). Em seguida, a camada basal
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calcificada da cartilagem foi removida com uma cureta e o CET foi colocado no defeito
da cartilagem (Figura 12) (168).

Figura 12 - Defeito da cartilagem (6 mm) na area de carga do condilo femoral medial
do membro posterior do porco em miniatura, apés remocédo da camada calcificada
da cartilagem

Fonte: Arquivo pessoal, IOT-HC-FMUSP e Hospital Sirio-Libanés, 2018.

Os animais foram tratados no pdés-operatério com medicacdo analgésica e
antibiético. Foram capazes de realizar descarga do peso apd6s 12 horas do
procedimento e de andar normalmente apos 10 dias. Aos 6 meses ap0s a cirurgia, 0S
animais foram eutanasiados com propofol e cloridrato de potassio e os membros

posteriores foram desarticulados na altura do quadril.

4.4. Avaliagdo biomecanica

A avaliagdo biomecénica da cartilagem com tratamento e sem tratamento por
implante do CET foi realizada por meio de um equipamento de teste universal Instron
3365 (Instron Corporation, Norwood, MA, EUA) (Figura 13-A) e software Bluehill 3™
(Instron Corporation, Norwood, MA, EUA) (Figura 13-B). O acessoério BioPuls™
(Instron Corporation, Norwood, MA, EUA) para controle do banho de temperatura foi
utilizado. Aplicaram-se os testes de indentacédo e de compressao nao confinada

maxima para analisar as propriedades mecanicas (115,169).
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Figura 13 - (A) Equipamento de teste universal modelo Instron 3365 conectado ao

acessorio BioPuls™ contendo mecanismo pneumatico, garras, recipiente com soro

fisioldgico, indentador e suporte; (B) monitor com software Bluehill 3 conectado ao

equipamento Instron 3365™; (C) exemplo de dois blocos osteocondrais utilizados
para avaliacdo biomecanica

Monitor com
Software Bluehill 3

Indentador

Recipiente com
soro fisiolégico

/

Fonte: Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Corpos de prova foram construidos utilizando-se aproximadamente 5 mm de
altura de osso subcondral. Espessura da cartilagem, peso, largura e altura da amostra
total foram medidos trés vezes. As médias dessas quatro principais medidas e a
densidade 6ssea (1,1 g/cm?3) foram obtidas e inseridas no programa Bluehill 3 ™ para
processamento do teste. O bloco osteocondral (Figura 13-C), que consiste no conjunto
de osso e cartilagem, foi colocado sobre um suporte com a parte da cartilagem voltada
para cima e posicionado no Instron (106).

Para realizar o teste, a estrutura foi imersa em solucédo salina (0,9% NacCl), a
uma temperatura de 36°C, para simular a condi¢éo fisiolégica do corpo (65). Uma
carga minima foi aplicada para garantir o alinhamento e o contato total entre a
superficie da cartilagem e o indentador.
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4.4.1. Teste de indentacdo

O teste de indentacdo (Figura 14-A) seguiu a Norma E2546-15 da ASTM e
consistiu em trés ciclos de for¢a-deslocamento, a uma velocidade constante de 0,5
mm/min, com um deslocamento fixo de 5% da média da espessura da cartilagem.
Utilizou-se um indentador de ponta esférica de 2 mm de diametro (Figura 14-B)
(105,131,139,170).

Figura 14 - (A) Configuragéo do teste de indentagdo com amostra posicionada em
um suporte; (B) indentador de ponta esférica medindo 2 mm de diametro

Fonte: Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Os dados obtidos em funcéo de forca (N) por deslocamento (mm) (Figura 15-
A) foram deslocados graficamente para comecar em “zero”, utilizando um fator de
correcdo variavel para cada amostra. Conforme observado na Figura 15-B, as
expressdes passaram a ter interceptagao “y” de zero (103).
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Figura 15 - Gréafico de uma amostra representativa obtida com o teste de indentacao.
(A) forca (N) x deslocamento (mm); (B) for¢ca (N) x deslocamento (mm), com

0,01
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0 0,01
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: N = Newton; mm = milimetros.

A partir desse processo, aplicou-se o modelo de Hertz (Equagao 11), que

considera a geometria esférica do indentador (Figura 16) (146,162). O coeficiente de

Poisson (v) adotado para a cartilagem articular foi de 0,5; ja o v do indentador, por ser

considerado um material infinitamente rigido, foi desconsiderado (Equacéo 12) (171).

Figura 16 - Grafico de uma amostra representativa obtida com o teste de indentacao,
forca (N) x deslocamento (%) com aplicacdo do modelo de Hertz

a0 60

Deslocamento (%)

80

100 120

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: N = Newton; % = porcentagem.
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Seguindo os estudos de Meloni et al. (2017) (106), Weizel et al. (2020) (105) e
Kelm (2002) (104), o primeiro ciclo de forca-deslocamento no teste de indentacéo
apresenta um comportamento com maior quantidade de erro, com valores altos de
dissipacdo de energia. Dessa forma, descartou-se o primeiro ciclo das analises e

utilizaram-se o segundo e o terceiro ciclos para os céalculos das variaveis (103).

Neste estudo, optou-se por avaliar as propriedades viscoelasticas da
cartilagem pelo célculo das seguintes variaveis: energia dissipada; modulo dindmico
(E*), seguindo a equagédo apresentada por Fakult e Ronken (2012) (Equacéo 15);
angulo de fase (0) (Equacédo 10), permitindo a determinacdo do moédulo de
armazenamento (E’) (Equacdo 8) e moédulo de perda (E”) (Equacdo 9)
(65,66,91,93,135).

3Fmax

E*=(1—-V?)——
( )4\/RDméx3

(15)

O total de energia dissipada durante o ciclo foi calculado pela area entre as
curvas de carga e descarga, por integracdo numérica trapezoidal (103,172). A Figura
17 apresenta o ciclo de histerese de uma amostra representativa, onde € possivel

visualizar, pelas linhas verticais em verde, qual foi a area mensurada.

Figura 17 - Gréfico de forca (N) x deslocamento (%), evidenciando as curvas de
carga e descarga de uma amostra representativa. Em linhas verticais verdes, a
regido onde foi calculada a energia dissipada
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: N = Newton; % = porcentagem.
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As propriedades da cartilagem, considerando-se as regides lineares, foram
determinadas pelo médulo de elasticidade (E) e pelo mddulo de elasticidade reduzido
(Er) (Equacédo 11 e 12) através do calculo do médulo tangente da curva de carga e
descarga, respectivamente (65,103,131,171). Todos os pontos de dados incluidos nas
andlises lineares visaram a atingir um valor de R? > 0,987, caracterizando o

comportamento linear do material (40).

O célculo do E foi determinado a partir do médulo tangente com a inclinagédo da
curva a 5% de deslocamento (65) e com base na inclinagao da reta total (Figura 18)
(66,103).

O calculo do Er, ou seja, o E da parte inicial da curva de descarga, foi
determinado a partir do médulo tangente, considerando a inclinagédo da curva dos 10%
da regiéo superior (133) (Figura 18).

Figura 18 - Gréfico de forca (N) x deslocamento (%) de uma amostra representativa,
evidenciando-se as regides de analises. Em vermelho (menor elipse), 0 médulo de
elasticidade da curva de carga a 5% de deslocamento. Em verde (maior elipse), o

modulo de elasticidade reduzido (Er) dos 10% da regido superior da curva de
descarga.
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: N = Newton; % = porcentagem.

T valor de R2, também conhecido como coeficiente de determinacéo, indica o quao proximos
os dados estdo da linha de regressao. E uma expressao numérica que varia de 0 a 1, sendo o maior
valor, 0 mais proximo do modelo linear.
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4.4.2. Teste de compressao ndo confinada maxima

Em seguida do teste de indentacdo, o ensaio de compressdo ndo confinada
méaxima (Figura 19) foi realizado com um deslocamento fixo de 50% da altura do bloco
osteocondral, a 0,5 mm/min de velocidade, com célula de carga de 100 N (173). Foi
utilizado um compressor cilindrico circular de 6,95 mm de diametro, maior do que as

amostras de cartilagem.

Figura 19 - Configuragdo do teste de compresséo nao confinada méaxima, com bloco
osteocondral e compressor cilindrico circular de 6,95 mm de diametro

Fonte: Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

A partir dos resultados obtidos, as cargas de compresséo foram divididas pela
area da seccéo transversal do corpo de prova (Equacédo 1) para obter os valores de
tenséo e os valores de deslocamento convertidos em deformacéo utilizando a medida
de comprimento inicial da amostra (Equagdo 2). Assim, os dados de forca e
deslocamento do bloco osteocondral transformaram-se em dados de tensdo e

deformacéo (65).

No teste de compressdo ndo confinada maxima, o célculo do modulo de
elasticidade foi determinado a partir do médulo tangente com a inclinagdo da curva
em 0 a 5% e 30 a 40% de deformacdo relativa da cartilagem, a fim de demonstrar a

nao linearidade do tecido (35,93,158). Os intervalos escolhidos de acordo com as
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zonas do tecido (superficial e média) demonstram a né&o linearidade através da
diferenca regional na amostra de cartilagem. Além disso, esse teste possibilita a

caracterizacao da falha tecidual (119).

45. Anédlise estatistica

A andlise estatistica do presente estudo visa a comparar o lado com tratamento
por implante do CET e o lado sem tratamento, somente defeito. Utilizou-se o Software
JASP (174) para os calculos estatisticos e o nivel de significAncia adotado foi de 5%,
ou seja, 0s resultados dos testes foram considerados estatisticamente significativos

guando p<0,05.

O tamanho amostral foi definido por conveniéncia, de acordo com estudos
similares pré-clinicos com animais de meédio porte e estudos em humanos, fases | e

II, publicados em revistas de alto fator de impacto (175,176).

As técnicas utilizadas para comparacdo entre as amostras foram teste de
normalidade, seguido de teste-t de student pareado caso confirmada a normalidade,
ou Wilcoxon signed-rank, caso ndo houvesse normalidade. Esses testes foram os
escolhidos, visto que os joelhos comparados eram dos mesmos porcos, submetidos
aos mesmos estimulos externos. Desconsideraram-se os outliers identificados nas

analises, em conjunto com o seu par do outro grupo.

O ANOVA de medidas repetidas serviu para comparar dados envolvendo mais

de dois grupos.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados amostrais

Antes da realizacdo dos testes de indentacdo e compressdo néo confinada
méaxima analisaram-se, pelo teste-t pareado, as caracteristicas dos grupos sem
tratamento (somente o defeito) e com tratamento (defeito com construto de
engenharia tecidual — CET). Na Tabela 1 € possivel observar os valores médios
referentes a espessura da cartilagem (p=0,585). Na Tabela 2 € possivel observar os
valores médios referentes ao bloco osteocondral, tanto para peso (p=0,876), quanto

para altura total (p=0,969).

Tabela 1 - Valores médios de espessura da cartilagem dos grupos sem tratamento
(somente defeito) e com tratamento (defeito com CET), antes da avaliacao
biomecanica (média + desvio-padrao)

Dados amostrais da cartilagem  Defeito (n=14) Defeito + CET (n=14)

Espessura (mm) 1,3+0,3 1,2+0,3

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; mm = milimetros.

Tabela 2 - Valores médios de peso e altura do bloco osteocondral das amostras sem
tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com CET), antes da
avaliacao biomecanica (média + desvio-padrao)

Dados amostrais do bloco osteocondral Defeito (n=14) Defeito + CET (n=14)

Peso (g) 0,2+0,1 0,2+0,1

Altura (mm) 6,3+1,1 6,2+1,1

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; g = gramas; mm = milimetros.
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5.2. Avaliacdo biomecanica

Teste de indentacao e teste de compressdo nao confinada maxima avaliaram
as propriedades mecanicas da cartilagem do reparo tecidual nos grupos com
tratamento pelo implante de CET e sem tratamento, somente com o defeito realizado

no modelo.

5.2.1. Teste de indentacao

A partir do teste de indentag&o, os dados obtidos foram em funcdo de tempo,
forca e deslocamento. Assim, € possivel avaliar o comportamento do material em trés
diferentes representacdes graficas: deslocamento por tempo; for¢a por tempo; e forca
por deslocamento. Na Figura 20, observam-se as curvas caracteristicas de uma

amostra representativa apés aplicacao do modelo de Hertz.
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Figura 20 - Gréafico de uma amostra representativa obtida com o teste de indentacéo
e apos aplicacdo do modelo de Hertz: (A) deslocamento (%) x tempo (s); (B) forca
(N) x tempo (s); (C) forca (N) x deslocamento (%)
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: N = Newton; s = segundos; % = porcentagem.

Na Figura 20-A, pelo gréafico de deslocamento por tempo, € possivel observar
os dois principais estagios do experimento, descritos pelas curvas de carga, seguidas
imediatamente pelas curvas de descarga, formando uma rampa de perfil triangular

para cada um dos trés ciclos realizados.

Na Figura 20-B, observa-se a resposta em forca, apos a aplicacdo de um

deslocamento maximo fixo, a uma velocidade constante.
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Na Figura 20-C, é possivel observar as curvas de carga e descarga,
caracterizando o fenbmeno de histerese, ao aplicar os trés ciclos de forca-

deslocamento, evidenciando a propriedade viscoelastica da cartilagem articular.

Considerando a velocidade aplicada no teste de indentagao (0,5 mm/min), foi
possivel calcular a taxa de deformacdo em funcéo da espessura da cartilagem, nas
amostras sem tratamento e com tratamento por CET (n=13). Pelo teste-t pareado, 0s
valores médios obtidos foram de 0,007.s, com desvio-padrdo de 0,001.s para o
grupo sem tratamento, e de 0,008.s, com desvio-padrdo de 0,002.s para o grupo

com tratamento por CET (p=0,113).

Além disso, a partir das curvas obtidas foi possivel determinar o periodo e,
consequentemente, a frequéncia do ciclo de cada amostra. Os valores médios obtidos
pelo teste-t pareado podem ser observados tanto para o segundo ciclo (p=0,084)
(Tabela 3), quanto para o terceiro ciclo (p=0,115) (Tabela 4), ndo havendo diferenca

estatistica entre os grupos.

Os parametros que podem ser mensurados ao aplicar um deslocamento ciclico
e que estdo associados ao carater viscoelastico da cartilagem incluem energia
dissipada, modulo dinamico (E*), moédulo de armazenamento (E’), médulo de perda

(E”) e angulo de fase (0).

A analise estatistica dos resultados de dissipacao de energia, a partir do teste-
t pareado, demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre os grupos, tanto no
segundo (p=0,384), quanto no terceiro (p=0,409) ciclos. No entanto, ha uma tendéncia
de menor dissipacdo de energia no grupo sem tratamento em comparacdo com o

grupo com tratamento por CET (Tabela 3).

O valor absoluto de forca maxima para cada grupo, de acordo com os ciclos,
pode ser observado nas Tabela 3 e Tabela 4. A forca maxima foi superior no grupo
com tratamento por CET, tanto para o segundo (p=0,012), quanto para o terceiro ciclos
(p=0,014). Em ambos os grupos, houve uma reducao de seu valor do ciclo dois para
o ciclo trés. O valor de forga maxima absoluta referente a cada amostra, em conjunto
com o deslocamento maximo, serviu de parametro para o calculo do E*. As analises

apresentadas a seguir foram realizadas pelo teste-t pareado.

Em relacdo ao E*, seu valor para o segundo ciclo no grupo com tratamento foi

superior em comparagdo ao grupo sem tratamento (p=0,012). Ja no terceiro ciclo,
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houve uma tendéncia de superioridade no grupo com tratamento (p=0,092). O valor
meédio do E* diminuiu entre um ciclo e outro para ambos os grupos (Tabela 3 e Tabela
4).

Em relacéo aos valores obtidos para o O, ha uma tendéncia de superioridade
nas amostras do grupo com tratamento, tanto no segundo (n=13, p=0,086), quanto no
terceiro ciclos (n=11, p=0,090) (Tabela 3 e Tabela 4).

A partir de ambos os parametros mencionados foi possivel calcular o E’ e E”.
O valor médio do E’ foi superior ao E”, tanto comparando 0s grupos, quanto os ciclos.

O grupo com tratamento por CET apresentou valores de E’ (Figura 21) e E”
(Figura 22) superiores em comparacao ao grupo sem tratamento, havendo diferenca
estatistica em ambos para o segundo ciclo, com p=0,012 e p=0,036, respectivamente
(Tabela 3). No terceiro ciclo houve uma tendéncia de superioridade nas amostras do
grupo com tratamento, tanto para o E’ (n=12, p=0,093), quanto para o E” (n=12,

p=0,052), em comparacdo ao grupo sem tratamento (Tabela 4).

Figura 21 - Grafico boxplot dos valores de modulo de armazenamento (E', MPa) para
o segundo ciclo, dos grupos sem tratamento (somente defeito) e com tratamento
(defeito com CET), obtidos com o teste de indentac&o
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratdrio de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: *: probabilidade de significancia = 0,012; E' = médulo de armazenamento; CET = construto de

engenharia tecidual; MPa = mega Pascal.
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Figura 22 - Grafico boxplot dos valores de modulo de perda (E", MPa) para o
segundo ciclo, dos grupos sem tratamento (somente defeito) e com tratamento
(defeito com CET), obtidos com o teste de indentacéo
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: *: probabilidade de significancia = 0,036; E” = mddulo de perda; CET = construto de engenharia

tecidual; MPa = mega Pascal.
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Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos para frequéncia (mHz), forca maxima (N),
energia dissipada (N.mm), angulo de fase (°), médulos dinamico (E*, MPa),
de armazenamento (E’, MPa) e de perda (E”, MPa), para o segundo ciclo,
nas amostras de cartilagem sem tratamento (somente defeito) e com
tratamento (defeito com CET) (média + desvio-padrao)

Ciclo 2
Parametros
n Defeito Defeito + CET p

Frequéncia (mHz) 13 64 + 15 76 £ 16 n.s.
Forca maxima (N) 12 3,04+2,14 5,06 £ 3,70 <0,05
Energia dissipada (N.mm) 13 0,10+0,13 0,13+0,11 n.s.
Angulo de fase (°) 13 50+1,2 6,2+1,2 n.s.
E* (MPa) 12 1,68 +1,18 2,81 +2,05 < 0,05
E’ (MPa) 12 1,68 +1,18 2,79+2,04 <0,05
E” (MPa) 12 0,14+ 0,10 0,29 + 0,24 <0,05

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; mHz = mili Hertz; N = Newton;

mm = milimetros; ° = graus; E* = modulo dindmico; E’ = médulo de armazenamento; E” = mddulo de

perda; MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significancia; n.s. = ndo significante.
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Tabela 4 - Resumo dos resultados obtidos para frequéncia (mHz), forca maxima (N),
energia dissipada (N.mm), angulo de fase (°), médulos dindmico (E*, MPa),
de armazenamento (E’, MPa) e de perda (E”, MPa), para o terceiro ciclo, nas
amostras de cartilagem sem tratamento (somente defeito) e com tratamento

(defeito com CET) (média + desvio-padrao)

Ciclo 3
Parametros
n ST CT p

Frequéncia (mHz) 13 65+12 76 £ 17 n.s.
Forca maxima (N) 12 2,92+2,05 4,85 + 3,57 <0,05
Energia dissipada (N.mm) 13 0,10+0,13 0,13+0,11 n.s.
Angulo de fase (°) 11 51+1,0 6,0+1,2 n.s.
E* (MPa) 12 1,62 +1,14 245+212  n.s.

E’ (MPa) 12 161+1,13 243 +2]11 n.s.
E” (MPa) 12 0,13 £ 0,10 025+0,24  n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; mHz = mili Hertz; N = Newton;
mm = milimetros; ° = graus; E* = modulo dindmico; E’ = médulo de armazenamento; E” = mddulo de

perda; MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significancia; n.s. = ndo significante.

Em relacéo a analise linear, foi possivel determinar o médulo de elasticidade
(E) com base na inclinagéo da reta, considerando o segmento linear, e a 5% de
deslocamento da segunda e da terceira rampas do teste de indentacao.

Para o céalculo do E a 5% de deslocamento e pelo segmento linear, somente
algumas amostras atingiram o valor de R? > 0,98. Os resultados podem ser

observados para o segundo (Tabela 5) e o terceiro (Tabela 6) ciclos.
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Tabela 5 - Valores médios do médulo de elasticidade (E, MPa) a 5% de deslocamento
e pela reta total, nas amostras de cartilagem sem tratamento (somente
defeito) e com tratamento (defeito com CET), pelo teste de indentacdo no
segundo ciclo (média + desvio-padréo)

Ciclo 2
Parametros (MPa)
n Defeito Defeito + CET p
E em 5% 8 0,90+ 0,79 1,41 +£1,07 n.s.
E dareta 14 1,18 £ 0,85 1,35+1,19 n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; E = modulo de elasticidade;

MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significancia; n.s. = ndo significante.

Tabela 6 - Valores médios do médulo de elasticidade (E, MPa) a 5% de deslocamento
e pela reta total, nas amostras de cartilagem sem tratamento (somente
defeito) e com tratamento (defeito com CET), pelo teste de indentacdo no
terceiro ciclo (média + desvio-padrao)

Ciclo 3
Parametros (MPa)
n Defeito Defeito + CET p
E em 5% 11 0,95+0,72 1,34+£0,92 n.s.
E dareta 13 1,13+£0,87 1,52 +£1,20 n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; E = modulo de elasticidade;

MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significAncia; n.s. = ndo significante.

Ao realizar as analises lineares pelo calculo do E, a aplicacdo do teste-t
pareado demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre os valores encontrados

para as amostras sem tratamento e com tratamento por CET.

Ao analisar o modulo de elasticidade reduzido (Er) aos 10% da regido superior
da curva, tanto para o segundo quanto para o terceiro ciclos, apenas algumas
amostras pareadas atingiram o valor de R?> 0,98. Os dados sdo apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7 - Valores médios do modulo de elasticidade reduzido (Er, MPa) derivados
dos 10% da regidao superior da curva de descarga, nas amostras de
cartilagem sem tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com
CET), pelo teste de indentacdo no segundo e terceiro ciclos (média + desvio-

padrao)
Er (MPa) n Defeito Defeito + CET p
Ciclo 2 11 2,56 +1,43 5,40 + 3,42 < 0,05
Ciclo 3 10 3,65 + 3,38 5,46 + 3,74 n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratdrio de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; Er = modulo de elasticidade
reduzido; MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significancia; n.s. = ndo significante.

A aplicacdo do teste-t pareado demonstrou diferenca estatistica entre os
valores encontrados para as amostras com tratamento por CET (n=11) e sem
tratamento (n=11) aos 10% superiores da curva de descarga para o segundo ciclo
(p=0,016), com um valor superior das amostras com tratamento por CET (Figura 23).
Em relacdo ao terceiro ciclo, houve uma tendéncia de superioridade das amostras

com tratamento em relacdo as amostras sem tratamento (p=0,072).
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Figura 23 - Gréfico boxplot dos valores de modulo de elasticidade reduzido (Er,
MPa) aos 10% da regido superior da curva de descarga, para o segundo ciclo, dos
grupos sem tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com CET)
obtidos com o teste de indentacao
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: *: probabilidade de significancia = 0,016; Er = médulo de elasticidade reduzido; CET = construto

de engenharia tecidual; MPa = mega Pascal.

5.2.2. Teste de compressao nao confinada maxima

Pelo teste de compresséo ndo confinada méxima, é possivel observar como se
comporta a curva de tensado-deformacao do bloco osteocondral quando a amostra é
submetida a uma carga de célula maior (100 N). Na Figura 24, observam-se as duas
principais situacdes encontradas relativas ao comportamento do tecido, em amostras

representativas, sem diferenciacdo entre as que foram ou néo tratadas com CET.
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Figura 24 - Gréficos de tensédo (MPa) x deformacéao (mm/mm) a partir do teste de
compressdo ndo confinada méaxima do bloco osteocondral, representando (A)
amostra com deformacéo apenas na regiao de cartilagem e (B) deformidade da
espessura da cartilagem e do 0sso
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: MPa = mega Pascal; mm = milimetros.

Na Figura 24-A, é possivel observar a curva de tensdo-deformacéo mostrando
um comportamento quase-linear, cuja tensdo submetida na amostra se restringiu a
regido de cartilagem ao atingir o carregamento maximo, ou seja, ndo encontrou o
0sso0. Esse tipo de comportamento foi observado em 8 amostras tratadas com CET e

em 9 amostras sem tratamento.

Na Figura 24-B, é possivel observar a diferenca entre a curva de tensao-
deformacgédo quando o compressor esta na regido de cartilagem, e a transicao para a
regiao 6ssea. Esse tipo de comportamento foi observado em 3 amostras tratadas com

CET e 3 amostras sem tratamento.
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As analises de compressao nao confinada maxima objetivaram demonstrar a
nao linearidade da cartilagem articular, pelos diferentes valores obtidos do E,

conforme deformacéo na amostra.

Assim, calculou-se 0 modulo tangente em duas regides distintas pelo teste
ANOVA de medidas repetidas, no intervalo de 0 a 5% e no de 30 a 40% de deformacéo
relativa a espessura da cartilagem. As amostras consideradas para analise foram
aquelas que atingiram o minimo de 40% de deformacgé&o da cartilagem em ambos os
grupos, sem tratamento e com tratamento por CET.

O E de ambos os grupos foi menor com o aumento da deformacéo e foi
estatisticamente diferente considerando as duas zonas (n=8, p=0,016) (Tabela 8),
resultado obtido a partir do teste ANOVA de medidas repetidas, comprovando a ndo
linearidade do tecido na regido da cartilagem (Figura 25). Comparativamente, o E
entre os grupos com tratamento e sem tratamento considerando as zonas do tecido

nao teve diferenca significativa.

Tabela 8 - Valores médios do médulo de elasticidade (E, MPa) a 0-5% e 30-40% de
deformacdo relativa a espessura da cartilagem, nas amostras sem
tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com CET), pelo teste
de compresséo nao confinada maxima (média + desvio-padrao)

Parametro Defeito (n=8) Defeito + CET (n=8) p
E em 0-5% (MPa) 22,3+ 15,7 24,6 £ 15,4 n.s.
E em 30-40% (MPa) 12,5+8,7 17,4+6,3 n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; n = nimero de amostras; E = médulo de elasticidade;

MPa = mega Pascal; p = probabilidade de significAncia; n.s. = ndo significante.
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Figura 25 - Grafico boxplot dos valores de modulo de elasticidade (E, MPa) dos
grupos sem tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com CET),
considerando as zonas 0-5% e 30-40%, obtidos com o teste de compressao nao
confinada maxima
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Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: *: probabilidade de significancia = 0,016; E = mddulo de elasticidade; CET = construto de

engenharia tecidual; MPa = mega Pascal.

A seguir, encontram-se 0s valores de tensdo maxima obtidos para todas as
amostras na regido da cartilagem, independentemente da profundidade de

deformacéo (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores médios de tensdo maxima (MPa) atingidos na regido da cartilagem,
independentemente da profundidade de deformacdo, nas amostras sem
tratamento (somente defeito) e com tratamento (defeito com CET), pelo teste
de compresséo nao confinada maxima (média + desvio-padrao)

Parametro Defeito (n=12) Defeito + CET (n=11) p

Tensdo Maxima (MPa) 3,6 +0,9 3,7+0,9 n.s.

Fonte: dados da pesquisa — Laboratério de Bioengenharia do InCor HC-FMUSP, mar/2018 a nov/2019.

Nota: CET = construto de engenharia tecidual; MPa = mega Pascal; n = nimero de amostras; p =

probabilidade de significancia; n.s. = ndo significante.
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6. DISCUSSAO

Este estudo apresenta relevancia por descrever testes mecanicos e
propriedades da cartilagem apés tratamento com engenharia tecidual, utilizando as
técnicas de boas praticas de manipulacdo, sendo uma etapa fundamental ao
considerar novas terapéuticas para as lesfes da cartilagem, tendo em vista o impacto

dessas patologias na biomecanica.

As diretrizes de boas praticas de manipulacdo sdo extremamente importantes
ao considerar a translacao de modelo animal para uso clinico em humanos. Estas
garantem seguranca e eficacia ao desenvolvimento de terapias celulares avancadas
durante os processos de cultura celular. As diretrizes de boas praticas aplicadas por
agéncias regulatérias como a ANVISA consideram as instalagces laboratoriais em
funcdo da regularidade de inspecéo, treinamento dos profissionais, manutencao dos
equipamentos, avaliagcdo de riscos e eventos adversos, entre outras categorias
(9,12,177,178).

No presente estudo, utilizou-se modelo animal de médio porte. Conforme
relatado por Mariano (2003) (179), Chu et al. (2010) (180) e Li et al. (2009), o modelo
de joelho suino apresenta caracteristicas proximas a do joelho humano, tanto
anatomicamente, quanto mecanicamente (181). Apesar de haver poucos estudos
avaliando suas propriedades biomecanicas, Fakult & Roken (2012) (91), Ando et al.
(2007) (65) e Machado (2015) (119) foram alguns dos autores que demonstraram em
pesquisas prévias sua adequacao para ensaios pré-clinicos e para esse tipo de

avaliacao.

O estudo de Fernandes et al. (2018) (80) avaliou o reparo da cartilagem com
células provenientes da polpa do dente no mesmo modelo animal e relatou ndo haver
intercorréncias durante o procedimento cirdrgico ou no pos-operatério dos animais
monitorados. Li et al. (2009) (181) demonstraram ndo haver rea¢gdes imunoldgicas nos
porcos em miniatura quando submetidos ao recebimento de células estromais
mesenquimais (CEM) humanas, devido as suas atividades imunossupressoras,

especificamente suprimindo atividades de linfocitos.
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Esta pesquisa faz parte de um projeto tematico que visa a comparar as
estratégias de engenharia tecidual para restauracéo da cartilagem articular, utilizando
CEM provenientes da polpa dentéria e da sindvia. Trata-se da continuidade de um
trabalho previamente apresentado e aprovado pela banca sobre avaliagdo por
imagem e histologia do construto de engenharia tecidual (CET) para restauracao da
cartilagem, em que identificou-se a importancia de se estudar os parametros
mecanicos (9,19,182).

Optou-se por utilizar duas linhagens celulares no grupo de intervencgéo,
derivadas da polpa do dente e da sindvia, comparando-se 0 grupo sem tratamento
com apenas um unico grupo de intervencao, sem distincdo da origem das CEM, para

aumentar o nUmero do tamanho da amostra.

A comparacdo da restauracdo da cartilagem articular, apés seis meses de
implante do CET, foi avaliada através do teste de indentacdo e de compressdo nao
confinada maxima, que fornecem informacdes valiosas e significativas para

caracterizagao do tecido (38,118).

No presente estudo, houve a aplicacdo de deslocamento a uma velocidade
constante, enquanto simultaneamente media-se a resposta ao estresse,
caracterizando-se um perfil de rampa triangular (105,139,183), e houve a aplicacéo
de trés ciclos de forca-deslocamento, caracterizando-se um teste dinamico
(93,105,107,126).

A velocidade aplicada para a avaliacdo mecanica foi de 0,5 mm.min (cerca
de 0,0083 mm.s?), equivalente a uma taxa de deformacgdo normalizada para
espessura da cartilagem de 0,007.s1. Segundo a revisdo sistematica feita por Patel
et al. (2019) (93), os valores de velocidade aplicados nos testes mecanicos variam de
0,001 mm.s* a aproximadamente 1.000 mm.s™, sendo que valores mais baixos, como

0 adotado neste estudo, podem ser aplicados a modelos lineares.

O teste de indentacdo do presente estudo esta dentro do intervalo considerado
clinicamente relevante e se enquadra como de pequena deformacédo, ja que o
deslocamento maximo foi de apenas 5% da média da espessura da cartilagem
(65,66). Segundo Patel et al. (2019) (93), a cartilagem de um joelho saudavel sofre

deformacgbes abaixo de 10%, com um pico de no maximo de 17%.
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Neste estudo, a frequéncia obtida com os ciclos de for¢ca-deslocamento foi
cerca de 0,07 Hz, enquadrando-se a proposta dos testes dinamicos. Os valores de
frequéncia impactam diretamente nas andlises dindmicas e usualmente variam de
0,01 a 100 Hz. O aumento da frequéncia esta associado a um aumento na rigidez dos

materiais (94), e valores muito altos ndo detectam as regides viscoelasticas (93,184).

No presente estudo, o primeiro ciclo de for¢ca e deslocamento foi descartado e
as analises foram baseadas no segundo e no terceiro ciclos. A diferencga entre o pico
méaximo de forca do segundo ciclo para o terceiro ndo ultrapassou 10%, indicando
uma repetibilidade nos resultados. Por ndo haver grande variacao entre os ciclos, é
possivel reproduzir o método para condicdes similares as fisioldgicas e realizar as

andlises necessérias nesse intervalo (103,105).

Ha poucas referéncias na literatura que descrevem a energia dissipada em
tecidos bioldgicos. Reportam-se analises em tenddo de ovelha, calcanhar humano
(185), musculo do miocardio (186), tecido cerebral (187) e tecido pulmonar (188). Os
estudos encontrados para a descricdo desse fendmeno em cartilagem sao vagos e

poucos reportam o valor absoluto da energia dissipada.

Entende-se, pela literatura, que valores mais altos de energia dissipada podem
indicar maior capacidade do material em reduzir picos de carga e comportamento mais
viscoso. J& valores mais baixos associam-se a danos mecanicos e estruturais,
capazes de danificar o colageno e reduzir proteoglicanos, desencadeando falta de
resisténcia, ou seja, tecido mais mole (50). Além disso, 0 aumento repentino de

dissipacdo de energia é encontrado em amostras fraturadas, sendo estas

identificadas pela variacdo entre um ciclo e outro (91).

Ressalta-se que as amostras sem tratamento apresentaram valor médio de
energia dissipada menor do que as amostras com tratamento por CET, mas sem
significancia estatistica. Ndo houve aumento da dissipacdo de energia entre um ciclo

e outro, indicacao de que nédo houve fratura das amostras.

O presente estudo é um dos Unicos a estudar a dissipacdo de energia na
comparacao de amostras sem e com tratamento por engenharia tecidual. Assim, o
resultado apresentado sobre as andlises de histerese é valioso e pode ser indicativo

de reparo mecéanico da cartilagem em amostras com tratamento por CET.
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Oyen-Tiesma e Cook (2001) (172) indicam que a energia dissipada para um
ciclo unico foi de 20 a 25% da energia total para neocartilagem e, em estado de fratura,
a energia dissipada dobrou para 40 a 60%. Além disso, antes de sofrerem rachadura
ou fratura, as amostras tiveram decaimento da dissipacdo de energia. Han et al.
(2021) (189) demonstraram como 0s mecanismos de dissipacdo de energia da
cartilagem podem atrasar a ocorréncia de fratura, através da estimativa de liberacéo
de energia critica na cartilagem intacta e com rachaduras. Em taxas de carregamento
lentas, o processo de dissipagéo ocorre e é capaz de acomodar a carga, retardando

as fraturas.

Simha et al. (1999) (190) demonstram apenas que atingiu o estado de
estabilidade apés cinco ciclos. Kelm (2002) (104), com um estudo mais abrangente,
demonstra a energia dissipada em modelo bovino em diferentes taxas de
deformacfes. A uma taxa de 5 mm/min, a média da histerese de quatro amostras foi
menor do que 100 Jmm?3 apds o sexto ciclo. Weizel et al. (2020) (105) mostram a
reducdo da area de histerese com os ciclos, sendo a maior queda entre o primeiro e
0 segundo. Hwang et al. (2022) (96) mostram que 0 aumento da osmolaridade e da

viscosidade acarretam em um aumento da dissipacao de energia.

Vazquez et al. (2018) (103) e Han et al. (2018) (134) sugerem que menor
dissipacéo de energia reflete danos na matriz extracelular. A dissipacao de energia é
relatada como vital para retardar o inicio ou propagacao da fratura e para a reducao
de picos de carga na cartilagem e no osso subcondral (91). Vazquez et al. (2018)
(103) utiliza um modelo suino para demonstrar que o aumento no namero de ciclos
pode ocasionar danos estruturais e amolecimento da cartilagem, devido a fadiga. A
dissipacéo de energia diminuiu significativamente apds 50.000 ciclos, de 15,40 + 3,27
kJ/m? para 12,28 + 4,26 kJ/m3. Han et al. (2018) (134) mostram como a cartilagem

desidratada reduz a energia dissipada.

A partir da analise mecéanica dindmica também é possivel calcular os valores
de angulo de fase, modulo dinamico, modulo de armazenamento e modulo de perda.
Para a descricdo de um material viscoelastico, pelo menos dois desses parametros

devem ser calculados (95).

No presente estudo, os angulos de fases obtidos em ambos os grupos foram
préximos de zero, em torno de 5° a 6°, indicando viscoelasticidade da cartilagem

durante todo o experimento, com predominio de comportamento elastico. Esse
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mesmo comportamento foi observado em outros estudos, adicionando-se que em
frequéncias acima de 40 Hz observa-se um comportamento inteiramente linear, com

angulo de fase igual a 0 (100,123).

Sabe-se que h& uma relacdo direta entre a viscosidade dos materiais e a
dissipacdo de energia. Logo, os resultados desta analise estdo de acordo com 0s
dados da literatura, tendo em vista que tanto a média do angulo de fase, quanto a
média de dissipacdo de energia foram maiores para um mesmo grupo, no caso, 0

grupo com tratamento (96,134).

Considerando os outros parametros da analise mecanica dindmica do presente
estudo, como médulo dindmico, de armazenamento e de perda, foram encontrados
resultados estatisticos significativos ao comparar o grupo com tratamento por CET e
sem tratamento para o segundo ciclo, e houve tendéncia de superioridade do grupo
com tratamento para o terceiro ciclo, suportando a ideia de restauracéo da cartilagem

nas amostras tratadas com CET.

Acredita-se que um maior valor de médulo dinAmico esteja associado com
maior suporte de carga, visto que uma das fungcbes da cartilagem, mais
especificamente da regido superficial, é limitar a expansao radial (191). Além disso,
segundo Sadeghi et al. (2015) (192), o médulo dindmico obtido a uma frequéncia
acima de 0,01 Hz é relevante para a marcha. Um valor superior de médulo dindmico

foi obtido no grupo com tratamento.

Em relacdo aos parametros de médulo de armazenamento e modulo de perda,
os estudos de Jeng et al. (2013) (94), Fulcher et al. (2009) (100), entre outros descritos
por eles, demonstraram valores superiores em amostras com tratamento ou

saudaveis, em comparacgdo as amostras sem tratamento ou danificadas (99,127).

Jeng et al. (2013) (94) demonstraram, pelo valor inferior de moédulo de
armazenamento na cartilagem danificada, que esta possui menor capacidade de
recondicionar o tecido a sua origem. Assim, inferiram que um menor valor de modulo
de perda, nessa mesma condi¢ao, indica menor viscosidade e menor capacidade de

proporcionar um efeito de absorcao de choque durante a movimentacgao (94).

Temple et al. (2016) (99), Sadeghi et al. (2015) (192) e outros estudos apontam
valores superiores de médulo de armazenamento em relacdo ao modulo de perda, o

mesmo encontrado no presente trabalho.
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Além dos parametros viscoelasticos descritos, um dos principais parametros de
analises de testes mecanicos para tecidos biolégicos € a determinacdo do mdédulo de
elasticidade e do madulo de elasticidade reduzido, baseado na resposta linear inicial
do teste mecanico (102). Apesar de se ter conhecimento de que a cartilagem € um
tecido heterogéneo, nao linear, dependente do tempo e anisotropico, muitos estudos,

inclusive este, também a considera homogénea e linear (34,119,126,193).

Sabe-se que lesbes da cartilagem, mais especificamente a osteoartrite,
reduzem a rigidez do tecido (148). Assim, um valor superior de modulo de elasticidade
(E) e modulo de elasticidade reduzido (Er) indica maior capacidade do tecido em
armazenar energia quando deformado, maior rigidez e resisténcia a deformacéo
elastica. Além disso, diversos estudos mostram uma reducdo do modulo de
elasticidade de 20 a 80% quando o tecido apresenta osteoartrite inicial, em
comparacao a um tecido saudavel (50,94,115,148,172,194,195).

No presente trabalho, observou-se uma tendéncia de superioridade no valor de
moddulo de elasticidade para as amostras que receberam tratamento com CET, com
variacao de até 29% de seu valor médio em relagdo ao grupo sem tratamento.

Fakult e Ronken (2012) (91) e Brown et al. (2007) (196) demonstraram que, em
estagio inicial de degradacédo do tecido, as propriedades mecanicas da cartilagem
podem estar dentro da variacdo normal do tecido, havendo dificuldade de destacar a
divergéncia mecanica. Sendo assim, acredita-se que o grupo com tratamento por CET

tenha uma tendéncia maior de reparo em comparacéo ao grupo sem tratamento.

Diversos trabalhos comparam amostras com defeito na cartilagem em relacao
a amostras tratadas com engenharia tecidual. O tipo de intervencdo similar ao
presente estudo foi reportado nos trabalhos do grupo de pesquisa de Ando et al.
(2007) (65), Katakai et al. (2009) (66), Shimomura et al. (2010) (15) e Nansai et al.
(2011) (140). Eles avaliaram o médulo de elasticidade da cartilagem articular em
modelo suino maduro e imaturo, a diferentes taxas de compressédo, comparando
amostras com defeito, com tratamento por CET e cartilagem normal, a 5% de

deformacéo e para o segmento linear.

No presente estudo, pelo teste de indentacdo, obteve-se uma tendéncia de
superioridade do modulo de elasticidade nas amostras com tratamento, em todos 0s

casos analisados, tanto a 5% de deslocamento, quanto pelo segmento linear.
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Nansai et al. (2011) (140) utilizaram teste de indentac&o e histolégico para
comparacao entre suinos maduros e imaturos. Em oposicdo aos resultados do
presente estudo, eles encontraram um valor médio de modulo de elasticidade maior
na cartilagem normal, seguida do grupo com defeito e depois tratado com CET. Em
suinos imaturos, houve diferenca significativa entre a cartilagem normal e 0os grupos
com defeito e tratados com CET. Ja em suinos maduros, a diferenca foi somente entre

cartilagem normal e grupo com CET.

Com esses resultados combinados aos dados histoldgicos, surgiu a discussao
de que o CET potencializa o reparo em defeitos condrais, mas com influéncia de
fatores localizados no fundo do defeito, atrasando o reparo superficial (140). Essa

discusséo contribui com os resultados obtidos no presente estudo.

Ando et al. (2007) (65), Katakai et al. (2009) (66) e Shimomura et al. (2010) (15)
aplicaram teste de compressao nao confinada, considerando taxa de compresséao de
0,04 mm/s e 0,1 mm/s. Esse protocolo foi diferente do aplicado no presente estudo
para célculo do médulo de elasticidade, mas o tipo de intervencédo e as regides de

analises foram as mesmas.

Assim como no presente estudo, eles demonstraram, em todos 0s casos, uma
tendéncia de superioridade do médulo de elasticidade nas amostras com tratamento
por CET em relacdo ao grupo somente com defeito. A significAncia estatistica foi
encontrada por eles em apenas dois casos: 0 primeiro entre amostra de cartilagem
normal e com defeito, em suinos maduros e imaturos, a uma taxa de 0,04 mm/s,
considerando 5% de deformacéao (15); o segundo entre amostra com tratamento com
CET e defeito, sem diferenciar a maturidade, a uma taxa de 0,1 mm/s, a 5% de

deformacéo e pelo segmento linear (65,66).

Nesse segundo caso, similar ao presente estudo devido a comparagao entre
grupo com tratamento e grupo somente com defeito, a significancia estatistica foi
encontrada a uma taxa de 0,1 mm/s, mas nao a 0,04 mm/s, taxa inferior. Destaca-se
gue a taxa utilizada no presente estudo foi inferior a 0,04 mm/s, contribuindo para os

resultados.

Como referéncia, nos estudos de Ando et al. (2007) (65) e Katakai et al. (2009)
(66), o modulo tangente (ou modulo de elasticidade) encontrado a uma taxa de 0,1

mm/s no grupo tratado com CET foi de 0,875 MPa a 5% de deslocamento e,
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considerando o segmento linear, foi de 1,65 MPa. Ja nas amostras com defeito, o
valor médio exato ndo € esclarecido (65,66). No presente estudo, considerando o
segmento linear para o segundo ciclo, o valor de médulo de elasticidade (média +
desvio-padrao) obtido no grupo com tratamento foi de 0,90 £ 0,79 MPa a 5% de
deslocamento e de 1,35 + 1,19 MPa para o segmento linear, valores proximos ao da

literatura.

Schaefer et al. (2002) (197), pelo teste de indentacdo, compararam o médulo
de elasticidade em equilibrio de modelo animal em coelho entre o grupo somente com
defeito, trés grupos com tratamento e grupo controle. Os valores obtidos por Schaefer
et al. (2002) (197) no grupo com tratamento se aproximaram ao do grupo controle,
havendo diferenca significativa apenas entre o grupo sem tratamento (0,37 = 0,17,
MPa) e o controle (0,84 + 0,28, MPa) (média + desvio-padrao).

Ja o trabalho de Mixon et al. (2021) (198) avalia o0 modulo de elasticidade pelo
teste de indentagcdo em amostras bovinas in vitro. Dentre os trés grupos de amostras
degradadas comparadas no estudo, apenas um foi estatisticamente diferente,
apontando um valor 33% inferior as amostras controle. Nos outros grupos, o médulo

de elasticidade teve tendéncia de superioridade nas amostras controle (198).

Tanto Schaefer et al. (2002) (197) quanto Mixon et al. (2021) (198) realizaram
teste de indentacdo e demonstraram a tendéncia de superioridade do mddulo de
elasticidade no grupo com tratamento por engenharia tecidual ou grupo controle, em
relacdo ao grupo somente com defeito. Esses resultados estdo préximos aos obtidos

no presente estudo.

O maddulo de elasticidade pode ser calculado com a amostra em equilibrio ou
de forma instantanea. Quando a amostra esta em equilibrio, indica-se a auséncia de
fluxo de liquido durante a avaliacdo, somente a matriz solida suporta carga. Ja quando
ha fluxo de liquido na matriz sélida durante o experimento, diz-se que o sistema

produz uma resposta instantanea

No presente estudo, os valores obtidos do modulo de elasticidade foram
calculados pela resposta instantédnea do sistema. Como referéncia e considerando o
calculo do médulo de elasticidade a 5% de deslocamento para o segundo ciclo,
obtiveram-se os valores de (média + desvio-padrao) 0,90 £+ 0,79 para 0 grupo sem

tratamento, e 1,41 + 1,07 para o grupo com tratamento.
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Segundo o estudo de Jin e Lewis (2004) (171), o médulo de elasticidade em
resposta instantanea acarreta um valor superior em comparacdo a resposta em
equilibrio, tendo eles obtido os valores para cartilagem saudavel (média + desvio-
padrao) de 1,79 + 0,59 MPa e 0,45 + 0,26 MPa, respectivamente, pelo teste de
indentacdo em modelo animal bovino. O mesmo comportamento foi demonstrado no
estudo de Irianto et al. (2014) (199).

Ressalta-se que os estudos de Kelm et al. (2002) (104) e Mansour (2003) (34)
apresentam varia¢do no valor do modulo de elasticidade em equilibrio da cartilagem
articular humana entre 0,3 e 1 MPa. J&a o estudo de Edelsten et al. (2010) (81) avalia
como sendo entre 1 e 10 MPa as taxas de carregamento baixas. Os valores
apresentados na literatura para cartilagem humana s&o proximos dos obtidos neste
estudo.

Os dados das analises lineares reportados anteriormente consideraram o
modulo de elasticidade da curva de carga, o E. No entanto, seguindo o método do
teste de indentacao instrumentada padronizado pela ASTM E2546-15, o calculo do
moddulo de elasticidade realizado no inicio da curva de descarga, conhecido como

modulo de elasticidade reduzido, Er, € a regido mais significativa de analise (200).

No presente estudo, o calculo do mdédulo de elasticidade reduzido, no inicio da
curva de descarga, foi superior no grupo com tratamento em comparag¢do ao grupo

somente com defeito.

Nos estudos de Jeng et al. (2013) (94) e Franke et al. (2007) (133), foi utilizado
teste de indentacdo mesoescalar com indentador de raio de 100 micrometros,
categorizando um diametro entre a escala macro e microscoépica, e nanoescalar com
um indentador de raio na escala nanométrica. Ambos utilizaram modelo suino e o
modulo reduzido encontrado nas amostras danificadas foi inferior as amostras
saudaveis. No presente estudo, houve diferenca significativa entre os grupos com
tratamento e sem tratamento ao analisar os 10% da regido superior da curva de carga,
mesmo intervalo reportado por Franke et al. (2007) (133). Pode-se dizer que o grupo
com tratamento ja se encontra com uma capacidade superior de suportar mais carga

sem sofrer deformacg&o permanente, reduzindo possiveis danos ao tecido.

Em relacdo ao ensaio de compressdo maxima, este € pouco encontrado na

literatura, mas € um importante ensaio mecanico de caracterizacdo, estando na
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diretriz da Food and Drug Administration (FDA) e utilizado nesta pesquisa tanto para

avaliar a diferenca entre as zonas, quanto as condicfes mais extremas (119,201).

Na literatura encontram-se diferentes trabalhos que avaliam as zonas da
cartlagem por teste de compressdo confinada (202-204), ndo confinada
(116,119,173,205,206) e indentacéao (35,158,201,207). Park et al. (2003), que aplicam
o teste de compressdo ndo confinada, tiveram o objetivo principal de avaliar a
pressurizagao do fluido intersticial nas diferentes zonas, visto que impacta na rigidez

da cartilagem quando submetida a cargas dinamicas (116).

O presente trabalho demonstra menor médulo de elasticidade conforme ha
aumento da deformacao, com diferenca estatistica entre as zonas superficiais (0 a 5%
de deformacdo relativa a espessura da cartilagem) e médias (30 a 40% de deformacéao
relativa a espessura da cartilagem) em ambos 0s grupos, sem tratamento e com
tratamento. Resultado similar a esse € encontrado em dois estudos que utilizaram
modelo suino. O primeiro é no estudo de McLeod et al. (2013) (35), onde foi possivel
observar decaimento do mdédulo de elasticidade com a profundidade, sem
significancia estatistica entre as zonas, a partir do teste de microindentacdo na
cartilagem. O segundo é no estudo de Gannon et al. (2015) (191)(206), em que foi
determinado o médulo de elasticidade em equilibrio do bloco osteocondral através do
teste de compressao ndo confinada e também foi observada reducdo do valor com a

profundidade.

Em oposicao a esses resultados, estudos anteriores, que também analisaram
a dependéncia do modulo de elasticidade de acordo com as zonas da cartilagem,
demonstraram haver aumento dessa variavel com o aumento da deformacdo na
amostra. Esses estudos foram realizados em cartilagem humana, bovina e de coelho,

a partir dos testes de indentacdo e compresséao confinada (158,202,203,207).

A matriz extracelular da cartilagem varia com a profundidade, tanto em relacéo
a estrutura, quanto a composicao. Assim, a diferenga de gradiente pode ser justificada
pelo tipo de teste mecanico aplicado, pela variacdo da composicdo da matriz
extracelular e pelo modelo de cartilagem utilizado, visto que os estudos da literatura
em modelo suino, incluindo este, apresentaram o mesmo comportamento do médulo
de elasticidade (30,34,35,95).
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Em relacdo a caracterizacdo de falha da cartilagem articular, na literatura
encontrou-se um estudo realizado pelos testes de compressao confinada e nao
confinada (119), e outro para caracterizacao de falha da cartilagem articular executado
através de um teste de indentacéo ciclico (201).

O estudo de Machado (2015) (119) é o que mais se aproxima deste, visto que
se utilizou amostras de bloco osteocondral de modelo suino submetidas a compressao
ndo confinada continua. A falha das amostras ocorreu com a desidratacdo do tecido
e a um valor de tensdo (média + desvio-padrao) de 63,5 + 34,6 MPa. No presente
estudo, a tensdo maxima atingida foi de 3,7 £ 0,9 MPa, no grupo com tratamento, e
3,6 £ 0,9 MPa, no grupo sem tratamento. Um diferencial foi que as amostras de
Machado (2015) (119) foram submetidas a uma carga de 4.900 N, com falha do tecido
a partir de 1.250 N de carga, e ndo houve comparacao entre amostras tratadas e nao

tratadas.

Considerando que a carga maxima do equipamento do presente estudo foi de
100 N, as amostras de ambos 0s grupos apresentaram comportamento dentro do
esperado, visto que a carga de falha tecidual reportada por Machado (2015) (119) é
cerca de 20 vezes maior do que a reportada no presente estudo, e a tensdo de ruptura

sem alteracdes no tecido é a partir de 35 MPa, aproximadamente.

O estudo de Kerin et al. (1998) (201) utilizou amostras de cartilagem bovina (e
nao bloco osteocondral) submetidas a um teste de indentacao ciclica. A falha ocorreu
a uma tensdo de 35,7 MPa, com um modulo de elasticidade de 119 MPa (201),
reforcando os dados obtidos por Machado (2015) (119).

Ha também o estudo de Han et al. (2021) (189), jA mencionado, que teve como
um dos objetivos entender os mecanismos de falha da cartilagem. Foi demonstrado
gue pequenas rachaduras na cartilagem n&do tendem a crescer quando sao inferiores
a 100 microns, sugerindo que a cartilagem € capaz de tolerar pequenas falhas, antes

de sua fratura total.

Dessa forma, sugere-se que a aplicacdo de 100 N de carga no bloco
osteocondral pode ter ocasionado fratura 0ssea e produzido pequenas falhas na
cartilagem que ndo levaram a sua fratura, logo néo foi visualizada na avaliagao
mecanica do presente estudo. Estudos como os de Hu et al. (2021) (208), Stewart &
Kawcak (2018) (209), Kazemi & Williams (2021) (210) e Johnston et al. (2016) (211)
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mostram que ha uma relagéo direta e indireta entre o osso subcondral e a cartilagem,
tanto no aspecto bioldégico quanto no mecéanico. A aplicacao de carga na cartilagem é
transmitida para o osso subcondral e este se adapta através do processo de
remodelacao de acordo com a intensidade e a direcédo da carga, de forma a distribuir
as forcas e minimizar tensbes de cisalhamento na camada mais profunda da
cartilagem. No entanto, quando essa carga é muito elevada, 0 0Sso engrossa,
havendo diminuigdo da sua elasticidade e afetando a capacidade da cartilagem em
suportar cargas. H4 um aumento das tensdes na base da cartilagem articular,
resultando em falhas na zona profunda que, com carga continua, progridem para a
superficie do tecido (208-211).

Este estudo apresenta algumas limitacdes. Apesar de ser um desafio escolher
o protocolo ideal para a realizacdo dos testes mecanicos, a recomendacao para
avaliacao da cartilagem, seguindo os documentos da FDA e da ICRS, envolve testes
dindmicos e estaticos, incluindo aqueles dependentes do tempo e de caracterizacao
de falha tecidual. Neste estudo foi realizado apenas um teste dinamico e um de falha
tecidual. Os testes estaticos incluem ensaios de fluéncia ou relaxagéo de tensdo para
caracterizar a variavel dependente do tempo e envolvem a extracdo de outros
parametros, que ndo foram escopo do presente trabalho (93,129,130,133,170,212).
Além disso, Patel et al. (2019) (93) realizaram uma reviséo sistematica sobre testes
mecanicos aplicados a cartilagem articular e publicaram algumas recomendacdes
acerca dos parametros e protocolos de teste que ndo sdo encontrados nas normas
mencionadas, como especificacfes acerca das taxas de deformacéo e do tempo de
equilibrio para testes dependentes de tempo, que ndo foram realizados no presente
estudo, e de deformacdo maxima, ja relatado. Todavia, essas recomendacdes foram
publicadas posteriormente a realizacdo dos testes contidos no presente trabalho;
desta forma, seguiu-se o preconizado na norma E2546-15 da American Society for
Testing and Materials (ASTM) (131).

O teste de indentacéo do presente estudo foi macroescalar, mas para se ter
mais precisdo e melhor resolucdo de imagens para outras analises, o uso de um

microscoépio de forca atbmica seria interessante (94,140,152).

O teste de compressdo maxima nao confinada mostrou-se um desafio a ser
avaliado em relacéo a falha tecidual, tanto pela falta de estudos similares, quanto pela

guantidade de amostras passiveis de serem analisadas.
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Uma ultima limitac&o foi a ndo coleta de amostras de cartilagem saudavel para

comparacao com as amostras somente com defeito e com implantacao do CET.

Apesar dessas limitacdes, o presente estudo foi capaz de realizar as
comparagdes entre 0os grupos sem tratamento e com tratamento por implantagdo do
CET, semelhante a pesquisas anteriores. Os resultados apresentados contribuem
para a linha de estudo de avaliagdo mecanica da cartilagem apos tratamento com

engenharia tecidual utilizando a técnica de boas praticas de manipulacao.

A continuidade dessa linha de pesquisa podera ser realizada de diferentes
formas, tanto pela combinacdo com a analise histoldgica, quanto pela modelagem de

elementos finitos.

Como proximos passos, a comparacao dos resultados histolégicos com o0s
biomecanicos para avaliagdo da qualidade da cartilagem em combinacdo com suas
propriedades fisicas pode trazer inimeros beneficios para o estudo (195,198).
Segundo Athanasiou et al. (2000) (41), a formacéao de fibrocartilagem de reparo serve
apenas como corre¢do biomecéanica temporaria, mas ndo a longo prazo, podendo
esse tipo de tecido influenciar nas respostas mecanicas obtidas. Conforme
mencionado, o estudo de Brown et al. (2007) (196) demonstrou que muitas vezes as
propriedades de amostras com degradacao se assemelham as amostras normais,

sendo a avaliacao histolégica interessante para essa distincao.

Também seria interessante realizar a modelagem por elementos finitos. Esta é
uma andalise numérica que visa a obter solu¢cdes aproximadas para diversos
problemas da engenharia, a partir da simulacdo computacional de um sistema. Esse
tipo de avaliacdo tem vasta aplicacdo na area de engenharia tecidual e pode ser
utilizado para mimetizar as estruturas e os comportamentos de 6rgaos e tecidos e
para investigar patologias, como lesdes da cartilagem e osteoartrite. Outra aplicacao
€ para a caracterizagdo biomecanica de amostras biologicas, em que € possivel
visualizar a distribuicdo de carga em tecidos cartilaginosos normais e danificados
(171). Segundo Cheng et al. (2004) (213), o uso de elementos finitos com metodos
estatisticos é interessante para extrair as propriedades da cartilagem a partir do teste

de indentac&o e em ambiente ex-vivo.
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Espera-se que, em breve, esses resultados contribuam para a translacdo da
tecnologia do construto de engenharia tecidual para intervencdes em lesfGes da

cartilagem em humanos na pratica clinica.
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7. CONCLUSAO

As propriedades Vviscoelasticas da cartlagem de néo linearidade e
heterogeneidade em diferentes zonas foi confirmada pelos testes mecanicos.
Observou-se que o0 grupo com tratamento por construto de engenharia tecidual (CET),
em comparacao ao grupo sem tratamento somente com defeito, apresentou maior

capacidade de absorcéao de choque, rigidez e resisténcia a deformacéo elastica.
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ANEXO A - Aprovacdo da Comissao Cientifica do 10T HC-FMUSP, numero de
aprovacéo 1336

DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO  Protocolo IOT n°® 1336
CEUA P2017-05 do Hospital Sirio Libanés ~ (animais)

(ADENDO PARA FINS DE POS-GRADUAGAO)
Pesquisador Responsdvel: Dr, Tiago Lazzaretti Fernandes
Pesquisadora Executante: Rafaella Rogatto de Faria
Titulo:. Andlise biomecénica do construto de engenharia de tecidos (TEC) para restauracdo da
cartilagem articular: estudo pré-clinico
Grau de Pesquisa: Mestrado
Titulo do Projeto Original: Comparagdo entre eswratégias de bioengenharia de tecido para
regeneragdo da cartilagem articular wtilizando células tronco provenientes da polpa de dente ¢
da sindvia: estudo pré-clinico — aprovado ad referendum pela Comissdo Cientifica em
3171020017

PARA USO EXCLUSIVO DA COMISSAQ CIENTIFICA
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I Aprovado com restrigdes (corrigir e/ou completar)
O Indeferido
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Py L\.—
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Presidents
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ANEXO B - Aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-Libanés, nimero de aprovacdo CEUA P 2017-
05

y

SIRIO-LIBANES

o)

Sao Paulo, 02 de outubro de 2017,

Titulo do Projeto: CEUA P 2017-05 “Comparagdo entre estratégias de
bicengenharia de tecido para regeneragdo da cartilagem articular utilizando
células tronco provenientes da polpa de dente @ da sinovial: estude pré-clinice”

Pesquisador: Dr. Tiago Lazzaretti Fernandes

Histérico do Processo
- Pracessa inicial recabido pela CEUA em: 2650972017
- Avaliado na reunido da CEUA de 02-10-2017

CONSIDERAGOES:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais avalicu os documentos apreseniados,
ande foram descritos os procedimentos & estd de acordo com vinculo do projeto
supracitado.

Cabe ressaltar qua o pesquisador deverd mantar a CEUA informada sobra o
andamento de seu projelo alravés do envio de ralalonos parciais (anuvalmente au
sempre que solicitado pela CELA) e relatdrio final, além de comunicacio sobre eventos
inesperados ¢ alleragbes no protocolo durante a execucio do projeto.

Esta comissdo avaliou o projeto proposto € solicita o maximo empenho para
tentar minimizar o “N" de animais, Caso possivel sugerimos a utilizacio da N=5 por
grupo (M aprovado = 14, M sugerido = 10 animais)

Quanto ao formularic da CEUA favor, no item 9.4 adequar o tempo verbal do
projato, uma vaz que essa projeto sard realizado.

O projeto fol considerado “APROVADD" pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Hospital Sirio Libangs, para ser executado conforme o planejamento
apreseniado

Nomere de animais aprovados — 14 suinos
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