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Resumo Objetivo Mensuragdo semiquantitativa e automatizada da remocao de material
nuclear e da infiltracdo celular em scaffolds tendinosos descelularizados (STDs).
Método Foram utilizados 16 coelhos Nova Zelandia puros, sendo o tenddo do
musculo gastrocnémio coletado bilateralmente de metade destes animais (16 tenddes
coletados); 4 foram mantidos como controle e 12 foram submetidos ao protocolo de
descelularizacdo (STD). Dos STDs, 8 foram utilizados como implante in vivo no modelo
experimental de lesdio do manguito rotador (LMR) e os restantes, assim como os
controles, foram utilizados na avaliacdo semiquantitativa e automatizada da remocao
de material nuclear. Os oito coelhos adicionais foram utilizados na confeccdo do
modelo experimental de LMR e posterior avaliacdo da infiltracao celular apés 2 ou 8

Palavras-chave semanas, dentro do STD.

= tendoes Resultados A andlise semiquantitativa e automatizada utilizada demonstrou uma

= engenharia tecidual remocdo de 79% do material nuclear (p < 0,001 e poder >99%) e uma diminui¢do de

= tecidos suporte 88% (p < 0,001 e poder > 99%) na drea ocupada por material nuclear apds o protocolo

= matriz extracelular de descelularizacdo. Sobre a infiltracdo celular no STD, foi observado um aumento de

= medicina 256% (p < 0,001 e poder >99%) no niumero de células dentro do STD na comparagao
regenerativa entre 2 e 8 semanas de pés-operatorio.
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Conclusao O método de mensuracdo semiquantitativo e automatizado proposto foi
capaz de mensurar objetivamente a remoc¢ao de material nuclear e a infiltracdo celular
no STD.

Objective Semiquantitative and automated measurement of nuclear material remov-
al and cell infiltration in decellularized tendon scaffolds (DTSs).

Method 16 pure New Zealand rabbits were used, and the gastrocnemius muscle
tendon was collected bilaterally from half of these animals (16 tendons collected); 4
were kept as control and 12 were submitted to the decellularization protocol (DTS).
Eight of the DTSs were used as an in vivo implant in the experimental rotator cuff injury
(RCl) model, and the rest, as well as the controls, were used in the semiquantitative and
automated evaluation of nuclear material removal. The eight additional rabbits were
used to make the experimental model of RCl and subsequent evaluation of cellular
infiltration after 2 or 8 weeks, within the DTS.

Results The semiquantitative and automated analysis used demonstrated a removal
of 79% of nuclear material (p<0.001 and power>99%) and a decrease of 88%
(p<0.001 and power >99%) in the area occupied by nuclear material after the
decellularization protocol. On cell infiltration in DTS, an increase of 256% (p < 0.001
and power >99%) in the number of cells within the DTS was observed in the comparison
between 2 and 8 weeks postoperatively.

Conclusion The proposed semiquantitative and automated measurement method
was able to objectively measure the removal of nuclear material and cell infiltration in

medicine DTS.

Introducao

Lesdo do manguito rotador (LMR) é uma causa frequente de
dor no ombro e pode se apresentar clinicamente com uma
grande diversidade de sintomas, sendo dor, fraqueza e
limitagio de movimento os mais frequentes.! Existem
opgdes conservadoras e cirtirgicas de tratamento,? sendo a
escolha por uma delas realizada de acordo com os seguintes
critérios: (i) caracteristicas do paciente, (ii) morfologia da
lesdo, e (iii) quadro clinico.? Na avaliacdo morfolégica, lesdes
com grande retragdo apresentam relacdo com resultados
pos-operatério inferiores s sem retracio.*

Procurando otimizar os resultados do tratamento cirar-
gico da LMR com grande retragdo, existe uma forte tendéncia
de utilizacdo de substitutos tendinosos, sejam eles descelu-
larizados ou ndo.? Conceitualmente, o substituto tendinoso é
um tecido similar ao tenddo e deve exercer esta funcdo
quando implantado in vivo.® Para ser considerado ideal, ele
deve apresentar as seguintes caracteristicas: (a) estrutura
em trés dimensdes com alta porosidade; (b) minimo material
celular, procurando evitar resposta inflamatéria; (c) cito-
compatibilidade; e (d) propriedades biomecanicas adequa-
das para suportar as necessidades mecanicas da reabilitacdo
até o completo povoamento celular e cicatrizage"10.7'8

Os substitutos tendinosos sdo normalmente conhecidos
como enxertos; entretanto, recentemente, o conceito de
scaffold tem sido difundido. Scaffolds sdo tecidos que
devem permitir infiltracdo e replicacdo celular dentro da
sua estrutura® e podem ser utilizados como enxertos ao

serem aplicados in vivo. Eles podem ser classificados de
acordo com sua origem e composicdo em sintéticos ou
biolégicos. Os sintéticos sdo polimeros industrializados e
apresentam resultados com grande variabilidade de acordo
com o material escolhido, a funcdo desempenhada e a
técnica realizada.'®!

Os substitutos biol6gicos, por sua vez, sdo subdivididos de
acordo com a sua origem em autégenos, alégenos e xenoge-
nos.””'2 Os autégenos sio o padrio ouro; entretanto, a sua
baixa disponibilidade é o principal empecilho ao seu uso.” J
os xendgenos e os al6genos apresentam como adversidade a
resposta inflamatéria descontrolada e a integragdo tecidual
insatisfatoria. Procurando otimizar a resposta inflamatéria,
facilitar a integrac¢do tecidual e maximizar a disponibilidade
dos substitutos biol6gicos, existe uma forte tendéncia para o
seu processamento através da descelularizacdo.'>'* A des-
celularizacdo é um processamento que deve combinar téc-
nicas fisicas, quimicas e enzimaticas e possui a capacidade de
remover material celular.”~"’

Um scaffold tendinoso descelularizado (STD) foi recente-
mente avaliado em um estudo experimental brasileiro e
apresentou manutencdo das principais propriedades biome-
canicas e remog¢do substancial do material nuclear, além de
ter permitido infiltracio celular.'® Quanto & remocio de
material nuclear e a infiltragdo celular, a literatura normal-
mente preconiza analises descritivas,'1>1%20 sendo a ava-
liagdo quantitativa®’ uma das possibilidades recentes para
otimizar a validade desta avaliagdo.
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994 Nova avaliacao para scaffolds tendinosos descelularizados

Desta forma, na busca por alternativas para mensurar
infiltracdo ou remocdo celular, o presente estudo propde
avaliar a hipétese de que a metodologia semiquantitativa e
automatizada apresentada é capaz de realizar as mensura-
¢oes propostas em STDs.

Método

Delineamento Experimental

Foram utilizados 16 coelhos (Coelho Nova Zelandia Puro,
Granja RG-PR, Suzano, SP, Brasil), machos, pesando entre 3 e
3,5 kg, mantidos no Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME). Os ani-
mais utilizados fizeram parte da validagdo do processo de
descelularizacio publicado previamente'® e o presente
estudo se refere a apresentacdo de uma nova metodologia
para mensurac¢do semiquantitativa e automatizada da remo-
¢do de material nuclear e da infiltracdo celular destes mes-
mos espécimes. Durante os experimentos, 0s animais
permaneceram em gaiolas individuais, com ciclo
claro/escuro 12/12hrs, alimentacdo e dgua ad libitum.?? O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA527208916), seguiu as diretrizes propostas pelo gui-
deline ARRIVE?? e contou com o apoio do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)
(311237/2018-5).

Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram
divididos em dois delineamentos diferentes: no primeiro,
houve a coleta do tenddo do musculo gastrocnémio e pre-
paracdo do STD. Foram coletados 16 tenddes do musculo
gastrocnémio (referentes a 8 animais), sendo 12 submetidos
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ao protocolo de descelelularizagdo (STD) e os outros 4
mantidos como controle. Oito STDs foram inseridos no
modelo experimental in vivo e quatro foram utilizados na
avaliacdo histolégica (=Figura 1). Os oito animais (~Figura
1) restantes foram utilizados nos modelos experimentais de
LMR, conforme sera apresentado a seguir.

Preparacao do Scaffold Oriundo de Tendao
Descelularizado

O protocolo de descelularizagdo utilizado para a producdo do
STD, o qual ja foi publicado e validado anteriormente,'® apre-
senta as seguintes etapas: os tenddes do musculo gastrocnémio
foram lavados com soluc¢do de PBS (Phosphate-bufferid saline,
solucdo salina tamponada com fosfato) contendo 1% de anti-
biético (solucdo de penicilina-estreptomicina; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) para remocao de residuos superficiais e do
agente descelularizante utilizado na etapa anterior.

O restante do protocolo incluia a manuten¢do dos espé-
cimes em constante agitacao (MaxQ4000; Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) e trocas subsequentes dos seguintes
agentes descelularizantes: aprotinina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), dodecil sulfato de s6dio
(SDS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e Triton X-100 (t-octil-
fenoxipolietoxietanol; Affymetrix, Maumme, Ohio, EUA).

Modelo Experimental in vivo de Lesao do Manguito
Rotador

Para a prepara¢ao do modelo experimental de LMR, o animal
era submetido ao seguinte protocolo de anestesia e analge-
sia: analgesia inicial e antibioticoterapia pré-operatéria com

\ Tendao do Musculo Gastrocnémio

n: 16

DESCELULARIZAGAO

Controle n:4 Il n: 12 |
| In vivo n:8 J|
!
2 semanas 8 semanas

- Avaliagioda
‘ infiltragdo celular |

‘ n:4

Fig. 1 Delineamento experimental. Organograma geral de divisdo dos grupos apresentando os 12 scaffolds tendinosos descelularizados (STD)
produzidos, os 8 submetidos ao implante e posterior avaliacao da infiltracao celular in vivo. Na mesma imagem, também sdo apresentados os 4
STDs e 4 controles submetidos a avaliacdo da remocdo de material nuclear.
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tramadol (5 mg/kg) e terramicina (50 mg/kg); ap6s 30 minu-
tos, iniciava-se a anestesia com quetamina (50 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg). Na analgesia p6s-operatéria, o animal
eramantido com meloxican (0,5 mg/kg) e tramadol (5 mg/kg)
até completar o 3° dia de poés-operatorio, sendo estas medi-
cacdes administradas no caso de dor ou desconforto apés
este periodo. As avalia¢des com relagao ao estresse, descon-
forto e dor eram realizadas diariamente no CEDEME.

Apés a anestesia, os animais foram posicionados em
dectbito dorsal e submetidos a tricotomia, assepsia e antis-
sepsia da articulagdo glenoumeral bilateral. Desta forma,
ambas as patas dianteiras foram submetidas ao protocolo
de LMR e, em seguida, os animais foram alocados nos grupos
“Lesdo” ou “Lesdo+STD”. Para a alocacdo, foi realizada
randomizagdo simples, de forma que uma das patas fosse
utilizada como o controle do contralateral.

Para o protocolo de lesdo, foi realizada uma via anterola-
teral no ombro, exposi¢cdo do deltoide e dissec¢do entre as
porcdes anterior e média deste musculo (~Figura 2a). Apés
disseccdo do intervalo e exposicdo do tenddo subescapular
(=Figura 2b), foi realizada uma lesdo paralela as fibras
tendinosas em toda a sua extensdo (=Figura 2c), sem desin-
serc3o na jungdo osteotendinea®* (~Figura 2d). Apés a lesio,
0 STD foi posicionado em uma das patas, exatamente sobre o
local da lesdo experimental, e teve suas extremidades fixadas
com nylon (Nylon 4-0; Shalon, Alto da Boa Vista, GO, Brasil).
O contralateral era submetido apenas a marcagdo da lesdo.
Neste modelo experimental, limitamos as exigéncias biome-
canicas as quais o STD seria submetido, garantindo, assim,
que ndo ocorreriam falhas na fixacdo do STD ao manguito
rotador. Assim, os resultados obtidos se limitariam a reposta
inflamatéria e a integracdo tecidual entre o STD e 0 manguito
rotador.

Os animais foram novamente randomizados com relagdo
ao tempo de pés-operatoério (2 ou 8 semanas de pés-opera-
tério) e submetidos a morte indolor induzida, com superdo-
sagem de anestésicos (quetamina 200mg/kg + xilazina
40 mg/kg e tramadol 10 mg/kg). Era realizada, entdo, a coleta
da regido previamente marcada, incluindo necessariamente
0 manguito rotador em toda extensdo da lesdo e o STD

Preparacao e Coloraciao com Hematoxilina e Eosina

A porcdo central do STD (n=4), do controle (n=4) e o
material resultante da analise in vivo (Lesdo [n=8] e Lesdo
+Scaffold [n=8]) foram preparados através do seguinte
protocolo: fixacdo em formaldeido a 10%, desidratado com
alcool etilico, diafanizadas pelo xilol e impregnadas com
parafina liquida. Foi entdo realizada inclusdo manual e
posicionamento dos blocos em micrétomo para cortes com
espessura de 4um e distancia de 50um. Previamente a
colora¢do com hematoxilina e eosina (H&E), os cortes foram
submetidos a desparafinizacdo com xilol, hidratados com
concentragdes alcool etilico e imersos em agua destilada.
Para coloragdo com a técnica de H&E, ocorria imersdo em
solucdo de hematoxilina, lavagem em agua corrente e desi-
dratacdo com dlcool etilico até que fossem coradas com a
eosina. As laminas histologicas coradas em H&E foram
avaliadas utilizando o microscépio 6ptico Olympus IX 81

Santos et al.
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Fig. 2 Protocolo experimental de lesdo do manguito rotador (LMR).
Demonstragdo da via anterolateral e exposicdo do deltoide; (b)
Exposicao da porcdo anterior do manguito rotador, o tendao do
musculo subescapular; (c) Realizagdo da LMR com lamina fria, em toda
a extensdo do tenddo, e sem desinser¢do do manguito rotador; (d)
Aspecto final do protocolo experimental de LMR. Asterisco (*) iden-
tificacdo do tenddo do manguito rotador.

Fig. 3 Decomposicdo das imagens coradas em hematoxilina e eosina
(H&E) para realizagdo da mensuracdo semiquantitativa e automati-
zada. (a) Fotografia original do corte histolégico corado em H&E; (b)
Fotografia oriunda da decomposicao com realce da coloragdo arro-
xeada (realce da eosina); (c) Fotografia oriunda da decomposi¢do com
realce da coloragao résea (realce da hematoxilina); (d) Fotografia
oriunda da decomposicao para avaliacdo da qualidade da
decomposicao.
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Fig. 4 Método semiquantitativo e automatizado de mensuracao (a)
Imagem original do corte corado em H&E; (b) Imagem original corada
em H&E com representacgao das estruturas nucleares contabilizadas;
(c) Imagem oriunda da decomposicdo com realce da coloragdo
arroxeada (realce da eosina); (d) Imagem demonstrando o resultado
de conversao para formato binario.

(Olympus Corporation, Shinjuku-ku, Téquio, Japdo) com
fluorescéncia, enquanto as imagens foram captadas por
uma camera Olympus DP72 (Olympus Corporation, Shin-
juku-ku, Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio.

| Controle 200x
W \" .

Santos et al.

Analise Semiquantitativa e Automatizada da Remocao
de Material Nuclear e da Infiltracao Celular

A andlise do material nuclear, seja ela remoc¢do ou invasao
celular, foi realizada através de metodologia semiquantita-
com método automatizado. Nesta metodologia, a
remocdo de material nuclear foi classificada em: completa
(100%), substancial (99-70%), moderada (69-50%), minima
(49-30%) e sem alteracio (< 30%).° Para a anilise semi-
quantitativa e automatizada da remocdo do material nuclear,
foram feitas andlises nas liminas referentes a quatro STDs e a
quatro controles, e a infiltracdo celular foi quantificada no
modelo experimental in vivo em quatro lesdo +STD com 2
semanas e outros 4 lesdo+STD com 8 semanas de pés-
operatério.

Para a mensuragdo da infiltragdo celular, aplicivamos a
metodologia apenas na regido referente ao STD. Para conta-
gem, eram fotografados 10 campos aleatérios no sentido
horario de superior para inferior com um aumento de 400x,
totalizando, assim, 40 fotografias do controle, 40 do STD, 40
do grupo lesdo +STD com 2 semanas e 40 do grupo lesdo +
STD com 8 semanas de pds-operatorio.

As fotografias eram inseridas no software Image J (Image ]
1.53e, National Institutes of Health, Bethesda MA, EUA),
sendo realizado o ajuste da escala na primeira imagem
avaliada. Para o inicio da contagem, foi realizada a decom-
posicdo das cores através do plugin “colour deconvolution -
H&E2” (~Figura 3) e foi selecionada apenas a imagem com

Fig. 5 Controle e STD - apresentacdo com ldminas em H&E (a) Imagem em aumento de 100X apresentando o controle e suas respectivas
estruturas; (b) Imagem em aumento de 200X representando claramente as estruturas nucleares; (c) Imagem em aumento de 100X
apresentando o STD em aumento de 100X com manutengdo da arquitetura basica e paralelismo das fibras tendinosas; (d) Imagem em aumento
de 200X apresentando a auséncia de estruturas nucleares com aspecto tipico ao encontrado no controle.

Rev Bras Ortop  Vol. 57 No. 6/2022 © 2021. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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realce da coloragdo de eosina (=Figura 3b e =Figura 4c), 0
que deixa em evidéncia o material nuclear. As figuras foram,
entdo, ajustadas manualmente no tépico image - adjust -
threshold e, em seguida, convertidas paro o formato binario
(process - binary - convert to mask - make binary) (~Figura
4d). Como etapa final, era realizada a contagem automati-
zada através da fungdo analyze — analyze particles (size 1-
100um?; circularity 0.00-1.00; outlines; exclude on edges;
include holes) (~Figura 4b). O software fornecia ao final do
processo os seguintes resultados: contagem total de ndcleos,
area total dos ndcleos, area média dos nicleos e porcenta-
gem de area de cada fotografia ocupada pelos ntcleos.

Analise Estatistica

Utilizando a literatura disponivel,“’ encontramos um proto-
colo de descelularizac¢do similar, com remocao de 97,5% (+2%)
do material nuclear. Aplicando esta diferenca entre os grupos,
através do teste t de duas amostras para diferencas entre
médias, considerando um alfa de 0,05 e poder de 95%, o
ntmero minimo de espécimes por grupo era 2. Para a avaliacdo
de diferenca estatistica, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney utilizando o software SAS Studio
(SAS 3.8 Basic Edition; SAS Institute, Cary, NC, EUA) sendo o
valor de p < 0,05 presumido como diferenca com significancia
estatistica. Como mecanismo para avaliar os resultados obti-
dos, optamos, ainda, por avaliar de forma post hoc (teste t de
satterthwaite) o poder estatistico dos resultados encontrados,
utilizando o software SAS Studio (SAS 3.8 Basic Edition; SAS
Institute, Cary, NC, EUA). Para montagem das tabelas (apre-
sentacdo descritiva) e preparo dos graficos foi utilizado o
Microsoft Excel (Microsoft Excel para Office 365 MSO; Micro-
soft Corporation, Redmond, WA, EUA).

121

Resultados

Mensuracao da Descelularizacao por Método
Semiquantitativo e Automatizado

Foi notada uma diminuicdo substancial do material nuclear
(=~Figura 6), visto que ~ 79% (p < 0,0001 e poder estatistico
> 99%) deste material foi removido durante a descelulariza-
¢do (~Figura 6 e =Tabela 1). Ainda na andlise semiquanti-
tativa, notamos uma reducdo de ~ 88% (p <0,001 e poder
estatistico >99%) na area ocupada por estruturas nucleares
apos o protocolo de descelularizacdo, confirmando a remo-
¢do substancial do material nuclear (~Tabela 2).

Mensuracao da Infiltracao Celular no STD apos
Implante in vivo
Os STDs foram facilmente caracterizados, na visdo macros-
copica e histolégica, nos diferentes momentos de pés-ope-
ratério (~Figuras 7 e 8). Ao longo do periodo pés-operatorio,
o STD se encontrava em integracdo progressiva com o
manguito rotador, visto que era possivel notar infiltracdo
celular ainda restrita as periferias do STD ap6s 2 semanas, e
uma infiltracdo mais abrangente ap6s 8 semanas de pés-
operatorio (~Figura 8).

Na mensuracdo automatizada, o STD apresentava uma
média de 50,45 células, nimero que permanecia estavel apos

Santos et al.
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Fig. 6 Remocao do material nuclear no processo de descelularizacio
- representacdo grafica. Gréfico representativo da diminuicao sub-
stancial de material nuclear apds o protocolo de descelularizacdo,
com significancia estatistica.

Tabela 1 Contagem automatizada e semiquantitativa do
material nuclear

Contagem de | valorp
ntcleos (DP)
Controle 248,85 (91,53) | < 0,0001
STD 50,45 (24,35)
Lesdo + STD - 2 semanas PO | 57,90 (50,49) < 0,0001
Lesdo + STD - 8 semanas PO | 148,67 (82,29)

Abreviagoes: DP, desvio padrdo; PO, p6s-operatério. STD, scaffold
tendinoso descelularizado.

Diferenca entre controle e STD demonstra remocao substancial do material
nuclear com significancia estatistica. Da mesma forma, o aumento no
numero de nicleos ao longo do tempo de pds-operatério demonstra
infiltracdo celular progressiva no STD, com significncia estatistica.

Tabela 2 Mensuracdo automatizada e semiquantitativa da
area ocupada por material nuclear

Area dos valor-p
nicleos (DP)
Controle 2,628% (1,094%) < 0,0001
STD 0,293% (0,175%)
Lesdo + STD - 0,558% (0,552%) < 0,0001
2 semanas PO
Lesdo + STD - 1,795% (1,353%)
8 semanas PO

Abreviagoes: DP, desvio padrio; PO, pds-operatério. STD, scaffold
tendinoso descelularizado.

Diferenca na area ocupada por material nuclear entre controle e STD
demonstra remocao substancial do material nuclear com significancia
estatistica. Da mesma forma, o aumento desta area ao longo do tempo
de pos-operatério demonstra infiltragdo celular progressiva no STD,
com significancia estatistica.

o implante in vivo e ap6s 2 semanas de p6s-operatério
(p=0,6081) e aumentou significativamente para 148,67
(p < 0,001 e poder >99%) ap6s 8 semanas de pds-operatério
(=Tabela 1 e ~Figura 9).
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Intervencéo In vivo 8 sem

Fig. 7 Macroscopia in vivo da integracdo entre o STD e o manguito
rotador (a). Aspecto macroscépico da integragdo entre o STD ap6s 2
semanas de pds-operatério, demonstrando integracgdo inicial e tecido
conectivo entre o STD e o manguito rotador. (b). Aspecto macros-
copico de integracdo entre o STD ap6s 8 semanas de pds-operatério,
demonstrando integragcao em fase mais avangada entre o STD e o
manguito rotador. Sem: semana.

Na mensurac¢do da area, notou-se aumento similar: o STD
apresentava 0,175% de area ocupada por nftcleos; apés 2
semanas, esta area permaneceu estavel (p=0,1611) e apre-
sentou um aumento para 1,795% (p < 0,001 e poder estatis-
tico>99%) da area ap6s 8 semanas de pds-operatério
(=Tabela 2).

[ Lesao + STD 100x |4
J 2 semanas \
‘\\ b X

SN

.‘ - &) i 1 2N
4 Lesdo + STD 400x
2 semanas |

g

Santos et al.
450 *p <0,0001
400 * .
N |
*

350 —
£ 300
]
S 250 ESTD
"é B2 sem PO
g 200 ° H 8 sem PO
£
S 150

100

0

Fig. 9 Infiltracdo celular progressiva no STD. Representagdo grafica
dainfiltracdo celular progressiva no STD, demonstrando um STD com
aproximadamente 50 células, nimero que se mantinha constante
apods 2 semanas e aumentava significativamente para 150 células apés
8 semanas de pds-operatério.

Discussao

Os principais achados do presente estudo sdo a apresenta¢do
de um método inovador, semiquantitativo e automatizado
para mensuracdo da remoc¢do de material nuclear e da
infiltragdo celular em tecidos descelularizados produzidos
no Brasil e aptos a serem avaliados para substituicdo tendi-
nosa nas mais diversas lesdes, eventualmente em LMR com
grande retracdo.

1 -*
| Lesao + STD 400x
{ 8 semanas W

Fig.8 Integracdo tecidualinvivo-Representacdao com laminas em H&E. (a) Imagem em H&E com aumento de 100X demonstrando claramente o
tenddo do manguito rotador e o STD; (b) Imagem em H&E com aumento de 400X demonstrando infiltragdo celular restrita a periferia do STD; (c)
Imagem em H&E com aumento de 100X demonstrando claramente o STD e o tecido tendinoso; (d) Imagem em H&E com aumento de 400X
demonstrando a infiltracdo celular em todas as regides do STD. Marcacdo em setas demonstrando a infiltracdo celular nas imagens c e d.
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A busca por substitutos tendinosos ndo é recente, visto
que a problematica relacionada a LMR com grande retragdo é
antiga. Atualmente, a utilizacdo de material autélogo é
apresentada como o padrio ouro;?>2® entretanto, as limita-
¢des relacionadas a sua utilizagdo (incapacidade biomeca-
nica para substituir o tecido original) e coleta (morbidade no
sitio doador e limitada disponibilidade) motivam a busca por
novas alternativas.

Considerando estas limita¢des, é imprescindivel a busca
por tecidos alternativos que possam exercer func¢des simi-
lares as do tenddo, sendo a descelularizacdo o método mais
promissor.'®27-28 Neste sentido, a mensuracdo da diminui-
¢do do material nuclear no processamento e o favoreci-
mento da infiltracdo celular ap6s o implante in vivo sdo
importantes objetivos a serem almejados em trabalhos
subsequentes.

Estes estudos devem procurar desenvolver um substituto
tendinoso ideal, superando as atuais limitacdes dos biolégi-
cos; desta forma, ele deve ser um produto com biocompati-
bilidade aceitavel, sem risco para transmissdo de doencas,
baixo risco para resposta inflamatéria cronica e capacidade
de armazenamento por longos periodos.

As principais limita¢cdes do presente estudo sdo relativas
ao pequeno niimero de espécimes avaliados, a auséncia de
avaliagoes adicionais, como a mensuragdo objetiva do DNA e
do colageno remanescente, e as caracteristicas do modelo
experimental. A lesdo experimental utilizada ndo reproduz
as lesdes convencionais do manguito rotador; todavia, favo-
rece a cicatrizagdo tendinosa e a integracdo tecidual na
interface STD/tendao.

Como ponto forte do presente estudo, o uso de STDs é
promissor no Brasil, visto que a legislacdo brasileira ndo
permite a comercializacdo de alguns tecidos com origem
alégena utilizados em outros paises. Nesta perspectiva, a
padronizacdo da descelularizacdo em um centro para mane-
jos de tecidos humanos podera fornecer uma alternativa
viavel para futuros estudos de pacientes com LMR.

Conclusao

0 método de mensuragdo semiquantitativo e automatizado
proposto foi capaz de mensurar objetivamente a remogao de
material nuclear e a infiltragdo celular no scaffold.
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