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RESUMO

Obijetivo: Avaliar a capacidade do adesivo de fibrina em promo-
ver a fixacdo do menisco ao longo de duas, quatro e oito semanas
comparando com a técnica convencional de fixacao por sutura a
tecidos moles. Métodos: 36 meniscos mediais direitos de coelhos
preservados a 73°C negativos por 30 dias foram transplantados
para 0s animais da mesma amostra e fixados com sutura ou cola
de fibrina. Ap6s duas, quatro ou oito semanas a aparéncia dos
meniscos e a qualidade da fixacdo foram verificadas macrosco-
picamente e avaliadas por um sistema de escores. Os achados
foram submetidos a estudo estatistico de analise de variancia por
postos (p < 0,05%). Resultados: A preservagao por ultracongela-
mento manteve a integridade macroscépica dos meniscos trans-
plantados. Apds todos os periodos pds-transplante também néo
houve reducéo significante da extenséo dos meniscos (p = 0,015).
Os meniscos fixados com fibrina mostraram discretas alteraces
de coloracdo e rugosidade de superficie. Ndo houve sinais de
rejeicdo ou infeccdo em ambos os grupos. A avaliagdo por esco-
res da fixacdo pela sutura foi superior (p = 0,015) em todos 0s
periodos (80% de fixacdo total) do que a fixacdo promovida pela
fibrina (20% de fixacdo total). Concluséo: O transplante homélo-
go do menisco de coelho sofreu diferentes graus de integracdo ao
joelho de acordo com a técnica de fixacdo; a técnica operatoria
com sutura aos tecidos moles mostrou-se superior na avaliacdo
de escores em relacdo a fixacdo com adesivo de fibrina.

Descritores — Menisco; Transplante; Coelhos; Adesivo tecidual
de fibrina

ABSTRACT

Obijective: To evaluate the ability of fibrin adhesive in promoting
the meniscus fixation within two, four and eight weeks com-
pared to the conventional soft-tissue suture technique. Materials
and Methods: 36 right medial menisci of rabbits preserved at
negative 73° Celsius for 30 days were transplanted to animals
of the same sample and fixed with soft-tissue suture or fibrin
glue. After 2, 4 or 8 weeks, the appearance of the menisci and
the quality of fixation were macroscopically checked and evalu-
ated by a scoring system. The findings were subjected to the
statistical study of variance analysis (p < 0.05%). Results: The
deep-frozen meniscus preservation maintained the integrity of
the meniscus transplant, and, macroscopically, there was no
significant reduction of the length of the meniscus in all post-
transplant periods (p = 0.015). The menisci fixed with fibrin
showed slight changes in color and surface roughness. There
were no signs of rejection or infection in both groups. Suture
fixation scoring was superior (p = 0.015) in all periods (80%
of total fixation) as compared to the setting promoted by fibrin
(20% of total fixation). Conclusion: The homologous transplan-
tation of the meniscus of rabbits experienced various degrees
of integration to the knee according to the fixation method;
the surgical soft tissues suturing technique was shown to be
superior in the evaluation of scores compared to the fixation
with fibrin adhesive.

Keywords — Meniscus; Transplantation; Rabbits; Fibrin tissue
adhesive
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INTRODUCAO

As lesdes de meniscos, que necessitam de meniscec-
tomia parcial ou total, estdo relacionadas, em maior ou
menor grau, em curto ou longo prazo, com a degenera-
cao da articulacéo do joelho representada pelos diversos
graus de osteoartose™,

O transplante de menisco € uma opgao entre as di-
versas propostas de tratamento. A reposi¢do do menisco
lesado por outro homologo € uma proposicao testada
ha décadas; contudo, alguns aspectos do procedimento
ainda sdo controversos e merecem a atencdo dos pes-
quisadores. A fixacdo do menisco apresenta um grau de
dificuldade técnica que é um fator de limitacdo impor-
tante do procedimento, principalmente apds o advento
da cirurgia videoassistida%-29),

Nesse contexto, 0 uso de uma substancia adesiva que
possa fixar o menisco transplantado seria um avango na
diminuicdo do tempo do procedimento, na facilidade de
sua realizagdo e na recuperacéo do paciente®,

A fibrina é uma substancia com propriedades adesivas
que tem sua aplicacdo consagrada em outros tecidos e
6rgdos. E um produto derivado de plasma humano e que
vem sendo utilizada em escala cada vez maior como um
adesivo tecidual biodegradavel. Sua aplicacdo em diversas
situagBes cirdrgicas busca diminuir ou impedir os sangra-
mentos em estruturas parenquimatosas ou proporcionar a
aproximagao continente de estruturas tubulares@23),

O mecanismo de acao desse adesivo é explicado por
uma reacao cruzada com o fator XIII da coagulacéo,
tendo o céalcio como catalisador, o que faz com que a
trombina converta o fibrinogénio em uma rede firme de
fibrina que é mecanicamente estavel e com acentuadas
propriedades adesivas?®+27).

O coelho ¢é relatado com frequéncia na literatura
como modelo animal de experimentacdo em transplan-
te de meniscos®131427) No presente projeto estabele-
ceu-se 0 procedimento do uso de meniscos homologos
ultracongelados de coelhos que foram transplantados
para diferentes animais ap6s 30 dias de preservacao,
simulando condigdo que pode ser encontrada em casos
clinicos com humanaos.

A proposta desta pesquisa foi avaliar a capacidade do
adesivo de fibrina em promover a fixacdo do menisco ao
longo do tempo (duas, quatro e oito semanas) comparan-
do com a técnica convencional de fixacdo por sutura.

METODOS

O experimento foi submetido & apreciacéo e apro-
vacao do Comité de Etica em Pesquisa da Universida-
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de Federal de Sdo Paulo-Unifesp—EPM (protocolo n°
238/03). Todos os procedimentos seguiram estritamente
as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (Cobea).

AMOSTRA

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus cuniculus),
da linhagem Nova Zeléndia, albinos, machos, com idade
entre seis e oito meses e peso médio de 3.250 gramas.

Os coelhos foram alojados no Biotério da Disci-
plina de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental
da Unifesp-EPM, alojados em gaiolas individuais, em
condicdes de temperatura controlada por sistema de ar-
condicionado, ciclo de luz-escuriddo de 12 horas e ali-
mentacao com racao propria para a espécie e com agua a
vontade. O estudo foi dividido em trés etapas, realizadas
durante um periodo de 12 meses.

Procedimento anestésico

Os animais foram pesados em balanga de precisao,
imediatamente antes da medicagdo pré-anestésica para
calculo das doses de anestésicos.

Previamente a anestesia, foi realizada a profilaxia
antimicrobiana com penicilina procainada (Laborato-
rio Ariston®, Séo Paulo, SP) na dose 40.000U/kg dia,
mantido com uma dose diaria por mais dois dias apos
0 procedimento.

Na sala operatéria os coelhos receberam como me-
dicacdo 2,4mg/kg de acepromazina (Acepran®, Univet,
Séo Paulo, SP) a 1% e 4mg/kg de cloridrato de xilazina
(Anasedan®, Vetbrands, Sdo Paulo, SP) adicionados na
mesma seringa e administrados pela via intramuscular
(regido posterior da coxa - ventre dos musculos semi-
tendineo e semimembranaceo).

Viabilizou-se um acesso venoso por meio da puncao
da veia auricular marginal, para infusdo de solucdo sali-
na de cloreto de sodio a 0,9% e das drogas necessarias
para a inducdo anestésica como cloridrato de quetamina
(Ketalar®, Parke-Davis, Sdo Paulo, SP) e cloridrato de
xilazina (Rompun®, Bayer, Sdo Paulo, SP), na propor-
cdo de 1:1, administrando-se 0,5ml dessa solug&o.

Os animais foram mantidos em decubito dorsal na
calha operatdria e intubados com sonda orotraqueal 2,5
sem bal&o. A manutenc&o anestésica se fez com isofluo-
rano (AstraZeneca, S&o Paulo, SP) a 1,5%, em fluxo
constante de 2L por minuto e com frequéncia respirato-
ria de dez movimentos respiratérios por minuto, cicla-
dos pelo aparelho Takaoka® (modelo KT12 Sansei).
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Procedimento operatorio no doador

Com o animal anestesiado foi realizada a tricotomia
de todo 0 membro posterior direito, desde a raiz da coxa
até a pata do animal, sem inclui-la. Antissepsia com so-
lugéo de polivinilpirrolidona (Povidine®, Séo Paulo, SP)
e colocacdo de panos esterilizados delimitando o campo
operatdrio. Incisdo longitudinal parapatelar medial de
4cm interessando pele e tela subcutanea; identificou-
se 0 ligamento da patela e expds-se a capsula articular
medial. Um esfor¢o em valgo e flexdo do joelho foram
o0 suficiente para acessar o menisco medial. A menis-
cectomia total foi realizada com um bisturi lamina n.°
15 e uma tesoura reta de 10cm. Fechamento da capsula
articular e pele com pontos separados foi realizado com
fio de poliamida 5.0 (Mononylon® - Ethicon). Termina-
do o ato operatdrio, o animal foi levado para a sala de
recuperacao e observado por um periodo pds-anestésico
até a recuperacéo total da consciéncia e deambulagéo
espontanea, tendo posteriormente retornado ao aloja-
mento do Biotério.

Preservacédo dos meniscos

Ap0s sua retirada, os meniscos foram medidos em
seu eixo maior e colocados em pequenos sacos de plés-
tico estéreis (4x3cm) e lacrados com fita adesiva estéril.
Cada conjunto foi colocado em outro invélucro cilin-
drico de pléastico rigido (5cm de didametro) previamente
esterilizado com 6xido de etileno. O menisco foi identi-
ficado e levado para o congelador (temperatura de 73°C
negativos), onde permaneceu por 30 dias.

Procedimento de preparo do menisco para
implante

Os meniscos foram retirados do congelador e dos
involucros em que se mantinham armazenados e colo-
cados em um recipiente com solugdo salina de cloreto
de sddio a 0,9% em temperatura ambiente, ocorrendo
seu descongelamento em 15 minutos, em média.

Procedimento operatorio no receptor

Reproduziram-se as etapas semelhantes ao primeiro
procedimento operatorio, (anestesia, profilaxia antimi-
crobiana, assepsia e antissepsia). A incisao longitudinal
parapatelar medial medindo 4cm foi realizada sobre a
cicatriz anterior. Foi divulsionada a tela subcutanea até
a exposicao da capsula articular medial. Ap6s randomi-
zacgdo para escolha de uma das duas técnicas, 0 menisco
descongelado foi implantado no coelho receptor.
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Técnica operatdria de sutura

Foram realizados trés pontos de fixacdo com fio
de poliamida monofilamentar 5.0 (Mononylon® -
Ethicon), sendo o primeiro na regido do corno pos-
terior, junto a inser¢do do ligamento cruzado anterior
na tibia; o segundo ponto de fixacdo foi realizado na
regido do corno anterior junto a capsula anterior; e o
terceiro ponto de fixagédo, no corpo do menisco, onde
foi realizado um ponto em “U”, junto ao ligamento
colateral tibial.

Técnica operatdria com o adesivo de fibrina

Foi realizada a fixa¢do do menisco com a colocagéo
de 0,4ml de cola de fibrina na porcao tibial do menisco
medial. Realizou-se compressdo manual sobre o menis-
co na regido do platd tibial durante dois minutos, até a
completa polimerizagdo do adesivo.

Critérios de avaliagdo macroscépica

Apds a abertura da articulacdo do joelho, 0 menisco
foi exposto e avaliado na sua aparéncia macroscépica
quanto a coloracdo, brilho e presenca de secrecdo. A
seguir, foi determinada a qualidade da fixag&o por um
sistema de escore (Tabela 1).

Tabela 1 — Escores e critérios estabelecidos para avaliagao
macroscopica da fixacdo dos meniscos nos diversos tempos
de observacgéo

Escore Fixacao Critérios
0 Total Fixacéo total do menisco a membrana sinovial: corno
anterior, corpo e corno posterior
1 parcial Fixac&o parcial do menisco @ membrana sinovial: apenas um
dos cornos fixos: corno anterior, corpo ou corno posterior
2 Ndo fixacdo |Nenhum dos cornos fixos a membrana sinovial

Estudo estatistico

As variaveis foram representadas por média e desvio
padrdo (dp). Adotou-se o nivel de significancia de 0,05
(o0 < 5%); niveis descritivos (p) inferiores a esse valor
foram considerados significantes e representados por
um asterisco.

Os grupos de diferentes métodos de fixacdo foram
comparados dentro de cada experimento, definidos pelo
tempo de eutanasia, duas, quatro e oito semanas de ex-
perimento. Foram aplicados os testes estatisticos: com-
paracdes multiplas de Dunn, prova de Kruskal-Wallis,
exato de Fisher e correcdo de Bonferroni ao nivel de
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significancia. quando um teste foi utilizado vérias vezes,
de forma a garantir em cada comparagao de grupos um
nivel de significancia global de 5%.

RESULTADOS

Os meniscos fixados pela sutura apresentaram, em
qualquer dos tempos estudados, aparéncia branco-na-
carada com superficie lisa e brilhante, sem sinais que
indicassem algum sofrimento de rejei¢&o ou de processo
inflamatdrio. N&o houve a presenca de qualquer tipo de
secregédo (Figuras 1, 2 e 3).

Figura 1 — Menisco suturado apds duas semanas (esquerda).
Notar a superficie brilhante, branco-nacarada e a auséncia de se-
crecao. Embora com discretas altera¢des das bordas, o seu as-
pecto € muito semelhante ao do menisco lateral normal (direita)

Figura 2 — Menisco suturado apds quatro semanas (esquerda).
Notar a superficie brilhante, branco-nacarada e a auséncia de
secrecdo. A borda do corno anterior apresenta-se descolada do
platé tibial, caracterizando fixagéo parcial (seta)
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Figura 3 — Menisco suturado apds oito semanas (esquerda).
Notar a superficie brilhante, branco-nacarada e a auséncia de
secrecgado. A superficie e bordas apresentam leves irregularida-
des, porém, o menisco esta firmemente fixado ao platd tibial

J& os meniscos que foram fixados pela fibrina mos-
traram-se com superficie irregular, coloracdo levemente
amarelada, recobertos por fina camada de secrecéo ama-
relo-claro e opacificada. Ndo houve sinais compativeis
com rejeicao ou necrose (Figuras 4, 5 e 6).

Figura 4 — Menisco fixado com fibrina apds duas semanas (es-
querda). Notar a superficie opaca, com superficie irregular e
alteracdes das bordas. O seu aspecto é diferente do menisco
lateral normal (direita)
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Figura 5 — Menisco fixado com fibrina apds quatro semanas
(esquerda). A borda do corno anterior apresenta-se descolada
do platé tibial, atingindo mais da metade do corpo do menisco,
caracterizando néo fixagao

Figura 6 — Menisco fixado com fibrina apds oito semanas (es-
querda). O menisco esta solto e deslocado

A distribuicdo dos meniscos quanto a porcentagem
de fixac&o parcial (Figura 7) e total (Figura 8) mostrou
diferencas significantes do ponto de vista estatistico
(p £0,015), tanto para comparacao dentro dos grupos
(sutura x fibrina), como entre os grupos (2.2, 4.2 e 8.2
semana). A sutura foi mais eficaz para promover a fi-
xacdo em todos os tempos de observacédo. O adesivo de
fibrina praticamente € ineficaz para promover a fixacéo,
pois grande porcentagem dos meniscos esteve parcial ou
totalmente néo fixado.

Fixacdo Parcial do Transplante de Menisco
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Figura 7 — Distribuicdo das porcentagens dos meniscos na se-
gunda, quarta e oitava semanas de observagéo, segundo 0s
critérios de fixagao parcial

Fixacédo Total do Transplante de Menisco
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Figura 8 — Distribui¢do das porcentagens dos meniscos na se-
gunda, quarta e oitava semanas de observacéo, segundo os
critérios de fixacao total

DISCUSSAO

Atentativa de restabelecer a biomecéanica do joelho e
de prevenir a subsequente degeneracao articular é a base
racional que norteia a proposta de um transplante homo-
logo. A avaliagdo clinica da efetividade dos transplantes
meniscais envolve alguns obstaculos ainda ndo devida-
mente transpostos, como a diversidade na selecdo dos
pacientes, as diferentes técnicas operatorias empregadas
e os diversos critérios de avaliacdo pos-operatoria. Além
do mais, 0 quanto a restauracdo da dindmica articu-
lar préxima da normal, proporcionada pelo transplante,
possa prevenir a degeneracdo articular ndo esta estabe-
lecida. Trabalho®® com seguimento de 20 anos de trans-
plante de menisco mostrou que alguns pacientes isolados
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apresentaram resultados subjetivos satisfatérios, mas é
preciso encarar o fato de que os resultados radiogréficos
mostram claramente que, em longo prazo, o transplante
de menisco medial ndo protegeu a articulagéo do joelho
das mudancas degenerativas. Contudo, os resultados sdo
de dificil interpretacdo. Uma conclusdo definitiva de
que o transplante ndo protege contra artrite nao pode ser
embasada apenas em uma série de casos?®,

Assim, a experimentacdo animal é uma op¢do para
se testar o transplante dentro de limitacOes estritas per-
mitidas por um modelo experimental. O transplante de
meniscos tem sido investigado em varios animais, como
ovelhas, cdes, cabras e coelhos®13141926) A escolha
do coelho foi, pois, baseada nos relatos frequentes da
literatura que o referem como adequado para o estudo de
transplantes de meniscos. O menisco do animal apresenta
um padréo histoloégico muito semelhante ao encontrado
em seres humanos, caracterizado por um tecido fibrocar-
tilaginoso entrelagado por fibras colagenas interpostas
por fibrocondrécitos®913142227) Ng entanto, a sua di-
mensao, cerca de 1cm, requer uma técnica delicada para
disseccdo, retirada, armazenamento e reimplante. Tam-
bém pelas diminutas dimens6es do platd tibial ndo foi
possivel testar a técnica de tuneis com blocos dsseos.

H& trés procedimentos de uso corrente disponiveis
para a preservacdo dos meniscos para transplantes,
como a criopreservacao, a liofilizacdo e o ultraconge-
lamento em temperatura inferior a 70°C negativos. O
ultracongelamento é referido como o que mantém os
meniscos 0 mais proximo de sua estrutura a fresco e de
menor custo operacional®13142027.28) A preservagéo por
30 dias, em temperatura de -73°C, usada nesta pesquisa,
mostrou que o procedimento foi adequado e expresso
pela manutencdo do tamanho e textura macroscopica
dos meniscos.

A fixacdo do menisco ao receptor pode ser realizada
por uma variedade de técnicas operatdrias; desde a su-
tura do corpo e cornos meniscais aos tecidos moles ou
por meio da fixacdo 6ssea por tuneis no plato tibial com
ou sem bloco 6sseo, mas sempre associado a fixacao
do menisco na membrana sinovial adjacente(®56:18.12.27)
Independente da cirurgia aberta ou videoassistida, as
técnicas sdo trabalhosas e demandam um tempo opera-
torio consideravel para sua consecucdo. Desse modo, a
proposicdo do uso do adesivo foi aventada para testar a
sua eventual efetividade e, em sendo exequivel, testar a
possivel diminuicdo do tempo operatdrio, além de outras
vantagens técnicas na sua aplicac&o, principalmente por
videoartroscopia, tornando o procedimento mais facil.
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A escolha recaiu sobre a cola de fibrina, uma vez que
0 uso do cianoacrilato mostrou resultados desfavoraveis
em trabalho anterior, onde ocorreu necrose caseosa intra-
articular com fistula cutanea ao redor do 15.° dia apds o
implante®@?27), A cola de resorcina também se mostrou
extremamente danosa para o joelho em coelhos na ten-
tativa de fixacdo de defeitos osteocondrais da cartilagem
articular®. A cola de fibrina é amplamente utilizada,
com resultados favoraveis, em varios procedimentos ope-
ratorios e em diversas situacdes patoldgicas®2". Pela
sua disponibilidade, facilidade de aplicacéo, auséncia
de rejeicdo ou reacdes imunoldgicas e a capacidade em
potencial de manter uma estrutura fibrocartilaginosa,
como 0 menisco, em posi¢do estavel, foi uma opcéao de
fixacdo. Relato de transplante de menisco preservado por
ultracongelamento em cées, por meio de sutura ou com
0 uso de cola de fibrina, mostrou ndo haver diferengas
estatisticamente significantes entre os dois grupos apds
12 semanas de observacdo®®. Os autores analisaram o
papel do coagulo de fibrina sobre o processo de repara-
¢80 na jungdo menisco-sinovial, ressaltando que o uso
de cola de fibrina pode ser util com o intuito de redu-
zir a imobilizacdo pds-operatoria e facilitar o processo
de reabilitacdo em pacientes transplantados. Apesar dos
resultados satisfatorios, ndo ha relatos da continuidade
dessa linha de pesquisa. Essa duvida da literatura foi fa-
tor determinante para o inicio do nosso estudo. Em nosso
estudo, o adesivo de fibrina promoveu excelente fixagéo
imediatamente apds a sua aplicagdo, mantendo o menisco
com estabilidade adequada aos movimentos de flexo-
extensdo do joelho. Entretanto, a ndo fixacdo dos dois
cornos dos meniscos & membrana sinovial e/ou tecidos
moles da articulacdo, ou a fixacéo parcial, foi uma regra
nos trés tempos de observacao (Tabela 1). A fixacéo total
foi uma excecdo; desse modo, a eficacia do adesivo de
fibrina foi inferior ao da técnica de sutura, com resultados
estatisticamente significantes, ndo coincidindo com os
resultados encontrados por Nabeshima et al®®),

A fibrina é tida na literatura como uma substancia
estimulante do processo cicatricial por ser um produto
biolégico que esta envolvido do processo de reparacao
tecidual. Em outros tecidos a capacidade de adesividade
¢ associada a essa capacidade de estimular a cicatri-
zacdo, por isso, a proposicao de um trabalho in vivo.
H& outra pesquisa em andamento em que as forgas de
tracdo, torcdo e compressao dos meniscos estdo sendo
testadas ex vivo. Um aparato especial desenvolvido em
conjunto com a engenharia mecanica esta em fase de
testes para medir esses parametros.
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A técnica de sutura aos tecidos moles mostrou re-
sultados semelhantes nos trés periodos de avaliacdo e
com porcentagem de fixacdo superior estatisticamente
quando comparada com a técnica de adesivo de fibrina.
Nossos resultados coincidem com os trabalhos experi-
mentais da literatura, que também mostram alto indice
de cicatrizacdo do menisco ao receptor quando do uso
da sutura em tecidos moles®1215.18.28)

Os meniscos suturados ndo mostraram nenhuma
alteracdo da textura de suas superficies e foram muito
semelhantes no aspecto aos meniscos laterais normais
em quaisquer dos tempos de observagdo considerados
(Figuras 2 e 3). Por sua vez, 0os meniscos fixados com
fibrina mostraram uma fina camada de secrecdo amare-
lada recobrindo sua superficie (Figura 4).
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CONCLUSAO

Os nossos resultados mostraram que, ao longo de duas,
quatro e oito semanas de observagéo, 0s meniscos preser-
vados por ultracongelamento fixam-se de modo mais ade-
quado pela técnica de sutura aos tecidos moles da articula-
¢ao do joelho de coelhos. Por outro lado, a cola de fibrina,
embora fosse isenta de reagdo inflamatdria ou de processo
que caracterize rejeicao, foi incapaz de manter o menisco
fixado ao plato tibial, ndo sendo assim, como se supunha,
uma opcao viavel para essa cirurgia de transplante.
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