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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Trabalho experimental para avaliar o desempenho biolégico de arcabougos de

Recebido em 14 de janeiro de 2016 hidrogel poli (L-co-D, L 4cido latico)-co-trimetileno carbonato/poli (alcool vinilico) (PLDLA-

Aceito em 29 de marco de 2016 -co-TMC/PVA) como implante no preenchimento, e ndo no reparo, de defeito osteocondral

On-line em 13 de julho de 2016 em coelhos Nova Zelandia e verificar a influéncia do material na protecdo tecidual in vivo.
Meétodos: Foram usados 12 coelhos divididos em grupos de nove e 16 semanas. Em cada

Palavras-chave: animal foi criado um defeito osteocondral em ambos os condilos femorais mediais, em um

Cartilagem articular foiimplantado um arcabougo de hidrogel (grupo pino) e no outro foi mantido o defeito (grupo

Hidrogéis/quimica controle). Apds o sacrificio dos animais, foi feita andlise histolégica do material.

Coelhos Resultados: Os condilos do grupo pino néo evidenciaram reacao inflamatéria e estavam rode-

ados por capsula fibrosa. J4 no grupo controle, uma maior proliferagado 6ssea foi observada
nas areas do defeito, porém com cartilagem articular desorganizada, fibrose evidente, atrofia
com exposicdo 6ssea e proliferacdo de membrana sinovial.
Conclusdo: Os pinos de hidrogel sdo promissores na funcéo de preenchimento de defeitos oste-
ocondrais, ndo ocasionam, de modo geral, reacdo inflamatdria e ndo sdo eficazes no reparo
de defeitos osteocondrais.
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In vivo evaluation of porous hydrogel pins to fill osteochondral defects
in rabbits

ABSTRACT

Keywords:

Articular cargilage
Hydrogels/chemistry
Rabbits

Objective: This experimental study aimed to evaluate the biological performance of poly
(L-co-D, L-lactic acid)-co-trimetilene carbonate/poly (vinyl alcohol) (PLDLA-co TMC/PVA),
hydrogel scaffolds, as an implantin the filling (and not in the repair) of osteochondral defects
in New Zealand rabbits, assessing the influence of the material in tissue protection in vivo.
Methods: Twelve rabbits were divided into groups of nine and 16 weeks. In each animal,
an osteochondral defect was created in both medial femoral condyles. In one knee, a
hydrogel scaffold was implanted (pin group) and in the other, the defect was maintained
(control group). A histological analysis of the material was performed after euthanasia.
Results: The condyles of the pin group showed no inflammatory reaction and were surroun-
ded by a fibrous capsule. The control group presented higher bone growth in the areas of the
defect, but with disorganized articular cartilage, evident fibrosis, bone exposure, atrophy,
and proliferation of synovial membrane.

Conclusion: The hydrogel pins are promising in filling osteochondral defects, generally do not
cause inflammatory reactions, and are not effective in the repair of osteochondral defects.

© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A osteoartrose ou osteoartrite é uma das afec¢ées que mais
acometem o homem.! Sua prevaléncia aumenta com o passar
dos anos, é comum apés os 60 anos.” A cartilagem articu-
lar e o osso subcondral formam um sistema de lubrificacéo,
estabilizacdo e distribuicdo uniforme de carga, absorvem
choques e permitem movimentacdo com baixa friccdo por
vérias décadas.”™ Dessa forma, a cartilagem protege o 0sso
subcondral de alto estresse e reduz a pressdao normal de
contato.>® A cartilagem degradada evolui com dor, rigidez e
diminuicdo do movimento articular. Gracas a baixa capaci-
dade de regeneracdo condral, a osteoartrose é um dos mais
importantes problemas na ortopedia. Com o aumento da lon-
gevidade humana e da pratica esportiva nas ultimas décadas
observamos cada vez mais lesdes osteocondrais.’

A cartilagem articular normal apresenta uma fase sélida
constituida principalmente por coldgeno e proteoglicanos (15-
32%) e uma fase fluida composta predominantemente por
agua (68-85%).” A cartilagem hialina compde-se de 10% de
células (condrdcitos) e densa matriz extracelular, com 60 a
80% de agua, 10 a 20% de fibras de colageno tipo Ile 10 a 15% de
proteoglicanos. As propriedades mecanicas da cartilagem arti-
cular a tornam capaz de transmitir carga de aproximadamente
oito vezes o peso corporal, gracas a exsudagdo e ao movimento
do fluido pelos poros da cartilagem, e conferem um coeficiente
de friccdo de 0,008 w (mi).*®

O osso subcondral é uma fina camada de osso denso e duro
em contato com a cartilagem articular, enquanto o osso tra-
becular é composto por abundante matriz (fibras de coladgeno
e minerais) que age na transmissédo de carga.’

Por ser avascular, a cartilagem depende da vascularizacao
proveniente da medula déssea para que ocorra migracao
de células mesenquimais, responsaveis pelo processo de

cicatrizagdo.”® Além disso, as lesdes superficiais da cartila-
gem articular, que ndo envolvem o osso subcondral, tém pouca
capacidade intrinseca de reparagdo.’

Tanto na osteoartrose priméaria como na secundéria, a car-
tilagem é o tecido que sofre as maiores aberracdes. Dentre as
alteracoes morfoldgicas ocorrem perda de sua natureza homo-
génea, fragmentacao, fibrilacdo, fissuras e ulceragdes. Com a
progressao da doenca, ocasionalmente nao resta nenhuma e
areas de osso subcondral ficam expostas.’®

Podemos considerar trés fases no processo de regeneracdo
tecidual: necrose, inflamacdo e reparo.'’'? Porém, a
cicatrizacdo de lesdo restrita a cartilagem hialina pode
ndo ocorrer dessa forma.'® Lesdes superficiais da cartilagem
hialina que ndo atinjam o osso subcondral tendem a néo
cicatrizar.’ Nessa lesdo ocorre degeneracdo da cartilagem
a partir da zona superficial e observam-se finas por¢oes de
fibras de coldgeno com aspecto descamativo. Com a pro-
gressdo da lesdo é possivel visualizar fissuras verticais na
cartilagem articular, que produzem aspecto irregular e sem
brilho.*1*

A lesdo condral desencadearia um processo inflamatério
e o hematoma rapidamente se organizaria em codgulos de
fibrina, glébulos brancos e elementos da medula éssea.

Células indiferenciadas da medula e do endotélio vascu-
lar sdo transformadas em fibroblastos primitivos que, com o
aporte de capilares e codgulos de fibrina, se transformam em
tecido fibrobléstico vascularizado de reparacéo.’! Esse tecido
fibrocartilaginoso, a depender dos estimulos mecanicos e bio-
légicos, formard um tecido cartilaginoso.'®> A neoformagcéo
6ssea migra da base do defeito para a superficie articular na
regido em contato com o osso subcondral. Um tecido fibro-
cartilaginoso preenche a zona de transicdo e interrompe a
formacédo de tecido ésseo. 1114

O tecido de reparacdo do defeito osteocondral tem
composigdo diferente da cartilagem normal.’ O condrécito
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sintetiza proteoglicanos de menor peso molecular. Como as
fibras de coladgeno do tipo II tém menor didmetro e disposicao
mais irregular, esse arranjo favorece a permeabilidade a
dgua. Esse tecido neoformado apresenta menor mddulo de
elasticidade quando comparado com o tecido cartilaginoso
normal.»1617

O tratamento cirtrgico de lesdes condrais e osteocondrais
representa um grande desafio. Podemos tentar a estimulacdo
da formacao de tecido cartilaginoso ou fibrocartilaginoso, que
seria a reparacao ou a substituicdo dessas lesdes por tecidos
com caracteristicas semelhantes.**3

Nao existem tecidos de substituicdo com propriedades
mecéanicas similares ao tecido original.’® Pesquisas com enge-
nharia de tecido que usa sistemas tridimensionais sintéticos
com arcabougos porosos tém sido feitas.'®?°

Polimeros como poli(p-dioxanona) - PPD, o poli (dcido
latico) — PLA, poli (acido glicélico) - PGA e seus copolime-
ros PLLA e PLGA e poli (a-hidroxi 4dcidos) com caracteristicas
de degradacao, biorreabsorcdo e biocompatibilidade tém sido
exaustivamente estudados.®?12*

No nosso estudo empregamos um hidrogel ndo poroso e
nao absorvivel (PLDLA-co-TMC/PVA) para preenchimento do
defeito osteocondral, e ndo para reparacdo que permita cres-
cimento de neotecido.

A resposta bioldgica in vivo com pinos de hidrogel PLDLA-
-co-TMC/PVA no preenchimento de defeitos osteocondrais é
desconhecida.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho bio-
légico de arcabougos de hidrogel PLDLA-co-TMC/PVA como
implante no preenchimento, e ndo no reparo, de defeito oste-
ocondral em coelhos Nova Zelandia e verificar a influéncia do
material na protecdo tecidual in vivo.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em
Pesquisa de nossa institui¢do (CEUA/FCMS/PUCSP, nuimero
2013/10).

Preparacdo dos arcabougos poliméricos (pinos de hidrogel)

Os pinos de hidrogel sdo compostos por polimeros semi-
-interpenetrantes baseados em Poli (Alcool Vinilico) (PVA) e
poli(L-co-D,L &cido latico)-co-trimetileno carbonato (PLDLA-
-TMC). O hidrogel foi feito com uma solucdo de 10% m/v de
PVA em &gua e 10% do composto PLDLA-TMC em relacdo a
massa de PVA usada. A solucdo foi entdo vertida em moldes de
PTFE (politetrafluoretileno) com didmetro de 4,1 mm, deixados
em processo de congelamento-descongelamento durante dois
dias. Apds esse processo os pinos foram retirados do molde,
cortados no sentido do comprimento com 13 mm, esteriliza-
dos em radiacdo UV e implantados (fig. 1).

Estudo in vivo com implante dos pinos e controles

Foram usados 12 coelhos Nova Zelandia, de ambos os sexos,
entre 120 e 150 dias e 3,5kg a 4,5kg.

Apbs jejum pré-operatério de oito horas, submetemos os
animais a anestesia geral via intramuscular com cloridrato de

Figura 1 - Pinos de hidrogel PLDLA-co-TMC/PVA e molde
usado para confeccdo dos dispositivos.

cetamina (30 mg/kg de peso) associado a cloridrato de xilazina
(5mg/kg de peso). Feita tricotomia da 4rea operada, os coe-
lhos foram posicionados em mesa cirdrgica apropriada, em
decubito dorsal horizontal. A assepsia foi feita com solugdo de
clorexidina alcoélica 0,5% aplicada com gazes estéreis. O cirur-
gido fez uso de luvas cirtrgicas estéreis e materiais cirdrgicos
esterilizados em autoclave a 180 °C por duas horas.

Usamos incisdo para patelar medial com dissec¢do por
planos (subcutaneo e capsulotomia para patelar medial).
Procedeu-se a luxacdo lateral da patela que expds os condi-
los femorais. Com o joelho fletido a 90°, criou-se um defeito
cilindrico na cartilagem articular e no osso subcondral no cén-
dilo femoral medial com o emprego uma broca trefina metélica
de 3,3mm/38,5 mm e foi retirado um cilindro osteocondral de
1cm de profundidade de ambos os joelhos”* (figs. 2 e 3).

Figura 2 - Implante de Hidrogel e trefina.
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Figura 3 - Implante e cilindro osteocondral.

O defeito condral foi criado em ambos os condilos femorais
mediais, em um dos lados foi implantado o pino de hidrogel
(lado implante), enquanto no outro (lado controle) foi apenas
mantido o defeito (fig. 4).

Foi feita sutura por planos apés a lavagem com soro fisi-
olégico 0,9% e ndo foram usados curativos ou imobilizacdes.
Todos os animais foram mantidos individualmente em gaiolas
metalicas, com agua e ragdo ad libitum.

Retirada do material — Eutandsia e coleta de tecido

Apbs nove semanas foram sacrificados sete animais e cinco
apos 16 semanas.

Usamos inalacdo com halotano. Apés a constatacdo da
morte, o animal foi posicionado em dectbito dorsal horizon-
tal. Dessa maneira foram ressecados os condilos femorais
mediais dos dois joelhos, por via de acesso para patelar
medial.

Avaliagdo macroscépica

Os condilos foram individualmente identificados, observa-
dos macroscopicamente e fotografados (fig. 5). De acordo
com a classificagdo de Outerbridge modificada, o grupo pino,
tanto com nove como 16 semanas - considerou-se que nao
houve crescimento de tecido sobre o pino -grupo néo pdde
ser incluido na classificagd@o. J4 no grupo controle, com nove
ou 16 semanas, observaram-se alteracdes caracteristicas de
Outerbridge II.

Processamento do material — Andlise histolégica

Os condilos femorais foram colocados em recipientes de vidro
com solucdo de Bouin (composta de 4cido picrico, 4cido acé-
tico e formaldeido) para fixagdo por 24 horas que mantém a
integridade dos tecidos apds a morte.

O material foi descalcificados em EDTA 4,13% (solucdo
descalcificadora composta de EDTA tetrassddico, tartarato de
sédio, tartarato de sédio e potéssio, acido cloridrico e dgua
destilada) por 21 dias.

Para processamento histolégico foram feitos cortes
paralelos longitudinais (craniocaudais) e identificados
sequencialmente para cada amostra. Essa técnica permi-
tiu avaliacdo precisa de toda area do condilo, incluindo
a inicialmente lesada e toda a superficie ao redor da
lesdo.

As amostras, devidamente identificadas, foram desidrata-
das em uma sequéncia de solugdes alcodlicas, diafanizadas
sequencialmente em xilol I, II e III e incluidas em parafina a
70°C. Apés o corte de 3 um, as amostras foram coradas com
Hematoxilina-Eosina e analisadas por microscopia de luz con-
vencional.

Figura 4 - A, defeito osteocondral in situ; B, defeito apés retirada do cilindro osteocondral; C, defeito preenchido com pino

de hidrogel implantado.
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Figura 5 - A, com pino de hidrogel; B, sem pino (grupo controle).

Avaliagdo microscépica

No exame histolégico qualitativo das sec¢des do fémur dis-
tal, a atencao foi dirigida, particularmente, para os seguintes
elementos:

1. tipo de tecido que recobria a superficie articular: cartilagem
hialina, fibrocartilagem, tecido ésseo ou tecido fibroso;

2. estado da superficie cartilaginosa: lisa, com depresséo ou
irregular com presenca de fissuras ou fragmentos;

3. padrao do osso subcondral;

4. presenca ou nao de necrose e resposta inflamatéria propri-
amente dita;

5. encontro ou ndo de altera¢des hiperplasicas da cartilagem
ou tecido 6sseo;

6. avaliacdo das membranas sinoviais, quando possivel.

Resultados

Na avaliacao de resultados foram considerados quantidade de
fibrose, neoformacéo dssea e presenca de tecido cartilaginoso
na superficie condilar.

No grupo pino, sacrificado nove semanas apds o implante,
encontramos fibrose discreta em quatro animais, fibrose acen-
tuada em dois e nenhum com fibrose moderada.

No grupo controle, sacrificado nove semanas apés a criagao
do defeito osteocondral, encontramos fibrose discreta em dois
animais, moderada em dois e acentuada em dois.

No grupo pino, sacrificado apés nove semanas do implante,
um animal apresentou neoformacao éssea e em cinco ela ndo
foi encontrada. J& no grupo controle, a neoformacdo 6ssea
estava presente em quatro animais, contra auséncia em um
animal.

Com relacdo a presenca de cartilagem na superficie articu-
lar, ndo foi encontrada em quatro coelhos do grupo controle
e estava presente em um caso. Em um dos coelhos foi encon-
trada uma superficie que ndo pode ser definida como tecido
cartilaginoso organizado. No grupo pino ocorreu presenca de
tecido cartilaginoso em quatro casos, enquanto em dois coe-
lhos nao foi encontrada cartilagem (tabela 1 e figs. 6 e 7).

Um dos animais incluido no grupo sacrificado com
16 semanas apresentou infecgdo no sitio cirdrgico e foi
excluido do trabalho.

Quatro coelhos do grupo pino apresentaram fibrose de grau
discreto e um néo teve fibrose.

A neoformacao éssea ocorreu em quatro coelhos do grupo
controle e em um deles ocorreu fragmentacao do material, o
que inviabilizou a anadlise correta. J4 no grupo pino néo foi
observada presenca de neoformacéo 6ssea.

No grupo controle, com 16 semanas ocorreu degeneracao
de cartilagem em um caso, enquanto naquele com

Tabela 1 - Coelhos do grupo com nove semanas

Sacrificio nove semanas Grupos Fibrose Neoformacao éssea Superficie cartilaginosa
Coelho 1-9 Controle Acentuada Ausente Ausente
Coelho 1-9 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 2-9 Controle Moderada Presente Desorganizada
Coelho 2-9 Pino Acentuada Presente Ausente
Coelho 3-9 Controle Discreta Presente Ausente
Coelho 3-9 Pino Discreta Ausente Ausente
Coelho 4-9 Controle Discreta Presente Ausente
Coelho 4-9 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 5-9 Controle Acentuada Presente Presente
Coelho 5-9 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 6-9 Controle Moderada Ausente Ausente
Coelho 6-9 Pino Acentuada Ausente Presente
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Figura 6 - Lamina histolégica do grupo pino nove semanas
com auséncia de reacdoinflamatéria e leve fibrose.

Figura 7 - Lamina histolégica do grupo controle com nove
semanas com neoformacdo 6ssea, fibrose exuberante

e desorganizacao tecidual.

fragmentacdo do material ndo foi possivel analisar a
presenca ou nao de cartilagem. Em dois coelhos do grupo
controle encontramos cartilagem na superficie articular
contra um que ndo a apresentava. No grupo pino, cinco

Figura 8 - Lamina histolégica do grupo pino de 16 semanas
que mostra discreta fibrose, sem neoformacio éssea.

coelhos tinham cartilagem presente, contra um ausente
(tabela 2 e figs. 8 e 9).

Discussao

Dos 12 coelhos estudados, apenas um do grupo sacrificado
com nove semanas foi excluido por apresentar infecc¢éo local.
Portanto, 11 animais fizeram parte deste estudo.

A andlise histolégica dos implantes de arcaboucos de
PLDLA-co-TMC/PVA apés nove semanas evidenciou que o
pino ndo induz reacdo inflamatéria, tampouco estimula a
neoformacdo éssea. Ha estimulo para proliferacdo fibrosa nas
bordas da lesdo a partir da cartilagem articular com formacéo
principalmente de fibrocartilagem e tentativa de fechamento
da lesao.

No grupo controle apds nove semanas ha mais fibrose, mais
neoformacdo dssea, seja a partir da cartilagem articular das
bordas da lesdo como a partir das trabéculas do osso compacto

Tabela 2 - Coelhos do grupo com 16 semanas

Sacrificio 16 semanas Grupos Fibrose Neoformacao éssea Superficie cartilaginosa
Coelho 1-16 Controle Discreta Presente Presente
Coelho 1-16 Pino Discreta Ausente Ausente

Coelho 2-16 Controle Discreta Presente Presente
Coelho 2-16 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 3-16 Controle Discreta Presente Deneracao
Coelho 3-16 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 4-16 Controle Fragmentacdo Anidlise inviavel
Coelho 4-16 Pino Discreta Ausente Presente
Coelho 5-16 Controle Moderada Presente Ausente

Coelho 5-16 Pino Discreta Ausente Presente
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Figura 9 - Lamina histolégica do grupo controle de
16 semanas que mostra neoformacio 6ssea e fibrose.

rodeadas de células osteoprogenitoras. Porém, sem evidéncias
de reparo da lesdo condral.

Ap6s 16 semanas os coéndilos com implantes de hidrogel
ndo evidenciaram reacdo inflamatéria e estavam rodeados por
capsula fibrosa. O osso trabecular ao seu redor tem aspecto
conservado e ha fechamento da superficie articular com
presenca de cartilagem hialina ou entdo cartilagem atréfica
de aspecto fibro-hialino.

Nas lesdes do grupo controle com 16 semanas houve mais
proliferacdo 6ssea nas areas do defeito. No entanto, com car-
tilagem articular desorganizada, com fibrose evidente, houve
atrofia com exposicdo éssea e proliferacdo de membrana sino-
vial.

Com relacdo a neoformacao dssea, no grupo de nove sema-
nas, para nossa surpresa, um dos animais do grupo pino
apresentou crescimento de tecido ésseo com padrao fibroso.
Ja os outros coelhos desse grupo ndo apresentaram cresci-
mento dsseo, enquanto em todos do grupo controle ocorreu
neoformacéo 4ssea.

No grupo controle sacrificado com 16 semanas encontrou-
-se, como esperado, preenchimento ésseo no defeito oste-
ocondral, muito provavelmente devido ao maior tempo
decorrido entre a cirurgia e o sacrificio. Entretanto, nos ani-
mais do grupo pino ndo houve crescimento ésseo no defeito.
Isso sugere que a presenca do pino implantado causou preen-
chimento de todo o espaco criado pelo defeito.

Conclusao

Os pinos de hidrogel demonstraram superioridade com
relacgdo a protecdo da superficie cartilaginosa articular, como
artefatos de preenchimento dos defeitos osteocondrais. No
entanto, ndo apresentaram qualquer efeito reparador. Por
outro lado, no grupo controle, verificou-se degradacao da car-
tilagem tanto no defeito quanto na periferia.
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