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Resumo

O ligamento cruzado anterior (LCA) é um dos ligamentos estabilizadores do joelho mais
importantes. Também é um dos ligamentos intra-articulares mais lesado dos membros inferiores
em acidentes desportivos e ndo desportivos. No caso de atletas de alta competicdo € imperativo
conseguir propor a opgao que mais hipéteses tenha de que o doente retorne ao nivel pré-lesao.

Devido a sua vascularizagao escassa € a hipo-celularidade presentes nestes tecidos, uma
lesdo do LCA tem pouca capacidade de cura ou regeneragcao sendo o desfecho normal uma
substitui¢cao cirurgica.

Actualmente as opgodes existentes tém diferentes limitagbes; actualmente, proporcionam a
somente aproximadamente a 50% dos doentes um retorno de nivel pré-lesao. [1, 2]

Esta dificuldade levou a um interesse crescente num campo cientifico emergente chamado
Engenharia de Tecidos, para futuras técnicas de reparacao.

Desde logo o impacto econémico e social associado a estas lesdes & por si s6 um forte
motivo para uma melhor compreensdo da possibilidade de novos tratamentos recorrendo a
Engenharia de tecidos.

O objectivo desta nova abordagem com tecidos construidos de raiz é tentar mimetizar o
melhor possivel os tecidos originais. Para isso utilizam-se varios tipos de esqueletos matriciais (ou
“scaffolds”), diversos tipos de células e ainda diferentes combinagdes de factores de crescimento
promovendo a regeneracao tecidual tentando com isto atingir propriedades biomecanicas
similares ao tecido original. [3][4]

Vistos os varios problemas que acarretam as opg¢des cirurgicas actuais das lesdes do LCA
proponho-me analisar as possibilidades de novas terapias elaboradas gracas a engenharia
tecidual, e fazer uma revisdo na literatura cientifica sobre o tema.

Fontes dos dados:
Pesquisa em diversas bases de dados, entre elas: Pubmed, ScienceDirect e Ebsco,
uptodate com artigos publicados entre 1976 e 2017.

Conclusao:
Apesar de ainda poucos ensaios clinicos, ha fortes hipétese que a Engenharia de tecido
venha a ater um papel central na abordagem a lesées do LCA.

Palavras-chave: Ligamento cruzado anterior (LCA); Articulacdo, Ligamentos, Bio-
mecanica, ligamentos articulares; lesdes do joelho; Scaffold; Engenharia de tecidos; terapia

genética, medicina regenerativa, bioreactores



Abstract

The anterior cruciate ligament (ACL) is one of the most important knee stabilizing
ligaments. It is also one of the most injured intra-articular ligaments of the lower limbs in sports and
non-sports accidents. In the case of high competition athletes it is imperative to be able to propose
the option that has most likely chances to return to the pre-injury level.

Due to their scarce vascularity and the hypo-cellularity present in these tissues, an ACL
injury has little capacity for healing or regeneration, with the normal outcome being a surgical
replacement.

Currently the existing options have different limitations, but currently, it provides only about
50% of patients with a pre-injury level return. [1, 2]

This difficulty led to a growing interest in an emerging scientific field called Tissue Engineering for
future repair techniques.

Moreover, the economic and social impact associated with these lesions is in itself a strong

reason for a better understanding of the possibility of new treatments using tissue engineering.
The aim of this new approach is to try to mimic in the best possible way the original tissue. For this
purpose, several types of matrix skeletons (or "scaffolds"), cell types and different combinations of
growth factors are used to promote tissue regeneration in order to achieve bio-mechanical
properties similar to the original tissue. [3][4]

Considering the various problems involved in the current surgical options of ACL lesions, | propose
to analyse the possibilities of new therapies elaborated through tissue engineering and to
reviewing the scientific literature on the subject.

Sources of data:
Research in several databases, among them: Pubmed, ScienceDirect and Ebsco, uptodate with
articles published between 1976 and 2017.

Conclusion:
Although there are still few clinical trials, there is strong hypothesis that tissue engineering will play
a central role in approaching ACL lesions.

Keywords: Anterior cruciate ligament (ACL); Articulation, Ligaments, Bio-mechanics, joint
ligaments; Knee injuries; Scaffold; Tissue engineering; Gene therapy, regenerative medicine,
Bioreactors
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Introducao

O Ligamento Cruzado Anterior (LCA) é umas das estruturas do joelho mais comumente
lesadas, mudando a biomecénica e a cinematica da articulagdo resultando em instabilidade e
perda de fungao. [5]

A incidéncia exacta de lesdes do LCA é dificil de estimar pois os estudos usam diferentes
métodos de contagem (por exemplo uns usam “casos/ano” e outros “casos/1000horas de treino”).
[5] Actualmente, na literatura cientifica, a incidéncia esta estimada aproximadamente a 200,000
casos e 100,000 reconstrugbes cirurgicas anualmente nos EUA, sendo provavel que estes
numeros sejam subestimados e estejam a aumentar por uma maior adesao ao desporto por parte
da populagao geral. [6, 7]

Varios factores de risco estio descritos na literatura cientifica, como: serem atletas de alta
competicdo em desportos de contacto com manobras rapidas de mudanga de direcdo e saltos
como a “cuting maneuver” e em desequilibro, ser de sexo feminino devido a postura anatémica de
maior extensao a nivel do membro inferior, maior valgismo e abducao do joelho e maior rotacao
interna da anca, contracdo mais tardia dos musculos isquiotibiais, menor forca muscular global,
maior laxidao articular e balango do quadricipete/isquiotibiais inadequado. [8, 9]

Actualmente tem-se vindo a constatar um interesse crescente na prevengao primaria
comegando-se a instruir atletas e treinadores neste tipo de lesbes de tecidos moles e
implementando programas preventivos, Sendo estes essenciais (¢ o caso do FIFA11+ por
exemplo) na diminui¢gao da incidéncia e morbilidade das lesdes. [9, 10]

Mas por mais que estes programas de prevengao resultem nas lesdes sem contacto, as de
contacto e choque directo n&o séo prevenidas.

Torna-se importantissimo no caso de atletas de alta competicdo o retorno ao nivel de
desempenho pré-lesido, o que actualmente ainda ndo é o desfecho mais provavel. [1]

A abordagem das lesdes do LCA constitui um desafio, devido a sua biomecanica ainda mal
compreendida, incapacidade de regeneracao pelo tipo de tecido, fraco acesso vascular (ramos da
artéria genicular media) que também ¢é lesado e as varias complicagbes e osteoartrose, que
surgem de uma forma temporal, das estruturas adjacentes. [11]

A taxa de faléncia da reparacado cirurgica do LCA simples usando sutura simples é
substancialmente alta (40%-100% dependendo do estudos). Estes resultados insatisfatérios da
reparacao primaria do LCA levaram ao abandono da técnica de reparacdo por sutura directa e
adocao da cirurgia de reconstrugao do LCA. [12-14] Um leque variado de opcdes esta atualmente
disponivel, desde modalidades conservadoras a variadas técnicas cirurgicas.

Assim a reconstrucdo do LCA tem permanecido como “Gold-Standart” para lesodes,
especialmente para os jovens e atletas que pretendem retornar a atividades desportivas de alto
nivel, embora a idade tenha deixado de ser um critério decisivo para a exclusdo da opgéao
cirurgica, sendo essa abordagem cada vez mais comum em doentes com idade superior a 40
anos devido ao aumento da esperanga média de vida e da qualidade de vida da populagdo e um
tendéncia aumentada para a atividade fisica por parte das pessoas com mais idade. [15]

Embora a maioria das cirurgias de reconstrucdo do LCA restaurem com éxito a
estabilidade grosseira da articulagéo, o longo periodo de reabilitacdo pds-cirurgico, a osteoartrose
pos-traumatica comum apds essas lesdes, mesmo com a reconstru¢ao do LCA, a taxa de re-lesédo
mais alta, do que a da populagdo geral, mesmo apds uma recuperagao total, indica que a
reconstrucao ligamentar provavelmente ndo atingiu a mesma eficiéncia da original. Todos estes
problemas tornam-se mais importantes em atletas, pois acarretam uma perda Obvia da massa
muscular e um longo tempo de recuperagao, entre outros problemas, pondo em risco as carreiras.
[16, 17][18-20]

O que me proponho a fazer € uma revisdo das possibilidades de terapias actuais tentando
saber se a Engenharia de tecidos pode ajudar a melhorar o prognéstico e a rapidez de
recuperacao dos atletas com esta lesdo passando de uma era de substituicdo tecidual, para uma
tentativa de reparagao e regeneragao de tecidos lesados.



Biologia tecidular e ligamentar

Os ligamentos periarticulares foram, em tempos considerados estruturas inertes e sem
grande interesse mas actualmente sao vistos como tecidos dinamicos e bio-reactivos que
influenciam estruturas peri-ligamentares, como também s&o da maior importdncia na
propriocepgao articular.

Os ligamentos sdo um tipo de tecido conjuntivo denso, modelado e especializado formado
por um feixe de tecido fibroso, que une entre si duas extremidades 6sseas de uma articulacao
(ligamento articular, caso do LCA) ou mantém no seu local fisiolégico habitual um 6rgéo interno
(ligamento suspensor). E constituido por fibras de colagénio ordenadas em feixes compactos e
paralelos, o que Ihe da grande resisténcia mecanica. Essas mesmas fibras sdo ancoradas, no
caso de ligamentos articulares, nos ossos em feixes fibrosos. Um ligamento pode ligar dois ou
mais o0ssos e estdo também presentes nas capsulas articulares. Os ligamentos variam
ligeiramente na sua constituicdo dependendo da articulagao.

Todos os tecidos do corpo humano sdo compostos por dois componentes fundamentais:
por células e matriz extra-celular com os seus diferentes componentes.

Na arquitectura fisiolégica humana nenhum tecido é autossuficiente necessitando sempre
de aporte sanguineo para assegurar a homeostasia. No caso dos ligamentos, especialmente no
LCA, normalmente esse aporte é escasso acabando por ser uma grande entrave a regeneracgao,
pois implica uma falta de facilidade de acesso aos diferentes factores, nutrientes e células
necessarios a regeneragao de qualquer tecido. [21]

Nos ligamentos os fibroblastos sdo o tipo de célula mais comum e a matriz é composta
maioritariamente por agua, colagénio tipo | (85%) e lll, proteoglicanos e elastina. [22, 23]
Estes fibroblastos tem um papel activo secretando varios factores de crescimento, mantendo,
reparando e regenerando o ligamento. A matriz extra-celular é por sua vez a componente mais
importante na fungdo biomecéanica do tecido, sendo necessario compreender a construgao
tridimensional requerida e os componentes moleculares para as células proliferarem e fazer o seu
trabalho, de regeneracao e depois manutencao tecidual, da melhor maneira.

Fisiologia da Cicatrizacao ligamentar

Uma lesdo ligamentar implica uma mudanga drastica quer na sua estrutura quer na
fisiologia. A resposta do corpo humano €, na melhor das hipéteses, uma substituicdo do tecido por
um tecido cicatricial que é fisiologicamente e bio-mecanicamente diferente do tecido original,
sendo sem duvida inferior na capacidade de cumprir a sua fungao. [22]

Estas lesbes, ao longo do tempo e independentemente do tratamento, parecem causar
danos a estruturas adjacentes, isto € devido a deixarem uma instabilidade e mobilidade n&o
fisiolégica causam alteragdes na biomecanica da articulagdo, que assim passa a ter uma resposta
patologicas as forgas exercidas na articulagdo levando a danos, por exemplo, osteoartrite
dalgumas estruturas. [16, 24]

Sendo o objectivo uma reparagdao do LCA é importante percebermos o que se passa a
nivel fisioldgico e o porqué de no caso dos ligamentos intra-articulares a sua reparagao fisiologica
¢ virtualmente inexistente, sendo necessario mais investigagdo nesta area.

Quando ha lesdo com rotura de ligamento a cicatrizacdo ligamentar é feito em varios
passos: hemostase rapida conseguida por uma vasoconstricdo aguda e o sistema de coagulagao,
seguida de um processo inflamatério onde a lesao é limpa e é criado espago para novo tecido,
depois da-se a proliferagéo, migracao e colonizagao celular do tecido numa tentativa de renova-lo,
para isso € necessario ocorrer ao mesmo tempo angiogenese e por fim seria de esperar um novo
tecido com caracteristicas semelhantes ao original. O problema é que nas lesbes ligamentares
isto néo ocorre, sendo o tecido conjuntivo substituido por tecido fibroso muito menos dinamico,
resistente e adaptativo. Necessarias sdo por isso as terapias de substituicdo cirurgias actualmente
praticadas. [25]

No entanto, o desenvolvimento de um método regenerativo para a reparagao biolégica do
LCA obriga a uma melhor compreensao do motivo pelo qual a reparagéo fisiolégica primaria nao é



bem-sucedida. Na ultima década, os investigadores comegaram a compreender 0s mecanismos
subjacentes a incapacidade de cicatrizagdo de um LCA lesionado, o que contrasta diretamente
com a alta capacidade de cicatrizagdo dos tecidos conectivos extra-articulares, como o ligamento
colateral medial (LCM) (extra-articular). [26-28]

Opcoes de reparacao e tratamento actuais

Os tratamentos actuais passam por abordagem conservadora (sem reconstrucdo) ou
cirargica.

O tratamento conservador esta tradicionalmente reservado para doentes que nao tém altos
niveis de atividade fisica, como os idosos e pessoas que consigam lidar com a instabilidade
articular sem alteracao significativa da qualidade de vida. Por isso ndo € uma opcéao satisfatéria
para os casos de lesdes em atletas.

Historicamente as primeiras tentativas de reparacgao cirurgica foram feitas a partir de
suturas reaproximando as duas extremidades do LCA rasgadas descrita por Robson. [29] Mais
tarde foi mostrado, num estudo descrevendo os resultados a longo-prazo desta técnica, que este
tratamento falhava em mais de 90% dos casos. [30]

Actualmente existem diversas hipdteses cirlrgicas feitas por uma substituicdo do
ligamento por alo-enxertos ou auto-enxertos para o tratamento da lesdo do LCA, sendo que o
auto-enxerto osso-tendao-osso (OTO), recolhidos na rotula, os autoenxertos isquiotibiais (IT) e ou
tendao quadricipital (TQ) sao os mais utilizados para a reconstrugéo do LCA.

A principal vantagem da escolha de OTO relativamente ao IT é conseguir uma melhor
estabilizacdo. [2] No entanto, o uso de IT tem vindo a aumentar, pois tem uma menor morbilidade
na recolha do enxerto e menos complicagbes pods-cirurgicas, apesar da diminuicdo da forca a
nivel dos musculos da coxa. Desta maneira, alguns autores consideram que pode ser
clinicamente significativo e por isso levantam a possibilidade do uso de IT ter um resultado com
pior estabilizagdo da articulac&o e por isso levar a um maior risco de uma nova leséo. [7]

Contudo revisbes sistematicas mostram que nado ha evidéncia de que haja melhores
resultados com qualquer uma das abordagens de auto-enxertos em relagdo a estabilidade, dor,
amplitude de movimento, nivel de actividade ou experiéncia relatada pelo paciente apds a
reconstrucéo. [31-34]

As terapias actuais de reparagao cirurgica tém algumas desvantagens inerentes
relacionadas com, no caso dos auto-enxertos, a morbilidade do local dador, fraqueza do
mecanismo quadricipital ou da flexao do joelho, fratura da rétula, diferentes tamanhos do enxerto,
longos tempos cirdrgicos com consequente atraso no retorno a actividade fisica. Ja os aloenxertos
cadavéricos tém apresentado bons resultados, pois permitem um menor tempo cirurgico, eliminam
a morbilidade do local dador e tém tamanhos de enxerto mais consistentes; contudo, esta opgao
apresenta um aumento no risco de infecdo e transmissdo de doencas, a possibilidade de
desencadear reagbes autoimunes, enfraquecimento do tecido pelo processo de esterilizagao,
aumento dos custos e tempos de incorporagao, e menor estabilidade e forga. [17]

Nao existe actualmente consenso na decisdo terapéutica, apesar de estarem descritas
algumas orientagdes. [17]

Acresce que foi reportado que 40% a 90% dos pacientes que sofrem de lesbes do LCA
acabam por desenvolver osteoartrose do joelho ou outra patologia meniscal, provavelmente
devido a mecanica alterada. [35, 36]

As complicagcbes associadas a reconstrucao/substituicao cirirgica, apesar de seu inegavel
sucesso, levaram a um interesse por parte dos ortopedistas na engenharia tecidual funcional,
tentando uma aproximagao de uma reparacgao biolégica do LCA como alternativa a reconstrugao.
[26, 37, 38]



Um melhor conhecimento das caracteristicas de cicatrizagdo do LCA tem ajudado
investigadores e clinicos a introduzir novas abordagens de tentativa de reparo biolégico LCA.
Estas alternativas a reconstrugéo cirurgica atual tém o potencial de preservar o local de inser¢cao
nativo e a fungdo proprioceptiva, o que pode, por sua vez, levar a uma mecéanica articular mais
préxima da original e a menor risco de osteoartrite pos-traumatica.

Novas técnicas foram por isso criadas como por exemplo, a "técnica de resposta a
cicatrizagao", iniciada por Steadman et al. em que s&o criados micro-orificios no fémur perto do
local de insercdo da LCA, levando a formacdo de um coagulo de sangue e formagdo de
hematoma. Acredita-se que a cicatrizagdo do ligamento é induzida pela alta concentracdo das
células reparadoras perto das extremidades rasgadas da LCA como resultado do hematoma
criado.

A recente integracdo da engenharia de tecidos funcionais na tentativa de reparo de LCA
deixou o corpo clinico e de investigagdo com multiplas abordagens inovadoras para tratar lesdes
de LCA com melhores resultados.

Visto que uma lesao do LCA pode acabar com a carreira de um atleta é decerto importante
poder oferecer a opgao que maximiza as hipéteses dos atletas retornarem ao activo e isto num
menor tempo possivel e com o melhor prognostico a longo prazo possivel. Visto que o progndstico
da reparacdo desta lesdo actualmente ainda ndo é satisfatério em termos de recuperagéo
completa [2] é do interesse do doente debrugarmo-nos sobre novas terapias. Nisto a engenharia
tecidual parece ser uma boa aposta ja com um inicio promissor. [18]

Engenharia tecidual (Reparacéo ligamentar bio-poténciada)

A engenharia tecidual € uma disciplina cientifica emergente e revolucionaria, erguida sobre
trés principais pilares: biologia celular, factores de crescimento celulares e engenharia de
materiais em forma de aparelhos chamados Scaffolds tentado recriar e substituir temporalmente
tecidos diferenciados encontrados in vivo no ser humano.

Acho importante também falar de mais dois temas, os bioreactores e as terapias
genéticas, os quais podem ter um papel importante e até decisivo no futuro desta nova
abordagem.

O objectivo desta ciéncia é tentar regenerar tecidos lesados humanos. Sendo os varios
tipos de tecidos diferentes na sua composicao celular e matricial, € importante pensar em termos
de tecido conjuntivo ligamentar e 0osso no caso da tentativa de regeneragao do LCA.

Tendo conhecimento dos varios limites do actual tratamento de lesbes do LCA, a
comunidade ortopédica tem vindo a fazer um esforgo para integrar da forma mais segura possivel
este novo dominio cientifico na reparacgao cirurgica. Estas reconstrucbes ligamentares tém a
possibilidade de reduzir as falhas cirurgicas, as complicacdes pela biomecanica alterada do tecido
de substituicdo (OTO ou IT ou TQ), reduzir o tempo de recuperagado e até potencialmente os
custos na saude publica. [39] A possibilidade de substituigdo terapéutica destas novas tecnologias
nas cirurgias de reconstrugcdo cutanea, Ossea, cartilaginea, tendinosa, ligamentar e até,
possivelmente no futuro, neural € no minimo uma perspectiva reconfortante e de interesse para
qualquer equipa cirurgica procurando devolver ao doente os melhores niveis de recuperagao pos-
lesao.

Ainda assim é importante referir que a grande maioria destas terapias estdo numa fase
experimental e que ainda falta caminho a percorrer até se tornarem procedimentos comuns, mas
provavelmente vamos ver na proxima década uma melhoria franca no tratamento destas lesdes
gragas as novas terapias possibilitadas pela Engenharia tecidual.

A especialidade de ortopedia, particularmente, beneficiaria bastante com estas novas
terapias, pelo tipo de lesbes musculo-esqueléticas com que se confronta no dia-a-dia com tecidos
lesados por trauma ou doengas com pouco poder de cura e regeneragao. A engenharia tecidual
oferece assim uma maneira de transitar de terapias de substituicio cirargica para uma abordagem
por um mecanismo de regeneracao.



Por isso, embora a cirurgia ortopédica tenha avangado no uso da engenharia de tecido na
substituicdo da cartilagem, resta ver se havera uma mudanga da reposi¢cao de tecido para a
regeneracao de tecido e se esta sera aplicavel ao ligamento. [9]

Actualmente o que se faz na pratica clinica, numa tentativa de aumentar o sucesso e a
rapidez de ligamentizacdo do exerto, sdo inje¢des diretas na articulagdo, nos tuneis 6sseos feitos
nas cirurgias ou nas superficies teciduais, quer de células como de factores de crescimento, antes
da fixacdo do novo ligamento para melhorar a cicatrizagdo do ligamento, osso e a zona de
ancoragem do ligamento mas os estudos mostram que n&o é a melhor opgdo uma vez que desta
maneira ndo ha forma como controlar o local de atuacao das terapias.

Ainda ndo sendo a melhor opcéo existem estudos que demonstram eficacia deste tipo de
terapia. [40]

Usando este trio de células, scaffolds biomiméticos e factores de crescimento, € possivel
que a engenharia de tecidos possa ser implementada na reparagéo e regeneracao de tecido como
0sso, cartilagem, tendao e ligamento. [41, 42]

Vou por isso de seguida fazer uma exposi¢ao dos varios intervenientes.

Biologia Celular

O primeiro ponto a clarificar € sem duvida a parte celular. As células ligamentares sao
responsaveis por manterem estes tecidos vivos, é por isso, imprescindivel, numa abordagem que
procure uma regeneragdo completa a longo prazo e manutencéo, uma andlise da fisiologia celular
ligamentar e como é que elas intervém no processo de ligamentizagao tentado saber qual sera o
tipo de célula que melhor se adequara ao efeito.

A este nivel as opgdes mais aceites e disponiveis na literatura cientifica sdo duas: células
mesenquimatais ou fibroblastos retirados directamente de ligamentos, como, o melhor exemplo no
enquadramento deste trabalho, o LCA mas também outros como o ligamento medial colateral. [43]

Estas diferem entre seres vivos e dependem do local anatémico de onde séo colhidas, das
diferengas genéticas e epigenéticas da populagcdo em estudo, da idade do doente. Assim sendo
possuem uma grande variedade fenotipica, na velocidade de crescimento, na qualidade e
quantidade dos factores que excretam e nos receptores membranares para os varios tipos de
factores. [44]

Por estas razoes é necessario cautela e ponderagao na leitura das publicagdes cientificas
sobre este tema, analisando bem os meios e métodos utilizados para chegarem aos resultados.
Porque o que é valido numa populagao pode nao ser valido noutra.

Assim o uso de tipos apropriados de células poderia potencialmente melhorar a
funcionalidade e a estrutura das técnicas de engenharia de tecidos, mas pouco se sabe sobre a
fonte celular 6tima para a engenharia de tecidos de ligamentos. Assim existem vérios estudos
tentando determinar a fonte celular ideal para a engenharia de tecido do ligamento cruzado
anterior (LCA). Estes comparam normalmente fibroblastos isolados do ligamento cruzado anterior,
ou do ligamento colateral medial (LCM), bem como as células estaminais mesenquimais da
medula éssea (CEM).

Os parametros usados para determinar o melhor candidato sdo: a taxa de proliferacao, a
excrecao de colagénio, a expressao de colagénio tipo I, Il e lll e a actina-alfa do musculo liso.

Um estudo comparou o desempenho de fibroblastos isolados do LCA e LCM dos CEM
derivados de medula 6ssea em coelhos. Ele descobriu que a taxa de proliferacdo e a producao de
colagénio foram maiores com CEMs do que com fibroblastos. As células sobreviveram pelo
menos 6 semanas na articulagdo do joelho e no grupo CEM. [43] Também descobriram, em
coelhos, que as CEMSs cresceram mais rapidamente do que os fibroblastos em scaffolds de seda.
Além disso, a expressao geénica para transcrigbes e producao de colagénio foi aumentada no
grupo CEM em comparagao com o grupo fibroblasto. [44]



Fibroblastos

Os fibroblastos podem ser colhidos de diferentes fontes. Cooper et al. concluiram que os
fibroblastos colhidos do proprio LCA eram as células mais adequadas para uma continuagido do
estudo na area e desenvolvimento de ligamentos por engenharia de tecidos em contraste as
células derivadas doutros ligamentos. [45] Assim demonstrando mais uma vez a variabilidade
entre dos proprios ligamentos entre os varios sitios de colheita.

Fibroblastos de outras fontes, como a pele também foram testados para o seu uso na
engenharia de tecidos ligamentares. No entanto, ndo se tem a certeza de quao bem eles sao
capazes de funcionar dada a mudanca do seu ambiente fisiolégico normal, sendo o ambiente
biomecanico e fisioldgico do joelho bastante extremo. [43]

Contudo estas células apresentam pouca adaptabilidade ao ambiente mecanico e quimico
pro-inflamatoério encontrado na articulagdo de um joelho com uma lesdo do LCA. Entao
debrugamo-nos para uma segunda hipotese.

Células Estaminais Mesenquimais (CEM)

As células estaminais sao de particular interesse na medicina regenerativa. Eles possuem
varias caracteristicas Unicas que as distinguem de outros tipos de células. As células estaminais
representam células nao especializadas, que tém a capacidade de se diferenciar em diferentes
tipos de células adultas.

A literatura sugere que os CEM’s sdo o método preferido de engenharia de tecidos de
ligamentos porque eles podem se diferenciar facilmente em fibroblastos de ligamentos apds duas
semanas e tém maior adaptabilidade ao ambiente adverso da leséo e cirurgia. [23, 43, 46, 47]

Aqui, é importante distinguir as células-tronco embrionarias, que sdo verdadeiramente
pluripotentes de células-tronco adultas multipotentes. As células estaminais embrionarias (CEEs)
s6 sao encontradas nos estadios iniciais do desenvolvimento do organismo. Elas representam o
unico tipo de célula, que tem a capacidade de se renovar indefinidamente e é verdadeiramente
pluripotente. Pode se diferenciar em células de todas as trés camadas germinativas. [48]

Em contraste, existe uma variedade de células estaminais adultas multipotentes em todos
os tecidos do organismo. Elas sao responsaveis pela manutengcdo da integridade do tecido em
que residem. Geralmente, essas células-tronco adultas apresentam um potencial de diferenciagéo
limitado para os tecidos de uma camada germinativa. [48] Este grupo celular muito especial tem
trés principais caracteristicas: (1) a capacidade de permanecerem quiescentes e indiferenciadas
até serem estimuladas; (2) a habilidade de se diferenciarem em varias linhagens celulares e (3)
capacidade de terem mais ciclos de divisao celular de que qualquer outro tipo de células.

Por estas razdes estas células sdo convidativas em qualquer processo de substituicdo tecidual,
uma vez que elas podem adquirir quase qualquer tipo de fendtipo final com um ambiente
bioquimico adequado.

O facto de estas células poderem se diferenciar em fibroblastos, condrocitos e
osteoblastos € a melhor promessa de que se acertarmos no ambiente bioquimico e a normal
arquitectura e transmissao de forcas no tecido, estas células poderem recriar ndo sé o ligamento
como as transi¢des ligamento osso.

Apesar de termos assistido na ultima década a grandes desenvolvimentos nesta area de
investigagao, aplicacao de terapias celulares em lesdes ortopédicas e medicina desportiva, ainda
precisamos de muitos estudos para entendermos a posigao desta tecnologia na clinica.

Os dados actuais fornecem uma série de abordagens possiveis interessantes para tentar
acelerar e melhorar a reabilitagao cirirgica da substituicdo do LCA com o apoio de células-tronco
mesenquimais. Mas considerando os dados ainda limitados, sobretudo a nivel de aplicagdo desta
técnica em ligamentos, acredita-se que uma utilizagao clinica padronizada levara pelo menos
mais uma década a se desenvolver. A fim de atingir o pleno potencial terapéutico destas células,
um numero de perguntas abertas, tem de ser respondida: Além da necessidade de estabelecer
dados adicionais sobre a funcao e a fisiologia da diferenciacéo celular, a investigagcdo basica na
compreensao da regeneracgao in vivo do ligamento também precisa de ser melhor compendiada.



Especialmente, as vias de sinal tém de ser desmontadas porque a aplicagdo de injecgdes é
apenas parcialmente suficiente sem o sinal adequado para induzir a regeneragéo de tecidos.

Um estudo comparou o desempenho de fibroblastos isolados da LCA e LMC a dos CEM
derivados de medula 6ssea em coelhos. Ele descobriu que a taxa de proliferacdo e a producao de
colagénio foram maiores com CEMs do que com fibroblastos. As células sobreviveram pelo
menos 6 semanas na articulagdo do joelho e no grupo CEM. [43] Também descobriram, em
coelhos, que as CEMs cresceram mais rapidamente do que os fibroblastos em andaimes de seda.
Além disso, a expressao geénica para transcricbes e producdo de colagénio foi aumentada no
grupo CEM em comparagao com o grupo fibroblasto. [44] Chegaram assim a conclusdo que a
taxa de proliferacéo e a excrecdo de colagénio das CEM foram superiores aos fibroblastos de LCA
e LCM, e as CEM poderiam sobreviver por pelo menos 6 semanas na articulacdo do joelho.

Em resumo, na literatura as CEM parecem ser uma fonte celular potencialmente melhor do
que os fibroblastos de LCA e LCM para engenharia de tecido do ligamento cruzado anterior.

Todos esses fatores sdo importantes para permitir que os engenheiros de tecidos
selecionem cuidadosamente a fonte 6tima de células e, portanto, maximizarem a eficacia.

Factores de Crescimento (FC)

O uso de fatores de crescimento ganhou muita visibilidade e o seu uso disparou no
tratamento de lesdes nos tecidos moles desde o final da década de 1990 com o crescer do
conhecimento em imunologia. Existe uma grande variedade de factores de crescimento, incluindo
factor de crescimento semelhante a insulina (IGF), factor de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crescimento endotelial vascular (VEGF), factor de crescimento de fibroblastos
(FGF), entre muitos outros. Tém sido utilizados para melhorar a reparagdo dos tecidos
ligamentares e dos tenddes.

Os FC sao proteinas que actuam nos nucleos celulares promovendo a ativacao de genes
relacionados com sinteses proteicas que determinam o futuro papel e caminho de maturacao/
funcao celular como: proliferagdo, migragao, sobrevida, diferenciagdo. Estes tém a capacidade de
influenciar a actividade celular, mas, por si s6, ndo conseguem reparar lesbes nem ter algum
efeito clinico uma vez que todo o seu mecanismo é feito pelo intermédio celular.

Neste momento na literatura cientifica ja existem vérios estudos que usam factores de
crescimento em terapias clinicas particularmente em ortopedia, demonstrando que estes sao
capazes de interferir positivamente na actividade, proliferacao e deposicido de matriz extra-celular
por parte das células.

Visto que as especificidades de um tecido sdo controladas pelo espectro de factores de
sinalizagdo celular presente na matriz é também importante que as futuras investigagdes sobre o
assunto comegam a por a seguinte questdo: “Qual é o cocktail de FC que posso usar para o
objectivo X no paciente Y”.

Os factores de crescimento tém demonstrado capacidade de potenciar as técnicas de
reparacao, através da activagao das células no local da inoculagdo, do aumento da proliferacédo
(mitogénese) e da sintese de matrix extracelular por estas células.

Plasma rico em plaquetas (PRP)

Além dos fatores de crescimento mencionados, o uso de plasma rico em plaquetas (PRP),
que contém uma multiplicidade de fatores de crescimento, tem sido o centro das atengdes como
um novo tratamento nado invasivo para lesbes em atletas que pretendem acelerar o tempo de
recuperagao. A facilidade de recolha em periodo pré-operatério e sendo um produto bioldgico,
inécuo, ndo imunorreactivo uma vez que € autdlogo permitiu uma facil expansao da sua utilizagao.

O plasma rico em plaquetas (PRP), € uma fracgao de plasma de sangue autélogo, com
uma concentragdo de plaquetas aumentada por técnicas de centrifugagao. Dependendo do



método de obtengado as caracteristicas deste concentrado mudam. E possivel descrever o tipo de
PRP segundo o método de producéo. [49, 50]

Inicialmente pensava-se que as plaquetas agiam exclusivamente na cascata de
coagulacdo mas foi descoberto que as plaquetas libertam proteinas bioativas responsaveis por
atrairem macrofagos, células estaminais ou osteoblastos, entre outras, que permitem promover a
remog¢ao de tecido necrosado e também aumentar a regeneragao tecidular e cicatrizagao.
Constituem assim um reservatério substancial de factores de crescimento e moléculas de
sinalizagdo, incluindo citoquinas catabdlicas derivadas de leucdcitos e fibrinogénio. [51, 52]

Assim quando excretados e captados por outras células, sdo responsaveis por aumentar a
mitose celular e produgédo de colagénio, recrutar outras células para o local da lesdo e induzir a
diferenciacéo celular.

O PRP é constituido por diferentes FC como: fator de crescimento derivado de plaquetas;
fator de crescimento de endotelial; fator de crescimento transformador beta (TGF-B); factor de
crescimento insulin-like (ex. IGF-1; IGF-2); factor de crescimento hepatocitario; factor de
crescimento do tecido conjuntivo; entre muitos outros. [53]

Atualmente, a investigacdo nesta area tem dado particular interesse ao fator transformador
de crescimento beta (TGF-B), proteina éssea morfogenética (BMP) e fator de crescimento de
fibroblasto (FGF). [54]

Uma vez que o PRP contém, em diferentes quantidades, todos os componentes do
sangue, dependendo do protocolo utilizado, os leucdcitos podem ser encontrados em PRP em
quantidades diferentes. [49]

A presenca de células brancas no PRP confere-lhe uma resisténcia natural a processos
infecciosos e alérgicos, e estudos apontam para que promova uma resposta inflamatéria positiva
levando a neovascularizagdo ligamentar acelerando assim a regeneragéo.

Mas por outro lado também existem alguns estudos em que os leucdcitos induzem uma resposta
inadequada no tecido levando a um atraso na cicatrizacdo e a uma maior fibrose do tecido
resultante. Assim alguns estudos concluem que uma preparagédo de PRP sem leucdcitos conduz a
um melhor resultado.

A concentracao optima de plaquetas, leucdcitos e outros componentes do plasma continua a ser
alvo de investigacado sendo que o clinico deve estar ciente de que o efeito PRP ndo se baseia
apenas na concentracao de trombdcitos. [55]

O que se faz actualmente a partir destes factores de crescimento no caso da reparagao do
LCA s&o injecdes intra-capsulares de PRP ou outro composto. O problema desta pratica é que a
arquitectura dindmica nao so6 da estrutura articular em si como do préprio meio uma vez que esta
embainhado em liquido sinovial proprio da articulagcdo faz com que ndo exista maneira de
direcionar a terapia ao tecido pretendido. O scaffold pode fazer diferenga ajudando a direcionar a
terapia assim resolvendo este problema.

Actualmente existem resultados contraditérios em relagao a influéncia de terapias a base
de PRP na integracdo do novo ligamento na cirurgia da lesdo do LCA. Houve tentativas de
aumentar a incorporagao da enxertos através de terapias com PRP no tunel 6sseo que é formado
durante a cirurgia sem diferencas significativas. [56]

Scaffolds - materiais e arquitectura

A engenharia de tecidos requer uma compreensao dos processos biolégicos necessarios
para a proliferagdo celular e diferenciagdo. O processo de aplicacdo da engenharia de tecidos
encontra o seu expoente maximo na constru¢ao de scaffolds, um meio de suporte tridimensional
essencial para a proliferagao e diferenciagcao apropriadas de células no scaffold. Uma vasta gama
de scaffolds sintéticos e biolégicos feitos de alginato, quitosano, colagénio ou acido hialurénico
tém sido utilizados na engenharia de tecidos funcionais e na medicina regenerativa. Actualmente
os materiais candidatos a serem utilizados na cirurgia ligamentar sdo o acido hialurénico, seda,
colagénio e textured poly(L-lactide). [57-59]



Considerando as propriedades fisioldgicas do tecido ligamentar, uma técnica para
seleccionar o sitio de aplicacdo dentro da prépria articulagdo das outras terapias (celulares e
através de FC) seria recorrer ao uso de scaffolds com, por exemplo Membrana Extra-Celular
(MEC) nativa que poderia ser “embebido” por FC ou PRP e assim aumentaria a capacidade de
colonizagao e adeséo celular.

Com base nessa hipotese, a maioria dos estudos atuais em engenharia de tecido utilizam
técnicas de aplicacio de scaffolds de diferentes maneiras.

Actualmente as técnicas de aplicagdo injecdo direta da suspensdo celular ou FC nos
tuneis 6sseos ou na superficie 0ssea ou ligamentar antes da refixagdo do ligamento para melhorar
a cicatrizagao do tendao e osso, comeca a ser questionada, uma vez que desta maneira ndo ha
forma como controlar, com preciséo, o local de atuagéo das terapias. Nao atingido assim o pleno
potencial destas terapias.

O interesse da introducdo destes materiais nas cirurgias de reconstrugdo do LCA séo dois:
(1)o de substituicdo da MEC do ligamento de forma temporaria e/ou (2)de suporte mecanico
dando mais resisténcia ao tecido de substituicdo. Sdo usados para isto materiais sintéticos ou
biolégicos sendo os biolégicos normalmente preferidos na literatura. Actualmente entramos na
terceira geracdo destes materiais onde eles s&o bioativos e biodegradaveis. [60] Assim sendo as
células conseguem colonizar este tecido e ao longo do tempo reabsorvendo-o e substitui-lo por
nova MEC.

A maioria das utilizagbes actuais de scaffolds, nas cirurgias de reparacéo de ligamentos e
tenddes, tem como objectivo promover suporte mecanico adicional a reparagao original, ajudando
esta a lidar com as cargas a que é sujeita durante o tempo de maturagéo do tecido.

Para isso a arquitetura e os materiais em que é feito o aparelho tem de ter rigidez e forga
para aguentar as tengdes, e ser absorvido a uma taxa adequada para o tecido que pretende
substituir.

Por outro lado a MEC construido pelas células é promovida entre outros factores por
mecanoreceptores presentes nas células do tecido que sao activados quando as células sofrem
deformacéo por esta razdo para haver uma activagao celular para a reparagéo biolégica o scaffold
deva ter uma rigidez que permita uma boa distribuicdo da carga, promovendo algum suporte mas
ao mesmo tempo assegurar que alguma carga seja aplicada e compensada pelo tecido de
substituicdo. Ainda assim a forga ténsil aguentada pelo aparelho deve ser maior do que o pico de
resisténcia tensional do tecido de substituicdo e au longo da sua degradag¢ao optimamente similar
com a do tecido original, dando assim a certeza que o aparelho aguenta cargas normais até ao
fim da sua substituicdo por nova MEC. [61]

O scaffold deve idealmente possuir e reter estas propriedades mecéanicas ao longo do
tempo necessario para que uma reparagao funcional tecidual ocorra sendo reabsorvido pelo
tecido de substituicdo. Esta etapa é crucial e como é 6bvio possui uma grande variabilidade entre
os doentes. Dependendo da idade, factores genéticos, epigenéticos e factores externos.

Tendo todo o material uma curva de deformacdo ou estiramento em relagcdo a forga
aplicada o objectivo aqui é ficar na fase em que o material ndo chegue a parte linear da curva
sobre cargas normais, dando seguranca que o tecido de substituicdo esteja confortavel para se
renovar, deixa-lo por isso sobre uma liberdade controlada. [61, 62]

Problematicamente muitos materiais usados para a criagdo dos scaffolds tem forca e
resisténcia substancialmente menores que o LCA, e requerem ser estirados até mais de 100% até
desenvolver a forga requerida, ou muito superior ndo dando a possibilidade ao tecido de retomar a
sua funcdo biolégica antes de o scaffold ser degradado. Porém foram ja, recentemente,
desenvolvidos aparelhos sintéticos que mimicam aproximadamente a biomecéanica de ligamentos
da coifa dos rotadores. [63, 64]

Ainda para mais obviamente o scaffold e os seus produtos de degradacdo ndo devem
causar toxidade ao hospedeiro.



Bridge-Enhanced ACL Repair (BEAR Scaffold)

Este scaffold € construido a partir de proteinas da matriz extracelular, incluindo o
colagénio, obtidas a partir de tecido bovino, o tecido € antes decelularizado e muito pouco DNA
bovino é encontrado no material final evitando assim reag¢des imunoldgicas. [65, 66] O scaffold é
hidrofilico e capaz de absorver até 5 vezes o seu peso em fluido.

O BEAR foi fabricado no Boston Children's Hospital e é perfeitamente biocompativel
completando todos os testes de biocompatibilidade e esterilidade antes do uso nos estudo e na
pratica clinica. [66, 67]

Quando embebido em liquidos (agua, sangue ou PRP) o BEAR amolece, tornando-o
compativel e amoldavel ao entalhe intra-articular e capaz de preencher os contornos irregulares
do espaco entre as extremidades do ligamento rasgado. O material foi testado em estudos pré-
clinicos em animais de grande porte [65, 68, 69] nos quais se verificou que a LCA cicatrizante
apresentava propriedades mecanicas semelhantes a um enxerto ésseo-ligamento-osso da rotula
aos 3, 6 e 12 meses apds a cirurgia. [39, 70]

Esta técnica nao requer reaproximacao exata de tecido, pois o scaffold biologicamente
activo preenche a lacuna entre as extremidades do ligamento rasgado. O sangue ou PRP
autélogo é adicionado ao suporte de matriz extracelular e assim mantido no local de agao
limitando as perdas para o fluido sinovial do joelho, onde as células do sangue estimulam a
cicatrizagao do ligamento. [71, 72]

Além disso, os suinos tratados com o scaffold BEAR apresentaram uma taxa significativamente
menor de osteoartrite do que aqueles tratados com reconstrucdo do LCA. [39]

Assim esta nova técnica de reparacdo do LCA pode fornecer uma nova opcgido de
tratamento menos invasiva, evitando o entalho do sitio dador e parece reduzir a osteoartrite apds
a lesao articular.

Bioreactores

Esta investigacdo hoje em dia esta ainda numa fase pré-clinica, mas a possibilidade de
utilizacgao clinica no futuro obriga-me a fazer referencia a tecnologia.

Outra estratégia que tem sido usada para haver uma maturagdo das células ja
implementadas no scaffold é a utilizacdo de bioreactores. Estes sdo usados in vitro na tentativa de
fornecer o ambiente homeostatico fisiolégico das células antes de elas serem usadas nas
cirurgias.

Sao capazes para isso de manter um constante suprimento de nutrientes e de remover os
produtos de metabolismo celular.

Os bioreactores sdo uma grande ajuda no campo emergente da engenharia de tecidos. A
formagdo de neo-tecidos a partir de linhagens de células pluripotentes oferece potencialmente
uma fonte de tecido para uso clinico sem a morbidade significativa do local do doador associada a
cirurgia reconstrutiva do LCA. O desenho de bioreactor moderno esta a tornar-se cada vez mais
complexo para proporcionar uma fonte tanto expansivel de células pluripotentes prontamente
disponiveis como para facilitar a sua diferenciagdo controlada num ligamento ou tendao
clinicamente aplicavel como o neo tecido.

Tomando em consideragéo o crescente conhecimento da biologia e fungéo do ligamento,
os métodos de cultura convencionais nao parecem satisfazer os requisitos bioquimicos e
sobretudo biomecanicos para gerar ligamentos in vitro. As técnicas de cultura tradicionais n&o
fornecem esta estimulacdo mecanica, assim a utilizacdo de um sistema bioreactor é capaz de
colmatar a diferenga que existe entre sistemas in vitro e in vivo, criando ambientes bioquimicos e
biomecanicos adequados.

Um sistema de bioreator que submete a cultura celular a carga dindmica, imitando as
condigdes fisiolégicas do tendao / ligamento in vivo, a0 mesmo tempo que permite a proliferagéo
celular, diferenciacdo e producdo de matriz num ambiente mecanico, pode proporcionar uma
solugao. [73]



Terapia genética

A terapia genética é uma recente estratégia promissora para modular de forma duravel o
aumento de varios factores terapéuticos excretados pelas células, essenciais para a cicatrizagao
de tecidos lesados, tais como ligamentos. Assim, varias estratégias de terapia genética tém sido
usadas na tentativa de melhorar a cura de ligamentos. Sabe-se actualmente que varios factores
sdo capazes de induzir a formagéao ligamentar. [74]

Para isso utilizamos vectores ndo virais de entrega de genes ou vectores derivados de virus com
vias de entrada naturais na célula (adenovirus, lentivirus, retrovirus) para alterar a sintese de
proteinas enddégenas dos tecidos através da mediagao de determinada expressao genética. [74]

Estas podem ter o potencial de modular as alteragbes bioquimicas apds uma lesao de
LCA, tais como variagdes na expressao de colagénio.

A transferéncia de genes também foi utilizada para promover a osteogénese no local de
insercdo 0ssea apods a reconstrucao cirurgica, aumentando a fixagdo dos ligamentos nos ossos e
para promover a cicatrizagao, reduzindo a inflamacgéo. [74-76]

A terapia genética como um todo esta a passar por um ressurgimento, e varios protocolos
estao a iniciar testes de fase lll.

Conclusao

Em conclusao o tratamento do LCA com recurso a suturas foi um procedimento que foi

completamente substituido pela reconstru¢cdo do LCA, principalmente devido a falta de
confiabilidade dos resultados e a taxa de ruptura da cirurgia original.
No LCM, que cura com sucesso, a lacuna é preenchida com um coagulo de sangue, provisorio,
que permite que as células circundantes invadam e produzam uma cicatriz fibrovascular funcional.
Em contraste, a formagado de um coagulo de ligagdo nao é observada no LCA, provavelmente
devido ao ambiente intra-articular com liquido sinovial. Sem cicatrizacdo do tecido em si, as
suturas de um reparo primario eventualmente falham.

A colocagao cirurgica de um Scaffold permite estabilizar um coagulo e/ou uma solugéo de
factores de crescimento como o PRP, de maneira proviséria durante o intervalo de tempo
necessario até ser substituido por tecido ligamentar. Como foi demonstrado com o procedimento
BEAR a reaproximagéo das extremidades rasgadas do LCA durante varias semanas com recurso
a um scaffold e FC resultou num LCA cicatrizado com propriedades mecanicas semelhantes a
uma cirurgia de substituicdo e menos desenvolvimento de osteoartrite pés-traumatica.

Este reforgo bioldgico para a reparagao do LCA tem-se mostrado promissor em estudos
pré-clinicos, dados clinicos ainda nao estdo disponiveis, uma vez que a técnica sé recentemente
foi aprovada para um uso em humanos.

Portanto, continuam a ser necessarios estudos para averiguar se estes scaffold
biologicamente ativos que preenchem a lacuna entre as extremidades dos tecidos rasgados
podem um dia tornar a reparacdo do LCA uma opcao viavel para pacientes com lesées e assim
substituir as substituigdes.

Portanto, apesar de ainda poucos ensaios clinicos, ha motivos para um otimismo
cauteloso neste tema. Sendo obvio que a engenharia de tecidos vai desempenhar um papel
importante nos proximos anos. Num futuro préximo, uma abordagem interdisciplinar com bidlogos,
bio engenheiros e clinicos sera essencial para alcancar a aplicacdo clinica de todas estas
técnicas.
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