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RESUMO

Padronizou-se a metodologia para cultura de condrdcitos em cdes e avaliou-se seu implante em lesdes
osteocondrais, utilizando-se a membrana biossintética de celulose (MBC) como revestimento. Dez cées,
adultos e clinicamente sadios, foram submetidos a artrotomia das articulagbes fémoro-tibio-patelares.
Defeitos de 4mm de diametro e profundidade foram induzidos no sulco troclear de ambos os membros.
MBC foi aplicada na base e na superficie das lesdes. Os defeitos do membro direito foram preenchidos
com condrécitos homologos cultivados formando o grupo-tratado (GT); os do membro esquerdo, sem
implante celular, foram designados grupo-controle (GC). A evolugdo pds-operatoria foi analisada com
especial interesse nos processos de reparacdo da lesdo, por meio de histomorfometria e imuno-
histoquimica para coldgeno tipo Il e sulfato de condroitina. A cultura de condrdcitos homdlogos
apresentou alta densidade e taxa de viabilidade. Observou-se integridade do tecido neoformado com a
cartilagem adjacente na avaliagdo histoldgica, em ambos os grupos. Na imuno-histoquimica, verificou-se
predominio de colageno tipo Il no GT. Morfometricamente, ndo houve diferenca significativa entre o
tecido fibroso e o fibrocartilaginoso entre os grupos. A cultura de condrdcitos homologos de cées foi
exequivel. O tecido neoformado apresentou qualidade discretamente superior associado ao implante
homologo de condrécitos, contudo ndo promoveu reparagdo por cartilagem hialina.
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ABSTRACT

The aim of the study is to standardize the methodology to achieve canine chondrocytes culture, and
evaluate its implant on osteochondral defects made in the femoral trochlear sulcus of dogs, using the
cellulose biosynthetic membrane (CBM) as coating. Ten healthy adult dogs without locomotor disorders
were used. All animals were submitted to arthrotomy of stifle joints and defects of four millimeters in
diameter x four millimeters deep were done in the femoral trochlear sulcus of both limbs. CBM were
applied in the lesion base and surface of all limbs. In the treated group (TG), defects of the right limb
were filled with cultivated homologous chondrocytes, and in control group (CG), defects of the left limb
were left without cellular implant. Postoperative follow up was done by histomorphometry and Collagen
type 11 and anti-chondroitin sulfate immunohistochemistry. The homologous chondrocytes culture showed
high density and viability rate. Upon immunohistochemistry the predominance of type Il collagen in
extracellular matrix of TG was verified. However, no significant statistical difference was observed
between the groups upon histomorphometry analysis of fibrous and fibrocartilaginous tissues. Canine
homologous chondrocytes culture was practicable. Neoformed tissue showed slightly higher quality in
TG, but without promoting repair by the hyaline cartilage.
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INTRODUCAO

Traumas ou instabilidade articular frequentemente
induzem a lesBes importantes na cartilagem
articular. Um elemento estratégico para 0 sucesso
na reparacdo desses defeitos consiste no uso de
materiais biolégicos com ou sem implante celular
(Van der Kraan et al., 2002).

Membranas biossintéticas apresentam boa aceitacéo
pelo organismo; protegem e auxiliam a reparacéo
de dreas lesadas por permeabilidade seletiva, além
de impedirem a contaminagdo por microrganismos
(Aslan et al., 2004). A membrana biossintética a
base de celulose (MBC) foi aplicada em
trocleoplastias experimentais em cdes e ndo
interferiu na biomecénica e nem no ambiente intra-
articular (lamaguti et al., 2008a). Além disso,
acelerou o processo de reparagdo inicial da regido
da trocleoplastia, apresentando boa integragdo do
tecido neoformado com a cartilagem adjacente.
Contudo, como elemento isolado, ndo foi efetiva
para promover completa regeneracdo da cartilagem
articular (lamaguti et al., 2008b).

O implante autélogo de condrécitos cultivados foi
descrito em humanos e cées, sendo relatada a
reparagdo com presenca de formagdo de cartilagem
hialina na maioria dos casos (Brittberg et al., 1994).
A principal desvantagem do uso de condrdcitos
autélogos e sua ampla aplicagdo pratica sdo a baixa
disponibilidade, tanto em localizagdo quanto
em quantidade para a obtengdo das células
cartilaginosas para o cultivo. Boopalan et al. (2006)
realizaram implante articular alégeno em coelhos,
descreveram boa taxa de sucesso e auséncia de
resposta imunogénica. Entretanto, na literatura
consultada, ndo foram encontrados estudos de
implante homdlogo de condrdcitos em ambiente
articular em cées.

Frente aos aspectos citados, objetivou-se padronizar
a cultura de condrdcitos homoélogos em cées e
analisar a reparacdo do tecido cartilaginoso em
defeitos experimentais profundos com a utilizagéo
da MBC, como revestimento, associada ao implante
celular.

MATERIAL E METODOS

A metodologia instituida foi aprovada pela
Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu, sob
protocolo n° 62/2009. Foram doadores de
cartilagem hialina dois cdes, de um e cinco anos de
idade, que vieram a &bito por motivos ndo
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infecciosos ou neoplésicos, e sem alteragdes
macroscopicas nas articulagdes. A coleta foi
realizada imediatamente apds o Obito. Foram
coletados fragmentos de cartilagem das articulagdes
fémoro-tibio-patelares, coxofemorais, Umero-radio-
ulnares e escapuloumerais. Estes foram imersos no
meio de cultura Ham F-12 (Nutrient Mixture,
GIBCO, Invitrogen Brasil Ltda., Sdo Paulo — SP)
durante, no maximo, seis horas.

A cartilagem articular hialina coletada foi
seccionada em fragmentos de cerca de 1mm?® sob
fluxo laminar. Estes foram imersos em solucdo
(0,375mg/mL) de colagenase (Colagenase Type 2
CLS 2, Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood - New Jersey) filtrada, transferidos para
frascos de cultivos de 25cm’ e incubados a 38°C
por 16 horas em estufa com CO? a 5% para digestio
enzimatica. A contagem do nimero de células em
ImL de solugdo e porcentagem de viabilidade
foram realizadas utilizando-se o corante azul de
tripan, em camara hemocitométrica (Neubauer).

A solucdo foi centrifugada durante 10 minutos a
1500 rpm, padrdo de -centrifugacdo utilizado.
Descartado o sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em 5mL de meio Ham F-12 e
centrifugado; esse procedimento foi repetido duas
vezes. A seguir, apos a ressuspensdo do pellet, este
foi acrescido de 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen Brasil Ltda. — SP) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen Brasil Ltda. —
SP).

O contetdo foi transferido para os frascos de
cultivos por 15 dias. Andlises morfologicas das
células foram realizadas rotineiramente utilizando-
se microscopio invertido Leica DM IL em contraste
de fase. No é&pice da multiplicacdo celular, estas
foram isoladas utilizando-se solugdo de tripsina
versene (ATV, Tripsina 0,2% e Versene 0,02%,
Instituto Adolfo Lutz —SP) por trés minutos,
lavadas em meio de cultivo, e o material
centrifugado. O pellet foi ressuspendido em solucgdo
de Ham F-12, soro fetal bovino e antibi6tico. As
células foram, entdo, cultivadas em tubo de
centrifuga a 38°C, posicionadas verticalmente, por
mais 10 dias, sendo, a seguir, efetuada a contagem
para o nimero total de células e viabilidade celular.

Para o implante, foram utilizados 10 cdes sadios,
sem raga definida, provenientes de Biotério Central,
sendo trés fémeas e sete machos, com faixa etaria
entre um e seis anos, e peso médio de 12,5+4,5kg.
Todos o0s animais foram submetidos ao
procedimento de artrotomia de ambas as
articulagbes fémoro-tibio-patelares (lamaguti et al.,
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2008b), sendo realizado um defeito de 4mm de
didmetro e profundidade em cada sulco troclear.
No membro esquerdo (grupo-controle — GC), a
MBC foi aplicada na base e na superficie das
lesbes; no membro direito (grupo-tratado — GT),
além da MBC, nos defeitos foram implantados
condrécitos homdlogos cultivados.

Aos 60 dias do pos-operatério, foi realizada
artrotomia exploratéria para obtencdo de
bidpsia da regido do defeito, visando ao exame
histomorfométrico e imuno-histoquimico. Os
fragmentos coletados foram fixados em
formaldeido a 10% e descalcificados em solugdo
de &cido acético a 10% e formaldeido a 10% em
agua destilada, a seguir incluidos em parafina. A
microtomia consistiu de cortes seriados de cinco
micrOmetros de espessura. As laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina, azul de
toluidina e picrossirius, e examinadas por
microscopia fotonica convencional.

Na analise histoldgica, a resposta bioldgica foi
determinada em funcdo do processo de reparacdo
da cartilagem, alteracBes vasculares e infiltrado
inflamatorio. As seccdes foram examinadas de
acordo com a escala de classificacdo histolégica
modificada, contendo 13 categorias com
pontuagdo maxima de 39 pontos (O’Driscoll et
al., 1986; Pineda et al., 1992; Wilke et al., 2007).
As categorias estudadas foram: preenchimento
do defeito na regido central, caracteristicas
estruturais na lesdo — regularidade da
superficie, integridade estrutural do defeito,
espessura da lesdo, integracdo com cartilagem
adjacente —, alteracBes degenerativas na
cartilagem adjacente, presenca de condrdcitos
perilesionais, morfologia celular na lesdo,
coloracéo azul de toluidina da matriz na lesdo;
coloracéo azul de toluidina da leséo em relagéo a
cartilagem adjacente, colora¢do picrosirius na
lesdfo em relagdo a cartilagem adjacente,
predominio de colageno tipo Il e predominio de
sulfato de condroitina. Os escores utilizados
estdo apresentados na Tab. 1.

Tabela 1. Mediana e valores minimo e maximo das variaveis, segundo os grupos, em cédes submetidos a

artrotomia da articulagdo fémoro-tibio-patelar

Controle Tratado Valor p
Preenchimento do defeito 8,0 (6,0; 8,0) 8,0 (6,0; 8,0) P> 0,05
Regularidade da superficie da lesdo 2,0 (1,0; 2,0) 2,0 (2,0; 2,0) P> 0,05
Integridade da superficie da leséo 2,0(2,0;2,0) 2,0 (2,0; 2,0) P> 0,05
Espessura da leséo 2,0(1,0; 2,0) 2,0 (1,0; 2,0 P> 0,05
Integragdo com cartilagem adjacente 2,0(2,0;2,0) 2,0 (2,0; 2,0 P> 0,05
Auséncia de alteracBes degenerativas 3,0 (2,0; 3,0) 3,0 (2,0; 3,0) P> 0,05
Condrdcitos perilesionais 3,0(2,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) P> 0,05
Morfologia celular na lesdo 0,0 (0,0; 1,0) 1,0 (1,0; 1,0) P< 0,05
Coloracdo da matriz na leséo 2,0 (2,0; 2,0) 2,0 (2,0; 2,0) P> 0,05
Coloracéo azul de toluidina* 1,0 (0,0; 1,0) 1,0 (0,0; 1,0) P> 0,05
Coloragdo de picrossirius* 3,0 (1,0; 3,0) 3,0(2,0; 3,0) P> 0,05
Predominio de colageno tipo I1* 0,0 (0,0; 0,0 0,5(0,0; 1,0) P< 0,05
Predominio de sulfato de condroitim* 1,0 (0,0; 1,0) 1,0 (0,0; 1,0) P> 0,05
Total de pontos 27,0 (23,0; 30,0) 29,5 (25,0; 31,0) P< 0,05

Legenda: Preenchimento do defeito: 8 (80,1 - 100%), 6 (60,1 - 80%);
regularidade da superficie da lesdo: 2 (lisa e intacta), 1 (fissuras), 0 (fibrilacdo, ruptura severa);

integridade da superficie: 2 (normal), 1 (ruptura leve, incluindo cistos), 0 (falta de integracdo severa);

espessura: 2 (100% da cartilagem adjacente), 1 (51 - 99% ou mais espessa que a normal), 0 (50% da cartilagem
normal);

integracdo com cartilagem adjacente: 2 (integridade total - ambas as bordas), 1(parcial), 0 (ausente);

auséncia de alteracfes degenerativas na cartilagem adjacente: 3 (celularidade normal, sem aglomerado, coloracéo
normal), 2 (celularidade normal, aglomerados leves, coloracdo moderada);

condrdcitos perilesionais: 3 (> 6 nas bordas), 2 (4 - 6 adjacente as bordas), 1 (1 - 3 adjacente as bordas);

morfologia celular na leséo: 3 (cartilagem hialina), 2 (principalmente hialina e fibrocartilagem), 1 (principalmente
fibrocartilagem), 0 (somente células néo condrociticas);

coloragdo azul de toluidina da matriz na lesdo: 2 (normal),1 (reduzida), O (sem coloragdo);

*coloragdes e imunomarcagdes: 3 (>75%), 2 (26-75%), 1 (6-25%), 0 (nenhuma a 5%).

Pontuagdo maxima total: 39 pontos.
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A anélise morfométrica foi realizada utilizando-
se 0 analisador de imagens Leica Qwin, versdo
3.1® (RGB), acoplado ao microscépio Leica®
DM LB 80 com camera digital DFC 290, sem
conhecimento prévio dos grupos experimentais.
A area do tecido de reparacdo foi mensurada,
distinguindo-se o tecido fibroso e o
fibrocartilaginoso.

Para  analise  imuno-histoquimica,  apds
recuperacdo antigénica com solucdo de
tampao citrato (10mM pH 6,0) em micro-ondas,
bloqueio das peroxidades enddgenas e inibicéo
de interacdo inespecifica proteina-proteina,
realizou-se a marcacdo da matriz extracelular
utilizando-se os anticorpos anticolageno tipo 1l
(Policlonal Collagen type 11 (N-19) IgG, Lot #
G1505, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e
antissulfato de condroitina (Monoclonal anti-
chondroitin sulfate clone CS-56 (mouse), Sigma
Aldrich Brasil Ltda.).

Na andlise estatistica das variaveis quantitativas
estudadas, foi utilizada a técnica de analise de
varidncia para o modelo com dois fatores,
complementada com o teste de comparagdes
maltiplas. Para as variaveis histopatoldgicas em
escore, foi realizado o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon, enquanto para o total de pontos, o
teste t de Student para amostras dependentes. A
analise morfométrica foi realizada pelo teste ndo
paramétrico de Wilcoxon, considerando-se 5%
de significancia (Zar, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta da cartilagem articular mostrou-se
exequivel e, por envolver as principais
articulacBes, possibilitou o suprimento celular
em quantidade necesséria para implantagdo no
defeito osteocondral. Isto pode ser explicado
pelo fato de a espessura média da cartilagem ser
de, aproximadamente, 0,7mm comparada aos
3mm da cartilagem humana (Brittberg et al.,
1994). Destaca-se, no entanto, a morbidade de
intervencdo cirdrgica em varias articulagdes
guando se utiliza o implante autélogo.

O processo de isolamento dos condrécitos da
matriz extracelular foi adaptado de métodos
descritos em outras espécies, 0s quais realizaram
a preé-digestdo com pronase (Park et al., 2006;
Funayama et al., 2008), tripsina (Wakitani et al.,
1998) e desoxirribonuclease (Frenkel et al.,
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1997) para diminuir o tempo da colagenase.
Contudo, apenas a colagenase foi utilizada para a
digestdo enzimatica, promovendo o isolamento
celular eficiente e, assim, reduzindo a
complexidade da técnica sem causar efeitos
deletérios. Essa metodologia esta de acordo com
outros autores que também eliminaram a pré-
digestdo enzimatica (Boopalan et al., 2006;
Revell et al., 2008).

A contagem inicial do numero de células dos
cdes de um e cinco anos totalizou,
respectivamente, 15 x 10° e 0,7 x 10°
células/mL. A viabilidade dos condrécitos, no
entanto, foi alta, 95%, em ambos. A diferenca de
cultivo relacionada a idade do doador foi relatada
tanto em humanos quanto no modelo animal,
sendo a densidade celular e a taxa de proliferagéo
inversamente proporcionais a idade do doador
(Barbero et al., 2004). Esses dados corroboram
0s observados no presente trabalho quanto a
variacdo do nimero inicial de células, do periodo
para adesdo celular ao frasco de cultura e da taxa
de multiplicagdo dos condrdcitos.

Apesar da diferenca de concentracdo entre as
duas culturas, os condrocitos foram cultivados
em alta densidade (1 x 10° células/mL),
comparavel ao recomendado por Kitadai et al.
(2003). A densidade celular apresenta efeito
significativo na producdo da matriz extracelular e
subsequente resposta a estimulo mecanico
(Revell et al., 2008). Neste estudo, a densidade
recomendada foi estabelecida e houve evolucéo
adequada da cultura.

O método de cultivo vertical adotado no estudo,
além de simples e facilmente reproduzivel,
similar ao descrito por Park et al. (2006),
apresenta como vantagem a estabilizacdo do
fendtipo dos condrécitos, dispensando  a
utilizacdo de arcabougos. Assim, evitam-se a
toxicidade dos produtos de degradacdo e as
respostas imunes e/ou inflamatdrias relacionadas
a eles (Revell et al., 2008).

Na avaliacdo histoldgica, a auséncia de sinais de
osteoartrite demonstra que o procedimento
cirrgico para o implante de condrdcitos
homologos ndo provocou alteracdo significativa
nos joelhos dos animais operados, assim como
relatado por Wakitani et al. (1998) em coelhos.
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Observou-se que o implante de condrécitos
homologos ndo  proporcionou resposta
imunologica pela analise histopatoldgica,
evidenciada pela auséncia de infiltrado celular
significativo e pelas células gigantes. Outros
experimentos com transplante de condrocitos
alogenos em coelhos tém apresentado bons
resultados quanto a reparacdo da cartilagem sem
causar rejeicdo (Wakitani et al., 1998; Funayama
et al, 2008). Apesar da forte expressdo
antigénica dessas células, o tecido cartilaginoso
parece ser protegido de resposta imunolégica
tanto pela matriz extracelular, que apresenta
pouca antigenicidade, quanto pelo fato
de ser avascular (Boopalan et al., 2006).
Adicionalmente, as células isoladas de
cartilagem por meio de colagenase, como
realizado neste estudo, ndo estdo totalmente
livres de matriz extracelular (Elves, 1974). Dessa
forma, células cultivadas diminuem sua
expressdo antigénica e devem ter contribuido
para essa resposta.

A auséncia da membrana de celulose sobre os
defeitos ressalta que esta sofreu degradacdo no
organismo animal, assim como relatado por
lamaguti et al. (2008b). Além disso, Chen et al.
(2009) estudaram a degradacdo da celulose e sua
citotoxicidade in vitro para potencial utilizacdo
na engenharia tecidual do tecido désseo, provando
a caracteristica biodegradavel do biomaterial.
Entretanto, neste trabalho, a membrana aplicada
na base dos defeitos foi observada apds 60 dias,
indicando que a taxa de degradacdo desta,
préxima do tecido 6sseo, € bem mais lenta do
que aquela em contato com o liquido sinovial.
Dessa forma, a membrana justaposta ao tecido
0sse0 permaneceu praticamente inerte, atuando
como uma barreira fisica.

Aos 60 dias do pds-operatério, todos os defeitos
foram preenchidos por tecido fibroso ou
fibrocartilaginoso, similar ao descrito com
implante de condrécitos alégenos de coelhos
(Funayama et al., 2008).

Neste estudo, utilizando condrécitos homélogos,
a fase de avaliacdo foi mais precoce que o0s trés
meses descritos por Breinan et al. (1998) e
Breinan et al. (2001) como o de melhor producédo
de células cartilaginosas. Entretanto, 0s
resultados foram comparaveis aos obtidos nos
periodos mais precoces e mais tardios.
Diferentemente em coelhos, estudos mostraram a
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formacdo de tecido de reparacdo com presenca
de condrdcitos viaveis e intensa coloragdo da
matriz extracelular com seis semanas (Frenkel et
al., 1997), um més (Wakitani et al., 1998) e dois
meses (Funayama et al., 2008) de avaliagdo,
permanecendo até o periodo final, de seis meses,
com caracteristicas de tecido cartilaginoso. Dessa
forma, deve-se ressaltar a diferenca entre as
espécies e o cuidado no extrapolamento direto de
resultados entre elas.

O processo de reparacdo do GC foi caracterizado
predominantemente  por  tecido  fibroso
organizado no centro e na periferia dos defeitos,
com células fusiformes e nucleo alongado,
intimamente associadas em torno da matriz de
coldgeno, orientados paralelamente & superficie
sem lacunas (Fig. 1A). Entretanto, em cinco
animais (50%), o tecido de reparacdo da borda
do defeito estava constituido por células
arredondadas dentro de lacunas, o qual assumia
aspecto de fibrocartilagem. Neste grupo foi
notada presenca de tecido de granulagéo e vasos
sanguineos na regido do defeito. No GT,
houve predominio de tecido fibrocartilaginoso
organizado na borda e no centro do defeito em
todos o0s animais (100%), com células
arredondadas (Fig. 1B). A regido analisada
apresentava superficie lisa com presenca de
células cartilaginosas. Em duas secc¢Bes (20%),
foi notada formagdo de tecido Gsseo sobre a
membrana de celulose. Neste grupo ndo foi
observada evidéncia histologica de rejeicao
imunoldgica, como infiltrado de células
mononucleares ao redor do implante.

A avaliacdo histoldgica de cada varidvel segundo
a escala de pontuacdo estd representada na
Tab. 1.

A diminuicdo da intensidade da coloragdo
do azul de toluidina em ambos os
grupos experimentais pode ser explicada pela
diminuicéo de proteoglicanos presentes no tecido
de reparacdo, visto que a maioria das secgdes
analisadas apresentava predominio de tecido
fibrocartilaginoso. No entanto, a auséncia dessa
coloracdo em mais secgdes do GC, quando
comparado ao GT, enfatiza a prevaléncia do
tecido fibroso deste grupo. Resultados
semelhantes também foram observados na
literatura  consultada com implante de
condrécitos aldgenos em coelhos (Wakitani et
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al., 1998), apesar de o grupo-tratado apresentar troclear de coelhos (Frenkel et al., 1997
melhor resposta do que o observado neste estudo. Funayama et al., 2008). Esse fato, no entanto,

pode ser explicado pela diferenca de reparacdo
A imunomarcacdo positiva com anticorpo da cartilagem articular entre as espécies animais,
anticolageno Il no GT indica que as células estao pois no cdo ndo ha descricdo de resultados tdo
secretando quantidade limitada de colageno tipo favoraveis. Ja a marcagdo do sulfato de
Il na matriz extracelular. Contudo, essa pequena condroitina pode estar presente tanto na
producdo, cerca de 25%, ndo diferencia o tecido cartilagem hialina como no tecido fibroso e no
neoformado em cartilagem hialina (Fig. 2A). De fibrocartilaginoso (Roberts et al., 2003), e sua
acordo com a literatura consultada, resultados distribuico e intensidade variam quanto a idade
favoraveis, com produgdo normal de colageno e 0 estagio de desenvolvimento. Isso explica a
tipo Il evidenciada pela sua intensa auséncia de diferenca entre 0s  grupos
imunomarcacdo, foram observados utilizando experimentais (Fig. 2B e C).

implante de condrdcitos alégenos no sulco
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Figura 1. A) Fotomicrografia do defeito osteocondral do grupo de cées ndo tratados submetidos a
artrotomia da articulacdo fémoro-tibio-patelar. Observar tecido fibroso (tf) organizado com muitos vasos
(v) na periferia do defeito (seta). Células fusiformes com nucleo alongado em torno da matriz de coldgeno
tipo | orientadas paralelamente a superficie; B) fotomicrografia da regido periférica do defeito
osteocondral do grupo de cdes tratados. Fibrocartilagem (fc) organizada e integrada com cartilagem

adjacente (ca). (azul de toluidina).

oRS o _ ot 2A f 1> b'l" RN 3 ~ B /
Figura 2. A) Fotomicrografia da imunomarcagdo com anticolageno tipo Il na periferia do defeito do grupo
de cdes tratados submetidos a artrotomia da articulacdo fémoro-tibio-patelar (seta); B) fotomicrografia da
imunomarcacdo com antissulfato de condroitina do grupo de cdes ndo tratados; e em C) do grupo de cées
tratados. Notar evidéncia de sulfato de condrotinina na matriz extracelular (setas).
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Avaliacdo morfométrica da area do tecido de
reparacdo com distingdo entre o tecido fibroso e
o fibrocartilaginoso esta representada na Tab. 2.
Dessa forma, apesar de o GT apresentar valores
numeéricos maiores de tecido fibrocartilaginoso e
menores de fibroso comparado ao GC, esses
dados ndo foram significativos. Resultados
similares também foram relatados por Breinan et
al. (2001), que avaliaram implante de

condrdcitos aut6logos em cdes. Os autores
observaram que, aos 45 dias e ap0s seis meses de
avaliagdo, ndo houve diferenca entre os grupos,
prevalecendo a formagdo de tecido fibroso.
Entretanto, aos trés meses, houve diferenca
morfométrica entre 0s grupos experimentais, 0
que pode ser explicado, segundo o autor, pelo
periodo de remodelamento tecidual.

Tabela 2. Mediana e valores minimo e maximo em pm? das &reas segundo os grupos em cées submetidos

a artrotomia da articulacdo fémoro-tibio-patelar

Area Controle Tratado Valor p
Fibrocartilagem  83804,2 (5758,1; 158488,1) 88809,5 (4898,3; 259987,7) P>0,05
Fibroso 402618,2 (223353,9; 1718583,5)  367280,9 (213642,0; 770708,2) P>0,05
Total 452966,9 (287898,0; 1826250,7)  456822,1 (227703,7; 1030695,8) P>0,05

O tecido de reparacdo com caracteristicas
ligeiramente superiores do GT sugere que o
implante de condrécitos homologos pode ter
influenciado a liberacdo de fatores de
crescimento provenientes do animal. Wakitani et
al. (1998) relataram a atuacdo de fator de
crescimento transformador B ou proteinas dsseas
morfogenéticas liberadas pelo individuo no
processo de reparacdo da cartilagem. Talvez a
acdo sinérgica desta com a influéncia mecénica
sobre o defeito tenham influenciado o resultado
observado. A necessidade de mais experimentos,
especialmente acrescentando outros fatores
condrogénicos juntamente com o implante
homologo ou até mesmo autdlogo, €&, sem
duvida, indiscutivel e essencial para confirmar a
aplicacdo clinica dele.

Outra possibilidade que pode ter interferido na
resposta encontrada pode ser a perda de células
implantadas para o ambiente intra-articular.
Como ja citado, Breinan et al. (2001) relataram
que a soltura do flape periosteal suturado sobre a
regido do defeito representa uma desvantagem da
utilizacdo de materiais que recobrem implantes
de condrdcitos.

Embora  muitos métodos tenham  sido
desenvolvidos para o tratamento de defeitos da
cartilagem articular, uma solugdo satisfatoria de
longa duragdo no cdo ainda ndo foi encontrada e
0s tratamentos existentes parecem estar
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submetidos a problemas degenerativos (Breinan
et al., 1998; Breinan et al., 2001; Sagliyan et al.,
2009). O principal problema dos tratamentos é a
deficiéncia de propriedades biomecénicas do
novo tecido regenerado (Tins et al., 2005). Esses
trabalhos, associados aos observados no presente
estudo, tém falhado em obter regeneracdo de
defeitos de cartilagem em cées.

CONCLUSOES

A técnica de cultura de condrdcitos de cdes €
exequivel e promove proliferagdo celular no
cultivo inicial em monocamada. O cultivo
vertical € adequando para a manutencdo dos
fendtipos dos condrocitos e favorece a
implantacdo. O tecido de reparagdo apresenta
qualidade  discretamente  superior  quando
associado ao implante homdlogo de condrécitos,
considerando-se predominio de células com
caracteristicas condrociticas e de colageno tipo
Il. Contudo, ndo promove reparacdo por
cartilagem hialina. A membrana de biossintética
de celulose apresenta boa adaptacdo e integragéo
tecidual em ambiente intra-articular.
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