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RESUMO

O dano a cartilagem articular € um grande desafio para médicos e todos os demais
profissionais envolvidos no atendimento a satde, bem como a todos os pacientes. Diversos fatores
estdo relacionados a lesdo condral. Essas lesdes podem se manifestar com dor, incapacidade
funcional, edema ou derrames articulares, frequentemente o afastamento de atividades laborais ou
atividades do cotidiano, e quando inadequadamente tratadas ou ao longo da evolugdo natural da
doenca , contribuem para perda significativa da qualidade de vida. Os tratamentos cirargicos mais
utilizados na pratica médica como o debridamento articular, a microfratura ou até mesmo o
implante autélogo de condrdcitos sdo ainda insuficientes para reparo e manutencdo da capacidade
tecidual existente antes da lesdo. Nas pesquisas clinico-cirargicas de cartilage, os modelos
experimentais mais utilizados sdo as culturas de células e tecidos (pesquisa in vitro) e os utilizacéo
de modelo animal (pesquisa in vivo) , ambas utilizadas neste trabalho. O objetivo deste trabalho foi
avaliar trés tratamentos para lesdo condral troclear completa nos joelhos de coelhos quanto a sua
capacidade de restauracdo utilizando-se as escalas de avaliacbes da ICRS (International Cartilage
Repair Society) para animais quanto aos aspectos macroscopicos e histologicos, apos 8 e 16
semanas de seguimento, e também avaliar as diferencas de reparo nos individuos pertecentes a um
mesmo grupo de tratamento, apenas diferenciado-os pelo tempo de observacdo. Foram utilizados
um total de 30 coelhos Nova Zelandia , machos, adultos, com idade acima de 7 meses, submetidos a
lesBes cirurgicas circunferenciais na troclea femural do joelho de 4 mm de didmetro por 4 mm de
profundidade , bilateralmente. Todos coelhos foram distribuidos entre os 3 grupos tratamentos e o
grupo controle. Os grupos tratamentos foram compostos da seguimente forma : Grupo A, com 7
coelhos que tiveram suas lesdes preenchidas com células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas
de placenta humana ; Grupo B, com 7 coelhos que tiveram suas lesoes preenchidas com hidrogel de
colageno tipo II; Grupo C com 7 coelhos, preenchido com condroblastos, que foram obtidos apds
aplicacdo de protocolo de diferenciagdo, a partir das células-tronco mesenquimais derivadas de
placenta humana. O Grupo D com 9 coelhos, sem preenchimento algum, formou o controle. O
reparo tecidual obtidas na area de leséo troclear dos animais dos quatro grupos foram avaliadas ap0s
8 e 16 semanas de acompanhamento. Para avaliagdo morfologica grosseira (macroscopica) foram
observados 0s seguintes apectos: o grau de reparo do defeito, a integracdo & zona das bordas e
aparéncia macroscopica. Para avaliacdo histoldgica visual (microscopica) foram observados os
seguintes aspectos: continuidade de superficie, predominio de matriz, distribuicdo de células,
viabilidade de populagdo celular, remodelamento do osso subcondral, mineralizagdo da cartilagem

calcificada. Ap0s transcorridos 16 semanas, a melhora observada no escore global macroscépico,



integridade a zona de bordas e aparéncia macroscopica do grupo A (CTMs) comparativamente ao
grupo D (controle) foi estatisticamente significativa, obtendo-se um de p=0,004, p=0,020 e p=
0,006, respectivamente. A microscopia, ndo observamos melhora histoldgica dos aspectos
analisados entre os tratamentos e o grupo controle. Internamente nos grupos , sob a variavel
temporal 8 e 16 semanas, foi observado no grupo mesenquimal, uma melhora microscopica no
escore total (p=0,004), continuidade de superficie (p=0,015), predominio de matriz (p=0,002),
remodelamento do osso subcondral (p=0,015) mineraliza¢do da cartilagem calcificada (p=0,015), o
que nos mostra um efeito paracrino importante, tempo-dependente até 16 semanas, o0 que nao foi
observado nos demais grupos, nos mesmos intervalos. Concluimos que o tratamento com células
mesenguimais apresenta uma melhora macroscépica significativa e que os demais tratamentos sdo

satisfatorios no reparo.



ABSTRACT

Cartilage damage is a major challenge for physicians and all other healthcare
professionals, as well as to all patients. Several factors are related to chondral injury. These
injuries can manifest with pain, functional disability, edema or joint effusions, often the
withdrawal from work or daily activities, and when inadequately treated or along the natural
course of the disease, contribute to a significant loss of quality of life. The most widely used
surgical treatments in medical practice such as joint debridement, microfracture or even
autologous chondrocyte implantation are still insufficient to repair and maintain the existing
tissue capacity before the injury. In clinical and surgical cartilage research, the most used
experimental models are cell and tissue cultures (in vitro research) and the use of animal
models (in vivo research), both used in this work. The aim of this study was to evaluate three
treatments for complete chondral chondral lesion in rabbit knees for restoration capacity
using the International Cartilage Repair Society (ICRS) rating scales for macroscopic and
histological aspects after eight and sixteen weeks of follow-up, and also to assess the
differences in repair in individuals belonging to the same treatment group, only differentiated
by the time of observation. All rabbits were distributed between the three treatment groups
and the control group. The treatment groups were composed as follows: Group A, with 7
rabbits that had their lesions filled with mesenchymal stem cells (MSCs) derived from human
placenta; Group B, with 7 rabbits that had their lesions filled with type Il collagen hydrogel;
Group C with 7 rabbits, filled with chondroblasts, which were obtained after a differentiation
protocol was applied from the human placenta-derived mesenchymal stem cells. Group D
with 9 rabbits, without any padding, formed the control. A total of 30 adult male New
Zealand rabbits, aged over 7 months, submitted to circumferential surgical injuries to the
knee femoral trochlea of 4 mm diameter by 4 mm deep, bilaterally, were used. All rabbits
were distributed between the 3 treatment groups and the control group. The treatment groups
were composed as follows: Group A, with 7 rabbits that had their lesions filled with
mesenchymal stem cells (MSCs) derived from human placenta; Group B, with 7 rabbits that
had their lesions filled with type Il collagen hydrogel; Group C with 7 rabbits, filled with
chondroblasts, which were obtained after a differentiation protocol was applied from the
human placenta-derived mesenchymal stem cells. Group D with 9 rabbits, without any
padding, formed the control. Tissue repair obtained in the area of trochlear injury of the
animals of the four groups was evaluated after 8 and 16 weeks of follow-up. For gross

morphological evaluation (macroscopic) the following aspects were observed: the degree of



defect repair, integration with the edge zone and macroscopic appearance. For visual
histological evaluation (microscopic) the following aspects were observed: surface continuity,
matrix predominance, cell distribution, cell population viability, subchondral bone
remodeling, calcified cartilage mineralization. After sixteen weeks, the improvement in
macroscopic overall score, border zone integrity and macroscopic appearance of group A
(MSCs) compared to group D (control) was statistically significant, with p = 0.004, p = 0.020.
and p = 0.006, respectively. At microscopy, we did not observe histological improvement of
the analyzed aspects between the treatments and the control group. Internally in the groups,
under the temporal variable 8 and 16 weeks, it was observed in the mesenchymal group, a
microscopic improvement in the total score (p = 0.004), surface continuity (p = 0.015), matrix
predominance (p = 0.002), remodeling. subchondral bone (p = 0.015) mineralization of
calcified cartilage (p = 0.015), which shows us an important paracrine effect, time-dependent
up to 16 weeks, which was not observed in the other groups at the same intervals. We
conclude that mesenchymal cell treatment has a significant macroscopic improvement and

that the other treatments are satisfactory in repair.
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1. INTRODUCAO

As lesoes condrais sdo um grande desafio para ortopedistas, reumatologistas e clinicos
plantonistas em todo o mundo. Quando essas lesdes condrais se manifestam, causam
dificuldades de mobilizacédo articular, afastamento do trabalho, uso excessivo de analgésicos
e contribuem para importante baixa da qualidade de vida das pessoas.

Tratamento conservador ndo-invasivo, alicercado em repouso articular, gelo,
analgésicos ou anti-inflamatorios, fisioterapia e fortalecimento musculares s@o na imensa
maioria das vezes o tratamento de elei¢éo inicial.

Os tratamentos cirurgicos , por outro lado, sdo indicados quando o tratamento
conservador obtém respostas insatisfatorias ou quando o grau de lesdo prevé que o resultado
ndo serd adequado se mativer a linha conservadora. O tratamentos cirdrgicos ortopédicos
evoluiram muito nos ultimos 40 anos e foram fundamentais para desenvolvimento de diversas
terapias com capacidade de melhora de uma variedade de patologias articulares condrais.

Artroplastias totais de quadril e joelho foram responsdveis por uma melhora
significativa da qualidade de vida em pacientes com quadros degenerativos avancados, sendo
indicada em quadros no qual todas as demais terapias ndo demonstraram respostas.

Os tratamentos cirargicos artroscépicos primordiais, desenvolvidas no inicio dos anos
70, foram fundamentais para o acesso das articulagdes como joelho , quadril, ombro e
tornozelo. Serviram para observar in vivo, na préatica clinica, os problemas visualizados por
muitos anos exclusivamente pelo exame fisico e indiretamente pelo raio x.

Durantes os anos 90, com a popularizacdo das videoartroscopias em diversas areas
cirdrgicas, as cartilagens foram exponencialmente melhor compreendidas e tratadas. Quando
0 exame da ressonancia nuclear magnética aparece como ferramenta de complementagédo
diagnostica de imagem, a possibilidade de avaliagcbes de doencas condrais em fase pré-
clinica, quando na total auséncia de sintomas, ou na fase inicial de sintomas mas sem
intervencdo cirargica faz com que a compreensdo da historia natural das doencas como
artrose, artrites de causas reumatologicas, artrites infecciosas, lesdes focais iniciais pudessem
ser entendidas.

A Medicina, com sua evolucdo continua, foi sendo capazes responder a muitas
perguntas, porém , até mesmo os tratamentos considerados padrdo-ouro hoje, ainda séo
insuficientes para adequada recuperagdo articular, ndo conseguindo-se a tdo sonhada
regeneracgdo da cartilagem hialina articular.

A medicina regenerativa busca a recuperacdo dos tecidos e Orgdos através de
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diferentes tipos de biomateriais, terapias celulares , fatores de crescimentos e medicagdes
para obter um tecido regenerado. Focada neste campo de estudos, aparece a engenharia de
tecidos estuda as possibilidades do uso dessas estratégias com a participacdo de equipes
multidisciplinares onde médico assistente, engenheiro de materiais, biomeédicos,
hematologistas, imunologistas , farmacéuticos entre outros participem do desenvolvimento de
novos métodos e terapias de reparo tecidual.

A relevancia cientifica deste estudo baseia-se no tratamento das lesfes osteocondrais
com o uso de células-tronco mesenquimais , condroblastos ( células j& diferenciadas
previamente a partir de células-tronco mesenquimais ) e hidrogel de colageno tipo Il ,
reconhecidos como potencializadores da condrogénese em joelhos de coelhos.

Os animais serdo submetidos a lesdes osteocondrais em sulco troclear femural
completa , ultrapassando as 4 camadas histoldgicas condrais, bilateralmente, e que serdo
preenchidos com : células-tronco mesenquimais , condroblastos e hidrogel de colageno tipo
Il. Serdo avaliados os trés tratamentos para lesdo condral troclear completa nos joelhos de
coelhos quanto a sua capacidade de restauragdo utilizando-se as escalas de avaliagbes da
ICRS (International Cartilage Repair Society) para animais quanto aos aspectos
macroscopicos e histoldgicos, apoés 8 e 16 semanas de seguimento, e também avaliar as
diferencas de reparo nos individuos pertecentes a um mesmo grupo de tratamento, apenas

diferenciado-os pelo tempo de observacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ACARTILAGEM

Cartilagem hialina ¢ uma estrutura aneural, avascular, alinfatica e hipocelular
(BUCKWALTER & MANKIN, 1997). Os gases e nutrientes difundem- se dos vasos do
tecido conjuntivo vizinho ou do liquido sinovial das articulagdes. (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Os condrocitos estdo adaptados a baixa tensdo de oxigénio (por exemplo, realizam
glicélise, que € anaerdbica) e mais do que isso: a baixa tensdo de oxigénio provoca
diferenciacédo das células mesenquimais em condroblastos (OVALLE & NAHIRNEY, 2008).

Os condrocitos ocupam 5% a 10% do volume total da cartilagem e apresentam um
metabolismo lento, devido a pequena propor¢do de células em relacdo ao volume do tecido
cartilaginoso. Estas células sdo consideradas metabolicamente ativas, visto que em seu
citoplasma sdo encontradas estruturas anabdlicas como complexo de Golgi e reticulos
endoplasméticos que sdo responsaveis pela producdo de macromoléculas de colageno, de
proteoglicanos e glicoproteinas, constituintes da matriz cartilaginosa (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

A matriz cartilaginosa renova-se constantemente, sendo que a atividade metabdlica
destas células é influenciada pelo fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-p), fator
de crescimento dos fibroblastos (FGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). A matriz apresenta um pH de 7.4 e
variagdes no pH podem perturbar a estruturacdo da cartilagem (CHEN, FRENKEL & DI
CESARE, 1999). Ainda influenciam nessa atividade: as interleucinas, medicagdes e estimulos
fisicos mecénicos pela variacdo da pressdo hidrostatica da cartilagem.

Na cartilagem 95% dos colagenos sao do tipo II e os tipos IX e XI formam um “cross-
link” com o colageno do tipo II, aumentando a insolubilidade dessa matriz. O colageno tipo
VI ancora os condrocitos na matriz e o colageno tipo X atua na mineralizacdo das camadas
mais profundas da cartilagem. Na matriz da cartilagem ainda se observa o colageno tipo V,
em menor quantidade (McGINTY, 1996). Os proteoglicanos, presentes na matriz
cartilaginosa, sdo moléculas hidrofilicas que geram a afinidade da cartilagem pela agua e sao
ligadas ao acido hialurénico, que por ser uma molécula de cadeia longa, atua como um

esqueleto para as demais moléculas. As glicosaminoglicanas menores da matriz da cartilagem
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sdo: Queratan Sulfato, Dermatan Sulfato e Condroitina 4 e 6 Sulfato. Juntos formam um
polimero de anions de proteinas de alta viscosidade e com alto peso molecular e hidrofilico.

Os condrdcitos variam de tamanho, forma e atividade nas diferentes camadas do
tecido. Os condrdcitos envolvem-se com matriz extra-celular mas ndo mantém contato célula-
célula (CHEN , FRENKEL , DI CESARE,1999). Na cartilagem adulta raramente o0s
condrdcitos se dividem. Com o envelhecimento a resposta biologica deste tecido diminui, sua
densidade diminui, aumentando a probabilidade de degeneracdo (BRAY, FRANK,
MINIACI,1996).

2.2. FORMACAO DA CARTILAGEM HIALINA

O mecanismo de formacdo da cartilagem envolve a origem de células totipotentes do
mesoderma. O mesoderma é o folheto intermediario do embri&o.

As células mesenquimais se diferenciam em condroblastos, quando da-se o inicio da
producdo em massa da matriz sinovial e na sua maturidade quando essas células se tornam
preeenchidas por uma matriz intersticial circundando suas periferias, elas necessitam passar
por um processo de amadurecimento, tornando-se células que passam a modelar a renovacgéo
da matriz cartilaginosa de modo balanceado e nessa fase adulta sdo denominados de
condrocitos. O mecanismo que leva a essa diferenciacdo ainda ndo é bem elucidado, mas se
sabe que os nutrientes e as substancias quimicas que fazem parte do meio em que essas
células totipotentes se encontram, sdo responsaveis por essa diferenciacdo. As células
mesenquimais originarias do mesoderma seguem caminhos diferentes na diferenciacdo para
formacéo das articulagdes, dos demais tecidos, conjuntivo e muscular, e das células do sangue
e dos vasos sanguineos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A cartilagem hialina tem um aspecto branco-perolado, ligeiramente transparente
quando visualizada a fresco. Com HE, o pericondrio e a matriz proxima, por causa do
colageno, sdo eosindfilos, enquanto a matriz em torno dos condrocitos, devido aos
glicosaminoglicanos, é basofila. Os condrdcitos estdo adaptados & baixa tenséo de oxigénio
(por exemplo, realizam glicélise, que € anaerdbica) e mais do que isso: a baixa tensdo de
oxigénio provoca diferenciacdo das células mesenquimais em condroblastos. (OVALLE &
NAHIRNEY, 2008).

A diferenciacdo da celula mesenquimal indiferenciada em fibroblastos e
condroblastos que inicia a formacdo da cartilagem (GROSS, 1952; SCHUBERT, 1952); esse
principio oferece base de estudos para reproducéo do tecido cartilaginoso pela bioengenharia
a partir de células mesenquimais (CAPLAN, 2000; MARTIN et al., 2001; SCAPINELLI et
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al., 2002).

Na maturidade dos condroblastos quando ja ocorreu a deposicdo da matriz
cartilaginosa e depois para manterem a renovacgdo constante e a organizacdo final do tecido
cartilaginoso, os condroblastos transformam-se em células mais maduras e passam a se
chamar de condrocitos.

Nelson e Cox (2006) relatam a formacéo dos 6rgédos esqueléticos a partir do potencial
de células embrionarias que ocorre sob dominio programado de mortes celulares, denominado
“apoptose”. Esse ¢ o mecanismo que possibilita a grande quantidade de células embrionérias
de o tecido mesenquimal constituirem do corpo embrionario sem forma, segmentacdo
articulada como ocorre com os dedos. Os mecanismos reguladores que desencadeiam
apoptose envolvem algumas das mesmas proteinas que regulam o ciclo celular, sendo que 0s
produtos monomeéricos da degradacdo de proteinas e do DNA (aminoécidos e nucleotideos)
sdo liberados em um processo controlado que permite que eles sejam captados e recusados
pelas células vizinhas. A apoptose, dessa forma, permite que o organismo elimine uma célula
sem desprezar seus componentes (NELSON, COX, 2006).

A quantidade e a orientagdo dos colagenos, proteoglicanos, dgua e células variam de
acordo com o nivel ou a camada da cartilagem. As diferencas na composicdo entre a
superficie e a placa subcondral do osso. As diferencas ddo origem a quatro zonas separadas
em camadas (Figura 1):

-Zona Superficial (10- 20%), 1 zona: zona superior, primeiramente uma zona sem
celulas, formada por camadas fibrilares finas, a chamada “ldmina splendens” de altissima
viscosidade que protege a cartilage contra atritos, logo abaixo dela, encontra-se uma camada
tangencial com condrocitos dispersos e alongados paralelos a superficie refletindo a
dispersdo tangencial das fibra.

-Zona de transicdo (40-60%), 2 zona: com fibras de colagenos em disposicdo
obliquo; os condrécitos apresentam-se arrendondadas e maiores e acompanham essa
disposigdo randomicamente distribuidos acompanhando as fibras de colageno.

-Zona radial (30% da cartilagem), 3 zona: com as fibras de colagenos em
disposi¢éo perpendicular a superficial sugerindo a funcdo de suportar carga também e no final
dela, os condrdcitos sdo ainda maiores e arranjados tipicamente em colunas , profundamente
a esta zona , aparece uma linha demarcatoria chamada de “Tide mark” (“marca da maré”)
que separa essa camada da proxima , mais profunda e tem uma especial afinidade por
coloragoes basica (ex. Azul de Toluidina).

-Zona Calcificada, 4 zona: uma importante zona de transicdo para uma menos
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resiliente de osso subcondral. Por um longo periodo, esta foi considerada uma zona inativa,
até que Hunziker (1992) percebeu que os condrdcitos aqui poderiam captar e incorporar (35S)
sulfato na matriz pericelular e territorial. Hunziker especulou que, apds o trauma, a atividade

metabdlica torna-se temporariamente prejudicada.

Figura. 1. Camadas Histoldgicas da Cartilagem Hialina e disposicao esquematica das fibras de colageno e dos

condrdcitos.

S (> 2 > o :]— Camada tangencial superficial
S > o> S o > > s s
L) ® ) e L)
) e " g \’\ — Camada transicional
N | o)\ (o
P : i \ ? 2 i 1
: > > /| » s) | L] 2
! > » / » » ( » 2
/ \ — Camada radial
] » » > e Y » R
! [ | \
) \ E > » | » | » \ o
‘ ! } T —
! )\ o) Jl o » { »
‘ 4 A — Zona calcificada
i Bl » B » >
—— Osso subcondral

Modificada de Britteberg, Mats. Cartilage Surgery : an operative manual / Mats Britteberg, Wayne K.Gersoff.
1st ed. Philadelphia , PA. Elsevier, 2011.

A cartilagem regenerada requer ser estruturalmente e bioquimicamente idéntica a
cartilagem nativa (CAPLAN Al 2000 ). O reparo, ao contrario da regeneracdo, envolve a
formacdo de um tecido funcional que preencha o defeito inicial, mas que ndo seja
completamente idéntico ao tecido original (O'DRISCOLL e FITZSIMMONS 2001).

Lesoes na cartilagem estdo presentes em cerca de 10-12% de todos os individuos.
Quando sintomaticos, lesoes condrais manifestam-se com dor, edema e a perda da cartilagem
pode ser parcial ou completa, podendo afetar uma ou mais localizacoes. A historia natural se
ndo tratada provavelmente resultard& em progressdo para perda condral difusa (CHEN,
FRENKEL E DI CESARE 1999), podendo levar a desestruturacdo e perda de fungcdo com
desarranjo articular

Cartilagem hialina cobre as superficies articulares diartrodiais (articulagdes que
apresentam movimento livre) com uma superficie de baixa friccdo, resiliéncia, rigidez

compressiva e , sob condi¢es normais, resisténcia ao desgaste. (MOW, RATCLIFFE &
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POOLE, 1992). Suas caracteristicas fisio-quimicas conferem a mobilidade com a capacidade
de baixo atrito e durabilidade. VVaria em espessura, densidade celular, propriedades mecanicas
na mesma articulacéo e entre espécies. (BUCKWALTER E MANKIN 1997).

Figura 2. Fungdo das articulacoes diartrodiais e estruturacao bioquimica e correlagdo histologica.
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Fonte: Mow, V. C., Ratcliffe, A., & Robin Poole, A, 1992.

O primeiro relato de medidas de coeficientes de friccdo e uso foram realizados por
Jones em 1936 (Jones, 1936), muitos outros foram publicados mais tarde na literatura ( ver
tabela 1 ) prové alguns coeficientes de friccdo sem lubrificante de alguns materiais de
engenharia para comparagéo.

Tabela 1 — Tabela dos Pesquisadores e valores encontrados nos Coeficientes de friccdo e a articulacdo testada.

Investigador Coeficiente de Friccao Articulacéo Testada
J. Charnley 1960 0.005 -0.02 Joelho humano
C.W.McCutchen 1962 0.02-0.35 Ombro de porco
F.C. Linn 1968 0.005- 0.01 Tornozelo canino
A. Unsworth 1975 0.01-0.04 Quadril humano
L.L.Malcolm 1976 0.002 - 0.03 Ombro bovino

Modificada de MOW, RATCLIFFE & POOLE, 1992
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Tabela 2 — Tabela de diferentes materiais e valores dos coeficientes de friccdo entre as interfaces.

Materiais Coeficiente de friccéo

Ouro no ouro 2.8
Aluminio no aluminio 1.9
Prata na prata 1.5

Ag0 no ago 0.6-0.8
Latdo no ago 0.35
Vidro no vidro 0.9

Madeira na madeira 0.25-0.5
Nylon no nylon 0.2
Grafite no ago 0.1

Gelo no gelo 0.01-0.1

Modificada de MOW, RATCLIFFE & POOLE, 1992

Com base nesses indices podemos facilmente compreender a importancia da
continuidade superficial para pleno funcionamento das articulagdes diartrodiais onde uma

superficie movimenta-se em oposicao a outra.

2.3. FISIOPATOLOGIA DA DEGENERACAO DA CARTILAGEM HIALINA

A lesdo da cartilage ar pticular hialina pode ser traumatica ou degenerativa; na doenca
degenerativa, conhecida como osteoartrose, a elasticidade e a viscosidade do liquido sinovial
estdo comparativamente diminuidas, em relacdo a cartilagem normal e é considerada uma
osteoartrite degenerativa. Uma vez iniciada, clinicamente é lenta e insidiosa (ALTMAN &
LOZADA, 1998).

Figura 3. Figura esquematica de defeitos condrais pequenos X grandes ( bem contido vs mal contido);
fisiopatologia ( trauma prévio, dor articular, predisposicéo genética, desvios de alinhamentos, atividades, carga,

torgdes, impactos, obesidade, lesoes ligamentares e lesdes meniscais) e possiveis tratamentos
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A evolucéo para artrose e a tradicional superficilizacdo protética ja sdo uma realidade
ha& muitos anos e funcionam com um sucesso bastante alto. A confec¢édo de reparos duraveis e
ativos sdo o objetivo do estudo da cartilage e da medicina regenerativa na atualidade com
objetivo de previnir ou retarder ao maximo a evolugdo para processos degenerativos difusos
ou nao contidos.

A osteoartrose pode atingir qualquer tipo de articulacdo e ocorre apds alteracdes nos
condrécitos, provocando uma quebra na producdo da matriz e a consequente fragilizacéo
dessa cartilagem (BOS et al. 2002); alem de uma diminuicdo na concentracdo de acido
hialurénico no liquido sinovial, assim como, a diminuicdo do peso molecular dessas
moléculas (BELCHER et al. 1977).

Portanto, a osteoartrose € uma doenca que resulta da acdo conjunta de varios fatores
que provocam uma lenta degradacéo da cartilagem (MORELAND 2003).

A degradacdo da cartilagem € estimulada por atividades de enzimas conhecidas como
proteinases, que podem estar presentes tanto no meio intracelular quanto no extracelular.

Quatro classes de proteinases podem ser distinguidas com base na sua acdo catalitica,
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incluindo-se as proteinases aspartica e cisteina, que sdo ativadas em pH &cidos e as serinas e
metaloproteinases, que sao ativadas em pH neutro ou alcalino. A acdo das metaloproteinases
é dependente do zinco. Por serem dependentes do metal zinco para sua interacdo, essas
proteinases sdo chamadas de metaloproteinases (BRAY, FRANK & MINIACI, 1996).
Tallheden et al. (2005) demonstraram in vitro que o condrécito na osteoartrite
apresenta uma importante diminui¢do na sua capacidade de producdo de matriz, enquanto
Bland e Cooper (1984) confirmaram que na presenca do acido hialurénico, o condrdcito

melhora sua capacidade de produzir matriz.
2.4, TRATAMENTO CLINICO
2.4.1.Controle Ponderal - Manejo do peso

Vérias diretrizes internacionais concordam que a reducdo de peso desempenha um
papel fundamental no tratamento de todos os pacientes com OA. A obesidade esta fortemente
associada a um risco aumentado de desenvolver OA, a necessidade de artroplastia e
incapacidade fisica (WLUKA, LOMBARD & CICUTTINI 2013).

Estudos recentes comprovaram o significado da modificacdo de peso: evidéncias
mostram que a dor no joelho é reduzida em mais de 50% apds a reducdo ponderal em cerca
de 10%; e a redugédo de peso pode diminuir o risco de desenvolver osteoartrose do joelho
sintomatica em 50% (FELSON et al 1992).

2.4.2.Exercicio

O exercicio visa reduzir a dor e melhorar a mobilidade geral e a funcgdo articular; Um
exercicio mais intensivo pode fortalecer o musculo ao redor da articulacdo. Ndo ha
recomendacdo quanto ao tipo de exercicio a ser realizado, sugerindo que ele tem menor
eficacia na reducéo da dor e incapacidade em comparacdo com a perda de peso. O exercicio é
agora universalmente recomendado pelas outras diretrizes internacionais (KAN et al 2019).

Verificou-se que o exercicio baseado em agua tem beneficios de curto prazo para a
funcio articular, mas menores beneficios para a dor (BARTELS et al 2016). E sugerido para

pacientes com limitagdes funcionais ou de mobilidade.
2.4.3.Paracetamol

Embora amplamente utilizado como analgésico de primeira linha na OA, ha

crescentes duvidas, a partir de metanalises recentes, sobre a eficacia analgésica do
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paracetamol. Uma revisdo Cochrane sobre paracetamol na OA, realizada hd mais de uma
década, encontrou uma reducdo significativamente superior na dor em comparagdo com
placebo de sete ECRs, embora com um tamanho de efeito pequeno (TOWHEED et al 2006).

Em uma analise subsequente ajustando a qualidade dos estudos, quando 0s cinco
ECRs de alta qualidade e controlados por placebo foram considerados isoladamente a
seguranca do paracetamol no tratamento da dor foi ainda menor (ZHANG et al 2010). Este
estudo, sugeriu que o paracetamol ndo teve efeito significativo sobre a rigidez ou melhora da
funcéo fisica.

Em recente revisdo sistematica e metanalise, o paracetamol foi encontrado para
fornecer beneficio minimo a curto prazo para pessoas com osteoartrose (MACHADO et al
2015). Em uma meta-andlise de rede em 2017 de medicamentos analgésicos para o
tratamento da dor em OA de joelho e quadril, os autores concluiram, com base nos dados
disponiveis, que ndo ha papel para o paracetamol de agente Unico no tratamento da
osteoartrose (DA COSTA et al 2017).

As diretrizes da OARSI recomendam que o paracetamol seja administrado em doses e
duragBGes conservadoras, pois ha um risco crescente de perturbacdo gastrointestinal e

insuficiéncia de multiplos 6rgdos. (CRAIG et al, 2012).
2.4.4.Anti-inflamatorios ndo esterdides

As diretrizes da OARSI sugerem AINEs como o tratamento farmacoldgico de
primeira linha preferido, porque revisdes sisteméticas descobriram que os AINEs sdo
superiores ao paracetamol para dor em repouso e geral. (TOWHEED et al, 2006.)

Embora AINEs sdo recomendados em pacientes sem risco, 0 OARSI é reservado em
sua recomendacdo para uso de AINEs em pacientes com alto risco de co-morbidades. (CHOU
et al, 2006).

Os AINEs ndo seletivos tém maiores riscos gastrointestinais associados, enquanto 0s
AINE seletivos tém mais efeitos colaterais cardiovasculares, como o infarto do miocardio;
Além disso, ambos os AINEs seletivos e ndo seletivos causam efeitos colaterais como
hipertensao, insuficiéncia cardiaca congestiva e toxicidade renal.

As recomendag6es da AAOS sobre os AINEs sdo inconclusivas e sugerem fortemente
que os AINE topicos (por exemplo, diclofenaco topico) sejam considerados como uma opgéo

para a OA de joelho, mas sua aplicabilidade para multiplos. (KAN et al, 2019).

2.4.5.Esterdides intra-articulares
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As diretrizes da ACR e OARSI recomendam que os esteroides sejam usados apenas
nas exacerbacOes agudas da inflamacdo das articulacdes, pois o uso frequente pode resultar
em danos nas cartilagens ou articulaces e aumentar o risco de infeccdo. A recomendacao da

AAQOS sobre este topico é inconclusivel.
2.4.6. Acido hialurénico intra-articular

As diretrizes AAOS e ACR nédo recomendam o uso de acido hialurénico por causa da
falta de dados de ensaios clinicos randomizados sobre seus beneficios ou seguranca. A
recomendacdo da OARSI também é incerta por causa dos resultados inconclusivos de
metanalises recentes. Uma meta-analise com estudos cegos encontrou apenas pequenos
beneficios para a dor (RUTJES et al. 2012).

2.4.7. Glucosamina

Todas as diretrizes internacionais recomendam fortemente contra o uso de
glucosamina, pois recentes ensaios randomizados controlados mostraram efeitos semelhantes
ao placebo, com estudos independentes mostrando efeitos menores do que os financiados
comercialmente (Zhang et al 2010).

2.4.8. Opidides

Analgésicos opiaceos sdo considerados se o paracetamol for inadequado e os AINES
forem contra-indicados, ineficazes ou mal tolerados. O ACR também sugeriu que os opioides
podem ser uma alternativa na terapia inicial falhada. No entanto, com referéncia as diretrizes
internacionais para o manejo da OA, devemos considerar a utilidade global a longo prazo dos
opidides. Embora tenham beneficios para dor e funcgdo fisica, comparados com aqueles que
ndo sdo, 0s pacientes que tomam opioides tém uma chance de efeitos adversos de retirada que
é 4 vezes maior e um risco de desenvolver eventos colaterais sérios, incluindo fraturas e
eventos cardiovasculares, que € 3 vezes maior (DA COSTA et al. 2014). Diretrizes
internacionais fornecem uma recomendagdo semelhante, AAOS faz uma recomendagéo
inconclusiva, e OARSI € incerto sobre 0 uso de opiaceos por causa do aumento do risco de

efeitos colaterais.
2.4.9.Duloxetina

O uso de duloxetina néo é sugerido pelas diretrizes de Hong Kong LLOA ou AAQS.
No entanto, OARSI e AAOS sugerem que a depressdo coexistente e a dor neuropatica

contribuem para a sindrome global da dor, uma vez que a dor sentida na OA é multifatorial.
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Um estudo mostrou que a duloxetina tem beneficios na reducdo da dor em comparacao ao
placebo. (CHAPPELL et al 2011) Portanto, € recomendada como um potencial adjunto ao

tratamento convencional da OA para a reducgéo da dor. (YU et al, 2015).

2.5. TRATAMENTOS CIRURGICOS

Atualmente existem varias técnicas propostas para reparo de lesbes focais ou

artrésicas de cartilagem hialina em grandes articulagdes como:

2.5.1. Debridamento
Originalmente descrito por Magnuson (1941), era um termo amplo que compreendia
curetagem articular, meniscectomia, remocao de ostedfitos e corpos livres, abrasdes condrais

e ainda sinovectomia.

2.5.2. Microfratura

Uma modificacdo da método de perfuracdo de PRIDIE (1959); com o advento da
artroscopia e a utilizacdo da videoartroscopia, tornou-se 0 método mais usado e a primeira
linha no tratamento de defeitos condrais sintoméaticos. Como método cirdrgico isolado é
atribuido a STEADMAN et al. em 1997 sua descricao.

2.5.3. Debridamento e microfratura

RODRIGO et al. em 1994), reportaram uma melhora importante nos desfechos de
funcdo de pacientes com defeito condral quando da associacdo de debridamento e

microfratura.
2.5.4. Mosaicoplastia (Transplante Ostecondral)

Mosaicoplastia foi descrita originalmente por MATSUSUE (1993) e desde ent&o tem
sido amplamente usada para tratar lesdes condrais e osteocondrais. Nesta técnica, plugs
cilindricos sdo coletados da area doadora e preenchem os defeitos cavitarios. Os enxertos

obtidos da area coletora sdo colocados de maneira perpendicular a cartilagem.
2.5.5. Medicina Regenerativa e Abordagens Baseadas em Células

A primeira abordagem para a regeneracdo cartilaginosa, o implante autologo de
condrocitos (ACI), foi desenvolvido por BRITTBERG et al 1994, e envolve a colheita de
pequenos pedacos da propria cartilagem do paciente, seguida da expansdo dos condrécitos em
laboratorio e subsequente injecdo dos condrdcitos cultivados no defeito. As celulas injetadas

foram originalmente cobertas com um adesivo periosteal autélogo colhido do osso, que
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impede a saida de células injetadas na cavidade articular e facilita a formacao de novo tecido
(McCARTHY & ROBERTS, 2013). Posteriormente, na ACI de segunda geracdo, as
membranas de coldgeno biodegradaveis substituem o patch periosteal (MCCARTHY &
ROBERTS, 2013; GOYAL et al 2013), evitando a invaséo da colheita periosteal e a extensa
hipertrofia dos condrdcitos que as vezes ocorre em associa¢do com o periosteo (KREUZ et al
2007). Em comparacdo com a microfratura ou a condroplastia em mosaico, o0 ACI permite
reparar defeitos de cartilagem maiores (DEVITT et al 2017; BRITTEBRG 2018). As
principais limitagdes desta abordagem incluem seu alto custo (DERRET et al 2005; MISTRY
et 2017), bem como a invasividade da colheita e, em particular, a formacéo de fibrocartilagem
que ocorre devido a desdiferenciacdo dos condrocitos durante a expansdo. Interessantemente,
no caso de pequena a medias lesGes, ACI e microfratura apresentam resultados comparaveis
(KNUTSEN et al 2016), quando apresentam acometimento do 0sso subcondral ou fraturas
prévia, os aloenxertos osteocondrais sdo frequentemente a melhor escolha (LI et al 2017;
LAMPLOT, SCHAFER & MATAVA, 2018).

Na cartilages hialina, os condrécitos residem dentro de uma matriz extracelular rica
em colageno fibras que suportam a resisténcia a tracdo, bem como dentro de complexos
proteoglicanos que fornecem resisténcia a compressdo (ZANASI, BRITTBERG &
MARCACCI, 2006). Assim, o desenvolvimento e a implementacéo clinica da terapia celular
baseada na matriz para tratamento de lesoes condrais foi uma derivacdo logica de ACI (YIN
et al 2018). Implante de condrdcitos autdlogos induzidos por matriz (MACI) envolve o
transplante de um scaffold tridimensional especial composto de condrocitos aut6logos
(expandido anteriormente) inseridos no defeito da cartilagem. Nos dois primeiros anos ap6s a
cirurgia, obtiveram-se resultados satisfatorios similares a microfratura ou ACI, mas apds 5

anos MACI apresenta resultados significantemente melhores (BRITTEBERG et al 2018).

Figura 4 - llustragdo demonstrando abordagens condrais cirurgicas baseados em células.
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llustragdo de Tratamentos Clinicos Aprovados para Restauragao de Tecido Cartilaginoso
Medvedeva EV, Grebenik EA, Gornostaeva SN, Telpuhov VI, Lychagin AV, Timashev PS, Chagin AS.
IntJ Mol Sci. 2018 Aug 11;19(8). pii: E2366. doi: 10.3390/ijms19082366. Review.

Fonte: Modificado de Medvedeva et al, 2018.

2.5.6. Células-Tronco Mesenquimais

Células-tronco mesenquimais (CTMs) de diferentes fontes, como a medula 6ssea,
tecido adiposo, membrana sinovial, sangue do cordao umbilical, periosteo e musculo, sdo
empregadas para tratar defeitos na cartilagem articular (OGATA et al, 2015; PITTENGER et
al. 1999). De fato, a facil disponibilidade, o amplo potencial para diferenciacéo e proliferacéo
e as propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras (WANG, DING & XU, 2016 )
dessas células s@o promissoras em relacdo a terapia celular. A capacidade de se diferenciar
em condrécitos varia entre as CTMs obtidas de diferentes fontes, com CTMs sinoviais
demonstrando o maior potencial de diferenciagdo em condrocitos articulares (YOSHIMURA
et al 2007). No entanto, o transplante de CTMs geralmente da origem a uma mistura de

tecidos hipertroficos, cartilaginosos e fibrosos, o que ndo é particularmente sustentavel e, a



30

longo prazo, leva a perda do tecido de reparo (STECK et al 2009). Assim, um
desenvolvimento adicional de protocolos de cultura / diferenciagdo é necessario antes que as
CTMs possam ser utilizadas com sucesso para o reparo da articulagéo.

Todos os tratamentos de defeitos na cartilagem articular tém suas limitagdes. O
tratamento de lesdes maiores (> 4,5 cm2) com abordagens regenerativas (ou seja, ACI /
MACI) produz resultados mais favoraveis do que com uma microfratura (DEVITT et al 2017;
BRITTBERG et al 2018) que é mais comumente usada no momento. No entanto, nenhuma
terapia de reparo atual recria cartilagem hialina nativa e proporciona restauragédo a longo
prazo (LAMPLOT, SCHAFER & MATAVA, 2018; GRACITELLI et al 2016) devido
principalmente a formacdo de fibrocartilagem e / ou propriedades pobres da matriz. A
combinacdo de diferentes abordagens, incluindo membranas avancados, condrécitos
eficientemente diferenciados, impressdo 3D de construgdes projetadas, lubrificagdo adequada
e abordagens que afetam o ambiente pré-inflamatorio, pode melhorar muito a regeneracéo da

cartilagem articular.

2.6. ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos € uma area multidisciplinar de pesquisa, centrada na
regeneracdo e restauracdo funcional de 6rgdos ou tecidos. E baseada na implantacdo de
células ou tecidos em um suporte bioldgico ou sintético, capaz de produzir uma construcdo
tridimensional funcionalmente semelhante ao tecido danificado. A engenharia de tecidos
objetiva o reparo de lesdes osteocondrais, envolve a utilizacdo de suportes biologicos e
fatores de crescimento, associados a cultura celular. Biomateriais utilizados podem ser na
forma de biomateriais naturais ou sintéticos. O arcabouco tridimensional poroso, deve conter
propriedades bioativas e biodegradaveis, que servem de molde para a formagao do novo
tecido (LIU & MA 2004). Eles mimetizam os meios fisicos ¢ quimicos do tecido saudavel,
para guiar a migragao, diferenciagdo e proliferacdo tecidual (WANG et al 2006 , TAYLOR et
al 2009).



Tabela 3. Tabela resumida dos principais vantagens e desvantages entre tratamentos Conservadores e

Cirdrgicos.
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Controle do Peso

Nao invasivo
Diminuir sobrecarga no tecido
lesado

Nio trata a causa da lesdo

Exercicios Fisicos

N3ao invasivo
Melhora dos sintomas
Fortalecimento muscular

Nio trata a causa da lesdo

Fisioterapia N3o invasivo Nio trata a causa da lesdo
Melhora dos sintomas
Fortalecimento muscular
Analgésicos Alivio de sintomas Néo trata a causa da lesdo
(paracetamol) Efeitos colaterais

Analgésicos - AINES

Alivio de sintomas

N3o trata a causa da lesdo
Efeitos colaterais

Esterodides intra-
articulares

Alivio de sintomas

Nio trata a causa da lesdo
Efeitos colaterais
Risco de degenerac¢do condral

Acido Hialurénico

Alivio de sintomas

Nio trata a causa da lesdo

Glusoaminas e

Alivio de sintomas

Nio trata a causa da lesdo

Condroitinas
Opidides Alivio de sintomas Nio trata a causa da lesdo
Efeitos colaterais
Risco de dependéncia
Duloxetina Alivio de sintomas Ndo trata a causa da lesao
Efeito modulador de dor Efeitos colaterais
Avaliag¢ao psiquiatrica complementar
Debridamento Resposta tecidual satisfatéria Invasivo
por curto periodo ( até 5 anos)
Microfratura Resposta tecidual satisfatéria Invasivo
por curto periodo (até 5 anos) Riscos de osteofitos em foco de lesdo
Mosaicoplastia Resposta tecidual estruturada  Invasivo
(Transplante Lesdo em Sitio doador
ostecondral)

Terapias celulares

ACI ( Implante autélogo
de condrdcitos)

MACI (Implante autélogo
de condrécitos matriz
induzidos

Aperfeicoamento da resposta
tecidual

Invasivo
Custos elevados
Dificuldades técnicas

Células-Tronco
Mesenquimais

Aperfeicoamento da resposta
tecidual

Invasivo
Custos elevados
Dificuldades técnicas
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3. HIPOTESES OPERACIONAIS (Ho) E HIPOTESE CONCEITUAIS
(He)

3.1  Ho: a resposta tecidual obtida em lesdes completas da cartilagem articular do joelho
com tratamento de terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTM) cultivadas em
laboratorio ( grupo A) é igual a resposta tecidual obtida na lesdo da cartilagem do joelho no
grupo sem tratamento ( grupo D — grupo controle) , ap6s 8 e 16 semanas de seguimento.

Hc: a resposta tecidual obtida em lesGes completas da cartilagem articular do joelho
com tratamento de terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTM) cultivadas em
laboratério ( grupo A) é superior a resposta tecidual obtida na lesdo da cartilagem do joelho
no grupo sem tratamento (grupo D — grupo controle) , apds 8 e 16 semanas de seguimento.
3.2  Ho: a resposta tecidual obtida em lesdes completas da cartilagem articular do joelho
com tratamento com membrana de hidrogel de colageno tipo Il ( grupo B) é igual a resposta
tecidual obtida na leséo da cartilagem do joelho no grupo sem tratamento ( grupo D — grupo
controle) , apds 8 e 16 semanas de seguimento.

Hc: a resposta tecidual obtida em lesGes completas da cartilagem articular do joelho
com tratamento com membrana de hidrogel de colageno tipo Il ( grupo B) é superior a
resposta tecidual obtida na leséo da cartilagem do joelho no grupo sem tratamento ( grupo D
— grupo controle) , apds 8 e 16 semanas de seguimento.

3.3  Ho: a resposta tecidual obtida em lesdes completas da cartilagem articular do joelho
com tratamento de terapia celular com condroblastos , obtidos a partir de protocolo de
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (CTM) em laborat6rio ( grupo C) é igual a
resposta tecidual obtida na lesdo da cartilagem do joelho no grupo sem tratamento ( grupo D
— grupo controle) , apds 8 e 16 semanas de seguimento.

Hc: a resposta tecidual obtida em lesbes completas da cartilagem articular do joelho com
tratamento de terapia celular com condroblastos obtidos a partir de protocolo de diferenciacdo
de células-tronco mesenquimais (CTM) em laboratério ( grupo C) é superior a resposta
tecidual obtida na lesdo da cartilagem do joelho no grupo sem tratamento (grupo D — grupo

controle) , apds 8 e 16 semanas de seguimento.
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4. OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar os trés tratamentos propostos para lesdo condral troclear completa nos joelhos de

coelhos quanto a sua capacidade de regeneracdo comparativamente ao grupo controle.
4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar a regeneracdo comparativamente ao grupo controle utilizando as escalas de
avaliacGes da ICRS para animais quanto aos aspectos macroscopicos e histolégicos em 8 e 16

semanas.

B) Comparar a regeneragdo no memo grupo de tratamento nos dois tempos avaliados (8 e 16
semanas), utilizando as escalas de avaliacdes da ICRS para animais quanto aos aspectos

macroscopicos e histologicos.
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5. METODOS

5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo experimental in vitro e in vivo.

5.2. LOCAIS DE EXECUCAO

Os experimentos de culturas celulares , bem como as solugdes e reagentes necessarios
para estes, foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular Enddcrina e Tumoral
(LABIMET), localizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul; e na Unidade de
Anélises Moleculares e de Proteinas (UAMP) e no Centro de Terapia Génicas (CTG)
localizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os experimentos cirdrgicos nos animais foram realizados na Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) localizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

As preparacOes das andlises histologicas foram realizadas na Unidade de Patologia
Experimental localizada no hospital de Clinicas de Porto Alegre.
5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.3.1. Isolamento e cultura das CTM

As Células-Tronco Mesenquimais (CTM) ou , do inglés, Mesenchimal Stem Cells
(MSCs) derivadas de placenta humana foram fornecidas pelos projetos previamente
aprovados pelo CEP HCPA para a utilizacdo destas células para pesquisa (11-0616 e 13-
0451). As CTMs doadas encontravam-se em na quinta pasasagem (P5). As CTM foram
mantidas em cultivo com meio DMEM low glicose suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 100un/ml de penicilina e 100mg/ml de estreptomicina (PS; Gibco, NM, USA).
As células foram cultivadas em garrafas de cultura incubadas a 37°C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2. Quando a cultura apresentava 80% de confluéncia, as
células foram expandidas através de sua remog¢do com uma solucédo de 0,25% Tripsina-EDTA

(Gibco, NM, USA). O meio de cultura foi trocado a cada dois a trés dias.

5.3.2. Caracterizacdo das CTM

De acordo com o Consenso publicado pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (DOMINICI et al., 2006), as CTM utilizadas nesse trabalho foram caracterizadas por

morfologia, imunofenotipagem e diferenciagdes in vitro.
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Fig. 5. Células-Tronco Mesenquimais em placa de cultura com confluéncia elevada e coloracdo de

Hematoxilina e Eosina (H.E.)

5.3.3. Imunofenotipagem

A caracterizacdo da populacéo celular é baseada no fenotipo das CTM no que se
refere as proteinas de superficie. As células em cultura foram avaliadas quanto a presenca dos
marcadores CD73, CD90 e CD105 (positivos para CTM), e também CDA45, CD34, CD14,
CD19 e HLA-DR (negativos para CTM) por citometria de fluxo na Unidade de Andlises
Moleculares e de Proteinas (UAMP) em citdmetro de fluxo (Attune, Applied Biosystems) e

avaliado em software especifico.
5.3.4. Diferenciacdo Celular

No ensaio de diferenciacdo celular, as CTMs foram induzidas, através de meios de
cultivo especificos, a diferenciacdo em adipdcitos, condrécitos e ostedcitos. O meio de
cultivo para diferenciacdo osteogénica foi composto por DMEM 15 mM Hepes,
suplementado com 0,1uM de Dexametasona (Sigma, MO, USA), 50uM de Acido Ascorbico
2-Fosfato (Sigma, MO, USA) e 10 mM de B-Glicerolfosfato (Sigma MO, USA). Na
diferenciacdo adipogénica, as MSCs foram cultivadas em DMEM 15 mM Hepes, 1uM de
Dexametasona (Sigma, MO, USA), 10ug/mL de Insulina, 200uM de Indometacina e 0,5mM
de Isobutyl Methylxantine (Sigma, MO, USA). Na diferenciagdo condrogénica, foi utilizado
meio DMEM 15mM suplementado com Hepes, 6,25ug/ml Insulina, 10 ng/mL TGF-B1 e
50nM acido ascorbico 2-fosfato. O protocolo de cultura de CTM com o0s meios de
diferenciacédo tiveram duracdo de 10 dias para adipdcitos , 14 dias para ostedcitos e 21 dias
para condrdcitos. A deteccdo da diferenciacdo foi realizada por coloracdo especial com o0s
corantes Oil Red, Alizarin Red e Alcian Blue que marcam respectivamente, vesiculas de

gordura, depdsitos de célcio e glicosaminoglicanos da matriz extracelular.
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Figura 6. Demonstracdo de adipdcitos diferenciados a partir de CTM mediante protocolo de diferenciagdo por

10 dias. Coloracdo utilizada de Red Oil, conferindo tom avermelhado as células de gordura.

Figura 7 . Demonstracdo de ostedcito diferenciados a partir de CTM mediante protocolo de diferenciagdo o por

14 dias. Coloracdo utilizada de Red Alzerin .

Figura 8. Demonstracdo de Condroblasto diferenciados a partir de CTM mediante protocolo de diferenciacdo o

por 21 dias. Coloracdo utilizada de Alcian Blue.
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5.3.5. Viabilidade celular em cultura

A viabilidade das células foi avaliada a cada procedimento de passagem celular com o
objetivo de calcular a percentagem de células vidveis. Para essa avaliagdo usamos o corante
azul de Tripan 0,4% em solucdo salina. As células mortas apresentam alteracdo na
permeabilidade da membrana permitindo que o corante penetre na célula. Dessa forma, é
possivel diferenciar a microscopia as células vidveis das nao-viaveis. As células ndo viaveis
ficam com coloragdo azulada pela incorporacdo do corante azul de Tripan. Nossa utilizaca6o
de células foi da ordem de 5 x10° células viaveis aplicadas para tratamentos nas lesdes nos
grupos A (CTMs) e grupo C (condroblastos). Foram ressupendidas para aplicacdo na lesdo

em soro bovino fetal.
5.3.6. Preparo dos Hidrogel de Colageno

O colageno tipo Il liofilizado extraido de articulagcBes bovina fetais, foi obtido por
doacdo. Foi extraido e purificado por método préprio descrito na literatura por Brand et. al.
Foram solubilizados em agua destilada estéril com 0,01% de acido acético (5 mM). A
concentracdo dos hidrogéis de colageno foi de 2 mg/ml da solucéo.

Para implantes do hidrogel de colageno do tipo Il nas lesdes cartilaginosas, foi
utilizada cola de fibrina sobre o nivel acima das bordas de preenchimento da leséo para dar
aderéncia do material no local de implante nos grupos tratamentos.

5.4. MODELO ANIMAL

5.4.1. Periodo de Aclimatacéo

A chegada dos coelhos ao Unidade de Experimentacdo Animal ( UEA) ocorreu em 10
de outubro de 2018. No dia do recebimento, todos os animais foram submetidos a exame
fisico e tratados com ivermectina (Ilvomec), como antiparasitario profilatico. Os animais
foram mantidos individualmente em gaiolas alocadas em ambiente especifico para a espécie,
com temperatura (20 = 2°C) e umidade (40-60%) controladas, sistema de exaustdo de ar e
ciclo claro:escuro de 12:12 horas. O fornecimento de ragdo (padréo para a espécie) e agua foi

ad libitum. Verduras e frutas foram oferecidos em duas porg¢des diarias.
5.4.2. Procedimento Cirargico

Os procedimentos cirurgicos ocorreram nas datas de 16, 17 e 29 de outubro de 2018.

Coelhos foram submetidos a procedimentos cirdrgicos conforme as datas e nUmeros adotados
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da seguinte forma: Em 16/10/18 — 4 coelhos grupo CONTROLE — GRUPO D e 7 coelhos
grupo CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS — GRUPO A. Em 17/10/18 — 3 coelhos
grupo CONTROLE — GRUPO D e 7 coelhos grupo HIDROGEM DE COLAGENOS TIPO
Il — GRUPO B. Em 29/10/18 — 7 coelhos grupo CONDROBLASTO — GRUPO C e 2 coelhos
grupo CONTROLE — GRUPO D . A opc¢do de uso de sequéncia continua no grupos
justificou-se para que a manipulacdo das células retiradas da cultura trouxessem menos
riscos de contaminacdo , perda de viabilidade e diminui¢cdo de aderéncia ao plastico, no caso
das células mesenquimais apos técnica de tripsinizagao.

Apds 7 dias de habituacdo, os animais foram premedicados com cetamina (20 mg/kg),
midazolam (1 mg/kg) e morfina (3 mg/kg) pela via IM. Apds 15 minutos, foi realizada a
cateterizacdo da veia marginal da orelha para a administracao de farmacos intra-operatérios e
fluidoterapia (Ringer Lactato 3 mL/kg/h). A anestesia foi complementada com isoflurano via
mascara facial até a perda do reflexo interdigital. Apds dessensibilizacdo da glote com
lidocaina, os animais foram intubados com técnica as cegas e conectados a circuito sem
reinalagdo (baraka). O fluxo de oxigénio foi mantido em 2 L/min e o isoflurano, ajustado para
manter plano cirdrgico de anestesia (auséncia de reflexo palpebral; auséncia de resposta
motora e cardiorrespiratoria ao estimulo doloroso; e PAM entre 60-90 mmHg). A analgesia
intra-operatoria foi complementada com doses intermitentes de fentanil (7 mcg/kg 1V a cada
20-30 min). Para evitar reducdo acentuada da temperatura corpérea, os animais foram
mantido sobre colchdo térmico. Monitor multiparamétrico foi utilizado para monitoracéo da
pressdo arterial ndo invasiva (PAM), eletrocardiograma (ECG), saturacdo periférica de
oxigénio (SpO2) e concentracdo expirada de CO2 (ETCO2). Em caso de depressao
respiratéria (apneia ou CO2 acima de 45 mmHg), os animais foram ventilados manualmente.
Os animais foram posicionados em decubito dorsal , realizada tricotomia peri-articular de
ambos os joelhos, realizada técnica de antissepsia com clorexidina solucéo alcodlica a 0,5% e

colocacdo de campos fenestrados estéreis em ambos o0s joelhos.

Figura 9. Imagem da anatomia cirlrgica da tréclea femural alongada de coelho (media de 18-20 mm de

comprimento) .
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Figura 10. Imagem da anatomia cirtrgica da tréclea femural alongada, porém com largura de maximo 6 -

7 mm.

Utilizou-se a abordagem longitudinal ao nivel da articulacdo do joelhos com
afastamento de pele e subcutaneo. Apo6s artrotomia para-patelar medial , foi realizada a
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luxacdo lateral da patela para a exposic¢do do sulco troclear , componente articular do joelho

escolhida para avaliacédo da reparacédo da leséo osteocondral.

Figura 11. Imagem de exposigdo do sulco troclear de um joelho esquerdo, com afastamento de estruturas
articulares e identificacdo de lesdo ostecondral cilindrica com didmetro de 4 mm e profundidade de 4 mm,
centralizada entre as cristas trocleares

A lesdo osteocondral foi realizada com instrumental de trefina preparada pelo
pesquisador para limitagdo da perfuracdo ( “stop” ) quando atingida uma perfuragdo central
no sulco troclear, cilindrica com medidas de 4 mm de didmetro e 4 mm de profundidade, em
ambos os joelhos. Com isso , objetivamos realizar um modelo de lesdo completa ( lesdo das
quatro zonas histologicas demonstradas na revisdo da literatura , figura 1), ou seja , atinja a
camada Ossea subcondral, porém sem invadir excessivamente a estrutura éssea esponjosa,

limite de 4 mm pelo limitador.

Figura 12. Fotografia de Trefina 4 mm de didmetro e limitador ( “stop” ) confeccionado mediante usinagem em
torno mecanico para garantir limitacdo de profundidade e uniformidade entre grupos. Colaboracdo Cloecy
Buchorn Longaray.
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Os tratamentos de preenchimentos : Grupo A — células-tronco mesenquimais; Grupo

B — colageno tipo 2 e Grupo C condroblastos foram inseridos na cavidade com uso de pipeta

e o fechamento ( vedacdo apos completada o preenchimento da area vazia cilindrica ) com

cola de fibrina . observamos a secagem ultra rapida da fibrina ao nivel superior das bordas

condrais do sulco troclear, mediante observacdo direta pelo cirurgido pesquisador. As élulas

foram utilizadas encontravam-se na 5 passaagem (P5).

Ao final do preenchimento a patela foi reposicionada no sulco troclear (reduzida) e
procedemos ao fechamento da capsula e subcutaneo com Vicryl 2.0 ( fio absorvivel ) e da

pele com Mononylon 3.0, bem como realizagao de curativo protetor.

Figura 13. Curativo p0s-cirargico imediato . Curativo meticuloso para protecdo cirurgica de

manipulacdes orais pelo préprio animal.
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5.4.3.Seguimento pds operatério

Apos o término do procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em incubadora
para aquecimento e oxigenacdo e foram extubados somente apds a recuperacdao do reflexo
laringotraqueal. No periodo pds-operatorio foram administrados terramicina (20 mg/kg 1M,
duas doses com intervalo de 3 dias) e enrofloxacina (10 mg/kg SC SID por 7 dias), como
antibioticoterapia, e cetoprofeno (1 mg/kg SC SID por 3 dias, SC) e tramadol (15 mg/kg SC
BID por 6 dias), para analgesia pds-operatoria.

Os animais foram monitorados diariamente quanto ao grau de alerta mental,
mobilidade espontanea, interesse/consumo pelo alimento e agua, além de outros
comportamentos normais a espécie. Semanalmente os animais foram pesados e submetidos a
avaliacdo ortopédica. Eutanasia antecipada foi realizada em caso de prejuizo ao bem-estar

animal.
5.4.4. Intercorréncias e 6bitos / eutanasias

Os animais foram acompanhados por periodos de 8 semanas e 16 semanas. Ap0s esses
periodos de seguimento foram submetidos a eutanasia para avaliacdo dos respostas

regenerativas.

Dois animais vieram a 6bito nas primeiras 48 horas de po6s-operatério, devido a
complicagBes respiratorias. Apesar dos demais animais ndo manifestarem sinais clinicos de
doenca respiratoria, por serem provenientes de criadouro convencional (microbiota
indefinida), optou-se por administrar 7 dias de enrofloxacina em todos eles (10 mg/kg SC
SID). Um animal foi eutanasiado ap6s 22 dias por contaminacdo extensa da articulacdo e

perda de peso superior a 15% (finalizagdo humanitéria).
5.5. CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho amostral de 28 coelhos foi validado pelo programa de célculos estatisticos
WIN.PEPI versdo 11.43, baseado em Reiff 2010 (22) , com base nos dados de delineamento
do projeto. Houve a aquisicdo de 2 coelhos a mais com indicacdo do Comité de ética em
pesquisa como procedimento cirtrgico “piloto” da técnica cirdrgica e preparacdo do
pesquisador na manipulagdo dos joelhos animais, para evitar aumento de sofrimento animal
por ma pratica da técnica ou desconhecimento da fragilidade osteocondral do modelo animal.

Para obtencéo de significancia de 5% (p=0,05) e poder de 90%, o tamanho de efeito
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de 3 desvios-padrdo entre os grupos, obteve-se um total , minimo de 6 coelhos por grupo,
considerando-se 20% de perdas , seria recomendavel 7 unidades por grupo.

O tamanho de efeito de 3 desvios-padrdo entre 0s grupos (tratamento e controle)
utilizado foi a pontuacdo final obtida na escala histologica de ICRS (morfologia grosseira e

visual de reparacdo) no grupo tratamento comparativamente ao grupo controle.
5.6. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram descritas por mediana e amplitude de variacdo devido as
caracteristicas ordinais das mesmas. Para comparer os grupos quanto a morfologia e
histologia visual em ambos os tempos o teste de Kruskal-Wallis em conjunto com teste
de Dunn foi aplicada.

Na comparagdo entre os 2 periodos de tempo em cada grupo o teste de Mann-
Whitney foi aplicado. O nivel de significancia foi de 5% e as andlises foram realizadas no

programa SPSS verso 21.0.
5.7. ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/HCPA). Os procedimentos foram realizados em concordancia com 0s
preceitos da na Lei n. 11.794/2008 e pelo Decreto n. 6.899/2009, de 15 de julho de 2009 que
regulamentam a utilizacdo de animais na pesquisa cientifica. Os cuidados e manipulacdo dos
animais seguiram as Diretrizes para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA — Resolucdo Normativa 30, 2016, CONCEA) e os protocolos
cientificos, a Resolucdo Normativa 33/2016 do CONCEA sobre Procedimentos com roedores
e lagomorfos mantidos em instalagdes de instituicbes de ensino ou pesquisa cientifica. A
eutanasia dos animais seguiu a Diretriz da Pratica de Eutanasia (Resolu¢cdo Normativa 37,
2018, CONCEA).

5.8. MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

No estudo foram aplicadas as Normas de Seguranca e Procedimentos de Boas Praticas
de Laboratorio. As medidas de protecdo necessarias foram asseguradas aos pesquisadores,
tanto na manipula¢do dos animais, quanto no trabalho de bancada em laboratorio. Para o
manuseio dos animais, foram utilizadas luvas de latex e jalecos limpos obrigatoriamente; os

experimentos foram executados por um grupo previamente treinado e familiarizado com as
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técnicas. Ja para os experimentos em laboratério, o uso de luvas e jaleco tornaram-se
indispensaveis. Para protecdo contra reagentes quimicos foram utilizadas uma capela de
exaustdo, e, para evitar contato cutaneo e inalagdo, o pesquisador utilizou luvas, roupas
apropriadas, méascara com filtro e 6culos de seguranca. As carcagas dos animais foram
armazenadas em sacos proprios para esse fim e, em seguida, acondicionados em freezer a
uma temperatura de - 20°C, até o recolhimento. O descarte dos residuos bioldgicos e

quimicos seguiram as normas do HCPA.
5.9. ESCALAS DE RESPOSTA REGENERATIVA

Em 1988, O’DRISCOLL et al. utilizam enxerto de peridsteo tibial para o
preenchimento de defeitos na cartilagem do sulco troclear de joelhos de coelhos. Os autores
utilizam uma escala de graduacédo histoldgica e histoquimica, com pontuacdo maxima de 24
pontos, divididos em quatro categorias. A natureza do tecido predominante é avaliada pela
morfologia celular e coloracdo da matriz por safranina-O. As caracteristicas estruturais sdo
descritas pela regularidade da superficie, integridade estrutural, largura do preenchimento e
conexdo das margens. As alteragdes degenerativas do tecido de reparo sdo avaliadas pela
hipocelularidade e agrupamento de condrocitos. As alteracdes da cartilagem adjacente sédo
analisadas pela celularidade, agrupamento celular e coloracdo da matriz.

CAPLAN et al. (1997) apresentam uma abordagem experimental para a regeneracao
tecidual recapitulando os eventos desencadeados pela utilizacdo de células mesenquimais. O
reparo e a regeneracdo da cartilagem articular sdo o foco do estudo. Os autores realizam
defeitos de profundidade total na cartilagem do condilo medial do fémur distal do joelho de
coelhos. Os animais sdo distribuidos em trés grupos, sendo os defeitos preenchidos por
células mesenquimais ou enxerto alégeno de condrocitos. O terceiro grupo nao recebe
preenchimento e serve como controle. Os resultados sdo expressos por analise histoldgica
através de uma escala de pontuacdo desenvolvida pelos autores.

A ICRS, Sociedade Internacional para o Reparo da Cartilagem, através de seu Comité
de Analise Histoldgica, desenvolveu um sistema de pontuacgéo para a avaliacéo de resultados
envolvendo o reparo da cartilagem. A principal caracteristica da escala é a indicacdo de sua
utilizacdo apenas em humanos. As recomendagdes sdo a sua aplicagdo a pequenos fragmentos
de bidpsia, a utilizacdo de pardmetros visuais atraves da comparacdo com uma série de
imagens catalogadas e a possibilidade de ser combinada com sistemas de graduacdo

adicionais. Sao analisados seis parametros: superficie, matriz, distribuicdo celular, viabilidade
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celular, osso subcondral e mineralizacdo da cartilagem. A escala tem variagdo minima de 0
pontos e maxima de 18 pontos, sendo este aplicado ao resultado de reparo ideal (MAINIL-
VARLET et al., 2003).

No presente estudo optamos por utilizar as escalas da ICRS, morfoldgica grosseira e

histologica visual.

Tabela 4. Escala de Avaliacdo Macroscopica da ICRS e suas pontuagdes preconizadas.

ESCALA DE AVALIACAO MACROSCOPICA da ICRS PONTOS

GRAU DE REPARO DO DEFEITO

AO NIVEL DA CARTILAGEM DO ENTORNO

75% REPARO DA PROFUNDIDADE DO DEFEITO
50% REPARO DA PROFUNDIDADE DO DEFEITO
25% REAPRO DA PROFUNDIDADE DO DEFEITO
0% DE REPARO DA PROFUNDIDADE DO DEFEITO

OFrR,r NWM

INTEGRACAO A ZONA DAS BORDAS

COMPLETA INTEGRACAO COM A CARTILAGEM NO ENTORNO
BORDAS DEMARCADAS < 1 MM

34 DO ENXERTO INTEGRADO

14 UMA BORDA IDENTIFICAVEL COM > | MMitiSEM CONTATO

ATE 144 DE TECIDO INTEGRADO COM A CARTILAGEM DO ENTORNO

OFrRLrNWH

APARENCIA MACROSCOPICA

SUPERIFICIE INTACTA LISA

SUPERFICIE FIBRILADA PEQUENAS

PEQUENAS FISSURAS DISPERSAS OU FRATURAS
MUITAS e PEQUENAS OU POUCOS e GRANDES FISSURAS
DEGENERAGAO TOTAL DA AREA DE ENXERTIA

OoOFrRLrNWHA

AVALIACAO GERAL
GRAU | - NORMA Li! 12
GRAU Il - QUASE NORMAL 8-11
GRAU Il - ANORMAL 4-7
GRAU IV - BASTANTE ANORMAL 3-1
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Tabela 5. Escala de Avaliagdo Microscopica (Histologica Visual) da ICRS e suas pontuagoes

preconizadas.

ESCALA DE AVALIACAO MICROSCOPICA

CARACTERISTICA PONTOS

I- SUPERFICIE

LISA/CONTINUA 3
DISCONTINUA/ IRREGULARIDADES 0

- MATRIZ

HIALINA 4
MISTURA: HIALINA/FIBROCARTILAGEM 3
FIBROCARTILAGEM 2
TECIDO FIBROSO 1

lll- DISTRIBUIGAO DE CELULAS

COLUNAR

MISTA/ CLUSTERS COLUNAR

CLUSTERS

CELULAS INDIVIDUAIS / DESORGANIZADAS

=N WA

IV- VIABILIDADE DE POPULAGCAO CELULAR
VIAVEL PREDOMINANTE 3
PARCIALMENTE VIAVEL
< 10% VIAVEL 0

[EEY

V- OSSO SUBCONDRAL

NORMAL

REMODELAMENTO AUMENTADO

NECROSE OSSEA/ TECIDO DE GRANULACAO
DESTACADO/ FRATURA/ CALO NA BASE

O N W

VI- MINERALIZAGAO DA CARTILAGEM CALCIFICADA
NORMAL )
ANORMAL/ LOCALIZAGAO INAPROPRIADA 0

w
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6. RESULTADOS

Os animais foram acompanhados por periodos de 8 e 16 semanas. Ao final do
periodo observacional foram submetidos a eutanasia para avaliacdo dos resultados teciduais
regenerativos .

Um total de 11 coelhos foi avaliado apés as 8 semanas ( 3 coelhos grupo A — Células
Tronco Mesenquimais ; 3 coelhos no grupo B — Hidrogel de Colé&geno tipo Il; 2 coelhos no
grupo C — Condroblastos ; e 3 coelhos grupo D — Controle ).

A randomizacdo inicialmente planejada foi modificada préximo ao periodo de término
do seguimento dos coelhos da série temporal de 8 semanas. Optamos por eutanasiar animais
deste seguimento temporal ( 8 semanas) que ja haviam apresentado alguma complicacdo
clinica no curso destas semanas de pds-anestésico e pds-operatorio como: infecdo de vias
aéreas superiores (Pasteurelose) , sarna auricular ou quadro inflamatério em joelhos com
claudicagédo na marcha sustentada apesar de cuidados de analgesia e antibioticoterapia. Nosso
objetivo foi de privilegiar coelhos que gozassem de melhor saude para o segundo grupo de
seguimento temporal ( 16 semanas ). Com isso , esperavamos que diminuissemos
consideravelmente o risco de dbitos ou necessidade de eutanasia para alivio de sofrimento e
obtivéssemos um adequada resposta tecidual nos grupos tratamento e controle maiores.

Um total de 15 coelhos foi avaliado apds as 16 semanas ( 3 coelhos grupo A —
Mesenquimais ; 4 coelhos grupo B — Membrana de Colageno tipo II; 3 coelhos grupo C —
Condroblastos; e 5 coelhos grupo D - Controle.

Os animais foram submetidos a eutanasia mediante técnica descrita previamente (item
5. Métodos) e procedeu-se a verificacdo da resposta regenerativa das lesdes dos joelhos.

Os coelhos foram posicionados em decubito dorsal e realizou-se a artrotomia para
exposicdo de area de estudo articular.

A andlise das manifestacbes macroscopica, com a escala de pontuacdo da ICRS foi
realizada nos 2 joelhos, direito e esquerdo, dos animais em estudo, por um examinador , que
néo participou dos procedimento cirdrgicos nem das culturas celulares.

Esta avaliacdo macroscopica consta de 3 subitens (Tabela 3. pégina 45) a serem
avaliados com escores de 0 a 4 pontos. S&o eles :
1° subitem: Grau de reparo do defeito que define uma pontuacdo especifica com as
caracteristicas do tipo de reparo;
2° subitem: Integracdo as zonas de bordas que define pontuacdo desde menos de % de tecido

integrado até completa integracao;
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3°subitem: Aparéncia macroscopica que define uma pontuacdo desde aspecto liso , passando

por fraturas, até degeneracdo total da area de enxertia.
6.1. AVALIACOES MORFOLOGICAS GROSSEIRAS (MACROSCOPICAS)

Algumas das apreciacbes ndo puderam ser realizadas imediatamente e foram
exaustivamente fotografadas para apreciacdo pela mesma examinadora e afericdo das
pontuacGes da escala. Vale ressaltar que o aspecto visual a fresco é dificil de documentar em
fotos mas colaboram com a melhor “impressdo” que o pesquisador observou em especial no
grupo onde utilizamos ceélulas-tronco mesequimais (CTM), porém quando analisada
estritamente sob dptica da classificacdo ndo se demonstra em nimeros superiores.

A preparagéo das pecas de joelhos bilateralmente dissecadas, foram armazenadas em
formol por 48 horas para fixacdo. Apds este periodo, procedemos ao processo de
descalcificagdo com acido nitrico a 10%, conforme protocolo de descalcificacdo sugerido
pela Unidade de Patologia Experimental (UPE) do HCPA. Apds esta etapa , realizamos a
preparacdo dos blocos e confeccdo das laminas sob coloracdo de Hematoxilina e Eosina
(H.E.)

Apés finalizadas, as laminas correspondentes aos 2 joelhos, direito e esquerdo, dos
animais em estudo foram apresentadas a mesma observadora que procedeu a analise da
macroscopia, com a escala de pontuacdo da ICRS. Foi atribuida uma nota (pontuacdo
conforme critérios de avaliacdo), para cada peca.

De posse desses numeros, realizamos e elaboracdo de banco de dados e submetemos
0s numeros a andlise estatistica. Os escores obtidos sdo apresentados nas tabelas em 11.

Anexos (11.1 — 8 semanas).

Fig 14. Fotos dos joelhos de estudo , imediatamente ap6s eutanasia e preparagdo de pecas anatbmicas. Todas
fotos A-D, joelhos apds 16 semanas de seguimento. Vista superior da trécela femural. identificacdo em quadrado
sobre area de reparo. Imagem A — coelho 8 , CTM , identificamos 6tima integracdo de bordos e aspecto de
dificil percepgdo de limites entre reparo. Caracteristica hialina preservada com matriz condral branca-perolada a
visualizagdo direta. Imagem B — coelho 17, hidrogel de colageno tipo Il , bom preenchimento, identificacdo de e
com bom reparo e preenchimento , porém leve afundamento central e observacao de menor absorgdo de cola de
fibrina (identificAvel com coloragdo amarela) sobre area de cartilagem hialina preservada do articulacao.
Imagem C- coelho 28, condroblasto com bom preenchimento e bordas. Identifica-se fibrilagcGes superficiais em
area de reparo destacada. Imagem D — coelho 11, grupo controle . Bom preenchimento com reparo em branco

perolado hialino , mas bordos demarcados, menor nivel de preenchimento.



49

De posse desses nimeros, realizamos e elaboracdo de banco de dados e submetemos
0s numeros a analise estatistica. Os escores obtidos sdo apresentados nas tabelas em 11.

Anexos (11.1 — 8 semanas).
6.1.1. Macroscopia apds 8 semanas

Quando avaliamos o0 processo regenerativo obtido nos diferentes grupos (A, B, C e
D), apo6s transcorridos 8 semanas, sob os critérios macroscopicos da ICRS, ndo observamos
diferencas significativas no escore global final, nem quando observados os sub-itens de
integridade a zona de bordas e aparéncia macroscopica. Com isso mantemos a hip6tese de
nulidade.

Vale destacar que houve um efeito de melhor preenchimentos de defeito no grupo
controle quando comparado com o grupo condroblasto (grupo C), obtendo-se um p = 0,043
no periodo de 8 semanas; 0 mesmo efeito ndo foi demonstrado em relagdo aos grupos
mesenquimais ou colageno Il. Assim sendo, acreditamos que faca parte apenas do processo
regenerativo mais retardado quando na presenca do condroblasto nesse intervalo de tempo



50

que no grupo controle. Para explicar tal fato, hipotetizamos que as células humanas no
modelo animal apresentem apenas um retardo nesse intervalo de tempo de 8 semanas, mas
que emparelhem as respostas ao longo das proximas 8 semanas (quando observadas por 16

semanas) pois tal efeito ndo se repetiu num tempo mais prolongado.
6.1.2. Macroscopia ap0os 16 semanas

Quando avaliamos os diferentes grupos (A, B, C e D) apds transcorridos 16 semanas
nos critérios regenerativos sob a escala de avaliagdo dos macroscopicos da ICRS, observamos
diferencas significativas no escore global final quando avaliamos o efeito do grupo A
(mesenquimais) comparativamente ao grupo D (controle), obtendo um p=0,004. Esses
resultados nos negam a hipotese de nulidade e confirmam a hipétese alternativa de que os
tratamentos propostos pudessem nos aproximar de uma melhor resposta regenerativa do
modelo de les&o condral utilizado.

Detalhadamente nos 3 sub-itens da avaliacdo macroscépica de preenchimentos de
defeito, integridade a zona de bordas e aparéncia macroscépica, podemos pormenorizar que
integridade a zona de bordas e aparéncia macroscopica grupo A (células mesenquimais)
mostrou-se superior ao grupo controle ( grupo D) , obtendo um p=0,020 e p= 0,006,
respectivamente. O Unico subitem que ndo demosntrou favorecimento do grupo mesenquimal

(grupo A) sobre o grupo controle (grupo D) foi o preenchimentos de defeito.
6.2. AVALIACOES HISTOLOGICA VISUAL (MICROSCOPICAS)
6.2.1 Microscopia ap0s 8 semanas

Quando avaliamos 0 processo regenerativo obtido nos diferentes grupos (A, B, C e
D), apds transcorridas 8 semanas, sob os critérios microscopicos da ICRS, ndo observamos
diferencas significativas no escore global final do estudo.

Detalhada a avaliagcdo histologicas, observamos que os critérios superficie e
mineralizacdo, no grupo C (condroblasto) apresentaram melhor resposta que o grupo A
(células tronco mesenquimais), obtendo um p=0,049 e p=0,037, respectivamente. Mesmo
efeito ndo ocorreu em relacdo a outros grupos (B e D). Tal efeito parece apenas nos
demonstrar que entre 0s dois tratamentos propostos h& diferencas de comportamento
regenerativo no intervalo de 8 semanas quanto a estes 2 critérios exclusivos.

Quando avaliado o sub-item de organizacdo do osso subcondral observamos que o

grupo controle apresentou melhor resposta que os demais tratamentos. Sob este aspecto
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podemos concluir que no periodo inicial da organizacdo do osso subcondral os tratamentos
interferem negativamente sobre a resposta 0ssea.
Matriz, distribuicdo de células e viabilidade celular foram os critérios restantes

avaliados que n&o diferiram entre 0s grupos.
6.2.2. Microscopia ap6s 16 semanas

Quando avaliamos os diferentes grupos (A, B, C e D) ap0s transcorridos 16 semanas
nos critérios regenerativos microscopicos da ICRS, ndo observamos diferencas significativas
no escore global final do estudo.

Pudemos observar um efeito superior das células tronco mesenquimais (grupo A)
sobre o tratamento com colageno tipo Il ( grupo B), obtendo-se um p= 0,008. O mesmo nao
ocorrendo em relacdo ao grupo controle. Com isso refutamos as hipéteses alternativas
sugeridas no trabalho e mantemos a hipétese de nulidade.

As avaliagdes pormenorizadas microscépicos da ICRS, ainda que refute as hipdteses
alternativas sugeridas no trabalho e mantenha a hip6tese de nulidade, traz algumas
peculiaridades entre os grupos tratamentos.

Quanto aos sub-itens superficie, mineralizacédo e viabilidade celular ndo verificamos
diferencas significativas.

Sub-item matriz grupo A (mesenquimais) mostrou-se superior ao tratamento do grupo
C (condrablasto) obtendo p=0,021.

Distribuicdo de células e osso subcondral: grupo A (células tronco mesenquimais)
mostrou-se superior ao tratamento grupo B (colageno tipo Il) obtendo p= 0,043 e p= 0,016
respectivamente.

Figura 15 - Imagens A e B: Demonstracdo de microscopia de coelho grupo A- CTM .
mostrada continuidade superifical , integracdo de bordas, boa celularidade e remodelamento
6sseo adequado.

Imagens C e D: Demonstracdo de microscopia grupo B — colageno tipo 2. Continuidade
superficial , porém com menor celularidade, tecido com carcateristicas de fibrocartilaginoso ,
boa celularidade mas desorganizacao 0ssea subcondral.

Imagens E e F: Grupo C — condrablasto. Organizacédo tecidual adequada , boa estruturacdo

subcondral e celularidade . caracteristicas similares a grupo A e D.
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Imagens G e H : grupo D - controle. Organizacdo e estruturacdo osteocondral muito boa. A
discrepancia entre achados nesses grupo do nosso estudo e demonstracdo de demais achados

de literatura € motivo de surpresa.
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Tabela 6. Escores obtidos por grupos A, B,C e D. Tempos de 8 e 16 semanas de seguimento.

Variaveis Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D p*
MSC Colégeno 11 Condroblasto Controle
Md (Min—Max) Md (Min—Max)  Md (Min — Max) Md (Min — Max)

8 semanas

Morfologia Grosseira (Macroscopia)
Defeito 4(0 -4y 314y 3(1-3)p 4(4-4)p 0,043
Bordas 4(0-4) 1(0-4) 2(0-3) 3(B-3) 0,083
Aparéncia 35(0-4) 1(0-4) 2(0-2) 3(2-3) 0,108
Escore Total (0-12 pts) 11,5 (0 -12) 45(1-11) 7(1-8) 10 (9 - 10) 0,064

Histologia visual (Microscopia)
Superficie 0(0-3)p? 3(0-3)® 3(3-3) 3(0-3)* 0,049
Matriz 2(0-2) 2(0-3) 2(2-2) 2(2-3) 0,359
Distribuicéo de células 1(1-3) 2(0-3) 1(1-1) 2(1-3) 0,232
Viabilidade celular 2(1-3) 3(0-3) 3(33-3) 3(3-3) 0,149
Osso subcondral 2(1-3) 2(1-2) 2(2-2) 3(2-3) 0,050
Mineralizacdo 0(0-3) 3(0-3)* 3(3-3) 15(0-3)® 0,037
Escore Total (0-18 pts) 7(3-17) 15(1-17) 14 (14 -14) 13 (12 - 16) 0,201

16 semanas

Morfologia Grosseira (Macroscopia)
Defeito 4 (4-4) 4(0-4) 35(3-4) 35(33-4) 0,257
Bordas 4 (4-4)° 304y 324 3(2-4)a 0,020
Aparéncia 4 (4-4)° 3(1-4y 3(1-4)® 3(2-3) 0,006
Escore Geral (0-12 pts) 12 (12 - 12)° 10,5 (1 - 12)* 9,5 (6 12)® 9(7-11) 0,004

Histologia visual (Microscopia)
Superficie 3(33-3) 3(0-3) 3(3-3) 3(0-3) 0,381
Matriz 3(3-3)b 2(1-3)y» 2(1-3)p 3(0-3)* 0,021
Distribuicao de células 3(2-3)b 15(1-3)p® 2(1-3)® 2(0-3)» 0,043
Viabilidade celular 3(33-3) 3(3-3) 3(1-3) 3(0-3) 0,571
Osso subcondral 3(3-3) 1,5(0-23)? 2(1-3)® 2(0-3)® 0,016
Mineralizagdo 3(3-3) 3(0-3) 3(3-3) 3(0-3) 0,359
Escore Total (0-18 pts) 18 (16 — 18)° 14 (6 - 17)2 15 (12 - 18)® 16 (0 - 18)® 0,008

ab | etras iguais ndo diferem pelo teste de Dunn a 5% de significancia; * teste de Kruskal-Wallis

6.3. AVALIACAO DO EFEITO TEMPORAL NOS MESMOS GRUPOS

Entre os 4 grupos , fizemos a avaliacdo temporal comparativa de 8 e 16 semanas, com

objetivo de avaliar resposta modificada pelo tempo de seguimentos.

Utilizamos o teste de Mann-Whitney para avaliacao estatistica entre 0s grupos.

Tabela 7. Segue a tabela dividida por grupo nos intervalos 8 e 16 semanas de seguimento.

Variaveis 8 semanas 16 semanas p*
Md (Min—Max)  Md (Min — Max)

MSC

Morfologia Grosseira
Defeito 4(0-4) 4(4-4) 0,699
Bordas 4(0-4) 4(4-4) 0,394
Aparéncia 35(0-4) 4(4-4) 0,180
Geral 11,5(0-12) 12 (12-12) 0,180

Histologia visual
Superficie 0(0-3) 3(3-3) 0,015
Matriz 2(0-2) 3(3-3) 0,002
Distribuicdo de células 1(1-3) 3(2-3) 0,093
Viabilidade celular 2(1-3) 3(3-3) 0,180



Osso subcondral 2(1-3) 3(3-3) 0,015
Mineralizacdo 0(0-3) 3(3-3) 0,015
Total 7(3-17) 18 (16 — 18) 0,004

Colégeno 11

Morfologia Grosseira
Defeito 31-9 4(0-4) 0,662
Bordas 1(0-4) 3(0-49 0,345
Aparéncia 1(0-4) 3(1-4) 0,142
Geral 45(1-11) 10,5(1-12) 0,345

Histologia visual
Superficie 3(0-3) 3(0-3) 0,852
Matriz 2(0-3) 2(1-3) 0,950
Distribuicdo de células 2(0-3) 15(1-3) 0,852
Viabilidade celular 3(0-3) 3(3-3) 0,345
Osso subcondral 2(1-2) 1,50-3) 0,491
Mineralizagdo 3(0-3) 3(0-3) 0,852
Total 15 (1-17) 14 (6 - 17) 0,950

Condroblasto

Morfologia Grosseira
Defeito 3(1-3) 35(33-4) 0,114
Bordas 2(0-3) 3(2-4) 0,067
Aparéncia 2(0-2) 3(1-4) 0,067
Geral 7(1-8) 9,5(6-12) 0,067

Histologia visual
Superficie 3(3-3) 3(3-3) 1,000
Matriz 2(2-2) 2(1-3) 0,762
Distribuicdo de células 1(1-1) 2(1-3) 0,038
Viabilidade celular 3(3-3) 3(1-3) 0,762
Osso subcondral 2(2-2) 2(1-3) 0,762
Mineralizacdo 3(3-3) 3(3-3) 1,000
Total 14 (14 - 14) 15 (12 -18) 0,114

Controle

Morfologia Grosseira
Defeito 4(4-4) 35(33-4) 0,118
Bordas 3(3-3) 3(2-4) 1,000
Aparéncia 3(2-3) 3(2-3) 0,958
Geral 10 (9 - 10) 9(7-11) 0,428

Histologia visual
Superficie 3(0-3) 3(0-3) 0,713
Matriz 2(2-3) 3(0-3) 0,263
Distribuicéo de células 2(1-3) 2(0-3) 0,875
Viabilidade celular 3(3-3) 3(0-3) 0,792
Osso subcondral 3(2-3) 2(0-3) 0,313
Mineralizacdo 1,50-3) 3(0-3) 0,220
Total 13 (12 - 16) 16 (0 - 18) 0,093
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e Teste de Mann-Whitney
Os coelhos submetidos ao tratamentos com células-tronco mesenquimais (coelhos do
grupo A) forma submetidos a analise estatistica de resultados como grupos independentes
mas modificados pela variavel de estudo no momento, que foi : 0 tempo de seguimento.
Quando comparada a macroscopia, ndo demonstrou diferencas entre os seguimentos de 8 e 16
semanas. Quando avaliamos a pontuacdo obtidos na microscopia, encontramos diferencas

significativas no Escore Global (p= 0,004) e nos sub-itens de: superficie continua (p=0,015) ;
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matriz (p= 0,002), osso subcondral (p=0,015) , mineralizacdo da camada calcificada
(p=0,004).

Os grupos colageno tipo Il (grupo B) e grupo controle grupo D ndo apresentam
diferencas estatisticas significantivas. Concluimos assim que a variavél de tempo de
seguimento e resposta regenerativa ndo apresentou melhora, nem piora com tempo adicional
de 8 semanas para recuperacao tecidual.

O grupo condroblasto apresentou um resultado isolado do sub-item: distribuigéo de
celulas, p=0,038. Tal pode explicar-se isoladamente pela melhora exclusiva desse item com

maior tempo de seguimento.
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7. DISCUSSAO

A falta de uniformidade das descri¢fes das lesfes condrais como: tamanho da leséo
ou didmetro (ou area total em cm? ou mm?), a tamanho (pré ou pds-desbridamento) e
modalidade de definicdo (ressonancia nuclear magnética, visualizacdo artroscopica ou
artrotomia aberta), bem como a morfologia da lesdo (condrais, osteocondrais ou ambas) ainda
dificultam a padronizacdo dos trabalhos para analise clinica.

Some-se a iss0, as intimeras classificagdoes que existem para documentar o grau de
lesdo ndo cumpre sua funcdo de diminui essa variagOes entre os trabalhos e desfavorecem a
analise dos artigos (OUTERBRIDGE, 1961; INSALL, 1984; GOODFELLOW et al, 1976;
FICAT & HUNGERFORD, 1979 ; CASSCELLS, 1978; BARBER-WESTIN & NOYES,
1999; DOUGADOS et al, 1994; NOYES & STABLER 1989; e BRITTEBERG 1998).

Didaticamente, é possivel subdividir o processo de regeneracdo de um tecido em trés
fases: necrose, inflamacdo e reparo (MANKIN, 1982). Assim sendo, torna-se nitida a
capacidade limitada da cartilagem hialina em se restabelecer, por ser este tecido avascular e
ndo possibilitar a instalacdo do processo inflamatério no foco de lesdo. Assim sendo a correta
descricdo da morfologia por vezes pode trazer expectativas de resultados de grandezas
diferentes. LesGes por exemplo que ndo atingem a placa subcondral , teoricamente trazem
maiores dificuldades de reparo quando comparadas com osteocondrais.

Dados de desfechos clinicos no tratamento de lesdes da cartilagem articular do joelho
foram identificados em uma revisao sistematica envolvendo 113 artigos. Em todos os estudos,
os locais das lesdes foram descritos anatomicamente usando 1 de 5 categorias: 1- condilo
femoral medial (CFM), 2- condilo femoral lateral (CFL) , 3-patela , 4-tréclea e 5- platé tibial .
Destes 113 artigos , 85,8% dos artigos relataram pacientes com leses envolvendo o condilo
femoral medial ; 81,4% relataram lesdes envolvendo o condilo femoral lateral ; 25,7%
patela, 52,2% tréclea e 53,9% plat6 tibial (JONES et al, 2019).

Em outro estudo , lesdes condrais ou osteocondrais (de qualquer tipo) foram
encontradas em 61% dos pacientes. Defeitos focais condrais ou osteocondrais foram
encontrados em 19% dos pacientes. O principal defeito condral focal ou osteocondral foi
encontrado no condilo femoral medial em 58%, patela em 11%, tibia lateral em 11%, condilo
femoral lateral em 9%, tréclea em 6% e tibia medial em 5% (HJELLE et al, 2002). Em adicao
, um estudo diferente mostrou 63% de presenga de lesdes em 19.827 artroscopias, que a
patela foi uma das localizagGes mais frequentes das lesoes cartilaginosas observadas durante
os procedimentos (CURL et al.,1997 ; WIDUCHOWSKI et al., 2008).
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Quando delineamos o projeto e transferimos as informagdes da pesquisa da parte
clinica para o modelo experimental, a decisdo pelo compartimento patelofemural em
detrimento do compartimento femurotibiais ocorreu porque julgamos tratar-se de uma
compartimento desfavorecido do o ponto de vista biolégico quando ocorre uma lesdo. Na
literatura consultada, constatou-se que tanto a regido dos condilos femorais (MOW et. al.,
1991 MESSNER & GILLQUIST, 1993; KONDO et al., 2005; CHIANG et al., 2005;
MALININ et al., 2006) como a regido do sulco troclear, componente do compartimento
patelofemural, (BREINAN et al., 1997; SHAHGALDI, 1998; HASEGAWA et al., 1999;
COHEN et al., 2003; UEMATSU et al., 2005; RUDERT et al., 2005; KANDEL et al., 2006),
foram sede para estudos de reparo de cartilage. Lembramos que a articulacéo patelofemoral é
caracterizada por uma grande cisalnamento de forcas durante a biomecénica articular normal
do joelho (GRELSAMER & KLEIN, 1998) . Diferentemente dos compartimentos
femorotibais que se caracterizam por maior carga compressiva na marcha e uma area de
estresse menor com participacdo dos meniscos para diminuicdo de pressao no tecido . Some-
se a decisdo a condicdo técnica de manipulacdo cirirgica com ampla exposicdo e 6timo
acesso cirurgico a preservacao da capacidade de carga durante a deambulacdo do animal foi
considerada.

A maior parte da pesquisa na area basica é empreendida nos animais de pequeno porte
(camundongo, rato, hamster, cobaio, ou o gerbil) e compreendem quase 90% do total das
espécies utilizadas nos laboratorios ( FAGUNDES & TAHA , 2004.; COOPER &
JOHNSON, 1991).

Definir o modelo ideal ndo € tarefa facil. Quanto mais se aproxima, em suas
caracteristicas fisiologicas, anatdmicas e organicas ao ser humano, maior a aplicabilidade das
conclusdes obtidas. O estudo da anatomia comparada dos animais vertebrados, fundamentado
na escala filogenética (BRADLEY, 1959; COUPIN, 1910). O custo para aquisicdo de
animais, nao obstante variavel de acordo com sua procedéncia, fornecedor e caracteristica.

A inclusdo de multiplos grupos de controle é essencial para avaliar a hipotese de que
certo tratamento € superior. Desta forma, o valor relativo de uma terapia pode ser avaliado,
mas com traducdo limitada para os seres humanos. No entanto, isso nem sempre é viavel
porque os tratamentos simultaneos bilaterais podem ndo ser eticamente ou fisiologicamente
solidos para o modelo de reparo. A duracdo do experimento necessario para confirmar a
resisténcia do reparo da cartilagem e a prevencgéo da osteoartrite geralmente € proibitiva em

termos de custos.
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Modelos de roedores ( ratos , hamsters) estdo associados com cicatrizacao
intrinseca espontanea da cartilagem ndo vista em modelos animais maiores e humanos. Os
roedores mantém fisionomia aberta com continua ossificacdo endocondral ao longo da vida
(Dawson, 1925). Na literatura encontram-se diversos trabalhos que utilizam coelhos
(O'DRISCOLL et al., 1988; MOW et al.,, 1991; MESSNER & GILLQUIST, 1993;
SHAHGALDI, 1998; HASEGAWA et al., 1999; DIDUCH et al., 2000; COSTA et al., 2001;
MIERISCH et al., 2002; RUDERT et al., 2005). Chama-se atengdo em alguns trabalhos e
painéis de especilistas que

O uso de periosteo para tratar defeitos condrais de espessura total sob a influéncia de
movimento passivo continuo foi investigado em modelo de coelho (O’DRISCOLL &
SALTER, 1986). A traducdo deste modelo para demonstrar a comprovacao de principios em
humanos néo foi completamente realizada (ANGERMANN et al, 1998; MADSEN et al, 2000
). Se o coelho é capaz de uma resposta cicatrizante invulgarmente robusta e se as diferencas
técnicas na metodologia experimental sdo responsaveis por resultados imprevisiveis nos
pacientes, néo séo conhecidos.

A técnica de implante autélogo de condrocitos tem sido controversa. Grande parte da
controvérsia aparentemente se deve aos resultados conflitantes com dois modelos animais
diferentes. O modelo sueco foi baseado em um estudo piloto realizado em defeitos condrais
patelares em coelhos (GRANDE et al, 1989). O modelo de coelho mostrou que 0s
condrdcitos implantados marcados in vitro foram os principais responsaveis pelo tecido de
reparo desenvolvido para preencher defeitos condrais. O tecido de reparacdo foi superior ao
peridsteo sozinho.

Quando o experimento foi concluido em um modelo canino utilizando o sulco
femoral, os resultados comparando defeitos vazios, periosteo e peridsteo com condrécitos
autologos foram semelhantes no periodo pds-operatério imediato (<6 meses), mas foram
uniformemente osteoartriticos a longo prazo (12- 18 meses). Nenhuma diferenca de
tratamento pode ser detectada. Com isso, uma clara diferenca comparativa entre as espécies
de coelhos e cées foi observada aos 12 meses. (BREINAN et al, 1997).

Uso de animais de maior porte também foram verificados em um trabalho com
preenchimento de lesdes condrais com CTM obtidos de tecido adiposo humano em ovelhas.
O efeito paracrino das MSCs apresentado na cicatrizacdo superior das lesdes condrais de
espessura parcial em relacdo aos grupos controle, em modelo ovino adulto (ZORZI, 2015;
ORTH et al, 2013). O uso transplante autélogo de condrécitos também demonstrou-se um

tratamento satisfatorio em lesdes em toda espessura de suinos (CHIANG et al 2005). Custo
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envolvendo o trabalho ainda estdo entre as maiores dificuldades apresentadas para utilizacao
desse modelo animal. O uso de equinos, ainda de maior porte e maior custo , tornam-se
modelos também estudados de lesbes ostecondrais em grupos de pesquisa que trabalham com
suporte assistencial de medicina veterinaria. Ainda ssim , lesdes do carpo do cavalo sdo mais
estudadas que o joelho , devida a alta incidéncia de lesGes osteocondrais, principalmente no
animal competidor (MCILWRAITH et al, 2011).

A definicdo do modelo de lesdo troclear de 4 mm de diametro de defeito osteocondral
levou em consideracdo o conhecimento de que didmetros inferiores a 3 mm tendem a ser
reparados espontaneamente por tecido fibrocartilaginoso (RUDERT et al., 2005). Desse
modo, procurou-se diminuir a interferéncia da capacidade de reparacdo intrinseca do proprio
animal. Optados por 4 mm x 4 mm, onde violamos a placa subcondral , e para evitarmos
profundidas maiores, utilizamos um “stop” na broca para conferéncia de profundidade e
evitar profundidades maiores.

As CTMs sdo células progenitoras ndo hematopoiéticas multipotentes de origem
estromal. Utilizagdo de fatores de crescimento podem induzir a diferenciagdo em linhagens
celulares adiposas, osteogénicas e condrogénicas. Eles estdo presentes em muitos tecidos que
tém potencial como fontes de colheita. A aspiracdo por agulha da medula 6ssea do 0sso iliaco
tem sido o método mais utilizado para obtencdo de CTMS.

CTM séo isoladas da medulla 6ssea ( BIANCO et al, 2013; FRIEDENSTEIN et
al.,1996; PITTENGER et al.,1999 ), sangue periférico ( KUZNETSOV et al., 2001;
ROCHEFORT et al., 2006, TONDREAU et al., 2005) , corddo umbilical (GIRDLESTONE et
al., 2009; ROSADA et al., 2003; TONDREAU et al. 2005), membrane synovial ( DE BARI
et al., 2001; YOUSHIMURA et al., 2007) , polpa dentaria e tecido periodontal
(BAKOPOQULDO et al. , 2001; HUANG et al., 2009; HUANG, GRONTHOS, & SHI, 2009;
MIURA et al., 2003; SHI & GRONTHOS, 2003), mucosa oral ( MARYNKA-KALMANI et
al. , 2012, liquido amniotico ( IN’T ANKER et al., 2004), tecido adiposo ( YOSHIMURA et
al., 2007; ZUK et al . 2002 ) cérebro, pele, curacao, rins e figado (CRISAN et al., 2008).

A comparagdo com outros resultados na literatura é dificil devido a variabilidade dos
protocolos. O uso de CTMs indiferenciadas foi testado anteriormente em alguns estudos, com
resultados discrepantes. O uso de CTM de medula 6ssea indiferenciadas semeadas em um gel
de colageno para tratar lesdes osteocondrais no joelho de coelho, mas este estudo foi incapaz
de demonstrar um resultado superior comparado ao grupo controle (MATSUMOTO et al,
2010). Outro estudo, usaram CTMs indiferenciadas diretamente injetadas com um veiculo de

fibrina em defeitos de espessura total no joelho de seis equinos jovens; As CTMs melhoraram
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a resposta de cura precoce avaliada macroscopicamente por avaliacdo artroscopica 30 dias
apos o implante, mas ndo aumentaram a aparéncia histoldgica de longo prazo em comparacao
com o grupo controle apos oito meses, de acordo com um sistema de escore histolégico semi-
quantitativo realizados por 2 avaliadores cegados. (WILKE et al, 2007).

O resultado mais importante que obtivemos no presente estudo foi a melhora
estatisticamente significativa nos aspectos macroscopicos apos transcorridas 16 semanas, com
0 uso de células-tronco mesenquimais (CTM) na leséo osteocndral (p=0,004). Objetivamente
esse efeito de melhora estatisticamente significativa macroscopica, comtempla a medida
primeira que se busca no tratamento na clinica ortopédica. Resposta macroscopica é a aquela
que se acessada por artroscopia nos permite imaginar estarmos correspondendo aos anseios
do paciente. E a resposta que podemos observar na clinica-ortopédica com uso de exames
complementares de imagem (principalmente no caso de ressonadncia nuclear magnética do
joelho). Extrapolar informacGes de estudos clinicos de que, possivelmente, obtenhamos
maior sobrevidade livre de artrose ou retardo da evolucdo da doenca seja obtida quando um
segmentos de maior tempo.

Ainda que sem uma correspondéncia histologica entre o tratamento com células-
tronco mesenquimais e grupo controle € um dado muito significativo para vislumbrar em
estudos futuros na pratica clinica a utilizacdo de células-tronco mesenquimais como um
potencializador da resposta tecidual ao tratamento da microfratura. Sugere-nos esse achados
que o efeito paréacrino das CTMs possam ajudar o tecido do entorno nessa recuperagdo em
comparac¢do aos grupos colageno tipo 11, condroblasto e controle, a exemplo dos trabalhos de
Zorzi (2015) e Orth et al. (2013) que foram realizados em ovinos.

Estudos que nos baseamos demonstram um modelo de lesdo onde o controle (sem
tratamento) apresenta uma resposta de reparo muito pobre tanto visualmente quanto sob
avaliagdes de outras escalas histologicas O mesmo resultado de pobre preenchimento da lesao
a macroscopia identificamos nos grupos controle dos trabalhos de (O DRISCOLL et al.,
1988; MOW et al., 1991; REIFF 2010, JIA et al 2019)

Embora inicialmente a idéia de avaliar os resultados em dois tempos diferentes e
independentes entre si tenha nos atraido, quando feitas as avaliacGes dentro de um Unico
grupo, o grupo de tratamento com células-tronco mesenquimais apresentou uma melhora
significativa entre os 2 tempos. Neste grupo, foi observamos que os resultados obtidos com a
escala de avaliacdo histologica visual da ICRS, apresentaram diferencas significativas no
Escore Global (p= 0,004) e nos sub-itens de: Superficie Continua (p=0,015); Matriz ( p=
0,002), Osso Subcondral (p=0,015) , Mineralizagdo da Camada Calcificada ( P=0,004).
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Os indices histoldgicos melhoraram com maior tempo de seguimentos, sugerindo que
talvez os efeitos histologicos que hipotetizamos na primeira Hc (hipotese conceitual), possam
ser identificados com maior tempo de seguimento, talvez 6 ou 12 meses como identificados
em alguns trabalhos da literature, onde o maior tempo é avaliado (REIFF 2010; JIA et al
2019; ZORZI, 2015; ORTH et al, 2013). A correspondéncia para aplicacdo na clinica médica
¢ de avaliagoes em 6 até 18 meses através de novo procedimento artroscopia ou com exame
de imagem de ressonancia magnética (NEHRER, SPECTOR & MINAS 1999; MESSNER &
MALETIUS 1996).

As avaliacBes comparativas entre os grupos, ap0s seguimento de 8 semanas nédo
demonstraram efeito dos tratamentos sobre o grupo controle, mantendo a hipdtese de
nulidade (Ho).

A microscopia, ndo observamos melhora histoldgica dos aspectos analisados entre 0s
tratamentos e o grupo controle. Apesar de as CTMs sugerirem uma organizacdo histoldgica
melhor aos observadores ap6s 16 semanas em relacdo aos grupos B, C e D, os critérios pré-
definidos pela ICRS em variaveis ordindrias descritivas, ndo traduz esta “impressdo”. Um
tanto discrepante dos resultados observados em outros trabalhos, encontramos uma resposta
surpeendentemente satisfatéria grupo controle — grupo D, o0 que ainda merece uma
compreensdo maior do motivo. Quando analisamos 0s grupos tratamentos sob a variavel
temporal 8 e 16 semanas, observamos no grupo mesenquimal, uma melhora substancial na
avaliacdo histologica: escore total (p=0,004), continuidade de superficie (p=0,015),
predominio de matriz (p=0,002), remodelamento do osso subcondral (p=0,015) mineralizacdo
da cartilagem calcificada (p=0,015), o que nos mostra um efeito paracrine importante
dependente de tempo ndo observado nos demais grupos nos mesmos intervalos.

A comparagao entre os grupos, no tempo 8 semanas, ndo refutou nenhuma das
hipoteses de nulidade elaboradas inicialmente, porém observamos uma melhora do
grupo controle sobre a grupo condroblasto no aspecto de preenchimento de defeito a
macroscopia ( p=0,043).

Cabe ressaltar que o modelo experimental animal, mesmo com o0 6timo e permanante
acompanhamento da equipe de veterinarias da UEA, traz muitos desafios ao pesquisador nos
manejos pds-operatorios. Dentre os desafios podemos citar: ocorréncia de processo
inflamatorio ou infeccioso, estresse do animal com a presenga do pesquisador, presence de
pélos no entorno da articulacéo, tornando o processo de uso de modelo animal desafiador e

até mesmo mais dificil que o equivalente na pratica médica.
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8. CONCLUSOES

As trés opcoes utilizadas neste estudo para o de tratamento para modelo de lesdo em
troclea dos joelhos de coelhos, células-tronco mesenquimais indiferenciadas, células-tronco
mesenquimais diferencidas em condroblastos e hidrogel de colageno tipo Il sédo possiveis de

utilizacdo para o reparo da leséo.

O grupo tratado com células-tronco mesenquimais apresentou uma melhora
significativa nos aspectos macroscépicos aliados pelo escore global final, integridade a zona
de bordas e aparéncia macroscopica ap6s transcorridas 16 semanas.

Avaliacdes em tempos inferiors a 16 semanas ndo parecem ser efetivas para comparar
a regeneracdo da lesdéo no memo grupo de tratamento, utilizando as escalas de avaliacGes da
ICRS para animais, quanto aos aspectos macroscopicos e histolégicos.

Estes resultados trazem muitas oportunidades e questionamentos para investigacdes

futuras buscando aplicabilidade clinica em humanos.
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9. PERSPECTIVAS

A manutencdo das demais Ho elaboradas, ainda assim, devem ser melhor avaliadas
em outros modelos experimentais (animais de maior porte) ou no modelo humano no futuro,
para definitivamente refutarmos as Hc especuladas.

A avaliagdoes qualitativas das respostas histologicas com imuno-histoquimica,
caracterizacdo bioquimica da matriz condral com concentracdo de colageno tipo |1, colageno
tipo 1 e Sox-9 (fator de transcricdo dos condrocitos) devem refinar nossa avaliacdo da
resposta regenerativa e detalhar ainda mais as diferencas entre os grupos de tratamentos e a
surprendente resposta positiva do grupo controle.
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ANEXOS

12.1. Tabela de Avaliacdes ap06s 8 semanas de seguimento

DEFEITO | BORDAS | APARENCIA GERAL SUPERFICIE | MATRIZ DISTR. VIA. 0550 MINERALI GERAL
GRUPO A A B c ESCORE [ 1l " \Y v VI ESCORE
2A DIREITO 0 0 0 0 0 2 1 3 2 0 8
2B ESQUERDO 4 4 4 12 0 2 1 1 2 0 6
3A DIREITO 4 4 3 11 1 1 1 1 2 0 5
3B ESQUERDO 4 4 4 12 0 0 1 1 1 0 3
7A DIREITO 4 3 3 11 0 2 3 3 1 0 9
7B ESQUERDO 4 4 4 12 3 2 3 3 3 3 17
GRUPO B
15A DIREITO 2 0 0 2 3 2 2 3 2 3 15
158 ESQUERDO 1 0 0 1 3 2 2 3 2 3 15
16A DIREITO 4 3 4 11 3 3 3 3 2 3 17
16B ESQUERDO 4 1 2 7 3 2 2 3 2 3 15
19A DIREITO 4 4 3 11 3 2 1 1 2 3 12
198 ESQUERDO 1 1 0 2 0 0 0 0 1 0 1
GRUPO C
23A DIREITO 1 0 0 1 3 2 1 3 2 3 14
23B ESQUERDO 3 2 2 7 3 2 1 3 2 3 14
25A DIREITO 3 2 2 7 3 2 1 3 2 3 14
258 ESQUERDO 3 3 2 8 3 2 1 3 2 3 14
GRUPO D
1A DIREITO 4 3 3 10 0 3 3 3 2 3 14
1B ESQUERDO 4 3 3 10 0 2 2 3 2 3 12
14A DIREITO 4 3 2 9 3 2 2 3 3 0 13
148 ESQUERDO 4 3 2 9 3 2 2 3 3 0 13
9A DIREITO 4 3 3 10 3 2 2 3 3 3 16
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9B | ESQUERDO | 4 | 3 | 3 10 3 2 1 3 3 0 12
12.2. Tabela de Avaliagdes ap06s 16 semanas de seguimento
DEFEITO BORDAS APARENCIA GERAL SUPERFICIE MATRIZ DISTR. VIA. 0SSO MINERAL. GERAL
GRUPO A A B C ESCORE | 1 i v V VI ESCORE
4A DIREITO 4 4 4 12 3 3 2 3 3 3 17
4B ESQUERDO 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
6A DIREITO 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
6B ESQUERDO 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
8A DIREITO 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
8B ESQUERDO 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
GRUPO B
17A DIREITO 1 0 1 2 0 1 1 3 1 0 6
17B ESQUERDO 0 0 1 1 0 1 1 3 ’ 0 6
18A DIREITO 4 3 4 11 3 3 3 3 2 3 17
18B ESQUERDO 4 3 4 11 3 2 1 3 1 3 13
20A DIREITO 4 4 4 12 3 3 2 3 2 3 16
20B ESQUERDO 4 4 3 10 3 2 1 3 1 3 13
21A DIREITO 4 4 3 11 3 2 2 3 2 3 15
21B ESQUERDO 4 3 3 10 3 2 2 3 3 3 15
GRUPO C
26A 4 4 3 11 3 2 2 3 3 3 16
26B 4 4 4 12 3 3 3 3 3 3 18
27A DIREITO 3 3 3 9 3 1 3 3 2 3 15

77



27B ESQUERDO 3 3 3 9 3 2 2 3 2 3 15
28A DIREITO 3 2 1 6 3 2 2 1 1 3 12
28B ESQUERDO 4 3 3 10 3 1 1 3 2 3 15

GRUPO D
11A DIREITO 3 2 2 7 3 3 2 3 2 3 16
11B ESQUERDO 3 3 3 9 3 3 2 3 3 3 17
12A DIREITO 4 4 3 11 3 3 3 3 3 3 18
12B ESQUERDO 3 3 3 9 3 3 2 3 3 3 17
13A DIREITO 4 3 3 10 3 2 2 3 3 3 16
13B ESQUERDO 4 3 3 10 0 2 1 3 2 3 11
22A DIREITO 4 3 2 9 3 3 3 3 1 3 16
22B ESQUERDO 3 3 3 9 3 3 2 3 2 3 16
30A DIREITO 3 3 2 8 0 0 0 0 0 0 0
30B ESQUERDO 4 3 3 10 3 2 3 3 2 3 16

ESCALA MORFOLOGICA GROSSEIRA

DEFEITO =
BORDAS =
APARENCIA =
GERAL = PONTUACAO GERAL

ESCALA HISTOLOGICA VISUAL
SUPERFICIE =
MATRIZ =
DISTR. = DISTRIBUICAO
VIA. = VIABILIDADE CELULAR
0SSO = 0SSO SUBCONDRAL
MINERAL. = MINERALIZACAO
GERAL = PONTUACAO GERAL
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Anexo — Histologia

Anexo histologia 1- Grupo A—-CTM

Imagens. Figuras (Superior) Grupo A, CTM, 16 semanas, aumento 10 x. (Inferior) Grupo A, CTM, 16 semanas, aumento 200 x.

Percebe-se boa continuidade de tecido em area de meia lua. Tecido condral superior com bom preenchimento e
manutencdo de bordos continuos. Visualiza-se transicdo condral e 6ssea com “tide mark” marca da maré adeugada e boa
celularidade em eorientagdo radial dos condroblastos .
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Anexo histologia 2 - Grupo B — Colégeno tipo 1l

Imagem ( superior ) grupo B, colageno tipo II, hidrogel, 16 semanas aumento 10 x
(Inferior) grupo B, colageno tipo II, hidrogel, 16 semanas aumento 100x

Percebe-se preenchimento de tecido em area de meia lua. Tecido condral superior sem organizacdo das camadas e sem o
aspecto de manutencao da “tide mark”/marca da maré , apesar de boa celularidade. Transi¢cao para a camada calcificada sem
organizacao.
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Anexo Histologia 3. Grupo C- Condroblasto

Imagens. Figuras (Superior) Grupo C, condroblasto, 16 semanas, aumento 10 x. (Inferior) Grupo C, condroblasto, 16 semanas,
aumento 100 x.

Percebe-se boa continuidade de tecido em area de meia lua. Tecido condral superior com bom preenchimento e
manutencao de bordos continuos ( pouco mais frageis nas preparagdes) . Visualiza-se transi¢cdo condral e 6ssea com “tide mark”
marca da maré adequada e boa celularidade em orientagdo radial dos condroblastos. Menor organizacdo do remodelamento e
transicdo condral e dssea.
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Anexo Histologia 4- Grupo D - Grupo Controle

Imagens. Figuras (Superior) Grupo D, controle, 16 semanas, aumento 10 x. (Inferior) Grupo D, controle, 16 semanas , aumento
100 x.

Percebe-se boa continuidade de tecido em area de meia lua. Tecido condral superior com bom preenchimento e
manutencdo de bordos continuos. Visualiza-se transicdo condral e 6ssea com “tide mark” marca da maré adequada e boa
celularidade em orientacdo radial dos condroblastos . controle, sugere uma celularidade e organizacdo um pouco menor que
gurpo CTM.



