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RESUMO

Este estudo estd dividido em dois capitulos. O primeiro trata-se de uma breve
introdugdo geral e referencial tedrico, com o intuito de apresentar os objetivos e
as hipoteses formuladas, e justificar o trabalho cientifico. O segundo capitulo
esta apresentado na forma de artigo cientifico. Este teve como objetivo, avaliar a
eficacia da associacdo do fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-
1) com enxerto osteocondral autégeno, em formato integro ou macerado, no
reparo de defeitos osteocondrais, induzidos no sulco troclear femoral de coelhos.
Foram utilizados 17 coelhos da raca Nova Zelandia. As 34 articulagdes fémoro-
tibio-patelares foram separadas em quatro grupos, onde foram utilizados
enxertos osteocondrais autogenos, em formato integro ou macerado, associado
ao IGF-1 ou a solug@o fisioldgica, como controle. Os animais foram submetidos
a enxertia aos seis meses de idade, em ambas as articulagdes, e avaliados por
meio de exames ortopédicos, radiograficos, macroscopicos, histoldgicos e
imuno-histoquimicos. A eutandsia foi realizada em 6 e 12 semanas de pos-
operatorio. Apesar de ndo serem verificadas diferencas significativas entre os
grupos avaliados, em relagdo aos aspectos clinicos, macroscdopicos, histologicos
e imuno-histoquimicos, observou-se que a utilizacdo do IGF-1 incentivou o
processo de reabsor¢do e substitui¢io do enxerto, favorecendo a reparacdo
tecidual. Na avaliacdo radiografica, constatou-se um preenchimento
significativamente melhor da superficie articular, nos grupos com IGF-1. Pela
imuno-histoquimica observou-se que, independente da adi¢do do IGF-1 ou do
formato do enxerto, a produgdo de colageno tipo 2, se mostrou adequada no

tecido cartilaginoso de reparag@o.

Palavras-chave: Fator de crescimento semelhante a insulina. Reparacio
articular. Osteoartrite. Tecido cartilaginoso. Colageno tipo II.



ABSTRACT

This study is divided into two chapters. The first one is a brief introduction and
general theoretical reference with the intent to present the objectives and
hypotheses, and justify this scientific work. The second chapter is presented in
the form of a scientific paper. The research aimed to evaluate the effectiveness
of the insulin-like growth factor type 1 (IGF-1) in combination with autogenous
osteochondral graft, intact or macerated format, in the repair of osteochondral
defects induced in the femoral trochlear groove of rabbits. Seventeen New
Zealand rabbits were used. The 34 stifle joints were separated into four groups,
which autogenous osteochondral autografts were used in intact or macerated
format, associated with IGF-1 or saline solution as a control. The animals
underwent grafting procedure at six months of age in both joints and were
evaluated by orthopedic, radiographic, macroscopic, histological and
immunohistochemical analyses. Euthanasia was performed at 6 and 12 weeks
postoperatively. Although not observed significant differences between the
groups  evaluated in  clinical,  macroscopic,  histological  and
immunohistochemical analyzes, it was observed that IGF-1 stimulated the
process of resorption and substitution of the osteochondral graft, which favored
the tissue repair. In the radiographic evaluation there was a significantly better
articular surface filling in groups with IGF-1. By immunohistochemical it was
observed that, regardless of the addition of IGF-1 or the graft format, type 2

collagen production was adequate in the repair cartilaginous tissue.

Keywords: Insulin-like growth factor. Articular repair. Osteoarthritis.
Cartilagenous tissue. Type II collagen.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO

A cartilagem articular lesionada, possui uma capacidade de reparacdo
limitada, aumentando a predisposicdo ao desenvolvimento de osteoartrites
secundarias. Diversas estratégias t€m sido estudadas para induzir a formagdo de
um tecido de reparacdo cartilaginoso, contudo, nenhuma delas resultou na
criacdo de uma estrutura com as propriedades bioquimicas e mecanicas idénticas
a original. Os fatores de crescimento polipeptidicos, como o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), regulam a condrogénese e
podem ser utilizados como agentes terapfuticos. A utilizagdo de enxertos
osteocondrais autdgenos permite o preenchimento dos defeitos na superficie
articular com cartilagem hialina de forma direta, em um unico procedimento e
livre de reagdes imunoldgicas.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos sobre o efeito
do IGF-1 em associagdo ao enxerto osteocondral no formato integro ou
macerado, como estratégia no reparo de lesdes da cartilagem articular.
Entretanto, as pesquisas ja realizadas em animais domésticos € em seres
humanos, sugerem resultados promissores no tratamento das lesdes
osteocondrais, com a utilizagdo de fatores de crescimento, tal como o IGF-1.
Desta maneira, esta pesquisa objetivou avaliar a eficacia do enxerto osteocondral
de origem autogena, em formato integro ou macerado, associado ou ndo ao IGF-
1, no reparo de defeitos osteocondrais induzidos no sulco troclear femoral de
coelhos. Formulou-se a hipdtese de que o IGF-1, associado ao enxerto
osteocondral, principalmente no formato integro, promoveria melhor reparagio

da lesdo induzida, possibilitando o preenchimento do defeito com tecido
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cartilaginoso, com caracteristicas histologicas semelhantes a cartilagem original.
Além disso, acreditou-se que o enxerto osteocondral combinado ao IGF-1,
permitiria a formagdo mais acentuada de colageno do tipo II, inclusive, nos
espagos ndo ocupados pelo enxerto autdgeno, melhorando a integracdo na

interface entre enxerto e leito receptor.

2. REFERENCIAL TEORICO

O reparo de lesdes da cartilagem articular ¢ atualmente um dos maiores
desafios para os cirurgides ortopédicos. Diante disso, varios métodos tém sido
desenvolvidos e utilizados visando a recuperagdo deste tecido (HEIR et al.,
2012; NUKAVARAPU; DORCEMUS, 2013; SONG et al., 2014; ZAK et al.,
2014). A cartilagem articular possui uma limitada capacidade de regeneracio,
pois, fatores como baixa atividade mitdtica, auséncia de inervagdo, auséncia de
suprimento sanguineo e¢ a pouca mobilidade dos condrocitos, predispdem a
cartilagem a reparag@o ineficiente. As lesdes osteocondrais nio tratadas poderdo
levar ao desenvolvimento da doenca articular degenerativa, com consequente
distirbio incapacitante do membro (KHAN et al., 2013; NAKAMURA et al.,
2012; ORTH et al., 2011; ZAK et al., 2014). Esta estrutura possui a
caracteristica de ndo possibilitar a recuperag@o do tecido cartilaginoso original,
mas sim, preencher o defeito com tecido fibrocartilaginoso (TIWARY et al.,
2013). O tecido cartilaginoso possui elevada quantidade de colageno tipo II,
enquanto a fibrocartilagem possui elevada quantidade de coldgeno do tipo I e
deficiéncia em proteoglicanos, oferecendo propriedades bioquimicas e
mecanicas inferiores quando comparadas a cartilagem normal, tendo sua
resisténcia e durabilidade substancialmente reduzidas (MOLLON et al., 2013).

Assim, as intervengdes para o reparo da lesdo osteocondral deverdo utilizar uma
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metodologia que propicie a reparagdo cartilaginosa da superficie articular,
restabelecendo a adequada biomecédnica da articulagdo, com o objetivo de
recuperar a fun¢do normal do membro (TIWARY et al., 2013; ZASLAV et al,,
2012).

Os esforcos para alcangar o reparo adequado das lesdes, sdo limitados
pela dificuldade em estimular as células residentes a formarem uma nova
cartilagem com propriedades semelhantes a original (MADRY et al., 2005).
O’Loughlin, Heyworth e Kennedy (2010) afirmaram que em casos de pequenas
lesdes na cartilagem, o preenchimento do defeito por fibrocartilagem pode ser
suficiente. Porém, em lesdes amplas, o recobrimento da superficie articular por
este tecido ¢ ineficiente, e ndo suporta a pressdo na superficie articular, por
longo periodo. Lesdes cartilaginosas extensas levam ao desenvolvimento da
osteoartrite ¢ podem requerer, em casos mais graves, a substituicdo da
articulacgéo por proteses (KALSON; GIKAS; BRIGGS, 2010).

Denomina-se osteocondrite dissecante (OCD) quando ha falha no
processo de ossificacdo endocondral, devido a diminui¢do na vascularizagio da
cartilagem epifiseal. A redugdo no fornecimento de nutrientes e oxigénio leva a
retengdo cartilaginosa e necrose local, o que torna a cartilagem vulneravel e
predisponente a eventos como trauma, fissura e desprendimento do fragmento
cartilaginoso dentro da articulagio (EKMAN; CARLSON, 1998). Em humanos,
a OCD pode afetar varias articulagdes, porém, os locais mais acometidos sdo os
condilos femorais (NUKAVARAPU; DORCEMUS, 2013; SASAKI et al., 2012;
WULF et al., 2012). A microvascularizagdo da regido distal do fémur em
humanos, ¢ abundante, com numerosas anastomoses ¢ alteragdes nesta
vascularizagdo predispdem a articulag@o ao surgimento da OCD. O alto impacto
repetitivo sobre as superficies articulares tem-se mostrado como causa comum

desta patologia, que ¢ observada com maior frequéncia em individuos atletas
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(WULF et al., 2012). Ja em cdes, a OCD acomete principalmente a cabeca
umeral (FITZPATRICK et al., 2010).

As lesoes cartilaginosas em joelhos possuem a capacidade de provocar
dor continua, reducdo da amplitude de movimento e perda da fungdo do membro
(KALSON; GIKAS; BRIGGS, 2010). Fitzpatrick et al. (2010) afirmaram que a
enxertia osteocondral de origem autégena, promove uma barreira mecanica entre
0 0sso subcondral e o liquido sinovial, o que ¢ desejavel para a reducdo da dor e
da consequente claudicag@o.

A vantagem na utilizacdo de autoenxerto osteocondral no tratamento de
lesdes da cartilagem, em relagdo a outras técnicas, estd na possibilidade de
implantar a cartilagem hialina de forma direta no interior do defeito e permitir o
movimento articular precoce, ¢ o apoio do membro lesionado (KRUSCHE-
MANDL et al., 2012; ZAK et al., 2014), o que torna esta técnica como
primeira escolha no tratamento da osteocondrose do condilo femoral e da cabeca
do tmero em cées (FITZPATRICK et al., 2010; KALSON; GIKAS; BRIGGS,
2010). A utilizagdo de enxertos osteocondrais de origem autdogena ¢ a uUnica
técnica capaz de preencher o defeito articular com cartilagem hialina propria. E
considerado um método relativamente simples, quando comparado ao
transplante de condrécitos de origem autégena e mostra-se livre de reagdes
imunoldgicas presentes nos enxertos homdlogos (ARAKI et al., 2013; ZAK et
al., 2014).

A restauragdo do contorno e da congruéncia articular ¢ desejavel na
realizacdo do procedimento de enxertia osteocondral, ao influenciar de forma
direta a fung¢@o do enxerto e os resultados do tratamento (FITZPATRICK et al.,
2010). Porém, a falta de integracdo ou interdigitacdo entre o enxerto e o local
receptor, promovera, em longo prazo, resultados indesejaveis como déficits

biomecanicos na superficie articular e osteoartrite (SIEBERT et al., 2006).
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Fitzpatrick et al. (2010) afirmaram que € impossivel de ser realizada a
completa cobertura articular pela enxertia osteocondral em lesdes cartilaginosas
extensas, como as observadas na regido caudocentral da cabega do umero em
cées de ragas grandes, o que promove uma desigual distribui¢do de peso sobre a
superficie articular do umero, predispondo as alteracdes biomecanicas e
degenerativas. Os espagos ndo preenchidos pela enxertia terfo a fibrocartilagem
como tecido reparador. Em um estudo retrospectivo em humanos, Solheim et al.
(2010) observaram a perda da camada superficial da cartilagem apds cinco anos
da realizacdo da enxertia pelo método da mosaicoplastia. Notaram ainda, que a
area entre o enxerto e o leito receptor foi preenchida por fibrocartilagem, e
associaram a presenca de fissuras neste local ao aumento da consisténcia do
enxerto. Estas alteragdes promoveram reducdo na durabilidade da enxertia e
consequente osteoartrite.

Ekman e Carlson (1998) afirmaram que lesdes da cartilagem articular
em suinos ¢ aves, podem ocorrer pela deficiéncia de fatores de crescimento
transformador beta (TGF-B) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1), e apontaram a isquemia como responsavel pela deficiéncia destes fatores. O
IGF-1 aumenta a proliferagdo de condrdcitos, a produgido de proteoglicanos e a
sintese de coldgeno do tipo II in vitro, e melhora o reparo da cartilagem in vivo
(CLARK et al., 2014; YI et al., 2013; YU et al., 2012). Em lesdes agudas, o
IGF-I exdégeno pode influenciar a migracdo de células com capacidade de
diferenciag@o para os espagos do 0sso esponjoso, e prover uma importante fonte
de células pluripotentes para o reparo da cartilagem. Além disso, facilita a
condrogénese e a reparagdo de lesdes de cartilagem articular a partir de células-
tronco provenientes da medula dssea (CLARK et al., 2014).

Diversas terapias com proteinas, tais como o IGF-1 ¢ TGF-18, aplicadas

através de injecdo intra-articular, tém se mostrado promissoras em pesquisas
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pré-clinicas, promovendo a estimulacio do crescimento de cartilagem e
impedindo a degradagdo e perda dos condrdcitos (LOFFREDO et al., 2014).
Lesdes de cartilagem articular tratadas com condrocitos expressando IGF-1
mostraram significante melhora da integrag¢ao na interface entre tecido reparado
e cartilagem saudavel (MADRY et al., 2005; NADZIR et al., 2013). Em um
experimento com coelhos, Madry et al. (2010) concluiram que a combinagdo de
IGF-1 e FGF-2 aumentaram significantemente o reparo de lesdes da cartilagem,
apos trés semanas do preenchimento. Nixon et al. (1999) observaram em um
experimento com cavalos, que defeitos cartilaginosos expostos ao IGF-I
possuiam uma organizagdo celular evidente, abundante quantidade de pro-
colageno tipo II e acentuada presenca de cartilagem hialina no reparo do defeito
cartilaginoso.

Apesar de diversas medidas inovadoras serem propostas, o sucesso
terapéutico em longo prazo ainda é incerto, e nenhuma das metodologias
estudadas possibilitou regenerar totalmente a integridade tecidual da cartilagem

articular (LAM et al., 2014; MADRY et al., 2010).
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CAPITULO 2
ENXERTO OSTEOCONDRAL AUTOGENO ASSOCIADO AO IGF-1
EM LESAO INDUZIDA NA CARTILAGEM ARTICULAR DE
COELHOS

RESUMO
A cartilagem articular possui uma capacidade limitada de regeneracdo, que
induz a formagdo de um tecido fibrocartilaginoso com caracteristicas inferiores a
cartilagem original. Diversos métodos de tratamentos tém sido propostos, mas
nenhum deles atingiu a efetividade terapéutica adequada. Nesta pesquisa,
objetivou-se a avaliacdo do enxerto osteocondral autdgeno, em formato integro
ou macerado, em associagdo ao fator de crescimento semelhante a insulina tipo-
1 (IGF-1), no reparo de defeitos osteocondrais induzidos no sulco troclear
femoral de coelhos. Foram utilizados 17 coelhos da raca Nova Zelandia, fémeas,
com seis meses de idade e aproximadamente 4,5 kg. As 34 articulagdes fémoro-
tibio-patelares foram submetidas ao procedimento de enxertia, e separadas em
quatro grupos, denominados enxerto osteocondral integro com IGF-1 (grupo 1),
enxerto osteocondral integro com solugdo fisioldgica (grupo 2), enxerto
osteocondral macerado com IGF-1 (Grupo 3) e enxerto osteocondral macerado
com solucgdo fisioldgica (grupo 4). As articulagdes operadas foram avaliadas por
meio de exames ortopédicos e radiograficos em 3, 6, 9 e 12 semanas apds o
procedimento. Os animais foram eutanasiados apds 6 e 12 semanas de pos-
operatorio, ¢ a regido enxertada foi submetida a analise macroscopica,
histologica e imuno-histoquimica. Apesar de ndo se verificar diferencas
estatisticas significativas entre os grupos avaliados, em relacdo aos aspectos
clinicos, macroscopicos, histoldgicos e imuno-histoquimicos, observou-se que a

utilizagdo do IGF-1, principalmente quando associada ao enxerto integro,
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incentivou o processo de reabsor¢do e substituicdo do enxerto, favorecendo a
reparagdo tecidual. Na avaliagdo radiografica, constatou-se o preenchimento
mais efetivo da superficie articular e do leito receptor, nos grupos que utilizaram
o IGF-1. Pela imuno-histoquimica, observou-se que independente da adi¢do do
IGF-1 ou do formato do enxerto utilizado, a producdo de colageno tipo 2 se
mostrou adequada no tecido reparado. Conclusivamente, a adi¢do do IGF-1 ao
enxerto osteocondral autogeno, incentiva os eventos de reabsorcdo e substitui¢do
do tecido enxertado. Os enxertos osteocondrais autégenos, independentemente
do formato integro ou macerado, apresentam adequada capacidade de reparagao
da cartilagem articular, com formagdo de colageno tipo 2, semelhante ao tecido

original.

Palavras-chave: Fator de crescimento semelhante a insulina. Reparagdo articular.

Osteoartrite. Tecido cartilaginoso. Colageno tipo II.

AUTOGENOUS OSTEOCHONDRAL GRAFT ASSOCIATED WITH
IGF-1 IN INDUCED ARTICULAR CARTILAGE LESION IN RABBITS

ABSTRACT

The articular cartilage has a limited capacity for regeneration, which induces the
formation of fibrocartilaginous tissue with lower characteristics than the original
cartilage. Various treatments have been proposed, but none of them reached the
appropriate therapeutic effectiveness. The research aimed the evaluation the
autogenous osteochondral graft, in intact or macerated format, in combination
with insulin-like growth factor type-1 (IGF-1) in the repair of osteochondral

defects induced in the femoral trochlear groove of rabbits. Seventeen New
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Zealand rabbits, females, with six months of age and approximately 4.5 kg were
used. The 34 stifle joints were subjected to the grafting procedure and separated
into four groups, nominated intact osteochondral graft with IGF-1 (group 1),
intact osteochondral graft with saline solution (group 2), macerated
osteochondral graft with IGF-1 (Group 3) and macerated osteochondral graft
with saline solution (group 4). The operated joints were evaluated using
orthopedic and radiographic examinations at 3, 6, 9 and 12 weeks after the
procedure. The animals were euthanized after 6 and 12 weeks postoperatively
and the grafted area was submitted to macroscopic, histological and
immunohistochemical analyzes. Although not verified significant statistical
difference between the groups evaluated in relation to clinical, macroscopic,
histological and immunohistochemical aspects, it was observed that IGF-1,
particularly when associated with the intact graft, stimulated the process of
resorption and substitution of the graft, which favored the tissue repair. In the
radiographic evaluation there was a significantly most effective filling of the
articular surface and the recipient site in groups with IGF-1. By
immunohistochemical it was observed that, regardless of the addition of IGF-1
or the graft format, type 2 collagen production was adequate in the repair tissue.
In conclusion, the IGF-1 in combination with autogenous osteochondral graft
stimulates the processes of reabsorption and replacement of the grafted tissue.
The autogenous osteochondral grafts, regardless of intact or macerated format,
have adequate capacity to repair the articular cartilage, with type 2 collagen

formation similar to the original tissue.

Keywords: Insulin-like growth factor. Articular repair. Osteoarthritis.
Cartilagenous tissue. Type II collagen.
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1. INTRODUCAO

O reparo de lesdes da cartilagem articular ¢ atualmente um dos maiores
desafios para os cirurgides ortopédicos. Diante disso, varios métodos t€m sido
desenvolvidos e utilizados visando a recuperacdo deste tecido (LAM et al.,
2014; ZAK et al.,, 2014). A cicatrizagdo da cartilagem articular, possui a
caracteristica de ndo possibilitar a recuperagdo do tecido cartilaginoso original,
mas sim, preencher o defeito com tecido fibrocartilaginoso (FITZPATRICK et
al., 2010; MADRY et al., 2005; SINGH et al., 2013; TIWARY et al., 2013). Por
possuir uma capacidade de recuperagdo intrinseca reduzida, as lesdes
cartilaginosas resultam em osteoartrites e, posteriormente, em disturbios
incapacitantes do membro (KIM et al., 2013; RODRIGUEZ-MERCHAN, 2012).

Assim, as interven¢des para o reparo da lesdo osteocondral, devem
utilizar uma metodologia que propicie a reparagdo cartilaginosa da superficie
articular, restabelecendo a adequada biomecanica da articulagdo, com o objetivo
de recuperar a fungdo normal do membro (ARAKI et al., 2013; SIEBERT et al.,
2006; ZASLAV et al., 2012). O transplante de enxertos osteocondrais autégenos
tem demonstrado resultados relativamente satisfatorios, uma vez que requer
apenas um procedimento cirurgico e geralmente resultam em rapida recuperagdo
(KRUSCHE-MANDL et al., 2012). Alguns fatores de crescimento tem sido
avaliados em associag@o aos tecidos enxertados, com destaque para a utilizagao
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que tem como
intuito aumentar a proliferagdo de varios tipos celulares, incluindo as células
tronco mesenquimais, osteoblastos e condroblastos, auxiliando na formacgao de
tecido novo (CLARK et al., 2014). Também apresenta um importante papel de
estimular a diferenciacdo em cartilagem das células derivadas da medula o6ssea e

da sindvia (CLARK et al., 2014; MADRY et al., 2005).
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Existem algumas alternativas desenvolvidas com o objetivo de induzir a
formagdo de tecido reparador nos defeitos osteocartilaginosos (EFE et al., 2012;
KOGA et al., 2008; NUKAVARAPU; DORCEMUS, 2013; TRATTNIG et al.,
2011). Apesar de alguns resultados positivos a médio e longo prazo, estas
técnicas tém sido associadas a formacgdo de tecido fibroso, alta morbidade e
inadequada preservacdo do enxerto, que prejudicam os resultados clinicos ¢ os
tornam imprevisiveis (LAM et al., 2014; MOLLON et al., 2013; RODRIGUEZ-
MERCHAN, 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do enxerto osteocondral de
origem autdgena, em formato integro ou macerado, associado ou ndo ao IGF-1,
no reparo de defeitos osteocondrais induzidos na tréclea femoral de coelhos.
Formulou-se a hipotese de que o IGF-1, associado ao enxerto osteocondral,
principalmente no formato integro, promoveria melhor reparacdo da lesdo
induzida. Além disso, acreditou-se que os enxertos osteocondrais associados ao
IGF-1, permitiria a formagdo mais acentuada de colageno do tipo II,

favorecendo o processo de reparago da cartilagem articular.

2. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi submetida a2 Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFLA) — Protocolo n° 010/11 e realizado nas instalagdes do Biotério e
do Centro Cirtrgico Veterinario da Universidade Federal de Lavras.
Inicialmente, foram selecionados 18 coelhos da linhagem Nova Zelandia,
fémeas, higidas, com idade de seis meses e peso corporal médio de 4,5 kg,
provenientes de cunicultura regulamentada (Fazenda Experimental Prof. Hélio

Barbosa/UFMG). Forneceu-se dieta padrio e agua ad [libitum, mantendo-se
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adequadas condig¢des de higiene e manejo, conforme os regulamentos do Comité
de Etica de Animais.

Todos os animais foram submetidos a0 mesmo protocolo anestésico para
enxertia osteocondral. A medicagdo pré-anestésica constituiu-se da
administra¢io intramuscular de sulfato de atropina' (0,044 mg/kg) e cloridrato
de tramadol® (1 mg/kg). Apds 15 minutos realizou-se a indugio anestésica por
meio da administracio intramuscular da associacdo cloridrato de cetamina® (30
mg/kg) e cloridrato de xilazina® (I mg/kg). A manutengdo anestésica foi
realizada com a mistura de isoflurano’ e oxigénio através de mascara. Como
profilaxia antibidtica, aproximadamente 30 minutos antes do procedimento
cirtrgico, administrou-se enrofloxacina’ (5 mg/kg) via subcuténea. A preparagio
e antissepsia para a cirurgia ortopédica ocorreu de maneira rotineira. Os
procedimentos cirurgicos foram realizados em ambas as articulagdes dos joelhos
de cada animal. Com a perda de um animal, 34 articulagdes foram submetidas a
enxertia osteocondral autégena no sulco troclear femoral. Estas foram divididas
aleatoriamente em quatro grupos, denominados como enxerto osteocondral
integro associado ao IGF-17 (Grupo 1), enxerto osteocondral integro associado a
solugdo fisioldgica (Grupo 2), enxerto osteocondral macerado associado ao IGF-
1 (Grupo 3) e enxerto osteocondral macerado associado a solugdo fisiologica
(Grupo 4). Para evitar a interferéncia de uma possivel aco sist€émica, do fator de
crescimento sobre os resultados finais, nove animais receberam os enxertos

associados ao IGF-1 (Grupo 1 em um membro e grupo 3 no outro). Os outros

! Hypotropin® 0,25 mg/ml, Hypofarma - MG

 Medicamento genérico 50 mg/ml, Hipolabor farmacéuticas - MG
* Cetamin® 10%, Syntec - SP

* Xilazin® 2%, Syntec - SP

* Isoforine® 100%, Cristalia - SP

® Chemitril injetavel® 2,5%, Chemitec - SP

"IGF-1 100pg, Biovision - USA
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oito animais receberam os enxertos sem acréscimo do IGF-1 (Grupo 2 em um
membro e grupo 4 no outro), e foram considerados os grupos controles.

A artrotomia fémoro-tibio-patelar foi realizada seguindo as
recomendacdes de Madry et al. (2010), por meio de uma incisdo parapatelar
medial (Figura 1A). Com o auxilio de uma trefina manual®, colheu-se um
cilindro de enxerto osteocondral de 3,0mm de didmetro e 5,0mm de
profundidade. Este instrumento foi posicionado no centro do sulco troclear,
perpendicularmente a superficie articular, tendo como referéncia o tenddo do
musculo extensor digital longo (Figura 1B). Apds a realizacdo dos defeitos e
remogao dos cilindros osteocondrais (Figura 1C), as articulagdes foram lavadas
com solug@o fisioldgica e o sangramento controlado.

Para diminuir a morbidade referente ao local doador, o enxerto
osteocondral obtido em um membro foi utilizado no membro contralateral. Nos
animais dos grupos 1 e 2, os enxertos foram mantidos integros e introduzidos
nos orificios dsseos por meio de pressdo digital, até a obtencdo da oclusdo dos
defeitos. Nos animais dos grupos 3 e 4, os enxertos foram macerados com
auxilio de uma cizalha e introduzidos por meio de pressdo digital nos defeitos.
Ressalta-se, que antes da introdu¢do dos enxertos, nos grupos 1 e 3, o local
receptor do enxerto foi enriquecido com a instilagdo de 0,2 ml (10 pg) de IGF-1
(Figura 1D) e, nos grupos 2 e 4, com 0,2 ml de solugdo fisioldgica’, com o
auxilio de uma pipeta de ponta fina. Em todas as situagdes, colhetou-se
previamente ImL de sangue venoso sem EDTA, para a formagdo do coagulo. O
mesmo foi posicionado dentro do defeito apos a instilacdo do IGF-1 ou solugdo

fisioldgica, para posterior oclusdo com enxerto macerado ou integro (Figura 1E).

8 Broca trefina de 3,0mm de didmetro, Neodent - SC
? Cloreto de sodio 0,9%, Sanobiol - MG
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A sutura da ferida cirurgica foi realizada utilizando-se fio absorvivel de
acido poliglicolico' 3-0, para sintese individualizada da cépsula articular, das
fascias musculares e tecido subcutaneo, em padrdo simples continuo. Por fim,
empregou-se o mesmo tipo de fio cirurgico para a dermorrafia, em padrdo

intradérmico (Figura 1F).

1% Acido poliglicélico, Bioline - GO
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Figura 1 - Procedimento cirurgico para realizacdo de artrotomia e realizagdo dos
diferentes tratamentos experimentais. A: artrotomia parapatelar medial da
articulacdo fémoro-tibio-patelar em um coelho. B: colheita de um cilindro de
enxerto osteocondral de 3,0mm de didmetro e 5,0mm de comprimento no centro
da tréclea femoral, com o auxilio de uma trefina de mosaicoplastia. C: aspecto
do defeito na superficie articular apds a retirada do cilindro osteocondral. D:
Instilagdo de 0,2 ml (10 pg) de IGF-1 no local receptor. E: inser¢@o do enxerto
osteocondral integro para oclusdo do local receptor. F: aspecto da ferida
cirirgica apos a realizacdo das suturas.

No pés-operatério imediato, aplicou-se meloxicam'' (0,2 mg/kg) por via
subcutanea. Os animais foram monitorados e mantidos aquecidos durante o
retorno anestésico, ¢ posteriormente transferidos para gaiolas individuais.
Nenhuma bandagem foi aplicada. No periodo pds-operatorio administrou-se
meloxicam (0,2 mg/kg) e enrofloxacina (5 mg/kg), ambos a cada 24 horas e por
via subcutanea, durante trés e cinco dias, respectivamente. Realizou-se a
higienizacdo didria da ferida cirurgica com solugéo fisiologica durante sete dias
consecutivos. Foi permitido aos animais circular livremente em suas gaiolas e
sustentar o peso sobre os membros pélvicos imediatamente apds a cirurgia.

Os animais foram avaliados semanalmente apds a cirurgia, por meio de
exame ortopédico, observando-se o apoio dos membros, presenga de efusio
articular, crepitacdo e sensibilidade dolorosa a manipulagéo da articulacio.

Os exames radiograficos das articulagdes operadas foram realizados
imediatamente apos a cirurgia, e nas 3, 6, 9 e 12 semanas de pds-operatdrio. As
radiografias da articulagdo fémoro-tibio-patelar foram obtidas nas proje¢des
craniocaudal, mediolateral ¢ sky line. As imagens radiograficas em posi¢ao
mediolateral foram avaliadas de forma cega, por um unico avaliador, e
pontuadas quanto ao preenchimento da superficie articular e do leito receptor da
enxertia. A pontuac@o variou de 0 a 3, sendo (0) auséncia de preenchimento, (1)

preenchimento escasso, (2) preenchimento parcial e (3) preenchimento total.

" Maxicam® 0,2%, Ouro Fino - SP
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Oito animais foram eutanasiados com seis semanas, € nove animais com
12 semanas ap6s o procedimento de enxertia, sendo que havia representantes de
todos os grupos avaliados nos dois periodos de eutanasia. O procedimento foi
realizado por meio de sedagdo com cloridrato de xilazina (2,0 mg/kg) por via
intramuscular, seguida pela infusdo intravenosa com sobredose de tiopental
sodico'? a 2,5 % e cloreto de potéssio.

A necropsia, as articulagdes submetidas ao procedimento cirtrgico
foram dissecadas. Realizou-se o registro fotografico e a avaliagdo macroscopica
da enxertia e regido adjacente, utilizando-se um sistema de pontuagfo inversa
desenvolvido por Orth et al. (2011). Este sistema foi baseado em nove
parametros especificos, onde pontuagdes individuais foram atribuidas. O
resultado final variou de zero ponto (cartilagem sem alteracdes) a 12 pontos

(sem sinais de reparagdo) (Tabela 1).

Tabela 1 - Sistema de pontuagdo para avaliagdo macroscdpica da articulacio.

Categoria Pontuacio

1. Contratura

Niao 0
Sim 1
2. Efusao

Nao 0
Sim 1

3. Aderéncias intra-articulares
Nio 0
Sim 1

"2 Thiopentax® 1,0g, Cristalia - SP
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Tabela 1, conclusio.

Categoria Pontuacio
4. Sinovite 0
Nao 1

Sim

5. Osteofitos
Nao 0
Sim 1

6. Coloracio do tecido reparador

Normal 0
Translucido 1
Escuro 2

7. Superficie do tecido reparador

Liso 0
Fibrilado 1
Degenerado 2

8. Integracio com a cartilagem adjacente
Completa integragio 0
Bordas demarcadas 1

9. Preenchimento do defeito

Saliente

Nivelado com a cartilagem adjacente

50% de reparacdo da profundidade do defeito
0% de reparagdo da profundidade do defeito

N = O =

Fonte: adaptado de Orth et al. (2011)

Depois disso, foram colhidas amostras da capsula articular e da regido

enxertada do sulco troclear de todas as articulagdes operadas. Foram realizadas
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seccdes nos condilos femorais para separar o local enxertado e regido adjacente,
as quais foram fixadas em formalina tamponada 10% por 24 horas. A cartilagem
e o osso foram descalcificados por um periodo de quatro a seis semanas em
EDTA" (solugdo de pH 7,0). Uma secgdo axial foi realizada no centro do local
de reparacio, a qual foi fotografada, e as duas partes equivalentes com amostra
do local de enxertia, foram processadas de forma rotineira para a histologia.
Seccdes seriadas de 4um, a partir da regido central do leito receptor foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina.

As amostras do local enxertado foram avaliadas em microscdpio de luz,
em analise cega por dois avaliadores, sendo utilizado um sistema de pontuacéo
histologica modificada de Sellers, Peluso e Morris (1997) e Wakitani et al.
(1994). Este sistema foi baseado em sete pardmetros especificos, onde a
pontuagdo total variou de zero ponto (cartilagem sem alteragdes) a 31 pontos
(sem tecido de reparagdo) (Tabela 2).

Em algumas categorias foi avaliado o defeito (categoria 1,
preenchimento do defeito em relacdo a superficie normal da cartilagem
adjacente; e categoria 4, arquitetura dentro do defeito ndo incluindo margens).
Nas categorias 2, 5 e 7 foram avaliados aspectos especificos do reparo tecidual,
incluindo a integracdo do tecido de reparagdo com a cartilagem adjacente, ¢ a
arquitetura da superficie e a formagdo da tidemark, respectivamente. A categoria
3 relacionava-se a reparagdo da cartilagem articular, observando-se a morfologia
celular. Na categoria 6 avaliou-se a reparacdo do osso subcondral, onde a
regenera¢do completa estava associada também ao nivelamento com a tidemark
original.

Nas categorias 1, 6 ¢ 7 que necessitavam de célculo, utilizou-se um

molde de 3mm x Smm, a partir da visualiza¢do submacroscdpica. Sendo assim, a

1 Acido Etilenodiamino Tetra-Acético, Synth - SP
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categoria 1, 100% de preenchimento significava a ocupagdo de 15 milimetros
quadrados pelo tecido reparador ao nivel da superficie articular original. Na
categoria 6, o percentual de osso subcondral foi calculado por meio da medida
da éarea sob a tidemark original, que era ocupada por um novo osso. Por ultimo,
na categoria 7, a formacao da tidemark foi determinada dividindo-se a largura da
por¢do do defeito que possuia uma nova tidemark, pela largura original do

defeito (3 mm).

Tabela 2 - Sistema de pontuagdo para avaliagdo histologica da reparagéo

osteocartilaginosa.

Categorias Pontos

1. Preenchimento do defeito em relacio a superficie da
cartilagem normal adjacente

111-125%:

91-110%

76-90%

51-75%

26-50%

<25%

A LONOR O~

2. Integracao do tecido de reparaciio com areas de cartilagem
articular

Continuidade e integragdo normal

Celularidade reduzida

Gap ou falta de continuidade de um lado

Gap ou falta de continuidade nos dois lados

W —= O

3. Morfologia celular

Cartilagem hialina

Maior parte com cartilagem hialina

Maior parte com fibrocartilagem

Maior parte ndo constituida por cartilagem
Nao ha cartilagem

WO ~=O
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Tabela 2, conclusio.

Categorias Pontos
4. Arquitetura do tecido dentro defeito (ndo incluindo as
margens)
Auséncia de espacos vazios (normal) 0
1 a 3 pequenos espacos vazios 1
1 a 3 grandes espacos vazios 2
> 3 grandes espagos vazios 3
Fendas ou fibrilagdes 4
5. Arquitetura de superficie
Superficie normal 0
Fibrilagdo ou irregularidade discreta 1
Fibrilac@o ou irregularidade moderada 2
Fibrilagdo ou interrupgao/ruptura grave 3
6. Percentual de novo osso subcondral
90-100% 0
75-89% 1
50-74% 2
25-49% 3
<25% 4
7. Formacao de marcacio (tidemark)
Completa 0
75-99% 1
50-74% 2
25-49% 3
<25% 4

Fonte: adaptado de Sellers, Peluso e Morris (1997) e Wakitani (1994).

A capsula articular foi analisada histologicamente com avaliacdo de dois
parametros (Tabela 3), onde foram observados o espessamento das vilosidades,
que indicaria fibrose, ¢ a presenga e classificacdo de infiltrado de células
inflamatorias. Utilizou-se uma escala de pontuacdo invertida modificada, de

Fortier et al. (2002), sendo que zero ponto indicou auséncia de alteragdes e seis
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pontos indicou a presenca de fibrose e de inflamagdo acentuadas. A analise foi

realizada de forma cega por um avaliador.

Tabela 3 - Sistema de pontuag@o para avaliag@o histologica da cépsula articular.

Categorias Pontos

1. Espessamento das vilosidades
Sem espessamento (normal)
Espessamento discreto
Espessamento moderado
Espessamento acentuado

W N = O

2. Infiltrado de células inflamatorias
Auséncia de infiltrado (normal)
Infiltrado discreto

Infiltrado moderado

Infiltrado acentuado

W= o

Fonte: adaptado de Fortier et al. (2002)

O exame imuno-histoquimico foi realizado para a detecg¢do de colageno
do tipo II. As laminas com secgdes de 4um foram desparafinadas e submersas
em perdxido de hidrogénio 0,3% durante 30 minutos (bloqueio da peroxidase
endogena) e lavadas em solugdo tampao PBS. Depois, instilou-se sobre os cortes
proteinase K'*, mantendo-se por 7 minutos (recuperagdo antigénica) e lavadas
com solugdo de PBS. Apos, as secgdes foram submersas em solugéo de leite
desnatado'® 5% por 30 minutos (bloqueio das reagdes inespecificas). Os cortes
entdo, foram incubados em anticorpo monoclonal de camundongo, contra

colageno do tipo II de coelhos'® (diluigdo 1:50) por 16 horas a 4°C, lavadas com

4 Proteinase K Diluent, Dako Real — USA

15 Leite em p6 Molico®, Nestlé - SP

'® Monoclonal Antibody to Collagen type II alpha 1 chain — Purified, Acris Antibodies,
Inc. - USA
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PBS e expostas ao Dual Link System-HRP'” por 45 minutos. Apds este periodo,
as laminas foram lavadas em solugdo tampdo PBS e reveladas com
diaminobenzidina (DAB)'. Finalmente, foram novamente lavadas em PBS e
contracoradas com hematoxilina. Realizou-se a sequéncia de desidratag@o das
laminas em alcodis e em xilol, e preparacdo para a analise microscopica.

A imunorreatividade ao colageno tipo 2, no tecido de reparacdo, foi
comparada com o tecido articular normal adjacente, o qual funcionou como
controle interno positivo. Utilizou-se um sistema de pontua¢do para
classificagdo, onde a pontuagdo seguia o seguinte padrio: (0) sem
imunorreatividade, (1) imunorreatividade fraca, (2) imunorreatividade
moderada, (3) imunorreatividade similar e (4) imunorreatividade forte (MADRY
et al., 2010; ORTH et al., 2011). As seccdes histoldgicas foram classificadas por
trés avaliadores, por analise de forma cega.

Nas analises radiograficas, macroscopicas e histologicas, os escores
totais, bem como as pontuagdes de cada categoria, foram comparados entre os
grupos experimentais, de acordo com o periodo de observagio. Para comparagao
dos diferentes grupos experimentais, os dados foram submetidos a andlise nao
paramétrica, por meio do teste de Kruskal-Wallis. No caso de significancia, apds
o ranqueamento dos casos, as médias ranqueadas foram comparadas por meio do
teste de Duncan. Devido as caracteristicas das respostas das varidveis, os dados
foram apresentados utilizando-se a mediana e distancia interquartilica (DI),
citando a diferenca estatistica quando houver, sendo considerado P<0,05. Todo

procedimento estatistico foi realizado no programa SPSS 16.0.

' Dual Link System-HRP, Dako - USA
'® Liquid DAB + Substrate Chromogen System, Dako - USA
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3. RESULTADOS

Um coelho com articulagdes pertencentes aos grupos controles (sem
adicdo de IGF-1) veio a obito durante o periodo transoperatdrio, por razdes
desconhecidas. Trés articulagdes foram desconsideradas no experimento, devido
a complicagdes pos-operatorias: duas apresentaram artrite séptica (grupo 2) € em
outra ocorreu luxagdo lateral de patela (grupo 3).

Nos animais que efetivamente participaram da pesquisa, ndo foram
observados em nenhum deles, deficiéncia de apoio dos membros pélvicos,
presenca de efusdo articular e crepitagdo a palpacdo, ou aumento da
sensibilidade dolorosa a extensdo e flexdo das articulacdes submetidas a
enxertia.

De maneira geral, no exame radiografico imediatamente apds a cirurgia,
os animais que receberam o enxerto integro, preservaram a continuidade da
superficie articular com a presenca de dois pontos radiolucentes, correspondendo
a transicdo entre a cartilagem original ¢ o enxerto osteocondral (Figura 2A).
Aqueles que receberam o enxerto macerado apresentaram a superficie mais

radiolucente e com descontinuidade da superficie articular (Figura 2B).
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Figura 2 - Imagens radiograficas em projecdo mediolateral da articulagdo fémoro-tibio-
patelar de coelho representativas do pos-operatorio imediato. A: Enxerto
osteocondral autdégeno integro, notar setas vermelhas delimitando o defeito ¢ a
superficie articular preenchida no local. B: Enxerto osteocondral autdégeno
macerado, notar setas azuis delimitando o defeito e a descontinuidade no
preenchimento da superficie articular no local.

Radiograficamente, na terceira semana apos a cirurgia, nao houve
diferenca significativa entre os grupos, observando-se, geralmente, o
preenchimento parcial dos defeitos. Apds seis semanas do procedimento, o
grupo 1 mostrou resultados significativamente melhores do que os demais,
frequentemente com o preenchimento total do defeito. Apos 9 ¢ 12 semanas, os
dois grupos com adi¢@o de IGF-1 (enxerto integro ou macerado) apresentaram
resultados significativamente melhores do que os dois grupos controle sem
adi¢do de IGF-1 (enxerto integro ou macerado) (Figura 3).

Além disso, no grupo 1, apds 6, 9 e 12 semanas de cirurgia, os

resultados foram significativamente melhores do que em 3 semanas. De forma
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semelhante, foi observado no grupo 3, que os valores foram significativamente
melhores apds 6 semanas, ¢ também depois de 9 e 12 semanas. Nos grupos
controles (grupos 2 e 4), sem adi¢do do IGF-1, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos no decorrer do tempo (Tabela 4).

Figura 3 - Imagens radiograficas em proje¢cdo mediolateral da articulag@o fémoro-tibio-
patelar de coelho representativas do pos-operatorio de 12 semanas. A: Enxerto
integro com IGF-1 (grupo 1). B: Enxerto integro — controle (grupo 2). C:
Enxerto macerado com IGF-1 (grupo 3). D: Enxerto macerado — controle
(grupo 4). As setas indicam o local receptor do enxerto. Notar nas imagens A e
C uma radiodensidade mais homogénea no local enxertado quando comparado
as imagens B e D, correspondendo a um preenchimento mais intenso do osso
subcondral e superficie articular.
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Tabela 4 - Valores medianos e de distdncia interquartilica (DI) do escore total de

avaliacdo do exame radiografico.

Escore de avaliagdo ao exame radiografico

Grupos

experimentais 3 Semanas 6 Semanas 9 Semanas 12 Semanas
Grupo 1 2 (DI=1)*? 3 (DI=0)** 3 (DI=0)*" 3 (DI=0)*"
Grupo 2 2(DE=H)*  2DED 2 (D= 2 (DI=1)A
Grupo 3 2 (DI=0)*¢ 2 (D= 3 (DI=0)** 3 (DI=0)*
Grupo 4 1,5 (DI=)**  2(DI=2)**  2,5DI=)™ 2,5 DI=1)"

Valores seguidos por diferentes letras minusculas sobrescritas nas colunas diferem
estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com oa=5%. Valores
seguidos por diferentes letras maiusculas sobrescritas nas linhas diferem estatisticamente
ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com 0=5%. As letras seguem a ordem
alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela quanto maior o
valor melhor € o preenchimento. Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro, Grupo 2: controle
com enxerto integro, Grupo 3: IGF-1 com enxerto macerado, Grupo 4: controle com
enxerto macerado.

Ao exame macroscopico, a cdpsula articular, a membrana sinovial e o
liquido sinovial, possuiam aspectos normais em todos os grupos. Apds a
pontuagdo pela escala invertida, constatou-se que ndo houve diferenga
significativa entre os grupos em um mesmo tempo. Entretanto, comparando-se
entre 6 ¢ 12 semanas, observou-se que houve uma melhora significativa no

escore total do Grupo 1 e do Grupo 4 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores medianos e de distdncia interquartilica (DI) do escore total de

avaliagcdo macroscopica.

Escore de avaliagdo macroscopica
Grupos experimentais

6 Semanas 12 Semanas
Grupo 1 4 (DI=5)* 1 (DI=2)®
Grupo 2 4 (DI=2)* 2 (DI=2)*
Grupo 3 3 (DI=3)* 1 (DI=1)*
Grupo 4 4 (DI=1)* 2 (DI=3)"

Valores seguidos por diferentes letras maidsculas sobrescritas nas linhas diferem
estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com o=5%. As letras
seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela
quanto menor o valor melhor é o escore total. Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro,
Grupo 2: controle com enxerto integro, Grupo 3: IGF-1 com enxerto macerado, Grupo 4:
controle com enxerto macerado.

Apds 6 semanas de enxertia, nos grupos controles com enxerto integro
(Grupo 2, n=2) e enxerto macerado (Grupo 4, n=4), foi observada presenca
discreta de osteodfitos. Os defeitos encontravam-se, na maioria dos exemplares,
totalmente preenchidos por tecido de coloracdo translucida em relagdo a
cartilagem adjacente, com superficie demonstrando graus variados de fibrilagéo
e bordas ainda bem demarcadas (Figuras 4A e 4A’). Nos grupos com adi¢do de
IGF-1 com enxerto integro (Grupo 1, n=4) e enxerto macerado (Grupo 3, n=3),
em apenas uma articulagdo do grupo 1, observou-se presenga discreta de
osteofitos. Nestes grupos, metade apresentou os defeitos totalmente preenchidos,
e a outra metade parcialmente, com tecido de coloragdo variando de normal a
escuro, e bordas demarcadas (Figura 4B e 4B’).

Apds 12 semanas, em nenhum dos grupos foi observada a presencga de

contratura, efusdo, adeso, sinovite e osteofitose. Todos apresentaram o defeito
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preenchido por tecido de reparagdo nivelado com a cartilagem original, sendo
que a coloragdo do mesmo variou entre normal e translicido, com superficie
articular lisa ou discretamente fibrilada. Nos grupos controles com enxerto
integro (Grupo2, n=4) e enxerto macerado (Grupo 4, n=4), de maneira geral, as
bordas encontravam-se demarcadas (Figuras 4C e 4C’). Contudo, nos grupos
com IGF-1 e enxerto integro (Grupo 1, n=5) e enxerto macerado (Grupo 3, n=5),
grande parte das amostras apresentava completa integragdo do tecido reparador

com a cartilagem adjacente (Figuras 4D e 4D’).

Figura 4 - Aspecto macroscopico representativo do local receptor do enxerto
osteocondral autégeno na troclea femoral de coelhos. Pds-operatério de 6
semanas: Grupo 2: controle com enxerto integro (A) e Grupo 4: controle com
enxerto macerado (A’); Grupol: IGF-1 com enxerto integro (B) e Grupo 3:
IGF-1 com enxerto macerado (B’). Pds-operatdrio de 12 semanas: Grupo 2 (C)
e Grupo 4 (C’); Grupol (D) e Grupo 3 (D).

Nao foi observada a perda de fixa¢do de nenhum dos enxertos neste

estudo ou alteracdes degenerativas ao redor da regidio transplantada.
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Em relacdo ao tempo, constatou-se que a integracdo melhorou
significativamente no Grupo 3 (IGF-1 com enxerto macerado), entre 6 e 12
semanas, assim como houve melhora em relagdo a presenca de ostedfitos e

coloragdo no Grupo 4 (controle com enxerto macerado) (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores medianos e de distdncia interquartilica (DI) do escore

individual dos pardmetros da avaliacdo macroscopica.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Categorias B 2
6 sem. 12sem. 6 sem. sem 6 sem. 12 sem. 6 sem. sem
0 0 0 0
Contratura 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) (DI0)  (DI=0) 0 (DI=0) (DI=0)  (DI=0)
N 0 0 0 0
Efusdo 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) (D0)  (DI=0) 0 (DI=0) (DI=0)  (DI=0)
. 0 0 0 0
Aderéncias 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) (D0)  (DI=0) 0 (DI=0) (DI=0)  (DI=0)
N 0 0 0 0
Sinovite 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) (D0)  (DI=0) 0 (DI=0) (DI0)  (DI=0)
1 0
Osteofitos 0 (DI=1) 0 (DI=0) 0,5 0 0 0 (DI=0) (DI=0) (DI=0)
(DI=0) (DI=0) (DI=1) A B
1,5 1 1 ! 0
Coloragio (DE2) 1 (DI=1) 1 (DI=0) DE1)  (DE0) 1 (DI=1) (DIAZO) (Dgl)
. 0 1 1 1
Superficie 1 (DI=0) 1 (DI=1) 1 (DI=0) DE1) (D0 0 (DI=1) (DI=0) (D=1
1 ! 0 1 1
Integragdo 1 (DI=1) 0 (DI=1) 1 (DI=0) - (DI=0) - N -
(DI=0) A (DI=0)B (DI=0)  (DI=1)
Preenchim 0,5 0,5 0 0 0 0

o oLy 0@FO 0 (DI=0)

(DE0)  (DI=0) (DI=0) (DE1)  (DI=0)

Valores seguidos por diferentes letras maidsculas sobrescritas nas linhas diferem
estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com o=5%. As letras
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seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela
quanto menor o valor melhor ¢ o escore individual. Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro,
Grupo 2: controle com enxerto integro, Grupo 3: IGF-1 com enxerto macerado, Grupo 4:
controle com enxerto macerado.

Na andlise microscdpica em 6 semanas apds a cirurgia, a pontuagio
média dos parametros  histologicos individuais, mostrou valores
significativamente maiores para o osso subcondral nos Grupos 1 e 3, que
tiveram adi¢do do IGF-1 aos enxertos, indicando uma menor porcentagem de
formac@o deste. Apos 12 semanas, o0 mesmo pardmetro diminuiu nos Grupos 1 e
3 e se elevou no Grupo 2 (Tabela 7). Em relacdo ao escore total da avaliagdo
microscdpica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados no
mesmo periodo de tempo. Comparando-se 0os mesmos grupos entre 6 ¢ 12
semanas, observou-se uma melhora significativa na pontuagio total dos aspectos

microscopicos no Grupo 1 (Tabela 8).
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Tabela 7 - Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) do escore

individual dos parametros da avaliagdo microscdpica.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Categoria 5 2
6 sem. 12sem. 6 sem. 6 sem. 6 sem. 12 sem.
sem. sem.
Preenchi 1 0 0 0
0 (DI=0 0 (DI=0 0 (DI=0 0 (DI=0
mento (DI=4)  (DI=0) (DI=0) (DFF0) (DI=0) (DI=0)  (DI=0) (DI=0)
N 1,5 1 _ _ _ 1 1 05
Integragio D2  (DI=0) 0(DI=0) 1 (DI=1) 0 (DI=0) Ol ©E2) (DIl
Morfologia 2,5 1 2 B -~ 1 L5 .
celular (DI=2) (DI=0)  (DI=0)* 1(OED™ 0(DI=0) (DI=1)  (DI=2) H(DED
Arquitetura 1,5 0 0 1,5 1,5
0 (DI=0 2 (DI=2 4 (DI=1
dotecido  (DI=4) (DI=2) (DI=0) (DF=2) (DED (DI=3) (DIE3)  (DI=4)
Arq“;?t“ra 2 2 0,5 25 ey 2 15 15
DI= DI=1 DI=1 DI=2 DI=2 DI=1 DI=2
wpatfice PFY @D ©@FD (D) (DE2)  (DF) (D)
2 1 1 1
Osso 0 1 3
DI=2)* DI=1 DI=0)" DI=2 DI=1)°
subcondral ( ‘A) ( b,B) (DI=0)*®  (DI=0)**  (DI=0)** ( _BO) ( b ) 0DED
. 1 1 1,5 _ _ 1 1 1,5
Tidemark ) o=y ey TPED OOy ey e

Valores seguidos por diferentes letras mindsculas sobrescritas diferem estatisticamente
entre os grupos no mesmo periodo de tempo ao teste de Duncan (para médias
ranqueadas) com 0=5%. Valores seguidos por diferentes letras maiusculas sobrescritas
diferem estatisticamente no mesmo grupo em periodos de tempo diferentes, ao teste de
Kruskal Wallis com 0=5%. As letras seguem a ordem alfabética e designam os valores
em ordem decrescente, nesta tabela quanto menor o valor melhor € o escore individual.
Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro, Grupo 2: controle com enxerto integro, Grupo 3:
IGF-1 com enxerto macerado, Grupo 4: controle com enxerto macerado.
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Tabela 8 - Valores medianos e de distdncia interquartilica (DI) do escore total de

avaliagdo microscopica.

Escore de avaliagdo microscopica
Grupos experimentais

6 Semanas 12 Semanas
Grupo 1 11,5 (DI=10)* 6 (DI=8)"
Grupo 2 4,5(DI=1)* 8,5 (DI=3)*
Grupo 3 12 (DI=6)* 8 (DI=8)*
Grupo 4 8 (DI=6)" 7,5 (DI=5)*

Valores seguidos por diferentes letras maidsculas sobrescritas nas linhas diferem
estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com o=5%. As letras
seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela
quanto menor o valor melhor é o escore total. Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro,
Grupo 2: controle com enxerto integro, Grupo 3: IGF-1 com enxerto macerado, Grupo 4:
controle com enxerto macerado.

Na caracterizagdo histoldgica do grupo 1, apds 6 semanas da cirurgia
(n=4), o preenchimento do defeito variou de normal a discreto, com tecido
constituido de maior parte de cartilagem hialina até ndo cartilaginoso, sendo
verificado a existéncia de algumas fendas e vazios. Este tecido neoformado
encobria o enxerto, o qual aparentemente era reabsorvido e substituido (Figura
5A). Visualizou-se neovascularizac@o e tecido dsseo, entremeado com presenga
elevada de osteoclastos reabsorvendo osso e cartilagem. Havia proliferacao
intensa de tecido conjuntivo fibroso em algumas areas, se diferenciando para
cartilagem, na regido subcondral e encobrindo de forma moderada a acentuada,
o enxerto (Figura 5B e C). Apos 12 semanas da cirurgia, havia a presenca de
resquicios de tecido ¢sseo entremeado a cartilagem (Figura 6A), com

proliferacdo de osteoclasto na linha da cartilagem (Figura 6B). Houve
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preenchimento total em quase todos os defeitos, sendo recobertos por tecido
constituido predominantemente por cartilagem hialina (Figura 6C), e apenas um
exemplar apresentou uma fenda na arquitetura. Na regido de osso subcondral,
constatou-se a existéncia de cartilagem discretamente reativa na parte central. O
local de integragdo apresentava-se adequado, mas normalmente com
hipocelularidade (Figura 6D). Nas avaliagdes pos-operatorias de 6 e de 12
semanas, o tecido de reparagdo demonstrava espessura superior a cartilagem
original, sendo que nas 12 semanas, esta espessura ja demonstrava reducio,

principalmente, proxima as bordas.
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Figura 5 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral de
coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 1 (IGF-1
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com enxerto integro) apos 6 semanas da cirurgia. A: preenchimento do defeito
com tecido fibroso (F) encobrindo o enxerto que estava sendo reabsorvido (E)
(OBJ: 4). B: tecido 6sseo e cartilaginoso do enxerto (E) sendo reabsorvido e
substituido, notar infiltragdo de osteoclastos (setas) e proliferacdo intensa de
tecido conjuntivo fibroso (F) e em algumas areas se diferenciando para
cartilagem (ponta de seta), na regido subcondral e encobrindo o enxerto (OBJ:
10). C: neovascularizagdo e tecido 6sseo entremeado com presenca elevada de
osteoclastos reabsorvendo osso e cartilagem (setas) (OBJ: 10).

Figura 6 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral de
coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 1 (IGF-1
com enxerto integro) apds 12 semanas da cirurgia. A: presenga de resquicios de
tecido dsseos entremeados a cartilagem (setas) (OBJ: 4). B: proliferagdo de
osteoclastos na linha da cartilagem (ponta de seta) (OBJ: 10) C: tecido de
reparagdo constituido predominantemente por cartilagem hialina (OBJ: 4x). D:
local de integragdo (seta) entre o tecido de reparagdo (R) e cartilagem original
(C), observar a presenga de hipocelularidade (asterisco) (OBJ: 10).
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No grupo 2, apds 6 semanas da cirurgia (n=2), o defeito encontrava-se
totalmente preenchido por tecido fibrocartilaginoso, sendo que a porcio
cartilaginosa do enxerto, parecia ser reabsorvida, ¢ substituida a partir da
tidemark. Observaram-se areas de reabsorgao de tecido 0sseo e cartilaginoso por
osteoclastos, na regido de transi¢do da superficie cartilaginosa e osso subcondral
(Figura 7A). Observou-se presenga discreta de tecido conjuntivo fibroso, e
tecido dsseo jovem na regido central do osso subcondral, abaixo da tidemark. As
bordas do osso subcondral e cartilagem estavam integradas, e o tecido de
reparacdo apresentava algumas areas de espessura aumentada em relacdo ao
tecido original. Nas 12 semanas de pos-operatorio (n=4), havia preenchimento
total do defeito, normalmente por tecido constituido predominantemente por
cartilagem hialina, com presenca de resquicios de tecido dsseo entremeado a esta
cartilagem neoformada (Figura 7B) e vazios em sua arquitetura. A espessura do
tecido de reparagdo era maior do que a cartilagem original. Na regido de osso
subcondral, encontravam-se areas de cartilagem e tecido dsseo denso, com
infiltrado de osteoclastos nas bordas (Figura 7C). A integracdo das bordas era

adequada.
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Figura 7 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral de
coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 2
(controle com enxerto integro). A: apos 6 semanas da cirurgia. Observam-se
areas de reabsor¢do de tecido dsseo e cartilaginoso por osteoclastos. A seta
indica a integracdo entre o enxerto e a cartilagem original (OBJ: 4). B e C: apos
12 semanas da cirurgia. B: presenca de resquicios de tecido Osseo (setas)
entremeando a cartilagem neoformada (OBJ: 10). C: na regido de osso
subcondral, observar areas de cartilagem e tecido 6sseo denso, com infiltrado de
osteoclastos (OBJ: 10).

No Grupo 3, apdés 6 semanas do procedimento (n=3), o preenchimento
variou de normal a parcial, por tecido constituido de cartilagem hialina ou
fibrocartilagem, constatou-se ainda a existéncia de fendas e vazios. Observou-se
a presenca de osteoclastos na area de cartilagem e osso, com intensa proliferagdo
de tecido fibroso se diferenciando em cartilagem e neovascularizagdo na regido
de osso subcondral (Figura 8A). Os fragmentos do enxerto encontravam-se

degradados em varias areas do defeito, com osteoclastos e intensa reagdo de
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fibroblastos ao redor (Figura 8B). Apos 12 semanas do procedimento, também
eram observados resquicios de tecidos dsseos e cartilaginosos, entremeados na
regido de cartilagem articular ou de osso subcondral, com infiltracdo de
osteoclastos (Figura 9A). Geralmente, com proliferacdo de tecido fibroso e
cartilaginoso abaixo da ftidemark (Figura 9B). A superficie articular era
geralmente preenchida por tecido com cartilagem hialina (Figura 9C) ou
fibrocartilagem, sem defeitos ou até com vazios e fendas. A integragdo entre os
tecidos era normal (Figura 9D) ou com hipocelularidade. Neste grupo, em
ambos os tempos avaliados, o tecido de reparagdo apresentava espessura

superior a cartilagem original, sendo que em 12 semanas, esta espessura ja

demonstrava redu¢o principalmente proxima as bordas.

Figura 8 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na troclea femoral de
coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 3 (IGF-1
com enxerto macerado) apds 6 semanas da cirurgia. A: osteoclastos (setas) na
area de cartilagem e osso, com intensa proliferacdo de tecido fibroso se
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diferenciando em cartilagem e neovascularizagdo (asteriscos) na regido de 0sso
subcondral (OBJ: 10). B: fragmentos do enxerto degradados em varias areas do
tecido de reparagdo (setas), com intensa reagdo de fibroblastos ao redor (OBJ:
10).

Figura 9 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral de
coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 3 (IGF-1
com enxerto macerado) apds 12 semanas da cirurgia. A: resquicios de tecidos
Osseos e cartilaginosos, entremeados na regido de cartilagem articular ou de
osso subcondral (OBJ: 10). B: proliferagdo de tecido fibroso e cartilaginoso
abaixo da fidemark. Notar presenga de fenda revestida de tecido
fibrocartilaginoso, que se estende até o tecido conjuntivo fibroso na camada de
osso subcondral (asterisco), ¢ area extensa de defeitos (vazios) da superficie
articular até area profunda (seta) (OBJ: 4). C: tecido de reparagdo neoformado
constituido principalmente por cartilagem hialina (OBJ: 10). D: integracdo
normal entre o tecido de reparagdo e cartilagem original (ponta de seta) (OBJ:
10).

No Grupo 4, apdés 6 semanas da cirurgia (n=4), observou-se o

preenchimento total do defeito por tecido de cartilagem hialina (matriz
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cartilaginosa basofilica) ou fibrocartilagem, com alguns vazios em sua
arquitetura. Sobre a superficie, em geral, era visibilizada uma camada de
fibrocartilagem discretamente espessada. O tecido neoformado era mais espesso
em relag@o ao original. A integracdo com a cartilagem original variou de normal
(Figura 10A) até a falta de continuidade em um dos lados. Na regido do osso
subcondral, havia reagdes discretas com proliferagio de tecido fibroso em
continuidade com tecido cartilaginoso ativo, e presenca de condroblastos com
citoplasma abundante e eosinofilico, nucleos grandes e claros, e nucléolos
evidentes (Figura 10B). Além disso, havia infiltracdo discreta de osteoclastos ao
redor dos fragmentos enxertados junto com tecido conjuntivo fibroso. Ainda no
Grupo 4, nas 12 semanas de pos-operatorio (n=4), o preenchimento permanecia
total, com tecido constituido de maior parte de cartilagem hialina, com maior
quantidade de matriz ¢ menor atividade. O tecido neoformado era mais espesso
em relagdo ao original (Figura 11A). Algumas amostras apresentavam defeitos
na sua arquitetura e ainda eram observados resquicios de tecidos dsseos e
cartilaginosos, entremeados na regido de cartilagem articular ou de osso
subcondral, com presenca de osteoclastos. Na regido de osso subcondral
observou-se proliferagdo discreta a moderada de tecido conjuntivo fibroso e
areas com cartilagem mais celular e ativa (ndcleos e citoplasma maiores) (Figura

11B).
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Figura 10 - Imagens histoldgicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral
de coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 4
(controle com enxerto macerado) apds 6 semanas da cirurgia. A: evidéncia de
integragdo entre o tecido de reparagdo (lado direito) e a cartilagem articular
normal adjacente (lado esquerdo). Notar a espessura aumentada da cartilagem
neoformada (OBJ: 10). B: observar na regido de osso subcondral, reagdes
discretas com proliferacdo de tecido fibroso (aterisco) em continuidade com
tecido cartilaginoso ativo (ponta de seta) e presenga de condroblastos (seta)
(OBIJ: 10).

Figura 11 - Imagens histologicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral
de coelho, coradas com hematoxilina e eosina, representativas do Grupo 4
(controle com enxerto macerado) apds 12 semanas da cirurgia. A: tecido de
reparagdo neoformado, constituido principalmente de cartilagem hialina e com
espessura maior em relagdo ao original (OBJ: 10). B: proliferacdo discreta a
moderada de tecido conjuntivo fibroso (F) e areas com cartilagem mais celular
e ativa (seta) (OBIJ: 4).

O exame histologico da capsula articular, ndo evidenciou diferencas
significativas entre os grupos ou entre os periodos avaliados (Tabela 9). De
maneira geral, ndo foram observadas alteracdes na morfologia das vilosidades
e/ou infiltrado de células inflamatérias, e quando estas se manifestaram, foram

de forma discreta.
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Tabela 9 - Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) do escore total da

avaliagdo da capsula articular.

Escore de avaliago capsula articular
Grupos experimentais

6 Semanas 12 Semanas
Grupo 1 0,5 (DI=2) 0 (DI=1)
Grupo 2 1,5 (DI=3) 0 (DI=1)
Grupo 3 0 (DI=1) 0 (DI=0)
Grupo 4 0,5 (DI=1) 0,5 (DI=1)

Valores menores indicam melhores avaliagdes. Grupo 1: IGF-1 com enxerto integro/
Grupo 2: controle com enxerto integro/ Grupo 3: IGF-1 com enxerto macerado/ Grupo 4:

controle com enxerto macerado.

Pela analise de imuno-histoquimica, apds 6 e 12 semanas da cirurgia,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos e entre os periodos avaliados,
em relagdo a imunorreatividade do tecido de reparagdo, formado no defeito da
cartilagem para a presenca de colageno tipo 2. Observou-se que na grande
maioria dos casos, a imunorreatividade era semelhante ao tecido original (Figura

12) (Tabela 10).



64

Figura 12 - Imagem da imuno-histoquimica da regido de enxertia osteocondral na troclea
femoral de coelho, representativa dos defeitos imunocorados para colageno tipo
2, apos 12 semanas da cirurgia (OBJ: 10). Notar a imunorreatividade
semelhante do tecido de reparag@o (R) e da cartilagem articular original (C). A
seta indica a transi¢do entre estas regides. Abaixo da tidemark encontra-se o
osso subcondral (S).

Tabela 10 - Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) da avaliagdo da

imuno-histoquimica.

Escore de avaliagdo imuno-histoquimica
Grupos experimentais

6 Semanas 12 Semanas
Grupo 1 2,5 (DI=2) 3 (DI=1)
Grupo 2 3 (DI=1) 3 (DI=1)
Grupo 3 3 (DI=2) 3 (DI=1)

Grupo 4 3(DI=1) 3 (DI=1)
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A categoria 3 indica imunorreatividade semelhante ao tecido original. Grupo 1: IGF-1
com enxerto integro/ Grupo 2: controle com enxerto integro/ Grupo 3: IGF-1 com

enxerto macerado/ Grupo 4: controle com enxerto macerado.

4. DISCUSSAO

De forma geral, as abordagens clinicas e experimentais para
potencializar a reparagdo da cartilagem, envolvem o recrutamento de células
pluripotentes a partir do osso subcondral (DHOLLANDER et al., 2011;
MADRY et al., 2005; NUKAVARAPU; DORCEMUS, 2013; ZAK et al., 2014).
Deste modo, o modelo de lesao escolhido para essa pesquisa, foi a realizagdo de
um defeito local osteocondral, com o intuito de minimizar alteragdes
generalizadas em toda a articulagdo, que poderia afetar o processo de reparagao
da cartilagem articular, uma vez que condrdcitos osteoartriticos podem
responder de forma inadequada ao estimulo do IGF-1 (SINGH et al., 2007).
Optou-se pela realizagdo da abordagem no sulco troclear, area de ndo
sustentacdo direta de peso do fémur, para diminuir o estresse no local do defeito,
ja que isto poderia induzir a formacéo de tecido fibroso, e inibir a condrogénese
(TTIWARY et al., 2013).

Os defeitos cartilaginosos de espessura total, muitas vezes ndo se
reparam totalmente, sendo necessario fornecer fatores adicionais para promover
o desenvolvimento local de cartilagem hialina. Tem sido relatada a auséncia ou
falta de células com potencial condrogénico, na regido de lesdo ou defeito
cartilaginoso (SINGH et al., 2013). Nesse contexto, a utilizacdo dos fatores de
crescimento tem sido proposta e pesquisada (SHI et al., 2014; SIMANK et al.,
2004). Desta forma, o IGF-1 foi associado ao enxerto osteocondral autdégeno,

para avaliar a sua eficacia no processo de reparacdo em lesdes cartilaginosas.



66

A vantagem na utilizagdo deste tipo de enxerto no tratamento de lesdes
osteocondrais, em relag@o a outras técnicas, estd na possibilidade de implantar a
cartilagem hialina de forma direta no interior do defeito, e permitir o movimento
e apoio precoce do membro lesionado (ARAKI et al., 2013; FITZPATRICK et
al., 2010; TRATTNIG et al., 2011; ZAK et al., 2014). Conforme observado nos
acompanhamentos ortopédicos, durante o periodo de avaliagdo, todos os animais
demonstraram boa deambulacdo, com apoio precoce dos membros, e
mantiveram o comportamento normal, mesmo nos primeiros dias apos a
cirurgia.

A utilizagdo do enxerto osteocondral integro, permite que o defeito seja
prontamente preenchido, mas envolve algumas desvantagens, incluindo
dificuldade na congruéncia com o contorno da area lesionada, limitagdo pelo
tamanho da lesdo, morbidade do sitio doador e risco de colapso da cartilagem e
do osso (EPSTEIN et al., 2012; MARMOTTI et al., 2012). No entanto, com a
metodologia adotada no atual estudo, foi possivel controlar e evitar a maioria
destas complicagdes. Konst et al. (2012) relataram bons resultados no tratamento
de defeitos osteocondrais graves e instaveis, em humanos, com a implantagdo de
enxerto osteocondral autélogo e de condrécitos autélogos em gel de fibrina.

Em casos de lesdes muito extensas, o uso de enxertos osteocondrais
integros, pode se tornar inviavel devido a morbidade do local doador. Uma
forma de contornar esta dificuldade, proposta por este trabalho, seria a utilizagdo
do enxerto osteocondral macerado, que recobre uma area maior e pode auxiliar
como suporte no processo de reparagdo (LU et al., 2006). No presente estudo,
foram obtidos resultados satisfatorios com a utilizagdo deste tipo de enxerto,
associado ou nio ao IGF-1, sendo este considerado por alguns autores como
uma fonte de células adequadas para a reparagdo articular (LU et al., 2006;

MARMOTTI et al., 2012). Atualmente, alguns estudos tém demonstrado que os
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condrdcitos podem migrar para e a partir de pequenos fragmentos de cartilagem.
Assim, duas técnicas tém apresentado resultados promissores para a medicina
humana, uma delas utiliza pequenos pedacos de enxerto aldégeno de cartilagem
articular humana infantil, associado a cola de fibrina, e tem apresentado bom
preenchimento condral com cartilagem hialina, e nenhuma reagdo imunogénica;
e a outra, utiliza o enxerto cartilaginoso autégeno macerado, inserido em um
scaffold e fixado no local com grampos reabsorviveis, também com resultados
satisfatorios (ZASLAV et al., 2012)

No procedimento cirargico descrito, utilizou-se um coagulo autdégeno no
interior do defeito. Segundo Chiang e Jiang (2009) e Thiede e Markel (2012), o
coagulo sanguineo possui como principal composto, a fibrina, que pode auxiliar
na adesdo do enxerto no leito receptor, servir como um scaffold, ou ainda
colaborar com fatores de crescimento. Entretanto, sua utilidade € muito limitada,
devido a suas propriedades mecanicas inferiores, possibilidade de provocar
respostas imunes e inflamatdrias e incapacidade de permitir a imigracdo de
células. Tiwary et al. (2013) realizaram o implante de células mononucleares
derivadas da medula 6ssea, diretamente na matriz de fibrina do coagulo,
utilizando-o como um scaffold natural, e obtiveram bons resultados. No atual
estudo, ndo se pode afirmar sobre a real influéncia da utilizagdo do codgulo
autégeno nos resultados finais, porém, o mesmo foi utilizado em todos os
animais e ndo desencadeou nenhum tipo de complicacao.

Ao comparar radiograficamente os locais submetidos a enxertia,
observou-se que a presenca do enxerto integro denotava um preenchimento local
adequado, havendo uma aparente integracdo de forma rapida e efetiva na
presenca do IGF-1, a partir da sexta semana do procedimento. O grupo IGF-1
com enxerto macerado, também apresentou bons resultados, com preenchimento

total apés a nona semana. O melhor preenchimento da cartilagem articular no
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local do enxerto autdgeno, associado ao IGF-1, supostamente estd relacionado
com a agdo do hormonio sobre o local receptor, uma vez que promove o efeito
mitdtico sobre os condrocitos (MADRY et al., 2010). Tiwary et al. (2013),
avaliando radiograficamente a evidéncia de reparacdo de defeito osteocondral
em 30, 60 e 90 dias apos a cirurgia, constataram resposta superior em todos os
tempos do grupo de células mononucleares, derivadas da medula Ossea
associadas ao IGF-1 em relacdo aos demais grupos, com a area circular do
defeito indistinta da area circundante, e preenchimento com padrao trabecular
aos 90 dias.

No estudo de Singh et al. (2007), também utilizando autoenxerto
osteocartilaginoso associado a um scaffold enriquecido com IGF-1, em coelhos,
foi observado que na avaliagdo radiografica do grupo controle, aos 45 dias o
local era irregular e com superficie continua, porém, no grupo com IGF-1
constatou-se aos 45 dias, uma reagéio dssea mais saliente em relagdo a superficie
articular. Provavelmente, a baixa responsividade dos condrdcitos osteoartriticos,
a dose utilizada ou a meia-vida do IGF-1, podem ter influenciado nestes
resultados. No presente estudo, ndo foi observado radiograficamente, nenhum
tipo de reacdo indesejada no local enxertado, como migragdo ou reabsor¢@o do
enxerto. Apesar da avaliagdo histologica exibir reabsor¢do e substituicdo dos
enxertos, este processo foi imperceptivel nas imagens radiograficas.

A medida que houve progressdo no processo de reparagdo, observou-se
um maior preenchimento da superficie articular, que nos grupos controle néo se
completou totalmente. Em seu trabalho SYNGH et al. (2013), relataram
dificuldade para avaliar a reparagdo por meio de exame radiografico, uma vez
que nos grupos com perfuragdo subcondral, ou perfuracdo subcondral e células
autdlogas satélites condrogénicas, o processo de reparagdo sequencial foi rapido.

Na presente pesquisa, também ocorreu um rdpido preenchimento local,
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provavelmente facilitado pela presenca do enxerto, e por isso, as mudangas em
relacdo a progressao da reparagdo, foram sutis. Optou-se por nio expor os dados
da avaliacdo das proje¢des sky line e craniocaudal, pela dificuldade de
interpretacdo e visualizagdo das 4reas enxertadas. A radiografia simples ndo
possui grande valor diagndstico na reparacdo da cartilagem articular, mas no
caso do defeito osteocondral foi utilizada para a visualizagdo do preenchimento
da superficie articular, e do leito receptor subcondral, podendo sugerir o grau de
reparagao.

A avaliag@o macroscopica do tecido de reparacdo constitui o primeiro
julgamento da sua qualidade como um todo. E a utilizagdo de um sistema de
escore macroscopico quantitativo, analisa os diferentes parametros da reparagao
articular, e permite a comparagdo entre grupos e tratamentos (GOEBEL et al.,
2012). Na atual pesquisa, apds 6 semanas, em todos os grupos, as bordas
encontravam-se bem demarcadas, e apds 12 semanas, notou-se que,
principalmente nos membros dos grupos com IGF-1, a integragdo com o tecido
cartilaginoso original era mais evidente. Fitzpatrick et al. (2010) utilizando
autoenxerto osteocondral no tratamento de osteocondrite dissecante, em caes,
relatou a presenca de demarcag@o evidente do local receptor apds 12 a 18
semanas. Madry et al. (2010), utilizando implantes com lacZ, IGF-1 ou IGF-
1/FGF-2 em defeitos osteocondrais no sulco troclear de coelhos, observou que
apds 3 semanas de tratamento, as margens do defeito ainda eram visiveis e o
novo tecido formado era mais translicido, ndo havendo diferengca macroscopica
entre os tratamentos. Contudo, ndo foi utilizado nenhum sistema de pontuagio
para quantificar os mesmos. Neste estudo, ao se utilizar a classifica¢do, foi
possivel uma avaliagdo mais acurada em relagdo as caracteristicas da reparacdo

articular.
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Orth et al. (2011), observaram que apos 3 meses do procedimento, a
coloracdo e o preenchimento do defeito na cartilagem articular eram
significativamente melhores, com a utilizagdo de implantes com IGF-1/FGF-2
do que com lacZ. Em outro estudo, Johnson et al. (2012) utilizando enxerto
osseo autdgeno em grandes defeitos osteocondrais, nos joelhos de humanos,
verificaram que apds 10 meses e 2 anos, o local apresentava tecido branco e
macio, e depois de 20 anos, o tecido ainda possuia a mesma coloragdo e firme a
palpagdo. Na presente pesquisa, observou-se macroscopicamente, que a
utilizagdo de IGF-1 melhorou a resposta tecidual de reparacdo do enxerto
osteocondral autdgeno, em 12 semanas apds a enxertia, mesmo ndo sendo
alcancgada a significancia estatistica.

A avaliacdo histologica é o padrio ouro para andlise da reparag@o da
cartilagem articular (EFE et al., 2012). Para o parecer histologico e imuno-
histoquimico, foi definido que as secgdes centrais seriam preferencialmente
avaliadas. Uma vez que a reparacdo ocorre de maneira centripeta, a regido
central ¢ sempre a ultima a ser cicatrizada, sendo o local mais frequente de
fissuras e colapso do osso e tecido neoformado. Assim, esta é a area mais
adequada para aumentar o rigor dos resultados de uma avaliacdo comparativa.
Kim et al. (2013) teorizaram a partir de observacdes de sua pesquisa, que a
infiltracdo do osso subcondral parece comegar a partir da margem do defeito em
direcdo ao centro, local onde a remodelagdo ossea é limitada.

A restauragdo do contorno e da congruéncia articular ¢ desejavel ao se
realizar o procedimento de enxertia osteocondral, pois, pode influenciar de
forma direta a fungio do enxerto e os resultados do tratamento (EPSTEIN et al.,
2012; FITZPATRICK et al., 2010). A falta de integracdo ou interdigitagdo entre
o enxerto e o local receptor, promovera, em longo prazo, resultados indesejaveis

como déficits biomecanicos na superficie articular e osteoartrite (SIEBERT et
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al., 2006), constituindo um desafio na utilizagdo de enxerto osteocondral
(MOLLON et al., 2013). No presente trabalho, foi observado uma boa
integragdo do osso subcondral a partir das 6 semanas ¢ uma melhor integragio
da superficie articular a partir das 12 semanas, confirmando a ocorréncia da
integracdo do tecido osteocondral enxertado e neoformado, demonstrando que o
sentido da reparagdo e remodelacdo, acontece da parte mais interna e periférica
em direcdo ao centro e superficie.

Na avaliagfo histologica, observou-se que em geral, os enxertos eram
totalmente ou parcialmente reabsorvidos, e a regido passava por um processo de
remodelamento. Inicialmente, notava-se a infiltracdo de osteoclastos e
fibroblastos ativos, seguidos dos condroblastos e osteoblastos. A medida que o
tecido enxertado era reabsorvido, foi sendo substituido por tecido conjuntivo
fibroso, e, posteriormente cartilaginoso e &sseo. Os enxertos macerados
aparentemente eram degradados de maneira mais rapida, provavelmente, por
estarem fragmentados e possuirem uma maior superficie de contato. Notou-se
que mesmo ndo havendo diferenca significativa entre os grupos, a adi¢do do
IGF-1, tornou a reagdo tecidual e a ativacdo celular mais evidentes,
potencializando o processo de reabsor¢do e reparagdo. Singh et al. (2007)
descreveram que inicialmente o IGF-1, apresentou a tendéncia de estimular a
proliferacdo de condroblastos para o processo de reparagdo, ou auxiliar na
manutencdo da cartilagem enxertada e, mais tardiamente, a formacgdo de
cartilagem reduziu, e aparentemente, convergiu para tecido 6sseo. Nos achados
da atual pesquisa, na sexta semana, principalmente no grupo 1, o enxerto foi
recoberto por um tecido de reparacido de morfologia variada e, ao contrario do
citado anteriormente, em 12 semanas ja havia sido substituido por tecido
predominantemente constituido por cartilagem hialina, com espessura maior em

relacdo a cartilagem original. De maneira oposta, Jakob et al. (2002) ndo
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citaram nenhuma destas alteracdes. Além disso, outros autores também
relataram que os enxertos osteocondrais autdlogos, mantém a sua integridade
estrutural e bioquimica (SINGH et al., 2007).

Johnson et al. (2012), realizaram o acompanhamento por meio de
radiografia, artroscopia e ressondncia magnética a longo prazo, de pacientes
humanos submetidos a enxertia de o0sso esponjoso autdgeno, em grandes
defeitos no joelho, e constataram que imediatamente apds a inser¢do do enxerto,
houve a formag¢ao de um coagulo de fibrina sobre o mesmo. Em 8 semanas,
havia integracdo da parte ossea e reparagdo fibrovascular da superficie articular.
Apds 10 meses, esta superficie era coberta por tecido fibrocartilaginoso denso, e
que se apresentava maduro aos dois anos. E finalmente, apds 20 anos, o tecido
de reparagcdo era constituido por fibrocartilagem e cartilagem hialina. No
presente estudo, embora o acompanhamento ndo tenha sido realizado por um
periodo muito extenso, os eventos observados foram semelhantes as descrigdes
de Johnson et al. (2012), porém, no modelo experimental pesquisado, este
processo se mostrou mais rapido e com a formagdo de tecido
predominantemente composto por cartilagem hialina, em quase todas as
amostras, em 12 semanas apds a intervengdo. Isto mostra certa vantagem na
utilizagdo dos enxertos osteocondrais, integros ou macerados, em relagdo aos
enxertos de osso esponjoso. Contudo, devido ao reduzido tempo de
acompanhamento na atual pesquisa, ndo ¢ possivel afirmar sobre o aspecto do
tecido enxertado em longo prazo, principalmente naqueles que apresentaram
defeitos em sua arquitetura. De forma andloga ao observado nesta pesquisa,
principalmente nos dois grupos com enxerto osteocondral associado ao IGF-1,
Johnson et al. (2012), também observaram integracdo dssea no leito receptor e

formagdo de um novo tecido na superficie articular.
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Segundo Singh et al. (2007), a infiltracdo de vasos na area de enxertia ou
a falta de uma integracdo efetiva entre o enxerto e o tecido receptor, podem
representar os motivos pelo qual observaram em seu trabalho, a desintegracdo e
transformacdo do tecido enxertado. A angiogénese ocorre durante a inflamagao,
ossificagcdo endocondral, osteoartrite e pode estar relacionada a degeneragdo da
unidade osteocondral (GOEBEL et al.,, 2012). Neste trabalho, a avaliacdo
microscdpica, também foi observada a proliferacdo de vasos ao redor do tecido
enxertado, reforcando o processo de reabsor¢do e renovagdo do tecido
enxertado.

Semelhante a descri¢do de Holland et al. (2007), no atual trabalho,
também foram observadas regides cartilaginosas na zona subcondral em formato
de “V”, o que sugere que a reposta apos a lesdo envolve um rapido influxo de
células mesenquimais na area do defeito, ¢ a produgdo de um tecido embrionario
semelhante a cartilagem, em todo o local. Depois disso, esta cartilagem
hipertrofica parece ser substituida por osso a partir das margens do defeito e
progressivamente em seu interior. Estes eventos ocorreram de forma mais
acentuada nos dois grupos com a adicdo do IGF-1, possivelmente, devido a
estimulacdo do tecido de reparagdo promovida por este fator.

No momento da cirurgia, notou-se que devido a espessura da lamina da
trefina, o defeito obtido possuia didmetro discretamente maior do que o didmetro
do enxerto integro colhido, impedindo um encaixe perfeito entre os mesmos. A
utilizagdo de enxertos circulares, inicialmente, resulta na criacdo de um espago
intersticial entre a cartilagem do enxerto e a cartilagem adjacente, que
supostamente sdo preenchidos por um fluxo de cartilagem e reparagio extrinseca
(HEIR et al., 2012). Contudo, principalmente no grupo 1, esse tipo de integragdo

ndo ocorreu, e a superficie do enxerto foi inicialmente recoberta por um tecido
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neoformado de morfologia variada, sendo posteriormente, substituido por tecido
cartilaginoso.

Alguns fatores também podem comprometer a adaptagéo e incorporagdo
de enxertos transplantados, incluindo mediadores catabdlicos preexistentes,
inflamacdo e osso subcondral anormal. Estes enxertos sdo submetidos aos
mesmos processos de reparacdo que ocorrem em uma fratura, sendo dependentes
da eliminagdo dos micromovimentos e estabelecimento da vascularizac¢do
(BODO et al., 2004). Alguns pontos devem ser observados para o emprego dos
enxertos, como utiliza¢do de uma for¢ca minima na impactacdo, que pode evitar a
morte dos condrdcitos, o nivelamento com a superficie cartilaginosa original
adjacente, que pode minimizar alteragdes de contorno, e o preenchimento total
do defeito, que pode evitar a formagdo de cistos (FARR et al., 2011). A técnica
apropriada é importante para a obtengdo de um enxerto aceitavel, principalmente
em relagdo a perpendicularidade, e para evitar a realizagdo de alavanca com a
trefina (EPSTEIN et al., 2012). E recomendado que o enxerto seja de tamanho
suficiente para preencher todo o defeito, com pouco ou nenhum espaco morto. A
existéncia de um espago ndo preenchido abaixo do enxerto pode resultar na
destruicdo da sua cartilagem, e integracdo retardada da interface 0sso-osso
(BODO et al., 2004). No atual estudo, foi observado que o formato cilindrico do
defeito induzido e do enxerto integro produzido facilitou a adaptacdo e encaixe
entre eles, mas a micromovimentagdo para cima e para baixo, poderia ainda
ocorrer nestas condi¢des. Principalmente nas articulagdes do grupo 1, em 6
semanas de pds-operatorio, observou-se uma proliferacdo excessiva de tecido
fibroso sobre o enxerto, o que segundo Heir et al. (2012) e Efe et al. (2012),
pode ser consequéncia da falha na integragdo do enxerto devido aos fatores
citados anteriormente, resultando na sua retragdo e encobrimento por tecido

fibroso. No entanto, com a utilizacdo de técnica padronizada e¢ a ndo observagao
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deste achado em outros grupos, sugere-se que este fendmeno seja devido a
acelerada reabsorcdo e ativagdo celular promovida pelo IGF-1, nos enxertos
integros.

Infere-se neste estudo, que apds 6 semanas do procedimento, apesar do
preenchimento satisfatorio do local enxertado, o tecido de reparagdo formado,
frequentemente apresentava natureza fibrocartilaginosa em todos os grupos.
Apods 12 semanas, independentemente do grupo, o tecido predominante possuia
maior parte de cartilagem hialina e coloracdo mais semelhante ao tecido normal;
induzindo a acreditar que o fator tempo no caso dos enxertos osteocondrais, seja
importante na interpretagdo dos resultados. Em um trabalho realizado por Singh
et al. (2013), no grupo em que foi realizada somente a perfuracdo subcondral,
apos 45 dias, o tecido formado apresentou qualidade inferior e natureza
fibrocartilaginosa. Isto demonstrou que apesar da introdu¢do de células da
medula 6ssea no local, essas poderiam ndo sobreviver e se diferenciar em
cartilagem hialina. Os autores do presente estudo acreditam que a presenca do
enxerto osteocondral autégeno, favorega a sobrevida celular, permitindo a sua
diferenciagdo, e notaram que a instilagdo direta do IGF-1, promove um maior
recrutamento de células.

Existe uma relacdo mecanica e bioldgica intima entre a cartilagem
articular e o osso subcondral, sendo reconhecido que a integridade da cartilagem
articular ¢ influenciada pelas propriedades mecanicas do osso subcondral
subjacente. Ou seja, o comprometimento do osso subcondral formado durante o
processo de remodelagdo, altera a qualidade da cartilagem sobreposta
(BELLIDO et al.,, 2011; CHIANG; JIANG, 2009; HEIR et al., 2012). Na
presente pesquisa, em 6 semanas apds a interven¢do, os grupos com adigdo de
IGF-1, apresentaram uma quantidade menor de osso subcondral e substitui¢do

por tecido fibroso/cartilaginoso, que pode ter resultado na falha do
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preenchimento da superficie articular em algumas articulagdes. Porém, com 12
semanas, nesses mesmos grupos, o 0sso subcondral se apresentou em quantidade
superior, € com caracteristicas proximas ao tecido normal, consequentemente
melhorando o preenchimento e a qualidade do tecido neoformado. Bellido et al.
(2011), induzindo osteoporose e osteoartrite em joelhos de coelhos, relataram a
melhora no osso subcondral nos animais que receberam o paratorménio (PTH), e
consequentemente, a lesdo cartilaginosa foi reduzida.

Em um trabalho realizado por Chang et al. (2006), comparando os
escores histologicos de reparacdo espontianea de defeito osteocondral de 2mm e
Smm de profundidade, em porcos, foi observado que apds 36 semanas, o escore
dos defeitos de 2mm foram melhores do que os de Smm. Em trabalhos
realizados por outros autores, a profundidade dos defeitos criados em joelhos de
coelhos, eram de 2 mm (SINGH et al., 2007), 3 mm (KOGA et al., 2008;
SELLERS; PELUSO; MORRIS, 1997) ou 4 mm (MARMOTTI et al., 2012).
Segundo Simank et al. (2004) a espessura normal da cartilagem em coelhos é em
média de 200-300 micrometros. No atual estudo, o defeito osteocondral criado
possuia Smm de profundidade, e em 12 semanas apds a intervengdo, foram
encontrados escores apropriados de reparagdo tecidual na avaliag@o histoldgica,
macroscopica e radiografica. De maneira semelhante, Tiwary et al. (2013),
induziram defeitos osteocondrais no sulco troclear de coelhos com 3mm de
diametro e Smm de profundidade, e testando a associagcdo de IGF-1 com células
mononucleares derivadas da medula dssea, também obtiveram bons resultados
no aspecto macroscopico, radiografico e histoldgico.

Alguns trabalhos cientificos demonstraram que o IGF-1 atua no aumento
da atividade mitdtica dos condrdcitos, elevando a sintese de colageno tipo 2 e
proteoglicanos (CLARK et al., 2014; MADRY et al., 2005). Pela analise de

imuno-histoquimica realizada neste estudo, a imunorreatividade para o colageno
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tipo 2, mostrou-se semelhante em todos os grupos avaliados, evidenciando uma
quantidade adequada deste componente, ja na sexta semana de avaliagdo. O
colageno tipo 2, ¢ a base da cartilagem articular e cartilagem hialina, chegando a
constituir mais de 50% de toda proteina na cartilagem e 85% a 90% do colageno
na cartilagem articular. E um componente da rede fibrilar de colageno, que
permite a cartilagem aprisionar o proteoglicano formado, proporcionando forga
de tens@o ao tecido (SINGH et al, 2013). Na pesquisa apresentada, a
imunorreatividade semelhante a cartilagem original, nos grupos que utilizaram
enxerto integro, era esperada, pois acreditava-se que esse tecido seria integrado
mais precocemente. Contudo, ocorreu a reorganizacdo da superficie
cartilaginosa nos enxertos macerados, de forma semelhante aos enxertos integros
em relacdo a presenca do coldgeno tipo 2, mostrando o potencial de reparacéo
cartilaginosa dos enxertos utilizados. Entretanto, apesar da imunorreatividade ser
positiva para o colageno tipo 2, na maioria das secgdes analisadas, uma parte
destes tecidos ndo pode ser considerada cartilagem hialina verdadeira, devido a
auséncia de algumas caracteristicas tipicas, incluindo a complexa arquitetura do
0sso subcondral e a organizacdo zonal dos condrdcitos (MARMOTTI et al.,
2012).

A reparagdo inicial de um defeito osteocondral é mediada, em parte, por
polipeptideos que agem nas células derivadas da cavidade articular ou da medula
ossea, influenciando na taxa de reparagdo da cartilagem articular (MADRY et
al., 2005; SINGH et al., 2007; SHI et al., 2014). O IGF-1, é a proteina
fundamental para a homeostase da cartilagem articular, e exerce seus efeitos nos
estagios finais da condrogénese (MADRY et al, 2010). Ele estimula a
proliferacdo celular de condrécitos e a sintese de matriz, consequentemente,
aumenta a producdo de colageno tipo 2, ¢ de proteoglicanos (HOLLAND et al.,
2007; KIM et al., 2013; LIU et al., 2010). No estudo realizado, o IGF-1 parece
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ndo ter aumentado de maneira significativa a producdo de colageno tipo 2, nos
enxertos osteocondrais.

Neste, o IGF-1 exogeno, foi adicionado ao leito receptor do enxerto
osteocondral. Em geral, estes fatores de crescimento podem ser disponibilizados
por farmacoterapia na forma de proteinas exdgenas ou por terapia genética como
proteina endogena (MADRY et al., 2005). No estudo realizado por Shi et al.
(2014), comparando a efetividade in vitro de fatores de crescimento por via
enddgena ou exogena, verificou-se que a eficacia do IGF-1 é similar quando
disponibilizado de maneira endogena ou exdgena. Foi demonstrado que a via de
aplicag@o que foi utilizada, ndo diminui a eficacia do produto, porém, suas
caracteristicas intrinsecas fazem com que haja a necessidade de meios para
preservar sua bioatividade por mais tempo.

A aplicacdo intra-articular das proteinas terapéuticas ¢ limitada pela falta
de retengdo no interior da cartilagem, e pela rapida eliminagdo no espago
articular (LOFFREDO et al. 2014). Loffredo et al. (2014), testaram a
administragdo intra-articular de IGF-1 ligada a heparina, em camundongos com
osteoartite, e confirmaram que este método prolonga a retengdo articular,
estendendo o efeito de dois para quatro dias apoés a injecdo. Estes autores
também observaram que no grupo em que foi utilizado o IGF-1 isolado, nio
houve estimulagdo dos condrdcitos apos dois dias. No atual estudo, o IGF-1 foi
inserido no leito receptor em dose Unica, e ndo foram utilizadas outras
aplicagdes intra-articulares do fator de crescimento. A aplicagdo do mesmo no
0sso subcondral impediu sua perda, mas pode ter permitido sua rapida absor¢éo
e reduzido seu tempo de ac@o. Liu et al. (2010), avaliando o efeito da injegdo
intra-articular de IGF-1 associado ao 4cido hialurénico na cartilagem e 0sso
subcondral, na reparacdo de osteoartrite induzida na articulagdo

temporomandibular de coelhos, observou que a aplicagdo unica de IGF-1
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isolado, ndo apresentou nenhum efeito aparente devido sua vida biologica curta
e dispersdo rapida. De forma semelhante, outros estudos realizados em ratos,
cachorros e coelhos, constataram um efeito terapéutico minimo pelo uso
periodico do IGF-1 isolado, na reparagdo da cartilagem e osso subcondral
osteoartriticos (LIU et al., 2010). Uma opg¢do para este tipo de problema seria a
utilizagdo de scaffolds, que podem influenciar a bioatividade e longevidade do
IGF-1 (LIU et al., 2010).

Assim, a utilizagdo de IGF-1 como um agente terapéutico nas afec¢des
articulares, envolve algumas restri¢des, incluindo principalmente, o tempo curto
de permanéncia intra-articular e a escassez intrinseca de condrdcitos para servir
como células alvo (MADRY et al., 2005). Alguns fatores de crescimento como o
TGF-, BMPs e IGF-1, podem induzir a diferenciagdo das células mesenquimais
em condrécitos, mas a aplicagdo exdgena possui pouca eficiéncia e reduzida
meia-vida in vivo. Por isso, em alguns trabalhos, os condrdcitos tém sido
manipulados geneticamente para secretar um fator de crescimento terapéutico, e
fornecer células capazes de responder a este estimulo de reparagdo (MADRY et
al., 2005; THIEDE; MARKEL, 2012). No estudo realizado, a aplicacdo direta do
IGF-1 no defeito osteocondral, representou uma op¢ao mais simples e acessivel,
e associada ao enxerto osteocondral autégeno, atuou como forma de tratamento
em uma Unica intervencdo invasiva. Apesar de aparentemente, a instilacdo direta
de IGF-1 no local receptor, ndo possuir efeito muito prolongado, os grupos com
adi¢do deste fator apresentaram aumento na reagdo e proliferacdo celular no
processo de reparacgdo tecidual.

Alguns autores destacam a importancia da utilizacdo de scaffolds, para
aumentar o sucesso na neoformagdo de tecido de reparacdo em enxertos
osteocondrais, pois fornecem um suporte temporario para as substincias ou

células, funcionando como um liberador de fatores ou melhorando a sobrevida
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celular (CLARK et al., 2014; DHOLLANDER et al., 2011; LAM et al., 2014;
MOLLON et al., 2013; NUKAVARAPU; DORCEMUS, 2013). Marmotti et al.
(2012), utilizando fragmentos de cartilagem em scaffold de acido hialurénico
enriquecido com plasma rico em plaqueta, observaram o preenchimento total do
defeito osteocondral com tecido semelhante a cartilagem hialina, em seis meses.
Neste estudo, o IGF-1 foi adicionado ao coagulo sanguineo autégeno, mas este,
ndo pode ser considerado um legitimo scaffold. Talvez, a utilizagdo destes
produtos seria uma possibilidade para aumentar a eficacia da dosagem unica de
IGF-1, utilizados em associacdo com os enxertos integros ou macerados, uma
vez que poderiam prolongar a ac¢do desta substdncia e melhorar a resposta a
reparagdo.

Existem razdes tedricas para a eficdcia limitada encontrada na
associagdo com o IGF-1. A nfo utilizagdo de um suporte carreador ¢ a meia-
vida curta do IGF-1, podem ter resultado em um periodo de agdo menor ¢ menos
eficiente. Os fatores de crescimento também podem induzir a atividade autdcrina
e paracrina em osteoblastos, ndo sendo necessariamente importante, a liberagao
de longa duragdo dos mesmos para a reparagdo 6ssea (SIMANK et al., 2004).
Assim, ao se analisar as caracteristicas dos eventos apresentados, principalmente
nos grupos com IGF-1, em 12 semanas apos a intervencdo, foi observada uma
reparacdo mais adequada do osso subcondral, mas com a superficie cartilaginosa
ainda em fase de remodelamento, sugerindo a necessidade de se estender os
efeitos desse fator de crescimento.

Algumas limitagdes desse trabalho podem ser ressaltadas. Mesmo
utilizando-se coelhos, o periodo de tempo utilizado para realiza¢do das analises,
que foi de até 12 semanas, pode ter sido insuficiente para afirmar sobre a
viabilidade definitiva do enxerto, sendo que o desfecho mecénico e estrutural, sd

pode ser determinado com estudos em longo prazo. Além disso, o reduzido
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numero de animais utilizados em cada periodo de observagdo pode ter
influenciado a obtencédo de resultados mais precisos e o alcance da significancia
estatistica. Em relagdo aos exames de histologia e imuno-histoquimica, o
material foi de dificil manipulagdo e processamento, sofrendo um elevado

numero de intercorréncias para sua preparacao.

5. CONCLUSAO

A adicdo do IGF-1 ao enxerto osteocondral autogeno, incentiva os
eventos de reabsor¢do e substituicdo do tecido enxertado, favorecendo o
processo de reparagdo da cartilagem articular lesionada.

Os enxertos osteocondrais autogenos, independentemente do formato
integro ou macerado, apresentam adequada capacidade de reparagdo da
cartilagem articular, com formacdo de coldgeno tipo 2, semelhante ao tecido

original.
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