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Reparacéo de defeitos osteocondrais de caes com implante de cultura de condrécitos
homologos e membrana biossintética de celulose: avaliagdo
clinica, ultrassonografica e macroscopica

[The repair of osteochondral defects in dogs with homologous articular chondrocytes and biosynthetic cellulose
membrane: clinical, ultrasound and macroscopic evaluation]
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RESUMO

Avaliou-se o implante de condrécitos homologos em lesdes osteocondrais, utilizando a membrana
biossintética a base de celulose (MBC) como revestimento. Dez cdes adultos e clinicamente sadios foram
submetidos a artrotomia das articulagdes fémoro-tibio-patelares. Defeitos de quatro milimetros de
didmetro por quatro milimetros de profundidade foram induzidos na troclea femoral de ambos os
membros. A MBC foi aplicada na base e superficie das lesfes. Os defeitos do membro direito foram
preenchidos com condrdcitos homologos cultivados e formaram o grupo tratado (GT); e os defeitos do
membro esquerdo, sem implante celular, formaram o grupo controle (GC). Os animais foram avaliados
clinica e ultrassonograficamente aos 30 e 60 dias. A evolucdo pés-operatdria dos cdes foi analisada com
especial interesse nos processos de reparacdo da leséo, por meio de macroscopia. N&o houve diferenca
clinica e ultrassonografica entre os grupos. Entretanto, a macroscopia, ocorreu maior prevaléncia de
formacéo de tecido cicatricial esbranquicado no GT. O tecido neoformado apresentou melhor qualidade
associado ao implante homologo de condrdcitos, mas ndo promoveu reparacdo por cartilagem hialina.
Palavras-chave: céo, cartilagem articular, condrdcitos homdlogos, ultrassonografia, macroscopia

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the repair of deep cartilaginous 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 with four millimeters diameter x four millimeters deep were done in the femoral trochlear sulcus
of both limbs. CBM was applied in the lesion’s base and surface of all limbs. In the treated group (TG),
the defects of the right limb were filled with cultivated homologous chondrocytes, and in control group
(CG), the defects of the left limb were filled without cellular implant. The animals were evaluated by
physical examination and ultrasound at 30 and 60 days. The postoperative follow up of the dogs was
done by macroscopy with special interest in the healing process of the osteochondral defect. No clinical
and ultrasonographic differences were observed in both groups. In the macroscopic evaluation higher
prevalence of whitish scar tissue formation was noted in TG, but without statistical difference. The
neoformed tissue showed slightly higher quality in TG, but without promoting repair by the hyaline
cartilage.
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INTRODUCAO articular e efusbes, progredindo para sua
destruicdo generalizada e total deformagdo. Um
elemento estratégico para 0 sucesso na reparacao
de defeitos na superficie articular constitui no
uso de materiais bioldgicos com ou sem implante
de células (Van der Kraan et al., 2002).

A cartilagem articular é um tecido com
vida média notavel. Entretanto, trauma ou
instabilidade articular podem induzir a lesdes
importantes. Inicialmente havera dor, disfungdo
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Membranas biossintéticas apresentam  boa
aceitacdo pelo organismo, protegendo e
auxiliando a reparacdo de areas lesadas por
permeabilidade seletiva, além de impedir a
contaminagdo por micro-organismos (Aslan et
al., 2004). A membrana biossintética a base de
celulose (MBC) foi aplicada em trocleoplastias
experimentais em cdes, ndo interferindo na
biomecénica nem no ambiente intra-articular
(lamaguti et al., 2008a). Além disso, acelerou o
processo de reparacdo inicial da regido da
trocleoplastia, apresentando boa integracdo do
tecido neoformado com a cartilagem adjacente.
Contudo, como elemento isolado, ndo é efetiva
para promover completa regeneracdo da
cartilagem articular (lamaguti et al., 2008b).

O implante autélogo de condrécitos cultivados
foi descrito em humanos e coelhos, sendo
relatada a reparagdo com presenca de formacéo
de cartilagem hialina na maioria dos casos
(Brittberg et al., 1994). A principal desvantagem
do uso de condrdcitos autélogos e sua ampla
aplicacdo pratica sdo a baixa disponibilidade,
tanto em localizagdo quanto em quantidade, para
a obtencdo das células cartilaginosas para o
cultivo. O implante alégeno em coelhos também
tem sido feito com sucesso, com baixa resposta
imunogénica (Boopalan et al., 2006; Masuoka et
al., 2005; Filgueiras, 2008). Entretanto, na
literatura consultada, ndo foram encontrados
estudos de implante homologo de condrocitos em
ambiente articular em cées.

Em vista disso, objetivou-se analisar a
reparacdo do tecido cartilaginoso em defeitos
experimentais profundos com a utilizacdo da
MBC como revestimento associada ao implante
de condrécitos homélogos cultivados.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais desenvolvidos
estavam de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais, sob
protocolo n°® 62/2009-CEUA. Dois cées de um e
cinco anos de idade, que vieram a Obito no
Hospital ~ Veterinario, por motivos ndo
infecciosos ou neoplasicos, e sem alteracdes
macroscopicas nas articulagdes, foram doadores
de cartilagem hialina. A coleta foi realizada
imediatamente apés o Obito. Foram coletados
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fragmentos de cartilagem com caracteristicas
normais das articulagdes fémoro-tibio-patelares,
coxofemorais, Umero-radio-ulnares e escépulo-
umerais.

Apds isolamento e expansdo dos condrécitos, 10
caes sadios, sem raca definida, provenientes do
Biotério Central da Instituicdo, trés fémeas e sete
machos, na faixa etaria de um a seis anos, e peso
médio de 12,5%4,5kg, foram utilizados para o
implante celular. Todos os animais foram
submetidos ao procedimento de artrotomia de
ambas as articulagbes fémoro-tibio-patelares
(lamaguti et al., 2008b), sendo realizado um
defeito de quatro milimetros de didmetro por
quatro milimetros de profundidade em cada sulco
troclear. No membro esquerdo, grupo controle
(GC), a MBC foi aplicada na base e superficie
das lesdes; no membro direito, grupo tratado
(GT), além da MBC, nos defeitos do
membro direito foram implantados condrdcitos
homdlogos cultivados.

Os animais foram mantidos com colar
elizabetano, em jaulas individuais, para limitar
sua movimentagdo até a cicatrizacdo da ferida
cirdrgica. A antibioticoterapia profilética foi feita
utilizando-se enrofloxacina, via oral, na dose de
7mg/kg de peso, em intervalos de 24 horas,
durante sete dias. O anti-inflamatério e o
analgésico utilizados foram o meloxicam, a cada
24 horas, na dose de 0,1mg/kg, durante os
primeiros quatro dias de pods-operatdrio, e a
morfina, na dose de 0,1mg/kg, por via
intramuscular, em intervalos de 8 horas, durante
dois dias. A limpeza da ferida cirdrgica foi
realizada diariamente, utilizando-se uma solucéo
aquosa de lodopovidine a 1%. Os pontos da pele
foram removidos no oitavo dia do poés-
operatério. Depois do final do periodo de
observacdo e recuperagdo funcional dos
membros, os animais foram doados.

Os cdes foram submetidos ao exame clinico,
sempre pelo mesmo examinador, e filmados com
camera nos seguintes momentos: 24 horas apés a
cirurgia (M1); 30 dias ap6s a cirurgia (M30) e 60
dias apos a cirurgia (M60). A funcdo locomotora
do membro foi avaliada em escores (Tab. 1),
conforme modificacdo da classificacdo proposta
por Aiken et al. (1992), nos diferentes
momentos.
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Tabela 1. Classificacdo da funcdo locomotora dos membros posteriores

Descricéo da locomogéo Escore
Auséncia de claudicacdo durante a locomocao 0
Claudicacéo discreta durante a locomog&o; apoio quando em estacdo 1
Claudicacdo moderada na locomocdo; apoio quando em estacao 2
Claudicacéo evidente, elevagdo do membro ao correr, apoio infrequente do membro

quando em estacao 3
Claudicacdo sem apoio do membro (impoténcia funcional) 4

Todos os animais foram submetidos ao exame
ultrassonografico das articulagdes do joelho
antes do procedimento cirtrgico, aos 30 (M30) e
aos 60 (M60) dias do pds-operatério. Para a
obtencdo das imagens ultrassonograficas, os cées
foram posicionados em decubito lateral, com o
membro a ser examinado voltado para cima, ao
lado direito do examinador, com a regido
cefdlica do animal paralela ao aparelho de
ultrassonografia e a regido pélvica proxima ao
lado direito do examinador. A regido do joelho
foi tricotomizada, com posterior aplicacdo
de gel acGstico. Foi utilizado aparelho de
ultrassonografia marca GE, modelo Logic 3, e 0
exame foi realizado com o transdutor linear
multifrequencial na frequéncia de 6-10 MHz e
documentado por impressao em video printer em
papel 110HD tipo Il e CD.

As imagens foram obtidas em planos sagital e
transversal, e avaliadas na regido infrapatelar
com o membro flexionado e em posi¢do neutra.
Dessa forma, os tecidos moles periarticulares,
capsula articular, membrana sinovial, retinaculo
do joelho, margem articular, integridade dos
ligamentos cruzados e superficie do tecido 6sseo
foram avaliados.

Aos 60 dias do pos-operatorio, foi realizada
artrotomia exploratdria, utilizando-se o0 mesmo
protocolo anestésico, para avaliacéo
macroscopica. Nessa  avaliagdo,  foram
observadas a presenga ou auséncia da membrana
de celulose na superficie articular e sua fixag&o,
as superficies articulares e alteracfes na capsula
articular. Cinco pardmetros foram avaliados:
reparacdo dos defeitos; brilho na regido dos
defeitos;  continuidade, representada  pela
integracdo com a cartilagem adjacente; eroséo do
tecido de reparacdo, qualificados em escores
presente (+) ou ausente (-); superficie da regido,
que foi classificada em plana ou com depressdo
(desnivel) (Ribeiro et al., 2004).
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Para a avaliagdo macroscopica, foi utilizado o
teste de Goodman para contrastes entre e dentro
de populagbes binomiais (Goodman, 1964;
1965). Todas as comparacbes foram realizadas
considerando-se 5% de significancia (Zar, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais apresentaram funcdo normal
dos membros avaliados, como também relatado
por Breinan et al. (1997), Breinan et al. (2001) e
lamaguti et al. (2008a). Dessa forma, a cirurgia
bilateral realizada em um Unico ato operatorio e
o implante de condrocitos homdlogos néo
proporcionaram transtornos consideraveis, sendo
que os cdes retornaram a funcdo normal do
membro precocemente. Apesar de Sagliyan et al.
(2009) observarem discreta claudicagdo nos
animais submetidos a artrotomia de ambos os
joelhos, lesdo osteocondral e coleta de 0sso
esponjoso da porcéo proximal da tibia até 15 dias
do pos-operatorio, nenhuma complicacdo foi
notada durante e ap6s o ato cirlrgico,
comparavel ao observado neste estudo.

O exame ultrassonografico articular possui
algumas vantagens comparado a outras
modalidades de diagndstico por imagem. Trata-
se de um método ndo invasivo, rapido, seguro,
com boa aceitagdo pelo paciente e grande
acessibilidade na prética clinica (Naredo et al.,
2005; Mendieta et al., 2006), como comprovado
neste estudo durante as avaliagbes. A
necessidade de apenas uma pessoa para conter 0s
animais, dispensando a sedacdo ou anestesia,
evidencia a praticidade do exame, assim como
mencionado por Kramer et al. (1999). Além
disso, o ultrassom mostra-se Util na identificacdo
das estruturas periarticulares e no diagnéstico de
anormalidades da cartilagem articular em cées
(Kramer et al., 1999), caracteristicas que
justificam sua utilizagdo neste trabalho.

A auséncia de alteracBes estruturais intra-
articulares nos momentos avaliados possibilitou
uma avaliacdo geral da articulacdo e demonstra
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gue o procedimento cirlrgico ndo provocou
alteracBes aos cdes dignas de nota deste estudo,
fato também validado pelas avaliagdes clinicas.
A presenca de superficie articular irregular em
trés animais no periodo pré-operatorio deve estar
associada com desordens decorrentes da
senilidade, visto que estes representavam o0s cées
de idade mais avancada do experimento. Isso
estd de acordo com as descricbes de mudancas
artriticas discretas observadas pelo ultrassom
(Kramer et al., 1999). Entretanto, ressalta-se que,
durante a realizacdo do procedimento cirdrgico,
macroscopicamente, a superficie articular
apresentava-se normal.

A descricdo quanto ao aumento da espessura
do retindculo do joelho ndo foi encontrada
especificamente  na literatura.  Contudo,
esse aumento pode ser explicado pelo
processo inflamatério fisiologico decorrente
do procedimento cirdrgico, assim como
a hiperecogenicidade do coxim gorduroso
infrapatelar no M30 (Fig. 1). Apesar de
Kramer et al. (1999) citarem aumento da
ecogenicidade do coxim gorduroso em doengas
cronicas, isso ndo foi observado neste trabalho,
visto que os cdes utilizados ndo apresentavam
nenhuma evidéncia de doenga cronica, e a
hiperecogenicidade desapareceu em sete animais
aos 60 dias de avaliagéo.

Segundo Naredo et al. (2005), o exame
ultrassonografico tem demonstrado acurécia e
confianca na identificacdo de efusdo do joelho,
associada a dor intensa durante a locomogéo e no
repouso. Além disso, existe certa correlagdo
entre sinovite, efusdo e parametros clinicos no
processo de inflamagdo (Mendieta et al., 2006).
Dessa maneira, os sinais leves de efusdo,
visibilizados aos 30 e 60 dias do pds-operat6rio
(Fig. 2), ndo caracterizam inflamacéo severa da
articulagdo devido a auséncia de dor, acimulo
intenso de liquido sinovial e visibilizacdo da
capsula articular.

De acordo com Kramer et al. (1999), a
cartilagem articular pode ser visibilizada por uma
linha anecoica sobre a superficie Ossea, de
aproximadamente um milimetro de espessura, e
as anormalidades em sua superficie podem ser
bem caracterizadas. No presente trabalho,
contudo, a cartilagem articular e os defeitos
osteocondrais criados e cartilagem adjacente ndo
foram visibilizados em nenhum momento,
mesmo com a maxima flexdo do joelho dos cées.
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Esse fato pode ser explicado pela localizacdo do
defeito abaixo da patela; esta, por ser uma
estrutura 6ssea, promove formacdo de sombra
aclstica, impossibilitando a avaliagdo das
estruturas subjacentes (Carig, 1997).

Na avaliacdo macroscopica de ambos 0s grupos,
o retinaculo e a capsula articular, excetuando-se
0 espessamento no local da incisdo cirdrgica,
como consequéncia do processo cicatricial, ndo
apresentaram outras alteracGes, semelhante ao
citado por lamaguti et al. (2008a). Liquido
sinovial, com caracteristicas macroscopicas e
quantidades normais, também foi citado por
Breinan et al. (1997), Breinan et al. (2001) e
lamaguti et al. (2008a). Dessa forma, nenhum
animal apresentou sinal de inflamacdo digno de
nota decorrente do procedimento cirdrgico ou do
implante de condrécitos homdlogos.

Assim como lamaguti et al. (2008a), a
membrana de celulose e o fio absorvivel,
utilizado para sua sutura, ndo foram
visibilizados, provavelmente devido a absorcao.
Breinan et al. (2001), entretanto, destacaram o
deslocamento do flape periosteal, que pode ser
considerado uma das complicagcbes da sua
utilizacdo. Habilidade cirurgica manual é
necessaria para essa fixacdo, por causa da
necessidade de fios de sutura fino. Filgueiras
(2008) descreveu que o flape de peridsteo
suturado sobre a les@o € de dificil realizacdo em
articulacbes de animais de pequeno porte.

A distribuic@o das diferentes variaveis analisadas
macroscopicamente estdo apresentadas nas
Tabelas 2, 3, 4 e 5. A formacdo de tecido
cicatricial esbranquicado e brilhante, na maioria
dos defeitos do GT, sugere padrdo discretamente
mais alto de reparagdo promovido pelo implante
de condrdcitos homélogos, apesar da auséncia de
continuidade entre o tecido neoformado e
a cartilagem adjacente (Fig. 3). Resultados
semelhantes também foram observados por
Wakitani et al. (1989) e Funayama et al. (2008),
utilizando cultura de condrdcitos alégenos em
coelhos associados a gel de colageno tipo | e Il,
respectivamente. De acordo com a superficie do
tecido formado, os cdes do GC apresentaram
mais irregularidades quando comparado aos do
GT, seja pela presenca de desnivel em relagéo a
cartilagem adjacente, ou por erosdes sobre o
tecido de reparacdo. Wakitani et al. (1989) ja
haviam observado formacdo de tecido irregular
nos defeitos ndo tratados com implante de
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condrdcitos alégenos no mesmo periodo de
avaliacéo.

Embora  muitos métodos tenham  sido
desenvolvidos para o tratamento de defeitos da
cartilagem articular, uma solucéo satisfatoria de
longa duracéo no céo ainda ndo foi encontrada,
e 0s tratamentos existentes parecem estar
submetidos a problemas degenerativos (Breinan
et al., 2000; Breinan et al., 2001; Sagliyan et al.,
2009). O principal problema dos tratamentos é a
deficiéncia de propriedades biomecanicas do
novo tecido regenerado (Tins et al., 2005). O
resultado desses trabalhos e os observados neste

estudo tém falhado em obter regeneracdo
de defeitos de cartilagem em cées. Varios
métodos utilizados na reparacdo de defeitos
articulares podem auxiliar na recuperacdo dos
sinais clinicos, como dor e diminuicdo na
movimentacdo dos joelhos, mas ndo podem
promover a formaclo da cartilagem articular
hialina (O’Driscoll, 1998; Sagliyan et al., 2009).
A fibrocartilagem como tecido de reparacdo nado
apresenta as mesmas propriedades bioquimicas e
biomecéanicas da cartilagem normal. Assim, a
regeneracdo da cartilagem articular ainda
representa um desafio ortopédico importante.

Tabela 2. Distribuigdo, nos grupos, da presenca do tecido de aspecto esbranqui¢ado no defeito em cées

Grupo Ausente Presente Valor de P
Controle 4 (40,0%) 6 (60,0%) P>0,05
Tratado 1 (10,0%) 9 (90,0%) P<0,05

Valor de P P>0,05 P>0,05

Tabela 3. Distribui¢do, nos grupos, da continuidade da superficie articular em relagdo ao defeito (borda)

em cées
Grupo Ausente Presente Valor de P
Controle 8 (80,0%) 2 (20,0%) P<0,05
Tratado 7 (70,0%) 3(30,0%) P>0,05
Valor de P P>0,05 P>0,05

Tabela 4. Distribuigdo, nos grupos, da presenca de superficie plana na regido central da lesdo em cées

Grupo Ausente Presente Valor de P
Controle 7(70,0%) 3(30,0%) P>0,05
Tratado 4(40,0%) 6(60,0%) P>0,05
Valor de P P>0,05 P>0,05
Tabela 5. Distribuigdo, nos grupos, da prevaléncia de erosdo em caes
Grupo Ausente Presente Valor de P
Controle 3 (30,0%) 7 (70,0%) P>0,05
Tratado 4 (40,0%) 6 (60,0%) P> 0,05
Valor de P P>0,05 P>0,05
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Figura 1. Céo. Imagem ultrassonografica sagital do  Figura 2. C4o. Imagem ultrassonogréfica sagital do
joelho esquerdo (GC) do animal 3 aos 30 dias.  joelho direito (GT) do animal 4 aos 60 dias.
Observar a hiperecogenicidade do coxim  Observar imagem anecogénica intra-articular
gorduroso infrapatelar (seta). proxima a superficie do fémur — efuséo (seta).

Figura 3. Cdo. Regido do defeito osteocondral: observar a presenca de tecido de reparacdo de aspecto
esbranquigado em a no joelho direito (GT) do animal 6; e auséncia no joelho esquerdo (GC) em b.

CONCLUSOES adaptacdo e integracdo tecidual em ambiente
intra-articular.
Ndo ha diferenca entre as articulagbes com

ou sem implante de condrécitos homdélogos AGRADECIMENTOS

guanto a avaliacdo clinica, ultrassonogréafica e

macroscOpica. Tecido de reparagdo de melhor Ao CNPq pela bolsa e a Fundunesp pelo auxilio-
qualidade foi associado ao implante homélogo pesquisa. Ao Laboratdrio Ouro Fino pela doagéo
de condrocitos. Contudo, ndo promoveu do Maxicam® e & Vetbrands pela doagdo do
reparacdo por cartilagem hialina. A membrana Enropet®.

de biossintética de celulose apresentou boa
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