Pesq. Vet. Bras. 28(4):195-200,abril 2008

Analises histologica e morfométrica do uso de membrana
biossintética de celulose em trocleoplastia experimental

de cies!

Luciana S. lamaguti®*, Claudia V.S. Brand&o?, Claudia H. Pellizzon3, José J.T.
Ranzani? e Bruno W. Minto?

ABSTRACT.- lamaguti L.S., Brandao C.V.S., Pellizzon C.H., Ranzani J.J.T. & Minto
B.W. 2008. [Histological and morphometric analysis for the use of a biosynthetic
cellulose membrane in experimental trochleopasty.] Andlises histologica e morfo-
métrica do uso de membrana biossintética de celulose em trocleoplastia experimental
de caes. Pesquisa Veterindria Brasileira 28(4):195-200. Departamento de Cirurgia e
Anestesiologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu, Distrito de Rubiao Jr s/n, Botucatu, SP 18.618-000, Brazil.
E-mail: iamaguti_lu@hotmail.com

The aim of this study was to evaluate the use of a locally made biosynthetic cellulose
membrane after experimental trochleoplasty, in order to verify whether its use could
support migration of chondrogenic cells. Twelve male and female adult healthy dogs and
without claudication were used. All dogs were submitted to trochleoplasty in both pelvic
limbs after sedation and epidural anesthesia. In the left hind limb, the biosynthetic cellulose
membrane was fixed with simple suture using Polyglactin 910 6-0 after performing
trochleoplasty (treated group); whereas in the right limb (control group) only trochleoplasty
was performed. The dogs were subdivided into 4 subgroups for postoperative evaluation
at 15, 30, 60 and 90 days post-surgery. Biopsy was performed after exploratory arthrotomy
for histopathologic and morfometric evaluation. At 30 and 60 days post-surgery, more
condrocyte-like cells of immature aspect were observed in lesions treated with the cellulose
membrane. At 90 days post-surgery the reparative tissue was characterized as mature
fibrocartilage-like tissue without difference between the groups. In the control group there
was a progressive increase of the number of cells until the end of the evaluation period.
Otherwise, when compared to the initial period (15 days), there was an increase in the
number of cells until 60 days, followed by a return the initial values at 90 days in the
treated group. In comparison to controls, the number of cells was greater in the treated
group from 15 to 60 days. Initially, the neoformed repair tissue was thicker in the treated
group. From the results of this study, it was concluded that the cellulose membrane
shortened the initial tissue repair process in the trochleoplasty area, showing good
integration of the neoformed tissue with the adjacent cartilage.
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RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplica-
cao de membrana biossintética de celulose, de fabrica-
¢ao nacional, apds a realizagao da trocleoplastia experi-
mental, com intuito de verificar se 0 uso desta poderia
favorecer a migracao de células com potencial condrogé-
nico. Foram utilizados 12 caes adultos, de ambos os se-
x0s, sadios e sem alteragdes no aparelho locomotor. Os
animais foram submetidos ao procedimento de trocleo-
plastia em ambos os membros pélvicos, apds tranquiliza-
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céo e anestesia epidural. Na trocleoplastia do membro
esquerdo foi aplicada membrana biossintética a base de
celulose (grupo tratado, GT), fixada a cartilagem por meio
de pontos simples separados com Poliglactina 910 6-0;
no membro direito, foi realizada apenas a trocleoplastia,
constituindo o grupo controle (GC). Os animais foram sub-
divididos em quatro subgrupos de acordo com o periodo
final de avaliacédo aos 15, 30, 60 e 90 dias do pds-opera-
tério. Apds artrotomia exploratéria nos momentos pré-es-
tabelecidos, foi realizada biépsia da regido da trocleoplas-
tia para avaliacao histoldgica e morfométrica do tecido de
reparacao. Aos 30 e 60 dias do pds-operatorio, notou-se
a presenca de maior numero de células semelhantes a
condrdcitos nas lesdes tratadas com celulose em rela-
¢ao ao membro contra-lateral, apesar do aspecto imatu-
ro. Aos 90 dias, o tecido de reparacgéao era do tipo fibro-
cartilaginoso maduro, ndo havendo diferencas entre os
dois grupos. No GC houve aumento progressivo do nu-
mero de células até o periodo final de avaliacdo. Por
outro lado no grupo tratado verificou-se que, em relacao
ao periodo inicial (15 dias), houve aumento do nimero
de células até os 60 dias, com subsequente retorno aos
valores iniciais aos 90 dias. Dos 15 aos 60 dias o0 nume-
ro de células foi maior no GT em relagéo ao GC. Inicial-
mente, o tecido de reparagcdo neoformado foi mais es-
pesso no grupo tratado. Dessa forma, conclui-se que a
membrana de celulose acelerou o processo de repara-
cao tecidual inicial da regido da trocleoplastia, apresen-
tando boa integracéo do tecido neoformado com a carti-
lagem adjacente.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Sulcoplastia, barreira fisica, rege-
neracéo tecidual guiada, céo.

INTRODUCAO

A trocleoplastia consiste em uma das principais técnicas
de correcao cirurgica para a luxacao de patela em caes
(Hulsen 1981, Farias 1995, lamaguti et al. 1995, Gareth &
Sorrel 2006). Contudo, a progressao da osteoartrite su-
gere que a biomecanica da articulagdo mantenha-se alte-
rada mesmo apos a cirurgia, devido a auséncia de total
restabelecimento da anatomofisiologia articular (Roy et
al. 1992, Gareth & Sorrel 2006). Um elemento estratégico
para o sucesso na reparagédo de defeitos na superficie
articular constitui a introducdo de enxertos, biomateriais
ou outros fatores de alto potencial condrogénico nas la-
cunas cartilaginosas (Mow 1991, Messner & Gillquist
1993). Membranas biossintéticas apresentam boa acei-
tacéo pelo organismo, protegendo e auxiliando a repara-
cao de areas lesadas por permeabilidade seletiva, além
de impedir a contaminacao por microorganismos (Carva-
Iho et al. 2003, Aslan et al. 2004). Varios tipos de mem-
branas importadas sao descritas, como a de poli-
tetrafluoroetileno (PTFE) (Messner & Gillquist 1993),
silicone (Biobrane®) (Warrer & Karring 1992), acido
poliglicélico e acido polilatico (Ma & Langer 1999),
colageno (Schuman et al. 1995). Devido as dificuldades
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de obtencéo, importacdo e conseqliientemente alto custo
no Brasil para o uso de biopolimeros ou membranas bio-
I6gicas, tornou-se evidente a necessidade de se buscar
um material nacional que possa ser usado para esse fim
(Novaes Jr et al. 1993).

O emprego de barreiras fisicas com a finalidade de
regenerar defeitos dsseos tem sido descrito na literatura
com o nome de Regeneracédo Tecidual Guiada (RTG)
(Novaes Jr et al. 1993, Novaes Jr. et al. 2002, Macedo et
al. 2004, Aslan et al. 2004). Baseando-se nesta proprie-
dade, surgiu a idéia de verificar se no tecido cartilaginoso
articular, a colocagéo da membrana de celulose também
favoreceria a migracao de células com potencial
condrogénico, assim como ocorre no tecido dsseo.

Frente aos fatos acima citados, com o enfoque no pro-
cesso de reparacéo da cartilagem, objetivou-se analisar
histo e morfometricamente a utilizacao de membrana bio-
I6gica biossintética nacional, a base de celulose, em
trocleoplastias experimentais em caes, comparando 0s
resultados obtidos entre os tratamentos com e sem a
membrana.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 caes higidos, sem raca definida, proveni-
entes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu, sendo cinco machos e sete fémeas, com
faixa etaria entre um e trés anos, e peso médio de 10,5+1,9 kg.

Constituiram-se dois grupos experimentais designados:
Grupo Controle (GC), membro direito submetido a realizacao
da trocleoplastia, e o Grupo Tratado (GT), membro esquerdo
no qual a membrana biossintética a base de celulose (MBC)
de 5 micrometros de espessura foi fixada apds trocleoplas-
tia. Sob circunstancias assépticas, apds tranquilizacéao e
anestesia epidural, realizou-se incisdo da pele parapatelar
lateral de 5 a 7cm, seguida da incisao do retinaculo e capsu-
la articular, até a exposicao da articulagao do joelho. Com o
membro em extensdo, a patela foi deslocada medialmente,
expondo-se a troclea femoral. O joelho foi, entéo, flexionado
para realizagéo da trocleoplastia, por meio do aprofundamen-
to do sulco troclear com auxilio de goiva e lima, retirando-se
toda a superficie de contato com a face articular da patela, até
0 sangramento do osso subcondral. No membro esquerdo dos
caes, apods o aprofundamento do sulco, a MBC foi fixada com
pontos simples separados na borda cartilaginosa normal, com
a utilizacao de fio de sutura absorvivel sintético 6-0. A patela
foi reposicionada anatomicamente e foram realizadas as sin-
teses da capsula articular e do retinaculo em pontos tipo
“Sultan”, do tecido subcutaneo em padrao continuo e da pele
com pontos simples separados utilizando-se fio nailon
monofilamento 3-0.

Em cada grupo experimental, os animais foram distribuidos,
por sorteio aleatorio, em quatro subgrupos de trés caes, de
acordo com os diferentes momentos (M) de observagéo, ou
seja, 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 90 (M90) dias do pds-
operatério. Os animais foram avaliados clinicamente quanto a
claudicagédo. Nos diferentes momentos de observacgéo, de
acordo com o subgrupo do animal, foi realizada artrotomia
exploratdria para a obtencdo de biépsia (2x0,5cm) do sulco
troclear visando o exame histomorfométrico.

As bidpsias 6sseas, obtidas da regido da trocleoplastia do
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GC e GT e da capsula articular proximo a linha de incisao, fo-
ram avaliadas por meio de microscopia 6ptica e a seguir, acon-
dicionadas em solucao tamponada de Formaldeido a 10%.

Os fragmentos da regiao da trocleoplastia foram descalcifi-
cados em &cido nitrico 5%; sendo posteriormente processa-
dos, juntamente com o fragmento da capsula articular, de acor-
do com rotina histoldgica padréo e corados pelos métodos de
Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrdmico de Masson. Na andlise
histoldgica, a resposta biolégica foi determinada em fungéo do
processo de reparacéo da cartilagem, alteracdes vasculares e
presenca de infiltrado inflamatdrio.

A analise morfométrica foi processada, utilizando-se o
software Leica QWin® Standard Versao 3.1.0. de captura de
imagens acoplado ao microscépio DM Leica®, sem o conheci-
mento prévio dos grupos experimentais em método de duplo
cego. A regiao central da trocleoplastia foi utilizada como pa-
drao para andlise morfométrica. Nesta, foram avaliados o nu-
mero de células, utilizando o método de contagem total de cé-
lulas num campo de 156531,41 pm? por método manual, e a
espessura do tecido de reparagéo no defeito cirurgico, utilizan-
do-se o método semi-automatico dentro do programa Leica
QWin® Standard Verséo 3.1.0, no qual as extremidades das
medidas foram definidas manualmente.

O procedimento quantitativo das variaveis estudadas foi
realizado pela técnica da analise de varidncia para o0 modelo
com dois fatores, complementada com os respectivos testes
de comparagbes multiplas. Para a contagem do numero de
células, considerou-se a técnica nao paramétrica, enquanto que
para a espessura, a técnica paramétrica. Todas as comparacoes
foram realizadas ao nivel de 5% de significancia (Zar 1999). Os
animais foram doados apds o experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao clinica e de ambulatoria

O procedimento cirdrgico e o pds-operatério dos ani-
mais transcorreram de maneira bastante tranquila. A mai-
oria dos caes nao apresentou claudicacdo em quaisquer
dos periodos observados, apenas um animal apresentou
claudicagéo discreta do membro pélvico esquerdo (GT)
nas primeiras 24 horas, permanecendo até o segundo dia

apos a cirurgia. Dessa forma, a cirurgia bilateral realizada
em um unico ato operatério nao proporcionou transtornos
consideraveis, visto que os animais retornaram a funcao
normal do membro, precocemente, discordando dos rela-
tos de Farias (1995).

Avaliacao histolégica

A avaliacdo morfolégica do tecido neoformado na re-
gido da trocleoplastia esté apresentada no Quadro 1.

Deve-se ressaltar que as técnicas de coloragao utili-
zadas foram adequadas para a observagdo da resposta
biolégica determinada pelo processo de reparacao da
cartilagem, alteracdes vasculares e presenca de condro-
citos, fibroblastos, osteoclastos e infiltrado inflamatdrio.
As coloragdes permitem a visualizacdo adequada da ce-
lularizacdo e da matriz cartilaginosa, sendo recomenda-
das por Behrmer et al. (1976). Tricrobmico de Masson é
utilizado para o estudo de fibras colagena (parte de repo-
sicdo da matriz) enquanto o HE evidencia condroblasto,
condrdcitos com grande fidelidade e matriz cartilaginosa
basdfilica.

Na avaliagéo histolégica do sulco troclear, notou-se
que, aos 15 dias, ndo houve diferenca entre GC e GT;
verificou-se, portanto, que a cartilagem hialina da superfi-
cie articular foi substituida por tecido conjuntivo de estru-
tura delicada, rico em fibroblastos e numerosos vasos
sanguineos de diferentes diametros, semelhante ao des-
crito por Farias (1995). Deve-se ressaltar que além de se
tratar da fase inicial do processo de reparacgéo celular, o
0ss0 subcondral foi acessado no procedimento de trocle-
oplastia, sendo com isso fonte primaria para o desenvol-
vimento de tal resposta. Dessa forma, foi verificado que a
reparacao foi obtida com tecido do tipo fibrocartilaginoso
que possui caracteristicas biomecanicas inferiores a car-
tilagem articular original (Malmonge et al. 2000, Simon &
Jackson 2006).

Contudo, foi notada diferenca entre GC e GT aos 30 e
60 dias do pds-operatério, sendo que, nestes dois perio-

Quadro 1. Caracteristicas histoldgicas da regiao da trocleoplastia em caes com e sem o uso da MBC, nos
diferentes momentos de avaliacao

Momentos de Grupos
avaliacao Controle Tratado
M15 Camada delgada de tecido conjuntivo do tipo fibrocar- Camada delgada de tecido conjuntivo do tipo fibrocar-
tilaginoso; les@o central evidente e recoberta por ma-  tilaginoso; les@o central evidente e recoberta por ma-
terial acidéfilo (matriz 6ssea) envolto por intensa fibro-  terial aciddfilo (matriz dssea) envolto por intensa fibro-
se; presenca de alguns macrdfagos, linfécitos e osteo-  se; presenca de alguns macrofagos, linfocitos e osteo-
clastos clastos
M30 Intensa celularidade, constituida por fibroblastos ativos, Intensa celularidade, na regiao superficial verificou-se
vascularizagéo evidente e presenca de macréfagos e células de aspecto fusiforme e, na profunda, células com
osteoclastos, fibrose menos intensa formato estrelado, semelhantes a condrdcitos imatu-
turos. Menor quantidade de macrofagos e fibrose apa-
rente; vascularizacao menos intensa; tecido conjuntivo
mais organizado
M60 Células justapostas na regiéo superficial, além de mui- Maior nimero de células com formato de condrdcitos,
tos fibroblastos em regido mais profunda; fibrose vascularizagao e células justapostas pouco evidentes
M90 Células justapostas, presenca de fibroblastos e condré- Células justapostas, presenca de fibroblastos e con-

citos, sem fibrose; tecido de reparacéo do tipo fibrocar-
tilaginoso maduro, vascularizagao menos evidente

drdcitos, sem fibrose; tecido de reparagéo do tipo fibro-
cartilaginoso maduro, vascularizagdo menos evidente
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dos, verificou-se a presenca de maior nimero de células
semelhantes a condrdcitos nas lesdes recobertas com a
membrana de celulose, sugerindo o desenvolvimento de
tecido com maior prevaléncia de células cartilaginosas
imaturas (Fig.1). Na regido de trocleoplastia do GC, foi
observada maior quantidade de fibroblastos ativos, além
da fibrose sobre a lesao (Fig.2). Dessa forma, o processo
de reparacao iniciou-se com 30 dias no GT. Estudos rela-
taram inicio do processo aproximadamente aos 45 dias
com utilizacao de enxertos cartilaginosos, biomateriais ou
outros fatores com alto potencial condrogénico em 24
cabras distribuidas em 8 grupos de 3 animais (Jackson et
al. 2001, Simon & Jackson 20086). Isto sugere que a mem-
brana de celulose pode ter acelerado o processo de repa-
racéo da cartilagem articular e melhorado a evolugéo
histoldgica, direcionando e organizando a resposta cica-
tricial. O uso de uma membrana separando compartimen-

20 pm
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Fig.1. Regido central da trocleoplastia do GT aos 30 dias. In-
tensa celularidade, com células de aspecto fusiforme (cf)
na regiao superficial e com formato estrelado na profunda,

semelhantes a condrdcitos imaturos (ci). HE, obj.40x

Vi

Fig.2. Regido central da trocleoplastia do GC aos 30 dias. In-
tensa celularidade, constituida por fibroblastos ativos (fb),
vascularizag@o evidente (v) e fibrose menos intensa. HE,
0bj.40x
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tos teciduais para prevencao de crescimento de tecidos
indesejaveis pode ser considerado uma variagéo do prin-
cipio da RGT, de acordo com Nyman (1991).

A integracéo do tecido neoformado com o tecido adja-
cente foi observada em todos os grupos nos diferentes
momentos, diferente do encontrado por Malmonge et al.
(2000) em estudo avaliando a reparacao de defeitos
intercondilares de fémures de ratos. O estimulo promovi-
do pelo deslizamento patelar no sulco troclear pode ter
contribuido para esta melhor integracéo, a semelhanca
do observado por Farias (1995), apds aprofundamento
do sulco troclear em caes.

Na avaliacdo da cépsula articular nao foram observa-
das alteragdes, nem reacao inflamatdria em nenhum ani-
mal e momento avaliado, apenas infiltrado mononuclear
mais intenso ao redor do fio cirurgico com proliferagao de
tecido conjuntivo denso. Isto sugere que a membrana de
celulose foi biocompativel, ndo proporcionando formacgao
de debris e reacdes de corpo estranho nem induzindo
sinovites como descrito, em coelhos, por Messner &
Gillquist (1993). Observou-se, portanto, que a membrana
apresentou caracteristica biodegradavel e nao interferiu
negativamente no ambiente intra-articular, similar ao des-
crito por Salata et al. (2001).

A membrana apresentou boa aceitacao pelo organis-
mo, auxiliando nas fases iniciais do processo de repara-
céo da regido da trocleoplastia, semelhante ao descrito
por Carvalho et al. (2003) e Aslan et al. (2004). A celulose
sofreu degradagcédo no organismo animal, ndo sendo
identificada, macro ou histologicamente, em nenhum gru-
po. O processo bioquimico de degradacao da celulose
deveréd ser esclarecido segundo relataram Mello et al.
(2001).

Analise morfométrica

O numero de células, de acordo com o grupo e os
momentos avaliados, esta apresentado no Quadro 2 e
Figura 3, enquanto a espessura do tecido de reparacao
esta representada no Quadro 3 e Figura 4.

Quanto a analise morfométrica, nao foram encontra-
dos dados na literatura consultada a respeito dessa ava-
liacao utilizando membranas bioldgicas. No GC houve
aumento progressivo do numero total de células até o
periodo final de avaliagao; quando se analisou o GT, veri-
ficou-se que, em relacdo ao periodo inicial, essa diferen-

Quadro 2. Mediana e amplitude interquartilica do nimero
de células segundo o grupo experimental e momentos de
avaliacao

Grupos Momentos de avaliagéo

30 dias 60 dias

15 dias 90 dias

Controle 590,5+105,5aA* 923,0+112,5aB  920,0+360,5aB 1076,5+311,3bB
Tratado 893,0+183,8bAB 1073,5+201,3bBC 1483,0+455,4bC 690,0+219,5aA

*Letras minusculas indicam comparacao entre grupos nos diferentes
momentos de avaliagdo. Letras maiusculas indicam comparacgao do gru-
po nos diferentes momentos de avaliagdo. Médias de grupos seguidas
de mesma letra nao diferem estatisticamente.
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Fig.3. Valores médios do numero de células da regiao da
trocleoplastia segundo o grupo experimental e momentos
avaliados. Médias de grupos seguidas de mesma letra nao
diferem estatisticamente (P>0,05). Letras minusculas indi-
cam comparacgao entre grupos nos diferentes momentos de
avaliacdo. Letras maiusculas indicam comparagéo do gru-
po nos diferentes momentos de avaliagdo.

Quadro 3. Média e desvio padrao da espessura do tecido
de reparacao na regiao da trocleoplastia, em micrometros,
segundo o grupo experimental e momentos de avaliacao

Grupos Momentos de avaliagao

15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Controle 155,5+26,0aA* 146,8+33,4aA 166,7+14,1aA 174,3+44,4bA
Tratado 154,9+23,3aAB 263,9+34,5bC 206,0+35,4aBC 121,5+12,8aA

*Letras minusculas indicam comparacao entre grupos nos diferentes
momentos de avaliagdo. Letras mailsculas indicam comparagéo do gru-
po nos diferentes momentos de avaliagao. Médias de grupos seguidas
de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Fig.4. Valores médios da espessura do tecido de reparagao
da regido da trocleoplastia em micrometros segundo o gru-
po experimental e momentos avaliados. Médias de grupos
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
(P>0,05). Letras minusculas indicam comparagao entre gru-
pos nos diferentes momentos de avaliagéo. Letras maius-
culas indicam comparagéo do grupo nos diferentes momen-
tos de avaliacao.

¢a ocorreu até os 60 dias, sendo verificado retorno aos
padrodes iniciais aos 90 dias. Este fato foi corroborado pela
espessura do tecido de reparacao neoformado seguindo
padrdo semelhante, e pela observacao, a microscopia,

de tecido conjuntivo mais organizado conforme a evolu-
¢ao do processo. Além disso, o numero total de células
no GT foi superior ao encontrado no GC até os 60 dias do
pos-operatorio, sendo esse comportamento invertido aos
90 dias. A evolug@o do numero de células sugere que a
membrana de celulose pode ter favorecido a migragao de
células cartilaginosas com potencial para reparacao na
fase inicial de acordo com os principios da Regeneragéo
Tecidual Guiada, uma vez que se verificou maior celulari-
dade nas fases mais precoces do experimento; no entan-
to, aos 90 dias, notou-se a formacao de um tecido fibro-
cartilaginoso mais organizado e maduro, com menor pre-
senga de células em relagdo ao GC; isto foi decorrente da
tendéncia de estabilizacao do processo de reparagao.

A fase de reparacgéo na trocleoplastia néo foi limitada
devido ao aporte sanguineo e celular a partir do osso
subcondral, ja que os vasos sanguineos deste tecido fo-
ram atingidos, seguindo o processo de reparacéo de uma
lesao profunda. Dessa forma, as células promotoras tive-
ram acesso a lesao proporcionando a formagéo de tecido
composto por fibrocartilagem (Simon & Jackson 20086).

Membranas ou outros suportes podem ser usados
como método auxiliar na implantacéo de células indife-
renciadas, cartilaginosas ou outros fatores potencialmen-
te condrogénicos (Messner & Gillquist, 1993; Schuman et
al. 1995, Ma & Langer 1999, Malmonge et al. 2000).

O estudo de reparacao de cartilagem, apesar de am-
plamente descrito na literatura e datado de longas déca-
das, ainda merece atencao e destaque. Varios outros es-
tudos, na tentativa de adicionar fatores que influenciem
positivamente tal resposta, devem ser estimulados, as-
sim como o uso de membrana de celulose ou outros
biomateriais.

CONCLUSAO

A andlise dos resultados obtidos, nas condigbes experi-
mentais deste trabalho, permite concluir que a membrana
de celulose acelerou o processo de reparacao inicial da
regido da trocleoplastia, apresentando boa integracao do
tecido neoformado com a cartilagem adjacente. A mem-
brana biossintética de celulose, como elemento isolado,
ndo é efetiva para promover completa regeneracéo da
cartilagem articular.
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