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RESUMO

VILELA, Liana Mesquita, D.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, mar¢co de 2013.
Aloenxerto meniscal de coelho: avalia¢des da morfologia, da vascularizacéo e da técnica
cirtrgica. Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo. Co-orientadores: Jodo Carlos Pereira da
Silva e Sergio Luis Pinto da Matta.

O tratamento de escolha para as lesdes meniscais é a sutura, que ndo pode ser realizada
em todos os casos, deixando como alternativa a remogdo do menisco lesionado, o que
ocasiona alteragBes degenerativas articulares. Uma opcdo para evitar essas alteracfes é a
substituicdo do menisco por aloenxertos. Dessa forma, este trabalho teve por objetivos avaliar
a viabilidade da técnica cirdrgica de aloenxerto meniscal medial em coelhos, realizar analises
macro e microscopica dos aloenxertos e avaliar a vascularizagdo do material enxertado,
comparando-0s com 0s meniscos mediais contralaterais, ndo implantados. Foram utilizados
16 coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia, que foram submetidos a meniscectomia
medial esquerda e implantacdo de um menisco, previamente preservado em glicerina 98% por
no minimo 45 dias. Apds 70 dias do transplante foi realizada a eutandsia dos animais, 0s
meniscos transplantados (joelho esquerdo), chamados de meniscos tratados (MT: a MTzg) €
os contralaterais (joelho direito), denominados meniscos proprios (MP; a MPys), foram
removidos. Dezesseis meniscos, sendo 8 tratados e 8 proprios, foram submetidos a anélise
macroscapica e histomorfométrica, por meio da quantificagdo dos tipos de fibras colagenas e
avaliagdo de sua disposicéo, e quantificagdo dos tipos celulares presentes. Os outros dezesseis
meniscos, sendo 8 tratados e 8 proprios, foram submetidos ao estudo da vascularizagdo por
meio de radiografias contrastadas. O comprimento dos meniscos proprios (MP) variou de 0,9
a 1,0 cm, enquanto nos meniscos tratados (MT), dois apresentaram tamanho inferior aos
proprios. Apenas um menisco transplantado apresentou fixacdo parcial, estando aderido
apenas pelo corno cranial, isto pode ter ocorrido pela ruptura ou absorcéo precoce do fio de
sutura, os demais meniscos apresentaram-se totalmente fixos & membrana sinovial. Nos
meniscos proprios (MP) e tratados (MT), foram encontrados percentuais semelhantes de
condrdcitos, fibroblastos e fibrdcitos, com predominancia dos condrécitos, nos cornos
meniscais. Enquanto os outros tipos celulares estavam presentes principalmente no corpo.
Foram observados nos meniscos tratados (MT), feixes de fibras colagenas dispostas de forma
organizada no corpo, e de forma desorganizada, principalmente nos cornos. Essa
desorganizagdo é resultante do processo de remodelacéo tecidual e é temporaria, conforme foi

demonstrado em outros estudos. J4, nos MP, as fibras estavam organizadas em toda a



extensdo do menisco. As concentracfes de colageno tipo I e Il presentes nos MT foram
similares as observadas nos MP. Foi visualizada vascularizagéo nos tecidos perimeniscais e
borda periférica dos meniscos tratados, sendo semelhantes aos proprios. Portanto, 0s

aloenxertos foram invadidos por vasos do hospedeiro, favorecendo sua fixagéo.
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ABSTRACT

VILELA, Liana Mesquita, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March 2013. Allograft
meniscal in rabbit: evaluation of morphology, vascularization and surgical technique.
Adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo. Co-advisers: Jodo Carlos Pereira da Silva and Sergio
Luis Pinto da Matta.

The treatment choice for lesions on meniscus is suture, which cannot be done in all
cases, allowing alternatively the meniscus injury removal, which causes degenerative joint.
One option to avoid these changes is replacement the meniscus by allografts. Thus, this study
aimed to assess the feasibility the technique medial meniscal allograft in rabbits, perform
macro and microscopic analysis the allografts and evaluate vascularization the grafted
material, comparing them with the menisci contralateral medial, not deployed. Were used 16
rabbits adult male New Zeland, who underwent left medial meniscectomy and meniscus
implantation, previously preserved in 98% glycerin for at least 45 days. After 70 days the
transplant was performed euthanasia in animals, and the transplanted meniscuses (left knee),
called meniscuses treated (MT1 to MT16) and contralateral meniscuses (right knee), called
meniscuses own (MP1 to MP16) were removed. Sixteen meniscuses, 8 treated and 8 own,
were submitted to macroscopic and histomorphometric, by quantifying the types collagen
fibers and evaluating their disposal, and quantification a cell types. The other sixteen
meniscuses, 8 treated and 8 own, underwent vascularization study, through radiographs
contrasted. The length the meniscuses own (MP) ranged from 0.9 to 1.0 cm, while the
meniscuses treated (MT), two showed smaller than the own. Only a meniscus transplanted
showed partial fixation, being fixed only by cranial horn, this may have occurred due to
rupture or early absorption the suture, the remaining meniscuses had been completely fixed
the synovial membrane. In meniscuses own (MP) and treated (MT), were found similar
percentages of chondrocytes, fibroblasts and fibrocytes, with predominance a chondrocytes in
the meniscal horns, while other cell types, were mainly present in the meniscal body. Were
observed in treated menisci (MT), bundles of collagen fibers arranged in an organized manner
in body, and disorganized, especially in the horns. This disorganization is result the process
tissue remodeling and is temporary, as demonstrated in other studies. Already in MP, the
fibers were organized all extension the meniscus. The concentrations of collagen type | and 1l
present in MT were similar to those observed in MP. Was visualized vascularization in
perimeniscais tissues, and peripheral edge of the meniscuses treated, being similar to own.

Therefore, the allografts were invaded by vessels the host, favoring fixation.



INTRODUCAO

Os meniscos sdo importantes estruturas fibrocartilaginosas interpostas entre as
superficies articulares do fémur e da tibia. Desta forma, melhoram a congruéncia articular e a
distribuicdo de peso, reduzindo a pressdo sobre a articulagdo femorotibiopatelar (FTP),
protegendo a cartilagem articular e evitando a osteoartrite (Messner e Gao, 1998). Além disso,
proporcionam estabilidade durante a flexdo e extensdo do joelho, participam da nutri¢éo e
lubrificagéo da cartilagem e auxiliam na propriocepgéo articular (Rijk, 2004; Vasseur, 2007).

Tratam-se de estruturas anatdmicas susceptiveis a lesdes que podem ocorrer por
trauma, por evolugéo de processo articular degenerativo, ou de forma espontanea decorrente
de falha estrutural progressiva, sem qualquer correlagio com trauma ou processo
degenerativo, conhecida por lesdo meniscal devido a fadiga. Qualquer que seja o fator
desencadeante, a morfologia meniscal estara intimamente relacionada com a lesdo (Camanho,
2009).

Em cées, a maioria das lesdes envolve apenas o menisco medial (Hulse e Johnson,
2012), pois ele possui fortes insergdes no ligamento colateral medial e porque sua borda
periférica esta firmemente fixada a capsula articular, por meio dos ligamentos coronérios ou
meniscocapsulares, permitindo menor deslocamento em relagéo ao lateral (Flo, 2005; Braz e
Silva, 2010). Em virtude da menor mobilidade e, possivelmente, pela sua composigdo mais
escassa em agua e glicosaminoglicanos, o menisco medial é mais susceptivel a lesdo durante a
instabilidade articular (Flo, 2005).

De acordo com Smith et al. (2002) e Hulse e Johnson (2012), em cées, a leséo do
menisco medial esti associada a instabilidade articular, causada por ruptura do ligamento
cruzado cranial (LCCr), que contribui para alteracdo na distribuicéo e transmisséo de cargas.
A instabilidade produz movimentos ndo fisioldgicos de deslizamento e cisalhamento, que
podem comprimir 0s meniscos entre 0s condilos do fémur e o plato tibial (Arnoczky, 1996).

A matriz extracelular dos meniscos é composta principalmente por fibras colagenas,
proteoglicanos, glicoproteinas, elastina e agua (Rijk e Van Noorden, 2002; Reckers et al.,
2009). O colageno predominante é do tipo I, que representa 75-80% do total, sendo o restante
constituido por fibras colagenas do tipo IlI, Ill, V e VI. Os glicosaminoglicanos séo
importantes para a manutencéo do comportamento viscoelastico, flexibilidade e hidratacdo do
tecido (Rijk e Van Noorden, 2002; Buma et al., 2004; Vilela et al. 2010b).

A maioria das fibras colagenas esta disposta em padréo circunferencial, entrelacada



por pequena quantidade de fibras orientadas de forma radial e obliqua, que se direcionam da
superficie para a camada mais profunda do menisco (Bullough et al., 1970), favorecendo a
absorcdo de cargas compressivas (Rijk e Van Noorden, 2002).

O diametro e orientacdo das fibras coldgenas, assim como a morfologia das células,
variam da superficie até as regides centrais e mais profundas do menisco. A superficie que
situa-se contra a cartilagem articular, geralmente consiste de uma camada de fibrilas finas,
logo abaixo delas, h4 fibras de coldgeno de pequeno didmetro com orientacdo radial em
diregdo ao corpo do menisco, onde se forma uma camada mais espessa de colageno
(Ghadially et al., 1983). Nas extremidades, cornos cranial e caudal, o colageno esta
organizado em feixes delicados, separados por septos de tecido conjuntivo frouxo, enquanto
no corpo, as fibras coldgenas sdo mais espessas (Vasseur, 2007).

Somer e Somer (1983) compararam 0s meniscos mediais e laterais de cdes, com
especial consideragdo as fibras coldgenas e elasticas, elementos celulares, substancias
intercelulares e vasos sanguineos, e ndo encontraram diferenga na estrutura histologica. Os
mesmos autores relataram que os condrocitos sdo as células predominantes e que estdo em
maior quantidade nos cornos, estando circundados por abundante substéncia intersticial. J& no
corpo meniscal ocorre maior concentracdo de fibroblastos e fibrécitos (Somer e Somer, 1983).
Em meniscos lesionados de humanos foram identificados: condrocitos, fibroblastos,
miofibroblastos (apenas em menisco lesionado) e células degeneradas e necroticas (Ghadially
etal., 1983).

O suprimento vascular do menisco é fornecido principalmente pelas artérias
geniculares lateral e medial (Arnoczky e Warren, 1982; Bennett e May, 2004), cujos ramos
déo origem ao plexo capilar perimeniscal no interior da membrana sinovial e dos tecidos
capsulares da articulagdo do joelho. Esse plexo capilar supre a borda periférica dos meniscos,
através de sua juncdo com a cépsula articular, com vasos orientados predominantemente de
forma circunferencial e ramificagdes radiais direcionadas ao centro da articulagdo. Em estudo
realizado com cées foi observado grau de penetragdo vascular de 15 a 25% na largura do
menisco (Arnoczky e Warren, 1983).

Os cornos dos meniscos sdo supridos por vasos sanguineos e nervos que possuem
grandes fibras mielinizadas, enquanto o corpo é praticamente desprovido de irrigacdo e
inervacdo (Arnoczky e Warren, 1982; Cohen et al., 1993), sendo nutrido por meio de difuséo
do liquido sinovial (Arnoczky Warren, 1983).

E importante a preocupacdo com a cicatrizacdo do menisco lesionado, de forma a

diminuir a ocorréncia de lesdes degenerativas e aliviar os sinais clinicos imediatos, como dor



e edema (Tucker et al., 2012). Na reparagdo tecidual, o sangramento local fornece elementos
celulares e mediadores bioquimicos essenciais para a cicatrizagdo. Portanto, a falta de
suprimento vascular, limita a capacidade de cicatrizacdo da regido central do menisco
(Hennerbichler et al., 2007; Starke et al., 2009).

A realizacdo da sutura do menisco, que tem como objetivo restabelecer sua integridade
anatdbmica e funcional, possui resultados que séo influenciados pela vascularizagdo da regido
acometida (Arnoczky e Warren, 1983; Cohen et al., 1998; Friedman, 2003). As lesdes
localizadas principalmente na zona central tem capacidade de cicatrizagdo inferior (Kimura et
al., 1995). Porém, estudo realizado por Kalliakmanis et al. (2008) ndo evidenciou diferenca na
recuperagdo pos-operatoria de pacientes com lesdes localizadas na regido vascularizada e
lesBes na regido avascular do menisco, apds a sutura.

De acordo com Cooper et al. (1991), a chance de cicatrizacdo do menisco humano €
maior se a lesdo esta localizada em area vascularizada, ou se é criado um acesso da lesdo aos
elementos do sangue. Portanto, a maioria dos cirurgides limita a sutura as lesbes localizadas
na borda periférica do menisco. No entanto, a extensdo da lesdo para a area avascular ndo €
critério de exclusdo desta técnica (Noyes e Barber-Westin, 2002).

Apenas 30 a 50% das lesdes dos meniscos sao reparadas por sutura (Wirth et al., 2002;
Friedman, 2003). Mccarty et al. (2002), descreveram que o reparo meniscal é utilizado
principalmente se o ligamento cruzado cranial estiver integro e se a lesdo for pequena e
localizada em é&rea vascularizada. Quando os critérios para sutura ndo forem preenchidos, a
meniscectomia parcial ou total deve ser realizada (Cury et al., 2002).

A retirada parcial ou total do menisco esta associada, a médio e longo prazo, a
processos degenerativos da articulagdo, resultando em graus varidveis de comprometimento
articular (Wirth et al., 2002; Rijk, 2004). Em um joelho submetido a meniscectomia total, a
area de contato é reduzida em cerca de 50%, aumentando a &rea de carga por unidade sobre a
cartilagem articular. Mesmo a meniscectomia parcial pode afetar a biomecanica do joelho e
aumentar a pressao de contato sobre os tecidos moles (Ding et al., 2007). Angele et al. (2008)
relataram que a meniscectomia parcial artroscopica é uma técnica comum, que minimiza em
curto prazo os sinais clinicos, no entanto, ocorre reducdo do suporte de cargas pelo menisco e
existe o risco de osteoartrite.

O transplante de aloenxerto meniscal é um procedimento potencialmente eficaz na
prevencdo da osteoartrite apds a meniscectomia (Buma et al., 2004; Reckers et al., 2009). A
técnica apresenta como vantagem a possibilidade de utilizar um tecido semelhante em sua

morfologia ao tecido que estd sendo substituido; as desvantagens estdo na possibilidade de



veicular doencgas infectocontagiosas, na remodelacdo lenta do enxerto e nos eventuais

processos

de rejeicdo tecidual (Buma et al., 2004; Reckers et al., 2005; Xing et al., 2005; Tucker et al.,
2012).

Apesar dos resultados satisfatorios, ndo ha na literatura consenso sobre a influéncia da
celularidade no menisco transplantado, que € consequéncia direta da técnica de preservagdo.
Autores preconizam que a viabilidade celular é fator importante para a integragéo do enxerto,
enquanto outros déo preferéncia ao transplante de menisco com matriz colagena desvitalizada
(Rijk, 2004; Reckers et al., 2005).

O interesse crescente na utilizacdo de biomateriais, biocompativeis e biodegradaveis,
para regenerar o tecido meniscal danificado tém levado ao uso experimental de produtos
como a proteina fibrosa da seda, o &acido poli-L-latico (PLLA) e o &cido hialurénico e
gelatina, demonstrando resultados satisfatdrios (Angele et al., 2008; Tucker et al., 2012).

A preservacdo e o tempo de armazenamento exercem efeitos diversos sobre a
integridade bioldgica e bioquimica dos tecidos. As técnicas mais utilizadas na preservacdo de
meniscos s&o a refrigeracdo, o congelamento, a liofilizacdo e a criopreservacéo (Fabbriciani et
al.,, 1997; Cury et al., 2002; Friedman, 2003). Vilela et al. (2010a,b), em estudo in vitro,
recomendaram a glicerina 98% como meio de preservacdo de meniscos de coelhos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a técnica cirdrgica de aloenxerto
meniscal em coelhos, avaliar a fixagdo dos meniscos transplantados na membrana sinovial e a
revascularizagéo desses meniscos, determinar o tamanho dos meniscos e quantificar os tipos e

a organizacao das fibras colagenas e células.
MATERIAL E METODOS
1. Animais
Foram utilizados 16 coelhos machos da raca Nova Zelandia, com peso médio de
3,5kg. Os animais tiveram periodo adaptativo minimo de 10 dias, foram alojados em gaiolas

individuais e receberam ragéo propria para a espéecie e 4gua a vontade.

2. Preparagéo dos meniscos

O experimento foi dividido em trés etapas. Na primeira foi realizada a coleta asséptica



de meniscos mediais do joelho esquerdo de outros 16 coelhos, de mesmo porte, provenientes
de criagcdo comercial. Depois de retirados, 0s meniscos foram armazenados em frascos
individuais contendo glicerina 98%, por um periodo de 45 a 60 dias, segundo procedimentos
adotados por Vilela et al. (2010a).

Na segunda etapa, os meniscos preservados na glicerina foram reidratados por 12
horas em solucéo salina a 0,5% de enrofloxacina e transplantados, apds meniscectomia medial
total, no joelho esquerdo de cada coelho. Na terceira etapa, 70 dias apds o transplante,
realizou-se a eutandsia dos animais e a remocdo dos meniscos transplantados (joelho
esquerdo), chamados de meniscos tratados (MT; a MT;¢) e dos contralaterais (joelho direito),
denominados meniscos proprios (MP; a MPj).

Dezesseis meniscos, sendo 8 tratados e 8 proprios, foram submetidos & andlise
macroscapica e histomorfométrica, por meio da quantificagdo dos tipos de fibras colagenas e
avaliagdo de sua disposicéo, e quantificagdo dos tipos celulares presentes. Os outros dezesseis
meniscos, sendo 8 tratados e 8 proprios, foram submetidos ao estudo da vascularizagdo por

meio de radiografias contrastadas.

3. Procedimento anestésico e cirdrgico

Para os procedimentos cirdrgicos de meniscectomia e transplante do aloenxerto, os
animais foram sedados com acepromazina 0,2% (0,5 mg/kg, IM), receberam como anti-
inflamat6rio meloxicam 0,2% (0,2 mg/kg, SC) e antibioticoterapia com enrofloxacina 2,5%
(10 mg/kg, SC). A anestesia foi obtida com a associa¢do de midazolam (3 mg/kg) e cetamina
(25 mg/kg) por via intramuscular, e foi mantida com isoflurano através de méascara com fluxo
de oxigénio constante de 2,5 L/min.

Realizou-se a incisdo longitudinal de pele e tecido subcutaneo na superficie cranio-
medial do joelho esquerdo, com cerca de seis centimetros de extensdo. Em seguida, o tecido
subcutaneo foi dissecado até a exposicdo medial da capsula articular, que foi incisada
juntamente com a membrana sinovial. A patela foi luxada lateralmente, o joelho flexionado e
a articulacdo exposta. O ligamento colateral medial e o tenddo patelar foram afastados com
auxilio de um fio de néilon, para facilitar a visibilidade do menisco e a sec¢do dos ligamentos
meniscocapsulares. Em seguida, um discreto esforgo em valgo com o joelho flexionado foi
suficiente para permitir a abordagem caudal do menisco medial. A meniscectomia total
medial foi entdo realizada apds seccdo dos ligamentos meniscotibiais cranial e caudal (Figura
1 AeB).



Figura 1. Meniscectomia medial total do joelho esquerdo. A: tenddo patelar e ligamento colateral medial
afastados com fio de naéilon, facilitando a visibilidade do menisco (seta) e a secgdo dos ligamentos
meniscocapsulares com agulha hipodérmica 40x12. B: ap6s visibilizagdo da porcdo cranial (seta) e caudal do
menisco, foi feita a seccdo dos ligamentos meniscotibiais cranial e caudal, possibilitando a meniscectomia. a:
tenddo patelar; b: ligamento colateral medial.

Previamente a implantacdo, utilizando-se fios de poliglactina 910, nimero 6.0 e agulha
hipodérmica 13x0,45, cada menisco foi transfixado com dois pontos de reparo em “U”, sendo
um na regido entre o corno cranial e o terco médio do menisco e o0 outro entre o terco médio e

o corno caudal (Figura 2 A e B).

EE 2 e e
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Figura 2. Fios cirdrgicos aplicados no menisco. A: menisco sendo transfixado com dois pontos de
reparo em “U”, com auxilio de agulha hipodérmica 13x0,45. B: menisco com fios inseridos entre o

terco médio e os cornos cranial (CCr) e caudal (CCa). » Ter¢co médio

O menisco foi entdo posicionado sobre o platd tibial e os fios passados no sentido do
interior para o exterior da cdpsula articular. O fio localizado na por¢édo caudal do menisco foi

posicionado caudalmente ao ligamento colateral medial e o fio localizado na porgéo cranial



foi posicionado lateralmente ao tenddo patelar, transpassando a capsula articular (Figura3 A e
B). Em seguida a pele foi afastada possibilitando a visibilizagao dos fios, foram aplicados 0s
nds sobre o tecido subcutdneo e o menisco foi fixado. Posteriormente, a patela foi
reposicionada, e a capsula articular e o tecido subcutaneo suturados com fio poliglactina 910,

nimero 4.0. A pele foi suturada em pontos isolados simples com fio mononailon nimero 4.0.

Figura 3. Implantacdo e fixacdo do menisco na articulagdo. A: menisco posicionado sobre o platé tibial. B:
fios passados do interior para o exterior da articulagdo. Tend&o patelar (a); ligamento colateral medial (b); fio
caudal ao ligamento colateral medial (1); fio lateral ao tend&o patelar (2).

Ap06s o procedimento cirdrgico cada coelho recebeu morfina (1,0 mg/kg, SC). A ferida
cirirgica foi avaliada diariamente até a retirada dos pontos, no décimo dia, e 0s animais
receberam enrofloxacina (10 mg/kg, IM, a cada 24 horas) durante oito dias, meloxicam (0,2
mg/kg, SC, a cada 24 horas), por quatro dias e sulfato de morfina (1,0 mg/kg, SC, a cada 8
horas) por dois dias.

4. AvaliagOes dos meniscos
Apos 70 dias do transplante foi realizada a eutanasia dos coelhos com sobredosagem
anestésica, e 0s meniscos tratados (MT; a MTy) e os proprios (MP; a MPy) foram
removidos. Dezesseis meniscos, sendo 8 tratados e 8 prdprios, foram submetidos a andlise
macroscopica e histomorfométrica. Os outros dezesseis meniscos, sendo 8 tratados e 8
préprios, foram submetidos ao estudo da vascularizacgéo.

Avaliacdo Macroscdpica
Foram avaliados o tamanho, a forma e a fixagdo periférica dos meniscos tratados
(MT). Sendo classificados como normais, quando apresentaram o mesmo tamanho e forma

comparando-se com 0s meniscos proprios (MP), e alterados, quando apresentaram tamanho



menor ou forma diferente. Quanto a fixagdo periférica, foi classificada como total, quando

todo

0 menisco se encontrava fixo @ membrana sinovial, e parcial, quando pelo menos uma porgéo

do menisco nao estava aderida.

Avaliacdo Histomorfométrica

Apés avaliagdo macroscopica, 0s meniscos foram processados para andlise
histolégica. Os cortes histologicos foram corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE),
para avaliacdo das celulas, e de Picrosirius Red, para identificacdo e quantificacdo das fibras
colagenas tipo | e I1l.

Para avaliagdo da celularidade, foram capturadas dez imagens de cada lamina corada
com HE, utilizando-se objetiva de 20X e avaliadas no sistema de anélise de imagens (Image
Pro-Plus®4.5). Realizou-se a contagem e a identificacdo dos tipos celulares presentes,
fibroblastos/fibrdcitos e condrocitos nos meniscos proprios (MP) e nos tratados (MT) em
1000 interse¢des, selecionados aleatoriamente em cada lamina. Também foi avaliado se as
células estavam presentes na periferia, na regido central ou em todo o menisco.

Para avaliacdo do coldgeno, cada preparacéo corada pelo Picrosirius foi observada em
microscopio de luz polarizada (Olympus AX-70) utilizando-se objetiva de 10X, para
identificacdo dos tipos de colageno e avaliagdo da disposi¢do das fibras. Foram capturadas
dez imagens de diferentes campos de cada menisco, para serem analisadas pelo sistema de
analise de imagens (Image Pro-Plus®4.5), com a finalidade de avaliar a concentragéo total de
colageno tipo I e I11.

Foi utilizada uma grade com 100 interse¢des sobre cada imagem e foram contados os
pontos sobre as cores vermelha, laranja ou amarela, que representam fibras coléagenas do tipo
I; e sobre a cor verde, que representa as fibras do tipo Ill. Dessa forma, foi estabelecida a
percentagem de cada cor e assim de cada tipo de fibra coldgena. A disposicao das fibras foi

classificada como organizada ou néo.

Avaliagéo da Vascularizagédo

Antes da remogdo do menisco tratado (MT) e do menisco préprio (MP) de cada
coelho, foi realizada a infusdo de contraste na artéria femoral esquerda e direita. Para isso, foi
realizada uma incisdo longitudinal medial no terco médio da coxa, com cerca de 6,0 cm e

dissecacdo do tecido subcutaneo até o plano muscular. O musculo vasto medial foi afastado



lateralmente e o musculo sartério medialmente, atingindo-se o feixe vasculo nervoso.

ApoOs isolamento da artéria femoral, um cateter de silicone n® 24 foi introduzido em
seu interior e ela foi ligada o mais distal possivel. Houve a preocupagdo em obliterar os
principais vasos colaterais, evitando o extravasamento do contraste. Em seguida, foi colocado
um torniquete justaproximal ao ponto de introducéo do cateter, no terco proximal do fémur, e
outro

distalmente, na altura do terco médio da tibia, aumentando assim a pressdo periarticular. Na

sequéncia, foi realizada a eutanasia do animal e foram infundidos 10 mL de sulfato de bario
100% (Bario Gel Geléia- Cristalia®), de forma lenta e gradual (Figura 4 A e B).

Figura 4. Método de avaliacdo da vascularizagdo dos meniscos. A: cateter de silicone inserido e ligado o mais
distal possivel na artéria femoral. B: injecdo de sulfato de béario, preenchendo a artéria femoral (seta).

Ao final da aplicacéo, o cateter foi clampeado e os torniquetes mantidos. A seguir, foi
realizada a meniscectomia de forma delicada, preservando a anatomia dos meniscos e o tecido
capsular perimeniscal. Os meniscos foram colocados em solugdo de formol 10% e
preservados por dez dias, até a realizagdo das radiografias.

Os meniscos tratados (MT) e os préprios (MP) foram radiografados com mamaografo
General Electric, modelo Senographe 700t, com filme para mamografia. A técnica empregada
foi de 25kv, com exposic¢Oes de 0,3 segundos. Posteriormente, as radiografias dos meniscos
tratados (MT) foram comparadas com as dos meniscos préprios (MP) e avaliadas, quanto a
presenca de vascularizagdo nos tecidos perimeniscais e margem periférica, sendo classificada
como presente ou ausente.

Para a comparacao da percenteagem da celularidade e do colageno entre 0s meniscos
préprios (MP) e os tratados (MT) foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
devido ao numero pequeno de observagdes. Valores de p<0,05 indicaram que existiu

diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Os célculos estatisticos foram
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realizados no software SPSS v18.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo do aloenxerto meniscal preservado em glicerina como substituto do
menisco apresentou a vantagem de possuir morfologia semelhante ao tecido que foi removido
(Buma et al.; 2004). De acordo com Cury et al. (2002), a meniscectomia e a substituicdo do
menisco por um aloenxerto devem ser empregados, sempre que a sutura do menisco nao
puder ser realizada ou houver perda do tecido meniscal.

Nesse estudo, o menisco transplantado foi fixado a cépsula articular por meio de dois
fios de suturas poliglactina 910 nimero 6.0, aplicados no menisco e depois do interior para o
exterior da articulagdo. Cury et al. (2002) utilizaram técnica semelhante em coelhos, mas com
fio de nailon nimero 6.0 e, também, obtiveram fixagdo estavel, que é uma etapa importante
para a fixagdo e sucesso do transplante.

Quanto ao tamanho dos oito meniscos tratados avaliados (Tabela 1), observou-se que
dois deles (MT1 e MT6) apresentaram comprimento menor em seu maior eixo (0,6 e 0,7 cm,
respectivamente), comparando-se com 0s meniscos proprios (MP), cujos comprimentos
variaram de 0,9 a 1,0 cm. Os outros seis meniscos tratados apresentaram comprimento similar
aos meniscos proprios. Também, o MT1 apresentou formato circunferencial, com o corno
cranial unido ao caudal, diferente dos meniscos normais (préprios), que apresentam um
formato oval, conforme descrito por Arnoczky (1996), em cées.

Em relacéo a fixacdo periférica, apenas no MT1 foi observada fixacéo parcial, pois o
corno caudal e o terco médio estavam livres, com o menisco fixo apenas pelo corno cranial. O
fio de sutura utilizado pode ter se rompido ou cortado 0 menisco no momento da ligadura ou,
ainda, pode ter sido absorvido. Essa fixacdo parcial pode ter sido a responsavel pela forma
alterada do MT1. Os outros sete meniscos tratados apresentaram fixagao total, ou seja, toda a
regido periférica fixa a capsula articular (Tabela 1). Esses resultados sdo semelhantes aos de
Mikic et al. (1993) em cdes e Cury et al. (2002) em coelhos, que encontraram um alto indice
de fixagdo em toda a extensdo periférica de meniscos transplantados, e também relataram

casos de auséncia de fixacdo no tergo médio e corno caudal dos meniscos.
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Tabela 1-Tamanho, forma e fixacdo periférica dos meniscos tratados.

Menisco Tamanho Forma Fixacdo periférica
MT1 Alterado Alterada Parcial
MT2 Normal Normal Total
MT3 Normal Normal Total
MT4 Normal Normal Total
MT5 Normal Normal Total
MT6 Alterado Normal Total
MT7 Normal Normal Total
MT8 Normal Normal Total

Na andlise da celularidade dos meniscos foram encontrados condrdcitos, fibroblastos e
fibrocitos. De acordo com Ghadially et al. (1978), Cury et al. (2002) e Vilela et al. (2010a) os
meniscos de coelhos sdo compostos por um entrelacado de fibras colégenas interpostas pelos
tipos celulares observados nesse estudo. E de forma semelhante, esse padrdo histolgico foi
relatado em meniscos de cdes e do homem (Arnoczky et al., 1992; Mikic et al., 1993).

Nos meniscos proprios (MP) e nos tratados (MT), os condrdcitos foram o tipo celular
predominante, estando em maior quantidade nos cornos dos meniscos, envolvidos por
abundante substancia intersticial (Figura 5 A-H). J& os fibroblastos/fibrocitos estavam
presentes, principalmente, no corpo do menisco (Figura 6 A, B, D e E). Entéo, pode-se dizer
que os meniscos tratados (MT) foram repovoados com os mesmos tipos celulares e nos
mesmos locais, observados nos meniscos proprios (MP), semelhante ao descrito por Somer e
Somer (1983) e Vilela et al. (2010a), em meniscos frescos de cées e coelhos, respectivamente.
Mas diferentemente dos resultados de Cury et al. (2002), que ndo observaram predominio de
um tipo celular, com distribuicéo das células de forma homogénea em aloenxertos meniscais

congelados de coelhos.
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Figura 5. Fotomicrografias dos cornos de

meniscos proprios (A, B, C e D) e tratados (E, F, G e H),
demonstrando condrécitos envolvidos por substancia intersticial. Nas figuras D e H observam-se

fibroblastos e fibrdcitos (setas) na regido periférica dos cornos e condrdcitos na regido central. HE.

12
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Né&o houve diferenca (p<0,005) no percentual de condrdcitos e fibroblastos/fibrécitos
entre 0s meniscos proprios (MP) e os tratados (MT), sendo a média nos MP 60,5 e 39,5 e nos
MT 59,4 e 40,6, respectivamente, semelhantes aos valores relatados por Vilela et al. (2010a),
em meniscos frescos de coelhos. De acordo com Mikic et al. (1997) e Starke et al. (2009),
apo6s transplante, o aloenxerto meniscal € repopularizado por células do hospedeiro,

provenientes da membrana sinovial e capsula articular, que invadem o transplante.

/' 0. 747 F 75 72 / ] | ,l‘. ,“’ :- \KORWIEEA S

de fibrdcitos e fibroblastos em regido periférica e central. Em C (préprio) e F (tratado) observam-se condrécitos
espalhados por todo o corpo do menisco. HE.
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Nessa pesquisa, 0os aloenxertos meniscais foram preservados em glicerina 98% e
reidratados em solucgdo salina, antes de serem transplantados. Segundo Vilela et al. (2010a),
meniscos de coelhos preservados desta forma perderam a viabilidade celular, diferentemente
do observado apds congelamento realizado nos experimentos de Reckers et al. (2005). Desta
forma, a glicerina 98% € uma opcdo de meio de preservagdo, quando se deseja o aloenxerto
meniscal com matriz coldgena desvitalizada, como preconizado por Aagaard et al. (1999).

Foram observados nos meniscos tratados (MT), feixes de fibras coldgenas dispostas de
forma organizada no corpo dos meniscos e de forma desorganizada nos cornos meniscais.
Diferentemente dos meniscos prdprios (MP), onde as fibras estavam organizadas em toda a
extensdo do menisco (Figura 7 A-F). Arnoczky et al. (1992) e Cury et al. (2002) descreveram
alteracdo na orientacdo das fibras de coldgeno em aloenxertos meniscais de cdes e coelhos,
respectivamente, e concluiram que a desorganizacdo observada, principalmente no terceiro
més apos o transplante, é temporaria, resultante do processo de remodelacdo tecidual, e que
ndo existe mais seis meses apos o transplante, segundo Arnoczky et al. (1992).

No corpo dos meniscos tratados (MT) e em toda a extensdo dos meniscos proprios
(MP) foi identificada a disposicdo predominantemente circunferencial das fibras colagenas,
entrelagcadas por pouca quantidade de fibras dispostas de forma radial, semelhante a
organizacdo histolégica descrita por Bullough et al. (1970) em humanos e Vilela et al.
(2010b) em coelhos, quando avaliaram meniscos frescos. Tem sido enfatizado (Aagaard et al.,
1999; Rijk e Van Noorden, 2002) que essa disposi¢do das fibras colagenas contribui para a
manutencéo de propriedades mecanicas. Nos meniscos tratados (MT) do presente trabalho foi
observada desorganizagédo das fibras nos cornos meniscais, o que pode comprometer, segundo
Xing et al. (2005), a capacidade mecénica dos transplantes nos primeiros seis meses, periodo
em que ha a remodelagéo tecidual.

Tanto nos meniscos proprios quanto nos tratados houve predominio de fibras de
colageno tipo I. Desta forma, foi mantido nos aloenxertos preservados e ap6s transplantagéo,
0 tipo de colageno predominante nos meniscos, de acordo com McDevitt e Webber (1990) e
Buma et al. (2004). As médias percentuais foram de 70,9 nos meniscos proprios (MP) e de
66,8 nos tratados (MT). J& o colageno tipo Il1, apresentou média percentual de 29,1 nos MP e
de 33,2 nos MT, ndo havendo diferenca significativa nas quantidades de colageno tipo | e 111
entre 0s MP e os MT. Os dados para o coldgeno tipo | estdo semelhantes aos cerca de 75-
80%, citados por Rijk e Van Noorden (2002) e por Buma et al. (2004). Entretanto, Reckers et
al. (2009) observaram que o percentual de coldgeno tipo | variou de 23,7 a 34,5% em

aloenxertos meniscais de coelhos preservados a - 73°C, o que pode influenciar negativamente
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as propriedades mecanicas desse transplante.

N7 7

Figura 7. Fotomicrografias das fibras colagenas observadas em microscépio de luz polarizada. Fibras colagenas
tipo I: coloragdo amarela, laranja e avermelhada; tipo IlI: cor verde. Fibras colagenas organizadas foram

observadas nos cornos (A e B) e corpo (C) dos meniscos proprios (MP). Nos meniscos tratados (MT) observou-
se desorganizacdo das fibras nos cornos (D e E) e organizacdo da maioria das fibras presentes no corpo (F).
Picrosirius Red.

Nas radiografias dos meniscos tratados (MT) e submetidos ao estudo da
vascularizagdo (Figura 8), foi observada a presenca de vasos nos tecidos perimeniscais
(membrana sinovial, tecido capsular, tecido adiposo) e borda periférica dos cornos e/ou corpo

dos meniscos. A presenca dos vasos sanguineos foi comprovada na avaliagao histolégica das
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ldminas coradas com HE. Isto demonstrou a invasdo do aloenxerto meniscal por vasos
sanguineos do hospedeiro, provenientes da membrana sinovial e cépsula articular,
possibilitando a reparagdo/fixagdo do transplante. Na regido central do menisco ndo foram

visualizados vasos sanguineos, confirmando os achados de Bennet e May (2004).

Figura 8. Radiografias contrastadas dos meniscos tratados (MT), demonstrando vascularizacdo
nos tecidos perimeniscais e borda periférica do corpo e cornos meniscais (setas).

A auséncia de vascularizacdo na regido central dos meniscos tratados (MT) n&o possui
consequéncias indesejaveis, pois, também os meniscos proprios (MP) (Figura 9) e conforme
descrito na literatura (Arnoczky e Warren, 1983), a regido central do menisco € avascular e
nutrida por difusdo do liquido sinovial, enquanto a &rea periférica do corpo é irrigada por
plexo sinovial vascular, proveniente da cépsula articular. Os MP e os MT apresentaram

padrdo vascular semelhante.
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Figura 9. Radiografias contrastadas dos meniscos proprios (MP), demonstrando vasculariza¢do nos
tecidos perimeniscais e borda periférica do corpo e cornos meniscais (setas).

CONCLUSOES

A utilizagdo de dois pontos de reparo em “U” em aloenxertos meniscais mediais de
coelhos ¢é eficiente para sua fixagdo intra-articular e aos 70 dias de transplante, as analises

histoldgicas e radiograficas evidenciam a incorporagdo meniscal.
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