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ARTIGO ORIGINAL

O uso da matriz 6ssea desmineralizada na reparacéao de
lesGes osteocondrais.

Estudo experimental em coelhos.

The use of demineralized bone matrix in the repair of osteochondral lesions.
Experimental study in rabbits.

ALpo Jost Fernanpo pa CosTA!, CLAupia Recina Gomes Carbin MENDES DE OLiveira?, NATALNO Leorizzi®, Marco MARTINS AmaTuzzi*

RESUMO

Este estudo teve como finalidade a avaliagao do uso de matriz
6ssea desmineralizada na reparagao de lesdes osteocondrais. A
cartilagem articular tem pequena capacidade regenerativa devido
a suas caracteristicas histolégicas e a auséncia de vasos
sanguineos. Implantes teciduais e cultura de células condrogénicas
foram utilizadas para o tratamento de lesdes osteocondrais, porém
trazem dificuldades técnicas na fixagao e suporte mecanico da
regido subcondral. A matriz 6ssea desmineralizada pode facilitar
tecnicamente a fixagdo destes implantes em razdo de ser um
material firme, porém com caracteristicas eléasticas. Além de ter
capacidade osteogénica e produzir osso subcondral, assim
funcionando como suporte mecanico, também tem fatores
indutores de condrogénese. Lesbes osteocondrais foram
produzidas em joelhos de 15 coelhos. Os joelhos esquerdos
foram tratados com matriz 6ssea desmineralizada, e os direitos
usados como controle comparativo. Realizaram-se avaliacdes
macroscopicas e histoldgicas nas semanas 02, 04 e 06. Nas lesdes
tratadas com matriz 6ssea desmineralizada foi obtido 100% de
viabilidade do enxerto e formacéo de tecido normal de reparacéo,
o qual preencheu a lesdo completamente com matriz 6ssea
desmineralizada. A anélise histolégica demonstrou neoformagao
Ossea e integragdo do enxerto com o tecido ésseo da regiéo
subcondral, e naregiao superficial dalesao ocorrera a indugao de
formagéao de tecido condrogénico. A conclusao deste estudo é
que a matriz 6ssea desmineralizada € Util na reparagdo de lesdes
osteocondrais devido a sua capacidade de indugao Ossea e
inducéo de formagao de tecido condrogénico. Pode ser usada
no tratamento de lesdes osteocondrais como componente de
um enxerto composto com tecido condrogénico ou cultura de
células condrogénicas. Pode também diminuir as dificuldades
técnicas de fixagao e suporte estes implantes.

INTRODUGAO

A cartilagem hialina reveste a superficie das articulagoes e tem,
como caracteristica principal, a capacidade de suportar intensas
e repetidas forgas de compressao e de tracao.
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SUMMARY

This study evaluated the use of the demineralized bone matrix in
the repair of osteochondral lesions. The articular cartilage has little
regeneration capacity because of its histological features and the
absence of blood vessels. Implants of tissues and culture of
chondrogenic cells have been used for the treatment of
osteochondral lesions, but show technical difficulties of fixation and
mechanical support of the subchondral region. The demineralized
bone matrix can technically facilitate the fixation of these implants
because itis a firm material with elastic features. Besides having
osteogenic capacity and producing subchondral bone tissue and
then working as mechanical support, it also has inductor factors of
chondrogenesis. Osteochondral lesions were produced in the knees
of 15 rabbits and the left knees were treated with the demineralized
bone matrix, and the right knees were used like control of the study.
Macroscopic and histological evaluations were made with 02, 04
and 06 weeks. In the lesions treated with the demineralized bone
matrix it was obtained 100% of viability of the graft and the formation
ofa plain reqular repair tissue which filled the lesion completely with
DBM. The histological analysis revealed bone neoformation and
integration of the graft with the bone tissue in the subchondral region,
and in superficial region of the lesion occurred the induction of the
formation of chondrogenic tissue. The conclusion of this study is
that the demineralized bone matrix is useful in the repair of
osteochondral lesions because of its capacity of bone induction,
integration to the subchondral bone tissue and induction of the
formation of chondrogenic tissue. It can be used as a component
of a composite graft with chondrogenic tissue or culture of
chondrogenic cells for the treatment of osteochondral lesions, and
can decrease the technical difficulties of fixation and support of
these implants.

INTRODUCTION

The hyaline cartilage covers the joints surface and has as main
characteristic the capacity to support intensive and repetitive
compression and tension load.
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E constituida por condrocitos e pela matriz extracelular.

Os condrocitos tém a funcéo de produzir e manter a matriz,
enquanto a arquitetura e a composigéo desta tém influéncia direta
sobre a fungéo dos condrécitos'.

A cartilagem articular ndo possui vasos sanguineos, vasos
linfaticos e nervos. A nutricdo dos condrécitos e o transporte dos
seus metabdlitos se faz por difusdo através da matriz extracelular
e dependem do liquido sinovial.

Esta cartilagem pode ser lesada por uma série de fatores
mecanicos, quimicos ou microbioldgicos.

Pela sua caracteristica histoldgica e por ser desprovida de
aporte sanguineo, as lesdes da cartilagem articular possuem pouca
ou nenhuma capacidade de regeneracao. As lesoes cartilaginosas
geralmente evoluem para a doenca articular degenerativa,
caracterizada por dor, rigidez e perda da mobilidade articular.
Esta doenga esta entre as causas mais comuns de dor e
incapacidade entre as pessoas de meia-idade e 0s idosos.

O tratamento das lesdes condrais e osteocondrais, continua
sendo um desafio clinico e cientifico.

Existem varios métodos propostos para o tratamento,
destacando-se o desbridamento da cartilagem lesada,
perfuragdes da placa 6ssea subcondral, transplante de tecido
condral, osteocondral, pericondral ou periosteal, e os de maior
interesse na atualidade que utilizam o implante de cultura de células
potencialmente condrogénicas, como condrdcitos e células
mesenguimais.

Estes Ultimos apresentam dificuldades técnicas de fixagao do
implante, muitas vezes ocasionando falhas por soltura do material
implantado, ou pela falta de uma plataforma éssea subcondral
para o seu suporte mecanico que pode levar a uma incongruéncia
articular, quando submetida ao suporte de carga, nas lesdes
osteocondrais('7 549,

Com o intuito de eliminar estas dificuldades técnicas, implantes
biolbgicos como a matriz 6ssea desmineralizada, implantes
sintéticos de fibras de carbono, compostos de colageno e matrizes
biodegradaveis, tém sido utilizados como componente de um
enxerto composto, funcionando como condutor dos implantes.

A matriz 6ssea desmineralizada (MOD) por ser um material
firme, com caracteristicas elasticas, pode ser facilmente moldada
para preencher lesdes osteocondrais com diferentes tamanhos e
formatos. Pode facilitar a fixagdo de implantes por técnicas de
sutura ou pelo preenchimento de suas lacunas com as células
potencialmente condrogénicas cultivadas. A MOD tem mostrado
ter uma atividade osteoindutora importante. Além de poder
promover neoformacgéao
Ossea e integragéo com o
tecido 6sseo subcondral
adjacente e assim funcionar
como um suporte meca-
nico para estes implantes,
também contém fatores
indutores de condro-
génese(49'78‘85).

O objetivo deste es-
tudo ¢ avaliar a utilizacéo da
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Chondrocytes and extracellular matrix compose i.

The chondrocytes are responsible for matrix synthesis and
turnover, while the state of the matrix has a direct influence on
chondrocyte function.

The articular cartilage doesn’t have blood and lymphatic vessels
or nerves. The nutrition of the chondrocytes and the transport of
their metabolites occur by diffusion through the extracellular matrix
and depend on the synovial liquid.

This cartilage can be damaged by a variety of mechanical,
chemical and microbiological factors.

Due to its histological features and lack of blood support the
articular cartilage lesions own few or any regeneration capacity. The
cartilage lesions usually develop to degenerative disease
characterized by pain, stiffness and loss of articular mobility. This
disease is among the most common causes of pain and incapacity
among the elderly and adult people.

The chondral and osteochondral lesions treatment remains
being a clinical and scientific challenge.

There are several methods for the treatment as the injured
cartilage debridement, perforations through the subchondral bone;
chondral, osteochondral, perichondral or periosteal tissue transplant
and the treatment of major interest nowadays that use potentially
chondrogenic cells culture implant like chondrocytes and
mesenchymal cells.

The latest ones shows technical difficulties of implant fixation
causing many times failure because of the implanted material loosing
or due to the lack of subchondral bone platform for its mechanical
support that can lead to an articular incongruence when under load
support in the osteochondral lesions(17:5499),

Intending to eliminate these technical difficulties, the biological
implants as the Demineralized Bone Matrix (DBM), carbon fibers
synthetic implants, collagens
composite and biological
reabsobable matrix have
been used as a component
of a composite graft working
as implant conductor.

Once being a firm materi-
al with elastic features, the
DBM can be easily shaped to
fill osteochondral lesions with
different forms and size. It can
also facilitate the implant
fixation by suture techniques
or by the fulfillment of its
lacunae with the potentially
chondrogenics cultivated
cells.

The DBM has showed an
important osteoinductor fac-
tor. Besides being able to
promote osteogenesis and
integration with the adjacent
subchondral bone tissue and
this way working as a
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MOD no processo de reparagao das lesdes
osteocondrais, analisando sua capacidade
de neoformagéo éssea e integracédo com o
tecido 6sseo subcondral adjacente, e
analisar sua capacidade de inducao
condrogénica.

MATERIAL E METODOS

1. MATRIZ OSSEA DESMINERALIZADA

Foi utilizada MOD de 0sso esponjoso
de cadaver humano, doador de multiplos
orgéaos, livre de doencas sistémicas e
doengas infecciosas detectaveis. Apds a
retirada das estruturas adjacentes, a peca
foi imersa em uma solucao contendo
cloroférmio e metanol, por um periodo de
trés horas, para retirada do conteldo
gorduroso.

Realizou-se o processo de liofilizagao
com o processador Labiconco® (Labi-
conco Corporation, Kansas City, Missouri,
USA), por um periodo de 15 dias, com uma
temperatura que variou de 20°C negativos
a40°C.

O material foi submetido a um processo
de desmineralizagcdo em solucéo de &cido
cloridrico a 0,6 Normal, por um periodo de
seis horas, a umatemperatura de 4°C.

Foram realizados cortes paralelos
e retilineos de 5,0mm de espessura
(Figura 01), e com o auxilio de uma
trefina cirdrgica com diametro interno
de 4,0mm, foram produzidos cilindros
de MOD com 4,0mm de didmetro por
5,0mm de altura (Figura 02).

Estes cilindros foram esterilizados em
oxido de etileno, para entéo serem utilizados
como enxerto de MOD nas lesdes
osteocondrais produzidas no ato cirdrgico.

2. ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizados 15 coelhos adultos, da
raca New Zealand, pesando entre 2,0 e
3,5Kg.

Os animais foram alojados em
recipientes individuais, onde puderam
deambular livremente.

3. TECNICA CIRURGICA

Foram produzidas lesdes osteo-
condrais (717181989 Qg joelhos esquerdos
foram tratados com o enxerto de MOD, e
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mechanical support for these implants, it also
has chondrogenic inductive factors“®789,

The purpose of this study is to evaluate
the use of DBM in the process of
osteochondral lesion repair, analyzing its
capacity of osteogenesis and integration with
the adjacent subchondral bone tissue and
also analyze its chondrogenic induction
capacity.

MATERIALS AND METHODS

1. DEMINERALIZED BONE MATRIX

The used DBM was from a human
cancellous bone multiple organs donor,
without systemic diseases and detectable
infectious diseases. The surrounding
structures were withdrawn and the piece was
immersed in a methanol/chloroform solution
for a 3-hour period, in order to remove the fat
contents.

Lyophilization process was made with the
Labiconco® processing machine
(Labiconco Corporation, Kansas City,
Missouri, USA), for a period of 15 days under
a temperature ranging from -20°C to 40°C.
The material was submitted to a process of
demineralization in a chloridric acid solution
0,6 N for a period of 6 hours under a
temperature of 4°C.

Parallel and rectilinear cuts 5 mm thick
were made (Fig. 01) and with help of a
surgical trephine, with 4.0 mm internal
diameter, were produced cylinders of DBM
with 4.00 mm of diameter by 5.0 mm height
(Fig. 02).

This cylinders where sterilized in ethylene
oxide to be used as DBM graft in
osteochondral lesions produced during
surgery.

2. ANIMALS

Fifteen adult New Zealand white rabbits
weighing 2.0 to 3.5 Kilograms were used.

The animals where placed in individual
containers where they were able to walk freely.

3. SURGICAL MODEL

Osteochondral lesions were produced
(0717181989 The Jeft knees were treated with
DBM graft and the right knees served as
study control.

The animals were submitted to an
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os joelhos direitos serviram de controle do estudo.

Os animais foram submetidos a anestesia geral inalatéria com
halotano na concentracao de 5%, complementada com injecao
intramuscular de ketamina, na dose de 80 mg/Kg de peso.

Realizou-se incisao parapatelar medial, a patela foi luxada late-
ralmente e o joelho fletido para a exposicéo do condilo femoral
medial (Figura 03).

Na area central da regiao posterior do céndilo femoral medial,
realizaram-se perfuragdes manuais com brocas autoperfurantes
de 1, 2,5 e 3,5mm sequencialmente (Figura 04), criando-se uma
leséo osteocondral de formato cilindrico com 3,5mm de diadmetro
e 5mm de profundidade. (Figura 05).

No joelho esquerdo foi introduzido o enxerto de MOD que
fixou-se por um mecanismo de presséo (Figuras 06 e 07).

No joelho direito apenas foi produzida a lesao osteocondral e
serviu de controle do estudo.

No pdés-operatério cada animal recebeu uma dose de 50.000
Ul/Kg de penicilina benzatina por via intramuscular € os animais
foram mantidos em recipientes separados, livres para a
deambulacéo.

4. GRUPOS DE EXPERIMENTACAO

Os animais foram divididos aleatoriamente em 03 grupos de
05 animais, denominados Grupo A, B e C. Cada grupo foi
submetido a eutanasia respectivamente com 02, 04 e 06 semanas
apds o ato cirlrgico.

5. CRITERIOS DE AVALIAGAO
5.1 Critérios Macroscépicos:

Foram analisados o aspecto da ferida cirlrgica; a mobilidade
passiva do joelho; 0 aspecto da cartilagem de contato na regiao
tibial; o aspecto do tecido sinovial; a viabilidade do enxerto da
MOD nos joelhos tratados, definido como a presenca de um tecido
de reparacéo firme, preenchendo toda a leséo e continuo com o
tecido 6sseo subcondral que o circunda 10718 - ¢ as
caracteristicas do tecido de reparagéo.

5.2 Critérios Histoldgicos:

Foram realizados cortes histoldgicos, que foram corados pelo
método de hematoxilina-eosina.

A analise histoldgica realizou-se por método qualitativo, onde
foram avaliadas as seguintes variaveis, relacionadas a natureza
do tecido de reparacao:

1) Regiado subcondral da lesdo osteocondral: presenca de
processo inflamatdrio cronico inespecifico; as caracteristicas
do tecido de reparagéo: neoformagao 6ssea ou com tecido
fibroso; e a integragdo ¢ssea do enxerto da MOD ao tecido
6sseo subcondral, utilizando-se o sistema de graduagéo
histolégica descrito por Billings et al. (1990).

2) Regiao superficial da lesdo osteocondral: caracteristicas do
processo de reparacdo: tecido fibroso, tecido mesenquimal
indiferenciado, cartilagem hialina imatura ou cartilagem hialina
madura, conforme os critérios descritos por Kim et al. (1991).
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inhalant general anesthesia with halotano in 5% concentration,
complemented with ketamine intramuscular injection (80 mg/kg
body weight).

A medial parapatelar incision was made, the patella was
dislocated laterally and the knee was inflected to the exposition of
the medial femoral condyle (Fig. 03).

In the central area of the posterior region of the medial femoral
condyle, hand perforations were made with selfperforating drills of
1, 2.5 and 3.5mm sequentially (Fig.04), creating an osteochondral
lesion of cylindrical shape with 3.5mm of diameter and
5.0mmdeep. (Fig. 05).

In the left knee was introduced the DBM graft which fixation was
by a pressure mechanism (Fig. 06 and 07).

In the right knee only the osteochondral lesion was produced
and served as control of studly.

Postoperatively each animal received 50,000 UI/Kg of Benzatine
penicillin intramuscle and the animals were housed in individual cages
and allowed to move freely.

4. EXPERIMENTAL GROUPS

The animals were divided randomly in three groups of five animals
named Group A, Band C.

Each group was submitted to euthanasia respectively with 02,
04 and 06 weeks after the surgery.

5. EVALUATION CRITERIA
5.1 Macroscopic Criteria

The surgical wound aspect was analyzed; the passive mobility
of the knee, the aspect of contact cartilage in the tibia region, the
aspect of the synovial tissue; the viability of the DBM graft in the
treated knees, defined as the presence of a steady repair tissue,
fulfilling all the lesion and continuous with the subchondral bone
tissue that surrounds it©"97.18 and the features of the repair tissue.

5.2 Histological Criteria

Histological sections were done and were stained by the
hematoxilin-eosin method.

The histological analysis was done by qualitative method.
The following features were evaluated:

1) Subchondral area of the osteochondral lesion: presence of not
specific chronic inflammatory process; the characteristics of the
repair tissue, osteogenesis or fibrous tissue; and DBM graft
integration to the subchondral bone tissue using the system of
histological graduation described by Billings et al. (1990).

2) Superficial area of the osteochondral lesion: characteristics of
the process of repair tissue: fibrous tissue, undifferentiated
mesenchymal tissue, immature hyaline cartilage or mature hyaline
cartilage, according to the criteria described by Kim et al. (1991).
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5.3 Andlise Estatistica:

Para a analise estatistica foram utilizados
o teste exato de Fisher e o teste da Razao de
Verossimilhanca. Os resultados conside-
rados significantes sao 0s que possuem
relagbes de dependéncia ao tratamento com
nivel de 5% de significancia, e séo
destacados por um asterisco (*).

RESULTADOS

1. ASPECTOS MACROSCOPICOS

N&o foi observada infec¢éo superficial ou
profunda. A mobilidade articular do joelho
permaneceu com amplitude inalterada.

Nao foram encontradas alteracoes
macroscopicas na cartilagem articular tibial
medial de contato. O tecido sinovial também
nao apresentou alteragdes de espessura e
coloracéo.

Obteve-se um indice de 100% de
viabilidade do enxerto.

Quanto as caracteristicas macrosco-
picas do tecido de reparagao, observou-se
um predominio da formagéao de um tecido
de reparacao com preenchimento total da
leséo, com caracteristicas planas e superficie
regular nos grupos tratados (figura 08),
enguanto nos grupos controle observou-se
a producéo de um tecido de reparagao
preenchendo parcialmente alesao, de uma
forma retraida e irregular (figura 09).

2. ASPECTOS HISTOLOGICOS

A figura 11 demonstra
um exemplo do aspecto his-
tolégico da regido sub-
condral da lesao tratada
com a MOD, evidenciando a
ocorréncia de neoformagéo
ossea, e a figura 12 demons-
tra um exemplo do aspecto
histolégico da regido sub-
condral da lesdo sem trata-
mento, do grupo controle,
evidenciando a ocorréncia
de tecido fibroso, como te-
cido de reparacao.

pfg 11
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Tabela 01 - Ocorréncia absoluta e relativa (%) da formag&o do tecido
de reparagdo com tecido fibroso ou com neoformacéo 6ssea na

regido subcondral da lesdo

Table 01 - Absolute And Relative (%) Occurrence Of The Repair
Tissue Formation With Fibrous Tissue Or Osteogenesis In The

Subchondral Area Of The Lesion

o,

5.3 Statistical Analysis

For the statistical analysis the Fisher Test
and de Likelihood Ratio Test were used. The
results that were considered significant were
those that had dependence relations to the
treatment with 5% level of significance and
are emphasized by a asterisk (*).

RESULTS

1.MACROSCOPIC ASPECTS

Superficial or profound infections were
not observed. The articular mobility of the
knee remained with unchanged amplitude.

Macroscopic alterations in the medial
tibial articular cartilage were not found. The
synovial tissue didn’t show thickness and
color changes.

It was obtained 100% ratio of graft viability.

Concerning the macroscopic
characteristics of the repair tissue, it was
observed a predominance of the formation
of a repair tissue with total fulfillment of the
lesion with plan features and regular
surface, in the treated groups (Fig. 08),
while in the control groups occurred a
predominance of the formation of a repair
tissue retracted, irregular and partial
fulfillment of the lesion (Fig. 09).

Figure 11 shows an
example of the histological
aspect of the subchondral
area of the DBM graft treated
lesion, making clear the
osteogenesis occurrence,
and figure 12 shows an
example of the histological
aspect of the subchondral
area of the lesion without
treatment (control group),
making clear the fibrous tissue
occurrence, as repair tissue.

Histological scoring

Quanto a integragéo da TECIDO Co%do Co,%do results of the graft integration
MOD ao tecido ésseo sub- F 4(80%) - to the subchondral tissue can
condral, a distribuicao das pon- NO e BECTD) @IS be analyzed in Table 02.
tuacdes conforme a classifica- LOTS 5@ SETY) (@)
cao estabelecida, pode ser - -

analisada na Tabela 02.

= Tecido de reparagéo com tecido fibroso - Repair Tissue with Fibrous tissue

F
NO = Tecido de reparagao com caracteristicas de neoformagao 6ssea - Repair Tissue with Osteogenesis
P = Teste de Fisher - Fisher test

ACTA ORTOP BRAS 9(4) - OUT/DEZ, 2001
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Tabela 02 - Ocorréncia da pontuacdo relativa a integragdo da matriz

2.1 Regiao Subcondral

Ossea desmineralizada ao tecido ésseo subcondral distribuidas por grupo,
segundo os critérios histolégicos descritos por billings et al. (1990)

2. HISTOLOGICAL

da Lesao Osteocondral Table 02 - Histological scoring results (histological criteria by billings et al. 1990) ASPECTS

Em todas as lesGes FONTUACAG ____GRUPOA GRUPO B GRUPO C 2.1 Subchondral Area of
osteocondrais tratadas com RGNS » - » Osteochondral Lesion
MOD, grupos tratad(ES, _ 1 PONTO 2 2 = Not specific chronic
observou-se a ocorréncia de ; :gﬁ:g: i f : inflammatory process occurred

um processo inflamatorio

crénico inespecifico,
predominantemente
mononuclear, com presenga
de macrofagos e células
gigantes do tipo corpo
estranho (Figura 10).

Nos grupos controle a ocorréncia deste
processo inflamatorio inespecifico ocorreu
apenas em alguns casos e com uma
intensidade menor.

A ocorréncia dos tipos de tecidos de
reparacao predominante na regiao
subcondral da leséo, tecido fibroso ou com
neoformacéo 6ssea, pode ser observada
na Tabela 01.

2.2 Regiao Superficial da Lesao
Osteocondral

Na regido superficial da leséo
osteocondral, em nenhum dos casos,
observou-se a formagao de cartilagem
hialina madura. A distribui¢cao dos tipos de
tecidos de reparacao predominante nesta
regiao pode ser avaliada na Tabela 03.

DISCUSSAO

1. DO TRATAMENTO DAS LESOES CAR-
TILAGINOSAS

Algumas lesdes cartilaginosas ndo séo
progressivas, e a articulagao pode retornar
ao seu estado assintomatico apds uma le-
séo cartilaginosa34".

O desbridamento da cartilagem articular
lesada pode aliviar os sintomas, por diminuir
ainstabilidade mecéanica causada pelos frag-
mentos de cartilagem soltos, e por diminuir o
processo inflamatorio causado pelos debris
intra-articulares®'9. Porém, nao ha evidén-
cias de que o desbridamento estimula are-
generagao das lesdes cartilaginosas®®.

Multiplas perfuracédo na placa ¢ssea
subcondral podem induzir a condrogénese
nas lesdes cartilaginosas®3:344) porém
com o tempo, ocorre deterioragao do tecido
de regeneragao1o49,

Enxertos osteocondrais alogénicos ou
autdlogos tém sido utilizados para o trata-
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As figuras 13 e 14 demonstram alguns exemplos da integracao

da MOD ao tecido 6sseo subcondral.

Figures 13 and 14 show some examples of the DBM graft

integration to the subchondral bone tissue.

' Flig_.ﬂz b L

in all osteochondral lesions
treated with DBM graft. It was
essentially mononuclear cells,
with the presence of
macrophages and foreign
body giant cells. (Fig. 10).

This not specific chronic inflammatory
process occurred only in a few cases and
with small intensity in the control groups.

The occurrence of the predominant

repair tissue types in the subchondral area
of the lesion, fibrous tissue or
osteogenesis, can be observed in Table 01

2.2 Superficial Area of the
Osteochondral Lesion

Mature hyaline cartilage formation
wasn’t observed in any case.

The distribution of the predominant
repair tissue types on the superficial area of
the lesion can be observed in Table 03.

DISCUSSION

1. TREATMENT OF THE CARTILAGE
LESIONS

Some cartilage lesions aren’t progressive,
and the joint can return to the asymptomatic
status after it47,

Debridement of the articular cartilage lesion
can relief the symptoms by reducing the
mechanical instability caused by free cartilage
fragments and by reducing the inflammatory
process caused by intraarticular debris© 19,
However there is no evidence that the
debridement stimulates the cartilage lesion
regeneration®®.

Multiple perforation trough the
subchondral bone can induce the
chondrogenesis #2333449 however as time
passed, deterioration of the regeneration tissue
occurred(043),

Osteoarticular allografts have been utilized
for the treatment of the cartilage lesion with
good results©3%6.2374%) o obtain these results,
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mento das lesdes cartilagi-
nosas com bons resultados
(0306237499 " Pgra obter-se es-
tes resultados, existe a neces-
sidade do enxerto corres-
ponder anatomica-mente a re-
giao receptora, para que ocor-

Tabela 03 - Ocorréncia absoluta e relativa (%) do tecido fibroso (F),
do tecido mesenquimal indiferenciado (TMI) ou da cartilagem hialina
imatura (CHI) como tecido de reparagao na regiao superficial da
leséo osteocondral
Table 03 - Absolute and relative (%) occurrence os the fibrous tissue
(F), undifferentiated mesenchymal tissue (UMT) or immature hyaline
cartilage (IHC) in the superficial area of the lesion osteochondral

raum perfeito acoplamento da oS

altura e do contorno da super- F

ficie articular, e uma fixagao ri- T™MI

gida do enxerto. Porém, a CHI
TOTAIS

reabsorgao do tecido 6sseo

the graft must correspond
anatomically to the receiving area
so that an exact and perfect well-
aligned joint occurs as well as a
rigid internal fixation of the graft.
However the graft reabsorption
can occur and cause a cartilage

GRUPO A GRUPO B GRUPO C :
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado CO//aPSG with bad results.
e S R Perichondral 171%%9 and
120%) 2 (40%) 2 (40%) 3(60%) periostea/ (16:55.56.57,64 grafts also
SA00%)  5U00%)  5(100%)  5A00%)  5000%)  S5100%) have been reported with high ratio
TRV =0,19 TRV =0,01* TRV =0,01* OfSUCCGSS.

pode ocorrer € levar a um co-

Iapso da Cartilagem com F = Tecido Fibroso - Fibrous Tissue

TMI = Tecido Mesenquimal Indiferenciado - Undifferentiated Mesenchymal Tissue
CHI = Cartilagem Hialina Imatura - Immature Hyaline Cartilage
TRV = Teste da Razao de Verossimilhanga - Likelihood Test
As figuras 15 e 16 exemplificam a ocorréncia de tecido
mesenquimal indiferenciado e de cartilagem hialina imatura
como tecido de reparacdo que ocorreu nos grupos tratados.
Figures 15 and 16 show the occurrence of the undifferentiated
mesenchymal tissue and immature hyaline cartilage like repair
tissue that occurred in the treated groups.

maus resultados.

O uso de tecido pericon-
dral (171830 periosteal e oste-
operiosteal 4655565764 tampbém
tem sido relatado com altos
indices de sucesso.

De grande interesse na
atualidade s&o os implante de
cultura de células potencial-
mente condrogénicas, como cultura de
condrocitos 09122535549 g cultura de células
mesenquimais 289,

Os estudos que utilizam como método
de tratamento o implante de tecidos ou cultu-
ra de células potencialmente condrogénicos,
relatam dificuldades técnicas de fixagao do
implante, que muitas vezes ocasionam falhas
do procedimento por soltura do material im-
p|antado(01.02 17‘18‘46).

Damesma maneira, a falta de uma plata-
forma éssea subcondral, funcionando como
um suporte mecanico para estes implantes,
pode levar a uma incongruéncia articular,
quando esta articulagao for submetida a um
suporte de carga, e também ocasionar falha
no procedimento®,

Na tentativa de solucionar estes proble-
mas técnicos, alguns materiais tém sido utili-
zados como um componente de um enxerto
composto, funcionando como condutor des-
tes implantes.

2. DA MATRIZ OSSEA DESMINERA-
LIZADA

Senn™, em 1889, foi quem primeiro rela-
tou o uso da MOD. Porém. apenas na déca-
da de 1960, a capacidade osteo-indutora da

MOD foi comprovada e detalhada
(32‘73,78,85,88‘96)'

Atualmente sabe-se que a MOD contém
diversas moléculas bioativas, que agem
como fatores de crescimento, entre elas as
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The implants of potentially
chondrogenic cells cultures are of
great interest nowadays, like
chondrocyte cells culture
(091225355490 and mesenchymal
cells culture (289,

The studies that use as
treatment method the implant of
potentially chondrogenic cells
culture or tissue report technical
difficulties of graft fixation, that cause several

times procedure failure by graft loosing
(07,02,77,78,46)'

In the same way, due to the lack of
subchondral bone platform working as
mechanical support for these grafts can lead
to articular incongruence when under load

support and can also cause procedure failure
(54,90)

Intending to eliminate these technical
difficulties some materials have been used like
a component of a composite graft working
as implant conductor.

2. DEMINERALIZED BONE MATRIX

Senn™ made the first study about the
DBM use in 1889. However, only in the 1960’s
the osteogenesis properties of the DBM were
proved and detailed (273768586,

Nowadays it is known that the DBM has
several molecules that act like growth factors,
among them, the bone morphogenetic
proteins (BMPs) which can be isolated and
genetically cloned (145283919299,

The bone matrix demineralization process
promotes a BMP exposure allowing the
occurrence of cellular interactions of these
BMPs with undifferentiated mesenchymal
cells?081.86),

Thus the DBM has a higher osteogenesis

capacity than the mineralized bone matrix
(24,60,93)
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proteinas morfogenéticas dsseas (PMOs), que podem ser isola-
das e clonadas geneticamente!'4828391.92.94)

O processo de desmineralizagdo da matriz ssea promove
uma exposicdo das PMOs, favorecendo a ocorréncia de interagoes
celulares destas proteinas com as células mesenquimais indiferen-
ciadas®08'9),

Desta forma, a MOD possui uma capacidade osteoindutora
maior que a matriz 6ssea ndo desmineralizada®*6093,

Além da sua capacidade osteoindutora, a MOD também con-
tém substancias bioativas com capacidade condrogénica.

Véarios estudos demonstram a capacidade de transformagéo
de mioblastos em condrocitos na presenga da MOD, sugerindo
que as substancias bioativas da MOD podem alterar o caminho
da diferenciacdo de células progenitoras!®!:48:49.50.63.678487),

Estas substancias bioativas foram isoladas® 7, sendo com-
provada a sua capacidade condrogénica.

Atualmente, PMOs clonadas geneticamente tém mostrado es-
timular a producéo de acido hialurébnico e promover a
condrogéneset70,

3. DA METODOLOGIA

Foi utilizada MOD heterdloga de humano para o tratamento
de lesbes osteocondrais em coelhos.

Apesar dos estudos iniciais®#788) demonstrarem que nédo é
possivel obter neoformacgéo 6ssea induzida por MOD heteréloga,
com o aperfeigoamento da técnica de preparagéo e purificagdo
da MOD, foram observadas osteoindugao com o uso de MOD
heterdloga suina em coelhos™ e com o uso de MOD heterdloga
humana em ratos®®.

Apesar da MOD processada ser avascular e nao conter célu-
las vivas, baixas quantidades de lipidios, adipécitos ou compo-
nentes proteicos ndo removidos adequadamente no seu proces-
so de preparagao, podem ser a causa do insucesso referidos
nos trabalhos iniciais©.

Lipidios e lipoproteinas foram detectados apds o processo
de desmineralizagao e sua retirada demonstrou diminuir a res-
posta imune e aumentar a capacidade de osteoindugao®®),

AMOD quando preparada com uma solugéo de cloroférmio
e metanol, tem os lipidios removidos e promove uma melhora na
capacidade de osteoindugao® 9.

Apesar das controveérsias sobre a viabilidade do enxerto
heterdlogo, existem relatos da utilizagéo da MOD heteréloga com
bOnS reSUltadOS“e‘m‘26‘37‘42‘47‘51‘71‘77).

O processo de liofilizagéo é importante para preservar a ma-
triz 6ssea e diminuir a possibilidade de contaminagao.

O processo de desmineralizagdo promove a destruicao da
alta antigenicidade das membranas celulares e das
glicoproteinas®®?72 e a capacidade de indugéo pode ser preser-
vada controlando-se a temperatura, o tempo de exposicao e a
concentracao do acido utilizado, sendo que o &cido cloridrico é o
mais eficiente®.

O processo de esterilizagao foi realizado com éxido de etileno,
mostrando-se eficaz e néo interferindo na capacidade de
osteoindugéo da MOD, principalmente quando esta € submetida
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Besides its osteogenesis capacity the DBM also contains
molecules with chondrogenic capacity.

Many studies show the embryonic muscle cells capacity of
transformation in chondrocytes in the presence of DBM, suggesting

that DBM molecules can alter the way of differentiation of progenitor
Ce//S(37’48'49'50’53’67’84'87).

These molecules were isolated®7? and their chondrogenic
capacity has been proved.

Nowadays genetically cloned BMPs have shown to stimulate
the production of hyaluronic acid and promote chondrogenesis“79,

3. METHODOLOGY

Xenograft human DBM was used for the treatment of
osteochondral lesions in rabbits.

Despite initial studies®©%7889 demonstrate that it is not possible
to obtain osteogenesis induced by xenograft DBM with the
improvement of the DBM preparation and purification techniques, it
was observed osteogenesis with swine DBM xenograft in rabbits ™
and human DBM xenogratft in rats®.

Despite processed DBM being avascular and containing no
living cells, residual low level lipids, adipocytic and protein
components not properly removed during demineralization may be
the cause of an unsuccessful the initial studies©.

Lipids and lipoproteins were detected after demineralization and
their extraction demonstrated to reduce the immune response and
increase the osteoinductive response®%89,

When the DBM is prepared with chloroform/methanol solution
having removed lipids results a best osteogenesis capacity©*9,

In spite of controversies about the xenograft DBM viability, there

are studies about the use of xenograft DBM with good
resu/ts(76,27,26,37,42,47,51,77,77)'

The process of Lyophilization is important to preserve the bone
matrix and reduce the contamination possibility.

The demineralization process promotes the destruction of the
high antigenic of the cell membranes and of the glicoproteins 52729
and the capacity of induction may be preserved by controlling the
temperature, exposure time and used acid concentration seeing
that the chloridric acid is the most efficient®.

The sterilization was made with ethylene oxide showing efficacy
and not interfering osteoinduction, mainly when submitted previously
to DBM lyophilization process and lipids components
remova|(@8.36.44.97).

4. MACROSCOPIC RESULTS

The absence of infection and remaining articular mobility are
due to the antiseptic and prophylactic methods used and to the free
movement of the animals in the postoperative period.

These data contribute to the validation of the experimental method
used and its reproducibility.

The absence of macroscopic alteration in the medial tibial articular
cartilage in contact with the femoral condyle occurred due to the
short time of experimental observation. Degeneration features would
probably have been found with longer periods of observation mainly
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anteriormente ao processo de liofilizagao e retirada de compo-
nentes lipidicos®®364497),

4. DOS RESULTADOS MACROSCOPICOS

A auséncia de infeccao e a permanéncia da amplitude articular
deve-se aos métodos anti-sépticos e profilaticos utilizados e a
livre deambulagdo dos animais no pds operatorio. Estes dados
contribuem para a validagdo do método experimental emprega-
do e sua reprodutibilidade.

A auséncia de alteragbes macroscopicas da cartilagem articu-
lar tibial em contato com os condilos femorais ocorreu devido ao
tempo relativamente pequeno de observagao experimental. Com
periodos mais longos de observagéo, achados degenerativos
desta cartilagem de contato provavelmente teriam sido encontra-
dos, principalmente nos experimentos do grupo controle onde
ocorreu preenchimento incompleto da leséao pelo tecido de repa-
racéo, nos quais se tem uma incongruéncia articular.

Obtivemos 100% de viabilidade do enxerto, conforme os cri-
térios macroscopicos estabelecidos. Este fato deve-se ao meca-
nismo de fixagao utilizado. O enxerto de MOD tem o mesmo for-
mato da lesdo produzida, porém com diametro 0,5 mm maior,
fixando-se nesta por um mecanismo de pressao.

Outro fator que contribui para a fixagao e manutencéo do en-
xerto no local, é a caracteristica da arquitetura espacial da MOD,
que permite a penetragao de células sanglineas provenientes do
tecido receptor. Estas células, em especial as plaquetas, em con-
junto com a presenca de fibrinogénio local, formam um agregado
fibrino-plaquetéario que promove a adeséo do enxerto ao tecido
receptor.

Observamos maior incidéncia do preenchimento total, plano
e regular nos grupos tratados com a MOD. O preenchimento
parcial da leséo nos grupos controle ocorreu porque o coagulo
fibrino-plaquetario ndo foi suficiente para preencher totalmente a
les&o.

5. DOS RESULTADOS HISTOLOGICOS
5.1 Regiao Subcondral da Lesao Osteocondral

A presenga do processo inflamatério inespecifico ocorreu em
todos os casos tratados com a MOD. Este processo inflamatério
ocorreu de forma mais intensa nos casos em que se obtiveram
os maiores indices de integracdo da MOD ao tecido ésseo
subcondral. Isto sugere um efeito positivo da ocorréncia do pro-
cesso inflamatdrio sobre o mecanismo osteoindutor da MOD. Os
macrofagos derivados de mondcitos parecem ter um papel im-
portante no processo de reparacao utilizando a MOD, pois a sua
presenca induz a neoformagéo vascular, que € vital para o pro-
cesso de reparagao e osteogénese #5969,

Quanto a ocorréncia do tipo histolégico do tecido de repara-
cao encontrado naregiao subcondral da lesao osteocondral, ob-
servamos diferenca estatistica significante entre os grupos con-
trole e 0s grupos tratados (Tabela 01).

Esta diferenca ocorre pela presenga dos fatores de cresci-
mento, ou seja, das PMOs, na MOD. Estas proteinas rapidamente
iniciam uma cascata de indugéo 6ssea, que inclui a quimiotaxia de
células mesenquimais indiferenciadas, a proliferagao das células
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in the control group partial fulfilliment of the lesion and articular
incongruence occurred.

It was obtained 100% ratios of DBM graft viability according to
the established macroscopic criteria. This fact is due to the fixation
mechanism used. The DBM graft has the same shape of the lesion,
but with 0.5-mm larger diameter, being fastened by pressure
mechanism.

Other factor is the DBM spatial architecture characteristic that
allowes the penetration of blood cells originated from the receptor
tissue. These cells, especially the platelets and the local fibrinogen
form an aggregated fibrinogen/platelets that promotes adherence
between DBM and receptor tissue.

It was observed higher incidence of the total, plan and reqular
fulfillment in the groups treated with DBM. The partial fulfillment of
the lesions in the control groups occurred because the fibrinogen/
platelet aggregated was not enough to promote total fulfillment.

5. HISTOLOGICAL RESULTS
5.1 Subchondral Area of the Osteochondral Lesion

Not specific inflammatory process occurs in all cases treated
with DBM graft. This inflammatory process occurred with more
intensity in the cases in which the major ratio of integration between
DBM graft to the subchondral bone tissue was obtained.

This suggests a positive effect of the inflammatory process
occurrence over the DBM osteogenesis mechanism.

The monocyte-derived macrophage seem to play an important
role in the repair process using DBM graft, because its presence
induce the vascular neoformation which is essential to osteogenesis
and repair process“59.69),

It was observed significant statistical difference in the types of
the repair tissue in the subchondral area of the lesion (Table 01).
This difference occurs because of the presence of the BMPs in the
DBM that began a bone induction cascade, which includes the
undifferentiated mesenchymal cells chemotaxis, progenitor cells
proliferation and bone and cartilaginous tissue differentiation(©?.6263,

In the control groups occurs differentiation of the fibroblast in
osteoblast, however with slow, ineffective and chaotic form.

DBM graft integration to the subchondral bone tissue occurred
in a satisfactory way, with good integration ratio by the histological
graduation system used (Table 02). We have noticed that this
integration was improved progressively as time passed.

We also observed that the DBM graft was not reabsorbed and
replaced for other tissue, as it occurs with the mineralized bone
graft, but remained in the receptor bed and integrated with it?+58:%),

5.2 Superficial Area of the Osteochondral Lesion
Significant statistical difference was observed in the types of the
repair tissue in the superficial area of the lesion (Table 03).

In the control groups the predominant repair tissue was the
fibrous tissue. In the treated groups the predominant repair tissue
was the undifferentiated mesenchymal tissue or immature hyaline
cartilage.

These data suggest that the DBM graft has factors@49.70.72.75
that induce mesenchymal cells differentiation in chondrocytes, that
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progenitoras e a diferenciagdo em tecido cartilaginoso e 6s-
Se0©16263)

Nos grupos controle ocorrem estimulos para a diferenciagéao
dos fibroblastos em osteoblastos, porém de uma forma cadtica,
lenta e ineficaz.

Alintegragdo da MOD ao tecido ésseo subcondral ocorreu de
uma maneira satisfatéria, com bons indices de integragdo pelo
sistema de graduagao histoldgica utilizado (Tabela 02). Notamos
que esta integragao foi melhorada progressivamente no decorrer
do tempo.

Também observamos que o enxerto da MOD néo foi
reabsorvido e substituido por outro tecido, como ocorre com
enxertos 6sseos ndo desmineralizados, mas permaneceu no leito
receptor e integrou-se ao mesmo 45893,

5.2 Regiao Superficial da Lesao Osteocondral

Na regiao mais superficial da lesdo osteocondral, observa-
mos diferencgas estatisticas siginificantes na ocorréncia do tipo de
tecido de reparacéao (Tabela 03).

Nos grupos controle, o tecido de reparagéo predominante foi
o tecido fibroso. Nos grupos tratados, observamos predominio
de tecido mesenquimal indiferenciado ou cartilagem hialina imatu-
ra.

Estes dados sugerem que a MOD possui fatores que indu-
zem a diferenciagdo de células mesenquimais em condrocitos, ou
seja, fatores condrogénicos0:49.70.7275),

Acreditamos que estes fatores presentes na MOD, que indu-
zem condrogénese, podem atuar na preservagao e desenvolvi-
mento de tecidos ou cultura de células potencialmente
condrogénicos apostas sobre a MOD num enxerto composto,
para o tratamento de lesdes osteocondrais.

Nos grupos tratados, nao observamos relagao entre o tempo
e a ocorréncia de tecido mesenquimal indiferenciado e cartilagem
hialina imatura. Também nao observamos nenhum caso de for-
magao de cartilagem hialina madura.

Estes dados sugerem que a MOD nao pode ser utilizada iso-
ladamente para o tratamento de lesdes osteocondrais.

6. DAS CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, pudemos observar
que a MOD é um tecido firme, com caracteristicas elasticas, que
pode ser moldado facilmente. Isto facilita o preenchimento de
lesdes osteocondrais de varios tamanhos e formatos, e facilita a
aposicéo e fixagao de tecidos e cultura de células potencialmente
condrogénicos no tratamento das lesdes osteocondrais.

AMOD possui umaimportante capacidade osteoindutora, pro-
duzindo neoformagado 6ssea, e integra-se ao tecido ésseo
subcondral, promovendo assim, a formagao de uma plataforma
6ssea subcondral. Esta plataforma éssea subcondral pode ser
Util para assegurar a congruéncia articular, quando esta articula-
cao for submetida ao suporte de carga.
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is, chondrogenic factors.

We believe that these chondrogenic factors in the DBM graft
can act in the preservation and development of culture or tissues of
potential chondrogenic cells, placed over the DBM producing a
composite graft for the treatment of osteochondral lesion.

In the treated group we did not observe the relation between the
time and the occurrence of undifferentiated mesenchymal tissue
and immature hyaline cartilage. We also did not observe any case of
mature hyaline cartilage formation.

These data suggest that the DBM can not be used to
osteochondral lesion treatment alone.

6. CONCLUSION

With the results of this study, we could observe that the DBM is
a firm tissue, with elastic characteristics, that can be easily shaped
to fill osteochondral lesions of different shapes and sizes. This
facilitates the placement and fixation of potential chondrogenic cells
culture or tissue in the treatment of osteochondral lesion.

The DBM has an important osteogenesis capacity producing
bone neoformation and integrate to the subchondral bone tissue
promoting the formation of a subchondral bone platform. This
subchondral bone platform can be useful to keep the articular
congruence when this joint is submitted the load support.

The occurrence of undifferentiated mesenchymal tissue and
immature hyaline cartilage formation suggest also the presence of
chondrogenic inductor factors in DBM, which can help the
permanence and development of potential chondrogenic cells’
culture or tissue, if used in a composite graft for the treatment of
osteochondral lesions.

The DBM, with these qualities described, is useful in the repair of
osteochondral lesions and can be used as a component of the
composite graft with potential chondrogenic cells’ culture or tissue
in the treatment of these lesions.
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A ocorréncia da formagao de tecido mesenquimal
indiferenciado e da cartilagem hialina imatura, sugere também a
presenca de fatores indutores de condrogénese na MOD, que
podem favorecer a permanéncia e o desenvolvimento de tecidos
ou cultura de células potencialmente condrogénicos, se utilizados
num enxerto composto, para o tratamento das lesdes
osteocondrais.

AMOD, com as qualidades descritas, € portanto, Util na repa-
racao das lesdes osteocondrais, podendo ser utilizada como um
componente de um enxerto composto com tecido ou cultura de
células potencialmente condrogénicos, no tratamento destas le-
soes.
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