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RESUMO




Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho in vivo, de implantes cilindricos com
altura e diametro de Smm formados por ceramica B-tricélcio fosfato (3-TCP) ou polietileno
de ultra-alto peso molecular (PEUAPM) todos recobertos com hidrogel de poli (2-hidroxi
etil metacrilato) - poli(metacrilato de metila-co-acido acrilico) (75:25) (pHEMA/poli
(MMA-co-AA)) para preencher defeitos osteocondrais nos joelhos direito e esquerdo de
caes. Foram operados treze cdes machos com peso entre 15 e 25 kg fornecidos pelo Canil
do Centro Multi Institucional de Bioterismo da Unicamp, sem raga definida, em bom estado
de nutricdo, vacinados apds periodo prévio de quarentena. Cinco cdes foram utilizados
como controle e oito foram seguidos por nove meses apos a colocagdo dos implantes.
Os implantes de ceramica foram colocados no sulco troclear do joelho direito e os de
polietileno no joelho esquerdo. Foram realizadas analises da superficie do implante
macroscopica (in vivo e in vitro), mecanica € microscopica, com a finalidade de avaliar a
formacgao de tecido sobre o implante, o seu desgaste, o se desempenho viscoelastico e a
interface formada entre o implante e o tecido 6sseo. Os implantes de ceramica apresentaram
desempenho inferior ao polimérico, em todos os critérios avaliados. Embora ndo tenha
havido desgaste significativo na superficie do hidrogel os dois implantes estudados

produziram abrasao na superficie da patela.

Palavras-chave: Defeito osteocondral, pHEMA, Biomateriais.
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ABSTRACT




This study had the purpose of evaluating “in vivo” the performance of B-TCP ceramic or
extreme high molecular weight polyethylene cylindrical implants, with height and diameter
of 5mm, all covered with poly(2-HEMA) — poly(methyl methacrilate-co-acrilic acid)
hydro gel (polyHEMA/poly(MMA-co-AA) (75:25) in order to fill in bone defects in both
the right and left knees of dogs. Thirteen male dogs weighting between 15 and 25kg,
supplied by UNICAMP’s Centro Multi Institucional de Bioterismo, were operated.
All the dogs were well nourished, vaccinated and the operation took place after a previous
quarantine period. Five dogs were used as control and eight were followed for nine months
after putting the implants. The ceramic implants were placed in the right knees and the
polyethylene ones in the left knees. Macroscopic, mechanic and microscopic analyses of
the implant surface, (both in vivo and in vitro) were performed, in order to evaluate the
tissue formation on the implant, the wearing off of the implant, the viscoelastic
performance and the interface between the implant and the bone tissue. The ceramic
implants presented an inferior performance when compared to the polymeric ones, in all of
the evaluated aspects. Although there was no significant degradation on the hydro gel

surface, both studied implants produced erosion on the kneecap surface.

Key words: Osteochondral defect, pHEMA, Biomaterials.

Abstract
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1.1- Cartilagem hialina: Anatomia, fisiologia e histologia

A cartilagem hialina ¢ um tecido denso, translicido, de consisténcia firme com
aspecto macroscopico branco-azulado, situado principalmente nas extremidades dos ossos
longos que compdem as articulacdes diartrodiais (COTRAN, 2000). Nos mamiferos,
a sua espessura média ¢ de 5 mm, sendo que esta medida varia em funcdo da espécie,

da articulacdo avaliada e da regido onde se efetua a mensuragao (BOJRAB,1996).

A principal funcao da cartilagem hialina € absorver e distribuir a carga recebida
sobre o o0sso subcondral e isso ocorre porque sua constituicdo cria um ambiente
intra articular de baixa fric¢do, com lubrificagdo, o que possibilita movimentos articulares
repetitivos indolores por até oito décadas, ou mais, em seres humanos

(BUCKWALTER, 2000).

Basicamente, a cartilagem hialina compde-se de condrocitos (em torno de 10%)
e de uma densa matriz extracelular, constituida por fibras de colageno tipo II (10-20%),
proteoglicanos (10-15%) e agua (60-80%). Essa constitui¢do ¢ que confere a cartilagem
hialina sua estrutura e propriedades mecanicas (BUCKWALTER, 2000;
PIERMATTEI, 2006; WITTE, 2006) (Figura 1).

Condrocito

Colageno tipo
I

Proteoglicanos

*-| Agua/ions

Figura 1- Apresentacdo esquematica da composi¢ao da cartilagem hialina (Modificado de

www. bidmc.harvard.edu).
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Por se tratar de um tecido avascular, a nutricdo dos condrdcitos ocorre por
difusdo, ou seja, a partir do liquido sinovial, passando pela matriz extracelular, até atingir
os condrdcitos. Em animais jovens, a linha de crescimento que separa o tecido 6sseo do
tecido cartilaginoso ainda ndo esta calcificada e, desse modo, € possivel que a nutrigdo dos

condrocitos ocorra também a partir do osso subcondral (BUCKWALTER, 2000).

No caso de lesdes, decorrentes principalmente de atividade fisica exacerbada e
traumas, a baixa capacidade de regeneragdo pode ser justificada, em parte, por esse tecido
ser avascular. Além disso, por ndo ser um tecido inervado, a percepcao da dor e da
propriocep¢do depende das terminagdes nervosas da cépsula articular e do osso subcondral
(BOJRAB, 1996, FOSSUM, 2002).

Quanto a organizagao da cartilagem articular, esta pode ser subdividida,

para fins didaticos, em quatro zonas distintas (PIERMATTEI, 2006):

1) Zona Superficial: Camada delgada (10-20% da espessura total), denominada de
superficie de deslizamento, constituida por finas fibras de colageno tipo II,
situadas paralelas a superficie da cartilagem hialina, com condrocitos de forma achatada,
dispostos paralelamente a superficie articular. Nessa camada ha baixa concentracdo de
proteoglicanos e agua.

2) Zona de Transicao ou média: Camada mais espessa, com 40-60% da espessura total.
Os condroécitos tém forma arredondada e as fibras de coldgeno tém maior didmetro,
dispostas aleatoriamente.

3) Zona Profunda: Camada com espessura equivalente a 30% da espessura total.
Do mesmo modo que na zona anterior, as fibras de colageno tipo Il também tém grande
diametro, porém aqui elas estdo organizadas e dispostas perpendicularmente a superficie
articular. Os condrocitos sdo arredondados e encontrados em maior nimero que na zona
de transi¢cdo. Além disso, na zona profunda h4d maior concentracdo de proteoglicanos e

menor teor de dgua, especialmente na sua camada mais profunda.

4) Zona de Cartilagem Calcificada: Composta por condrocitos pequenos e irregulares,
essa pode ser considerada uma regido de transicdo entre o tecido cartilaginoso,
propriamente dito, e o 0sso subcondral. Por ser calcificada, ela ¢ menos eléstica que a
cartilagem hialina e menos rigida que o osso subcondral, transferindo assim de forma

mais amena as solicitagdes mecanicas da cartilagem articular para o osso subcondral.
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Zona superficial

A
| Zona média

Zona profunda

Zona de cartilagem calcificada

Osso subcondral

Figura 2- Apresentacdao de um corte histoldgico da cartilagem de joelho de cdo, corado por
hematoxilina eosina (HE), com objetiva de 5 vezes, notando-se a disposi¢ado das

zonas que constituem a cartilagem articular.

A matriz extracelular da cartilagem hialina pode ser subdividida em trés regides
(pericelular, territorial e interterritorial), disposta ao redor do condrocito. Essas regides

diferem entre si em funcdo do contetido, diametro e organizagao das fibras de colageno.

A regido pericelular, como o proprio nome diz, circunda o condrocito e €
formada por proteoglicanos e poucas fibras de coladgeno. J4 a regido territorial, circunda a

regido pericelular e é constituida por finas fibras de coldgeno, que formam uma rede.
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A regido interterritorial ¢ a maior das regides e contribui com a maior parte das
propriedades mecanicas da cartilagem hialina. Nela estdo contidas as fibras de colageno

maiores e a maioria dos proteoglicanos (BUCKWALTER, 2000).

1.2- Processo de reparacao da cartilagem hialina

A inflamagao ¢ uma reacdo de defesa do organismo, frente a varios agentes
externos. A principal caracteristica do processo inflamatorio ¢ a alteragdo vascular local,
mediada por fatores quimicos, derivados de proteinas ou células plasmaticas, que acarreta
migracgdo e ativacao de leucdcitos e alteragdes sist€émicas que levam ao acumulo de fluidos

ao redor da regido afetada (KUMAR et al., 2005).

A reacdo inflamatdria estd intimamente associada ao processo de reparo de um
tecido. Durante a fase de reparacdo cabe a ela, isolar, destruir e diluir o agente,
desencadeando uma série de eventos. O tecido danificado € substituido pela regeneragdo de
células parenquimatosas nativas e pelo seu preenchimento por tecido fibroso

(KUMAR et al., 2005).

r

A cicatrizagdo ¢, em geral, uma resposta tecidual (1) a um ferimento,
(2) aos processos inflamatdrios nos orgaos internos, ou (3) a necrose celular em 6rgdos
incapazes de regeneracdo. A cicatrizagdo consiste em dois processos distintos:
regeneragdo e deposi¢do de tecido fibroso ou formagdo cicatricial. A regeneragdo requer
uma arquitetura de tecido conjuntivo intacto. Ao contrario, € possivel ocorrer cicatrizagao
mesmo estando a estrutura da matriz extracelular (MEC) danificada. A regeneragdo envolve
a restituicdo dos componentes teciduais idénticos aqueles removidos ou destruidos.
Ao contrario, a cicatrizacdo, ¢ uma resposta proliferativa de tecido fibroso,

apenas preenchendo o local de lesao (KUMAR et al., 2005).

O processo de reparagcdo ¢ um fendmeno complexo, que envolve os seguintes
processos: inducdo de um processo inflamatdrio em resposta a lesdo inicial, com remocao
de tecido danificado; proliferacdo e migracdo de células teciduais parenquimatosas e
conjuntivas; forma¢ao de novos vasos sangliineos; sintese de matriz extracelular (MEC) e
deposicao de colageno; remodelacdo tecidual; contracdo da ferida e aquisicao de resisténcia

da ferida.
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Nem todos esses eventos ocorrem em toda reagao de reparagdo. Este processo ¢
influenciado por muitos fatores, incluindo o ambiente e a extensdo do dano tecidual;
a intensidade e duragdo do estimulo; condi¢des que inibem a reparacdo, como por exemplo,

a presenca de corpos estranhos e doengas, como o diabetes.

Orgaos como pele, rim, pulmao e cérebro, sdo reparados pela formacdo de um
tecido cicatricial, constituido por fibras de colageno, ao passo que o 0sso, € eventualmente

o tendao, se reparam formando o tecido original (MANKIN, 1982; JACKSON, 2001).

Didaticamente, ¢ possivel subdividir o processo de regeneracdo de um tecido,
em trés fases: necrose, inflamacao e reparo (MANKIN, 1982; COOK, 2003). Assim sendo,
torna-se nitida a capacidade limitada da cartilagem hialina em se restabelecer, por ser este

tecido avascular e ndo possibilitar a instalagdo do processo inflamatorio no foco de lesao.

Lesdes superficiais da cartilagem hialina que nao atinjam o osso subcondral,
normalmente ndo cicatrizam (SLATTER, 1998). Nesse tipo de lesdo, a degeneracdo da
cartilagem hialina ocorre a partir da zona superficial, onde se visualiza finas por¢des de
fibras de coldgeno com aspecto descamativo. Com o tempo, o dano progride e ¢ possivel
visualizar fissuras verticais na cartilagem articular, produzindo macroscopicamente aspecto

irregular e sem brilho da mesma (FRENKEL, 2005).

Por outro lado, o reparo do defeito da cartilagem hialina que atinge a regidao do
osso subcondral (defeitos osteocondrais) difere da anterior por desencadear um processo
inflamatorio, mediado por células presentes na corrente sangiiinea, ja que a regido atingida
¢ ricamente vascularizada. Defeitos osteocondrais sdo preenchidos imediatamente por
sangue, que evoluem para a formagdo de um coagulo de fibrina, com hemaécias, leucécitos,
plaquetas e outras células da medula 6ssea. A populacdo de células mesenquimais e
indiferenciadas multiplicam-se, a fim de formar um tecido fibrovascular. Esse tecido rico
em fibras de colageno e brotos vasculares evolui para tornar-se um tecido fibrocartilaginoso
e, eventualmente, dependendo dos estimulos mecanicos e bioldgicos, um tecido
cartilaginoso. Na base do defeito, na regido em contato com o osso subcondral,
ocorre neoformacao 6ssea, que se estende na direcdo da articulagdo. Por razdes ainda nao
esclarecidas, a formacao de tecido 6sseo geralmente ¢ interrompida na zona de transigdo,
permitindo que o defeito remanescente seja preenchido com o tecido fibrocartilaginoso

(MANKIN, 1982; BOJRAB, 1996; BUCKWALTER, 2000; WITTE, 2006).
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Esse tecido neoformado, que preenche o defeito osteocondral,
difere significativamente do tecido cartilaginoso normal em relacdo a sua composi¢ao, bem
como na disposi¢cao dos elementos no seu interior (HUNTLEY & McBIRNIE, 2005).
Apesar de o condrocito sintetizar novas moléculas de proteoglicanos, essas apresentam
menor peso molecular do que o naturalmente encontrado. Do mesmo modo, as fibras de
colageno do tipo II t€ém menor didmetro e disposi¢do mais irregular. Esse arranjo,
associado ao fato de ndo haver perfeita integracdo do tecido neoformado com o tecido
cartilaginoso, favorece a permeabilidade a 4gua. Além disso, o tecido fibrocartilaginoso
neoformado apresenta menor moédulo de elasticidade, quando comparado ao tecido

cartilaginoso (HENDERSON, 2005; HATTORI, 2005).

O processo de reparacdo de defeitos osteocondrais, produzidos artificialmente,
sdo uma forma de se estudar e de se entender o processo de cicatrizagdo da cartilagem

hialina.

Em geral os defeitos osteocondrais podem se auto-reparar e isso depende do
animal, dimensao e localiza¢do do defeito. Para o estudo de procedimentos de materiais que
possam substituir o tecido cartilaginoso na sua funcdo, ¢ fundamental que se testem

materiais e procedimentos em defeitos osteocondrais produzidos artificialmente.

As alternativas para se solucionar as perdas ou falhas da cartilagem articular
seguem duas linhas: a primeira visa restabelecer a falha por meio de um tecido
fibrocartilaginoso (ou eventualmente cartilaginoso), proveniente da perfuracdo do osso
subcondral na regido lesada e, a segunda, visa substituir o tecido cartilaginoso por um

material inerte, com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes esse tecido.

Com relacdo a primeira alternativa, varios procedimentos cirirgicos

experimentais com o uso de animais foram desenvolvidos nas ultimas décadas.

MITCHELL et al. (1976), por exemplo, realizaram experimento no condilo
femoral do joelho de 25 coelhos. Em um dos lados fizeram curetagem e, no lado oposto,
além da curetagem foram feitas perfuracdes de 20 a 30 perfuragdes, com 1 mm de didmetro
cada. Apds o periodo de seguimento (um, dois, quatro, oito e doze meses), os animais
foram sacrificados e foi realizada analise histolégica. Os autores verificaram que no lado

em que foi realizada a curetagem mais a perfuragdo do osso subcondral, os defeitos foram
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preenchidos por tecido fibrocartilaginoso, enquanto que no lado oposto isso ndo ocorreu.
Esse achado pode ser justificado pela falta de aporte vascular na regido em que foi realizada

somente a curetagem.

O'DRISCOLL et al. (1988) também produziram defeitos osteocondrais,
porém neste estudo os defeitos foram realizados na regido do sulco troclear de coelhos
adolescentes (com um a dois meses de vida) e os mesmos foram preenchidos com peridsteo
autdlogo. Apds a cirurgia os animais foram colocados em gaiolas com movimentacao
intermitente por um periodo de 52 semanas, porém em um dos grupos foi realizada
imobilizagdo prévia de quatro semanas e no outro foi realizada duas semanas de
movimentagdo passiva continua. Os autores concluiram que houve crescimento tecidual
semelhante ao tecido cartilaginoso em todos os grupos, porém no grupo em que foi
realizada a movimentacdo passiva continua o tecido apresentou melhor qualidade e maior

durabilidade.

Utilizando a mesma espécie para experimentagdo, MOW et al (1991)
realizaram defeito osteocondral de 4 mm no condilo medial do fémur de 55 animais e esses
foram preenchidos com peridsteo autdlogo. Segundo os autores, em 70% dos animais os
implantes apresentaram propriedades biomecanicas e bioquimicas semelhantes a cartilagem

articular normal, porém os resultados ndo se mantiveram ao longo do tempo.

BREINAN et al. (1997) investigaram o efeito da cultura autéloga de
condrécitos na reparagdo da cartilagem articular em cdes adultos. Para tanto,
realizaram 44 defeitos osteocondrais de 4 mm de didmetro, no sulco troclear de 14 animais.
Esses animais foram divididos em trés grupos: no primeiro o defeito foi deixado vazio,
no segundo um enxerto de peridsteo foi suturado na cartilagem hialina ao redor do defeito
e, no terceiro grupo, foi injetado cultura autdloga de condrdcitos abaixo do enxerto de
peridsteo apds a sutura. Os animais foram seguidos por 0, 12 ¢ 18 semanas e ao final os
autores concluiram que nao houve diferenga significativa nos trés grupos em relagao a

qualidade do reparo.

COSTA et al. (2001) produziram defeitos de 3,5 mm didmetro e 5,0 mm de
profundidade nos joelhos direito e esquerdo de 15 coelhos adultos, com os objetivos de:

a) avaliar a utilizacdo da matriz 6ssea desmineralizada (MOD) no processo de reparagao
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das lesdes osteocondrais, b) analisar a capacidade de neoformagdo 6ssea e integracao com o
tecido 6sseo subcondral adjacente e, ¢) analisar sua capacidade de inducdo condrogénica.
Nos joelhos esquerdos o defeito foi preenchido com matriz ¢ssea desmineralizada de
cadaveres humanos, enquanto que nos joelhos direitos o defeito permaneceu vazio.
Os animais foram seguidos por 2, 4 e 6 semanas de pos-operatorio. A analise dos dados
demonstrou que houve predominio de forma¢do de tecido de reparagdo e preenchimento
total da lesdo, com caracteristicas planas e regulares nos grupos experimentais. No grupo
controle os autores observaram a producdo de um tecido de repara¢do que preenchia
parcialmente a lesdo. Concluiram os autores que a MOD ¢ um tecido firme,
com caracteristicas elasticas, que pode ser moldado facilmente, o que facilita o

preenchimento de lesdes osteocondrais.

CHIANG et al. (2005) avaliaram o preenchimento de defeitos osteocondrais
com 7 mm de didmetro, produzidos em 48 condilos femorais de joelhos de porcos adultos,
seguidos por um periodo de seis meses. Os defeitos foram preenchidos com gel de colageno
contendo condrodcitos, utilizando a seguinte técnica: primeiro os enxertos de peridsteo
foram suturados nas bordas do defeito osteocondral com fio absorvivel, depois 0 mesmo foi
preenchido com o gel contendo condrécitos e , por fim foi utilizada uma cola de fibrina
como selante sobre o enxerto de periosteo. Os autores referem que a fibrose intra articular
foi um achado comum em todas as articulagdes, principalmente ao redor do local do
implante e, além disso, que foi evidenciado tecido cartilaginoso firme, branco e elastico nos
defeitos produzidos. Nao fica evidente no estudo a profundidade do defeito osteocondral,
porém, como os autores relatam que nao houve sangramento na confeccao do defeito,
pode-se pressupor que o mesmo ndo atingiu o osso subcondral. Também nao fica claro
como foi realizada a formagao dos grupos. Sabe-se apenas que esses foram constituidos por

trés grupos, sendo um experimental, outro com defeito vazio e um terceiro era nulo.

RUDERT et al. (2005) compararam o uso de dois implantes (matriz biologica e
matriz polimérica de acido poli lactico, ambos preenchidos com condrocitos) no
preenchimento de defeitos osteocondrais com 3 mm de didmetro, produzido no sulco
troclear dos joelhos de 33 coelhos. Apds 6 semanas de seguimento, a maior parte dos

defeitos havia sido preenchido com tecido mais claro, até nivel do tecido cartilaginoso
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vizinho, independente do tipo de implante utilizado. A anélise macroscopica apos 12 meses
de estudo ndo mostrou diferenca significativa entre o desempenho biologico dos
dois implantes. A avaliagdo microscopica demonstrou variabilidade no desempenho dos
implantes, sendo que implante de matriz bioldgica apresentou desempenho superior.
Tais resultados satisfatorios foram percebidos até 6 meses de seguimento do estudo,

quando os implantes comecaram a se degenerar.

MALININ et al. (2006) utilizaram enxertos osteocondrais aldgenos,
conservados sob refrigeracao entre 4 e 6 C, imersos em soro bovino fetal, para preencher
defeitos osteocondrais criados nos condilos femorais de 16 bugios adultos. Em cada
animal foi realizado apenas um defeito osteocondral, apresentando a dimensdo de
10x15mm. Os animais foram subdivididos em 7 grupos, ocorrendo variagdo apenas no
tempo de conservagdo dos implantes: implantes frescos (2 animais), conservados por 7 dias
(2 animais), conservados por 13 e 14 dias (2 animais), conservados por 18 dias (1 animal) ,
conservados por 21 dias (1 animal) conservados por 28 dias (4 animais) e conservados por
85 dias (2 animais). A superficie articular onde foi utilizado enxerto autdlogo fresco,
apresentou-se lisa e brilhante, enquanto que esta se apresentou fina e contendo rachaduras
nos implantes conservados por 21 dias. Os implantes conservados por 28 dias
apresentavam-se com superficie lisa e mais “palida” quando comparada ao tecido vizinho.
Verificou-se afundamento e erosdao em um enxerto conservado por 85 dias, estando o 0sso
subcondral abaixo do implante visivel. Estes resultados, segundo os autores,
documentam uma progressiva deterioracdo do tecido cartilaginoso com o decorrer do
tempo de conservacdo dos implantes. Sendo desta forma, sugerida a utilizacdo de enxertos

osteocondrais autdlogos refrigerados até um tempo maximo de 14 dias.

A utilizacdo de materiais sintéticos para o preenchimento de defeitos
osteocondrais vem se mostrando uma excelente alternativa. Os principais trabalhos de
pesquisa nesta linha tém como objetivo desenvolver biomateriais, tais como carbono,
colageno, matrizes de acido polilactico e esponjas de poli vinil &lcool, para serem utilizados

como enxertos no reparo de pequenos defeitos articulares.

MESSNER & GILLQUIST (1993), compararam o desempenho de
dois polimeros diferentes [poliéster e poliuretanotetrafluoretileno (PTFE)] no

preenchimento de defeitos osteocondrais (3 mm de diametro), produzidos no condilo
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femoral dos joelhos de 30 coelhos adultos. Ao final do tempo de seguimento (trés meses),
os autores referem que todos os reparos foram associados a sinovite, sendo que nos joelhos
preenchidos com o PTFE essa inflamagao foi mais freqiiente. Soltura do polimero na regido
intra-articular foi verificada em alguns reparos e, além disso, referem que a maioria dos
implantes apresentou frouxidao em relacao as bordas do defeito osteocondral. Por esses
motivos, os autores concluiram que nenhum implante possibilitou a restauragdo adequada

da superficie articular.

HASEGAWA et al. (1999), por outro lado, avaliaram o desempenho biologico
de um implante osteocondral tridimensional, composto de polietileno de ultra-alto peso
molecular (PEUAPM) e hidroxiapatita pulverizada em sua superficie. O defeito
osteocondral, com dimensdo de 5 x 10 x5 mm, foi produzido no sulco troclear de um dos
joelhos de coelhos adultos. O lado contralateral foi utilizado como controle. Os animais
foram divididos em cinco grupos e seguidos por um periodo de 2, 4, 8, 12 e 24 semanas.
Segundo os autores, o fato dos implantes terem ficado firmes e imoéveis desde a sua
implantacdo favoreceu a formacdo de tecido ésseo adjacente ao osso subcondral.
Além disso, relatam que houve formag¢do de um tecido de aspecto macroscopico
semelhante ao cartilaginoso sobre uma parte da superficie do implante e concluem que esse

resultado foi decorrente do atrito do implante com a contra superficie da patela.

A qualidade do reparo osteocondral com o uso de enxerto composto por coral
foi avaliada por SHAHGALDI (1998). Os autores produziram 48 defeitos osteocondrais
(4 mm de didmetro), no sulco troclear do joelho de 24 coelhos adultos.
Em vinte e quatro defeitos osteocondrais foi introduzido o implante composto por coral e os
demais permaneceram vazios. Cortes histologicos foram obtidos com 3 e 6 meses de
seguimento e apoOs andlise os autores constaram que houve reabsorcdo gradativa do coral,
com preenchimento de tecido Osseo local. Aos 6 meses, o aspecto macroscopico da

superficie do implante era semelhante ao tecido cartilaginoso vizinho.

Em 2000, DIDUCH et al. preencheram defeitos osteocondrais (3 x 6 mm),
produzidos no condilo femoral do joelho de 12 coelhos adultos, com trés diferentes
substratos, embebidos por células mesenquimais: agarose, alginato de calcio e colageno

tipo I. Apds seguimento de oito semanas os autores relataram aumento na concentragdo de

Introdugdo

33



proteoglicanos e de fibras de colagenos tipo II nas suspensdes que continham agarose e
alginato de célcio e, além disso, havia nesses grupos maior potencial condrogénico que os

demais.

MIERISH et al. (2002) utilizaram fator f de crescimento de fibroblastos
(TGF-B), disperso em gel de alginato de calcio, para avaliar defeitos osteocondrais de
4 x 3 mm de didmetro. Foram operados 33 coelhos, subdivididos em 3 grupos:
no primeiro, com 9 animais, os defeitos foram preenchidos com gel de alginato de célcio;
no segundo, com 18 animais, os defeitos foram preenchidos com gel de alginato de calcio e
TGF-B; no terceiro, com 8 animais, os defeitos permaneceram vazios. Apos periodo de
6 e 12 semanas de seguimento os autores encontraram aumento significativo na qualidade
do tecido de reparo no grupo que continha TGF-fB. Esses resultados sdo semelhantes aos
obtidos por FUKUDA et al. (2005), que avaliaram defeito osteocondral em joelhos de
coelhos (com 6 mm de didmetro), preenchidos com poli etileno de ultra-alto peso molecular

(PEUAPM) embebido em TGF-f.

Também  utilizando  coelhos como animais de experimentagdo,
COHEN et al. (2003) avaliaram o reparo de um defeito osteocondral experimental
(com 4 mm de diametro e de altura). Os defeitos foram produzidos no sulco troclear de
joelhos de 30 coelhos jovens e foram preenchidos com suspensao de condrocitos,
dispersa sobre duas matrizes poliméricas: uma composta por acido polilactico/alginato de
calcio e outra por 4cido poliglicolico/alginato de calcio. Segundo os autores,
o alginato de calcio, por ser um carreador, estimulou a regeneragdo da cartilagem articular

ao facilitar o acesso dos condrocitos ao foco de lesao.

COOK et al. (2003) desenvolveram defeitos osteocondrais de 5 x 6 mm de
didmetro no condilo femoral dos joelhos de 65 caes adultos e avaliaram a capacidade de
preenchimento de dispositivos que continham proteina osteogénica recombinante humana
(OP-1). No total foram realizados 76 defeitos, que receberam o implante com ou sem a
adicdo de carboximetilcelulose, como auxiliar para reten¢do do implante.
Outros 54 defeitos (denominados controle) foram preenchidos com o0sso bovino,
sem colageno, com ou sem a adi¢do de carboximetilcelulose. Os implantes foram avaliados

macroscopica ¢ histologicamente apos periodos de 16, 26 e 52 semanas. Analisando os

Introdugdo

34



resultados obtidos, os autores concluiram que o OP-1 induziu o crescimento de um tecido
com aspecto semelhante ao tecido cartilaginoso, com preenchimento completo do defeito

osteocondral e sem apresentar degradacao significativa ao término do estudo.

Utilizando Beta-tricalcio-fosfato (B-TCP), KONDO et al. (2005) avaliaram o
preenchimento de defeito osteocondral experimental de 2 mm de didmetro, produzidos nos
condilos femorais de 35 ratos. Apds o procedimento cirurgico, os animais foram
subdivididos em 5 grupos e sacrificados apos 4, 7, 14, 28 ¢ 56 dias de seguimento.
Constatou-se por meio de analise imunohistoquimica, realizada com 14, 28 e 56 dias,
que houve diminuicdo significativa nos locais onde foram implantados B-TCP.
Segundo os autores, o B-TCP puro estimula a osteocondu¢@o, com reabsor¢do da cerdmica

e formacao de tecido dsseo.

FRENKEL et al. (2005), implantaram 4cido polilactico recobertos por coldgeno
ou por acido hialurénico/quitosan em defeitos osteocondrais de 3 x 2,8 mm, produzidos no
condilo femoral de coelhos. Apds 24 semanas de estudo concluiram que os
dois dispositivos foram capazes de estimular a formacdo de tecido semelhante ao

tecido cartilaginoso.

Ja UEMATSU et at. (2005), implantaram acido poli-lactico glicolico (PLGA)
emebebido por células tronco mesenquimais (MSC) em defeitos osteocondrais de
5 x 1,5 mm, produzidos no sulco troclear de ambos os joelhos de 20 coelhos adultos.
Em um dos lados foi implantado o dispositivo composto por MSC/PLGA.
No lado contralateral, 10 animais receberam um dispositivo composto apenas por MSC e os
outros 10 animais foram utilizados como grupo controle, persistindo o defeito vazio durante
as 12 semanas de estudo. Os resultados mostraram que nos defeitos onde se utilizou
MSC/PLGA houve formagdo de um tecido branco, liso e brilhante, macroscopicamente

semelhante a cartilagem articular.

Mais recentemente, SHAO et al. (2006) também utilizaram células tronco
mesenquimais sobre a matriz polimérica em coelhos. Inicialmente, os resultados foram
semelhantes aos relatados por UEMATSU et at. (2005), porém, apdés 6 meses de
seguimento os implantes apresentaram perda da integracdo com a margem de cartilagem

articular vizinha, além de fissura.

Introdugdo

35



A reparagdo anatomica do osso subcondral, por oferecer estabilidade mecanica
e suporte vascular, ¢ uma etapa importante para a regeneragdo da cartilagem articular.
WITTE et al. (2006) compararam o desempenho mecanico de implantes osteocondrais,
compostos por magnésio (com poros de diferentes tamanhos) e enxerto 6sseo autdlogo.
Os defeitos foram realizados no sulco troclear do joelho de 26 coelhos adultos e o tempo de
seguimento foi de 24 semanas. Os autores concluiram que o implante composto por
magnésio, mesmo sendo reabsorvido, apresentou suporte mecanico semelhante ao enxerto

0sseo no decorrer das primeiras 12 semanas do estudo.

SUOMINEN et al. (2006) compararam o uso de implantes de hidroxiapatita e
de vidro bioativo de 4 mm de didmetro, introduzidos em defeitos osteocondrais produzidos
no sulco troclear dos joelhos de 18 coelhos adultos. Apds o procedimento cirurgico,
os animais foram divididos em trés grupos: o primeiro grupo recebeu implante de
hidroxiapatia, o segundo vidro bioativo e o terceiro um composito formado por ambos os
materiais. Os autores relatam que os trés implantes apresentaram capacidade inicial de
restauragdo da superficie da cartilagem articular, com formagao de tecido semelhante ao
tecido cartilaginoso. No entanto, referem que, por ter sido degradado rapidamente,

o implante contendo composito ndo ofereceu sustentacdo mecanica duradoura.

KANDEL et al. (2006) desenvolveram um dispositivo basico composto por
polifosfato de célcio, recoberto por cultura autdloga de condrdcitos. Neste estudo,
foram produzidos 29 defeitos osteocondrais (4 x 6 mm de diametro) no sulco troclear de
joelhos de 12 carneiros. Em cada um dos joelhos um dos defeitos permaneceu vazio e foi
utilizado como controle. Os animais foram seguidos por 9 meses e ao final desse tempo os
autores concluiram que os implantes apresentaram evidéncias de fusdo do implante ao

tecido cartilaginoso adjacente, com fixacdo ao osso subcondral.

A procura por novas opcdes de materiais possiveis de serem utilizados para
preenchimento de defeitos osteocondrais, persiste, tendo em vista que nenhum material
pesquisado até os dias de hoje, apresentou desempenho mecanico satisfatério em longo

prazo.

O uso de biomateriais poliméricos como enxerto no reparo de defeitos
osteocondrais, dentre estes os hidrogéis, iniciou-se na década de 70, continuando até os dias

atuais. Trata-se de uma classe de materiais com grande potencial para ser estudada para o
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reparo de defeitos osteocondrais, pois sdo biocompativeis, faceis de produzir ¢ manusear
(BRAY & MERRYL, 1973; PEPPAS & MERRYL, 1977; KON & DE VISSER, 1981;
CORKHILL, 1990; MOW, 1991; PATELL, 1994, DOWNES, 1994; REISSIS, 1995;
MALMONGE et al. 1997(a); MALMONGE et al.1997(b); MALMONGE et al, 2000).

Os hidrogéis poliméricos sdao definidos como polimeros de cadeia reticulada
capazes de absorver dgua sem se dissolver, podendo ter origem natural ou artificial.
Quando secos, sdo quebradicos e apresentam aspecto de vidro. No entanto,
quando em presenca de dgua, tornam-se elasticos. Sua estrutura polimérica tridimensional,
geralmente ndo cristalina, apresenta ligagdes covalentes fortes e forcas coesivas fracas na
forma de ligagdes iOnicas. Esta rede tridimensional ¢ que confere a este material a
propriedade de insolubilidade, bem como estabilidade em presenca de 4agua.
Sua caracteristica hidrofilica deve-se a presenca em sua estrutura quimica, de grupos que
apresentam afinidade em ligar-se a moléculas de 4gua. Seu aspecto macio e eléstico ¢
determinado pelo mondmero hidrofilico bésico e pela concentragdo de agentes de

reticulagao (WILEY,1989; GONZALEZ,1992; NETTI,1993).

Os hidrogéis poliméricos apresentam, ainda, facilidade em serem sintetizados
dentro de uma grande variedade de morfologias, sem, no entanto, alterar suas propriedades
fisicas. Dessa forma, podem ser preparados na forma de esponjas, géis ndo esponjosos,
filmes opticamente transparentes, liquidos que podem ser polimerizados na forma de géis e

como recobrimentos de matrizes (substratos).

Para que um material seja utilizado como cartilagem articular artificial ele deve
apresentar um comportamento viscoelastico compressivo, semelhante ao da cartilagem
articular natural (MOW, 1984). Objetivando melhorar suas propriedades mecanicas,
os hidrogéis poliméricos utilizados como cartilagem articular artificial, sdo geralmente
obtidos por copolimerizagdo, isto ¢é, pelo uso de mais de um mondmero

(GONZALES, 1992).

O hidrogel de poli (2-hidroxi etil metacrilato) - poli(metacrilato de
metila-co-acido acrilico) (75:25) (pHEMA/poliMMA-co-AA)) ¢ um copolimero,
da classe dos hidroxialquil metacrilatos ou acrilatos. Sdo polimeros altamente estaveis

quanto a sofrer hidrolise e altamente hidrofilicos devido a presenca de grupos ésteres.
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Os trabalhos até entdo realizados com hidrogéis poliméricos encorajam a
continuidade dos estudos para a avaliagdo da biofuncionalidade destes materiais no reparo
de defeitos osteocondrais, pois os resultados obtidos em estudos com hidrogéis de
pHEMA/poliMMA-co-AA) mostraram ser possivel mimetizar o comportamento
mecanoeletro-quimico da cartilagem articular (MALMONGE & ARRUDA, 2000).
Tais resultados, associados a resultados de ensaios in vitro (LOMBELLO, MALMONGE &
WADA, 1999a, 1999b; LOMBELLO, MALMONGE & WADA, 2000a; LOMBELLO,
MALMONGE & WADA, 2000b) e in vivo (MALMONGE, 1997; MALMONGE et al. ,
2000) demonstram a potencialidade destes materiais para uso no reparo de

superficies articulares.

O fato de este hidrogel ter apresentado excelentes resultados em estudos prévios
experimentais in vitro, principalmente quanto a sua resisténcia mecanica,
quando submetido a carga por longos periodos de tempo, (BAVARESCO, 2000;
BAVARESCO, 2003) autoriza a sua utilizagdo como potencial substituto da cartilagem
articular. Estudos prévios mostraram que o hidrogel, utilizado como substituto e como
elemento de preenchimento do defeito osteocondral, ndo teve o desempenho esperado
(MALMONGE et al. , 2000). Uma das justificativas para tal fato era de que o hidrogel
necessitaria de suporte mecanico que, por sua vez, deveria ser incorporado pelo

tecido 0sseo.

Dentre os grupos de materiais estudados para serem utilizados como suporte
mecanico para o hidrogel, o polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM),
e as ceramicas biologicamente ativas, como o P-tricalcio fosfato (B-TCP), podem ser

consideradas uma boa opc¢ao.

O polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM) ¢ um homopolimero
linear de etileno com densidade em torno de 0,93g/cm3 e peso molecular acima de um
milhdo de gramas por mol. Sua estrutura molecular ¢ composta por ligacdes covalentes
C-C, e quando em estado solido, s3o semicristalinos (OREFICE, 2006).
Além das caracteristicas de superficie ndo aderente, baixo coeficiente de atrito e boa
resisténcia mecanica, o0 PEUAPM apresenta alta resisténcia ao impacto e ao desgaste

devido as grandes extensoes de regioes amorfas (WANG,1998).
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O PEUAPM devido sua elevada resisténcia ao impacto, densidade,

biocompatibilidade e bioestabilidade, ¢ uma opc¢do para a confeccdo de matrizes para

implantes osteocondrais (HOSEGAWA, 1999; FUKUDA, 2005).

As ceramicas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque entre as
bioceramicas. Ceramicas reabsorviveis, como o fosfato de calcio, seja na forma particulada
ou porosa, tem sido wusadas para regeneracdo Ossea em situacdes clinicas.
Dentre as ceramicas compostas por fosfato de calcio, a hidroxiapatita (HA) e o
B-tricalcio fosfato (B-TCP), despertam grande interesse como materiais substitutos para o

tecido 6sseo, pois sdo biocompativeis e reabsorviveis (OREFICE, 2006).
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2- OBJETIVOS
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2.1- Geral

Avaliar o desempenho bioldgico e mecanico de implantes osteocondrais
compostos por PEUAPM e B-TCP recobertos por hidrogel de poliHEMA-poli(MMA-co-

AA) no reparo de defeitos osteocondrais no joelho de caes.

2.2- Especifico
o Avaliar a interface entre os implantes e o tecido 0sseo;
o Avaliar a superficie dos implantes em relagdo a cartilagem articular adjacente;
o Avaliar a complascéncia dos implantes;

o Avaliar o desgaste dos implantes e das patelas.

Objetivos
41



3- MATERIAL E METODOS

42



3.1- Material
3.1.1- Implantes osteocondrais

Foram confeccionados implantes compostos por matrizes de [B-TCP
(beta tricalcio fosfato) e PEUAPM (poli etileno de ultra alto peso molecular) com
recobrimento de pHEMA/poliMMA-co-AA) [(poli(2-hidroxi etil metacrilato) -
poli(metacrilato de metila-co-acido acrilico) (75:25), com 5 mm de altura x 5 mm de
diametro, desenvolvidos por BAVARESCO (2003) para o preenchimento de defeitos

osteocondrais de joelhos de caes.

Apbés a confeccdo, os implantes foram devidamente lavados em dagua
deionizada e, a seguir, foram imersos em solu¢ao de NaCl 0,15M, até que atingissem valor

de pH constante (igual a 7,0) ¢ esterilizados em autoclave (100°C/30 min) (Figura 3).

Figura 3- Imagem dos implantes osteocondrais: (A) B-TCP pHEMA/poliMMA-co-AA);
(B) PEUAPM pHEMA/poli(MMA-co-AA) - 12x

3.1.2- Avaliagdo da cito toxicidade do B-TCP

3.1.2.1- Cultura Celular

Foram utilizadas as células VERO, uma linhagem celular tipo fibroblastos

originarios do rim do Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops) obtidas

originalmente junto ao Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de Sdo Paulo-SP.
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Estas células foram mantidas em meio Ham F-10' suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino® a 37°C. As células VERO sio uma linhagem recomendada para testes de
citotoxicidade e interagdes com biomateriais (ISO, 1992, KIRKIPATRIC, 1992),

foram utilizadas para o desenvolvimento do Ensaio de Citotoxicidade Indireta e Direta.

3.1.2.2- Ensaio de Citotoxicidade Indireta

As amostras a serem estudadas foram incubadas em meio Ham F-10 com
10% de Soro fetal bovino a 37°C na propor¢cdo de 0,2g/ml de meio por 48 horas,
segundo normas internacionais. O objetivo foi a extragdo de possiveis substancias tdxicas
soluveis eliminadas pelas amostras. Apds a obtencdo dos extratos para testes,
uma suspensido celular na concentragdo de 3 x 10°células/ml foi inoculada em placas de
96 pogos’ ¢ as células cultivadas por 24 horas a 37°C. Apos este periodo o meio de cultura
presente na placa foi trocado pelos respectivos extratos adquiridos da maceragdo das
amostras. As células foram cultivas nestas condi¢des por um periodo de mais 24 horas a
37°C. Foi utilizada como Controle Positivo (+) de toxidade uma solugdo de meio
Ham F-10 com 10% SFB e 10% de Fenol e como Controle Negativo (-) de toxidade o
Extrato de Poliestireno. Decorrido o periodo de cultivo de 24 horas foram feitas imagens

das células vivas em Contraste de Fase utilizando Microscopio Invertido Olympus IX-50.

3.1.2.3- Ensaio de Citotoxicidade direta

Este ensaio visou a observagdo dos possiveis efeitos deletérios sobre as células
a partir do contato direta das mesmas com o material estudado. Para avaliacdo da
citotoxicidade direta, células VERO foram cultivadas em contato direto com a amostra
testada em meio Ham F-10 com 10% de SFB a 37° por 24h. Apds este tempo de incubagao,

foram feitas imagens das células vivas em Microscopio Invertido Olympus IX-50.

'Sigma Chemical Co., St Louis, MO- USA
2SFB - Nutricell, Campinas-SP-Brasil
3Corning/Costar Corporation, Cambridge, MA, USA
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Em seguida as amostras foram fixadas em metanol:4cido acético (3:1) ou formol 10% e
coradas com azul de toluidina em pH 4,0 e xylidine ponceau em pH 2,0. O azul de
toluidina ¢ um corante basofilo que em pH 4,0 se liga em radicais anidnicos PO,~, SO,
e COO™ presentes em DNA, RNA e agticares acidos (glicosaminoglicanos). O xylidine
ponceau ¢ um corante acidofilo que em pH 2,5 interage com radicais cationicos NHs"

presentes em proteinas (Lison, 1960; Modis, 1991; Mello, 1997; Mello e Vidal, 1980 ).

3.1.2.4- Detalhes Experimentais

Todos os procedimentos adotados nos ensaios de ECI e ECD “in vitro” foram

realizados no Laboratdrio de Cultura Celular do Departamento de BC do IB da UNICAMP.

As amostras de B-TCP na forma de particulas foram analisadas a partir dos
ensaios acima citados para caracterizar sua biocompatibilidade quando adicionados em

cultura de células fibroblasticas.

3.1.3- Animais

Foram utilizados treze cdes machos, com peso entre 15 e 25 quilos, sem raga
definida, fornecidos pelo Canil do Centro Multi Institucional de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Os cdes foram vacinados, tinham bom

estado de nutri¢io e foram utilizados somente depois do periodo de quarentena*.

3.2- Método
3.2.1- Procedimento cirtirgico

Os animais foram pré-medicados com acepromazina’® (0,1mg/kg) e,
transcorrido um tempo de 15 minutos, anestesiados com Tiopental Sédico® (17,5 mg/kg),
submetidos a colocagdo de sonda oro-traqueal apropriada, mantidos em circuito anestésico

semi-aberto com concentragdo de oxigénio a 100%. Utilizou-se como anestésico inalatorio

*0 projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissido de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA), do Instituto
de Biologia da Unicamp, sob niimero 670-1.

>Syntec do Brasil LTDA.

SCristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.
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o isofluorano’ (2 CAM- concentragdo alveolar minima) e potencializou-se a analgesia com

o uso de Citrato de Fentanila Sodico®, (0,05mg/kg).

Apds a tricotomia dos membros posteriores (terco distal de fémur e
terco proximal de tibia) e assepsia com solugdo alcodlica de iodo, foram colocados campos
estéreis, deixando expostos os joelhos direito e esquerdo. Por meio de acesso parapatelar
lateral, com luxacdo medial da patela, a regido intercondiliana do joelho era exposta

(Figura 4).

Figura 4- Visualizagdo da regido intercondiliana do joelho apds a luxagdo medial da patela.

No centro da regido intercondiliana (sulco troclear) era realizada perfuragao,
com parafusadeira de baixa rotacdo (marca Black & Decker, modelo 9018/9072) e broca de
5 mm de didmetro, com anel fixado a 5 mm de sua ponta, para delimitar a penetracdo no

osso subcondral (Figura 5).

"Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.
$Cristélia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.
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Figura 5- Visualizacdo da broca metélica com 5 mm de didmetro apresentando anel fixado

a 5 mm de sua extremidade.

Figura 6- Visualiza¢do da regido intercondiliana do joelho, apés a luxacdo medial da

patela, com perfuragdo por meio de broca com 5 mm de didmetro.
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A perfuracdo era irrigada com solugdo fisiologica, para a retirada dos
fragmentos 6sseos produzidos e posterior introdu¢do do implante, com didmetro de

5 mm de didmetro e altura. No joelho direito foi introduzido o implante osteocondral de

matriz ceramica (B TCP) e no joelho esquerdo o de matriz polimérica PEUAPM.

Tabela 1- Apresentacdo dos Grupos de estudo

Animal  Tipo de implante colocado no Tipo de implante colocado no Grupo a que
joelho direito joelho esquerdo pertencia
1 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/ pHEMA-(MMA-co-AA) GE
2 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/ pHEMA-(MMA-co-AA) GE
3 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GE
4 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GE
5 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GE
6 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/ pHEMA-(MMA-co-AA) GE
7 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/ pHEMA-(MMA-co-AA) GE
8 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/ pHEMA-(MMA-co-AA) GE
9 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GC
10 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GC
11 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GC
12 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GC
13 B TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) PEUAPM/pHEMA-(MMA-co-AA) GC

Legenda: p TCP= beta tricalcio fosfato, PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular;

pHEMA-(MMA-co-AA)= [(poli (2-hidroxi etil metacrilato) - poli(metacrilato de metila-co-acido

acrilico); GE= Grupo experimental; GC= Grupo controle.
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Figura 7- Visualizagdo da regido intercondiliana do joelho, apds a luxacdo medial da
patela, com o defeito osteocondral preenchido pelo implante de

PEUAPM/HEMA /poli(MMA-co-AA).
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Figura 8- Visualizagdo da regido intercondiliana do joelho, apds a luxacdo medial da
patela, com o defeito osteocondral preenchido pelo implante de

B-TCP/HEMA/poli(MMA-co-AA).

Apobs o procedimento cirurgico, a capsula articular e a pele foram suturadas
com fio mononylon 000°. Dos treze cdes operados, cinco (cdes nos. 9, 10, 11, 12 e 13)
compuseram o grupo controle e foram sacrificados imediatamente apds o procedimento
cirtrgico. Os oito restantes (nos. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ¢ 8) compuseram o grupo experimental e
foram medicados com antibidtico profilatico (Benzilpenicilina'®) e analgésico

(Meloxicam'") durante 5 dias.

No Grupo controle, para se avaliar o desgaste decorrente da presenga do
implante sobre a superficie articular da patela, fixou-se uma lixa (n° 220) com 5 mm de
didmetro sobre o implante. Cinco movimentos de flexdo e extensdo no joelho foram
realizados para a verificagdo da abrasao produzida sobre a superficie articular da patela pela

lixa. Essa avaliacdo foi realizada por meio da macroscopia estereoscopica.

Jethycon®
%Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge LTDA
""Maxicam - Ouro Fino LTDA
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Os oito animais mantidos em seguimento (Grupo Experimental) foram deixados
livres em gaiolas apropriadas, com racdo e agua oferecida a vontade. Apds 48 horas,
em média, do procedimento cirirgico os caes foram transferidos para o Canil comum do

Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental.

3.2.2- Sacrificio dos animais

Decorrido o tempo de seguimento previsto (nove meses), os 8 animais foram
sacrificados pela administragio de 2 ml de Citrato de Fentanila'’, em associagdo com
Tiopental sodico’ e cloreto de potassio'* a 19,1%. Apos a desarticulagio dos joelhos

(direito e esquerdo), era retirada a regido que continha os condilos do fémur.

3.3- Avaliacao das amostras

Para a andlise da superficie articular in vivo, in vitro, macroscopicamente,
microscopicamente, da interface implante-osso € do comportamento viscoelastico do

implante foram realizados ensaios, que estdo apresentados na tabela 2.

Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.
BCristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.
"Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA
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Tabela 2- Apresentacdo dos tipos de analises realizadas nos Grupos Experimental e

Controle, em fung¢ao do tipo e dos objetivos a serem atingidos.

Analise Tipo Objetivo Grupo
Por imagem  a) Artroscopia Analise da superficie articular GE (16 amostras)
macroscopica
(in vivo) b) Radiografia Analise da interface implante/ GE (16 amostras)

Por Imagem

a) Macroscopia

0sso subcondral

Analise da superficie articular

GC (8 amostras)

GE (16 amostras)

macroscopica estereoscopica GC (6 amostras)
(in vitro)
Mecanica a) Teste de Anadlise do comportamento GE (4 amostras)
(in vitro) indentagdo viscoelastico e resisténcia mecanica
Por imagem a) MEV a) Analise do mecanismo de GE (6 amostras)
microscopica desgaste
b) MEV - modulo b) Analise da interface implante/ GE (6 amostras)

retroespalhado

¢) Microscopia
optica

0sso subcondral

c¢) Analise histologica

GE (6 amostras)

Com relagdo aos objetivos das analises realizadas, serdo apresentados abaixo

com detalhes o procedimento e os equipamentos envolvidos, assim como 0s critérios

utilizados para se avaliar os resultados obtidos.

3.3.1- Analise macroscopica da superficie articular

3.3.1.1- Artroscopia

Esta andlise foi efetuada apds 4 meses de seguimento, nos oito animais
(16 amostras) do grupo experimental, com a finalidade de se avaliar as condi¢des da

superficie articular e do implante.

Apo6s a anestesia dos animais, foi utilizado o Artroscopio Stryker Endoscopy
810 Medical - Video Camera OR-5000 Light Source. Este procedimento foi realizado com

a colaboracao do Dr. Waldo Lino Junior.
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As imagens mais significativas foram capturadas e gravadas em um sistema
digital. Os critérios utilizados para a andlise dessas imagens levaram em consideragdo:
a presenca (ou ndo) de vascularizagdo aumentada (na membrana sinovial e ao redor do
implante), a presenca (ou ndo) de afundamento do implante no seu sitio (abaixo da

superficie articular) e a presenca ou nao de tecido neoformado sobre o implante.

Todas as demais andlises, abaixo apresentadas, foram realizadas apos o

sacrificio dos animais.

3.3.1.2- Macroscopia Estereoscopica

A analise da superficie dos implantes por macroscopia estereoscopica
(microscopio estereoscopico marca Olympus, modelo SZ 40) dos animais do
Grupo Experimental teve como objetivo avaliar o crescimento de tecido ao redor (ou sobre)

os implantes e o colapso desses em relagdo a superficie articular.

Dezesseis amostras da regido dos condilos dos fémures dos animais do

Grupo Experimental foram analisadas, segundo o seguinte critério:

Menor que 50% de  Maior que 50% de
Sem crescimento

crescimento crescimento
Crescimento ao
+ ++ +++
redor do implante
Colapso do implante na _ .
Sim Nao

superficie articular

3.3.2- Anadlise da interface implante - osso
3.3.2.1- Radiografia

O estudo radiografico foi realizado em 12 animais (16 amostras do GE e
8 amostras do GC) no Centro de Medicina Veterinaria Diagnostica (SCAN), sob anestesia

geral. Os cades foram posicionados em decubito lateral, com os membros posteriores
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semi-fletidos e colocados sobre o filme (Kodak, 18x24cm), para se obter radiografia em
perfil da articulacdo do joelho. As radiografias foram realizadas em um aparelho da marca
CDK de 220w, com 130Kv por 500 Mas. A revelagdo foi feita em aparelho da marca
Macrotec MX-2.

Para a andlise das radiografias foi considerado se houve (ou nao) presenca halo
esclerotico ou radioluscente ao redor dos implantes e se houve mudanca do didmetro do
orificio 0sseo que continha o implante osteocondral, quando comparado o do
Grupo Controle. A medida do diametro foi realizada sobre a radiografia, utilizando-se um
paquimetro e considerando-se as superficies 6sseas como parametros de medida,

obtendo-se assim valores da largura em milimetros.

3.3.2.2- Microscopia eletronica de varredura (MEV - médulo retroespalhado)

Essa analise foi realizada em 3 animais (06 amostras) do Grupo Experimental
(seguidos por 9 meses). O microscopio eletronico de varredura utilizado era da marca
JEOL, modelo JXA-840-A. A regido dos condilos do fémur foi fixada em uma morsa para
ser confeccionado um cubo com didmetro médio de 15 mm de largura x 10 mm de
profundidade, utilizando-se uma serra de ago convencional. Este cubo contendo o implante
no centro foi submetido a desidratacdo e secagem a ponto critico (Balzers, modelo CPD
030). Para a secagem ao ponto critico os espécimes sem descalcificagdo foram imersos em
solucdo de concentracdo crescente de alcool etilico durante o periodo de 72h. A seguir,
ainda umidos em alcool etilico foram colocados em “cestos” especificos que, por sua vez,
foram posicionados no interior de uma camara hermeticamente fechada resfriada por volta
de 5 a 6°C. Esta camara dotada de um mandmetro com conexdo com uma valvula de CO,
que, em contato com o espécime, se liquefaz deixando-os imersos. Este processo permite
seu “enxague” retirando do meio algum residuo de alcool presente. A camera entdo foi
aquecida a 30°C onde ocorreu o ponto critico. A seguir, foi despressurizada eliminando-se
0 COx(g) lentamente para que as amostras fossem secas sem ter sofrido problemas de tensio
superficial. Posteriormente, os cubos foram cortados em um equipamento de corte

utilizando-se um disco de diamante e velocidade baixa a fim de se obter cortes transversais
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com 2mm de espessura.As amostras foram entdo fixadas em suporte metalico, com fita
dupla face condutora de carbono e recoberto com ouro (Sputter Coater, da marca Bal Tec,
modelo SCD 050), utilizando corrente de 40 mA e tempo de 200 segundos. Essa amostra
foi introduzida no microscopio eletronico e submetida a tensdo de 25 Kv, para a obtencao

das imagens que foram digitalizadas.

O critério utilizado para a avaliagdo dos resultados levou em consideracdo a

presenca de tecido neoformado na interface entre o osso e o implante.

3.3.3- Analise Mecanica - Ensaio de Fluéncia a Indentacao

O ensaio de fluéncia a indentacdo foi realizado em 2 animais (4 amostras).
Para tanto uma carga de 4,935 N (0,5kgf) foi aplicada sobre o implante, por meio de uma
ponta esférica de raio 1,6 mm durante 180 segundos sendo imediatamente retirada.
Esta ponta esférica foi acoplada a uma maquina universal de ensaios mecanicos
MTS - modelo 810. Trata-se de um procedimento bastante utilizado para caracterizagao
in situ de cartilagem natural podendo-se avaliar seu comportamento viscoelastico em

funcdo do tempo (KEMPSON et al, 1971).

O ensaio de fluéncia a indentagdo foi realizado utilizando-se uma ponta esférica
Os ensaios foram realizados em triplicata sendo registrada a altura da indentagdo (h) ao
longo do tempo (t). O esquema do dispositivo utilizado no ensaio estd apresentado na

Figura 9.

Os critérios de analise desse teste consideraram o valor médio de deslocamento
da ponta esférica no hidrogel (em milimetros) em fun¢dao da carga recebida. Pelo fato
desses implantes terem sido recobertos por um mesmo material (hidrogel), foi possivel
obter valores para confeccdo de um grafico, que possibilitou avaliar a capacidade de
absor¢do de carga pelas matrizes estudadas. Os dados obtidos foram tratados em planilha

excel, sendo calculada a média e o desvio padrao.
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Figura 9- Esquema do dispositivo utilizado para o ensaio de indentacdo dos implantes
osteocondrais de f TCP/ pHEMA-(MMA-co-AA) e de PEUAPM/ pHEMA-
(MMA-co-AA). (A) Célula de carga, (B) indentador com ponta esférica,
(C) agua destilada (temperatura ambiente), (D) amostra inchada em dagua,

(E) base do equipamento universal de ensaios (MTS)

3.3.4- Analise do mecanismo de desgaste
3.3.4.1- Microscopia eletronica por varredura (MEV)

A avaliagdo microscopica da superficie dos implantes e da patela foi feita em

3 animais (6 amostras), para se avaliar a presenca ou ndo de mecanismos de desgaste.
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Utilizou-se para essa analise o microscopio eletronico de varredura (MEV), da marca JEOL

(modelo JXA-840-A), conforme procedimento descrito no item 4.3.2.1.

O critério utilizado para se efetuar esta analise foi a verificagdo da presenca ou
ndo de mecanismo de desgaste no implante osteocondral e em sua contra-superficie

(patela).

3.3.5- Analise histologica
3.3.5.1- Microscopia Optica

Foram selecionados aleatoriamente 3 animais (cdes no. 1, 7 e 8) do
Grupo Experimental para andlise histologica. Foram realizados os mesmos procedimentos
descritos no item 4.3.2.1, para a obtencao de um cubo contendo o implante em seu centro.
Estes cubos foram fixados em solucdo de paraformaldeido a 10% tamponado, por um
periodo de 7 dias. Em seguida, foram submetidos a descalcificagdo com solugdo de 4cido
nitrico a 7%, durante 30 dias. Apds esse periodo, foram desidratados em solucdes
alcodlicas crescentes, em temperatura ambiente, diafanisadas em xilol e embebidas em
parafina a 65°C. Apos inclusdo, foram fixados em suportes plésticos e o excesso de parafina
foi retirado. De cada bloco, foram realizados cortes sagitais de 5 um de espessura
utilizando-se um micrétomo rotatério (Leica RM 2155), de acordo com a figura 10,
seguindo-se a seguinte rotina: De cada dez cortes desprezados, tomava-se um para analise.
Desse modo, foram selecionados quatro cortes, corados com Hematoxilina-Eosina e
Tricromio de Masson. O critério utilizado para a analise das laminas considerou a presenca

ou nao de tecido fibroso entre o tecido 6sseo e o implante.
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Figura 10- Esquema dos cortes realizados no cubo contendo os implantes osteocondrais
para confeccdo das laminas histoldgicas: (A) cubo de parafina com dimensao

aproximada de 1cm?, (B) Implante osteocondral, (C) Cortes efetuados.

3.3.6- Analise estatistica

Para a avalia¢do da diferenca entre as médias da medida da largura do orificio

realizada nas radiografias, foi utilizado teste estatistico ndo paramétrico (Wilcoxon) com

nivel de significancia de p igual ou menor que 0,05.
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Dentre os 8 animais do Grupo Experimental, um foi excluido (cdo no. 2) pelo
fato do mesmo ter apresentado, no pds-operatorio, deiscéncia da sutura. Além disso,
na artroscopia, realizada com quatro meses de seguimento, foi identificado alteragdes
vasculares da capsula articular, intensa sinovite e crescimento de tecido sobre o implante

nesse animal. Desse modo, o Grupo Experimental passou a ser constituido por 7 animais.

4.1- Avalia¢do macroscopica in vivo
4.1.1- Artroscopia

A andlise macroscopica da superficie articular (in vivo) foi realizada com o uso
da artroscopia. Na Tabela 3 sdo apresentados os dados relativos a vascularizagao
(membrana sinovial e ao redor do implante), colapso do implante no seu sitio (abaixo da
superficie articular) e presenca de tecido neoformado sobre o implante, em fun¢do do tipo

de implante.

Tabela 3- Apresentacdo dos resultados obtidos na avaliacdo da vascularizacdo (membrana
sinovial e ao redor do implante), colapso do implante no seu sitio (abaixo da
superficie articular) e presenca de tecido neoformado sobre o implante,

em funcao do tipo de implante.

ANIMAL VMSD VMSE VRID VRIE CID CIE TND TNE
(B-TCP) (PEUAPM) (B-TCP) (PEUAPM) (B-TCP) (PEUAPM) (B8-TCP) (PEUAPM)
1 +++ + -+ + Sim Nao ++ ++
3 ++ + ++ + Sim Nao ++ +++
4 ++ ++ ++ + Nio Nio ++ ++
5 ++ + ++ + Nio Nio ++ -+
6 ++ ++ ++ ++ Sim Nio ++ ++
7 ++ + ++ + Nao Nao ++ -+
8 +++ ++ +++ + Sim Nao +++ +++

Legenda: VMS= vascularizagdo na membrana sinovial; VRI= vascularizagdo ao redor do implante,
CI= Colapso do implante; TN= tecido neoformado; += sem crescimento; ++= crescimento menor do que
50%; +++= crescimento maior do que 50%, D= Direito; E= esquerdo; f TCP= beta tricalcio fosfato;

PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular.

Resultados

60



Conforme observado na avaliacdo artroscopica, os aspectos macroscOpicos

observados entre os dois implantes apresentaram diferencas nitidas, como se nota figura 11.

Figura 11- (A) Imagem artroscopica evidencindo intensa neovascularizagdo da membrana
sinovial e colapso do implante composto de B-TCP, achados estes,
ndo constatados nas imagens obtidas do implante composto por

PEUAPM (B).

4.1.2- Radiografia

As radiografias foram avaliadas pela observacdo da presenca de halo
radioluscente ou de aumento de densidade dssea e pela medida da largura dos orificios para
os implantes de B-TCP e PEUAPM( por meio da utilizagdo de um paquimetro) com seus
resultados e apresentados nas tabelas 4 e 5 e figura 10. A média das medidas da largura dos
orificios para os implantes de B-TCP foi de 7,5mm enquanto que para a dos implantes de

PEUAPM foi de 5,4mm. Esses dois valores apresentaram diferengas significativas entre si
(p=0,001).
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Tabela 4- Apresentagdo dos dados relativos a dimensado do leito receptor (cavidade Ossea),
presenca de esclerose e de radioluscéncia, do Grupo Experimental, em funcdo

do tipo de implante.

Animal  Didmetro Diidmetrodo Esclerosea Esclerose a Radio- Radio-
do orificio  orificio a E D E luscénciaa D luscéncia a E
aD(mm) (PEUAPM) (B-TCP) (PEUAPM) (B-TCP) (PEUAPM)

(B-TCP)
1 8,5 5,1 Nao Sim Sim Nao
3 6,1 52 Nao Sim Sim Nao
4 8,5 5,7 Nao Sim Sim Nao
5 7,1 5.4 Nao Sim Sim Nao
6 59 5,7 Nao Sim Sim Nao
7 8,1 59 Nao Sim Sim Nao
8 8,3 5,4 Nao Sim Sim Nao
Média 7,5 5,4

Legenda: B TCP= beta tricalcio fosfato, PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular

Tabela 5- Apresentagao dos dados relativos a dimensao do leito receptor (cavidade 6ssea),

do Grupo Controle, em fungao do tipo de implante.

Animal Largura do orificio 28 D (mm) Largura do orificio a E (mm)
(B-TCP) (PEUAPM)
10 5,1 5,1
11 5,2 5,0
12 5,1 5,1
13 5,3 5,1
Média 51 5,0

Legenda: 3 TCP= beta tricalcio fosfato; PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular
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Figura 12- (A) Imagem radiografia do implante composto por B-TCP. Nota-se halo
radioluscente ao redor do implante com aumento de diametro do defeito
osteocondral (scanner - 2x); (B) Imagem radiografia do implante composto
por PEUAPM. Nota-se halo esclerotico ao redor do implante, com aumento de

densidade Ossea (scanner - 2x).

4.2- Avaliagdo macroscopica in vitro
4.2.1- Macroscopia Estereoscopica

Na andlise do desgaste decorrente da presenca da lixa sobre o implante contra a
superficie articular da patela, avaliada por meio da macroscopia estereoscopica em
trés animais do grupo controle, evidenciou-se formagdo de sulcos na regido avaliada

(Figura 13).
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H
Sulco abrasivo

gerado pela
presenca lixa

r

7

Sulco abrasivo

=
—

SENTIDO DO MOVIMENTO

Figura 13- A ¢ B: Visualizacdo do sulco abrasivo na patela, avaliado por meio de
macroscopia estereoscopica (A: aumento de 7 x; e B: aumento de 12 x);

(CO): Patela - controle negativo (aumento de 7x).

Pela macroscopia estereoscopica também se avaliou a superficie articular
(in vitro) dos animais do grupo experimental, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 6

e nas Figuras 14 e 15.
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Tabela 6- Apresentagdo dos dados relativos a presenca de vascularizagdo (membrana
sinovial e ao redor do implante), colapso do implante e de tecido neoformado,
em fungcdo do tipo de implante, realizado por meio da macroscopia

estereoscopica, em fungdo do tipo de implante.

ANIMAL  CID (B-TCP)  CI(E) (PEUAPM) TN (D) (B-TCP) TN (E) (PEUAPM)

1 Sim Nio ++ ++
3 Sim Nao ++ +++
4 Nao Nao ++ ++
5 Nao Nao ++ -+
6 Sim Nao ++ ++
7 Nao Nao ++ +++
8 Sim Nao +++ +++

Legenda: CI= Colapso do implante, TN= tecido neoformado; += sem crescimento; ++= crescimento
menor que 50%; +++= crescimento maior que 50%, D= Direito; E= esquerdo; § TCP= beta tricalcio

fosfato/; PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular; acrilico.

i

Sentido do movimento

Figura 14- (A): Visualiza¢do de colapso parcial do implante de B-TCP, em relagdo a
superficie articular adjacente, com pouco crescimento de tecido;
(B): Visualizagdo da manutengdo da integridade do implante de PEUAPM,

em relacdo a superficie articular adjacente.
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Figura 15- (A) Visualizacdo de crescimento tecidual e colapso central do implante de
B-TCP (seta); (B) Visualizagdo de crescimento tecidual ao redor e sobre todo

implante de PEUAPM.

4.3- Avaliacdo mecanica in vitro

A anélise da viscoelasticidade dos implantes utilizados foi realizada por meio

do Teste de Indentacao.

Nos graficos 1 e 2 e tabela 7, sdo apresentados os valores médios de
deformagdo sofrida pelos implantes osteocondrais sob a acdo de uma carga, antes de sua
implantacdo e apds 9 meses de seguimento. Estas curvas de deformagdo versus tempo
representam apenas a capacidade de deformacdo apresentada pelas matrizes dos implantes

osteocondrais estudados, devido a forca exercida pela penetragcdo da ponta do identador.

Tabela 7- Apresentacdo dos dados relativos aos valores médios de deformacdo em

milimetros, sofrida pelos implantes osteocondrais, sob a a¢do da carga do

indentador.
Implante Osteocondral Deslocamento (Controle) Deslocamento (9 meses)
PEUAPM/Hidrogel 0.36mm 0.40mm
B-TCP/Hidrogel 0.46mm 0.78mm
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Observa-se que o implante composto por matriz de PEUAPM, tanto antes como

depois de 9 meses seguimento, apresentou comportamento viscoeldstico semelhante
(Gréfico 1).

Comportamento Viscoelastico
PEUAPM / Hidrogel
Deslocamento (mm)
0,2
2\
PPN
-0,4 —
-0,6
-0,8
-1
Tempo (seg)
— Implante controle - valor médio — Implante ap6s 9 meses - valor médio

Grafico 1- Relagdo da deformacdo apresentada pelo implante composto por matriz

polimérica, quando submetido a carga, em fun¢ao do tempo.

J& a observacdo do comportamento das curvas no Grafico 2 mostra que,
apos nove meses de seguimento, os implantes compostos por matriz de B-TCP

apresentaram maior deformacao, quando submetidos a aplicacdo da carga.
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Comportamento Viscoelastico
B-TCP / Hidrogel

Deslocamento (mm)

0,2

0

-0,2 \L

-0,4 \ ~—~——

-0,6 ~__

-0,8

-1
Tempo (seg)

— Implantes controle - valores médios — Implantes apés 9 meses - valores médios

Grafico 2- Relacdo da deformagdo apresentada pelo implante composto por matriz
ceramica, quando submetido a carga, em fungdo do tempo. Evidente auséncia

de resisténcia mecanica apresentada por esta matriz.

4.4- Avaliacao microscopica
4.4.1- Microscopia eletronica de varredura (mddulo retroespalhado)

Para a analise da interface osso-implante utilizou-se a microscopia eletronica de

varredura (modulo retroespalhado), conforme descrito na Tabela 8.

Resultados

68



Tabela 8- Apresentacdo dos dados relativos a presenga de interface entre o implante e o
osso, realizado por meio da microscopia eletronica de varredura

(modulo retro-espalhado), em funcdo do tipo de implante.

ANIMAL Interface osso-implante (D) Interface osso-implante (E)
(B-TCP) (PEUAPM)
4 Sim Nao
5 Sim Nao
6 Sim Nao

Legenda: f TCP= beta tricalcio fosfato/; PEUAPM= poli etileno de ultra alto peso molecular;

acrilico), D= direita, E= esquerda.

Conforme se verifica nas Figuras 16 e 17, o implante de B TCP sofreu

deformacgdo, quando comparado com o implante de PEUAPM.

Figura 16- (A) Visualiza¢do da interface entre o implante composto por B TCP e o osso
subcondral (MEV-modulo retroespalhado). Aumento de 15x; (B) Auséncia de
interface entre o implante composto por PEUAPM e o osso subcondral

(MEV-modulo retroespalhado). Aumento de 15x.
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Figura 17- (A) Detalhe da Figura 16-A, evidenciando a perda do formato original do
implante B-TCP, bem como a existéncia de interface entre o implante
composto por  TCP e o osso subcondral (MEV-modulo retroespalhado)
Aumento de 50x; (B) Detalhe da Figura 16-B, evidenciando a manuten¢do do
formato original do implante composto por PEUAPM e a auséncia de interface

com o 0sso subcondral (MEV-modulo retroespalhado). Aumento de 50x.

4.4.2- Microscopia eletronica de varredura

Na analise microscopica da superficie do implante e da patela, realizada por
meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), observou-se 0 mesmo comportamento

quanto ao desgaste independente da matriz (Figuras 18 a 23).
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Figura 18- (A) Microscopia Eletronica de Varredura (condilo) imagem geral - aumento de
10x - B-TCP - Verifica-se artefato gerado pela desidratacdo do hidrogel nao
contida pela matriz de B-TCP; (B) Microscopia Eletronica de Varredura
(condilo) imagem geral - aumento de 10x. PEUAPM - Nao se observa artefato

devido a secagem do implante osteocondral.

Figura 19- (A) Microscopia Eletronica de Varredura (patela) (controle positivo - sem
mecanismo de desgaste) - aumento 500x; (B) Microscopia Eletronica de
Varredura (patela) (controle negativo - com mecanismo de desgaste) - aumento

150x.
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Figura 20- (A) Microscopia Eletronica de Varredura patela submetida ao tempo de
seguimento de 9 meses. Matriz PEUAPM. Verificam-se nitidamente
duas regides morfologicamente distintas (I e II) - aumento 10x;
(B) Microscopia Eletronica de Varredura - patela controle positivo

(sem mecanismo de desgaste - aumento 10x).

50 um

Figura 21- (A) Microscopia Eletronica de Varredura (patela). Detalhes regido 1 da
micrografia da Figura 20-A. Aumento 500x; (B) Microscopia Eletronica de
Varredura (patela). Detalhes regido I da micrografia da Figura 20-A. Aumento

1500x.
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Figura 22- (A) Microscopia Eletronica de Varredura (patela) submetida ao tempo de
seguimento de 9 meses matriz de B-TCP - Verificam-se nitidamente
duas regides morfologicamente distintas (I e II). Aumento 10x;
(B) Microscopia Eletronica de Varredura - patela controle positivo

(sem mecanismo de desgaste. Aumento 10x).

Figura 23- (A) Microscopia Eletronica de Varredura (patela) Detalhes regido 1 da
micrografia da figura 22-A, aumento 500x; (B) Microscopia Eletronica de
Varredura (patela). Detalhes regido I da micrografia da figura 22A.
Aumento 1500x.
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4.4.3- Microscopia Optica

A andlise histologica realizada pela microscopia Optica mostrou nitida presenca
de tecido fibroso ao redor de todos os implantes de B-TCP. Com rela¢do aos implantes de
PEUAPM, a camada de tecido fibroso era ténue, encontrando-se, por vezes, neoformagao

Ossea em contato com o implante (Figuras 24 a 29).

Figura 24- (A) Vis3o panoramica do implante composto por B-TCP. Nota-se mesmo em
menor aumento a presenca significativa de tecido fibroso ao redor do implante
(HE: Fotografado com objetiva de 2,5x); (B) Visdo panoramica do implante
composto por PEUPM. Observa-se uma quantidade bastante discreta de

material fibroso ao redor do implante (HE: Fotografado com objetiva de 2,5x).
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Figura 25- (A) Regido de contato entre o implante de B-TCP e o osso subcondral.
Observa-se material fibroso espesso (HE: Fotografado com objetiva de 5x);
(B) Regido de contato entre o implante de PEUPM e o osso subcondral.
Observa-se praticamente somente tecido 6sseo (HE: Fotografado com objetiva

de 5x).

Figura 26- (A) Regido de transicdo entre a cartilagem hialina, implante de B-TCP e o
tecido fibroso neoformado (HE: Fotografado com objetiva de 5x); (B) Regido
de transicdo entre a cartilagem hialina, implante de PEUPM e o tecido fibroso

neoformado (HE: Fotografado com objetiva de 5x).
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Figura 27- (A) Visao panoramica do implante composto por B-TCP. Nota-se mesmo em
menor aumento a presenca significativa de tecido fibroso ao redor do implante
(TM: Fotografado com objetiva de 2,5x); (B) Visdo panoramica do implante
composto por PEUPM. Observa-se uma quantidade bastante discreta de

material fibroso ao redor do implante (TM: Fotografado com objetiva de 2,5x).

Figura 28- (A) Regido de contato entre o implante de B-TCP e o osso subcondral.
Observa-se nesse aumento material fibroso espesso (TM: Fotografado com
objetiva de 5x); (B) Regido de contato entre o implante de PEUPM e o osso
subcondral. Observa-se praticamente somente tecido 6sseo (TM: Fotografado

com objetiva de 5x).

Resultados

76



Figura 29- (A) Regido de transi¢do entre a cartilagem hialina, implante de B-TCP e o
tecido fibroso neoformado (TM: Fotografado com objetiva de 5x); (B) Regido
de transicdo entre a cartilagem hialina, implante de PEUPM e o tecido fibroso

neoformado (TM: Fotografado com objetiva de 5x).
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5- DISCUSSAO
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Diversas espécies animais tém sido utilizadas em pesquisas para o estudo do
processo de reparagdo da cartilagem articular. Na literatura encontram-se trabalhos que
utilizam coelhos (O'DRISCOLL, 1988; MOW, 1991; MESSNER & GILLQUIST, 1993;
SUOMINEN, 1996; SHAHGALDI, 1998; HASEGAWA, 1999; DIDUCH, 2000; COSTA,
2001; QIU, 2002; MIERISCH, 2002; RUDERT, 2005; WITTE, 2006), ratos (KONDO,
2005), caes (BREYNAN, 1997), porcos (GOTTERBARM, 2006), ovelhas (KANDEL,
2006) e bugios (MALININ, 2006). No entanto, segundo MURRAY (2002), o modelo

canino se destaca por apresentar maior similaridade anatomica com o ser humano.

A articulacdo do joelho foi escolhida por ser uma articulagdo que sofre elevada
solicitagdo mecanica e por apresentar caracteristicas anatomicas, que facilitam a sua
abordagem cirargica e a avaliacdo do desempenho de implantes. Optou-se pelo sulco
troclear, e ndo pela regido dos condilos femorais, pela facilidade de abordagem do primeiro,
tornando deste modo o procedimento cirargico seguro e reprodutivel. Além disso,
a regido troclear também esta sujeita a solicitagdes mecanicas repetidas durante a marcha

do cdo, do mesmo modo que a regido dos condilos.

Na literatura consultada, constatou-se que tanto a regido dos condilos femorais
(MOW, 1991 MESSNER & GILLQUIST, 1993; COOK, 2003; KONDO, 2005; RENKEL,
2005; CHIANG, 2005; MALININ, 2006) como a regiao do sulco troclear (BREINAN,
1997; SHAHGALDI, 1998; HASEGAWA, 1999; COHEN, 2003; UEMATSU, 2005;
RUDERT, 2005; WHITE, 2006; SUOMINEM, 2006; KANDEL, 2006), foram sede para a

colocacdo de implantes.

A boa recuperagdo pos-operatoria do Grupo Experimental foi um atestado de
que os procedimentos cirurgicos foram realizados de forma adequada,
sem comprometimento significativo da fungdo do membro, que se restabeleceu em torno de
12 horas apds o procedimento. A exclusdo do cdo no. 2 foi considerada necessaria,
mesmo sem evidéncias de processo infeccioso agudo, pelo risco de ocorrer

comprometimento do desempenho dos implantes, que seriam de dificil interpretacao.

Embora o nimero de animais possa ser considerado pequeno, para se analisar o
desempenho dos implantes todos os animais foram seguidos por nove meses ¢ para se
prescindir de um outro grupo, a alternativa encontrada foi analisar a integragao do implante,

por meio da artroscopia.
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A opcao pelo diametro de 5 mm do defeito osteocondral levou em consideracao
o fato de que ja estd definido na literatura que didmetros inferiores a 3 mm tendem a ser
reparados espontaneamente por tecido fibrocartilaginoso (RUDERT, 2005). Desse modo,
procurou-se diminuir a interferéncia da capacidade de reparagdo intrinseca do proprio

animal.

5.1- Analise dos resultados obtidos

Para se mensurar o desempenho dos implantes de forma comparativa,
foram estabelecidos critérios sobre alguns parametros. Dentre os pardmetros avaliados que
foram definidos no objetivo do estudo, a manutencao do implante ao nivel da cartilagem
articular, pela sua integragdo ou fixagdo no osso subjacente, foi considerada o mais

importante.

Outros parametros, como o desgaste da patela, o crescimento de tecido fibroso
ou fibrocartilaginoso sobre o implante, assim como a presenca (ou ndo) de inflamacao da
membrana sinovial, foram considerados como eventos secunddrios ao primeiro.
Se o implante apresentasse boa fixa¢ao no tecido dsseo subjacente, ndo haveria movimento

e nem colapso do mesmo e, conseqiientemente, nem os outros eventos ja citados.

Alguns métodos, descritos a seguir, foram utilizados para estudar esses
parametros, seguindo critérios previamente estabelecidos para se comparar o desempenho

dos implantes.

5.1.1- Superficie articular

A artroscopia ¢ uma técnica que propicia a observacdo direta das estruturas
intra-articulares, por meio de um instrumento Optico, com minima invasdo e baixa
morbidade (CRENSHAW, 1989). Essa técnica tem sido bastante utilizada na medicina
humana para o diagnostico e tratamento de patologias articulares, incluindo-se as lesoes

osteocondrais. Por meio dessa técnica € possivel ndo s6 obter a dimensdo exata da lesdo,
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como também efetuar alguns procedimentos cirargicos reparativos (CRENSHAW, 1989).
Em medicina veterindria, no entanto, a técnica artroscopica ¢ pouco utilizada,

principalmente pela necessidade de equipe especializada e pelo elevado custo do material.

Nao foi encontrado na literatura relato de estudos que tenham utilizado esse
exame para analisar o desempenho de implantes osteocondrais. A utilizagcdo da artroscopia,
neste estudo, foi extremamente Util, sinalizando de certo modo o que iria ocorrer com o0s
dois tipos de implante aos 4 meses de seguimento. Esta ferramenta diagnostica deve ser
utilizada com mais freqiiéncia como uma forma alternativa de avaliag@o, reduzindo assim o
nimero de animais no experimento e propiciando uma visdo “in vivo” do implante,
que pode ser realizada repetidamente ao longo do estudo, sem causar danos significativos

para o animal.

Por meio desta avalia¢do, foi possivel constatar que a maioria dos implantes
ceramicos (B-TCP) apresentavam-se abaixo da superficie articular adjacente, com intensa
vascularizagdo da membrana sinovial, refletindo provavelmente intenso processo
inflamatorio, decorrente do movimento do implante, ou da liberagdo de particulas de
fosfato de calcio ou ainda do proprio tecido que tentava se formar sobre o implante.
Com relagdo ao PEUAPM, os achados foram completamente diferentes, pois ndo havia

aumento de vascularizagao e os implantes estavam situados ao nivel da cartilagem articular.

Pode-se, entdo, pressupor que a estabilidade mecéanica induz menor inflamagao

da membrana sinovial.

5.1.2- Anadlise da Interface entre o implante e o osso subcondral

Ao se utilizar implantes ceramicos (polifosfato de calcio e beta tricalcio fosfato)
para o preenchimento de defeito osteocondral, espera-se que esse material seja lentamente
reabsorvido e substituido por tecido dsseo neoformado. Isso foi observado nos estudos
realizados por KONDO et al. (2005), nos condilos do fémur de ratos; por GOTTERBARM
et al. (2006), na regido da troclea do fémur de porcos e por KANDEL (2006), na tréclea do

fémur de ovelhas.
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Na elaboragao deste estudo, optou-se pelo material ceramico (B-TCP) visando a
integracdo Ossea do implante e a reducdo do movimento do implante no seu leito e,
conseqlientemente, o colapso do mesmo com a solicitagdo mecanica articular. No entanto,
este ndo foi o resultado obtido, tanto na avalia¢do artroscopica ja descrita, como na analise
das radiografias. Com relagdo a avaliagdao radiografica, pdde-se constatar evidente halo
radioluscente ao redor dos implantes de B-TCP, quando comparado com o Grupo Controle
e, inclusive, com o implante de PEUAPM. Além disso, a média da largura das paredes
Osseas que continham os implantes de p-TCP, medida nas radiografias,

foi significativamente maior do que a média da largura dos implantes de PEUAPM.

Possivelmente, uma explicagdo para o desempenho ndo esperado e inferior do
implante de B-TCP no presente estudo (em relagdo a literatura) pode ser atribuida ao seu
modo de fabricagdo. Os implantes em questdo foram produzidos pela compactagdo de
granulos de B-TCP com o hidrogel na forma liquida, enquanto que os implantes utilizados
pelos estudos citados eram blocos porosos de B-TCP utilizados comercialmente para
preenchimento de defeitos dsseos. Provavelmente, a reabsor¢ao do implante pela invasao
celular e vascular reduziu rapidamente a sua resisténcia mecanica, impedindo a fixacao do

mesmo pelo tecido dsseo.

Corroborando de certo modo essa hipotese, a estabilidade mecanica dos
implantes de PEUAPM foi um fator decisivo para o melhor desempenho desse implante,
quando comparado com os de B-TCP. Mesmo sendo um implante sem condig¢des
intrinsecas de induzir o crescimento do tecido 6sseo, o simples fato de se manter estavel e
inerte (sem induzir reagdo inflamatoria secundaria) foi suficiente para permitir que o tecido
Osseo crescesse ao seu redor. Esse fato foi comprovado pela maior densidade Ossea e
manuten¢do da largura dos orificios, evidenciado nas radiografias apds nove meses de

seguimento.

Pressupde-se, entdo, que a matriz de PEUAPM suportou a carga recebida,
ndo permitiu micromovimentacdo do implante e ofereceu um ambiente estavel e adequado
para a formacao de tecido 6sseo ao seu redor.

A microscopia eletronica de varredura (mddulo retroespalhado) também foi

utilizada como uma forma alternativa para se avaliar a morfologia da interface

osso-implante. Ficou evidente que no caso dos implantes de B-TCP a espessura da interface
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era sempre maior ¢ havia perda da sua arquitetura normal praticamente em todos os
implantes, ao passo que com rela¢do aos implantes de PEUAPM, a espessura da interface
era muito menor e os implantes mantiveram a sua forma original. Esses achados

simplesmente reforcam todas as consideragdes previamente apresentadas.

5.1.3- Avaliacdo macroscopica do comportamento viscoelastico dos implantes de

B-TCP e de PEUAPM

A analise dos valores de deslocamento nos ensaios de fluéncia a indentagdo
representa a deformacdo da rede polimérica do hidrogel, devido a forca exercida pela
penetracdo da ponta da esfera. Na Tabela 7 pode-se observar que houve alteracao
significativa do comportamento viscoelastico do hidrogel, em fun¢do da matriz do implante
osteocondral. Comparando-se os valores de deformagdo da rede polimérica dos implantes
com matriz de PEUAPM, seguidos por nove meses, verifica-se que houve manuten¢do do
comportamento viscoelastico (Grafico 1). No entanto, quando se analisam os valores de
deformagdo e o comportamento das curvas de deformagdo com os implantes de B-TCP,
também apds nove meses de seguimento, ¢ nitida a perda da resisténcia a carga.
Essa resposta ¢ resultado da falta de sustentacdo mecanica dos implantes de B-TCP com o
passar do tempo, diminuindo a sua complacéncia e, conseqiientemente, resultando em
maior deformacdo. Como fator causal dessa resposta, pode-se considerar a reabsor¢do do
B-TCP, a sua fratura pelo movimento do implante gerado pela carga, ou os dois fatores em
conjunto. Por ser mais resistente e nao ser reabsorvido, o PEUAPM conferiu melhor
desempenho por apresentar melhor sustentacdo mecanica para a superficie de hidrogel de

pHEMA-(MMA-co-AA).

5.1.4- Avaliagdo do mecanismo de desgaste dos implantes

A andlise morfologica da superficie articular na regido do implante (hidrogel) e
da contra superficie (patela) permitiu qualificar os mecanismos de desgaste, e/ou a
transferéncia de hidrogel para a contra superficie, a presenga de “debris”, de lubrificacdo e

manutengao, e/ou integridade da superficie articular.
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Nao foi observado arrancamento do hidrogel, seja por adesdo ou por abrasao
que tenha gerado mecanismo de desgaste intenso em nenhum dos implantes. Acredita-se
que a manutencao da integridade superficial ocorreu devido a presenga do liquido sinovial e
pelo fato de ndo ter havido interacdes do tipo adesiva ou abrasiva significativas entre as

superficies da patela e do implante.

Apesar de ndo ter ocorrido desgarre do hidrogel das matrizes de B-TCP e de
PEUAPM, houve desgaste da superficie da patela, com inicio de processo degenerativo
evidente, apesar da presenca do liquido sinovial. Provavelmente, o tecido neoformado sobre
a superficie dos implantes foi responsavel por essa agressao sobre a superficie articular da
patela. Em geral, todo processo de desgaste se inicia pela adesdo superficial que,
com o passar do tempo, gera particulas no sistema, abrasdo e um mecanismo de desgaste de
trés corpos, que ¢ extremamente eficiente e catastrofico para a articulagao
(YAMAGUCHLI, 1990). Esse achado ¢ preocupante, ja que hé indicios de que esse processo
de desgaste possa ocorrer com ambos os implantes, porém, somente uma avaliagdo com
maior nimero de animais e com maior tempo de seguimento poderd confirmar essa

hipotese.

5.1.5- Histologia

A andlise dos implantes osteocondrais avaliados por microscopia Optica,
mostrou a presen¢a de uma camada de tecido fibroso envolvendo ambos os implantes.
Entretanto, nos implantes de B-TCP essa camada foi mais espessa. Todo implante, mesmo
os chamados inertes, acabam sendo envolvidos por capsula de tecido fibroso
(OREFICE, 2006), quando implantados no meio interno. Segundo LANGER (1983),
a espessura da capsula de tecido fibroso formada ao redor do implante, esta diretamente

relacionada com o grau de toxicidade do material implantado.

Neste estudo as hipdteses possiveis para explicar porque a capsula de tecido
fibroso foi maior ao redor dos implantes de B-TCP devem recair sobre a pureza do material
empregado e/ou sobre a liberacdo de particulas, estimuladas pelo micromovimento do

implante.
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Com relagdo a toxicidade do B-TCP, as andlises realizadas em meio de cultura
com fibroblastos mostraram que essas as particulas ndo foram consideradas toxicas para

esse tipo de célula, afastando, desse modo, essa hipotese.

Com relagdo a presenga das particulas, sabe-se que, em geral, que quanto maior
for o nimero e menor for o tamanho das particulas liberadas por um implante, maior sera a
reacdo inflamatoria induzida, independente da constituicio quimica das mesmas.
Materiais considerados inertes, como por exemplo, os materiais carbonicos, podem induzir
intensa rea¢do inflamatoria, dependendo do tamanho das particulas e da sua forma,

como descrito por BELANGERO et al. (1993).

Assim sendo, resta como explicacao possivel, o efeito das particulas de B-TCP,
que devem ter ocorrido pela invasdo celular e vascular, logo apds a sua implantagdo.
Mesmo que ndo tenha havido efeito toxico das mesmas, essas devem ter induzido reacdo
inflamatoria, com neoformagao de tecido fibroso ao redor do implante, propiciando maior
mobilidade do mesmo que, por sua vez, induzia ainda mais a reacdo inflamatoria,
criando-se, assim, um circulo vicioso que culminou com o colapso do implante.
Todas as avaliagdes realizadas (artroscopia, radiografia, microscopia eletronica de

varredura) indicam e respaldam essa historia natural.
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6- CONCLUSOES
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Nas condi¢des em que foi realizado este estudo e baseando-se nos resultados

obtidos, concluiu-se que:

1) O implante de PEUAPM / pHEMA/poli(MMA-co-AA) apresentou melhor desempenho
bioldgico e mecanico do que o implante de B-TCP / pHEMA/poliMMA-co-AA);

2) A interface gerada pelos implantes de PEUAPM / pHEMA/poliMMA-co-AA)
apresentou menor quantidade de tecido fibroso, tanto na avaliacdo radiografica,

pela MEV e microscopia Optica;

3) Os implantes de PEUAPM / pHEMA/poli(MMA-co-AA) apresentaram manutengdo de

seu comportamento viscoeldstico no transcorrer do estudo;

4) Houve indicios de processo de desgaste abrasivo em patela.
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