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IAMAGUTI, L.S. Utilizagdo de membrana biossintética de celulose em trocleoplastia
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Mesquita Filho”.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicacdo de membrana biossintética de
celulose (MBC) nacional, ap6s a realizagdo de trocleoplastia experimental em céaes, com
intuito de verificar se o uso desta poderia favorecer a migracdo de células com potencial
condrogénico, assim como ocorre no tecido dsseo. A evolugdo pos-operatdria dos cées foi
analisada com especial interesse nos processos de reparacdo frente ao defeito
osteocondral, estabelecendo as vantagens e desvantagens do uso do biomaterial. Foram
utilizados 12 cdes (Canis familiaris) adultos, sadios e sem alteracdes no aparelho locomotor.
Todos os animais foram submetidos ao procedimento de trocleoplastia bilateral, sendo que a
MBC foi aplicada no membro esquerdo. Os animais foram avaliados clinica e
radiograficamente aos 15, 30, 60 e 90 dias de pos-operatorio. A funcdo locomotora do
membro foi avaliada em escores pré-definidos, nos referidos momentos. A avaliacdo
macroscopica da articulacdo foi realizada, nos momentos pré-estabelecidos, seguida da
artrotomia exploratoria, bem como da coleta de bidpsia para 0 exame microscopico. Todos 0s
animais apresentaram fungdo normal dos membros nos momentos avaliados. Ndo houve
diferenca clinica e radiografica entre os grupos controle (GC) e tratado (GT). Na avaliacéo
histopatoldgica, aos 30 dias, notou-se intensa celularidade em ambos os grupos, sendo que no
GC esta era constituida por fibroblastos ativos e no GT por condrdcitos imaturos, formando
um tecido conjuntivo mais organizado. O GC apresentava fibrose e muitos fibroblastos aos 60

dias, enquanto o GT apresentava maior nimero de condrécitos. Aos 90 dias, constatou-se



formagdo de tecido do tipo fibrocartilaginoso maduro em ambos 0S grupos.
Histomorfometricamente, o GT apresentou melhor resposta ao processo de reparacdo nos
momentos iniciais quanto ao numero de células e espessura do tecido. A MBC ndo promoveu
efeitos deletérios, apresentando boa adaptacdo em ambiente intra-articular. O biomaterial
acelerou o processo de reparacdo inicial da regido da trocleoplastia constatado macro e
histomorfometricamente, apresentando boa integracdo do tecido neoformado com a
cartilagem adjacente. A MBC, como elemento isolado, ndo foi efetiva para promover a

reparacao da cartilagem articular.

Palavras-chave: Trocleoplastia, Membrana biossintética a base de celulose, Regeneragédo

Tecidual Guiada, Céo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the application of national biosynthetic
cellulose membrane after experimental trochleoplasty, to verify if its utilization could support
chondrogenic cells migration like occurs in osseous tissue. The advantages and disadvantages
of the use of this biomaterial were evaluated through the observation of the reparative process
of the osteochondral injury. Twelve adult healthy dogs (Canis familiaris) were used. All dogs
were submitted to trochleoplasty in both pelvic limbs and the biosynthetic cellulose
membrane was applied in the left limb. Clinical and radiographic evaluation was performed at
15, 30, 60 and 90 postoperatively. The locomotor function of the limb was evaluated in scores
on the differents moments. The joint macroscopic evaluation was performed before
exploratory arthrotomy and biopsy for microscopic exam. All dogs showed normal function
of the limbs in all differents moments. Radiographic results showed no difference in control
(CG) and treated groups (TG). Microscopic results showed at 30 days an increase of the
celularity in both groups was observed. In the CG it was constituted by active fibroblasts and
in TG by immatures condrocytes forming a more organized connective tissue. In the CG a
fibrous tissue and many fibroblasts appear at 60 days and in the TG more condrocytes appear.
A mature fibrocartilaginous tissue formed in both groups at 90 days. Histomorphometrically,
TG presents better response of repair process in the fist moments as the number of cells and
the tissue thickness. The biosynthetic cellulose membrane didn’t cause deleterious effects
showing good adaptation in intrarticular environment. The biomaterial accelerated the initial

repair process on the trochleoplasty area on the macroscopic and histomorphometric



evaluation showing good integration between new tissue and the adjacent cartilage. The

biosynthetic cellulose membrane alone wasn’t effectiveness for the articular cartilage repair.

Key words: Trochleoplasty, Biosynthetic cellulose membrane, Guided Tissue Regeneration,

Dog.
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1. INTRODUCAO

A trocleoplastia consiste em uma das principais técnicas de correcao cirurgica para
a luxacdo de patela em cées (Hulsen, 1981; Farias, 1995; lamaguti et al., 1995; Fossum, 2002;
Gareth & Sorrel, 2006). Contudo, a progressao da osteoartrite sugere que a biomecanica da
articulacdo mantenha-se alterada mesmo apés a cirurgia (Roy et al., 1992; Schéttle et al.,
2005; Gareth & Sorrel, 2006). Um elemento estratégico para o sucesso na reparacdo de
defeitos na superficie articular constitui a introducdo de enxertos, biomateriais ou outros
fatores de alto potencial condrogénico (Mow et al., 1991; Messner & Gillquist, 1993).
Membranas biossintéticas apresentam boa aceitacdo pelo organismo, protegendo e auxiliando
a reparacdo de areas lesadas por permeabilidade seletiva, além de impedir a contaminacédo por
microorganismos (Carvalho et al., 2003; Astan et al., 2004). Devido as dificuldades de
obtencdo, importacdo e conseqiientemente alto custo no Brasil com o uso de biopolimeros ou
membranas bioldgicas, tornou-se evidente a necessidade de se buscar um material nacional
que possa ser usado amplamente (Novaes Jr. et al., 1990; Novaes Jr. et al., 1993).

A aplicacdo de barreiras fisicas com o objetivo de regenerar defeitos dsseos foi
inicialmente descrito por Dahlin et al., no ano de 1988. O comprometimento do reparo 6sseo
ocorre pela unido fibrosa no defeito 6sseo, com invasdo de fibroblastos no coagulo sanguineo.
Para que isto seja evitado, pode-se lancar mao de uma técnica cirirgica que impeca que 0
coagulo sangiiineo ou a loja 0ssea sejam povoados por células indesejaveis, pela colocacédo de
membranas ou barreiras fisicas, favorecendo assim a migracdo de células com potencial
osteogénico. Assim, impede-se que os fibroblastos colonizem o coagulo antes dos
osteoblastos, que sdo mais lentos em sua funcdo (Macedo et al., 2004). Alguns estudos in

vitro vém sendo desenvolvidos para verificar a atuacdo de membranas no tecido cartilaginoso,



como favorecedora para a migracdo de células com potencial condrogénico, assim como
ocorre no tecido 6sseo (Hunziker et al., 2001; Svensson et al., 2005).

A utilizacdo de barreiras fisicas com a finalidade de regenerar defeitos 6sseos tem
sido descrita na Literatura com o nome de Regeneracdo Tecidual Guiada (Novaes Jr. et al.,
1993; Novaes Jr. et al., 2002; Macedo et al., 2004; Astan et al., 2004). Baseando-se nesta
propriedade, surgiu a idéia de verificar se no tecido cartilaginoso articular, a colocagdo da
membrana, também favoreceria a migragdo de células com potencial condrogénico, assim
como ocorre no tecido 0sseo.

Frente aos fatos acima citados, com o enfoque no processo de reparacdo da
cartilagem, objetivou-se analisar a utilizacdo de membrana bioldgica biossintética nacional, a
base de celulose, em trocleoplastias experimentais, proporcionando um processo alternativo

ainda nao verificado em ambiente intra-articular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia articular

As articulagbes sinoviais permitem movimento, a0 mesmo tempo em que
proporcionam estabilidade para a transferéncia de cargas entre os 0ssos (Fossum, 2002). A
articulacdo do joelho representa uma articulacdo sinovial condilar complexa. A parte
esferoidal principal é formada pelos condilos femorais que articulam com os condilos da tibia,
formando a articulacdo femorotibial e, livremente conectada a ela, estd a articulacdo
femoropatelar situada entre a patela e a troclea do fémur, sendo as duas articulacdes
interdependentes (Miller et al., 1964). A superficie articular é formada por cartilagem hialina
que reveste 0 0sso subcondral subjacente. A matriz extracelular deste tecido é composta por
colageno, proteoglicanos, proteinas ndo-colagenas e agua. Em articulagcbes saudaveis, o
espaco intrarticular é preenchido por fluido sinovial, vasos sanguineos, vasos linfaticos e

nervos (Mcllwraith & Trotter, 1996).

2.2 Processo de reparacao da cartilagem

A cicatrizacdo consiste na restauracdo da integridade estrutural e funcional de um
tecido, subsequente a uma lesdo ou doenca. A reparacdo da cartilagem, ou de qualquer outro
tecido, usualmente tem um significado mais restrito, e consiste na reposic¢éo da lesdo ou perda
celular e matriz, por células e matriz novas (Mow et al., 1991). Contudo, a reparacdo nédo
necessariamente restaura a estrutura e funcgao original do tecido (Buckwalter, 2002).

A habilidade de um tecido em aumentar seu grau de velocidade de sintese de DNA
e proteina deve ser levada em consideragdo. Independente do tipo de tecido envolvido, o
processo de reparacdo é celular no sentido de que fibroblastos ou células especificas como os

condrdcitos sintetizem o material de reparo (Mankin, 1982). Todavia, deve-se levar em



consideracdo que condrécitos adultos apresentam pequeno potencial de replicacdo celular
(Simon & Jackson, 2006).

A resposta reparativa usual de uma lesdo é dividida em trés fases distintas:
necrose, inflamacdo e reparacdo (Mankin, 1982). Porém, no processo de reparacdo da
cartilagem hialina, essa resposta € alterada devido a cartilagem ser avascular (Coultts et al.,
2001; Simon & Jackson, 2006). A cartilagem passa pela fase de necrose, como qualquer outro
tecido, na qual as células da regido da lesdo morrem e a matriz é lesada em graus variados,
dependendo da extensdo e tipo de trauma (Mankin, 1982). Como os condrécitos sao
relativamente insensiveis a hipdxia (Astan et al., 2004), provavelmente ha morte celular em
menor escala do que em relacdo a outros tecidos. A fase de inflamacéo, que € praticamente
mediada pelo sistema vascular, esta ausente. Nao ha extravasamento de sangue, bem como
dilatagdo vascular, processos de transudacao, exsudacdo e formacdo de hematoma. Fibrina
ndo é produzida, portanto, esta que atua como suporte para o reparo tecidual esta ausente.
Considerando a terceira fase, reparagdo, a auséncia das fases inflamatoria e vascular limita o
namero de células capazes de responder ao trauma e, portanto, a reparacdo falha quanto aos
condrdcitos existentes, apesar dessas células serem capazes de sinteses ativas de DNA e
aumento na atividade sintética da matriz (Mankin, 1982). Quando as lesdes articulares
atingem vasos sanguineos do 0sso subcondral, células promotoras da reparacdo podem entdo
ter acesso a lesdo (Sellers, et al., 1997; Coutts et al., 2001; Van der Kraan et al., 2002). Estas
células, infelizmente, ndo produzem um tecido consistente com uma composi¢do unica,
estrutura e propriedade biomecénica da cartilagem articular normal (Sellers, et al., 1997,
Simon & Jackson, 2006).

Proximo a maioria das lesGes na cartilagem, células responsaveis pelo reparo
destas, falham na producdo de macromoléculas importantes (colageno tipo Il e IX e agregados

de proteoglicanos), na organizacdo destas moléculas em um arranjo estrutural apropriado e,



finalmente, falham na producdo de uma estrutura fortemente aderente como aquela da
cartilagem articular (Muir, 1983; Sellers, et al., 1997; Simon & Jackson, 2006), formando
geralmente uma fibrocartilagem.

Cartilagem articular também necessita de células indiferenciadas dentro do tecido
que possam migrar para o local da lesdo, proliferar e participar da resposta ao reparo. O Unico
tipo celular encontrado na cartilagem madura é o condrécito altamente diferenciado
(Stockwell, 1978), sendo este revestido por uma densa e forte matriz extracelular; portanto,
apresenta capacidade limitada de proliferacdo e migragéo para dentro do tecido (Coutts et al.,
1997).

Condrécitos maduros no tecido podem também ter capacidade limitada de
aumentar a sintese de matriz (Buckwalter & Mankin, 1998). Em cartilagem madura normal,
condrocitos fazem a sintese de quantidades suficientes de colageno e proteoglicanos para
manter a matriz. Entretanto, eles ndo sintetizam matriz suficiente para reparar defeitos
significantemente grandes no tecido (Kidd et al., 2001). Adicionalmente, com o aumento da
idade, o tamanho dos proteoglicanos diminui e as moléculas tornam-se mais variaveis em
tamanho (Roughly & White, 1980). As alteragdes na matriz de proteoglicanos decorrentes da
idade afetam desfavoravelmente a organizacdo da matriz, as propriedades materiais e talvez a
sintese de condrocitos (Stockwell, 1978), reduzindo a capacidade de reparo do tecido.
Portanto, um elemento estratégico para o sucesso na reparacdo de defeitos na superficie
articular consiste na introducdo de células e outros fatores com fortes potenciais

condrogénicos (Messner & Gillquist, 1993).

2.2.1 Resposta da cartilagem articular a lesdes superficiais:
Em lesdes superficiais, a reacdo € caracterizada por tentativas fracassadas ou

desapontadoras da cartilagem para adicionar componentes celulares e de matriz, os quais em



animais maduros sdo quase sempre ineficientes na cicatrizagdo de defeitos (Campbell, 1978;
Simon & Jackson, 2006).

Uma das provaveis teorias para explicar a auséncia de cicatrizacdo é possivelmente o
efeito inibitorio do proteoglicano na formacéo do coagulo, além da cartilagem ser um tecido
avascular (Coutts et al., 2001; Simon & Jackson, 2006). Essa falha pode estar relacionada
com a presenca de acido hialurbnico (do liquido sinovial) ou, mais provavelmente, a
proteoglicanos vindos da superficie lesada da matriz de cartilagem para cobrir as fibras de
coldgeno na superficie do defeito e evitar ades6es celulares e formacgédo de coagulo (Farkas et
al., 1977). Portanto, é certo que lesdes lacerativas na cartilagem articular que ndo penetram o
0sso subcondral, apresentam apenas um pequeno metabolismo e resposta enzimatica, que
falham em suprir com numeros suficientes de novas células e matriz, a reparacdo de um

defeito minimo. Todavia, essas lesdes raramente progridem (Fossum, 2002).

2.2.2 Resposta da cartilagem articular a lesdes profundas:

LesBes profundas causam alteracBes significativas a vascularizacdo do 0sso
subcondral, proporcionando uma resposta reparadora semelhante aquela observada nos
tecidos vascularizados (Mitchell & Shepard, 1976). Afinal, o 0sso subcondral é excelente
fonte de novos vasos sanguineos que trazem células mesenquimais para a diferenciacdo e
modulacdo em fibroblastos e condroblastos necessarios para a fase de reparo, enquanto que 0s
condracitos residuais adjacentes ndo participam da reparacdo da lesdo (Shapiro et al., 1993).
Campbell (1978) defendeu que defeitos profundos que passam através da cartilagem articular
e penetram no o0sso subcondral, imediatamente sdo preenchidos com sangue e,
posteriormente, hematoma e fibrina. Com o surgimento de capilares na base da ferida, o
coagulo de fibrina torna-se um tecido de reparacdo fibroblastico vascular (Fossum, 2002).

Com a fibroplasia progressiva, a lesdo é preenchida por uma rede fibrovascular, a qual



gradualmente torna-se mais celular e menos vascular. Esse tecido fibroso vascular une as
bordas da ferida e permite a fusdo com o0 novo 0sso subjacente na base. Na margem de alguns
defeitos profundos, a cartilagem hialina restante mostra um breve aumento de atividade
sintética. Entretanto, isto s6 é importante para repor algumas células e matriz destruidas pela
ferida inicial, e € essencialmente uma resposta idéntica aquela vista apés lesdes superficiais.
De acordo com Mitchell & Shepard (1976) o tecido fibroso de reparacéo primario
é convertido para um tecido condréide hialino, que mostra alta atividade mitética e que €
marcado pela presenca de uma concentragdo crescente de proteoglicano. Contudo, apds
alguns meses esse tecido apresenta-se mais fibroso que cartilaginoso, com superficie fibrilada
e a matriz subjacente densamente colagenosa (Campbell, 1978; Fossum, 2002). Além disso, o
tecido reparador € mais delgado que a cartilagem articular, tendo propensdo a fibrilacdo e

alteracdes erosivas (Sellers et al., 1997; Simon & Jackson, 2006).

2.3 Luxacao de patela

A luxacgdo de patela é causa comum de claudicacdo de membros pélvicos em cées,
podendo ser intermitente, lateral ou medial, traumatica ou evolutiva (Popovitch & Nannos,
2000). A luxacdo medial é a mais fregliente em cdes de pequeno porte e miniatura e,
geralmente € congénita. J4 em cdes de grande porte ou de racas gigantes predomina a lateral,
associada a deformidades do membro (Gareth & Sorrel, 2006).

Segundo lamaguti (1995), uma das ocorréncias da luxagdo patelar é a falha de
profundidade do sulco troclear, sendo observado um achatamento da crista da troclea na
porcéo distal do fémur que origina este sulco.

A perfeita coaptacdo entre a troclea femoral e a patela € indispensavel para
assegurar uma adequada nutricdo da cartilagem articular, evitando assim alteracdes

degenerativas da mesma (Hulsen, 1981).



O tratamento desta afeccdo é cirdrgico, sendo citadas corre¢cdes por meio de
desmotomia medial, sobreposicdo da fascia lata, sutura anti-rotacional tibial, liberacdo do
quadriceps, artroplastias trocleares, patelectomia, transposicdo da crista da tibia, osteotomias
femoral ou tibial (Hulsen, 1981; Farias, 1995; lamagulti et al., 1995; Fossum, 2002; Gareth &
Sorrel, 2006). Apesar da variedade de técnicas cirurgicas empregadas para o tratamento da
luxacéo de patela, nenhuma delas proporciona uma completa solucdo do problema e nenhuma
pode ser recomendada como superior as outras (Leighton, 1970; Gareth & Sorrel, 2006).
Além disso, o agravamento da osteoartrite sugere que a biomecénica da articulagdo mantém-

se anormal mesmo apés a cirurgia (Roy et al., 1992).

2.4 Trocleoplastia

A trocleoplastia representa 0 método mais utilizado para o aprofundamento da
tréclea femoral, e consiste na remocao da superficie articular e de um a dois milimetros de
0sso subcondral, mediante a utilizacdo de diferentes instrumentos cirdrgicos como bisturi,
pingca goiva, raspador ésseo e ostedtomo (Farias, 1995; Fossum, 2002; Gareth & Sorrel,
2006).

Farias (1995) demonstrou que o aprofundamento do sulco troclear tem como
finalidade a preparacdo de um leito adequado destinado a alojar a patela, permitindo seu
deslizamento sobre a troclea femoral, de maneira mais natural possivel, evitando-se assim
interferéncias com o funcionamento normal do mecanismo extensor do joelho, além de ser um
procedimento de facil e rapida execucdo, levando em média 20 minutos para sua realizacao.

Macroscopicamente, a superficie articular do sulco troclear aprofundado apresenta
um delgado tecido cicatricial de aspecto translucido, liso e brilhante (Silva et al., 1990). A
histopatologia evidencia que a cartilagem hialina da superficie articular foi substituida por um

tecido conjuntivo de estrutura delicada, rico em fibras colagenas, células e numerosos vasos



sanguineos de diferentes diametros (Moore et al., 1989; Farias, 1995). Dessa forma, o
processo reparador de uma lesdo articular é produzido mediante fibrocartilagem. Para permitir
a formacao rapida de fibrocartilagem, a remocéo de cartilagem articular deve ser efetuada até

0 sangramento do 0sso subcondral (Moore et al., 1989).

2.5 Regeneracéo Tecidual Guiada
O conceito bioldgico da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) baseia-se na
observacao de que a cicatrizagdo desejada pode ser alcangada pela criagdo de espaco
segregado que sera povoado pelo tipo celular capaz de regenerar o tecido que tenha sido
perdido (Majzoub et al., 1999; Hunziker et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Astan et al.,

2004).

O tratamento utilizando a RTG envolve a colocagédo de barreira celular oclusiva
sobre a lesdo 6ssea, de modo que a proliferacdo de tecidos moles adjacentes para dentro da
area protegida, seja evitada. Assim, permite-se que células com potencial osteogénico das
margens 0sseas existentes, invadam o espaco criado e produzam osso (Carvalho et al.,

2003; Wikesjo et al., 2003; Astan et al., 2004).

Ha varios fatores a serem considerados a respeito do material e estrutura da
membrana que sera usadas na RTG. Além de ser biocompativel, ela deve ter a capacidade
de criar e manter espaco adequado para suportar o volume do tecido neoformado (Oh et al.,
2003). O selamento periférico entre a barreira e a superficie adjacente a area testada deve
prevenir o crescimento de tecido conjuntivo externo e a soltura da membrana (Hunziker et
al., 2001; Astan et al., 2004). Outro fator de importancia € o grau de porosidade da barreira
que ird influenciar o resultado da cicatrizacdo (Lundgren et al., 1998), bem como se a
membrana é absorvivel (Lu, 2003) ou ndo-absorvivel (Macedo et al., 2003), e possui

facilidade de aplicacao.



2.6 Utilizacdo de enxertos, biomateriais ou outros fatores com potencial
condrogénico para reparacgao da cartilagem

Em pacientes com lesdes pequenas, tentativas sdo feitas para restaurar a cartilagem
da superficie articular por meio de varios metodos. Estes, incluem implante de enxertos de
tecidos de reposicdo ou emprego de técnicas que estimulem o processo de reparagdo nativo
(O’ driscoll, 1998).

A cartilagem pode ser substituida por pequenos tampdes de uma regido de menor
suporte de peso da articulagcdo (autoenxertos) ou por completos aloenxertos. Autoenxertos,
obtidos da patela, do condilo femoral ou da fibula proximal sdo limitados pela pequena
quantidade de cartilagem disponivel para transplante de outros sitios (Buckwalter & Mankin,
1998; O’ driscoll, 1998). Além disso, os efeitos prejudiciais ao sitio doador devem ser
considerados. H& tambem evidéncias de que, tecidos provenientes de regides de menor
suporte de peso, ndo sdo habeis para suportar as forcas aplicadas na superficie articular. J& os
aloenxertos tém apresentado uma taxa de sobrevivéncia alta (95%) (Simon & Jackson, 2006).

Outra opcgdo descrita consiste no uso de enxertos periosteais ou pericondrais
(Sellers el al., 1997; Lu el al., 2001; Simon & Jackson, 2006). Contudo, como opgéo de
tratamento, o uso de pericdndrio para enxertos autélogos é menos atrativo do que peridsteo,
pois este estd apenas disponivel na margem esternal das costelas, promovendo uma restrita
disponibilidade de material. Ja 0 periosteo ndo apresenta esta limitacdo anatbmica e possui
bom potencial condrogénico, além de promover a sintese de matriz extracelular com
propriedades histomorfométrica, bioldgica, bioquimica e biomecéanica semelhantes aquelas da
cartilagem articular normal (O’driscoll, 1998).

No intuito de eliminar a necessidade de um sitio doador e devido ao interesse
associado com alo e auto-enxertos, muitas tentativas foram realizadas para cicatrizar ou

regenerar a cartilagem, antes da sua substituicdo. As técnicas propostas tém sido focalizadas



nas propriedades intrinsecas de regeneracdo de tecido ou transplante de condrdcitos para
formar mais tecido. Infelizmente, nenhuma delas tém tido completo sucesso, especialmente
em populacdes mais velhas (Buckwalter & Mankin, 1998; O’driscoll, 1998). O tratamento
mais comum para a regeneracdo da cartilagem consiste em penetrar 0 0sso subcondral por
meio de abrasdo ou perfuracdo, criando um defeito profundo. H& formagédo de um coagulo
sobre a superficie do osso subcondral, o qual pode promover um suporte para migracéo de
células tronco mesenquimais e suas eventuais diferenciacbes em condrocitos e ostedcitos
(Shapiro et al., 1993). Contudo, em estudo realizado por Mitchell & Shepard (1976), quando
perfuracdes multiplas sdo feitas diretamente no osso subcondral, os orificios sdo preenchidos
primeiramente por fibrocartilagem.

Pode ser feito o transplante de condrdcitos ou células indiferenciadas usando
método de um retalho periosteal suturado sobre o defeito, como uma barreira sob a qual
culturas aut6logas de condrécitos sdo injetadas (Brittberg et al., 1994; Gillogly et al., 1998).
Porém, essa técnica exige um sitio doador e ainda ndo apresentou resultados convincentes.
Alternativamente, suportes porosos de polimeros sintéticos ou derivados naturais podem ser
usados para manter células diferenciadas em uma dada regido (Sellers et al., 1997; Lu et al.,
2001). Esta técnica reduz a morbidade do sitio doador, promovendo um limite para retencéo
de células, no qual os condrocitos ancorados-dependentes podem aderir-se (Thomson et al.,
1995).

O uso de materiais sintéticos tém aumentado as chances de reparar a cartilagem
articular, visto que os tecidos autélogos podem falhar na recuperacdo da espessura exata e, a
matriz sintética, pode ajustar-se sob a forma do defeito (Simon & Jackson, 2006). De acordo
com Messner & Gillquist (1993), implantes de poliéster (Dacron®) e politetrafluoroetileno
(PTFE) (TEFLON®) proporcionaram crescimento celular dentro da matriz e apresentaram

propriedades mecanicas capazes de resistir a cargas fisioldgicas.



Estudos tém sido desenvolvidos implantando-se auto ou aloenxertos de
condrécitos, sendo aplicados isoladamente ou sedimentados em material sintético ou
bioldgico, o qual serve como arcabouco, sendo verificado melhor qualidade no tecido de
reparacao quando comparado aqueles formados pelas técnicas anteriormente descritas.

O uso de material sintético ou biolégico, como arcabouco para as células
cultivadas, tem algumas vantagens em relacdo ao implante de condrécitos isoladamente
(Brittberg et al., 1996; Katsube et al. 2000).

Lettry (2003) implantou condrdcitos cultivados em hidrogel com duas camadas,
uma densa e outra porosa; o autor relatou que a porosidade do hidrogel foi adequada para a
promocdo da nutricdo dos condrdcitos pelo tecido adjacente, além de manter sua capacidade
de sintese. A apresentacdo do hidrogel em duas camadas distintas permite que as celulas
cultivadas sejam sedimentadas na por¢cdo mais porosa, atuando como arcabougo adequado e,
permitindo que os condrdcitos recuperem sua morfologia diferenciada. Ja quando implantadas
em defeitos osteocondrais, a por¢cdo mais densa teria a funcdo de impedir que as células

inflamatdrias atacassem e, eventualmente, destruissem os condrdcitos implantados.

2.7 Utilizacdo da membrana biossintética a base de celulose (MBC) na reparacédo
tecidual

A membrana de celulose, sintetizada pela bactéria Acetobacter xylinum, é estudada
desde os anos 60 (Webb & Colvin, 1967). Na década de 80, o LQBB — Laboratério de
Quimio/Biotecnologia de Biomassa da Universidade Federal do Parana desenvolveu uma
pelicula de celulose pura microfibrilar biossintética, obtida por um processo de
fermentacgdo desta bactéria. Atualmente, a membrana vem sendo utilizada como substituto
da pele (Rebello et al., 2001), curativo de feridas cirargicas de papilas mamarias de vacas

(Biofill®) (Marques et al., 1991), curativo para cirurgias periodontais (Gengiflex®)



(Novaes Jr. et al., 1993), reconstrucdo vascular (Klemm et al., 2001), substituto da dura-
mater (Mello et al., 1996), entre outras aplicacdes em estudo. Essa membrana é constituida
por uma camada formada por rede de microfibrilas de celulose cristalina prensadas, que
dao estrutura e rigidez a membrana. A do tipo Gengiflex® possui também uma camada
externa de alcali-celulose que é, na realidade, uma modificacdo quimica da camada interna.
Este processo biotecnoldgico de baixo custo permite @ membrana de celulose um preco
mais acessivel (Novaes Jr. et al., 1993). O produto possui caracteristicas biocompativeis,
sendo biodegradavel (Salata et al., 2001), inerte, atoxico e seletivamente permeével

(Novaes Jr. & Novaes, 1993), possuindo as qualidades necessarias para a RTG.

Novaes Jr. et al. (1990) descreveram uma técnica cirurgica em Odontologia
utilizando Biofill® no tratamento de lesdo de furca, sendo que os resultados apresentados
revelaram sucesso na sua utilizacdo. Com o propdsito de minimizar algumas dificuldades
inerentes do procedimento de enxerto gengival livre, Lima & Passeri (1991) utilizaram uma
pelicula microfibrilar tipo celuldsica. Ap6s controle da hemorragia, varias camadas de
pelicula sintética foram colocadas no intuito de revestir o leito receptor, sendo mantida em
posicdo pelo coagulo sanglineo. Apds avaliacdo clinica, apesar da pequena amostra (cinco
pacientes), os autores concluiram, ao final dos periodos de 15 e 30 dias, que a pelicula
sintética permitiu a substituicdo da camada superficial, sem interferir com a reparacao do leito
receptor.

H& uma preocupacdo do cirurgido dentista quanto a perda déssea ocorrida nos
diversos procedimentos cirdrgicos, assim como a formacdo de tecido fibroso onde deveria
existir tecido dsseo, limitando a perfeita adaptacdo de proteses, futuramente. Por isto, muitas
pesquisas tém sido realizadas no sentido de possibilitar a aplicagdo de materiais no interior de
cavidades dsseas, nas quais possam vir a ocorrer uma loja G6ssea, apds o procedimento

cirargico (Novaes Jr. et al., 1993). Na tentativa de reconstrucdo total ou parcial dessas



estruturas perdidas, desenvolveram-se técnicas com o objetivo de recuperar o contorno
anatdmico normal, eliminar espacos mortos, favorecer a cicatrizacdo, além de prevenir a
invaginacao de tecidos moles para o interior dessas cavidades, reduzindo assim as chances de
infeccdes secundarias (Novaes Jr. et al., 2002). Novaes Jr. & Novaes (1993) descreveram
restauracdo completa de defeito 0sseo ao redor de implante de titdnio. A Gengiflex® foi
usada na RTG para cobrir o implante e, a hidroxiapatita foi utilizada como material de
enxerto. O preenchimento do defeito foi verificado clinicamente ap0s seis meses e, a analise
histologica durante a exposicdo do implante, confirmou a formacdo Ossea. Estudos estdo
sendo realizados na busca por materiais que substituam o 0sso perdido, ou ainda técnicas que
venham a possibilitar a formacao de osso a partir de um substrato 6sseo preexistente (como o
uso de membranas), ou ainda de substancias que induzam a formacdo dssea (Novaes Jr. &
Novaes, 1993; Novaes Jr. et al., 2002; Macedo et al, 2004). Novaes Jr. et al. (1993)
demonstraram que o 0sso formado através do auxilio da RTG responde favoravelmente a
implantacdo de cargas oclusais, tal qual o 0sso normal.

A membrana de celulose também foi empregada como substituto de dura-mater em
cdes e apresentou pouca reacédo fibrdtica (Mello et al., 1996), sendo considerada, portanto,
material adequado para enxerto dural. A analise destas caracteristicas histologicas sugere que
a celulose sofre degradacdo no organismo animal, por processo bioquimico a esclarecer. O
achado de particulas refringentes de celulose no citoplasma das células gigantes, em ratos que
receberam implante de celulose no figado, sugeriu absor¢do do material por fagocitose (Mello
etal., 2001).

Em estudo desenvolvido por Salata et al. (2001), foi demonstrado que 0 modelo
de reparagédo 0ssea encontrado no grupo da membrana de celulose foi predominantemente
de ossificacdo endocondral. Em contraste, a membrana de e-PTFE induziu formacao 6ssea

direta (ossificagdo intramembranosa). A formacao de cartilagem durante a reparacao 6ssea



é considerada como consequiéncia da baixa tensdo de oxigénio no tecido. Sandberg et al.
(1993) observaram areas de cartilagem nos defeitos mandibulares experimentais de ratos,
revestidos por membrana. A presenca de cartilagem pode ter ocorrido devido a baixa
tensdo de oxigénio gerada pelo selamento do suprimento vascular periosteal. Salata et al.
(2001) concluiram que devido a presenca de inflamacéo severa, provavelmente pela
biodegradagdo da membrana, os requisitos para o acimulo de proteina morfogenética, ndo
foram encontrados com o uso da membrana de celulose. Todos esses efeitos combinados
podem levar a formac&o de cartilagem, no lugar da deposicdo dssea direta, nos defeitos
cobertos com essa membrana. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a possibilidade

de RTG do tecido cartilaginoso, que possui capacidade limitada de reparo apés leséo.

Svensson et al. (2005) desenvolveram um estudo para avaliar o potencial da
membrana de celulose na reparacdo da cartilagem in vitro, observando um crescimento
significativo de condrdcitos vidveis. A regeneracdo tecidual guiada (RTG) através de
membranas bioldgicas tem mostrado consideravel sucesso em cranioplastias e, na restauracdo
de parede lateral de seio maxilar (Pikos, 1999). A RTG pode ser distinguida como uma
conduta que, utilizando principios bioldgicos, proporciona condi¢cdes para a superacdo de
determinados obstaculos, além da correcdo de problemas, anteriormente sem possibilidades

de solucéo.



3. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivos, por meio de exames clinicos, macroscopicos,

radiogréaficos e histopatoldgicos:
* Avaliar 0 uso de MBC em trocleoplastias experimentais em caes.

» Comparar os resultados obtidos entre os tratamentos com e sem a MBC.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e ambiente de experimentacao
Foram utilizados 12 animais da espécie canina (Canis familiaris — Linnaeus, 1758),
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu,
sem raca definida, machos e fémeas, faixa etaria entre um e trés anos, com peso variando

entre oito e quatorze quilos, sadios e sem alteracdes no aparelho locomotor.

Os caes foram selecionados ap0s exame clinico completo, com atencao especial
aos exames ortopédico e neurologico; foram realizadas analise da locomocgéo, inspecdo e
palpacdo Osteo-articular. Os animais foram mantidos em canis individuais e alimentados com
racdo comercial® e 4gua ad libitum.

O procedimento cirargico foi realizado no Centro Cirdrgico de Pequenos Animais
do Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterindria da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu-SP.

4.2 Grupos experimentais

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de trocleoplastia femoral dos
membros pélvicos, sendo que a aplicacdo da membrana biossintética a base de celulose
disponibilizada pelo Departamento de Quimica Geral e Inorgéanica — Instituto de Quimica —
UNESP - Araraquara foi realizada no membro pélvico esquerdo. Constituiram-se dois grupos
experimentais designados grupo controle (GC), o membro direito submetido a realizacdo da
trocleoplastia e o grupo tratado (GT), o membro esquerdo submetido a realizacdo da
trocleoplastia, com a aplicacdo da MBC. Cada grupo experimental foi sorteado aleatoriamente
em quatro subgrupos de trés cées, de acordo com os diferentes momentos (M) de observacao,

ou seja, 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 90 (M90) dias do pos-operatorio. Nos diferentes

! Socil Guyomarc’h Ind. Com. Ltda. — Descalvado - SP



momentos de observacdo, de acordo com o subgrupo do animal, foi realizada artrotomia
exploratdria para a avaliacdo macroscopica do joelho e obtencdo de bidpsia para 0 exame

histopatoldgico.

4.3 Protocolo experimental
4.3.1 Procedimentos pré-operatorios:
Os membros pélvicos dos cdes foram tricotomizados, abrangendo desde a regido
da articulacéo do tarso até o terco proximal do fémur. A aplicacdo de enrofloxacina® foi feita
pela via subcuténea, na dose de 7mg/kg, no momento da inducdo anestésica; bem como, foi

administrado o flunixin meglumine *, na dose de 1,1 mg/kg, pela via subcutanea.

4.3.2 Procedimentos anestesicos:

Todos os cédes foram mantidos em jejum alimentar de 12 horas e hidrico de duas
horas. Estes receberam medicacéo pré-anestésica a base de acepromazina* e morfina®, nas
doses de 0,05 mg/kg e 0,3 mg/kg, respectivamente, pela via intramuscular. Com o0s animais
tranqlilizados foi realizada anti-sepsia prévia utilizando-se solucdo de iodopovidine
degermante®. Apés 15 minutos, foi realizada anestesia epidural com aplicacdo de lidocaina’,

0,3 mg/kg de bupivacaina®, ambas com vasoconstrictor, associadas a 0,1 mg/kg de morfina.

4.3.3 Procedimento cirargico:
Apos a inducdo anestésica, os animais foram encaminhados a sala de cirurgia e

posicionados em decubito dorsal. A anti-sepsia da regido cirdrgica foi realizada com alcool

2 Flotril 2,5%® — Laborat6rio Schering-Plough Veterinaria S/A.

¥ Banamine ® — Laboratério Schering-Plough Veterinéria S/A.

* Acepram 0,2%® — Laborat6rio Comercial Agropecuario Scarparo Ltda.
® Dimorf ®- Laboratério Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.

¢ Laboriodine Degermante®- Laboratério Glicolabor Ind. Farm.

7 Xylestesin®" Laboratorio Cristélia Prod. Quim. Farm. Ltda.

¥ Neocaina® " Laboratério Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.



iodado e em seguida, a extremidade do membro pélvico envolvida com faixa de crepe
esterilizada. Um pano de campo cirurgico fenestrado foi utilizado, delimitando a regido
operatoria. O acesso cirurgico foi realizado por uma abordagem lateral da articulacdo do
joelho (Piermattei, 1993). Realizou-se uma incisdo parapatelar lateral da pele de 5 a 7 cm,
seguida da incisdo do retinaculo e capsula articular; até a exposicao da articulacdo do joelho.
Com o membro em extensdo a patela foi deslocada, promovendo a exposi¢do da tréclea
femoral (Figura 1). Realizou-se entéo a flexdo do joelho e o procedimento de trocleoplastia
por meio do aprofundamento do sulco troclear com auxilio de uma goiva e uma lima (Figuras
2 e 3), retirando-se toda a superficie de contato com a face articular da patela, até o
sangramento do 0sso subcondral. No membro esquerdo dos cdes, a membrana biossintética, a
base de celulose com 5 micrometros de espessura, foi aplicada ap6s o aprofundamento do
sulco, sendo fixada com 4 a 5 pontos simples separados na borda cartilaginosa normal, com a
utilizacdo de fio de sutura absorvivel sintético8 6-0 (Figura 4). A patela foi reposicionada
apos a extensdao do membro, realizando-se entdo a sintese da capsula articular e retindculo em
pontos tipo “Sultan”, com fio mononailon9 3-0 (Figura 5). A seguir, foram feitas as sinteses
do tecido subcutdneo em padrdo simples continuo e pele, utilizando-se mononailon 3-0, com

pontos simples separados (Figura 6).

4.3.4 Procedimentos pds-operatorios:
4.3.4.1 Condutas po6s-operatorias:
Apo6s o procedimento cirdrgico, os animais operados foram mantidos com colar
Elizabetano, em jaulas individuais para limitar sua movimentagdo. A antibioticoterapia

profilatica foi feita utilizando-se enrofloxacina™ via oral, na dose de 7 mg/kg de peso, em

8 Vicryl® - Ethicon — Johnson & Johnson.
° Mononylon® Ethicon — Johnson & Johnson.
9 Enropet Oral® — Purina.



intervalos de 24 horas, durante sete dias. O antiinflamatério e analgésico utilizado foi o
meloxicam®!, a cada 24 horas, na dose de 0,1 mg/kg durante os primeiros quatro dias de
pbs-operatério, e buprenorfina'? na dose de 10 ng/kg por via subcutanea em intervalos de 12
horas, durante dois dias. A limpeza da ferida cirtrgica foi realizada diariamente, utilizando-
se uma solucéo aquosa de lodopovidine™ a 1% . Os pontos da pele foram removidos no
oitavo dia do p6s-operatdrio. Apds o final do periodo de observacéo e recuperacéo funcional

dos membros, os animais foram doados.

4.3.4.2 Avaliacéao clinica:

Os cées foram submetidos ao exame clinico, sempre pelo mesmo examinador, e
filmados com camera'®, nos seguintes momentos: 24 horas apds a cirurgia (Momento 1 —
M1); 15 dias ap0s a cirurgia (M15); 30 dias (M30); 60 dias (M60); e 90 dias ap6s a cirurgia
(M90). A funcdo locomotora do membro foi avaliada em escores (Tabela 1), conforme
modificacdo da classificacdo proposta por Aiken et al. (1992), nos diferentes momentos de
avaliacéo.

Tabela 1: Classificacdo da funcdo locomotora dos membros posteriores.

. . ESCORE

DESCRICAO DA LOCOMOCAO

Auséncia de claudicacéo durante a locomocéo 0
Claudicacao discreta durante a locomogao; apoio quando em estacdo 1
Claudicacdo moderada na locomogdo; apoio quando em estacéo 2
Claudicacéo evidente, elevacdo do membro ao correr, apoio infrequente do

membro quando em estacéo 3
Claudicacao sem apoio do membro (impoténcia funcional) 4

4.3.4.3 Avaliacao radiografica:

" Maxicam® — Laborat6rio Ouro Fino.

12 Temgesic® - Laboratério Schering — Plough S/2

3 Laboriodine Tépico® — Laboratério Glicolabor Ind. Farm.
¥ Modelo GR-SXM757 — JVC Compact VHS Camcorder.



Todos os animais foram submetidos ao exame radiogréafico das articulagdes do
joelho antes do procedimento cirdrgico, imediatamente apos a cirurgia (POI), aos 15 (M15),
30 (M30), 60 (M60) e 90 (M90) dias do pds-operatorio, de acordo com seu respectivo grupo
experimental. Os exames radiograficos foram realizados na posicdo “skyline” (tangencial),
com a incidéncia dos raios em angulo de 45° em relacdo ao maior eixo do fémur, e na posicéo
lateral.

Todas as radiografias foram obtidas com os animais tranqilizados com 0,1mg/kg
de acepromazina®®, por via intramuscular, e anestesiados com tiopental sédico'®, na dose de
10 mg/kg por via intravenosa, com exce¢do da radiografia no pré e pds-operatorio imediato
que foi realizada com o animal ainda sob efeito da anestesia para o ato cirargico. Foram
analisadas alteracGes articulares e 0Osseas no sulco troclear aprofundado, bem como a

manutencdo do espaco articular.

4.3.4.4 Avaliacdo macroscopica:

A artrotomia exploratdria foi realizada em todos os animais, de acordo com seu
subgrupo experimental nos diferentes momentos, sendo utilizados os mesmos protocolos
descritos para a conduta anestésica, cirdrgica e pos-operatoria.

Na avaliacdo macroscopica, pds artrotomia exploratoria, foram observadas a
presenca ou auséncia da membrana de celulose e sua fixacdo, as superficies articulares e
alteragcdes na capsula articular. Quatro parametros foram avaliados: aspecto da reparacdo na
regido da trocleoplastia; continuidade, representada por nivelamento e integracdo com a
cartilagem adjacente; brilho na regido da trocleoplastia, que foram qualificados em escores
presentes (+) ou ausente (-); e superficie da regido, que foi classificada em regular ou irregular

(Ribeiro et al., 2004).

15 Acepram® — Laboratério Comercial Agropecuario Scarparo Ltda.
'8 Thionembutal — Laboratério Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.



4.3.4.5 Avaliacdo histomorfométrica:

Uma bidpsia 6ssea foi obtida da regido da trocleoplastia de todos os joelhos
operados, as quais foram avaliadas por meio de microscopia Optica aos 15, 30, 60 e 90 dias,
de acordo com o respectivo subgrupo. Foi examinada a regido de trocleoplastia com e sem a
aplicacdo da membrana de celulose. Os mesmos protocolos anestésicos, cirurgicos e pos-
operatérios foram realizados para a obtengdo da bidpsia 6ssea e da capsula articular, no final
do periodo de avaliagdo de cada subgrupo. Os fragmentos foram acondicionados em solucéo
tamponada de Formaldeido a 10 %°, no qual permaneceram até o processamento histolégico.

Os fragmentos da regido da trocleoplastia foram descalcificados em acido nitrico
5%; processados pelo Auto-Técnico; passando por seis aplicacfes de alcoois, trés de xilol e
trés banhos de parafina, com duragdo de uma hora cada passagem. O material foi colocado no
inclusor onde passou por outro banho de parafina e depois foi incluido em parafina. A
microtomia consistiu de varios cortes seriados de quatro micrometros de espessura. As
laminas foram colocadas em estufa a 60 °C, sendo depois corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de Masson, e examinados por meio de microscopia
Optica.

A bidpsia da capsula articular foi realizada em todas as articulagbes, proxima a
linha de incisdo para a artrotomia e processada de acordo com rotina histopatolédgica padréo.

Na analise histopatoldgica, a resposta biologica foi determinada em funcdo do
processo de reparacao da cartilagem, alteracdes vasculares e infiltrado inflamatério.

A andlise morfométrica foi realizada, utilizando-se o “software” de captura de
imagens acoplado ao microscopio Leica® DM, sem o conhecimento prévio dos grupos

experimentais; nesta, foram avaliados o nimero de células e espessura do tecido de reparacdo

® Formaldeido a 10% - Dinamica



no leito. A regido central da trocleoplastia foi utilizada como padrdo para analise

morfomeétrica.

4.4 Anédlise dos resultados
O procedimento quantitativo das variaveis estudadas foi realizado pela técnica da
analise de variancia para o modelo com dois fatores, complementada com 0s respectivos
testes de comparagcdes multiplas. Para a contagem do ndmero de células, considerou-se a
técnica ndo paramétrica, enquanto que para a espessura, a técnica paramétrica. Todas as

comparacgOes foram realizadas no nivel de 5% de significancia (ZAR. 1999).

4.5 Aspectos éticos
Os procedimentos experimentais desenvolvidos foram aprovados pela Camara de
Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —

UNESP — Campus de Botucatu, no dia 28 de abril de 2005.



Figura 1: Deslocamento medial da patela Figura 2: Aprofundamento do sulco

para exposicao do sulco troclear. troclear com o auxilio de uma pinca goiva.

Figura 3: Utilizagdo de lima para
uniformizar a regido da trocleoplastia e

facilitar o deslizamento da patela.



Figura 4: Fixacdo da membrana Figura 5: Sutura da cépsula articular e
biossintética de celulose com fio absorvivel retinaculo em pontos tipo Sultan, com fio
sintético 6-0.

mononailon 3-0.

Figura 6: Sutura da pele com pontos

simples separados.



5. RESULTADOS
5.1 Técnica Cirargica

A abordagem parapatelar a articulacdo fémoro-tibio-patelar, nas condi¢cbes em que
foi realizada, permitiu exposicado adequada do sulco troclear e as manobras pertinentes ao seu
aprofundamento e aplicacdo da membrana de celulose.

A realizacdo da técnica cirdrgica foi exequivel e sem maiores complicacdes.
Durante a aplicacdo da membrana de celulose destacou-se a necessidade de utilizacdo de
instrumentais delicados e treinamento, para que essa ficasse posicionada adequadamente.

O fio empregado na sutura da capsula articular e pele ofereceu resisténcia
adequada na maioria dos casos, conforme a tensdo destas regides anatdbmicas. Ja o fio
utilizado para fixacdo da membrana, apesar do facil manuseio, necessitou de certa habilidade
para evitar o rompimento da membrana.

5.2 Avaliacao Clinica

Na inspecéo clinica, ndo foi observado aumento de volume no joelho direito (GC)
em nenhum animal no pdés-operatério imediato (M1). Contudo, trés animais (25%)
apresentaram aumento de volume discreto apos esse periodo, sendo notado até os 15 dias do
poOs-operatério, desaparecendo nos momentos subsequentes. Ja no joelho esquerdo (GT),
aumento de volume moderado, decorrente de seroma, foi observado nas primeiras 24 horas
(M1) do pos-operatdrio em dois animas (16,6%), em apenas um deles esse aumento persistiu
até o M15 (Figura 7). Outros dois animais apresentaram aumento de volume apds o M1,
persistindo até o M15 e diminuindo nos momentos subsequentes.

A deiscéncia total de pontos do joelho direito (GC) foi observada em um animal
nos primeiros dias do pos-operatério (8,3%). No joelho esquerdo (GT) foi notada deiscéncia

parcial, dois pontos, em um céo ja no M1 (8,3%), coincidente com o seroma, e total em outro



(Figura 8) apos esse periodo (8,3%). Um tratamento clinico tdpico, buscando-se cicatrizagdo
por segunda intencdo, foi instituido.

Nos demais cées, ndo se evidenciou reacdo inflamatdéria no pds-operatorio,
podendo ser notada a completa cicatrizacdo da ferida cirdrgica no décimo dia do pds-
operatorio. O resultado estético apds a retirada dos pontos e crescimento dos pélos foi
equivalente ao observado antes da cirurgia.

Com relacdo & avaliagdo da locomocdo, todos os animais, em estacéo,
apresentaram apoio dos membros nas primeiras 24 horas do pds-operatorio (Figura 9). A
maioria dos animais ndo apresentou claudicacdo nos periodos observados, exceto um animal
(A6) no qual foi observada claudicagédo discreta do membro pélvico esquerdo (GT), durante a

locomocao no M1 (Tabela 2), permanecendo durante dois dias.

Tabela 2: Escore* de claudicagdo dos animais submetidos a trocleoplastia

experimental, nos diferentes momentos (M) de avaliacéo.

M15 M30 M60 M90
Animal M1

o
o
o

Al

A2
A3
A4
A5
A6
AT
A8
A9
Al0
All
Al2

*Classificacdo da funcio locomotora dos membros posteriores proposta por Aiken et al. (1992).

QOO OO OOO0o
OO OO OoOOo
[ )

OO OO O0OO0OPFrPROOOOoO
[cNeoNololelelolololNolNo

0- Auséncia de claudicacdo durante a locomogdo; 1- Claudicacdo discreta durante a locomocédo; apoio
quando em estagdo; 2- Claudicacdo moderada na locomocdo; apoio quando em estagdo; 3- Claudicagdo
evidente, elevacdo do membro ao correr, apoio infreqliente do membro quando em estacdo; 4-: Claudicacéo
sem apoio do membro (impoténcia funcional)

** Escore 1 no GT e O no GC.



Figura 8: Animal 3 (A3),

Figura 7: Animal 7 (A7), aos
observar deiscéncia total dos

15 dias do pds-operatdrio,
pontos de pele aos 15 dias do

apresentando  aumento  de _
. pds-operatorio.
volume moderado em joelho

esquerdo.

Figura 9: Animal 11 (All) apresentando
apoio dos membros pélvicos 24 horas apds o

procedimento cirurgico.



5.3 Avaliacdo Radiografica
O posicionamento do animal para execucdo da radiografia em “skyline” foi
relativamente dificil, entretanto, permitiu observar a presenca ou ndo do aprofundamento do
sulco troclear, bem como a manutencéo do espaco articular (Tabela 3). Na posicao lateral ndo
foram observadas alteragdes articulares e 0sseas dignas de nota.
Com relacdo ao aprofundamento do sulco troclear e manutencdo do espaco
articular, os grupos controle e tratado apresentaram comportamento semelhante (Figuras 10 e
11). Nao foi possivel notar radiograficamente o aprofundamento deste em quatro animais do
GC (33,3%) e em trés do GT (25%) em nenhum dos momentos de avaliacdo (Tabela 3).
Assim como em trés animais (25%) no GC e trés no GT (25%), o aprofundamento foi
observado apés o M15.
A manutencdo do espago articular estava presente em todos 0s animais
independente do periodo e grupo experimental (Tabela 4).
Tabela 3: Avaliacdo radiogréfica da articulagdo do joelho quanto ao
aprofundamento do sulco troclear imediatamente apds a cirurgia e nos

diferentes momentos (M) de avaliacéo.

Aprofundamento do sulco troclear
GC GT
Animal |POI Mi15 M30 M60 M90 POl M15 M30 M60 M90
1 + + + + + +
2 + +
3 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
5 + + + + + + + +
6 + + + + + + + +
7
8 + + + + + + + +
9 + + + + + +
10 + + + + + +
11
12

Legenda: (+) presente; (-) ausente

POI- p6s-operatério imediato; M- momentos em dias; GC- Grupo controle; GT- Grupo tratado



Tabela 4: Avaliacdo radiografica da articulagdo do joelho quanto a
manutencdo do espaco articular imediatamente apds a cirurgia e nos diferentes

momentos (M) de avaliacéo.

Espaco articular
GC GT
Animal | POl M15 M30 M60 M9 POl M15 M30 M60 M90
1 + + + + + +
2 + + + +
3 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + + +
7 + + + + + + + +
8 + + + + + + + + + +
9 + + + + + +
10 + + + + + +
11 + + + +
12 + + + +

Legenda: (+) presente; (-) ausente
POI- pés-operatdrio imediato; M- momentos em dias; GC- Grupo controle; GT- Grupo tratado

No GC, quatro animais apresentaram proliferacdo de ostedfitos discreta (25%),
entretanto, em um animal (Al), essa mesma caracteristica foi observada aos 15 dias do pds-
operatorio, intensificando-se no momento seguinte (M30) (Figura 12). A proliferacdo de
ostedfitos (discreta) foi observada em trés animais (25%) no GT, sendo dois a partir do M30 e
um do M90 (Tabela 5). Quanto a reabsor¢do do osso subcondral, esta foi notada em trés
animais do GC (25%) (Figura 13) e dois do GT (16,6%), logo aos 15 dias do pds-operatorio

(Tabela 6).



Tabela 5: Avaliacdo radiografica da articulagdo do joelho quanto a

proliferacdo de ostedfitos na patela, imediatamente apOs a cirurgia € nos

diferentes momentos (M) de avaliacéo.

Osteofitos

Animal

©CoONO O, WN B

e
— o

12

POI

GC

GT

M15 M30 M60 M90 POI M15 M30 M60 M90

+

++

+ +
1
1
+ 1
+ 1

+
=+
1
1
1
1
1

Legenda: (-) ausente; (+) leve; (++) moderada; (+++) intensa;

POI- p6s-operatério imediato; M- momentos em dias; GC- Grupo controle; GT- Grupo tratado

Tabela 6: Avaliacédo radiografica da articulacdo do joelho quanto a reabsor¢édo

do osso subcondral, imediatamente ap6s a cirurgia e nos diferentes momentos

(M) de avaliagéo.

Reabsorcéo do 0sso subcondral

Animal

©CcooONO Ul WN -

L =
N B O

POI

GC

GT

M15 M30 M60 M90 POI M15 M30 M60 M90

Legenda: (-) ausente; (+) leve; (++) moderada; (+++) intensa;

POI- pés-operatorio imediato; M- momentos em dias; GC- Grupo controle; GT- Grupo tratado



Figura 10: Imagem radiografica da Figura 11: Imagem radiografica da
articulacdo do joelho direito do A6 aos articulacdo do joelho esquerdo do A6 aos

90 dias. Auséncia de alteracdes. 90 dias. Auséncia de alteracdes.

Figura 12: Imagem radiografica da Figura 13: Imagem radiografica da
articulacédo do joelho direito do Al aos articulacdo do joelho direito do A3 aos
30 dias. A discreta proliferacdo de 15 dias. Observar reabsor¢do do 0sso
osteofitos se intensificou em regido subcondral (seta).

dorsal da patela (setas).

5.4 Avaliacdo Macroscopica



Na avaliacdo macroscopica da capsula articular do joelho de todos os animais,
independente do grupo experimental, o local de incisdo apresentava-se espesso em
conseqiiéncia da proliferacdo fibrosa cicatricial (Figura 14), sendo este mais evidente nos
animais no M15 e M30. Nos demais momentos, observou-se processo de reparacdo em fase
mais avancada. O fio de nailon monofilamentar empregado na sutura capsular promoveu
discreta reacdo nos tecidos circundantes e, um completo envolvimento do mesmo, foi
evidenciado durante a artrotomia exploratdria.

A membrana de celulose, utilizada na artroplastia do GT, néo foi visualizada
macroscopicamente aos 15 dias do poOs-operatdrio, assim como nos demais momentos de
avaliacdo. O ponto de fio absorvivel 6-0 foi observado apenas em um cédo (A12) no M15.

A regido da superficie articular submetida a trocleoplastia foi avaliada quanto ao
aspecto do tecido de reparacdo, continuidade e brilho (Tabela 7). Um tecido de reparacdo de
aspecto esbranquicado (Figura 15) foi observado em todos os joelhos do GT, sendo que com a
evolucdo do pos-operatério este se tornava mais evidente. No GC, aos 15 dias do pos-
operatério (M15), o aspecto esbranquicado ndo foi observado (Figura 16), entretanto apos o
M30, essa caracteristica ja comecava a ser notada.

A continuidade do tecido de reparacdo também foi verificada em todos os joelhos
do GT em todos os momentos de avaliacdo (Figura 17). Ja no GC observou-se falha dessa
continuidade em todos os animais no M15, em dois no M30 e um no M60 (Figura 18). A
presenca de superficie articular irregular na regido de trocleoplastia foi verificada em trés
animais (25%) do GT, sendo dois aos 60 e um aos 90 dias do p6s-operatorio (Figura 19) e em
oito do GC (66,6%), sendo dois animais aos 30 dias e trés aos 60 e 90 dias do pos-operatério.
Superficie mais regular foi observada na maioria dos animais do GT (Figura 20). O brilho

estava presente na maioria dos animais, exceto em dois do GC aos 30 dias.



Tabela 7: Avaliacdo macroscopica da regido de trocleoplastia, nos diferentes

grupos experimentais e momentos de avaliacdo (Ribeiro et al., 2004).

Momentos |Animal Reparagdo Continuidade Superficie Brilho
de Avaliacéo

GC GT GC GT GC GT GC GT

2 - + - + lisa lisa + o+

M15 11 - + - + lisa lisa + o+

12 - + - + lisa lisa + o+

1 + + - +  irregular  lisa -+

M30 9 + + - +  irregular  lisa -+

10 + + + + lisa lisa + o+

3 + + + + irregular  lisa + o+

M60 4 + + + + irregular irregular + +

7 + + - + irregular irregular + +

5 + + + +  irregular  lisa + o+

M90 6 + + + + irregular  lisa + o+

8 + + + + irregular irregular + +

* Avaliago macroscopica dos defeitos cartilaginosos proposta por Ribeiro et al (2004):

Reparacgdo: (+) presente; (-) ausente

Continuidade: (+) presente; (-) ausente

Superficie: regular; irregular

Brilho: (+) presente; (-) ausente

Na patela, por sua vez, ndao foram notadas alteracdes inflamatorias ou

degenerativas, apesar de sua estreita relagdo com o sulco troclear, havendo manutencdo da
superficie articular com caracteristicas normais e deslizamento normal da mesma sobre a
tréclea femoral. Com relacdo ao liquido sinovial, ndo foram verificadas alteracdes
macroscépicas dignas de nota, quanto ao aspecto e quantidade, em nenhum grupo ou momento

de avaliacao.

Ap0s o restabelecimento clinico dos animais, 0s mesmos foram doados.



Figura 14: Regido da sutura da capsula

articular do A2, 15 dias ap6s o

procedimento cirdrgico, apresentando

proliferacéo fibrosa cicatricial.

Figura 15: Regido da trocleoplastia do
GT aos 15 dias do pds-operatério (A2).
Observar tecido de reparacdo com aspecto

esbranquicado (seta).

Figura 16: Regido da trocleoplastia do GC
aos 15 dias do pds-operatério (A2).



Figura 17: Regido da trocleoplastia do
GT aos 60 dias do pos-operatorio (A7).
Observar continuidade do tecido de
reparacdo com a cartilagem adjacente

(seta).

Figura 19: Regido da trocleoplastia do GT
aos 90 dias do pds-operatério (A8).
Observar superficie irregular do tecido de

reparacao (seta).

Figura 18: Regido da trocleoplastia do GC
aos 60 dias do poés-operatério (A7).
Observar areas de irregularidade no tecido
de reparacgéo e cartilagem normal adjacente
(seta).

Figura 20: Regido da trocleoplastia
do GT aos 90 dias do pos-
(A5). Observar

superficie regular do tecido de

operatorio

reparacao.



5.5 Avaliacdo Morfoldgica
5.5.1 Estrutura histolégica da tréclea femoral normal:

O sulco troclear tem formato céncavo e arredondo com superficie regular, lisa e
recoberta por tecido cartilaginoso do tipo hialino. A espessura dessa cartilagem € uniforme
sobre toda a superficie da tréclea femoral. O tecido cartilaginoso, que reveste o sulco troclear
é constituido por condrdcitos e matriz, possui camada superficial formada por condrécitos
achatados, estando separados por matriz menos acidéfila na coloragdo hematoxilina e eosina
(HE) (Figura 21) e menos intensamente corada pelo tricomico de Masson (Figura 22). A
seguir, observam-se condrécitos isolados, com formato arredondado, com matriz cartilaginosa
levemente mais corada. Na regido mais profunda, hd numerosos condrdcitos arredondados,
dispostos de forma isolada ou em grupos iségenos coronarios. Pela técnica de HE, a matriz
proxima do condrocito apresenta-se fortemente basofila, enquanto a interterritorial €
fortemente acidofila. Na regido da insercdo Gssea, o0 tecido cartilaginoso assume aspecto de

fibrocartilagem.

5.5.2 Histopatologia do sulco troclear dos animais operados:
5.5.2.1 Tréclea femoral aos 15 dias:

Nas alteracdes histopatoldgicas evidenciadas aos 15 dias (Quadro 1), a cartilagem
periférica a trocleoplastia apresentou morfologia similar a normal acima descrita, sendo
verificada transicdo brusca para a regido submetida a trocleoplastia; nesta foi observada
delgada camada de tecido conjuntivo do tipo fibrocartilaginoso, em continuidade com o tecido
cartilaginoso e dsseo, nativos. Em ambos os grupos, a lesdo central era evidente e recoberta
por material acidofilo (matriz 6ssea) envolto por intensa fibrose, que era melhor observado
nas laminas coradas com o Tricdmio de Masson. Nesta regido, notava-se grande quantidade

de fibroblastos e osteoclastos, além da intensa presenca de vasos sanguineos intumescidos



(Figura 23). Observou-se também presenca de alguns macréfagos e linfécitos. Ndo houve

diferenca entre os dois grupos, tratado e controle.

5.5.2.2 Tréclea femoral aos 30 dias:

No GC, a regido da trocleoplastia estava mais evidente, sendo observada grande
quantidade de células, representadas por fibroblastos ativos, vasculariza¢do intensa e presenca
de macrdfagos e osteoclastos. Observou-se fibrose na regido, porém menos intensa quando
comparada ao periodo anterior (Figura 24). Ja no GT, o tecido de reparacdo que recobria a
regido da trocleoplastia era constituido por tecido conjuntivo mais organizado, apresentando
maior espessura quando comparado ao periodo anterior. Na regido central também se
verificou intensa celularidade, porém na regido superficial foram observadas células de
aspecto fusiformes e na regido profunda, células com formato estrelado, semelhantes a
condrdcitos imaturos. Nao observou-se fibrose aparente, porém notou-se presenca de poucos
macréfagos. A lesdo apresentava vascularizacdo menos intensa que o GC (Figura 25). Nos

dois grupos, o tecido neoformado e o nativo estavam bem integrados.

5.5.2.3 Troclea femoral aos 60 dias:

Presenca de células justapostas na regido da trocleoplastia, muitos fibroblastos em
regido mais profunda no GC e fibrose (Figura 26). O tecido de reparagdo possuia espessura
similar a observada aos 30 dias. O GT apresentou maior quantidade de células em formato de
condrdcitos, com contornos arredondados e matriz levemente mais corada. A espessura do
tecido de reparagdo também era similar ao periodo anterior. Neste grupo foram observados
poucos vasos e as células justapostas eram menos evidentes quando comparada ao GC (Figura

27).



5.5.2.4 Troclea femoral aos 90 dias:

Aos 90 dias do pos-operatdrio, as células apresentavam-se justapostas e possuiam
aspectos normais de fibroblastos e condrdcitos. O tecido de reparacdo era do tipo
fibrocartilaginoso maduro e mais delgado que aos 30 e 60 dias. A vascularizacdo era menos
intensa que nos periodos anteriores e ndo foi observada fibrose tanto no GC como no GT. Ndo
houve diferengas entre os dois grupos, estes se apresentavam mais homogéneos e em

continuidade com o tecido nativo (Figura 28 e 29).



Momentos de Grupos
Avaliacao
Controle Tratado
M15 camada delgada de tecido | camada delgada de tecido
conjuntivo do tipo | conjuntivo do tipo
fibrocartilaginoso; lesdo central | fibrocartilaginoso; lesdo central
evidente e recoberta por | evidente e recoberta por material
material ~ acidofilo  (matriz | aciddfilo (matriz 6ssea) envolto por
6ssea) envolto por intensa | intensa fibrose; presenca de alguns
fibrose; presenca de alguns | macréfagos, linfécitos e
macro6fagos, linfdcitos e | osteoclastos
osteoclastos
M30 intensa celularidade, constituida | intensa celularidade, na regido
por fibroblastos ativos, | superficial verificou-se células de
vascularizacdo  evidente e | aspecto fusiforme e, na profunda,
presenca de macrofagos e | células com formato estrelado,
osteoclastos, fibrose menos | semelhantes a condrécitos imaturos.
intensa Menor quantidade de macréfagos e
fibrose aparente; vascularizacdo
menos intensa; tecido conjuntivo
mais organizado
MG60 células justapostas na regido | maior ndmero de células com
superficial, além de muitos | formato de condrécitos,
fibroblastos em regido mais | vascularizacdo e células justapostas
profunda; fibrose pouco evidentes
M90 células justapostas, presenca de | células justapostas, presenca de

fibroblastos e condrdcitos, sem
fibrose; tecido de reparacdo do
tipo fibrocartilaginoso maduro,

vascularizagdo menos evidente

fibroblastos e condrocitos, sem
fibrose; tecido de reparagdo do tipo
fibrocartilaginoso maduro,

vasculariza¢do menos evidente

Quadro 8: Caracteristicas histopatologicas da regido da trocleoplastia com e

sem o uso da MBC, nos diferentes momentos de avaliag&o.




5.5.3 Histopatologia da capsula articular:

A céapsula articular apresentou-se praticamente normal em todos 0s momentos
avaliados, tanto no GC quanto no GT. Foi observado grande nimero de células sanguineas,
contudo néo se verificou sinal de inflamagdo. A membrana sinovial revestia completamente
capsula articular na regido da incisdo. No estroma subsinovial, um discreto infiltrado
mononuclear foi observado, apresentando-se mais intenso ao redor do fio cirdrgico e com
proliferacédo de tecido conjuntivo denso, promovendo espessamento moderado dessa regido no
M15 (Figura 30); no M30, o mesmo padrao foi observado (Figura 31). Aos 60 e 90 dias
(M60, M90), a membrana sinovial apresentou aspectos praticamente normais e no tecido

subsinovial, regido dos pontos, proliferacao discreta de tecido conjuntivo (Figuras 32 e 33).



Figura 21: Corte da regido central do Figura 22: Corte da regido central do
sulco troclear do cdo. Cartilagem hialina sulco troclear do cdo. Cartilagem hialina
normal (HE, 40x). Notar condrdcitos (c). normal (Tricomio de Masson, 10x).

Condrocitos (c).

fc

Figura 23: Corte da regido central da
trocleoplastia do GT aos 15 dias. Camada
delgada de fibrorcartilagem (fc) e fibrose
intensa (HE, 40x).



fb

Figura 24: Corte da regido central da
trocleoplastia do GC aos 30 dias. Intensa
celularidade, constituida por fibroblastos
ativos (fb), vascularizacéo evidente (v) e

fibrose menos intensa (HE, 40x).

Cj fb

Figura 26: Corte da regido central da
trocleoplastia do GC aos 60 dias. Células
justapostas (cj) na regido superficial,
além de muitos fibroblastos (fb) em

regido mais profunda; fibrose (HE, 40x).

cf

ci

Figura 25: Corte da regido central da
trocleoplastia do GT aos 30 dias. Intensa
celularidade, com células de aspecto
fusiforme (cf) na regido superficial e com
formato  estrelado na  profunda,
semelhantes a condrocitos imaturos (ci).
Vascularizagdo menos intensa, sem
fibrose.  Tecido  conjuntivo  mais
organizado (HE, 40x).

Figura 27: Corte da regido central da
trocleoplastia do GT aos 60 dias. Maior
nimero de células com formato de
condrécitos (c), vascularizacdo e células

justapostas pouco evidentes (HE, 40x).



fb

cj

Figura 28: Corte da regido central da
trocleoplastia do GC aos 90 dias. Células
justapostas (cj), presencga de fibroblastos
(fb) e condrdcitos (c), sem fibrose; tecido
de reparagdo do tipo fibrocartilaginoso
maduro, vascularizacdo menos evidente
(HE, 40x).

cd

Figura 30: Corte da cépsula articular do
GC, proximo a linha de incisdo, aos 15
dias. Auséncia de processo inflamatdrio

e tecido conjuntivo denso (cd) (HE, 20x).

fb

cj

Figura 29: Corte da regido central da
trocleoplastia do GT aos 90 dias.
Células justapostas (cj), presenca de
fibroblastos (fb) e condrécitos (c), sem
fibrose; tecido de reparagdo do tipo
fibrocartilaginoso maduro,
vascularizagdo menos evidente (HE,
40x).

cd

Figura 31: Corte da cépsula articular do
GT, proximo a linha de incisdo, aos 30
dias. Auséncia de processo inflamatorio

e tecido conjuntivo denso (cd) (HE, 20x).



CS

Figura 32: Corte da capsula articular do
GC, proximo a linha de incisdo, aos 90
dias. Auséncia de processo inflamatorio;
notar neovascularizagdo e células

sanguineas (cs) (HE, 20x).

CS

Figura 33: Corte da capsula articular do
GT, proximo a linha de incisdo, aos 90
dias. Células sanguineas (cs); auséncia de

processo inflamatério (HE, 20x).



5.6 Analise Morfométrica
5.6.1 NUmero de células:

O numero de células de acordo com o grupo experimental e 0s momentos
avaliados esta apresentado na Tabela 8.

Quanto ao ndmero de celulas na regido da trocleoplastia entre os diferentes
momentos analisados, verificou-se que o GC apresentou aumento do M15 para o M30,
permanecendo na mesma propor¢cdo até os 90 dias do pos-operatério. Contudo, no GT,
observou-se diferenga entre 0 M15 e M60, retornando a valores proximos a M15 aos 90 dias
do pos-operatério; a diminuicdo do numero de células também foi notada entre M30 e M60
em relacdo a M90 (Gréfico 1).

Quanto a comparacdo entre 0s grupos, no GT, o numero de células foi
estatisticamente superior em todos os momentos em relacdo ao GC, com excecdo dos 90 dias
do pds-operatdrio. Neste periodo, apesar dessa diferenca persistir, 0 GT apresentou nimero de

celulas inferior ao GC, retornando a valores proximos do M15 (Gréfico 1).

Tabela 8: Mediana e amplitude interquartilica do ndmero de células segundo o grupo

experimental e momentos de avaliagéo.

Momentos de Avaliacéo

Grupos 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Controle  590,5 + 105,5 aA* 923,0+1125aB 920,0 +360,5 aB 1076,5 + 311,3 bB

Tratado 893,0+183,8bAB  1073,5+201,3bBC  1483,0 +455,4 bC 690,0 £219,5 aA

*Letras minGsculas indicam comparacéo entre grupos nos diferentes momentos de avaliacéo
Letras maitsculas indicam comparagdo do grupo nos diferentes momentos de avaliagdo

Médias de grupos seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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Grafico 1: Representacdo grafica do numero de células segundo o grupo

experimental e momentos avaliados.

5.6.2 Espessura do tecido de reparagéo:

A espessura do tecido de reparacdo de acordo com o grupo experimental e 0s
momentos avaliados esta apresentada na Tabela 9.

Quanto & espessura do tecido de reparacdo na regido da trocleoplastia, 0 GC nédo
apresentou diferenca entre os diferentes momentos de avaliacdo. Contudo, no GT verificou-se
aumento da espessura do M15 em relacdo ao M30, sendo que nos momentos subseqlientes
houve diminuicdo numérica desta. Aos 90 dias, a espessura foi semelhante aos 15 dias do pds-
operatorio (Grafico 2).

Quanto a comparacgdo entre os grupos, verificou-se que o GT apresentou-se mais
espesso que o GC somente aos 30 dias do pos-operatorio. Porém, aos 90 dias, o GC

apresentou maior espessura que o tratado (Gréafico 2).



Tabela 9: Média e desvio padrdo da espessura do tecido de reparacdo na regido da

trocleoplastia, em micrometros, segundo o grupo experimental e momentos de avaliacao.

Momentos de Avaliacéo

Grupos 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Controle  155,5+26,0 aA* 146,8 + 33,4 aA 166,7 + 14,1 aA 174,3 + 44,4 bA

Tratado  154,9 + 23,3 aAB 263,9+34,5hC 206,0 + 35,4 aBC 121,5+12,8 aA

*Letras minusculas indicam comparacao entre grupos nos diferentes momentos de avalia¢do
Letras maitsculas indicam comparagdo do grupo nos diferentes momentos de avaliagdo

Médias de grupos seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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Gréfico 2: Representacdo grafica da espessura do tecido de reparacdo

em micrometros segundo o grupo experimental e momentos avaliados.



6. DISCUSSAO

O estabelecimento dos principios biologicos da Regeneracdo Tecidual Guiada tem
orientado pesquisas de varios materiais para desenvolvimento de barreiras fisicas que
induzirdo a formacao de tecidos desejados (Macedo et al., 2004). Devido as dificuldades de
obtencdo, importacdo e conseqiientemente alto custo, no Brasil com o uso de biopolimeros ou
membranas bioldgicas, tornou-se evidente a necessidade de se buscar um material nacional.
Dessa forma, a membrana biossintética a base de celulose vem sendo amplamente estudada
(Novaes Jr. et al., 1993). A possibilidade de utilizacdo de materiais com caracteristicas acima
descritas estimularam o desenvolvimento do presente estudo.

A trocleoplastia consiste em uma das principais técnicas de correcao cirurgica para
a luxacéo de patela em cées (Hulsen, 1981; Farias, 1995; lamaguti et al., 1995; Fossum, 2002;
Gareth & Sorrel, 2006). Contudo, a progressao da osteoartrite sugere que a biomecanica da
articulacdo mantenham-se alterada, mesmo ap6s a cirurgia (Roy et al., 1992; Schéttle et
al.,2005; Gareth & Sorrel, 2006). Um elemento estratégico para 0 sucesso na reparacdo de
defeitos na superficie articular constitui a introducdo de enxertos, biomateriais ou outros
fatores com potencial condrogénico (Mow, 1991; Messner & Gillquist, 1993). Alguns estudos
vém sendo desenvolvidos para verificar se no tecido cartilaginoso articular, a colocacdo de
membrana também favoreceria a migracdo de células com potencial condrogénico, assim
como ocorre no tecido 6sseo (Hunziker et al., 2001; Svensson et al., 2005). Na rotina clinica-
cirtrgica de pequenos animais, a trocleoplastia é técnica considerdvel e aplicada com alta
freqUéncia, seja de maneira isolada ou associada, na corre¢do cirdrgica de luxacdo de patela.
Desse modo, procedimentos que possam ser utilizados para culminar em respostas mais
favoraveis sdo importantes e devem ser sempre incentivados tanto na Medicina Humana

quanto na Veterinaria.



A utilizacdo do cdo como modelo experimental permitiu avaliar com maior
precisdo o processo de reparacdo da cartilagem articular nesta espécie, ap0s a trocleoplastia,
visto que € descrito na literatura, variacdo no processo de reparacdo cartilaginosa de espécie
para espécie (Mitchell & Shepard, 1976; Sellers et al., 1997).

Como descrito por Farias (1995), a abordagem parapatelar a articulacdo do joelho
de aproximadamente 5 a 7 centimetros de comprimento, num cdo de tamanho médio, foi
suficiente para expor adequadamente a troclea femoral e realizar o aprofundamento do sulco.
Além disso, neste experimento também foi possivel verificar que essa abordagem foi
apropriada para a aplicacdo da membrana de celulose.

Muitos autores relatam a necessidade da fixacdo da membrana para que ndo ocorra
a migracdo de tecido indesejavel e a soltura desta (Brittberg et al., 1994; Hunziker et al.,
2001; Macedo et al., 2003; Astan et al, 2004; Schéttle et al.,2005). Deve-se ressaltar que,
apesar de a técnica cirargica ter sido exequivel e sem complicacdes, o procedimento de
aplicacdo da membrana exige treinamento e utilizagdo de instrumentais delicados para evitar
que ela se rompa.

Neste experimento, ndo se evidenciou reagdo inflamatoria no po6s-operatorio na
maioria dos animais, notando-se a completa cicatrizacdo da ferida cirdrgica no decimo dia. Na
literatura, verificou-se que a utilizacdo de fio de nailon na sintese das estruturas envolvidas
nesse tipo de cirurgia, apresenta resultados satisfatorios sem qualquer reacéo tecidual (Farias,
1995). Contudo, foi observado aumento de volume decorrente de seroma no joelho esquerdo
(GT) de quatro animais entre 0 M1 e M15, e no joelho direito (GC) de trés animais apos as
primeiras 24 horas persistindo até os 15 dias do pds-operatorio. Gareth & Sorrel (2006)
encontraram em seu estudo restrospectivo, casos de formacdo de seroma apds cirurgia para
correcdo de luxacdo de patela. Isso demonstra que, apesar de ser considerado uma

complicacdo, o aumento de volume decorrente de seroma, € um fato comum nesse tipo de



cirurgia ndo trazendo riscos para 0 seu éxito, nem exigindo grandes esfor¢os no processo de
resolucao.

Apesar de um animal apresentar claudicacdo discreta do membro pélvico esquerdo
(GT) durante os dois primeiros dias apds a cirurgia, 0 pds-operatorio dos animais transcorreu
de maneira bastante tranquila, sendo que a maioria deles ndo apresentou claudicacdo em
nenhum dos periodos observados, inclusive nas primeiras 24 horas. Dessa forma, a cirurgia
bilateral realizada em um Gnico ato operatério ndo proporcionou transtornos consideraveis,
visto que os animais retornaram & funcdo normal do membro, precocemente. Este dado
discorda de Farias (1995) que observou que 0s animais submetidos aatrocleoplastia
comecaram a apoiar o membro no terceiro dia do pds-operatério, enquanto Moore et al.
(1989) relataram que os animais tratados apresentaram claudicacdo, crepitacdo ou efusédo
articular nas duas primeiras semanas de cirurgia. Ndo se deve deixar de salientar que as
medidas pds-operatorias tomadas devem ter contribuido para tais resultados, em especial, 0
uso trans e pds-operatdrio de antiinflamatérios, que sdo utilizados rotineiramente no servigo
de Cirurgia da FMVZ de Botucatu.

Como método de diagndstico radiografico, as projecOes lateral e “skyline” tém
sido indicadas na deteccdo da extensdo das deformidades Osseas existentes no fémur e tibia,
grau de degeneracdo articular e profundidade do sulco troclear (ROY et al., 1992; Fossum,
2002). Deve-se ressaltar que, apesar da dificuldade no posicionamento do animal durante a
execucdo da radiografia “skyline”, somente essa projecdo permitiu observar alteragdes na
tréclea femoral, assim como é citado na literatura (Moore et al., 1989; Farias, 1995). Contudo,
sabe-se que esses efeitos da cirurgia sobre a cartilagem articular, ndo sdo observados através
de exame radiografico (Schéttle et al., 2006).

A imagem radiografica nos dois grupos (controle e tratado) possibilitou a

observacdo da manutencdo do espaco articular em todos os casos, sugerindo auséncia de



processo inflamat6rio ou degenerativo, mesmo com a presenca da membrana de celulose.
Farias (1995) notou apenas a presenca do aprofundamento do sulco troclear na avaliacdo
radiogréfica. Este dado ndo foi observado no experimento em trés animais, tanto no joelho
direito quanto no esquerdo, em nenhum momento avaliado. Contudo, em outros trés animais,
0 aprofundamento do sulco ndo foi observado somente no pos-operatério imediato, sendo
visivel nos momentos subseqlientes.

Neste trabalho ndo foi notada reacdo periosteal, apenas em um animal (Al)
observou-se presenca moderada de osteofitos dorsais na patela, aos 30 dias do pds-operatdrio.
Tal fato pode ser decorrente de variabilidade individual e até mesmo de interferéncias com
relacdo ao procedimento cirdrgico, uma vez que este animal foi o primeiro. Apesar de alguns
autores ndo terem encontrado evidéncias de alteracGes do tipo degenerativas ou proliferativas
na avaliacdo radiografica do sulco troclear aprofundado ou na patela (Moore et al., 1989;
Farias, 1995); lamaguti et al. (1995) observaram irregularidades na regido do sulco com
discreta reacdo do peridsteo na area da insercdo da capsula articular, que se intensificaram aos
60 dias do pds-operatorio.

Na avaliacdo macroscopica, a capsula articular, excetuando-se um espessamento
no local da incisdo cirtrgica como conseqiiéncia do processo cicatricial, ndo apresentou outras
alteracdes tanto no grupo controle quanto no tratado, como também foi citado por alguns
autores (Farias, 1995; lamaguti et al., 1995). O liquido sinovial com caracteristicas e
quantidades normais estd de acordo com o achado por Farias (1995), apesar de lamaguti et al.
(1995) terem relatado um aumento de quantidade do liquido.

Neste experimento, a permanéncia de um ponto de fio absorvivel (Vicryl®) usado
para suturar a membrana, em apenas um animal no M15 foi um fato interessante, visto que a
absorcdo deste ocorre por hidrélise no maximo em 70 dias e talvez em ambiente intra-

articular esse processo tenha sido acelerado; deve-se ressaltar também a espessura fina (6-0)



do fio, contribuindo para tal resultado. Schottle et al. (2006) relataram completa absor¢éo do
fio Vicryl® nos trés pacientes submetidos a bidpsia por artroscopia, para avaliacdo da
viabilidade da cartilagem articular, seis meses ap0s a realizacdo da trocleoplastia. Contudo,
este mesmo autor refere observacdo de uma alteracdo tipo “pannus” nos locais da cartilagem
articular onde foram realizadas as suturas do flape cartilaginoso. Isto ndo foi observado neste
experimento, até o periodo final de avaliacao.

Farias (1995) observou macroscopicamente a presenca de um delgado tecido
cicatricial de aspecto translucido, liso e brilhante no defeito articular induzido no sulco
troclear, que se tornou mais denso e esbranquicado aos 90 dias do pds-operatorio. Ribeiro et
al. (2004) também observaram tecido de reparo, que foi classificado como biologicamente
aceitavel, em defeitos tratados com cartilagem aut6loga e, ndo tratados, na cartilagem articular
do condilo femoral de coelhos aos 90 dias do pos-operatdrio. Este tipo de tecido também foi
encontrado em todos os momentos do GT e, a partir dos 30 dias no GC. Dessa forma,
macroscopicamente, o0 emprego da membrana de celulose parece ter possibilitado formacéo
precoce de tecido de reparacdo de melhor qualidade (M15).

Ribeiro et al. (2004) relataram que reparos biologicamente aceitaveis podem se
formar a partir de defeitos tratados e ndo tratados e ser indistinguiveis pela aparéncia
macroscopica aos 90 dias do pos-operatorio. Isto foi observado neste experimento, visto que
somente aos 15, 30 e 60 dias pds-operatorio hd uma diferenca entre 0 GC e o GT quanto a
continuidade e ao brilho do tecido de reparo. A maior irregularidade observada na
macroscopia aos 90 dias do pds-operatdrio no GC frente ao GT (33,33%), pode ser decorrente
de um processo de reparagdo com menor evolucao.

A superficie patelar de todos os animais avaliados ndo apresentou alteracoes
inflamatdrias ou degenerativas, apesar de sua estreita relacdo com o sulco troclear,

possivelmente porque o sulco ndo apresentou alteracdes macroscopicas dignas de nota.



Todavia, lamaguti et al. (1995) observaram hipertrofia da superficie patelar em contato com o
sulco aprofundado.

Na avaliacdo histopatoldgica do sulco troclear, notou-se que aos 15 dias ndo houve
diferenca entre 0 GC e o GT, permitindo-se comprovar que a cartilagem hialina da superficie
articular foi substituida por um tecido conjuntivo de estrutura delicada, rico em fibroblastos e
numerosos vasos sanguineos de diferentes didmetros. Neste sentido, alguns autores também
descreveram a presenca de tecido intensamente vascularizado, com alto contetdo celular e
tecido conjuntivo denso cobrindo totalmente o sulco troclear (Moore et al., 1989; Farias,
1995). Deve-se ressaltar que o 0sso subcondral foi acessado no procedimento de
trocleoplastia, sendo fonte priméaria para o desenvolvimento de tal resposta. Dessa forma, foi
comprovado que a reparacdo foi obtida com tecido do tipo fibrocartilaginoso que possui
caracteristicas biomecanicas inferiores a cartilagem articular original (Sellers et al., 1997;
Malmonge et al., 2000; Simon & Jackson, 2006).

Contudo, foi notada diferenca entre os grupos controle e tratado aos 30 e 60 dias
do pos-operatorio, sendo que, nestes dois periodos, verificou-se a presenca de mais células
semelhantes a condrdcitos nas lesbes recobertas com a membrana de celulose, sugerindo o
desenvolvimento de tecido com maior prevaléncia de células cartilaginosas, apesar do aspecto
imaturo. Ja nas lesbes do GC, foi observada maior quantidade de fibroblastos ativos, alem da
fibrose sobre a lesdo. Dessa forma, 0 processo de reparacao iniciou-se com 30 dias no GT em
oposicdo a Simon & Jackson (2006), que relatam que mesmo utilizando enxertos,
biomateriais ou outros fatores com alto potencial condrogénico, a reparacdo do tecido
cartilaginoso € iniciada somente aos 45 dias. Além disso, Malmonge et al. (2000) descrevem
que no grupo controle ocorreu formac&o de tecido fibroso apds 1 a 2 meses do procedimento

cirargico. Isto sugere que a membrana de celulose pode ter proporcionado aceleragdo no



processo de reparacdo da cartilagem articular e melhorado a evolucdo histoldgica,
direcionando e organizando a resposta cicatricial.

A integracdo do tecido neoformado com o tecido adjacente foi observada em todos
0s grupos nos diferentes momentos, fato este que discorda do apresentado na literatura.
Malmonge et al. (2000) relataram falta de continuidade entre os tecidos formado e nativo em
defeitos realizados nos condilos femorais, enquanto Shapiro et al. (1993) observaram necrose
na cartilagem nativa adjacente ao defeito criado apds a cirurgia. O estimulo promovido pelo
deslizamento patelar no sulco troclear, no presente estudo, & semelhanca de Farias (1995),
pode ter contribuido para melhor integracdo entre o tecido neoformado e a cartilagem
adjacente.

Na avaliacdo da cépsula articular ndo foram observadas alteracdes nem reacdo
inflamatdéria em nenhum dos momentos avaliados, tanto no GC quanto no GT, apenas
infiltrado mononuclear mais intenso ao redor do fio cirdrgico com proliferacdo de tecido
conjuntivo denso. Isto sugere que a membrana de celulose foi biocompativel, nédo
proporcionando formacdo de debris e reacGes de corpo estranho nem induzindo sinovites
como descrito por Messner & Gillquist (1993).

A membrana apresentou boa aceitacdo pelo organismo, auxiliando em algumas
fases o processo de reparacdo da regido da trocleoplastia semelhante ao descrito por Carvalho
et al. (2003) e Astan et al. (2004). No ambiente intra-articular, a membrana apresentou-se
biocompativel e atdxica, alem de biodegradavel, ndo promovendo altera¢fes na histopatologia
na membrana sinovial, similar ao descrito por Salata et al. (2001) e Novaes Jr. & Novaes
(1993) em ambiente extra-articular. Segundo Mello et al. (2001), a celulose sofre degradacéo
no organismo animal por processo bioquimico a esclarecer; tal observacdo também foi

verificada neste experimento, em ambiente intra-articular.



Quanto a analise morfométrica, ndo foram encontrados dados na literatura
consultada a respeito dessa avaliacdo utilizando membranas bioldgicas. No GC houve
aumento progressivo do numero de células até o periodo final de avaliacdo; quando se
analisou o GT, verificou-se que em relacéo aos periodos iniciais, essa diferenca ocorreu até 0s
60 dias, sendo verificado retorno aos padrdes iniciais aos 90 dias. Este fato foi corroborado
pela espessura do tecido de reparacdo neoformado seguindo padrdo semelhante, e pela
observagdo, a microscopia, de tecido conjuntivo mais organizado conforme a evolugdo do
processo. Além disso, o nimero de células no GT foi superior ao encontrado no GC até os 60
dias do pos-operatério, sendo esse comportamento invertido aos 90 dias. A evolucdo do
namero de células sugere que a membrana de celulose pode ter favorecido a migracdo de
células com potencial para reparacdo na fase inicial, uma vez que se verificou maior
celularidade nas fases mais precoces do experimento; no entanto, aos 90 dias, apesar da
formacdo de um tecido fibrocartilaginoso mais organizado e maduro, houve uma tendéncia a
estabilizacdo do mesmo, com menor presenca de células em relacdo ao GC. Tal fato vem ao
encontro das afirmativas descritas por Simon & Jackson (2006), de que condrdcitos adultos
apresentam pequeno potencial de replicacdo celular, verificando-se, portanto, que o estimulo
prevalente foi para o desenvolvimento de fibrocartilagem.

Talvez a maior celularidade do GT em relacdo ao GC, aos 15 dias do pds-
operatorio, tenha contribuido com a diferenca observada na macroscopia quanto ao tecido de
reparacao de aspecto esbranquicado encontrado, apesar de ndo serem verificadas alteracdes na
analise morfoldgica.

A fase de reparacgdo na trocleoplastia ndo foi limitada devido ao aporte sanguineo e
celular a partir do osso subcondral, ja que 0s vasos sanguineos deste tecido foram atingidos
neste experimento, seguindo o processo de reparacdo de uma lesdo profunda (Mankin, 1982).

Dessa forma, as células promotoras tiveram acesso a lesdo (Sellers et al., 1997; Simons &



Jackson, 2006), proporcionando a formacgédo de tecido composto por fibrocartilagem (Muir,
1983; Sellers et al., 1997; Simon & Jackson, 2006).

O estudo de reparacdo de cartilagem, apesar de amplamente descrito na literatura,
ainda merece atencdo e destaque. Varios outros estudos na tentativa de adicionar fatores que
influenciem positivamente tal resposta devem ser estimulados, assim como, o uso de

membrana de celulose ou outros biomateriais.



7. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos, nas condicBes experimentais deste trabalho,

permite concluir que:

* A membrana biossintética a base de celulose, ndo promoveu efeitos
deletérios e apresentou boa adaptacdo e integracdo tecidual em ambiente intra-articular,
mostrando-se clinicamente aplicdvel em cées.

* Os membros pélvicos submetidos a trocleoplastia com e sem a aplicacdo da
MBC ndo apresentaram diferenca nas avaliagdes clinicas ou radiograficas, verificando-se o
restabelecimento clinico precoce dos mesmos.

* Na macroscopia, 0 biomaterial acelerou o processo de reparacao inicial da
regido da trocleoplastia, possibilitando a formacéo de tecido de reparacdo de melhor qualidade
aos 30 e 60 dias.

* Histomorfometricamente verificou-se que o grupo tratado com MBC
apresentou melhor resposta ao processo de reparacdo aos 30 e 60 dias, quanto ao nimero de
células e espessura.

* A integragdo do tecido neoformado com a cartilagem adjacente foi observada
em todos os animais nos diferentes momentos de avaliagéo.

* A membrana de celulose, como elemento isolado para promover a
regeneracdo da cartilagem, ndo foi efetiva, porém pode ser usada como arcabou¢o para a

introducdo de células ou outros fatores potencialmente condrogénicos.
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