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Albuguerque PCVC.

1.0 Gel do biopolimero da cana-de-agUcar

1.1 Consideracdes Iniciais

Defeitos osteocondrais sdo doencas incapacitantes e afetam milhGes de pessoas no
mundo. Na verdade, elas respondem pela metade de todas as enfermidades cronicas em
pessoas acima de 50 anos de idade nos paises desenvolvidos. Em decorréncia do aumento da
populacdo mundial, da expectiva de vida e dos traumas no aparelho musculo-esquelético, é
previsto que a porcentagem das pessoas que irdo sofrer doencas 6sseas dobraré até o ano de
2020. Trata-se de um grande problema na satde publica mundial, pois tais doencas provocam
grande incapacidade em parte da populacéo economicamente ativa™?.

O tecido 6sseo €é continuamente reparado e remodelado de acordo com a funcéo dos
osteoblastos e osteoclastos, sendo capaz de se regenerar apds sofrer danos. Porém, quando
essas lesdes causam grandes defeitos, 0 0sso € incapaz de repara-los, havendo formacéo de
tecido fibroso e perda da sua funcdo mecanica®. Em algumas circunstancias, quando o
processo de reparacdo 0ssea nao € suficiente para recompor a perda, o enxerto 6sseo autélogo
é a opcdo mais frequentemente empregada®®. A cura de um defeito da cartilagem é um
problema mais complexo devido a sua baixa atividade mitética e auséncia de vasos:®.

No inicio da década de 70 houve varias tentativas para reparacdo de grandes defeitos,
principalmente quando o tecido dsseo disponivel era insuficiente. Desenvolveram-se 0s
primeiros compostos sintéticos substitutos do osso com a utiliza¢do do carbonato de célcio e
hidroxiapatita®".

A partir da década de 60 diversos polimeros foram desenvolvidos, com destaque para
o0 acido poliglicélico (PGA), acido polilactico (PLA) e poliparaioxanona (PDS), e passaram a
ser aplicados na fixacdo de fraturas, reparacdo de defeitos osteocondrais, meniscos, discos
intervertebrais. A seguir os biopolimeros passaram a ser empregados por serem mais
compativeis com os tecidos vivos(™*?.

Recentemente foi desenvolvido um biopolimero derivado da cana-de-aglcar na
estacdo experimental de Carpina, Divisdo de Inddstria da Universidade Federal de
Pernambuco. Esse biopolimero é um heteropolissacarideo extracelular obtido atraves da
sintese bacteriana da Zoogloea sp a partir do melago da cana-de-agucar, que vem sendo
aplicado experimentalmente na confeccdo de implantes biologicos em varios tecidos do

corpo, como Via urinaria, membrana timpanica, globo ocular, aponeurose e dura-méter**%,
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Albuguerque PCVC.

1.2 Apresentacéo da Pesquisa
A nossa pesquisa foi desenvolvida em trés artigos originais:
Artigo Original — 1

“Estudo Comparativo Macroscopico dos Defeitos Osteocondrais Produzidos em
Coéndilos Femorais de Coelhos Preenchidos com Gel de Biopolimero da Cana-de-
Acucar”.

Consiste em um estudo experimental e analitico do aspecto macroscopico da
superficie, coloracdo, continuidade, consisténcia e cicatrizacdo dos defeitos osteocondrais
produzidos em céndilos femorais de coelhos preenchidos com o Gel de Biopolimero da Cana-
de-Acgucar (GBPCA), nos periodos de 90, 120 e 180 dias, comparados com o grupo controle.

Artigo Original — 2

“Estudo Comparativo da Analise da Mensuracio da Area Cicatrizada dos
Defeitos Osteocondrais Produzidos em Condilos Femorais de Coelhos Preenchidos com
Gel de Biopolimero da Cana-de-Agucar”.

Consiste em um estudo experimental e analitico, utilizando o programa de computacéo
grafica Image J, 1.3, para Windows, com fins de mensuracdo das &reas cicatrizadas da
cartilagem articular dos defeitos osteocondrais produzidos em condilos femorais de coelhos
apos preenchimento com o GBPCA, nos periodos de 90, 120 e 180 dias, comparados com 0

grupo controle.

Artigo Original — 3

“Estudo Comparativo da Analise Histoldgica dos Defeitos Osteocondrais
Produzidos em Co6ndilos Femorais de Coelhos Preenchidos com Gel de Biopolimero da
Cana-de-Aciticar”.

Consiste em um estudo experimental e analitico da histologia do tecido osteocondral
apos preenchimento com o GBPCA, nos periodos de 90, 120 e 180 dias, comparados com 0
grupo controle.

Os procedimentos foram efetuados sob supervisdo veterinaria e aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) e seguiu o cddigo de ética de
experimentacao para animais do Conselho Internacional da Organizacdo da Ciéncia Médica e

do Colégio Brasileiro de Experimentacdo em Animais.
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RESUMO

Objetivo: Estudar a cicatrizagdo, superficie, coloracdo, consisténcia e continuidade do tecido de
reparacdo ap6s producdo de defeitos osteocondrais em condilos femorais de coelhos preenchidos com
0 gel de biopolimero da cana-de-agucar, nos periodos de 90, 120 e 180 dias, e comparar com 0 grupo
controle, sem o gel de bipolimero. Métodos: Foram estudados 16 coelhos brancos da linhagem Nova
Zelandia, adultos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e 2,5 kg, sem altera¢bes no aparelho
locomotor. Ap6s anestesia geral, foi produzido com trefina um defeito de 3,2mm de diametro por
4mm de profundidade em cada condilo femoral. Os animais foram divididos em dois grupo — Estudo:
joelho direito, condilos medial e lateral, preenchimento com gel de biopolimero de cana-de-agucar;
Controle: joelho esquerdo, condilos medial e lateral, submetidos a cicatrizagéo natural e analisados nos
periodos de 90, 120 e 180 dias da cirurgia. Ap6s o sacrificio, procedeu-se a resseccdo das pecas
anatdmicas, seguindo-se a imersdo em solucdo de Bouin e fotografia com camara Nikon Coopix
5400®, acoplada a lupa estereoscopica Nikon SM2800®, para estudo da superficie, coloracio,
consisténcia, continuidade e cicatrizacdo. Resultados: Foram analisados pelo teste do qui-quadrado.
N&o houve diferencas significativas na avaliagdo dos parametros estudados entre os grupos estudo e
controle. Conclusdo: O aspecto macroscopico da superficie articular, coloracdo, consisténcia,
continuidade e cicatrizagdo do tecido encontrado sobre os defeitos osteocondrais preenchidos com o
gel de biopolimero da cana-de-aglcar no grupo estudo se mostrou semelhante ao tecido encontrado

no processo de reparacdo natural ocorrido no grupo controle.

Descritores — Trauma Articular; Cartilagem/Terapia; Defeito Osteocondral; Biopolimero da Cana-de-

Acucar.
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ABSTRACT

Objective: To study the healing surface, color, consistency and continuity of the repair tissue after
production of osteochondral defects in rabbit femoral condyles filled with gel biopolymer of cane
sugar, in periods of 90, 120 and 180 days compared with a control group without the gel biopolymer.
Methods: We studied 16 rabbits, young adult New Zealand white, 6 and 7 months old, weighing
between 2 and 2.5 kg, without changes in the locomotor system. In all the animals a defect was made
3.2 mm in diameter and 4 mm deep in the femoral condyle of the right and left knees. The animals
were divided into two groups — Study: right knee, medial and lateral condyles, implantation of
BPSCG; Control: left knee, medial and lateral condyles, submitted to natural healing — analyzed 90,
120 and 180 days after surgery. At these times, after sacrifice, the anatomical parts were resected and
placed in Bouin's solution for macroscopic analysis. The gross appearance of the defects was
evaluated using a Nikon CS 2800® stereomicroscope and photographed with a Nikon Coopix 5400°,
camera according to the surface, color, consistency, continuity and healing. Results: The results were
evaluated by the chi-square test. There were no significant difference in macroscopic assessment of
wound healing between the study and control groups. Conclusion: With regard to the surface, color,
consistency, continuity and healing of defects, the macroscopic tissue repaired with BPSCG was

equivalent to that of the control group.

Keywords — Articular Trauma; Chondral; Cartilage; Biopolymer Sugar Cane Gel
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INTRODUCAO

Os defeitos osteocondrais frequentemente evoluem para doenca articular degenerativa,
caracterizada por dor, rigidez e perda da mobilidade articular. Essa enfermidade esta entre as
causas mais comuns de incapacidade entre a populacdo de meia idade e idosos. A cartilagem
articular, por ser desprovida de vascularizacéo e limitado potencial de cicatrizacdo, faz do seu
tratamento um verdadeiro desafio para os ortopedistas**.

O processo de cicatrizacdo da cartilagem ndo obedece a fase natural de necrose,
inflamacdo e reparagdo. O tecido condral, quando lesionado, ndo forma hematoma nem
coagulo e ndo produz fibrina, que servem de arcabouco ao novo tecido de reparacdo. A
auséncia da fase de vascularizacdo limita o aporte de células para resposta inflamatéria ao
trauma:39),

Considerando a reparagéo dos defeitos osteocondrais, destacam-se como tratamentos o
desbridamento da cartilagem lesada, as perfuracbes da placa dssea subcondral, as
microfraturas, o transplante de tecido condral ou osteocondral. Utiliza-se como método
biolégico o implante de células cultivadas potencialmente condrogénicas: células
mesenquimais e condrdcitos aut6logos cultivados e transplante alégeno osteocondral, este
Gltimo retirado de cadaver®®%" técnicas complexas e de alto custo, dificuldades que levam
a procura de alternativas***".

O biopolimero da cana-de-acucar (BPCA) tem sido empregado por um grupo de
pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco em diversos sistemas corporais de modelos
animais, com baixa toxicidade e excelente biocompatibilidade, além do baixo custo de
producdo, caracteristicas que indicam grande competitividade do produto em relacdo aos
similares sintéticos importados®" 2.

O objetivo desta pesquisa foi estudar a cicatrizagdo, superficie, coloragéo,
continuidade e consisténcia do tecido de reparacdo apos producdo de defeitos osteocondrais
em condilos femorais de coelhos preenchidos com o gel de biopolimero da cana-de-agucar
(GBPCA), nos periodos de 90, 120 e 180 dias, comparando com o grupo controle, sem o
GBPCA.
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METODOS

Para o estudo proposto foram utilizados 16 coelhos brancos da linhagem Nova
Zelandia, adultos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e 2,5 kg, sem alteracdes no
aparelho locomotor. Os coelhos foram procedentes do criatorio da Associacdo dos
Cunicultores de Pernambuco, mantidos em gaiolas metalicas especificas (um animal por
gaiola), a temperatura ambiente, no Biotério do Ndacleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram alimentados com ragdo padréo
peletizada e 4gua ad libitum sob supervisdo veterinaria e de acordo com a Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEEA-UFPE) e o cddigo de ética de experimentacdo para animais do Conselho
Internacional da Organizacéo da Ciéncia Médica e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

em Animais.

Técnica cirargica

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral com cloridrato de ketamina a 5% na
dose de 50 mg/kg de peso, associada ao hidrato de cloral a 10% na dose de 0,5 ml/kg de peso,
complementada com anestesia local, xilocaina 5 ml a 2% diluida em 9 ml de agua destilada.
Apdbs tricotomia da area cirlrgica, anti-sepsia com solucdo iodada, aposicdo de campo
operatério fenestrado, incisdo para-patelar medial, artrotomia para melhor visualizacdo, foi
provocada luxacdo lateral da patela. Com o joelho fletido, foram produzidos com trefina
metalica defeitos osteocondrais de 3,2mm de didametro e 4,0mm de profundidade em cada
condilo femoral.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo estudo, joelho direito, condilos
medial e lateral, os defeitos produzidos foram preenchidos com GBPCA; e grupo controle,
joelho esquerdo, condilos medial e lateral, os defeitos produzidos foram deixados sem
preenchimento. Os animais foram seguidos com observacdo clinica e sem restricGes de
mobiliza¢do. N&o foi diagnosticado nenhum quadro de infeccéo.

Os coelhos foram sacrificados ap0s 0 ato cirdrgico nos periodos de 90 dias (seis
coelhos), 120 dias (cinco coelhos) e 180 dias (cinco coelhos), seguindo-se a ressec¢cdo das
pecas anatémicas, imersdo em solucdo de Bouin para posterior analise macroscopica (Figura
1).
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Figura 1 — A) Inciséo operatdria; B) Luxacéo da patela; C, D e E) Producéo de defeitos com trefina; F) Preenchimento
dos defeitos com GBPCA,; G e H) Aproximacao do tecido celular subcutaneo, sutura da pele e curativo
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Avaliacdo macroscépica

A inspecdo macroscépica proposta por Ribeiro et al'”? foi o critério de avaliagdo
empregado para o estudo comparativo dos defeitos osteocondrais produzidos nos joelhos dos
coelhos, observando-se como parametros a superficie, coloracéo, consisténcia, continuidade e
cicatrizagdo do defeito.

+ Superficie da articulacdo — classificada como plana, desnivelada e irregular.

% Coloracdo — classificada como translucida, quando existia a cor natural da
cartilagem; opaca, quando a cor era natural, porém sem brilho; e descolorada,
qguando a cor ndo era natural.

%+ Consisténcia do reparo — classificada como firme ou amolecida.

% Continuidade — considerada nivelagdo e integracdo do reparo com a cartilagem
adjacente. Classificada como menor de 50%, nenhuma integracdo; entre 50 e 75%,
integracdo parcial do defeito; e acima de 75%, integracdo total do defeito com a

superficie da cartilagem.

X/

% Cicatrizacdo do defeito — diz respeito ao preenchimento de toda a lesdo por tecido
cicatricial, podendo ser classificada em total, quando o defeito estava
completamente cicatrizado, e parcial, divididos em quatro categorias: maior ou
igual a 75%; menor de 75% e maior ou igual a 50%; menor de 50% e maior ou
igual a 25%; menor de 25% até 0%.

Para inspecdo e classificacdo dos defeitos osteocondrais utilizou-se lupa
estereoscopica Nikon SM2800°, acoplada & maquina fotografica Nikon Coolpix 5400°,
disponibilizada pelo Departamento de Morfologia do Laboratorio Ageu Magalhdes — Recife —
PE.

Métodos estatisticos

Na analise estatistica foram obtidas as frequéncias absolutas e relativas das categorias
analisadas e empregado o teste do qui-quadrado para verificagdo da homogeneidade das
distribuicdes entre os dois grupos. Os dados encontrados foram agrupados na planilha Excel e
analisados no programa estatistico Graph Pad Prism na versao 4.0, sendo considerado o nivel

de significancia de 5%, p<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados das variaveis dependentes encontradas nos diferentes grupos de animais
estdo nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Para os coelhos sacrificados no periodo de 90 dias, a aplicacdo do teste do qui-
quadrado para verificacdo da homogeneidade de distribuicdo das frequéncias dos grupos
estudo e controle, segundo a avaliacao qualitativa dos condilos lateral e medial com relagéo as
variaveis de superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade e cicatrizacdo do defeito,
produziu os seguintes resultados: condilo lateral — p=0,1767 p=0,2636, p=1,000*, p=0,2899
p=0,1342*, respectivamente, e condilo medial — p=0,3998, p=0,7881 , p=1,000*, p=0,3012,
p=1,000%*, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia das varidveis: superficie, coloragdo, consisténcia, continuidade e
cicatrizagdo do defeito nos animais sacrificados 90 dias apds a cirurgia

Coelhos: 6/7/8/13/19/22

Grupos
Estudo Controle
Parametros Condilos (joelho direito) Condilos (joelho esquerdo)
lateral medial lateral Medial
n % N % n % n %

Superficie
Plana 4 66,7 5 83,3 1 16,7 3 50,0
Desnivelada 2 33,3 1 16,7 4 66,6 2 33,3
Irregular 0 0,0 0 0,0 1 16,7 1 16,7
Coloracéo
Transllcida 0 0,0 1 16,7 2 33,3 2 33,3
Opaca 2 33,3 1 16,7 2 33,3 1 16,7
Descolorada 4 66,7 4 66,6 2 33,3 3 50,0
Consisténcia
Firme 6 100,0 6 100,0 6 100,0 6 100,0
Nao firme 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Continuidade
Nenhuma (<50%) 2 33,3 3 50,0 1 16,7 2 33,3
Parcial (<50 >75%) 4 66,7 3 50,0 3 50,0 2 33,3
Total (<75%) 0 0,0 0 0,0 2 33,3 2 33,3
Cicatrizagdo do defeito
Total 3 50,0 2 33,3 1 16,7 3 50,0
Parcial 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<100% >75% 1 16,7 2 33,3 1 16,7 1 16,7

<75% >50% 0 0,0 1 16,7 3 49,9 2 33,3

<50% >25% 0 0,0 0 0,0 1 16,7 0 0,0

<25% a 0% 2 33,3 1 16,7 0 0,0 0 0,0
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Para os coelhos sacrificados no periodo de 120 dias, a aplicagdo do teste do qui-

quadrado para verificar a homogeneidade de distribuicdo das frequéncias dos grupos estudo e

controle, segundo a avaliacdo qualitativa dos condilos lateral e medial com relacdo as

variaveis de superficie, coloragdo, consisténcia, continuidade e cicatrizagdo do defeito,

produziu os seguintes resultados: condilo lateral — p=1,000*, p=1,000*, p=1,000*, p=0,5238,
p=0,1429*, respectivamente, e condilo medial — p=1,000*, p=1,000* , p=1,000*, p=0,4444,
p=1,000%*, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo da frequéncia das varidveis: superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade,
cicatrizagdo do defeito nos animais sacrificados 120 dias apds a cirurgia

Coelhos: 1/2/3/4/5

Grupos
Estudo Controle
Condilos (joelho direito) Condilos (joelho esquerdo)
Pardmetros lateral medial lateral Medial
n % N % n % n %

Superficie
Plana 3 60,0 3 60,0 3 60,0 3 60,0
Desnivelada 2 40,0 2 40,0 2 40,0 2 40,0
Irregular 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Coloragao
Transltcida 2 40,0 2 40,0 2 40,0 2 40,0
Opaca 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Descoloragédo 3 60,0 3 60,0 3 60,0 3 60,0
Consisténcia
Firme 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0
Néo firme 0 0,0 0 0 0 0,0 0 0,0
Continuidade
Nenhuma (<50%) 3 60,0 0 0,0 1 20,0 2 40,0
Parcial (<50 >75%) 2 40,0 5 100,0 4 80,0 3 60,0
Total (<75%) 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Cicatrizacéo do defeito
Total 3 60,0 1 20,0 1 20,0 2 40,0
Parcial 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<100% >75% 0 0,0 2 40,0 2 40,0 1 20,0

<75% >50% 0 0,0 1 20,0 2 40,0 1 20,0

<50% >25% 0 0,0 1 20,0 0 0,0 1 20,0

<25% a 0% 2 40,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
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Para os coelhos sacrificados no periodo de 180 dias, a aplicagdo do teste do qui-
quadrado para verificar a homogeneidade de distribuicdo das frequéncias dos grupos estudo e
controle, segundo avaliacdo qualitativa dos céndilos lateral e medial com relagédo as variaveis
de superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade e cicatrizacdo do defeito, produziu os
seguintes resultados: condilo lateral — p=1,000*, p=0,3678, p=1,000*, p=0,3678, p=1,000*,
respectivamente, e condilo medial — p=0,2635, p=0,4444*, p=1,000*, p=0,2635, p=0,1667%*,

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo da frequéncia das varidveis: superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade,
cicatrizagdo do defeito nos animais sacrificados 180 dias apds a cirurgia

Coelhos: 23/26/27/30/32

Grupos
Estudo Controle
Condilos (joelho direito) Condilos (joelho esquerdo)
Parametros Lateral medial lateral Medial
n % n % n % n %

Superficie
Plana 3 60,0 2 40,0 4 80,0 4 80,0
Desnivelada 2 40,0 1 20,0 1 20,0 1 20,0
Irregular 0 0,0 2 40,0 0 0,0 0 0,0
Coloragao
Translicida 0 0,0 0 0,0 1 20,0 0 0,0
Opaca 1 20,0 2 40,0 0 0,0 0 0,0
Descoloragéo 4 80,0 3 60,0 4 80,0 5 100,0
Consisténcia
Firme 5 100,0 4 80,0 5 100,0 5 100,0
Néo firme 0 0,0 1 20,0 0 0,0 0 0,0
Continuidade
Nenhuma (<50%) 2 40,0 2 40,0 4 80,0 4 80,0
Parcial (<50 >75%) 2 40,0 2 40,0 1 20,0 0 0,0
Total (<75%) 1 20,0 1 20,0 0 0,0 1 20,0
Cicatrizacéo do defeito
Total 3 60,0 2 40,0 4 80,0 4 80,0
Parcial 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<100% >75% 1 20,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<75% >50% 1 20,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<50% >25% 0 0,0 0 0,0 1 20,0 1 20,0

<25% a 0% 0 0,0 3 60,0 0 0,0 0 0,0
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Para todos os trés grupos analisados, a aplicacdo do teste do qui-quadrado para
verificar a homogeneidade da distribuicdo das frequéncias dos grupos estudo e controle,
segundo avaliacdo qualitativa dos condilos lateral e medial com relacdo as variaveis de
superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade e cicatrizacdo do defeito, produziu os
seguintes resultados: condilo lateral — p=0,722, p=0,430, p=1,000*, p=1,000*, p=0,0518*,
respectivamente, e condilo medial — p=1,000*, p=0,551, p=1,000*, p=0,279*, p=0,190,

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo da frequéncia das varidveis: superficie, coloracdo, consisténcia, continuidade,
cicatrizacdo do defeito em todos os animais sacrificados em todos os grupos

Total de 16 amostras: 90/120/180 dias

Grupos
Estudo Controle
Condilos (joelho direito) Condilos (joelho esquerdo)
Pardmetros Lateral medial lateral Medial
n % n % N % n %

Superficie
Plana 10 62,5 10 62,5 8 50,0 10 62,5
Desnivelada 6 37,5 4 25,0 7 43,8 5 31,3
Irregular 0 0,0 2 12,5 1 6,2 1 6,2
Coloragao
Transltcida 2 12,5 3 18,8 5 31,3 4 25,0
Opaca 3 18,8 3 18,8 2 12,5 1 6,2
Descoloracéo 11 68,8 10 62,4 9 56,3 11 68,8
Consisténcia
Firme 16 100,0 15 93,8 16 100,0 16 100
Néo firme 0 0,0 1 6,2 0 0,0 0 0,0
Continuidade
Nenhuma (<50%) 7 43,8 5 31,3 6 37,5 8 50,0
Parcial (<50 >75%) 8 50,0 10 62,3 8 50,0 5 31,3
Total (<75%) 1 6,2 1 6,2 2 12,5 3 18,8
Cicatrizacdo do defeito
Total 9 56,3 5 31,3 6 37,5 9 56,3
Parcial 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

<100% >75% 2 12,5 4 25,0 3 18,8 2 12,5

<75% >50% 1 6,2 2 12,5 5 31,3 3 18,8

<50% >25% 0 0,0 1 6,3 2 12,5 2 12,5

<25% a 0% 4 25,0 4 25,0 0 0,0 0 0,0
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O resultado do teste estatistico empregado para verificar a diferenga entre as
frequiéncias encontradas nos diferentes grupos néo rejeitou a hipotese de nulidade entre as
variaveis.

Joelhos direito (Grupo Estudo) e joelho esquerdo (Grupo Controle) em um coelho de
cada periodo (figura 2).
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Figura 2 — Fotografia dos joelhos direito, grupo estudo (A,C,E) e esquerdo, grupo controle (B,D e F):A e
B) ap6s 90 dias; C e D) ap6s 120 dias; E e F) ap6s 180 dias de cirurgia
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DISCUSSAO

No modelo empregado, o coelho foi escolhido como animal de experimentacdo por ser
a espécie mais comumente utilizada para reparagéo dos defeitos osteocondrais™?.

A utilizacdo de trefina para producdo dos defeitos foi escolhida por ndo provocar
lesBes nos condrdcitos, frequentemente observadas com o uso de brocas de perfuragdo™ 7.
Quanto a dimensdo do defeito produzido, optamos pelo diametro 3.2 x 4.0mm em animais de
2 a 3 kg por ser compativel com o tamanho dos joelhos dos coelhos®*17,
Entre as técnicas cirurgicas até entdo empregadas na reparacdo dos defeitos

p(613.162426) |40 oo

osteocondrais, ainda ndo foi encontrada uma comprovadamente eficient
deve, principalmente, as dificuldades encontradas para substituicdo da cartilagem hialina, que
ainda ndo é reproduzida artificialmente.

As técnicas de estimulagdo do tecido osteocondral, tais como perfuragdes, abrasées,
desbridamentos e micro-fraturas, promovem uma proliferacdo excessiva de fibroblastos, que
resulta na formacédo de um tecido denominado de fibrocartilagem, com menor resisténcia que
a cartilagem hialina original ®**®.

O transplante de tecidos para a cobertura de defeitos osteocondrais, como periosteo e
pericdndrio, ricos em células mesenquimais, também ndo induz a diferenciacdo dessas células
em condrécitos®™718%#2%) O transplante de células cartilaginosas e mesenquimais nos
diferentes estagios de diferenciacdo foi estudado em varios modelos, porém na analise
histoldgica ndo foi constatada a presenca de cartilagem hialina. Embora os resultados iniciais
tenham sido animadores, outros estudos sdo necessarios para confirmacao da presenca ou ndo
da cartilagem(!:9:12.16.24-33)

As técnicas de transplante osteocondral realizadas através da retirada de blocos
osteocondrais de areas doadoras, autloga ou heteréloga, ndo regeneram a cartilagem®?26:242"-
%% ¢ sdo utilizadas principalmente em lesdes trauméaticas com resultados satisfatorios®%%.

J& foi descrita a utilizacdo de materiais artificiais para preenchimento dos defeitos
osteocondrais, como o acido poliglicélico, cola de fibrina, gel de colageno e blocos de
carbono, entretanto constatou-se grande reacdo inflamatdria. O uso desse tipo de material,
quando associado ao cultivo de células mesenquimais para aumentar o seu potencial de
crescimento, parece ser o futuro de novos avangos®’®122432%) o Bjopolimero da cana-de-
acucar ja foi utilizado experimentalmente como substituto de outros tecidos, como dispositivo

de suporte para incontinéncia urinaria®®, substituto de préteses vasculares®**", coadjuvante
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na cicatrizagdo das feridas®?, substituto de membrana timpanica®, na reparacdo da dura-
mater® e no tecido vesical®®. Com base nos resultados desses estudos, aplicou-se 0 BPCA
na forma de gel no preenchimento de defeitos osteocondrais produzidos em condilos femorais
de coelhos.

O teste do qui-quadrado foi utilizado por se tratar de varaveis qualitativas para
comparacdo entre os grupos”®?. Constatou-se que os resultados da pesquisa, quando
comparados 0s grupos estudo e controle, apresentaram uma distribuicdo homogénea entre as
variaveis superficie, coloracdo, consisténcia e cicatrizacdo do defeito, ndo rejeitando-se a
hipétese inicial de nulidade. O mesmo foi observado por Ribeiro et al'”, que empregaram o
mesmo modelo experimental, reparando os defeitos produzidos com enxertos retirados do
outro joelho, e também ndo observaram diferencas na qualidade macroscépica entre 0s
grupos.

Apesar dos resultados quanto ao uso do GBPCA para o preenchimento dos defeitos
osteocondrais ndo demonstrarem diferencas significativas entre as variaveis estudadas,
observou-se uma maior distribuicdo da frequéncia da superficie plana nos animais do grupo
estudo que, segundo Amiel et al¥, é uma caracteristica importante para que o reparo
osteocondral seja considerado biologicamente aceitdvel. Tal fato ndo ficou totalmente

comprovado em decorréncia do baixo nimero de coelhos estudados.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o aspecto macroscopico da superficie articular, coloracdo,
consisténcia, continuidade e cicatrizacdo do tecido encontrado sobre os defeitos osteocondrais
preenchidos com o gel de biopolimero da cana-de-agicar no grupo estudo mostrou-se
semelhante ao tecido encontrado no processo de repara¢do natural ocorrido no grupo

controle.
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RESUMO

Obijetivo: Estudar a mensuracdo da area dos defeitos osteocondrais cicatrizados produzidos em
condilos femorais de coelhos, nos periodos de 90, 120 e 180 dias, apds preenchimento com gel de
biopolimero da cana-de-agucar, comparando com o grupo controle. Métodos: Foram estudados 16
coelhos brancos da linhagem Nova Zelandia, adultos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e
2,5 kg, sem alteracBes no aparelho locomotor. Apds anestesia geral, foi produzido com trefina um
defeito de 3,2mm de didmetro por 4mm de profundidade em cada céndilo femoral. Os animais foram
divididos em dois grupo — Estudo: joelho direito, condilos medial e lateral, preenchimento com gel
de biopolimero de cana-de-agucar; Controle: joelho esquerdo, condilos medial e lateral, submetidos a
cicatrizagdo natural e analisados nos periodos de 90, 120 e 180 dias da cirurgia. Apds o sacrificio,
procedeu-se a ressec¢do das pecas anatdmicas, seguindo-se a imersdo em solucdo de Bouin e
fotografia com camara Nikon Coopix 5400®. Nos defeitos produzidos foi identificada e mensurada a
area cicatrizada nos dois condilos femorais nos grupos estudo e controle através do programa Image-
J®, versdo 1.3 para Windows. Resultados: Os dados foram submetidos & anélise estatistica aplicando-
se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Ndo foram verificadas diferencas significantes entre as
médias nos grupos estudo e controle. Conclusdo: As dimens@es das areas cicatrizadas dos defeitos do

grupo estudo foram semelhantes as do grupo controle, cicatrizadas naturalmente.

Descritores: Cartilagem, Defeito Osteocondral, Biopolimero da Cana-de-AcUcar.
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ABSTRACT

Obijective: The purpose of the study was to measure, in comparson with the control group, the size of
healed osteocartilaginous tissue, after filling the osteochondral defects in the knees of the rabbits with
biopolymer sugar cane gel (BPSCG) at 90,120 and 180 days. Methods: Sixteen (16), young adult New
Zealand rabbits, 6 and 7 months old, weighing between 2 and 2.5 kg, without changes in the
locomotor system were studied. In all the animals a defect 3.2 mm in diameter and 4 mm in depth was
made in the femoral condyle of the right and left knees. The animals were divided into two groups - the
treated: right knee, medial and lateral condyles, implantation of BPSCG, and untreated: left knee,
medial and lateral condyles, submitted to natural healing — with follow-up at 90, 120 and 180 days. At
these times, after sacrifice, the anatomical specimens were resected and placed in Bouin's solution for
digital photographic documentation using a Nikon Coopix® 5400 camera. In the lesions produced the
lesion that was completely or partially healed was identified. The area of defects that was considered
healed was measured in both knees in the two groups using the Image-J® program, version 1.3 for
Windows. Results: The results were submitted to the nonparametric Mann Whitney test. There were no
significant differences between the means of the groups treated with BPSCG and the control group.
Conclusion: The dimensions of the scarred areas of the defects of the study group were similar to

those in the control group healed naturally.

Keywords: Cartilage, Osteochondral, Biopolymer Sugar Cane Gel.
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INTRODUCAO

O emprego de diferentes polimeros para o preenchimento de defeitos osteocondrais na
ortopedia tem histdrico recente. Esta nova area da pesquisa de biomateriais tem por finalidade
0 desenvolvimento de implantes dotados de propriedades biocompativeis com o tecido
6sse0™™.

A reparacdo do tecido 6sseo é complexa e ainda ndo foi totalmente elucidada®?.
Independentemente da causa, a cicatrizacdo desses defeitos segue uma sequéncia de eventos,
que pode ser dividida em trés fases, de acordo com as mudancas morfoldgicas: fase
inflamatéria, fase de reparacéo e fase de remodelacdo®'®. Na fase inflamatéria ha formacao e
reorganizacdo do hematoma, liberacdo de fatores de crescimento plaquetario e células
progenitoras, provenientes do proprio tecido 6sseo e sangue periférico. Essas células, na fase
de reparacdo, vdo formar o tecido 6sseo priméario por um processo semelhante a ossificagcdo
endocondral ou intramembranosa** *. Posteriormente esse tecido imaturo sofre remodelagio
auxiliada pelos osteoclastos até formar o 0sso maduro ou lamelar. Esta fase pode durar meses
ou anos, até que o 0sso neoformado através de forcas mecéanicas adquira as caracteristicas
estruturais e fisioldgicas anteriores ao defeito®*319).

A cicatrizacdo osteocondral guiada por biopolimeros promove protecdo contra a
invasdo de tecidos ndo osteogénicos competidores. E com essa finalidade que os defeitos séo
preenchidos por matrizes organicas ou inorganicas, que serdo lentamente reabsorvidas e
substituidas por tecido neoformado®9131720).

O objetivo do estudo foi mensurar as areas dos defeitos cicatrizados produzidos em
condilos femorais de coelhos ap6s preenchimento com o gel de biopolimero da cana-de-

acucar (GBPCA), nos periodos de 90, 120 e 180 dias, comparando com o grupo controle.
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METODOS

Para o estudo proposto foram utilizados 16 coelhos brancos da linhagem Nova
Zelandia, adultos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e 2,5 kg, sem alteragfes no
aparelho locomotor. Os coelhos foram procedentes do criatorio da Associacdo dos
Cunicultores de Pernambuco, mantidos em gaiolas metalicas especificas (um animal por
gaiola), a temperatura ambiente, no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram alimentados com ragdo padréo
peletizada e 4gua ad libitum sob supervisdo veterinaria e de acordo com a Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEEA-UFPE) e o cadigo de ética de experimentacdo para animais do Conselho
Internacional da Organizacéo da Ciéncia Médica e do Colégio Brasileiro de Experimentagéo

em Animais.

Técnica cirargica

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral com cloridrato de ketamina a 5% na
dose de 50 mg/kg de peso, associada ao hidrato de cloral a 10% na dose de 0,5 ml/kg de peso,
complementada com anestesia local, xilocaina 5 ml a 2% diluida em 9 ml de agua destilada.
Apdbs tricotomia da area cirlrgica, anti-sepsia com solucdo iodada, aposicdo de campo
operatério fenestrado, incisdo para-patelar medial, artrotomia para melhor visualizacdo, foi
provocada luxacdo lateral da patela. Com o joelho fletido, foram produzidos com trefina
metalica defeitos osteocondrais de 3,2mm de diametro e 4,0mm de profundidade em cada
condilo femoral.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo estudo, joelho direito, condilos
medial e lateral, os defeitos produzidos foram preenchidos com GBPCA; e grupo controle,
joelho esquerdo, condilos medial e lateral, os defeitos produzidos foram deixados sem
preenchimento. Os animais foram seguidos com observacdo clinica e sem restricbes de
mobiliza¢do. N&o foi diagnosticado nenhum quadro de infeccdo.

Os coelhos foram sacrificados ap0s o ato cirdrgico nos periodos de 90 dias (seis
coelhos), 120 dias (cinco coelhos) e 180 dias (cinco coelhos). A seguir, procedeu-se a
ressec¢do das pecas anatdmicas, seguindo-se a imersdo em solucdo de Bouin para posterior
documentacao fotografica.
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Foi utilizado o programa de computagdo grafica Imaje-J®, versdo 1.3 para Windows,

para mensurar a area cicatrizada, sendo as imagens fotografadas com maquina digital Nikon

Coolpix® 5400 acoplada & lupa estereoscépica Nikon® SM2800 (Figura 1 e 2).

Figura 1 — A, B) Mensuragdo da area pelo Programa Image J em documentacdo fotografica dos condilos
femorais. C)Lupa Nikon SM 2800

Figura 2 — Lupa estereoscopica Nikon® SM2800
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Para calibracdo dos dados da computacdo grafica foi usado o programa Image-J®
versdo 1.3 para Windows, adotando-se como parametro a distancia intercondilar mensurada
em centimetros. O tamanho da area cicatrizada foi mensurado e comparado com 0 grupo
controle. Considerou-se 0 defeito totalmente reparado quando as caracteristicas
macroscopicas eram uniformes.

A anélise estatistica dos resultados constitui na utilizacdo do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Foi aceito o nivel de significancia p < 0,05% para rejeicdo da hipdtese de

nulidade.

RESULTADOS
A mensuracdo em centimetros, quando comparada as areas cicatrizadas dos condilos
femorais, tanto no grupo estudo quanto no grupo controle, ndo mostrou diferencas

significativas (Tabelas 1,2,3).

Tabela 1 — Mensuracdo das areas cicatrizadas dos defeitos osteocondrais nos condilos medial e lateral, no
periodo de 90 dias, nos 06 coelhos dos dois grupos

Areas cicatrizadas

Grupo Estudo Grupo Controle

Periodo Animal Medial ~ Lateral  Medial  Lateral

6 0,0820 0,0290 0,0800 0,0480

7 0,0560 0,0600 0,0630 0,0630

90 8 0,0560 0,0410 0,0590 0,0390

13 0,0710 0,0790 0,0500 0,0800

19 0,0140 0,0580 0,0460 0,0160

22 0,0670 0,0670 0,0560 0,0820

Média 0,05767 0,0557  0,05900 0,0547

Desvio padréo 0,0235 0,0180 0,0120 0,0255
p — valor medial 0,699
p — valor lateral 0,937

Mann-Whitney
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Tabela 2 — Mensuragdo das areas cicatrizadas dos defeitos osteocondrais nos condilos medial e lateral, no
periodo de 120 dias, nos 05 coelhos dos dois grupos

Areas cicatrizadas

Grupo Estudo Grupo Controle

Periodo Animal Medial Lateral Medial Lateral

1 0,0790 0,0790 0,0790 0,0790

2 0,0800 0,0790 0,0790 0,0810

120 3 0,0360 0,0490 0,0800 0,0800

4 0,0800 0,0620 0,0450 0,0350

5 0,0490 0,0510 0,0250 0,0390

Média 0,0648 0,0640 0,0616 0,0628

Desvio padréo 0,0209 0,0146 0,0253 0,0236
p— valor medial 0,690
p — valor lateral 0,841

Mann-Whitney

Tabela 3 — Mensuracdo das areas cicatrizadas dos defeitos osteocondrais nos céndilos medial e lateral, no
periodo de 180 dias, nos 05 coelhos dos dois grupos

Areas cicatrizadas

Grupo Estudo Grupo Controle

Periodo Animal Medial Lateral Medial Lateral

30 0,0580 0,0670  0,0680  0,0640

32 0,0720 0,0520  0,0450  0,0560

180 27 0,0620 0,0650  0,0800  0,0530

26 0,0570 0,0380  0,0740  0,0700

23 0,0560 0,0740  0,0670  0,0480

Média 0,0610 0,0592 0,0668  0,0582

Desvio padréo 0,0065 0,0143  0,0132  0,0088
p — valor medial 0,310
p — valor lateral 0,841

Mann-Whitney

DISCUSSAO

Os biomateriais tém sua aplicacdo na ortopedia ha mais de 60 anos e foram
classificados em trés distintas geracdes: a primeira, materiais bioinertes; a segunda, materiais
bioativos e biodegradéveis; e a terceira, estimuladores especificos da resposta celular®1".

Os materiais de segunda geracdo, como os polimeros PLA e PGA, foram utilizados
in vivo para reparacdo de defeitos osteocondrais como suportes de sustentacdo de células
matrizes, e mostraram aumento da velocidade de preenchimento dos defeitos com tecido de
melhor qualidade!’?1-2%25:21),

Na presente pesquisa, o0 GBPCA foi utilizado na reparacdo dos defeitos

osteocondrais com a finalidade de preenchimento e fornecimento de substrato para a
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cicatrizagdo superficial da cartilagem articular. Observou-se a area de crescimento de tecido
neoformado sobre 0 GBPCA com dimensbes semelhantes em ambos 0s grupos, estudo e
controle.

A mensuracdo de pequenas areas de tecidos utilizando estereomicroscépio,
fotografias e o programa Image J® foi realizada por Pereira et al®® em estudos com fémures
de ratos, demonstrando resultados em varidveis quantitativas comparando objetivamente os
dois grupos estudados, o que motivou o emprego deste método em nossa pesquisa, pelo fato
de possibilitar comparacao objetiva entre as areas cicatrizadas dos defeitos osteocondrais.

O emprego de métodos fotogramétricos com uso de cameras digitais na mensuragao
de 4reas foi utilizado por outros autores®®.

Os resultados encontrados utilizando o GBPCA no preenchimento dos defeitos
osteocondrais demonstraram gque o tamanho da area cicatrizada € semelhante nos dois grupos,
0 que também foi comprovado nas caracteristicas macroscépicas qualitativas observadas por
Ribeiro et al® quando utilizaram enxertos osteocondrais para reparacdo de defeitos
produzidos em céndilos femorais de coelhos.

O GBPCA utilizado foi de baixa densidade, fato esse que provavelmente permitiu a
sua ndo incorporagdo total dentro dos defeitos osteocondrais. Essa linha de pensamento deve-
se aos resultados obtidos noutros trabalhos, em que este material foi utilizado na forma densa
para reparacdo de defeitos em vasos arteriais, membranas, bexiga urindria e dura méater©®32.

Na analise estatistica dos resultados utilizou-se o teste estatistico Mann-Whitney por

ser adequado para o tamanho de nossa amostra e a distribuicdo dos dados obtidos.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que as dimens@es das areas cicatrizadas dos defeitos osteocondrais
produzidos em condilos femorais de coelhos preenchidos com gel de biopolimero da cana-de-

acucar foram semelhantes as do grupo controle, cicatrizadas naturalmente.
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RESUMO

Objetivos: Estudar a resposta histoldgica dos defeitos osteocondrais produzidos em cdndilos femorais
de coelhos, nos periodos de 90, 120 e 180 dias, apds preenchimento com o gel de biopolimero da
cana-de-acuUcar, comparando com o grupo controle. Métodos: Foram estudados 16 coelhos brancos da
linhagem Nova Zeléndia, adutos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e 2,5 kg, sem
alteracdes no aparelho locomotor. Ap6s anestesia geral, foi produzido com trefina um defeito de 3,2
mm de didmetro por 4mm de profundidade em cada c6ndilo femoral. Os animais foram divididos em
dois grupos — Estudo: joelho direito, condilos medial e lateral, preenchimento com gel; Controle:
joelho esquerdo, os condilos medial e lateral, submetidos a cicatrizacdo natural e analisados nos
periodos de 90, 120 e 180 dias da cirurgia. Ap6s o sacrificio, procedeu-se a ressec¢do das pecas
anatémicas, seguindo-se a imersdo em solucdo de Bouin e de cortes histoldgicos, corados com
hematoxilina-eosina e tricromio de Masson, e a analise com microscdpio Optico, 100x e 400x.
Resultados: Em todos os periodos do grupo estudo foi encontrada uma reacdo inflamatoria
granulomatosa mediada por células gigantes, enquanto no grupo controle houve uma cicatrizacdo
precoce produzida por fibroblastos. A analise morfométrica para a contagem das células gigantes,
aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis para a comparacdo das médias obtidas, ndo demonstrou
resultados estatisticamente significantes. Conclusdo: O gel de biopolimero da cana-de-agucar
utilizado para preenchimento dos defeitos osteocondrais produzidos nos condilos femorais de coelhos
provocou no grupo estudo uma reacdo inflamatoria mediada por células gigantes, enquanto no grupo

controle foi encontrada uma reagéo cicatricial mediada por fibroblastos.
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ABSTRACT

Objective: To assess the histological response of the osteochondral tissue, compared with a control
group at 90, 120 and 180 days, after repair of wounds produced in the knees of rabbits, filled with
biopolymer sugar cane gel (BPSCG). Methods: We studied 16 New Zeland rabbits, young adults,
healthy, between and 7 months old, weighing between 2 and 2.5 kg. In all the animals a lesion 3.2 mm
in diameter and 4 mm was induced in each femoral condyle of the right and left knees. The animals
were divided into two groups: Study: right knee, medial and lateral condyles, implantation of BPSCG;
Control: left knee, medial and lateral condyles, submitted to natural healing — and analyzed 90, 120
and 180 days after surgery. On these times, after sacrifice, the anatomical specimens were resected,
placed in Bouin's solution, stained with hematoxylin-eosin and Masson trichrome and analysed in
optical microscope with a magnification of 100x to 400x. Results: The overall result shows an
inflammatory reaction of phagocytosis mediated by giant cells in both groups. The morphometric
analysis was used for counting the number of the giant cells in the different groups. The Kruskal-
Wallis test was used to compare the means of all groups treated, with no statistically differences in the
control groups and healing mediated by collagen and fibroblasts was observed. Conclusion:
Biopolymer gel of cane sugar used to fill osteochondral defects produced in the femoral condyles of
rabbits caused an inflammatory reaction mediated by giant cells, whereas in the control group, found

a healing reaction mediated by fibroblasts.
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INTRODUCAO

Dentre os diversos biomateriais, uma grande importancia tem sido dada aos
biopolimeros que, de acordo com a Associacdo Nacional de Biosseguranca, sdo considerados
materiais poliméricos classificados estruturalmente como polissacarideos, poliésteres ou
poliamidas. A matéria-prima principal para a sua manufatura é uma fonte de carbono
renovavel, geralmente um carboidrato derivado da cana-de-acucar, milho, batata, trigo ou
beterraba™™?).

Foi obtido um polissacarideo extracelular pela fermentacdo do melagco da cana-de-
acucar por meio do microorganismo Zoogloea sp na Estacdo Experimental de Carpina da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Esse microorganismo foi identificado
no Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O
biopolimero sintetizado por esta bactéria apresenta caracteristicas fisicas como pureza,
elasticidade e flexibilidade™*2Y.

O biopolimero da cana-de-acucar na forma gel é hidrofilico, com boa
biocompatibilidade, o que viabiliza sua aplicacdo para preenchimento de defeitos
osteocondraist*42.

Esse GBPCA esté sendo estudado e aplicado pelo Nucleo de Cirurgia Experimental
da UFPE em varios ensaios, como Urologia, Neurologia, Cirurgia Vascular e Oftalmologia™®
21).

O objetivo do presente estudo foi analisar a histologia dos defeitos osteocondrais
produzidos em condilos femorais de coelhos, preenchidos com gel de biopolimero de cana-de-
acucar (GBPCA), em periodos de 90, 120 e 180 dias, comparando com o grupo controle.

METODOS

Para o estudo proposto foram utilizados 16 coelhos brancos da linhagem Nova
Zelandia, adultos jovens com 6 e 7 meses de idade e peso entre 2 e 2,5 kg, sem altera¢bes no
aparelho locomotor. Os coelhos foram procedentes do criatorio da Associacdo dos
Cunicultores de Pernambuco, mantidos em gaiolas metélicas especificas (um animal por
gaiola), a temperatura ambiente, no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram alimentados com ragdo padrédo
peletizada e 4gua ad libitum sob supervisio veterinaria e de acordo com a Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
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Pernambuco (CEEA-UFPE) e o cddigo de ética de experimentacdo para animais do Conselho
Internacional da Organizacdo da Ciéncia Médica e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

em Animais.

Técnica cirargica

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral com cloridrato de ketamina a 5% na
dose de 50 mg/kg de peso, associada ao hidrato de cloral a 10% na dose de 0,5 ml/kg de peso,
complementada com anestesia local, xilocaina 5 ml a 2% diluida em 9 ml de agua destilada.
Apdbs tricotomia da area cirdrgica, anti-sepsia com solucdo iodada, aposicdo de campo
operatério fenestrado, incisdo para-patelar medial, artrotomia para melhor visualizacao, foi
provocada luxacdo lateral da patela. Com o joelho fletido, foram produzidos com trefina
metalica defeitos osteocondrais de 3,2mm de diametro e 4,0mm de profundidade em cada
condilo femoral.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo estudo, joelho direito, condilos
medial e lateral, os defeitos produzidos foram preenchidos com GBPCA; e grupo controle,
joelho esquerdo, condilos medial e lateral, os defeitos produzidos foram deixados sem
preenchimento. Os animais foram seguidos com observacdo clinica e sem restricbes de
mobilizacdo. N&o foi diagnosticado nenhum quadro de infecgdo.

Os coelhos foram sacrificados ap6s o ato cirdrgico nos periodos de 90 dias (seis
coelhos), 120 dias (cinco coelhos) e 180 dias (cinco coelhos), seguindo-se a ressec¢do das

pecas anatdmicas e imersdo em solucdo de Bouin para posterior processamento histologico.

Analise Histoldgica

Foram feitos cortes com micrétomo ao longo do eixo sagital do fémur distal de 4 a 7
pum, sendo corados com hematoxilina-eosina e tricrémio de Masson e utilizado o microscépio
6ptico Opton® com aumento de 100x e 400x para analise qualitativa e quantitativa da
celularidade nos cortes histoldgicos correspondentes a cada animal de ambos os grupos,

estudo e controle.

Anélise Morfométrica
Para cada lamina analisada foram estudados 5 campos aleatdrios, com aumento de

400x, no total de 20 campos por grupo estudado. As fotografias foram obtidas através de uma
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camera fotografica Moticam 1000® acoplada ao microscépio éptico Opton® e armazenadas no
software analisador de imagens - Motic Images Plus®.

Apos a obtengdo das fotografias foi realizado o estudo morfométrico, avaliando-se a
densidade de células gigantes em cada campo, seguido da contagem automatica através do
aplicativo Mesurin_Pro®. A densidade foi definida como o niimero de células por area em
pum2. As medias das densidades de cada corte histologico foram tomadas para estudo
estatistico, tipo comparativo.

Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica foi quantificado o nimero de células gigantes presentes em
cada campo microscépico dos cortes histolégicos obtidos nos periodos de 90, 120 e 180 dias
dos animais do grupo estudo. Calculou-se a média, mediana e desvio padrdo e aplicou-se o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacao entre as médias encontradas nos
periodos referidos. A andlise estatistica do material foi realizada considerando o nivel de
significancia de 5%, p<0,05.

RESULTADOS
O resultado da contagem do numero de células gigantes em cada campo
microscopico dos cortes histoldgicos obtidos nos periodos de 90, 120 e 180 dias dos animais

dos grupos estudo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da contagem do numero de células gigantes presentes nos grupos estudo e testes de
comparacdo de média nos periodos de 90, 120 e 180 dias

Periodos (dias) Minimo Maximo Média Mediana E:j:;z IC (95%) valor de p
90 2 10 5,65 6,00 2,13 4,65 — 6,65
120 1 10 5,75 6,50 2,79 4,44 — 7,06 0,771
180 0 10 5,05 4,50 2,68 3,79-6,31
Total 0 10 5,48 5,50 2,53 4,83 -6,14 -

Valor de p do Teste de Kruskal-Wallis

A analise histologica foi realizada por método qualitativo, sendo avaliadas as

variaveis relacionadas a natureza do tecido de reparacao.
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Resultados das analises histolégicas do grupo estudo ap6s 90 dias.

Na Figura 1, encontra-se reacdo inflamatoria cronica tipo corpo estranho
contornando o GBPCA. Os elementos celulares predominantes foram monécitos/macréfagos,
linfocitos, células gigantes inflamatérias e, em menor proporcdo, neutrofilos. Além desta
composicdo celular, observou-se células gigantes, reacdo tipo corpo estranho, vistas em
contato com o GBPCA implantado.

- I S TR R L ‘o bW . e N
Figura 1 — Fotomicografias de corte histolégico do grupo estudo 90 dias apds a realizagdo dos defeitos.
A, B, C e D) Biopolimero e células gigantes. Observar presenca de maior quantidade do GBPCA no
compartimento extra-celular
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Resultados das analises histologicas do grupo controle apos 90 dias

Na Figura 2, observa-se reacdo fibrosa intensa, com vasos e fechamento completo da

lesdo, sem presenca de células caracteristicas de processo inflamatorio.

Fibros:\»)“
cicatricial =%

Fibrose
cicatricial

Figura 2 — Fotomicografia de corte histologico do grupo controle 90 dias apds a realizacdo dos defeitos.
A, B, C e D) Fibrose cicatricial. Observar proliferacdo de fibroblastos no defeito produzido
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Resultados das analises histolégicas do grupo estudo ap6s 120 dias

Na Figura 3, observa-se reacdo inflamatoria crénica tipo corpo estranho contornando
0 GBPCA. Os elementos celulares predominantes sdo mondcitos, macrofagos, linfdcitos,
células gigantes e, em menor proporcao, neutrofilos. Além desta composicao celular, presenca

de GBPCA fagocitado por células gigantes.

TV
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Figura 3 — Fotomicografias de corte histoldgico do grupo estudo 120 dias ap0s a realizagdo dos defeitos.
A, B, C e D) Observar células gigantes com GBPCA no seu interior
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Resultados das analises histoldgicas do grupo controle ap6s 120 dias.

Na Figura 4, encontra-se reacao fibrosa intensa, com vasos e fechamento do defeito,
sem presenca de células caracteristicas de processo inflamatorio.

Figura 4 — Fotomicografias de corte histolégico do grupo controle 120 dias ap06s a realizagdo dos
defeitos. A, B, C e D) Observar fibrose cicatricial no defeito produzido
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Resultados das analises histologicas do grupo estudo apds 180 dias.

Na Figura 5, observa-se presenca de células gigantes, reacdo tipo corpo estranho,
com o GBPCA implantado. As células gigantes repousam sobre a estrutura fibrovascular,

caracterizando um granuloma.

_"t)/?- ot
s

» Gragiiloma
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A, B, C e D) Observar presenca do GBPCA no interior das células gigantes e formacao de um granuloma
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Resultados das analises histoldgicas do grupo controle apds 180 dias.

Na Figura 6, nota-se reacdo fibrosa intensa, com vasos, caracterizando uma reacgéo

cicatricial com fechamento completo da leséo produzida.

R

Figura 6 — Fotomicografias de corte histolgico do grupo controle 180 dias apds a realizagdo dos
defeitos. A, B, C e D) Observar fibrose cicatricial no defeito produzido, tecido ésseo e cartilagem
articular

DISCUSSAO

Estudos recentes em tecidos osteocondrais demonstram reacdo inflamatoria mediada
por células gigantes decorrentes do uso de biopolimero no preenchimento dos defeitos por
esse material, verificando-se a resolucdo da inflamagdo e a formacdo de um tecido de
granulacdo, no qual se identifica macréfago, fibroblasto e neovascularizagdo #+*4%,

No estudo em questdo, o biopolimero da cana-de-agucar é classificado como um

biomaterial natural derivado de uma bactéria. Os resultados ndo demonstraram presenca de
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linfocitos T (reacdo imunoldgica) e também ndo apresentaram destruicdo celular, mesmo
tendo apresentado reacdo mediada por células gigantes.

Essa reacdo inflamatoria é frequentemente encontrada no tecido ¢sseo e
cartilagionoso, onde existem concentracdo de células progenitoras, mondcitos, macréfagos e
células gigantes, principalmente quando do uso de biopolimeros sintéticos e naturais. A
cicatrizacdo demonstrou formacdo de um tecido de granulacdo neovascularizado, que
corresponde & fase final do processo®%%4%) A evolucéo vai depender se o biopolimero
implantado ir4 atuar apenas como corpo estranho ou ird atuar também como material
imunogénico. No primeiro caso, haverd formacdo de uma capsula fibrosa contornando o
material, isolando-o do organismo. No segundo, haverd intensificacdo da reacéo inflamatoria
e rejeicdo do material.

Na analise dos resultados encontrados, ocorreu a formacdo de granulomas tipo corpo
estranho nos periodos de 120 e 180 dias. Tal persisténcia leva-se a crer que existe um pico de
reacdo inflamatoria com posterior declinio apés a cicatrizacdo do defeito, uma vez que nas
preparacOes histoldgicas ndo mostraram halo imunogénico na vizinhanca. Além do mais, uma
reacdo inflamatéria aguda, associada a presenca de um biopolimero implantado, é
desencadeada em qualquer situagdo que exija cicatrizagao* 9.

Constatou-se que a maior média do numero de células gigantes foi observada no
grupo estudo de 120 dias (5,75) e a menor no de 180 dias (5,05). Além disso, a maior mediana
também foi encontrada no grupo estudo de 120 dias. O maior desvio padrdo foi observado no
grupo de 120 dias, indicando que este é 0 que possui maior dispersdao no nimero de células
gigantes. Mesmo apds observar essas diferengas nas médias do numero de células gigantes
nos trés periodos estudados, o teste de comparacdo de medias ndo se apresentou significante.

O teste estatistico de Kruskal-Wallis é adequado para amostras pequenas e quando a

“6)  Esse teste

distribuicdo da varidvel em estudo ndo segue o padrdo da normalidade
demonstrou que ndo houve diferenca no numero de células gigantes encontrados nos periodos
de 90, 120 e 180 dias, sugerindo uma ndo progressao do processo inflamatorio.

O emprego de biomateriais, tais como o0s polimeros biodegradaveis e 0s
bioabsorviveis, tem papel crescente no arsenal terapéutico médico. Alguns critérios devem ser
obedecidos para implantar um biomaterial no corpo humano. Entre eles: serem atoxicos,

velocidade adequada de absorcdo, baixa resposta imunologica, carcinogénica e
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trombogénica®”. Até entdo, considera-se que ndo existe um material totalmente satisfatorio

para o preenchimento de defeitos osteocondrais.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a aplicacdo do gel de biopolimero da cana-de-agucar

no preenchimento dos defeitos osteocondrais produzidos nos céndilos femorais de coelhos

provocou no grupo estudo uma reacdo inflamat6ria mediada por células gigantes, enquanto no

grupo controle, onde o defeito ndo foi preenchido e deixado a cicatrizagdo natural, ocorreu

reacdo tipo fibrose cicatricial, sem a presenca de células caracteristicas do processo

inflamatorio.
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Anexo A
Tabela de dados colhida das 16 amostras. Analise Macroscopica dos defeitos produzidos

avaliando a superficie, coloracao, consisténcia, continuidade e cicatrizacdo do defeito

JOELHO DIREITO JOELHO ESQUERDO JOELHO DIREITO

CONDILO DIREITO CONDILO DIREITO CONDILO ESQUERDO
SUPERFICIE % % %
PLANA 10] 62,504 9 10 62,50
DEPRESSAQ 6| 37,504 6 4 25,00
DEGENERAGAO o[ 0,004 1] 2 12,50
COLORACAO
TRANSLUCIDA 3| 18,75 4 2 12,50
OPACA 3] 18,75 1] 3 18,75
DESCOLORACAQ 10[ 62,509 11 11 68,75
EROSAO (CONTINUIDADE)
NENHUMA 7] 43,75 8 5 31,25
SOMENTE DO DEFEITO 8 50,009 5| 10, 62,50
DEFEITO E CARTILAGEM 1 6,25¢ 3| 1 6,25
CONSISTENCIA
FIRME 16 100,004 16, 15 93,75
NAO FIRME 0] 0,009 0 1 6,25
CICATRIZAGAO DO DEFEITO
SIM -TOTAL
E - PARCIAL
75¢
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Anexo C

I ENCONTRO DE PROGRAMAS DE
POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

5 a 9 de outubro de 2009
Colégio Brasileiro de Cirurgides Rio de Janeiro

PROGRAMA FINAL E ANAIS

TL132

GEL DE BIOPOLIMERO DE CANA-DE- ACUCAR NO PROCESSO DE REPARAGAO DOS
DEFEITOS OSTEQOCONDRAIS EM JOELHOS DE COELHOS.

José Lamartine de Andrads Aguiar, Paulo Cezar Vidal C. de Albuguerque, Saulo Monteiro dos
Sanlos. Nicodemus Pontes Filho, Clarissa Miranda C. de Albuguerque.

ie Federal de Fe —-UFPE
Resumo do trabalho:
Objetiva: Avaliar o efeito do gel de bigpoli de de-aclcar no p 5 de r

sas lesoes ostacondrais, analisando a superficie. coloragao, continuidade o sua consisténcia,
Material e méiade: Foram esludadoes 16 coelhos, adultos jovens da raca Nova Zalanda, com 6
e 7 meses de idade, peso variando entre 2 a 2,5kg, sem alleragdes no aparslho locomotor. Em
todas os animais foram feitos um defeito de 3,2mm de di por 4mm de profundi no
condilo femoral dos joslhos direito e esquerdo. O joslho direito foi tratado com gel de BPCA,
enquanto que joelho esquerde nao foi tratado e deixado para cicatrizacac natural. Os coelhos
foram divigidos em trés subgrupos, de palo menos cinco animais o estudado a clcatrizagio,
respectivamente, aocs 90, 120 e 180 dias de pos-operatorio. Nestas datas. apds eutanasia,
procedeu-se a ressecgaa das pecas anatdmicas que foram postas em solugao de Bouin s
(DeCal), para analise macr O aspeclo ico das lesdes [oi avaliado por meio
de lupa estenoscapica Nikon SM 2800 & fotografado com camara Nikon Coopix 5400. Avalicu-
se a superficie da cicatriz de acordo com coloragio e defeitos como superfice plana,
desnivelads e irregular.
Resultados: Os resultados obtidos foram avaliados pelo teste do qui-guadrade. Nao heuve
ificante da avaliagio macr pica da gdo entre os grupos tratados com
BPCA & 0 controle.
Conclusao: C BPCA pade ser utilizado no tratamento de lestes da cartilagem arficular, por ser
um tecida firme, com caraclerislticas elasticas, fzcilitando a aposicéo e fixagao no processo de
cicatrizagzo da cartilagem
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Certificados de trabalhos apresentados em Congressos
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Ly = 7_::7:‘,‘" T R :
“Congresso Brasileiro de
.2 Ortopedia e Traumatologia

Certificamos que

PAULO CEZAR VIDAL C. DE ALBUQUERQUE, CLARISSA
MIRANDA CARNEIRO DE ALBUQUERQUE, SAULO MONTEIRO
DOS SANTOS, JOACIL CARLOS DA SILVA, HUMBERTO PAULO

C. DE ALBUQUERQUE
participaram do 42° CBOT - Congresso Brasileiro de Ortopedia e
Traumatologia, com o Trabalho Cientifico: 429 - Resposta
histologica comparativa, a reparacao com gel de biopolimero de
cana de acucar, de lesao osteocondral produzida em joelhos de

coelhos. nenscrigao 70676

Claudio Santili
Presidente da SBOT
Walter Manna Albertoni
Presidente da Comissao Cientifica
e
CNA

A

ngéo Lobo

Presidente do 42° CBOT

Marcd Antdnio Percope

Presidente da CEC
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