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Enxerto osteocondral autégeno associado ao IGF-1 em
lesao induzida na cartilagem articular de coelhos

Autogenous Osteochondral Graft Associated with IGF-1 in Induced Articular Cartilage Lesion in Rabbits

Fernando Yoiti Kitamura Kawamoto', Leonardo Augusto Lopes Muzzi',
Antonio Carlos Cunha Lacreta Junior’, Djeison Lutier Raymundo’, Endrigo Gabellini Leonel Alves?,
Willer Guimaraes e Silva' & Ruthnéa Aparecida Lazaro Muzzi’

ABSTRACT

Background: Articular cartilage has a limited capacity for regeneration and of the various treatments proposed, none have
reached appropriate therapeutic effectiveness. This study aimed to evaluate autogenous osteochondral grafts in intact or mac-
erated format, in association with or without insulin-like growth factor type-1 (IGF-1) in the repair of osteochondral defects
induced in the femoral trochlear groove of rabbits.

Materials, Methods & Results: Seventeen healthy White New Zealand rabbits were selected for this study. The rabbits were
female, six months old, and had an average body weight of 4.5 kg. All 34 stifle joints were subjected to autogenous osteo-
chondral grafting in the femoral trochlear groove. The joints were divided into four groups designated as intact osteochondral
graft with IGF-1 (INT + IGF), intact osteochondral graft with physiological solution (INT + FIS), macerated osteochondral
graft with IGF-1 (MAC + IGF), and macerated osteochondral graft with physiological solution (MAC + FIS). Serial evalu-
ations were performed by orthopedic and radiographic examination. After 6 and 12 weeks postoperatively, the grafted area
was subjected to macroscopic, histological, and immunohistochemical analyses. Although no statistically significant differ-
ences were found between the groups in relation to clinical, macroscopic, histological, and immunohistochemical aspects, a
tendency of IGF-1 to promote tissue repair was evident. In the radiographic evaluation, the articular surface and the recipient
site in both groups with IGF-1 showed significantly more effective filling (P < 0.05). Regardless of the group, collagen type
2 production, as assessed by immunohistochemistry, was found to be appropriate on the grafted articular surface.
Discussion: In extensive cartilage lesions, the use of intact osteochondral grafts may be infeasible due to donor site morbidity.
An alternative is the use of macerated osteochondral grafts, which cover a larger area and act as a support and cellular source
in the repair process. Growth factors have been evaluated in association with grafted tissues to aid tissue repair, and IGF-1
is currently prominent. In the radiographic analysis of the present study, when comparing sites subjected to osteochondral
grafting, presence of the whole graft evidenced adequate local filling in all groups. However, graft integration was apparently
rapid and effective in the INT + IGF and MAC + IGF groups from the sixth and ninth weeks of the procedure, respectively.
In the macroscopic evaluation at the twelfth week, graft integration with the original cartilaginous tissue was more evident,
especially in both groups treated with IGF-1. It is likely that the property of IGF-1 to increase chondrogenesis in the cartilage
repair of articular lesions in vivo may have contributed to these results in radiographic and macroscopic examinations. His-
tological examination showed no significant difference between groups in the same period of time; however, it was observed
that addition of IGF-1 promoted a more evident tissue reaction and cellular activation, potentiating the process of reabsorp-
tion and repair in the grafted tissue. Immunohistochemical analysis showed similar immunoreactivity for collagen type 2 in
all groups as early as the sixth week. However, a small portion of these tissues cannot be considered true hyaline cartilage
due to the absence of some typical features. In summary, addition of IGF-1 to the autogenous osteochondral graft seemed to
stimulate reabsorption and replacement processes in the grafted tissue. The grafts showed adequate ability to repair articular
cartilage, displaying formation of collagen type 2 similar to that in the original tissue.
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INTRODUCAO

O reparo de lesdes da cartilagem articular €
atualmente um dos maiores desafios para os cirurgioes
ortopédicos [2]. A cartilagem lesionada possui a ca-
racteristica de ndo possibilitar a recuperagdo do tecido
cartilaginoso original, mas sim preencher o defeito
com tecido fibrocartilaginoso [2,16,21,22] que poste-
riormente pode resultar em distirbios incapacitantes
do membro [4,6,18].

A utilizacdo do enxerto osteocondral autégeno
possibilita a implantacdo da cartilagem hialina de for-
ma direta no interior do defeito, em um procedimento
unico, permitindo o movimento articular precoce e o
apoio do membro lesionado [7,14,24]. Alguns fatores
de crescimento tém sido avaliados em associacdo aos
tecidos enxertados, tendo destaque para a utilizagao
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF-1), que estimula a proliferacao de varios ti-
pos celulares e auxilia na formagdo de tecido novo
[1,11,12,15,16,20,25].

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia do
enxerto osteocondral de origem autégena, em formato
integro ou macerado, associado ou nao ao IGF-1, no
reparo de defeitos osteocondrais induzidos na troclea
femoral de coelhos. Formulou-se a hipdtese de que o
IGF-1 associado ao enxerto osteocondral, principal-
mente no formato integro, promoveria melhor repara-
¢ao da lesao induzida.

MATERIAIS E METODOS

Metodologia

Foram selecionados 17 coelhos da linhagem
Nova Zelandia, fémeas, higidas, com 6 meses de idade
e peso corporal médio de 4,5 kg. As 34 articulacdes
foram submetidas & enxertia osteocondral autdgena
no sulco troclear femoral. Estas foram divididas ale-
atoriamente em quatro grupos, denominados como
enxerto osteocondral integro com IGF-1! (INT+IGF),
enxerto osteocondral integro com solucio fisioldgica
(INT+FIS), enxerto osteocondral macerado com IGF-
1 (MAC+IGF) e enxerto osteocondral macerado com
solucdo fisioldgica (MAC+FIS). Devido a possibili-
dade de absorc¢ao e distribuicdo sistémica do IGF-1 e
para evitar uma possivel interferéncia do tratamento
de uma articulagdo com o IGF-1 sobre a articulagio
contralateral sem o medicamento, realizou-se a selecio
de 9 animais que receberam os enxertos associados

ao IGF-1 em ambos os membros (INT+IGF em um
membro e MAC+IGF no membro contralateral), assim
como 8 animais que receberam os enxertos sem acrés-
cimo do IGF-1 em ambos os membros (INT+FIS em
um membro e MAC+FIS no membro contralateral).

A artrotomia fémoro-tibio-patelar foi realizada
seguindo as recomendacdes de Madry et al. [12]. Com
auxilio de uma trefina manual, colheu-se um cilindro de
enxerto osteocondral de 3,0 mm de didmetro e 5,0 mm
de profundidade do sulco troclear. O enxerto osteocon-
dral obtido em um membro foi utilizado no membro
contralateral. Nos animais dos Grupos INT+IGF e
INT+FIS, os enxertos foram mantidos integros e nos
Grupos MAC+IGF e MAC+FIS, os enxertos foram
macerados com auxilio de uma cizalha. Os mesmos
foram introduzidos nos orificios ésseos por meio de
pressdo digital. Ressalta-se que, antes da introducao
dos enxertos, nos Grupos INT+IGF e MAC+IGF, o
local receptor do enxerto foi enriquecido com a ins-
tilagao de 0,2 mL (10 pg) de IGF-1 (IGF-1 100 pg)'
e, nos Grupos INT+FIS e MAC+FIS, com 0,2 mL de
solucdo fisiolégica. A sutura da ferida cirdrgica foi
realizada de maneira rotineira.

Exame radiogrdfico

O exame radiografico na proje¢ao mediolateral
das articulacdes operadas foram realizados imediata-
mente apds a cirurgia e nas 3, 6,9 e 12 semanas de p6s-
-operatorio. As imagens foram avaliadas de forma cega
por um avaliador e pontuadas quanto ao preenchimento
da superficie articular e do leito receptor da enxertia.
A pontuagdo variou de 0 a 3, sendo (0) auséncia de
preenchimento, (1) preenchimento escasso (<50%),
(2) preenchimento moderado (>50% e <90%) e (3)
preenchimento intenso (>90% e <100%).

Os animais foram eutanasiados com seis e 12
semanas ap6s o procedimento de enxertia. A necropsia,
as articulacdes submetidas ao procedimento cirtirgico
foram dissecadas. Realizou-se o registro fotogréfico e a
avaliacdo macroscopica da enxertia e da regido articular
adjacente, utilizando-se um sistema de pontuag@o inver-
sadesenvolvido por Orth et al. [17] em 2011. O resultado
final variou de zero ponto (cartilagem sem alteracdes) a
12 pontos (sem sinais de reparacdo tecidual) [Tabela 1].

Exame histologico
Foram colhidas amostras da regido enxertada

do sulco troclear, as quais foram processadas de forma
rotineira para exame histolégico pela coloracdo de



F.Y.K. Kawamoto, L.A.L. Muzzi, A.C.C. Lacreta Junior, et al. 2018. Enxerto osteocondral autégeno associado ao IGF-1

em lesdo induzida na cartilagem articular de coelhos.

Acta Scientiae Veterinariae. 46: 1588.

Tabela 1. Sistema de pontuacdo para avaliagdo macroscépica da
articulacdo submetida a enxertia osteocondral.

Categoria Pontos
1. Contratura
Nao 0
Sim 1
2. Efusdo
Nao 0
Sim 1
3. Aderéncias intra-articulares
Nao 0
Sim 1
4. Sinovite
Nao 0
Sim 1
5. Osteodfitos
Nao 0
Sim 1
6. Coloracido do tecido reparador
Normal 0
Transldcido
Escuro 2
7. Superficie do tecido reparador
Liso 0
Fibrilado 1
Degenerado 2
8. Integracdo com a cartilagem adjacente
Completa integracdo 0
Bordas demarcadas 1
9. Preenchimento do defeito
Saliente 1
Nivelado com a cartilagem adjacente 0
50% de reparagdo da profundidade do defeito 1
0% de reparagao da profundidade do defeito 2

Fonte: adaptado de Orth et al. [17].

hematoxilina e eosina. As amostras foram avaliadas
em microscépio de luz em anélise cega por dois ava-
liadores, sendo utilizado um sistema de pontuagdo
histolégica modificada de Sellers et al. [19] e Wakitani
et al. [23]. A pontuacdo total variou de zero ponto
(cartilagem sem alteragdes) a 31 pontos (sem tecido
de reparacdo) [Tabela 2].

Exame imuno-histoquimico

O exame imuno-histoquimico com anticorpos
monoclonais foi realizado para a detec¢ao de coldgeno
do tipo 2. A coloragao resultante da imunorreatividade
ao coldgeno tipo 2 no tecido de reparagdo foi compa-
rada com o tecido articular normal adjacente, o qual
funcionou como controle interno positivo. Utilizou-se
um sistema de pontuacdo para classificacio, seguindo
o seguinte padrao: (0) sem imunorreatividade, (1) imu-
norreatividade fraca, (2) imunorreatividade moderada,
(3) imunorreatividade similar e (4) imunorreatividade
forte [12,17]. As secgdes histoldgicas foram classifi-
cadas por trés avaliadores por andlise de forma cega.

Andlise estatistica

Para comparacio dos diferentes grupos expe-
rimentais, os dados foram submetidos a andlise ndo
paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallis. No
caso de significancia, apés o ranqueamento dos casos,
as médias ranqueadas foram comparadas por meio do
teste de Duncan. Devido as caracteristicas das respostas
das variaveis, os dados foram apresentados utilizando-
-se a mediana e distancia interquartilica (DI), citando a
diferenca estatistica quando houver, sendo considerado
P <0,05. Todo procedimento estatistico foi realizado
no programa SPSS 16.0.

RESULTADOS

Em todos os animais avaliados ndo foram ob-
servados deficiéncia de apoio dos membros pélvicos,
presenca de efusdo articular e crepitagcdo a palpacdo,
ou aumento da sensibilidade dolorosa a extensao e
flexao das articulagdes submetidas a enxertia. Na ana-
lise radiogréfica, apds 6 semanas do procedimento, o
Grupo INT+IGF mostrou resultados significativamente
melhores do que os demais, frequentemente com o
preenchimento total do defeito. Apds 9 e 12 semanas,
os dois grupos com adicdo de IGF-1 apresentaram
resultados significativamente superiores (Tabela 3)
[Figura 1].

Apb6s 6 semanas, nos grupos INT+FIS e
MAC+FIS os defeitos encontravam-se, na maioria
dos exemplares, totalmente preenchidos por tecido de
coloracao translicida, com superficie demonstrando
graus variados de fibrilagdo e bordas demarcadas. Nos
grupos INT+IGF e MAC+IGF, metade das amostras
apresentou os defeitos totalmente preenchidos e a outra
metade parcialmente, com tecido de coloragao variando
de normal a escuro, e bordas demarcadas. Apds 12



F.Y.K. Kawamoto, L.A.L. Muzzi, A.C.C. Lacreta Junior, et al. 2018. Enxerto osteocondral autégeno associado ao IGF-1

em lesdo induzida na cartilagem articular de coelhos.

Acta Scientiae Veterinariae. 46: 1588.

Tabela 2. Sistema de pontuagdo para avalia¢@o histoldgica da reparagdo da enxertia osteocondral.

Categoria Pontos Categoria Pontos
1. Preenchimento do defeito em relacio a 4. Arquitetura do tecido dentro defeito
superficie da cartilagem normal adjacente (ndo incluindo as margens)
111-125%: 1 Auséncia de espagos vazios (normal) 0
91-110% 0 1 a 3 pequenos espagos vazios 1
76-90% 1 1 a 3 grandes espagos vazios 2
51-75% 2 > 3 grandes espagos vazios 3
26-50% 3 Fendas ou fibrilacdes 4
<25% 4
2. Integracdo do tecido de reparacdo com 5. Arquitetura de
areas de cartilagem articular superficie
Continuidade e integracdo normal 0 Superficie normal 0
Celularidade reduzida 1 Fibrilagdo ou irregularidade discreta 1
Gap ou falta de continuidade de um lado 2 Fibrilagdo ou irregularidade moderada 2
Gap ou falta de continuidade nos dois lados 3 Fibrilag¢do ou interrupgdo/ruptura grave 3
3. Morfologia celular 6. Percentual de novo osso subcondral
Cartilagem hialina 0 90-100% 0
Maior parte com cartilagem hialina 1 75-89% 1
Maior parte com fibrocartilagem 2 50-74% 2
Maior parte ndo constituida por cartilagem 3 25-49% 3
Nao h4 cartilagem 4 <25% 4
Fonte: adaptado de Sellers er al. [19] e Wakitani ef al. [23].
Tabela 3. Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) do escore total de avaliagio do exame radiografico.
Grupo experimental Escore de avaliacdo ao exame radiogréfico
3 sem 6 sem 9 sem 12 sem
INT+IGF 2 (DI=1)*8 3 (DI=0)** 3 (DI=0)** 3 (DI=0)**
INT+FIS 2 (DI=1)** 2 (DI=1)* 2 (DI=1)A 2 (DI=1)A
MAC+IGF 2 (DI=0)*¢ 2 (DI=1)"8 3 (DI=0)** 3 (DI=0)**
MAC+FIS 1,5 (DI=1)*A 2 (DI=2)A 2,5 (DI=1)>A 2,5 (DI=1)**

Valores seguidos por diferentes letras minusculas sobrescritas nas colunas diferem estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ran-
queadas) com a=5%. Valores seguidos por diferentes letras maitisculas sobrescritas nas linhas diferem estatisticamente ao teste de Duncan
(para médias ranqueadas) com 0=5%. As letras seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela quanto

maior o valor melhor € o preenchimento.

semanas, todos apresentaram o defeito preenchido por
tecido de reparag@o nivelado com a cartilagem original,
coloragdo variando entre normal e translicido, com
superficie articular lisa ou discretamente fibrilada.
Nos grupos INT+FIS e MAC+FIS de maneira geral,
as bordas encontravam-se demarcadas. Contudo, nos

grupos INT+IGF e MAC+IGF, grande parte das amos-
tras apresentava integracio do tecido reparador com a
cartilagem adjacente (Tabela 4) [Figura 2].

Na andlise microscopica em 6 semanas apds a ci-
rurgia, a pontuagdo média dos pardmetros histoldgicos in-
dividuais mostrou valores significativamente maiores para
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Tabela 4. Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) do escore individual dos pardmetros da avaliacdo macroscopica

) INT+IGF INT+FIS MAC+IGF MACHFIS
Categoria
6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem.
Contratura 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0)
Efusdo 0(DI=0) 0(DI=0) 0({DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0)
Aderéncias 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0)
Sinovite 0(DI=0) 0(DI=0) 0(DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0)
Ostedfitos 0 (DI=1) 0 (DI=0) 0,5 (DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=1) 0(DI=0) 1 (DI=0)* 0 (DI=0)®
Coloragao 1,5(DI=2) 1(DI=1) 1(DI=0) 1(DI=1) 1(DI=0) 1 DI=1) 1 (DI=0)* 0 (DI=1)®
Superficie 1(DI=0) 1@{DI=1) 1({@dOI=0) 0DI=1) 1DOI=0) 0DI=1) 1([DI=0) 1 (DI=1)
Integracao 1 (DI=1) O0(DI=1) 1(DI=0) 1 (DI=0) 1(DI=0)* 0 (DI=0)® 1 (DI=0) 1 (DI=1)
Preenchimento 0,5 (DI=1) 0 (DI=0) 0,5 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0 (DI=0) 0(DI=1) 0 (DI=0)

Valores seguidos por diferentes letras maitisculas sobrescritas nas linhas diferem estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com
=5%. As letras seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta tabela quanto menor o valor melhor € o escore individual.

0 0sso subcondral nos Grupos INT+IGF e MAC+IGF,
indicando uma menor porcentagem de formacao deste.
Ap6s 12 semanas, o mesmo valor diminuiu nos grupos
citados e se elevou no Grupo INT+FIS (Tabela 5). Em
relacdo ao escore total da avaliacdo microscépica, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos analisados
no mesmo periodo de tempo. Comparando-se 0s mesmos
grupos entre 6 e 12 semanas, observou-se uma melhora
significativa na pontuagdo total dos aspectos microsco-
picos no Grupo INT+IGF (Tabela 6).

Na caracterizacdo histoldgica apds 6 semanas
de cirurgia, em todos os grupos o preenchimento do
defeito variou de total a parcial com tecido constituido
em sua maior parte por cartilagem hialina ou, menos
frequentemente, por fibrocartilagem. Foi verificada a
existéncia de algumas fendas e vazios em alguns ani-
mais, pertencentes principalmente aos Grupos INT+IGF
e MAC+IGFE. Observaram-se dreas de reabsorcdo de
tecido 6sseo e cartilaginoso por osteoblastos em todos
os grupos. Havia ainda proliferacio de tecido conjuntivo
fibroso, em algumas areas se diferenciando para carti-
lagem, na regido subcondral e encobrindo o enxerto,
principalmente no Grupo INT+IGF. Ap6s 12 semanas
de enxertia, houve preenchimento total em quase todos
os defeitos, sendo recobertos por tecido constituido
predominantemente por cartilagem hialina. Foram ainda
observados resquicios de tecidos 6sseos e cartilaginosos,
entremeados na regiao de cartilagem articular ou de osso
subcondral, principalmente nas amostras dos grupos
com enxerto macerado. A integracio no local das bor-
das dos enxertos apresentava-se adequada, sendo mais
evidente nos grupos com IGF-1 (Figura 3).

Figura 1. Imagens radiogréficas em projecdo mediolateral da
articulacdo fémoro-tibio-patelar de coelhos representativas do
pos-operatério de 12 semanas. A- Enxerto integro com IGF-1.
B- Enxerto integro com solugéo fisiolégica. C- Enxerto macerado
com IGF-1. D- Enxerto macerado com solucdo fisioldgica. As
setas indicam o local receptor do enxerto. Notar nas imagens A e
C uma radiodensidade mais homogénea no local enxertado quando
comparado as imagens B e D, correspondendo a um preenchimento
mais intenso do osso subcondral e da superficie articular.

Figura 2. Aspecto macroscdpico demonstrativo do local receptor
do enxerto osteocondral autégeno na tréclea femoral de coelhos.
Pés-operatoério de 6 semanas (linha superior) e 12 semanas (linha
inferior). A e C- Enxerto integro com solucdo fisioldgica. A’ e C’-
Enxerto macerado com solugdo fisioldgica. B e D- Enxerto integro
com IGF-1. B’ e D’- Enxerto macerado com IGF-1. Observar o
preenchimento do defeito, a coloragdo do tecido, a superficie articular
e a integracdo do tecido reparador com a cartilagem adjacente.
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Tabela 5. Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) do escore individual dos pardmetros da avaliagdo microscopica.

INT+IGF INT+FIS MAC+IGF MAC+FIS
Categoria

6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem. 6 sem. 12 sem.

Preenchimento 1(DI=4) 0(DI=0) 0(DI=0) O0(DI=0) O0(DI=0) 0(DI=0) 0(DI=0) 0 (DI=0)
Integracdio  1,5(DI=2) 1(DI=0) 0(DI=0) 1(DI=1) O0(DI=0) 1(DI=2) 1(DI=2) 0,5 (DI=1)
Mggﬁﬁrgia 2,5(DI=2) 1(DI=0) 2 ((DI=0)A 1(DI=)B 0(DI=0) 1(DI=1) 1,5(DI=2) 1 (DI=1)
Arq‘iéfitc‘lga do | smi=4) 0MDI=2) 0MDI=0) 2(DI=2) 4((DI=l) 0(DI=3) 15({DI=3) 1,5 (DI=4)

Arquitetura de _ _ - _ _ _ _ _
swperficie  2(DI=3)  2(DI=) 05(DI=l) 25(DI=2) 3(DI=3) 2(DI=2) 15(DI=1) 15 (DI=2)
o) . . \
subcgf]‘éral 2 (D=2 1 (DI=1)»® 0DI=0)* 1 (D=0 3([DI=0y** 1([DI=0y* 1 (DI=2)* 0 (DI=1)
Tidemark 1(DI=l) 1(DI=0) 1,5(DI=1) 1(DI=1) 1(DI=0) 1(DI=2) 1(DI=1) 1,5(DI=1)

Valores seguidos por diferentes letras mintsculas sobrescritas diferem estatisticamente entre os grupos no mesmo periodo de tempo ao teste de Duncan
(para médias ranqueadas) com =5%. Valores seguidos por diferentes letras maitisculas sobrescritas diferem estatisticamente no mesmo grupo em perio-
dos de tempo diferentes, ao teste de Kruskal-Wallis com =5%. As letras seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem decrescente, nesta

tabela quanto menor o valor melhor € o escore individual.

Tabela 6. Valores medianos e de distincia interquartilica (DI) do
escore total de avaliacdo microscdpica.

DISCUSSAO

Em lesoes muito extensas, o uso de enxertos

Grupo Escore de avaliagdo microscopica o L S
experimental 6 serm. 17 sem. osteo?ondrals integros pode se tornar invidvel devido .a
morbidade do local doador. Desta forma, uma alternati-

INT+IGF 11,5 (DI=10)* 6 (DI=8) va seria a utilizag¢ao do enxerto osteocondral macerado,
INT+FIS 4,5(DI=1)* 8,5 (DI=3)* que recobre uma drea maior e atua como suporte e
MAC+IGF 12 (DI=6)* 8 (DI=R)* fonte celular no processo de reparacao [10,13,14]. No
MACHFIS 8 (DI=6)* 7,5 (DI=5)A presente estudo, foram obtidos resultados satisfatdrios

Valores seguidos por diferentes letras maidsculas sobrescritas nas linhas
diferem estatisticamente ao teste de Duncan (para médias ranqueadas) com
=5%. As letras seguem a ordem alfabética e designam os valores em ordem
decrescente, nesta tabela quanto menor o valor melhor € o escore total.

Tabela 7. Valores medianos e de distancia interquartilica (DI) da
avaliacdo da imuno-histoquimica.

com a utilizagdo deste tipo de enxerto, associado ou
ndo ao IGF-1.

Na anélise radiografica, ao comparar os locais
submetidos a enxertia, observou-se que a presenca
do enxerto integro denotava um preenchimento local

Grupo ex- _Escore de avaliagdo imuno-histoquimica  adequado, havendo uma aparente integragio de forma
perimental 6 sem. 12 sem. répida e efetiva na presenca do IGF-1 a partir da sexta
INT+IGF 2,5 (DI=2) 3 (DI=1) semana do procedimento. O grupo IGF-1 com enxerto
INT4+FIS 3 (DI=1) 3 (DI=1) maceraQo também aprcj,sentou bons resultados, com
preenchimento total apds a nona semana. Estas obser-

MAC+IGF 3 (DI=2) 3 (DI=1) vagdes podem estar supostamente relacionadas com a
MAC+FIS 3 (DI=1) 3 (DI=1) a¢do do hormdnio sobre o local receptor, uma vez que

A categoria 3 indica imunorreatividade semelhante ao tecido original.

Pela andlise de imuno-histoquimica, apés 6 e
12 semanas da cirurgia, nao houve diferenca significa-
tiva entre os grupos e entre os periodos avaliados em
relacdo a imunorreatividade do tecido de reparagdo
formado no defeito da cartilagem para a presenca de
coldgeno tipo 2. Observou-se que, na grande maioria
dos casos, a imunorreatividade era semelhante ao te-
cido cartilaginoso original (Tabela 7).

promove o efeito mitético sobre os condrécitos [12,25].
Singh et al. [20] utilizando autoenxerto osteocartilagi-
noso associado a um scaffold enriquecido com IGF-1
em coelhos, observaram na avaliagdo radiogréfica do
grupo com IGF-1 aos 45 dias uma reagdo dssea mais
saliente em relacdo a superficie articular. No presente
estudo ndo foi observado nenhum tipo de reacdo in-
desejada no local enxertado, incluindo migracido ou
reabsorcao do enxerto. Apesar da avaliacio histologica
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INT+FIS: 12 semanas

MAC+FIS: 6 semanas

MAC+IGF: 6 semanas MAC+IGF: 12 semanas

Figura 3. Imagens histoldgicas da regido de enxertia osteocondral na tréclea femoral de coelho, coradas com hematoxilina
e eosina. A- Tecido 6sseo e cartilaginoso do enxerto (letra E interna) sendo reabsorvido e substituido, notar proliferacao
intensa de tecido conjuntivo fibroso (letra F interna) com algumas dreas de diferenciacio para cartilagem, na regido
subcondral e sobre o enxerto (Obj: 10x). B- Tecido de reparagdo constituido predominantemente por cartilagem hialina
(Obj: 4x). C- Areas de reabsorcio de tecido 6sseo e cartilaginoso por osteoclastos. A seta indica a integragio entre o
enxerto e a cartilagem original (Obj: 4x). D- Presenca de resquicios de tecido dsseo (setas) entremeando a cartilagem
neoformada (Obj: 10x). E- Osteoclastos (setas) na drea de cartilagem e osso, com intensa prolifera¢ao de tecido fibroso
se diferenciando em cartilagem e neovascularizagdo (asteriscos) na regido de osso subcondral (Obj: 10x). F- Integragc@o
normal entre o tecido de reparacdo e cartilagem original [seta] (Obj: 10x). G- Observar na regido de osso subcondral,
reagdes discretas com proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso (asterisco) em continuidade com tecido cartilaginoso
ativo (ponta de seta) e presenca de condroblastos (seta) (Obj: 10x). H- Tecido de reparacdo neoformado, constituido
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principalmente de cartilagem hialina (Obj: 10x).

exibir reabsorcdo e substitui¢do dos enxertos, este
processo ndo foi percebido nas imagens radiogréaficas.

Nesta pesquisa, apds 6 semanas, em todos os
grupos, as bordas da superficie do enxerto e da cartila-
gem adjacente encontravam-se bem demarcadas e com
12 semanas, notou-se que, principalmente nos grupos
com IGF-1, a integragdo com o tecido cartilaginoso
original era mais evidente. Acredita-se que a proprieda-
de do IGF-1 de aumentar a condrogénese na reparagao
cartilaginosa de lesdes articulares in vivo [16,25] possa
ter contribuido para este achado. A administracdo
exdgena de IGF-1 pode influenciar as células-tronco
autéctones para a regiao dssea esponjosa de uma lesao
aguda, fornecendo uma importante fonte de células
pluripotentes [16]. Fitzpatrick er al. [3] utilizaram
somente o autoenxerto osteocondral no tratamento de
osteocondrite dissecante em cdes relataram a presenga
de demarcacao evidente do local receptor apds 12 a 18
semanas. Madry et al. [12], utilizando implantes com
lacZ, IGF-1 ou IGF-1/FGF-2 em defeitos osteocondrais
no sulco troclear de coelhos, observaram que apds 3
semanas, as margens do defeito ainda eram visiveis e
o tecido formado era translicido, ndo havendo dife-
renca macroscépica entre os tratamentos. No presente
trabalho foi utilizado um sistema detalhado de pontu-

acdo e observou-se pela microscopia que a utilizacao
de IGF-1 melhorou a resposta tecidual de reparagcao
do enxerto osteocondral autégeno, principalmente
no grupo com utilizacdo do enxerto integro, em que
foi alcangada a significancia estatistica entre 6 e 12
semanas apds a enxertia na andlise do escore total de
avaliacdo microscépica.

Na avaliacdo histoldgica, mesmo nio sendo atin-
gida a diferenca significativa entre os grupos no mesmo pe-
riodo de tempo, notou-se uma tendéncia de que a adi¢ao do
IGF-1 tenha tornado a reag@o tecidual e a ativagao celular
mais evidentes, potencializando o processo de reabsorgio e
reparacdo. Singh et al. [20] descreveram que inicialmente
autiliza¢do de scaffold enriquecido com IGF-1 apresentou
a propensao de estimular a proliferagao de condroblastos
para o processo de reparacdo ou auxiliar na manutengio da
cartilagem enxertada e, mais tardiamente, a formacéo de
cartilagem reduziu e aparentemente convergiu para tecido
6sseo. Nos achados da atual pesquisa, na sexta semana,
principalmente no Grupo INT+IGF, o enxerto foi reco-
berto por um tecido de reparacdo de morfologia variada
e, ao contrario do citado anteriormente, em 12 semanas
j4 havia sido substituido por tecido predominantemente
constituido por cartilagem hialina. De maneira oposta,
Jakob et al. [5] ndo citaram nenhuma destas alteracdes.
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Alguns trabalhos cientificos demonstraram
que o IGF-1 eleva a sintese de coldgeno tipo 2 e pro-
teoglicanos [1,11,25]. O coldgeno tipo 2 ¢ a base da
cartilagem hialina e um importante componente da
rede fibrilar de coldgenos, que permite a cartilagem
aprisionar o proteoglicano formado, proporcionando
for¢a de tensdo ao tecido [21]. Pela andlise de imuno-
-histoquimica realizada neste estudo, a imunorreati-
vidade para o coldgeno tipo 2 mostrou-se semelhante
em todos os grupos avaliados, evidenciando uma
quantidade adequada deste componente ja na sexta
semana de avaliacdo. Estes achados nos grupos que
utilizaram enxerto integro eram esperados, pois se
acreditava que esse tecido seria integrado. Contudo,
ocorreu a reorganizagao da superficie cartilaginosa nos
enxertos macerados e integros, ambos com adequada
presenca do coldgeno tipo 2, mostrando o potencial
de reparagdo cartilaginosa dos enxertos utilizados.
Entretanto, apesar da imunorreatividade ser positiva
para o coldgeno tipo 2 na maioria das seccdes analisa-
das, uma parte destes tecidos ndo pode ser considerada
cartilagem hialina verdadeira devido a auséncia de
algumas caracteristicas tipicas, incluindo a complexa
arquitetura do osso subcondral e a organizacdo zonal
dos condrocitos [13].

A aplicag@o intra-articular de protefnas tera-
péuticas é limitada pela falta de retengdo no interior da
cartilagem, ripida eliminac¢do no espaco articular [9]
e escassez intrinseca de condrdcitos para servir como
células alvo [11]. No estudo realizado, a aplicac@o
direta do IGF-1 no defeito osteocondral representou
uma opcao simples e acessivel, e associada ao enxerto
osteocondral autégeno, atuou como uma forma de tra-
tamento em uma tnica intervencao invasiva. Liu et al.
[8], avaliando o efeito da injecdo intra-articular de IGF-
1 associado ao 4cido hialurénico na cartilagem e 0sso
subcondral na reparacdo de osteoartrite induzida na
articulacdo temporomandibular de coelhos, observou
que a aplicacdo unica de IGF-1 isolado nao apresen-
tou nenhum efeito aparente devido sua vida biolégica
curta e dispersdo rdpida. De forma semelhante, outros
estudos realizados em ratos, caes e coelhos constataram
um efeito terapéutico minimo pelo uso periddico do

IGF-1 isolado na reparacdo da cartilagem e osso sub-
condral osteoartriticos [8]. Apesar do possivel efeito
fugaz da instilacdo direta de IGF-1 no local receptor,
foi observado nesta pesquisa que os grupos com adi-
¢do deste fator de crescimento apresentaram reagdo e
proliferacdo celulares mais intensas, incentivando o
processo de reparacao tecidual.

Algumas limitagdes desse trabalho podem
ser ressaltadas. Mesmo sendo utilizados coelhos, o
periodo de tempo para realizagdo das andlises, que
foi de até 12 semanas, pode ter sido insuficiente para
afirmar sobre a viabilidade definitiva dos enxertos,
sendo que o desfecho mecanico e estrutural s6 pode
ser determinado com estudos em longo prazo. Além
disso, o reduzido ndmero de animais utilizados em
cada periodo de observacdo pode ter influenciado a
obtencdo de resultados mais precisos e o alcance da
significincia estatistica. Vale ressaltar ainda que alguns
fatores podem influenciar a adaptaco e a incorporagao
de enxertos transplantados, incluindo micro movimen-
tacdo e fixacdo da enxertia, mediadores quimicos, esta-
belecimento da vascularizacio, processos inflamatérios
e caracteristicas do osso subcondral.

CONCLUSAO

A adicdo do IGF-1 ao enxerto osteocondral
autdgeno parece incentivar os eventos de reabsorcao e
substituicao do tecido enxertado, favorecendo o proces-
so de reparacdo da cartilagem articular lesionada. Os
enxertos osteocondrais autdgenos, independentemente
do formato integro ou macerado, apresentam adequada
capacidade de reparacdo da cartilagem articular, com
formacao de coldgeno tipo 2 semelhante ao tecido
original.
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