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Figura 1. Representacdo esquematica da propriedade das células-
tronco de se dividirem e permanecem indiferenciadas ou se

diferenciam e amadurecem. Fonte: Zago, 2006a. ..........cccccveeeeereeeeeenes

Figura 2. Agulha de Rosenthal 16G (A) introduzida no tubérculo maior
do umero (B). Seringa de 10mL com 0,1mL de heparina acoplada a

agulha de Rosenthal (C) e medula 6ssea aspirada (D). ....ccccceeeviiieeeennne

Figura 3. Em “A” seta vermelha indica a solugdo composta por 2,0mL
de medula éssea integra e 2,0mL da solugéo salina tamponada. Seta
preta evidencia 2,0mL de solugdo Ficoll-Hypaque. Na figura “B”, o
mesmo tubo apoés centrifugacdo a 495G durante 30 minutos a 15°C.
Notar o plasma e sedimentos (1), Ficoll-Hypaque (2) e células
vermelhas (3). A seta azul exibe a nuvem de células mononucleares

mesenquimais da medula 6ssea de coelho. ........ccooeveiiiiiiiiiiiieeee e,

Figura 4. Mensuragdo com paquimetro do local do sulco troclear a ser
removido (A) e demarcacdo da area com lamina de bisturi N°10 (B).
Notar a superficie articular demarcada (C) e o disco posicionado sobre
o local demarcado (D). Posicdo angulada do disco para remoc¢ao do
implante em forma de cunha (E) e remocdo do enxerto com

dissecagao das faces do enxerto (F). ...

Figura 5. Microfotografia de células mononucleares da medula 6ssea
coletadas no tubérculo umeral de coelhos. Células viaveis (setas
verdes) e células inviaveis com citoplasma corado com azul de Tripan

(seta amarela). Microscopia de luz (aumento 100X). .cccceeveveeeeeeeeeeeenenennn.

Figura 6. Aspecto latero-medial da articulacdo do joelho esquerdo do
coelho C3 do grupo controle decorridos 45 dias de PO. Notar em “A”
espessamento e aderéncia da capsula aos tecidos adjacentes (seta
amarela) e em “B” a presenca de liquido sinovial com coloragao

AV 0 =) L= T F= VT
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Figura 7. Aspecto do sulco troclear de coelho do grupo controle (C3)
apos 45 dias de PO. Observar o local de reabsorcdo do enxerto (seta
azul) e crescimento de tecido conjuntivo denso sobre as faces medial e

lateral das trocleas (setas pretas). ...

Figura 8. Sulco troclear femoral do CT2 e CT3 tratados com células
mononucleares, apds 45 dias de PO. Notar em “A”, crescimento de
tecido conjuntivo denso nas faces medial e lateral da troclea (contorno
em vermelho) e integracdo do enxerto no leito receptor (seta azul). Em
“B”, desenvolvimento de tecido conjuntivo denso na face medial (seta
preta), crescimento de cartilagem na superficie lateral do enxerto (seta

AMAEIA). ettt e e e e e e e e e ee e e e e e

Figura 9. Sulco troclear femoral de animais do grupo tratado com
células mononucleares, apés 45 dias de PO. Em “A”, animal CT5 o
enxerto aderido com auséncia de falhas na transicdo entre o leito
receptor e a face do implante (setas pretas) e area de crescimento de
cartilagem na superficie medial e central do enxerto (seta verde). Em
“B”, animal CT2 com enxerto aderido a sitio receptor com auséncia de
falhas linhas de transicdo e crescimento de cartilagem na superficie

medial do implante (seta azul)...........oooeiii i

Figura 10. Em “A” e “B”, sulco troclear femoral do coelho grupo tratado
com células mononucleares CT11, apos 90 dias de PO. Notar o
enxerto aderido com auséncia das linhas de transicdo entre o leito
receptor e a face do implante e crescimento de tecido semelhante a
fibrocartilagem, liso, brilhante e em continuidade a cartilagem
adjacente (seta amarela). Na face lateral do céndilo femoral,
crescimento de tecido denso (seta vermelha). Na figura “B” observar
na posicao latero-medial, tecido semelhante a fibrocartilagem
recobrindo a superficie do enxerto (seta azul) e na face lateral o
crescimento de tecido atipico (circulo vermelno). .......ccccceevciieiiiiiiieeen.
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Figura 11. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho C11,
apos reparo com enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%, com
90 dias de PO. Observar em “A” (Barra = 300um) e “B” (Barra =
200um) o enxerto (EN) envolvido por fibrocartilagem (FC) e as faces

isoladas do osso trabecular. Coloragdo HE. ...

Figura 12. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho apoés
reparo com enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%. Em “A”,
animal C2, observar a descamagéo da superficie articular (seta azul),
caracterizada por morte progressiva de condrdcitos. Em “B”, animal
C9, descamagado das camadas superficial, média e profunda da
cartilagem (CA) seguida de exposicao, necrose e reabsor¢cao do 0sso
subcondral (quadrado preto), Barra = 300um. Coloragéo HE. ................

Figura 13. Fotomicrografias do sulco troclear femoral de coelho apos
reparo com enxerto aldégeno preservado em glicerina a 98%. Em “A”
coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricromio Mallory (B). Notar falha
na unidao entre o osso do leito receptor e a face do enxerto
osteocondral (EN). Auséncia de cartilagem sobre a superficie (seta
azul), necrose no o0sso subcondral (seta preta), tecido conjuntivo
(asterisco) e trabéculas dsseas espacadas caracterizando

descontinuidade e fragilidade 6ssea (TO). Barra = 300um. .......cccuveeennnns

Figura 14. Fotomicrografias com coloracdo Hematoxilina-Eosina (A) e
tricrémio Mallory (B) do sulco troclear femoral do coelho C12 apds o
reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina a 98% decorridos
90 dias de PO. Em “A” e em “B” observar degeneracao e fragmentacao
da cartilagem (setas vermelhas), face esquerda do enxerto constituida
por cartilagem hialina (CH) e face direita por tecido conjuntivo denso
(TCF). Barra = S00HM. ...coiiiiiiiieiiie e e

Figura 15. Fotomicrografias com coloracdo Hematoxilina-Eosina (A) e

tricrémio Mallory (B) do sulco troclear femoral do coelho CT9 apés o
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reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%, associado
as células mononucleares decorridos 90 dias de PO. Observar em “A”,
cartilagem articular preservada com presenca de cartilagem hialina
(CH), pouca descamacao (setas pretas) e unido entre a face do
enxerto e 0 0sso adjacente, marcada pela neoformagéo 6ssea (NO) e
predominante de tecido conjuntivo (seta amarela), fibrocartilagem,
areas de neoformacdo 6éssea, intensa vasculariza¢ao (circulo azul). Em
“B”, inicio da formacao éssea (circulo vermelho). Barra = 300um. .........

Figura 16. Fotomicrografias com coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e
tricrémio Mallory (B) do sulco troclear femoral do coelho CT11 apds
reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%, associado
as ceélulas mononucleares com 90 dias de PO. Notar a camada
superficial constituida por fibrocartilagem (asteriscos) e a area de
contato entre 0 enxerto e o 0sso adjacente com tecido conjuntivo (TC)
substituido por cartilagem. Em alguns pontos inicio da ossificagao

endocondral (setas vermelhas). Barra = 300pM. ........coeeveiiiiiiiiiiiiiieeee.

Figura 17. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho CT12
apds o reparo por enxerto aldgeno preservado em glicerina a 98%,
associado as células mononucleares com 90 dias de PO. Em “A”, notar
na area de transicdo entre o 0sso do leito receptor € o enxerto a fase
final de reparacdo, caracterizada pela substituicdo da cartilagem
hialina por tecido 6sseo (circulo vermelho). Em “B”, processo de
ossificagcdo endocondral (OE) e padrao trabecular normal. Presenca de
condrécitos (setas azuis) e neoformacdo dssea (seta amarela).
Coloracdo Hematoxilina-Eosina. Barra = 300HM. .....ccoovcviireeeiiiieneeennee

Figura 18. Fotomicrografias com coloracdo Hematoxilina-Eosina (A) e
tricrémio Mallory (B) do sulco troclear do coelho CT11, apds o reparo
com enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%, associado as
células mononucleares com 90 dias de PO. Em “A”, observar o
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processo de ossificagcdo endocondral, caracterizada por hipertrofia dos
condrécitos (setas), na camada profunda da cartlagem. Em “B”,
presenca de fibrocartiiagem (FC), -cartiiagem hialina (CH) e

neoformacao 6ssea (setas). Barra = 300UM. ....ovveveeeeeeiiicciiieeeeee e,

Figura 19. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho apés o
reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina a 98% , associado
as células mononucleares com 90 dias de PO. Verificar a unido entre o
enxerto (EN) e o tecido d&sseo adjacente (TOA). Superficie
cartilaginosa com pequena descamacéao e integridade da cartilagem
preservada (setas). Osso denso, auséncia de trabéculas Osseas
espacadas, padrdo trabecular proximo a normalidade. (HE). Barra =
BOOMIML. oottt eeee et et e s ee e eee et eeeeene st ee s ee e s eeneseneeeee e
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ENXERTO OSTEOCONDRAL ALOGENO, ASSOCIADO A INOCULACAO DE
CELULAS MONONUCLEARES AUTOLOGAS DA MEDULA OSSEA NO
REPARO DO SULCO TROCLEAR DE COELHOS

RESUMO

Vinte e quatro coelhos foram separados em grupo controle (GC) e
tratados com células-tronco (GCT). Sob efeito anestésico, uma agulha de
Rosenthal 16G foi inserida no tubérculo umeral para coleta de 2,0mL de
medula éssea. Procedeu-se o isolamento, a contagem e a viabilidade das
células mononucleares autblogas. Praticou-se no joelho esquerdo uma inciséo
parapatelar lateral de pele e da capsula articular. A patela foi deslocada
medialmente e no sulco troclear foi removido um segmento de 0,4cm x 1,0cm.
No GC e GCT o local foi preenchido por enxerto osteocartilaginoso alégeno
conservado em glicerina. No GCT foi administrado intra-articular de 2 x 10°
células mononucleares. Aos 45 e 90 dias de pos-operatorio, 75% dos animais
do GC apresentavam capsula articular espessa e em 41,66% aderida aos
tecidos adjacentes. O enxerto se encontrava osteointegrado em 33,33% e
58,33% com alteracdes 6sseas. Nos do GCT aderiu-se ao leito receptor, sendo
que em 91,66% nao foi observado processo de degeneragcao, e em 58,33%
notou-se ossificacdo endocondral, junto ao osso subcondral com consolidacao
0ssea. Enxertos osteocartilaginosos alégenos conservados em glicerina a 98%,
no reparo do sulco troclear de coelhos, associado a administragdo intra-
articular de células mononucleares autblogas, estimulam a formagdo de
fibrocartilagem e cartilagem hialina com integragdo do implante no leito
receptor.

Palavras-chave: cartilagem articular, fémur, medula éssea, 0sso, terapia

celular
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OSTEOCHONDRAL ALLOGRAFT ASSOCIATED WITH BONE MARROW
AUTOLOGOUS MONONUCLEAR CELLS INOCULATION IN THE REPAIR
OF TROCHLEAR GROOVE IN RABBITS

ABSTRACT

Twenty four rabbits were separate in control group (GC) and treated with
stem cell group (GCT). Under general anesthesia a Rosenthal 16G needle was
inserted into umeral tubercle to collect 2,0mL of bone-marrow. It was proceeded
the isolation, the counting and the viability of the mesenchymal autologous
cells. A lateral parapatelar incision was made over the left knee in skin and
articular capsule. The patella was medially dislocated and a segment about
0,4cm x 1,0cm was removed in the throclear groove. In GC and GCT that local
was filled by alogenic osteochondral graft conserved in glycerin. In GCT it was
inject 2 x 10° mononuclear stem cells. On 45 and 90 days of postoperative, in
75% of GC animals the articular capsule presented thick and in 41,66%
adhered to adjacent tissues. The graft was osteointegrated in 33,33% and
58,33% with bone alterations. In GCT the graft adhered into the receptor bed, in
91,66% degeneration process was not observed, and in 58,33% it was noted
endochondral ossification of the subchondral bone with bone consolidation.
Alogenic osteochondral grafts conserved in 98% glycerin in rabbits throclear
groove repair, associated with intra-articular injection of autologous
mononuclear cells, stimulate fibrocartilage and hyaline cartilage formation with

integration of the graft into the receptor bed.

Key words: articular cartilage, femur, bone-marrow, bone, cellular therapy.



I. INTRODUCAO

O tratamento cirdrgico das lesbes condrais e osteocondrais que acometem
articulagdes principalmente fémoro-tibio-fibulo-patelar, ainda representa um desafio
para o ortopedista. E uma articulacdo submetida & compressao e grande amplitude
de movimentos de flexdo-extensdo (KAPANDJI, 2000; HEBERT, et al., 2003).
Frequentemente é acometida por traumatismos de alta energia, deformidades
congénitas, tumores e infecgdes. Nas lesdes da cartilagem articular o prognostico é
reservado, devido a capacidade limitada de regeneracdo. Geralmente estas lesdes
evoluem para doenga articular degenerativa, caracterizada por dor, rigidez e perda
da mobilidade, resultando em hipofungéo articular e comprometimento do bem estar
animal (OLSSON, 1993).

A correcao dos defeitos decorrentes de perdas osteocartilaginosas desperta o
interesse de pesquisadores, de forma que métodos auxiliares sédo propostos com o
intuito de melhorar a reparacdo 6ssea. A utilizacdo de células-tronco na
reconstituicdo de tecidos tem direcionado as pesquisas para 0 seu isolamento,
purificacdo e concentracao, com o objetivo de reparar e substituir tecidos lesados ou
degenerados (CONNOLLY, 1995).

A existéncia de células-tronco ndo hematopoiéticas na medula 6ssea foi
inicialmente sugerida por Cohnheim (1867), (citado por PROCKOP, 1997; FEHRER,;
LEPPERDINGER, 2006). No entanto, foi com os achados de Friedenstein,
Chailakhjan e Lalykina, (1970) que essa teoria foi comprovada com a descoberta
das células-tronco mesenquimais (CTM’s). As CTM’s da medula éssea tém a
capacidade de se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido como o
conjuntivo, ésseo, cartilaginoso, adiposo, tenddo, musculo e estroma medular
(CAMPAGNOLLI et al., 2001).

Neste estudo objetivou-se avaliar o potencial reparador das células
mesenquimais mononucleares autélogas, apds reparo do sulco troclear femoral de

coelhos com enxerto osteocondral alégeno, conservado em glicerina a 98%.



Il. REVISAO DE LITERATURA
Il.a. Terapia celular

O termo terapia celular € um conjunto de métodos e abordagens que visam a
utilizacao de células para tratamento de inumeras doencas (ZAGO, 2006a). Assim a
medicina regenerativa desponta como uma ferramenta terapéutica no tratamento de
varias doengas degenerativas, para as quais ndo ha tratamento especifico ou efetivo
(KASSEM, KRISTIANSEN, ABDALLAH, 2004).

As células-tronco sdo encontradas nos individuos em populacdes
extremamente pequenas, variando de uma a sete células-tronco em cada 100.000
células. Elas sdo mantidas quiescentes até receberem estimulo do ambiente para
iniciarem sua diferenciacdo. Este estimulo pode ocorrer durante o processo de
cicatrizagdo (PERIN et al., 2003).

Devido a capacidade de auto-renovacao, plasticidade e habilidade de circular
na corrente sanguinea, as células mesenquimais aparecem como uma ferramenta
no contexto da terapia celular. Sdo descritas técnicas de isolamento, cultura,
expansdo e manipulagcdo sendo utilizadas nos tratamentos de doencas
hematopoiéticas e osteogéneses imperfeitas (BAKSH, SONG, TUAN, 2004).

O efeito terapéutico promissor das CTM’s esta relacionado com sua
capacidade de interagir e sobreviver em tecidos-alvos distintos por um longo periodo
(MINGUELL, ERICES, 2006). Proliferam rapidamente e originam células-filhas
capazes de substituir as células doentes (BANFI et al., 2000). Além disso, podem
ser transplantadas por infusédo local no 6rgdo lesado ou por meio da infusdo
sistémica. No primeiro caso, espera-se que aumentem o reparo local e no segundo,
que migrem para os tecidos lesados (MINGUELL, CONGET, ERICES, 2000).

A habilidade de purificar, cultivar e manipular células-tronco multipotentes
fornece condicbes que possibilitam corrigir lesdes provocadas por doengas
congénitas ou degenerativas. Assim tecidos e 0Orgdos lesados podem ser
recuperados pelo organismo saudavel. A ocorréncia deste processo exige a
interrupcdo ou abrandamento da agressdo, seguida de remodelagdo do tecido

utilizando reservas de células-tronco especificas do organismo (COLOME, 2007).



O transplante de células-tronco hematopoéticas (transplante de medula
0ssea) é atualmente a unica forma de tratamento com células-tronco humanas. Os
tratamentos derivados dessa metodologia encontram-se em fase experimental e,
portanto, seus beneficios precisam ser demonstrados ou consolidados,
principalmente nos casos onde existam evidéncias de suas vantagens (ZAGO,
2006a).

Il.b. Células da medula 6ssea

A medula éssea (MO) apresenta dois sistemas troncos distintos o
hematopoético e o ndo hematopoético (SHORT, et al., 2003). Produzem tipos
celulares com suas funcgdes especificas. Dentre eles as células hematopoiéticas, as
estromais ou mesenquimais e células progenitoras endoteliais. As células-tronco
hematopoiéticas originam células sanguineas e as do sistema imune, sdo utilizadas
para restaurar componentes do sangue e do sistema imunolégico. As mesenquimais
sao primordiais indiferenciadas, caracterizadas pela auto-renovacao e potencial de
diferenciarem-se em varios tecidos. Quando estimuladas adequadamente, origina
musculos, 0ssos, cartilagens e células de gorduras (CAMPAGNOLLI et al., 2001). As
células progenitoras se diferenciam em endoteliais, que integram o0s vasos
sanguineos e capilares. A capacidade proliferativa, combinada a habilidade de se
tornar especializada, a faz unica (KIRSCHSTEIN, 2001).

As células-tronco mesenquimais séo utilizadas no campo da reparagédo e
regeneracao celular. Isso se deve ao potencial de diferenciacdo em varios tipos de
células, em resposta a transducdo de sinais mediados por citocinas
(FRIEDENSTEIN, PETRAKOVA, KUROLESOVA, 2002). Sao facilmente coletas e
como sao provenientes da MO do proprio paciente, elimina possibilidade de rejeigao.
Além disso, a coleta do material do prdprio paciente ndo provoca controvérsias no
que diz respeito aos aspectos éticos e legais (WANG et al., 2004). O transplante
dessas células ndo possui o risco de formacao de tumor, pois ndo ha diferenciagao
em tecidos indesejados no organismo hospedeiro (ROMANO, 2004).

Apesar do numero limitado na medular éssea, a proliferacdo e a expansao
sob condicbes adequadas, podem ser obtidas in vitro (KRAUSK, KIRKEY-HEAD,



2006). A caracterizacao morfologica e funcional das células estromais foram
estabelecidas em roedores e humanos. Entretanto, em outras espécies sao
necessdarias novas pesquisas para estimular a terapia celular na Medicina
Veterinaria (MARTIN et al., 2002).

ll.c. Fontes de células mesenquimais

No ser humano a medula 6ssea € a principal fonte das células mesenquimais,
porém sao isoladas de outros 6rgaos e tecidos, como do musculo esquelético e da
derme (YOUNG et al., 2001), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), membrana sinovial
(DE BARI et al., 2001), endotélio e subendotélio da veia umbilical (COVAS et al.,
2003) e veia safena (COVAS et al., 2005). Assim como do rim (ALMEIDA-PORADA
et al., 2002), sangue de corddo umbilical e placentario (YU et al., 2004), medula
Ossea vertebral (AHRENS et al., 2004), cartilagem articular (ALSALAMEH et al.,
2004), vilosidade coridnica da placenta (IGURA et al., 2004), ligamento periodontal
(SEO et al., 2004) e pulmao (SABATINI et al., 2005).

Fernandes et al. (1997), foram os primeiros a reportarem a presenca de
células estromais no sangue periférico mobilizado. Ja Zvaifler et al. (2000) e
Kuznetsov et al. (2001), demonstraram em cultivo que as CTM’s circulam no sangue
periférico do adulto, mas sao raras. Entretanto, em condi¢cdes semelhantes, Ojeda-
Uribe et al. (1993), Lazarus et al. (1997) e Wexler et al. (2003), ndo isolaram estas
células no sangue periférico.

Il.d. Conceitos e fisiologia das células-tronco

A presencga de células precursoras nao-hematopoéticas na MO foi sugerida
por Julius Cohnheim em 1867 (citado por PROCKOP, 1997, FEHRER,
LEPPERDINGER, 2006). Contudo, foram identificadas a partir de células

mononucleares da medula d&éssea de camundongos, denominadas células



formadoras de coldnias fibroblasticas (FRIEDENSTEIN, PIATETZKY-SHAPIRO,
PETRAKOVA, 1966).

As CTM’s correspondem a 0,001 a 0,01% de todas as células nucleadas
medulares. Sao isoladas a partir de aspirados de medula éssea, separando-se a
fracdo mononuclear por gradiente de densidade. Expressam um amplo espectro de
citocinas, receptores de citocinas e fatores de crescimento. Também produzem
moléculas de matriz extracelular, incluindo fibronectina, laminina, coladgenos e
proteoglicanos (COVAS, 2006).

As células-tronco sao definidas com base no potencial de auto-renovacao, na
capacidade de diferenciacdo em multiplas linhagens celulares e na habilidade de
reconstituir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado. Inicialmente estas
caracteristicas foram demonstradas nas células-tronco hematopoéticas (CTH’s) e
nas células tronco embrionarias (CTE). Com o avangco da ciéncia, outras células
foram isoladas e conceituadas como células-tronco, denominadas de células-tronco
mesenquimais (VERFAILLIE, 2002).

As CTH’s foram as primeiras a serem descritas, sendo também melhor
compreendidas e as mais aplicadas em protocolos clinicos (NARDI, AFONSO,
2006). No entanto, as células-tronco nao hematopoiéticas apresentam ampla
capacidade de diferenciacdo, bem como dar origem e regenerar diversos tecidos
(POUNTOS, GIANNOUDIS, 2005). No processo de reparacao 6ssea, desempenham
a osteogénese ou a fagocitose, dependendo das condicbées do meio (BURWELL,
1985). Precursoras da linhagem osteogénica e encontradas na medula, estdo mais
concentradas préoximo a superficie endosteal, apresentando altos indices
osteogénicos (ASHTON, ALLEN, HOWLETT, 1984).

As células-tronco sao caracterizadas por serem indiferenciadas e nao
apresentar funcao especifica nos tecidos. Sao capazes de proliferarem, mantendo-
se indiferenciadas por longos periodos de tempo, tanto in vitro quanto in vivo. Esta
ultima propriedade, denominada de auto-regeneracdo, permite que o0
compartiihamento de células-tronco seja mantido constante ao longo do tempo
(SANTOS, SOARES, CARVALHO, 2004; NARDI, ALFONSO, 2006).

Quando uma célula-tronco se divide, uma das células filhas fica para substituir

a progenitora. Enquanto que outra se divide e diferencia em células maduras, com o



aspecto do tecido especifico (Figura 1) (DUA, 1995; SANTOS, SOARES,
CARVALHO, 2004). Sao capazes de realizar as chamadas “divisdes assimétricas”,
ou seja, podem originar células que permanecem indiferenciadas, repondo a reserva

de células-tronco ou podem se diferenciar em especializadas (ZAGO, 2006b).
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Figura 1. Representagdo esquemadtica da propriedade das células-tronco de se dividirem e
permanecem indiferenciadas ou se diferenciam e amadurecem. Fonte: Zago, 2006a.

O processo de auto-renovacdao é importante, uma vez que, se todas as
células filhas se tornassem células progenitoras, a populacdo diminuiria
progressivamente a partir de cada evento de ativagdo. Isto resultaria em uma
deplecgéo rapida de células de todos os tecidos normais, resultando em um ndmero
insuficiente para suportar os processos de remodelagdo e reparagdo do organismo
(LIN, 1998).

As células-tronco e as progenitoras estdo presentes na maioria dos tecidos e
sao fundamentais para saude, manutencao e resposta a lesdes ou doencas durante
a vida. Sdo as fontes de todos os tecidos formados pelos sistemas de reparo e
remodelacao (BIANCO et al., 2001). Sao conhecidas as da pele, mucosa intestinal,
epitélio olfativo, cérebro, figado, gordura, cornea, retina, polpa dentaria, pulmbes e
musculos esquelético e cardiaco. Denominados de células-tronco somaticas, que
podem dar origem a um uUnico ou alguns tipos de células diferenciadas, como

unipotentes, oligopotentes ou multipotentes (ZAGO, 2006b). S&o moduladas por



sinais quimicos e fisicos que controlam sua ativacdo, proliferacdo, migracao,
diferenciacao e sobrevida (BIANCO et al., 2001).

De acordo o grau de diferenciacao que as células-tronco podem-se submeter,
sao classificadas em diferentes categorias. As totipotentes ou embrionarias que séao
capazes de diferenciar em todos os tecidos do corpo humano, inclusive a placenta e
anexos embrionarios. Encontram-se nos embrides nas primeiras fases da divisao,
com 16 a 32 células, até trés ou quatro dias de vida. Este tipo celular se localiza no
apice da hierarquia das células-tronco. Células-tronco pluripotentes conseguem se
diferenciar em quase todos os tipos de tecidos de um individuo adulto com excegao
da placenta e anexos embrionarios. As multipotentes sdo isoladas de varios érgaos
adultos auto-renovaveis e diferenciadas em multiplos tipos celulares especificos.
Finalmente, com nenhum ou limitado poder de renovacdo e diferenciagdo em
apenas um unico e definido tipo celular sdo chamadas precursoras ou células
progenitoras (DEL CARLO, 2005; LAKSHMIPATHY, VERFAILLIE, 2005; ZAGO,
20063a).

Existem evidéncias de que células-tronco da MO circulam no sangue
periférico e se dirige para tecidos lesados, tanto no contexto de doencas
hematolégicas (XU, et al.,, 2005) quanto ndao hematolégicas (ABE, et al., 2004).
Voltam para a medula 6ssea, em um processo fisiolégico regulado por uma
complexa interacdo de citocinas (WRIGHT, et al.,, 2001; PETIT, et al., 2005).
Observacodes recentes de quimerismo cardiaco apds transplante de medula podem
ser explicadas por este fendmeno fisiologico (QUAINI, et al., 2002; DEB, et al.,
2003).

Sugere-se que as células-tronco somaticas de um tecido podem atravessar as
barreiras das linhagens celulares e adotar um perfil de expressédo génica, fungéo e
fenotipo de células de outros tecidos (HERZOG, CHAI, KRAUSE, 2003). Isto ocorre
por um mecanismo conhecido como plasticidade, mas que ainda néo foi esclarecido
(VERFAILLIE, 2005). H& pelo menos quatro explicagdes para esta plasticidade. A
transdeterminagao das células-tronco programadas para gerar linhagens de células,
a transdiferenciacao processo pelo qual a célula se diferencia e ganha fenétipo de
outra diferenciada. Além da dediferenciagdo onde as progenitoras ou precursoras se

diferenciam em outras células adultas e por fim o processo de fusdo em adulta



(WATT, 2003). Enquanto se observa relativa facilidade de avaliar o potencial de
diferenciacao celular in vitro, 0 mesmo ndo acontece para a situacao in vivo, pois o
significado fisiologico e a correspondéncia destes processos sdao questionaveis
(NARDI, ALFONSO, 2006).

Diante do exposto, a resposta final depende da avaliagdo do quanto um
determinado tipo de células-tronco, apds administracao in vivo, pode originar células
de diferentes tecidos. Geralmente a metodologia dos estudos cientificos envolve a
sua administracdo com marcador para avaliagdo da presenca do mesmo. Além da
expressado deste marcador, considera-se necessaria a determinagdo da identidade
celular por analise morfolégica, imunofenotipica e/ou funcional (COLOME, 2007).

ll.e. Patogénese das les6es osteocondrais

As articulagbes sdo unidades morfofuncionais que suportam cargas
mecanicas durante atividades diarias normais ou especializadas. Os componentes
estruturais como a cartilagem articular, ossos, musculos, ligamentos, tendbes e
nervos participam na transmissdo das energias aplicadas. Qualquer falha nestes
componentes pode produzir mau funcionamento no complexo como um todo.
Lesbes estruturais acontecem quando a articulagcao recebe uma carga de impacto,
que leva a lesado da cartilagem articular. O avango progressivo do dano tissular
depende das forgas de compressao na area lesionada (AROKOSKI et al, 2000).

A etiologia do processo degenerativo das cartilagens articulares € complexa e
inicia-se com o envelhecimento. Podem ocorrer fatos que provoquem o inicio do
processo natural, como as doencgas inflamatérias ou infecciosas que destroem a
estrutura cartilaginosa. A evolugao da doencga degenerativa articular pode ter origem
idiopatica ou secundaria a trauma. Este processo ocasiona desestruturacao
osteoligamentar da articulagdo entre fémur, tibia e patela (CAMANHO, 2001). A
cartilagem é exigida extensivamente durante os movimentos das articulagées. Pode
propiciar falhas devido a fadiga, que levam a fragmentacao e fibrilacao da superficie.
Na etapa tardia, torna-se desgastada, expondo o 0sso subcondral e permitindo a

formacdo de cistos subcondrais. Logo, o osso sofre uma hipertrofia através da



proliferacdo de ostedcitos periféricos, enquanto a membrana sinovial sofre hiperemia
e achatamento devido a inflamacao (GLASSON et al, 2005).

A degeneracdo da cartilagem é caracterizada por fibrilacdo da superficie
articular, fissuras e perda parcial ou completa do tecido. Além do aumento na
hidratagédo, estreitamento do espago articular e alteragdes na atividade celular do
0sso subcondral (SETTON, ELLIOTT, MOW, 1999). Os fragmentos da cartilagem
articular produzem sinovite e as enzimas liberadas durante o processo inflamatorio
aumentam a destruicdo do tecido condréide. Superficies articulares dos o0ssos
envolvidos se tornam incongruentes, ou seja, mecanicamente incompativeis devido
ao desalinhamento das estruturas articulares. Dessa forma, a articulagéo sofre
sobrecarga, aumentando o dano articular (BELY, 1987). O enfraquecimento por
reducédo de massa e a perda de elasticidade produzem deformacéo. Desse modo, as
principais alteragbes afetam o amortecimento, estabilidade e lubrificagdo da
cartilagem (SETTON, ELLIOTT, MOW, 1999).

Sabe-se, que a capacidade de reparacao da cartilagem articular é limitada,
devido a auséncia dos vasos sanglineos e linfaticos. Isolada da circulagao
sistémica, o mecanismo de reparo das lesbes é realizado através do infiltrado
inflamatorio ou por meio da migracao celular, ndo ocorrendo quando a cartilagem é
danificada (BUCKWALTER, 2002). Injurias que ndo penetram no osso subcondral
possuem dificil reparacdo e progridem para a degeneracao articular, apresentando
uma resposta tecidual branda (WAKITANI et al., 1994). Dessa forma, torna-se
evidente que a cartilagem possui capacidade limitada de auto-regeneracdo apos
lesdo (OCHI et al, 2004).

Em defeitos osteocondrais, raramente é observado um reparo espontaneo
pela invasdo de células-tronco mesenquimais condroprogenitoras. Essas células se
diferenciam em condrécitos e regeneram a cartilagem articular. Contudo, a
restauracao nao reproduz a arquitetura da cartilagem hialina original, diferem
bioquimica e biomecanicamente. O tecido de cicatrizagao resultante possui natureza
fibrosa, tornando-o vulneravel aos radicais livres, metaloproteinases e citocinas
catabdlicas do processo inflamatério (MARTIN et al, 2004). As lesdes apresentam
tecido de granulacao ativo e exuberante com desenvolvimento rapido, e dificultando

a proliferacao de tecido osteocartilaginoso (INOUYE et al., 2002).
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Foram realizadas tentativas de desenvolver procedimentos eficazes para
reparacdo da cartilagem lesionada (WAKITANI et al.,, 1994). As lesdes focais
requerem tratamento cirdrgico através de estimulacdo da medula 6ssea como
desbridamento, perfuracbées multiplas, abrasdes e microfraturas (KIM, MORAN,
SALTER, 1991). Assim como transplantes periosteais e pericondrais, implante de
condrécitos autdlogos cultivados e enxertos autélogos osteocondrais (AMIEL, et al.,
1985; HANGODY et al.,, 1997; PETERSON et al., 2000). A adi¢cdo de culturas de
CTM’s provenientes da medula 6ssea pode acelerar a regeneracao da cartilagem no
defeito, quando comparado ao uso isolado dos procedimentos cirurgicos de
estimulacado (NISHIMORI et al., 2006). Quando transferidas em suspensdo através
de injecédo intra-articular do joelho, apds lesdes traumaticas, sdo capazes de reparar
cartilagens e meniscos lesados (MURPHY et al., 2003). As vantagens apresentadas
pelas CTM'’s, quando comparadas com os condrécitos diferenciados, demonstram
que possuem maior capacidade proliferativa, dependendo das caracteristicas do
meio em que se encontram (LEE et al, 2004).

As células isoladas da medula 6ssea podem ser expandidas em cultura,
mantendo a capacidade de diferenciacdo, quando submetidas a estimulos
adequados. Assim, segundo Ochi, et al. (2004), as células-tronco mesenquimais sao
células promissoras para tratamento terapéutico das lesbes osteocondrais. Sao
utilizadas in vivo para reparar a cartilagem articular de animais. Caplan et al. (1997),
demonstraram em coelhos, a regeneracdo de uma lesao na cartilagem articular do
cbndilo femoral, decorridos quatro semanas apds transplante. Entretanto, o tecido
regenerado se encontrava composto por uma matriz de colageno tipo |, altamente

hidratado, que néo reproduzia a fungdo mecénica original da articulagao.

Il.f. Enxertos

As estratégias terapéuticas para complementar ou substituir a necessidade de
enxerto 6sseo autélogo procuram atuar diretamente sobre as lesées. Compreende
implantagéo de suportes teciduais, administracdo local de fatores de crescimento e
transplantes de CTM’s (WEIGEL, 1993). Foi relatado por Burkus (2002) que varios
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tipos de enxertos 6sseos podem apresentar propriedades distintas, cada qual com
uma funcao especifica na consolidacao 6ssea. Uma delas é a osteogenicidade, que
ocorre somente na presenca de osteoblastos, pela deposicdo direta de osso.
Apenas o enxerto ésseo autdlogo e os aspirados de MO possuem esta propriedade.
A outra é a osteocondutividade, que € a habilidade de um material agir como uma
ponte, suportando a formacao do 0sso novo e o seu crescimento. Os aloenxertos
sédo exemplos de materiais inertes com osteocondutividade. Por fim, a osteoindugéo,
que revela a presenca de fatores de crescimento facilitando o recrutamento e a
diferenciagdo das CTM’s, induzindo especificamente a formacdo de osteoblastos
que produzem 0SSO NOVO.

Os enxertos sao utilizados como adjuvantes no processo de reparagdo e
regeneragdo de estruturas osteocartilaginosas (WEIGEL, 1993). Devem-se evitar
traumas aos tecidos e uso de serras oscilatérias, que induzem aumento de
temperatura no osso adjacente, resultando em morte celular e retardo na
osteogénese (STEVENSON, 1990). Podem ser divididos em esponjoso formado por
0sso trabecular, poroso e altamente celular; cortical constituido de osso compacto,
denso e relativamente acelular e corticoesponjoso composto de ambos os tipos, tais
como costelas e asa do ilio (WEIGEL, 1993). Quanto a origem podem ser aut6logos,
alégenos e xendlogos (PIERMATTEI, FLO, 1997; MARTINEZ, WALKER, 1999).
Esses ultimos devem ter a antigenicidade diminuida por irradiacdo, congelamento,
preservagao quimica ou autoclavagem, para posterior enxertia (JOHNSON, 1995).

Implantagédo de ossos descalcificados na musculatura de coelhos e ratos
resultou em formacado de nova cartilagem e tecido 6sseo. Deveu-se ao fato de
substancias originarias do tecido 6sseo transplantado em forma de enxerto ter a
capacidade de induzir células mesenquimais do hospedeiro a se transformarem em
osteoblastos (URIST, 1965). Essas substancias sdo conhecidas como Proteinas
Osseas Morfogenéticas (BMP’s), (HOBAR, BYRD, 1990). As BMP’s sdo fatores de
crescimento multifuncionais pertencentes a superfamilia dos fatores de crescimento
de transformacéao B (TGF-B), (CHEN et al., 2004). Encontram-se na matriz 6ssea em
pequenas quantidades e provavelmente agem em sinergismo (BOSTROM et al.,
1996).
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A formacao de tecido 6sseo se deve ao recrutamento de CTM’s da medula
0ssea, induzidas por propriedades quimiotaticas da proteina morfogenética dssea
recombinante humana 2 (rhBMP-2), que promovem a proliferacédo e diferenciacéo de
osteodcitos (ALDEN et al.,, 1999). Durante a formagdo 6ssea, a BMP motiva um
ambiente rudimentar, que é conduzida ao desenvolvimento da medula Ossea
funcional (CHEN et al., 2004). Entretanto, Burwell et al. (1964), verificaram que as
células osteogénicas primitivas da medula éssea respondiam pela maior parte da
eficacia biolégica dos enxertos de 0sso esponjoso autélogo. O osso autdlogo é o
melhor material da osteogénese e possui a vantagem de nao transmitir doengas
infecto-contagiosas. No entanto, pode apresentar limitagbes devido a quantidade
insuficiente de enxerto. Além disso, a obtencdo do auto-enxerto representa um
trauma cirurgia adicional complexo, aumentando a morbidade (KAWANO,
SEVERINO, 2005).

O processo de incorporagdo entre o enxerto 6sseo e o leito receptor é
representado por uma seqiiéncia de eventos. Enquanto o receptor contribui com a
formacao dos vasos sangliineos e células necessarias para reparar 0 processo, 0
enxerto serve como suporte na qual a resposta vai ocorrer (MUSCOLO, AYERZA,
1998; BURG, 2000). A zona profunda da cartilagem articular apresenta aspecto
espongiforme, com propriedades quimicas similares a do tecido ésseo subcondral,
possibilitando uma conexao firme entre o 0sso e a cartilagem (BELY, 1987).

As fungdes do enxerto 6sseo esponjoso incluem a osteogénese, osteoinducao
e osteoconducdo (MARTINEZ, WALKER, 1999). A osteogénese consiste na
formacdo de osso pelas células que sobreviveram a transferéncia (ALEXANDER,
1987) e inicia-se aproximadamente em cinco dias apos a enxertia (MARTINEZ,
WALKER, 1999). Estima-se que 10% das células deste tipo de enxerto sobrevivam a
transferéncia (PIERMATTEI, FLO, 1997). O recrutamento e diferenciagdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos sdo conhecidos como osteoindugéo
(JOHNSON, 1991). A osteocondugédo é um processo tridimensional de crescimento
de capilares, tecido perivascular e células mesenquimais do leito recipiente para
dentro da estrutura do enxerto (MARTINEZ, WALKER, 1999).

Existem vérios estagios de incorporacdo do enxerto autélogo esponjoso no

foco de fratura. Inicialmente forma-se um hematoma que gradualmente se organiza,



13

sendo reabsorvido entre uma e duas semanas. A resposta inflamatéria ocorre em
minutos ou horas. Com a revascularizacao e osteoinducdo, surgem alcas capilares
decorridos de cinco dias. O tecido necrético € reabsorvido e o enxerto €
revascularizado em 20 dias. A remodelacdo prossegue, com corticalizacao e
medulizacdo (MILLIS, MARTINEZ, 2003).

Complicacées no local doador sdo de baixa freqiiéncia, representadas por
formacdo de seroma, hemorragia, deiscéncia da ferida, fraturas e contaminagéo por
bactérias. Ja no local receptor, a auséncia de estimulo para formagcao 6ssea e nao
incorporagéo ao local da fratura (DENNY, BUTTERWORTH, 2000).

Il.g. Conservacao dos enxertos osteocartilaginosos

Varios sdo os métodos de conservagcdo de 0sso0s, como congelamento
(DUELAND et al., 1989), tintura de iodo (PINTO JUNIOR, 1995), liofilizacdo
(SCHENA, MITTEN, HOEFLE, 1984), glicerina a 98% (COSTA, 1996), 6xido nitroso
(JOHNSON, SHOKRY, STEIN, 1985) e mel (AMENDOLA, 2001). Ossos
conservados apresentam vantagens em relacdo ao material fresco xendlogo e
alégenos, pois diminuem a possibilidade de rejeicao (WEIGEL, 1993). Ossos
armazenados, congelados de -5° a -20°C, as enzimas teciduais ainda se encontram
ativas e eventualmente diminuem as propriedades biomecéanicas e terminam por
destruir o tecido. No entanto, temperaturas entre -702 e -80°C resultam em minima
destruicao tecidual (PARKER, 1996). O que retarda a autdlise causada pela
liberagédo de enzimas proteoliticas, influenciando nas condi¢ées do meio ambiente
celular (MATTER, et al., 2001). A taxa de congelamento € um dos principais fatores
que influenciam a viabilidade celular durante o processo de congelamento e
descongelamento. Congelamento de espécies diferentes de células, incluindo
microrganismos e células da medula 6ssea, mostrou que em congelamento lento, a
saida de 4gua da célula ocorreu de forma lenta, ndo afetando a estrutura celular. Ja
em congelamentos rapidos, a viabilidade celular foi muito reduzida (DUMONT,
MARECHAL, GERVAIS, 2004).
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O custo do equipamento de liofilizacao limita o emprego desta técnica. Os
tecidos s&o inicialmente congelados a -76°C, sendo guardados em um liofilizador,
em seguida sao submetidos ao vacuo e a temperatura é gradualmente elevada até
20°C, com umidade aproximando-se a valores inferiores a 5% (PARKER, 1996). Os
aloimplantes liofilizados, embora melhor sucedido que os a fresco, apresentaram
resultados ndo expressivos, em comparacao com os auto-enxertos (STEVENSON,
1998).

A conservagao em glicerina é um método acessivel ndo sendo necessario o
emprego da autoclavagem e congelamento, técnicas que causam danos teciduais e
prejudicam a formacdo de calo 6sseo. Ossos com medula éssea integra foram
conservados em glicerina 98% por nove anos, sendo notado preenchimento do
canal medular. A coloragdo era résea palida e ndo houve ressecamento, sendo
possivel aspirar seu conteiddo com uma seringa. Durante sua utilizacdo nao foi
constatada rejeicdo do organismo ao meio conservante na evolugcdo pds-operatéria
(GIOSO, BENITES, KAMPF, 2002).

Pinto jr. (1990) e Costa (1996) utilizaram a glicerina a 98% como meio de
preservacao de 0ssos para uso em enxertos. Relataram que a glicerina desidrata o
tecido 6sseo substituindo a maior parte da agua intracelular, sem alterar a
concentracao ionica das células. Atuando como protetor da integridade celular
(PIGOSSI, 1964). Além disso, tem agao anti-séptica, bactericida e fungicida, exceto
contra formas esporuladas (PIGOSSI, 1967).

Dentre os métodos de conservagao de 0ssos avaliados, o congelamento e a
glicerina a 98% foram os que proporcionaram melhores resultados em caes (DEL
CARLO et al., 1999; ZILIOTTO et al., 2003). A glicerina além de ser um bom meio de
conservacao de fragmentos ossos para uso em enxertos, preserva a fungao
osteoindutora € um adequado grau de osteocondugdo, ndo apresenta sinais de
infeccdo e de rejeicdo no receptor (ZILIOTTO et al., 2003). Para isso, 0sso precisa
permanecer por pelo menos 30 dias submerso em glicerina antes de ser utilizado, e
deve ser hidratado com solucao fisioldgica antes de sua utilizagdo (DEL CARLO,
1999). Um fato importante € que o enxerto ndo deve ser imerso em solucdes
isotbnicas ou tratados com antibidticos por serem toxicos para as células (FOX,
1984; JOHNSON, 1995; PIERMATTEI, FLO, 1997).
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Il. MATERIAL E METODOS

lll.a. Coleta das articulacoes e preservacao

Foram coletadas 24 articulagdes fémoro-tibio-fibulo-patelares de 12 coelhos
machos adultos da raca Nova Zelandia, com peso entre 2,5kg a 4,0kg. As pecas
foram obtidas apdés o abate no abatedouro da Escola Agricola Federal de
Uberlandia, MG, fiscalizado pelo servico de inspe¢do municipal. Os doadores
selecionados ndo apresentavam alteragoes ortopédicas e neoplasias 6sseas.

Com um paquimetro graduado' mensurou-se uma area de + 0,4cm largura x
1,0cm comprimento sobre o sulco troclear femoral de cada articulagao. Com auxilio
de uma lamina de bisturi n®10 esta regido foi demarcada para retirada do enxerto.
Em seguida, a remogcao do segmento osteocartilaginoso em forma de cunha foi
realizada por meio de um disco diamantado acoplado & uma micro-retifica Dremel®?.
Esta foi mantida sob baixa rotacdo e refrigeracdo por gotejamento continuo de
solucdo fisiolégica a 0,9%°. Os enxertos foram higienizados repetidas vezes com
solugéo fisiolégica e armazenados em frascos identificados, contendo solugéo de

glicerina a 98%*, a temperatura ambiente durante um periodo minimo de 30 dias.

lll.b. Animais

Para realizacdo deste experimento, o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica de Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia, sob o
protocolo 041/08, parecer 060/08.

Empregaram-se no estudo 24 coelhos adultos, machos da raga Nova
Zelandia, com peso entre 3,0kg a 4,5kg, provenientes do Laboratério Vallée de
Uberlandia, MG. Todos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo agua e
racdo a vontade. Os animais foram submetidos a avaliagdes clinicas e
hematolégicas e exames radiograficos da articulagdo fémoro-tibio-fibulo-patelar

esquerda nas posi¢cdes latero-medial e dorso-ventral e respeitou-se um periodo de
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15 dias para adaptacdo ao ambiente e socializacdo dos animais com o0s
pesquisadores.

Em seguida os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de
igual numero, controle (GC) e tratado com células-tronco (GCT). Cada grupo foi
subdividido em dois subgrupos com avaliagdes histologicas em 45 e 90 dias de pds-
operatorio (PO). Os animais do grupo controle foram identificados de C1 a C12 e os
do grupo tratados CT1 a CT12. Para os dois subgrupos 0s seis primeiros animais de
cada grupo referiam-se a 45 dias de PO e os seis ultimos ao periodo de 90 dias de
PO. Foram avaliadas as fungdes clinicas, os aspectos macroscoépicos e histoldgicos
das articulagoes.

lil.c. Pré-operatorio

Os coelhos permaneceram em jejum hidrico e solido por um periodo de 2 e 4
horas, respectivamente. Submetidos a medicagdo anestésica com cloridrato de
cetamina® (30,0mg/kg, IM) e cloridrato de xilazina® (5,0mg/kg, IM). Para analgesia
pré-operatéria foi realizada a administracdo de tramadol’ (2,0mg/kg, SC), além do
antiinflamatério flunixina meglumina® (1,0mg/Kg, IM). A antibioticoterapia profilatica
com cefazolina sédica® (30,0mg/Kg, IM), foi feita 30 minutos antes do procedimento
cirurgico.

A regiao da pele da articulagao do joelho esquerdo e da regido da articulagéo
escapulo-umeral foram submetidas a tricotomia e anti-sepsia com iodo

|11

degermante'?, alcool'" e polivinil-pirrolidona?.

lil.d. Coleta da medula dssea, isolamento, contagem e viabilidade das
células mononucleares
Com os animais sob efeito anestésico, uma agulha metalica de Rosenthal'

de 16G heparinizada, (Figura 2 - A) foi inserida na regido do tubérculo umeral por
meio de movimentos rotacionais (Figura 2 - B e 2 - C) para coleta de 2,0mL de
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medula éssea integra (Figura 2 - D). Apds a agulha penetrar no espago medular do
umero, a medula 6ssea foi aspirada com uma seringa de 10mL contendo 0,1mL de
solucdo estéril heparinizada' (5000U/mL). Durante a puncdo foram realizados
breves movimentos com a seringa para homogenizacdo das amostras com a
solugdo de heparina, evitando a formagdo de coagulos. Em seguida, sob
temperatura ambiente foram encaminhadas ao Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Uberlandia, para isolamento, determinagdo do rendimento
e viabilidade das células mononucleares.

b JH' u}uﬁ i'ff; f ;ir*ﬁ ) -‘

Figura 2. Agulha de Rosenthal 16G (A) introduzida no tubérculo maior do Umero (B). Seringa de
10mL com 0,1mL de heparina acoplada a agulha de Rosenthal (C) e medula éssea
aspirada (D).

Em capela de fluxo laminar'® desinfetada com alcool e luz germicida os
aspirados de medula éssea foram colocados individualmente em tubos estéreis de
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15mL tipo Falcon'®. Formou-se uma solugdo “A” diluiu-se volume a volume (V/v)
2,0mL da amostra em 2,0mL de solucéo salina tamponada de Dulbecco’s'’ (DPBS).
A solucéo foi adicionada lentamente com pipeta de Pasteur sobre 2,0mL de solucao
Ficoll-Hypaque Plus'® na densidade 1,077g/mL em um outro tubo Falcon, para
separacgao das células mononucleares, formando a solugéo B (Figura 3 - A).

Apo6s centrifugacao da solucao B & 495G (forca centripeta) durante 30 minutos
a 15°C, cada amostra foi separada em quatro porgdes distintas. Na superficie o
plasma, logo abaixo a nuvem celular composta pelas células mononucleares em
seguida o Ficoll-Hypaque e por fim na por¢ao inferior do tubo as células que compde
a parte vermelha do sangue (Figura 3 - B). O sobrenadante composto pelo plasma
foi removido e a nuvem celular formada sobre a solugdo de Ficoll-Hypaque foi
cuidadosamente coletada com o auxilio de pipeta Pasteur, e transferida para um
novo tubo estéril de 15mL. O sedimento celular foi lavado duas vezes com 10,0mL
de DPBS a 385G durante 10 minutos a 4°C, para remocao de restos de plasma,

Ficoll- Hypaque e células vermelhas.

Figura 3. Em “A” seta vermelha indica a solugdo composta por 2,0mL de medula 6ssea integra e
2,0mL da solugdo salina tamponada. Seta preta evidencia 2,0mL de solugdo Ficoll-
Hypaque. Na figura “B”, o mesmo tubo apds centrifugagdo a 495G durante 30 minutos a
15°C. Notar o plasma e sedimentos (1), Ficoll-Hypaque (2) e células vermelhas (3). A seta
azul exibe a nuvem de células mononucleares mesenquimais da medula éssea de coelho.

Apds desprezar o sobrenadante, adicionou-se a amostra 1,0mL de tampéao de

lise de eritrocitos contendo cloreto de amoénio 0,16M e Tris 0,17M, com pH 7,6
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durante cinco minutos a temperatura ambiente. Uma terceira lavagem foi realizada
com a adicdio de 10mL de DMEM™ (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Posteriormente desprezado,
permanecendo aderido no fundo do tubo apenas o aglomerado celular. Adicionou-se
ao sedimento celular a quantidade necesséria do meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino, até que a amostra atingisse o volume total de 500pl.
Mantida em gelo até a contagem das células e analise da viabilidade celular.

Deste volume, uma aliquota de 10ul da suspensao foi adicionada a 10ul do
corante azul de Tripan®® em um tubo de Eppendorf?’ para contagem das células em
camara hemocitométrica de Neubauer??. A contagem de células vidveis e nao
viaveis foi realizada sob microscopia de luz, e o calculo do numero de células por
mililitro foi determinado pela seguinte formula: V x FN x FT/#Q, onde V = numero de
células viaveis contadas; FN = fator da camara de Neubauer (10%; FT = fator de
diluicdo do Azul de Tripan (2) e #Q = numero de quadrantes da camara utilizados
para a contagem.

A viabilidade foi determinada por técnica de exclusao vital, ou seja, das
células nao coradas por azul de trypan, como anteriormente descrito por Freshney
(2001) e Bittencourt et al., (2006). A viabilidade celular foi determinada em
porcentagem, aplicou-se a equacao matematica: V x 100/NT, onde NT = numero

total de células (viaveis e ndo viaveis) contadas na camara hemocitométrica.

ll.e. Diluicao do sedimento celular inoculado

Com intuito de padronizar a quantidade de células inoculadas no espago
articular dos coelhos, foi obtido o calculo do fator de diluicdo de cada amostra,
obtendo-se os volumes finais para inoculagdo. O numero de células viaveis
transplantadas para cada articulagdo dos coelhos foi de 2 x 10° células. A
determinacgao do fator de diluicdo foi obtida pela seguinte equagcao matemética: FD =
QT / CT, onde QT = quantidade de células viaveis presente em 500ul do sedimento
celular; e CT = quantidade de células a serem transplantadas (2 x 10°. O volume

final foi calculado pela seguinte férmula: VF = VI / FD, onde VI = volume inicial do
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inoculado (500ul); e FD = fator de diluigdo. Os volumes finais da fracao de células
mononucleares foram ajustados e armazenados em tubos de Eppendorff. A fragao
celular foi aspirada dos tubos de Eppendorff para seringas estéreis de 1,0mL para

aplicacao intra-articular no momento dos procedimentos cirurgicos.

llL.f. Técnica cirargica

Aproximadamente 20 minutos antes do término do isolamento das células-
tronco mononucleares, iniciaram-se os preparativos para a intervengao cirurgica de
enxertia e transplante celular autégeno. Os mesmos coelhos utilizados na coleta de
medula 6ssea foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico. Com o animal em
decubito dorsal foi realizada uma incisdo na pele de aproximadamente 4,0cm na
regido parapatelar lateral da articulagdo do membro posterior esquerdo e incisdo de
+ 3cm na capsula articular. A patela foi deslocada medialmente para exposicao do
sulco troclear femoral esquerdo. Com um paquimetro graduado, mensurou uma area
de 0,4cm de largura x 1,0cm. A area foi delimitada por incisbes na cartilagem
articular com lamina de bisturi n®10. O segmento do sulco troclear foi removido por
meio de um disco diamantado acoplado & uma micro-retifica (Dremel®) em baixa
rotacdo e sob refrigeracdo com gotejamento de solucdo fisiolégica. O disco foi
angulado em torno de 30° no intuito de remover o segmento em forma de cunha,
preservando as trocleas medial e lateral (Figura 4).

Posteriormente, efetuou-se cuidadosa dessecagcdo do o0sso subcondral
utilizando lamina de bisturi, evitando-se danificar as bordas trocleares, bem como &
cartilagem articular adjacente. O local removido foi preenchido com enxerto
osteocartilaginoso alégeno conservado em glicerina a 98%, previamente hidratado
por 30 minutos com solucéo fisiolégica a 0,9%. A adequacdo das bordas dos
enxertos se fez necessaria, com o objetivo de promover melhor acomodacao e evitar

depressoes entre as superficies cartilaginosas do implante e do leito receptor.
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Figura 4. Mensuragao com paquimetro do local do sulco troclear a ser removido (A) e demarcagéo da
area com lamina de bisturi N*10 (B). Notar a superficie articular demarcada (C) e o disco
posicionado sobre o local demarcado (D). Posigdo angulada do disco para remogao do
implante em forma de cunha (E) e remocdo do enxerto com dissecagao das faces do
enxerto (F).

No sitio receptor dos animais do grupo controle foi transplantado apenas o
enxerto osteocartilaginoso alégeno conservado em glicerina a 98%. Em seguida a
patela foi reposicionada, procedendo-se a sutura da capsula articular e reducéo do
espaco subcutaneo com fio poliglactina 910?%, n® 4-0 com pontos simples isolados e
zigue-zague, respectivamente. A reaproximagao da pele foi realizada com sutura
simples isolada utilizando fio mononailon®* n® 3-0 agulhado. Nos coelhos do grupo
tratado foram efetivados o0s mesmos procedimentos, porém associados a
administragdo intra-articular de 0,5mL células mesenquimais mononucleares
isoladas e quantificadas. A fracdo celular total inoculada foi de 2x10° células

mononucleares da medula 6ssea do proprio animal, diluidas em DMEM.



22

lil.g. Pés-operatorio

No poés-operatorio, foi realizada antibidticoterapia com cefazolina sédica
(30,0mg/kg, IM); de 12/12 horas durante sete dias, além de anti-inflamatério flunixina
meglumina (1,0mg/Kg, IM); a cada 24 horas por trés dias. Para analgesia utilizou-se
o cloridrato de tramadol (2,0mg/kg/SC) de 8 em 8 horas, durante trés dias. As feridas
cirurgicas foram higienizadas duas vezes ao dia, com gazes umedecidas em solugéo
fisiolégica a 0,9%, e posterior aplicacédo topica de solugcao polivinil-pirrolidona 10% e
rifamicina spray? por 10 dias, data prevista para remogao dos pontos. Os coelhos
foram mantidos com colar elisabetano confeccionados com filmes radiograficos, a

fim de evitar sua interferéncia na area da intervencgao cirurgica.

lll.h. Avaliacao clinica

Durante todo o periodo de PO os animais foram submetidos a exames
clinicos do membro operado. Com avaliagdo dos movimentos de flexdo e extenséo,

palpacéo articular e o tipo de deambulagédo apresentada.

liLi. Avaliagcao macroscopica

Decorridos os periodos pré-estabelecidos de 45 e 90 dias os animais foram
submetidos a eutanasia para coleta das articulagdes fémoro-tibio-fibulo-patelares
com sobredose de tiopental sédico 2,5%2° e cloreto de potassio 10%2’, conforme
recomendado pelo cédigo de ética para o uso de animais em pesquisas cientificas
(AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2001).

Durante a biopsia das articulagées, foram realizadas avaliagbes da
cicatrizagdo, presenca de transudato e/ou exsudato e reagdes teciduais anormais.
Na inspecao macroscopica intra-articular foram observadas as alteragdes como
coloracdo, volume e consisténcia do liquido sinovial. Aléem de aderéncias entre

tecidos adjacentes, a espessura da capsula articular, posicionamento da patela e os
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aspectos das bordas trocleares. Assim como a coloragdo, consisténcia,
irregularidades na superficie do enxerto, area de contato com as bordas trocleares,
bem como a adesdo do enxerto ao sitio receptor. Os enxertos osteocondrais
alégenos foram examinados quanto a integracao ao leito receptor, crescimento de

tecidos periarticulares e a presenca de areas com reabsorcao éssea.

liL.j. Avaliacao histologica

Nos periodos de 45 e 90 dias de PO as articulagdes fémoro-tibio-fibulo-
patelares foram coletadas e armazenadas em frascos individuais e fixadas por
formol 10%°® por um periodo minimo de 24 horas, & temperatura ambiente.
Procedeu-se a descalcificacdo em acido nitrico a 5% durante dois dias, sendo
realizada a troca do fluido descalcificador de duas em duas horas. As amostras
foram lavadas em agua corrente durante 12 horas. No processo de desidratacao foi
utilizado o alcool absoluto, sendo este trocado a cada hora, no total de quatro trocas.

Para a diafanizacdo dos materiais utilizou-se o xilol*®

, € previamente a inclusao em
blocos, as amostras permaneceram imersas em parafina liquida no interior da estufa
a 70°C, durante duas horas. Foram realizados cortes transversais de 0,5mm na
regiao entre o implante e o leito receptor, com intuito de analisar a area de transicao.
Os cortes foram em seguida corados com Hematoxilina-Eosina®® (HE) e tricrémio
Mallory®'. As laminas foram analisadas em microscépio de luz Polyvar (Reichert-

Jung)®.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Decidiu-se pela utilizacdo de coelhos da raca Nova Zelandia como modelo
experimental em consideracao a pouca exigéncia de espaco fisico para alojamento.
Além da facilidade de manipulacdo, manutencdo e de estabelecer um protocolo
anestésico. O numero de animais envolvidos baseou-se em principios bioéticos,
utilizando o minimo de coelhos para validagao dos dados (LEOPIZZI et al., 1998).

O periodo de jejum utilizado neste experimento foi devido ao piloro do coelho
ser estreito e ndo apresentar a capacidade de vomitar. E recomendo um periodo
maximo de trés a quatro horas, sendo que intervalos maiores tornam-se prejudiciais
a saude e recuperacao do animal (QUINTON, 2005).

O protocolo anestésico utilizado foi de facil administracao, seguro e eficiente
por manter os animais anestesiados e com respiracdo espontanea. A associacao de
cetamina e xilazina promoveu relaxamento muscular adequado para realizagdo dos
procedimentos cirurgicos (LIPMAN, MARINI, ERDMAN, 1990).

Em relacdo aos locais da aspiracdo da medula éssea foi citado por Grindem,
Neel, e Juopperi (2002) a crista iliaca, o trocanter maior do fémur e o tubérculo maior
do Uumero. Neste experimento, optou-se pela coleta no tubérculo umeral devido a
facilidade na obtencdo de grande volume do aspirado e na padronizagcao do
traumatismo gerado pela pung¢ao. Procurou-se nao realizar a coleta da medula nos
membros pélvicos, para evitar sinais de claudicacdo causada pela dor, interferindo
na avaliacdo clinica das articulagbes fémoro-tibio-fibulo-patelares. A coleta da
medula foi simples, porém dependente do protocolo anestésico. Seringas e agulhas
foram heparinizadas para prevenir entupimento e coagulagdo das amostras. A
agulha de Rosenthal 16G utilizada na puncdo medular permitiu com facilidade a
coleta da medula éssea. Entretanto, no plano piloto foram utilizadas agulhas
hipodérmicas 40,0 X 12,0mm, e na perfuragdo do tubérculo umeral os biseis se
danificavam dificultando a aspiragédo. Por outro lado, o didmetro da agulha favoreceu
a aspiracao de fragmentos 6sseos interferindo, no tubo falcon proximo do anel
celular, a coleta das células mononucleares.

Existe a possibilidade de coagulagdo da amostra quando n&o for utilizado a

heparina e o anticoagulante lesar as células medulares, entretanto, ndo foi
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determinado a necessidade e o volume adequado (CONNOLLY et al.,, 1989;
HEALEY et. al., 1990; MUSCHLER, BOEHM, EASLEY, 1997). Yanai, et al. (2005),
utilizaram 0,3mL de heparina (1000U/mL) para cada 2,0mL da amostra de medula e
obtiveram bons resultados no reparo de defeitos da cartilagem articular de coelhos.
Ja Bruder et al. (1998), em cées utilizaram 9,0mL de medula para cada 1,0mL de
solucdo salina heparinizada (1000U/mL) e n&do encontraram morte celular
significativa. Neste experimento, utilizou-se 0,1mL de heparina sodica (5000U/mL)
para cada 2,0mL da medula 6ssea, sendo que a viabilidade celular e o potencial
reparador ndo foram comprometidos, confirmado com a boa integracdo do enxerto
nos animais do grupo tratado. Denota-se que o volume e a concentragcdo do
anticoagulante utilizado, impediram a coagulagdo das amostras e mantiveram a
média de células-tronco viaveis em 91,79%. Resultado proximo dos alcangados por
Olsson et al. (2009), que obtiveram viabilidade superior a 90% trabalhando com
aspirado medular de cées.

A utilizacao de concentrado células-tronco mesenquimais pode acelerar o
processo de cicatrizacdo osteocartilaginosa, porém deve-se considerar que nem
sempre um maior volume coletado significa maior numero de células com
capacidade reparadora (CONNOLLY et al., 1989). Porém Muschler, Boehm, Easley,
(1997), afirmaram que essa diferengca do numero e da concentracdo das células-
tronco de um animal para outro sdo influenciadas pelo volume aspirado e pela
diluicdo com o sangue periférico. Resultados semelhantes ao de Connolly foram
encontrados neste trabalho, pois em cada volume coletado o niumero de células
viaveis variou entre 0os animais. Assim como, nem sempre uma amostra com maior
namero de células apresentava maior quantidade de células viaveis e melhor
potencial reparador. Isto se deve a diversos fatores intrinsecos e extrinsecos como
micro ambiente, fatores de crescimento, tipo de material implantado e técnica de
manipulagéo das células.

Existe uma relagéao proporcional entre as células-tronco e as células nucleadas
de medula (1:100.000). Devido a isso € necessario isolar, purificar e concentrar a
populacao celular, para que haja resposta eficaz no tratamento (CONNOLLY, 1995).
Neste experimento, empregou-se o isolamento e a quantificacdo das células da

medula Ossea, otimizando a terapia celular no reparo osteocondral. Com
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metodologia semelhante a de Budenz e Bernard (1980), realizada em coelhos, foi
possivel isolar e quantificar as células da medula éssea pelo gradiente de densidade
Ficoll-Hypaque.

No reparo de defeitos da cartilagem articular de coelhos, com células-tronco
mesenquimais, Yanai et al. (2005), coletaram 2,0mL de medula éssea do fémur e
encontraram em média de 5 x 10° células/mL. J& Connolly et al. (1989), retiraram de
7,0 a 10,0mL e obtiveram 8 x 10° células/mL isoladas por gradiente Ficoll-Hypaque.
Neste experimento, foram coletados 2,0mL, e o numero médio de células
quantificadas foi de 6,76 x 10° células/mL, variando entre 2,64 x 10°e 15,28 x 10°. O
resultado encontrado foi inferior aos encontrados por Connolly et al. (1989),
possivelmente por terem coletado um maior volume de aspirado e superior aos de
Yanai et al. (2005) que também coletou 2mL de MO. Logo a metodologia aplicada
com o uso de gradiente Ficoll-Hypaque demonstrou eficacia no isolamento das
células mononucleares da medula éssea de coelhos. Além disso, a quantidade
suficiente de células para terapia celular pode ser obtida a partir de menores
volumes de aspirado, evitando perfuracdes na pele e tornando o PO mais doloroso e
dispendioso.

A viabilidade celular da amostra foi analisada pelo método de exclusdo de
células nao viaveis, pela utilizacdo prévia do tampao de lise de eritrécitos,
favorecendo a identificacdo das células. Seguindo as recomendacgdes de Freshney
(2001) as células foram contadas excluindo-se aquelas em que o citoplasma era

corado pelo azul de tripan, sendo consideradas inviaveis (Figura 5).
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Figura 5. Microfotografia de células mononucleares da medula 6ssea coletadas no tubérculo umeral
de coelhos. Células viaveis (setas verdes) e células inviaveis com citoplasma corado com
azul de Tripan (seta amarela). Microscopia de luz (aumento 100x).
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A viabilidade variou entre 81,97% e 97,09%, em média de 91,79%. Bittencourt
et al. (2006), obtiveram viabilidades superiores a 95% e Tognoli et al. (2007) de
90%, utilizando o mesmo método de exclusdo. A média celular relatada pelos
autores foi semelhante a verificada neste experimento, o que confirma a eficacia do
protocolo de isolamento adotado. Os resultados individuais de rendimento e
viabilidade se encontram expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores individuais da contagem e viabilidade das células mononucleares
isoladas da medula éssea de coelhos, referentes a coleta de 2,0mL de
medula 6ssea.

Animais Contagem Viabilidade  Células
viaveis/inviaveis

CT1 3,06 x 10° 84,53% 153/28
CT2 15,28 x 10° 95,90% 764/32
CT3 9,22 x 10° 95,05% 461/24
CT4 4,68 x 10° 97,09% 234/07
CT5 6,38 x 10° 95,22% 319/16
CT6 3,78 x 10° 96,92% 189/06
CT7 10,68 x 10° 87,50% 267/38
CT8 5,10 x 10° 93,40% 255/18
CT9 3,82 x 10° 81,97% 191/42
CT10 2,69 x 10° 90,70% 539/55
CT 11 11,64 x 10° 94,00% 582/36
CT 12 4,90 x 10° 89,26% 981/118
MEDIA 6,76 x 10° 91,79%

Com possibilidades de reparar defeitos que evoluem desde alteragbes
degenerativas até a perda completa da superficie articular, varias técnicas cirurgicas
sdo recomendadas para animais € humanos (VAN SUSANTE et al, 1999). Séao
utilizadas perfuragées Osseas multiplas, abrasées e microfraturas (KIM, 1991),
implantes de condrdcitos cultivados e utilizagdo de enxertos autélogos osteocondrais
(AMIEL, et al., 1985; HANGODY et al., 1997; PETERSON et al., 2000). Observa-se
que o padrao de reparo dos defeitos articulares ainda n&o foi descrito. Assim como

realizado por Melendez (2006), o delineamento deste trabalho baseou-se na
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reparacao osteocartilaginosa com emprego de enxertos alégenos na articulagao
fémoro-tibio-fibulo-patelar de coelhos associados a células mononucleares
mesenquimais autélogas, porém os enxertos foram preservados em glicerina a 98%.

A esterilizacdo e conservacdao do enxerto sdo os maiores problemas na
enxertia, sendo freqientemente observado contaminagao bacteriana, fungica e viral.
(PINTO JR., 1995). Neste trabalho, foi utilizada a glicerina a 98% como meio de
preservacdo dos enxertos, que ndo deve ter alterado a integridade celular,
preservando a morfologia osteocartilaginosa do implante (COSTA, 1996). Os
enxertos ndo foram previamente tratados com antibidticos por serem toxicos
(PIERMATTEI, FLO, 1997) e interferir nos resultados. Além disso, a agédo anti-
séptica, bactericida e fungicida da glicerina (PIGOSSI, 1967), preveniu a resposta
imune do hospedeiro e a transmisséo de doencas (BARRY, MURPHY, 2004).

Nos achados macroscépicos do grupo controle aos 45 e 90 dias PO, nove
animais (75%), apresentaram a capsula articular espessa e em cinco (41,66%),
aderida aos tecidos adjacentes (Figura 6-A), sendo que em quatro (33,33%)
observou-se as duas anormalidades. De acordo com Lipowitz, (1993) o aumento da
espessura da capsula articular ocorreu devido ao processo inflamatério instalado.
Esta alteracao inicia-se com a degradacdo da matriz por enzimas e mediadores da
inflamacéo, seguida de quebra dos proteoglicanos e da rede de colageno.
Resultando no aumento da espessura da cartilagem, incremento da quantidade de
agua no espacgo entre as fibrilas de colageno, além de necrose dos condrécitos
superficiais e redugao de sua densidade.

No animal C3 (8,33%) foi observado reabsorcao do enxerto. Possivelmente, pela
presengca de enzimas lisossomais que degradaram a cartilagem articular por
destruirem os proteoglicanos, os glicosaminoglicanos e o colageno (STASHAK,
1994). Além disso, nas injurias da membrana sinovial as enzimas sdo liberadas
pelas células inflamatdrias, com isso, prostaglandinas, radicais livres e citocinas séo
secretadas junto com o fluido sinovial (LESCHONSKI, 1999). Estes fatores
associados podem ter ocasionado lesGes erosivas na cartilagem articular com
diferentes intensidades. Além disso, o liquido sinovial encontrava—se viscoso
avermelhado caracteristico de hemorragia (Figura 6-B).
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Figura 6. Aspecto latero-medial da articulagdo do joelho esquerdo do coelho C3 do grupo controle
decorridos 45 dias de PO. Notar em “A” espessamento e aderéncia da capsula aos tecidos
adjacentes (seta amarela) e em “B” a presenga de liquido sinovial com coloragdo
avermelhada.

Em cinco coelhos (41,66%) do grupo controle o liquido sinovial apresentava-se de
coloragdo amarelada (C1, C4, C5, C6, e C12). Apesar dos animais terem sido
submetidos a antibiético e antiinflamatério no pré-operatério e pods-operatorio, as
alteracdes observadas deveu-se ao processo inflamatério provocado pelo processo
degenerativo do enxerto. No animal C7 (8,33%), observou-se no espaco articular,
granulos de pus, possivelmente por contaminagao ou falha na acao anti-séptica da
glicerina como meio de preservagdo. Nos coelhos C8, C9, C10, C11 (33,33%) a
coloragdo apresentava-se proxima do normal e o volume do liquido era intenso e
menos viscoso e em um (C2), 8,33% estava ausente. A diminuigdo da viscosidade
pode ser devida a liberagdo da enzima hialuronidase que atua na degradacao do
acido hialurénico durante o processo inflamatério. A membrana sinovial inflamada
produziu em excesso um fluido aquoso, tornando-o relativamente ineficiente na
protecdo das cartilagens articulares (BENNET, 2004). Além disso, no C2 a patela
encontrava-se luxada medialmente, devido ao arrasamento do sulco troclear femoral
e perda das bordas trocleares em conseqliiéncia do crescimento exacerbado de
tecido fibroso. Alteragdo que nao foi verificada nos animais tratados com células
mononucleares.

Foi observado no grupo controle crescimento desordenado de ostedfitos
pericondrais (Figura 7), mecanismo pelo qual a cartilagem reage na tentativa de
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impedir a progressdo ou reparar o processo degenerativo (SCHIAVINATO et al.,
1989; JOHNSTON, 1997).

Figura 7. Aspecto do sulco troclear de coelho do grupo controle (C3) ap6s 45 dias de PO. Observar o
local de reabsorgao do enxerto (seta azul) e crescimento de tecido conjuntivo denso sobre
as faces medial e lateral das trécleas (setas pretas).

Nos animais do grupo tratado com células-tronco (GCT) aos 45 dias de pos-
operatorio ndo havia sinais de infeccdo e/ou de rejeicdo imunoldgica e o enxerto
alégeno apresentava-se aderido no leito receptor da articulagdo. A capsula articular
se encontrava espessa devido ao aumento da sintese e da secrecdo dos
componentes da matriz pelos condrécitos (SCHIAVINATO et al. 1989). Em cinco
coelhos (83,33%) o liquido sinovial mostrava-se de coloracao e viscosidade normais.
Apenas um (16,66%) dos animais o fluido destacava-se com colora¢cdo amarelada
sugerindo processo infeccioso. O animal CT2 (8,33%) apresentou crescimento de
tecido conjuntivo denso, localizado nas troclea medial e lateral e em outro CT3
(8,33%) apenas na face medial da tréclea (Figuras 8 - A e 8 - B).

Nao foram observados deslocamentos medial ou lateral das patelas, nos
animais do grupo tratado. Os enxertos osteocondrais nao foram fixados no leito
receptor, permanecendo no local sobre a forca compressiva da patela e limitada
pelas bordas trocleares. Nos outros animais tratados, ndo houveram diferengas
expressivas em relagao a auséncia das linhas de transigao entre o enxerto e o leito

receptor, espessura da capsula articular e volume e coloracao de liquido sinovial.
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Figura 8. Sulco troclear femoral do CT2 e CT3 tratados com células mononucleares, ap6s 45 dias de
PO. Notar em “A”, crescimento de tecido conjuntivo denso nas faces medial e lateral da
tréclea (contorno em vermelho) e integragdo do enxerto no leito receptor (seta azul). Em
“B”, desenvolvimento de tecido conjuntivo denso na face medial (seta preta), crescimento
de cartilagem na superficie lateral do enxerto (seta amarela).

Nos coelhos do GCT aos 90 dias de PO, observou-se evolugao cicatricial com
integracdo do enxerto no leito receptor e tecido de reparacao preenchendo a lesédo
(Figura 9 - A). A capsula articular encontrava-se espessa em todos os animais. O
liquido sinovial apresentava volume, coloragdo e densidade aparentemente normais.
Com excecado do animal CT7 (8,33%), que exibiu aspecto sanguinolento. A
hemorragia intra-articular originou-se devido a acao das células inflamatérias que
secretam citocinas e enzimas lisossomais que degradaram a cartilagem articular,
com exposi¢cao do osso subcondral (STASHAK, 1994). Nos animais tratados com
células-tronco as areas de integracdo entre o enxerto € o leito receptor eram
distinguiveis apds a enxertia, porém nao apresentavam falhas. As superficies
apresentavam cobertas com tecido esbranquicado com bordas trocleares bem
definidas. Ao contrario do grupo controle que as bordas dos defeitos eram visiveis e
as interfaces do enxerto com leito receptor mostravam-se afastadas.

O enxerto apresentou-se aderido ao sulco troclear nos animais CT7, CT8,
CT9, CT11 e CT12 (83,33%). Provavelmente deveu-se a administracdo intra-
articular de células tronco mesenquimais autélogas. As células estimularam o
processo de vascularizagdo no interior do 0osso subcondral assim como acelerou a
ossificagdo nas areas de transigcdo. O implante do CT2 (8,33%) se encontrava
integrado no leito receptor e foi observado na superficie do enxerto tecido conjuntivo
com aspecto fibroelastico (Figura 9 - B). Dois animais do GCT CT9 e o CT11
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(16,66%) apresentaram crescimento de tecido fibrocartilaginoso ao redor das faces
das trocleas lateral e medial, respectivamente. O que pode ser atribuido ao
extravasamento da injecdo de células-tronco para fora do sulco troclear

diferenciando em um tipo de tecido indesejavel (Figura 10).
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Figura 9. Sulco troclear femoral de coelhos do grupo tratado com células mononucleares, apés 45
dias de PO. Observar em “A”, animal CT5, o enxerto aderido com auséncia de falhas na
transicao entre o leito receptor e a face do implante (setas pretas) e area de crescimento de
cartilagem na superficie medial e central do enxerto (seta verde). Em “B”, animal CT2,
enxerto aderido a sitio receptor com auséncia de falhas nas linhas de transigdo e
crescimento de cartilagem na superficie medial do implante (seta azul).

Figura 10. Em “A” e “B”, sulco troclear femoral do coelho grupo tratado com células mononucleares
CT11, ap6s 90 dias de PO. Notar o enxerto aderido com auséncia das linhas de transigao
entre o leito receptor e a face do implante e crescimento de tecido semelhante a
fibrocartilagem, liso, brilhante e em continuidade a cartilagem adjacente (seta amarela).
Na face lateral do condilo femoral, crescimento de tecido fibroso (seta vermelha). Na
figura “B” observar na posigdo latero-medial, tecido semelhante a fibrocartilagem
recobrindo a superficie do enxerto (seta azul) e na face lateral o crescimento de tecido
atipico (circulo vermelho).
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A avaliacao histolégica em microscopia de luz das laminas coradas em HE e
TM para o grupo controle aos 45 e 90 dias de PO, evidenciaram processos
degenerativos. As principais fungcdes do enxerto 6ésseo sdo a osteoinducdo e a
osteoconducgdo, alteragcbes como falha no alinhamento, cargas excessivas e
deficiéncia na vascularizacdo podem levar a fragmentagcédo, ndo unido, absorcao e
infeccdo do enxerto (BAUER, 2000). Além disso, com a membrana sinovial
inflamada a formacao de edema e fibrose interfere no fornecimento de oxigénio para
cartilagem (SVALASTOGA, 1988). O processo degenerativo encontrado pode estar
relacionado com a ma irrigacdo sanguinea do implante, uma vez que, a
incorporagdo do enxerto sem a associagdo de células-tronco ndo promoveu uma
revascularizagdo adequada da area enxertada. O enxerto e leito receptor se
encontravam osteointegrados em apenas 33,33% (C5, C8, C9 e C12). Os coelhos
C1, C6 e C10 (25%) a cartilagem articular apresentava areas de transicdo
preenchidas por tecido conjuntivo e ossificacdao endocondral. Nos animais C2, C3,
C4 e C7 (388,33%) nao houve integracdo e a regidao apresentava areas
hemorragicas, infiltrado de polimorfonucleares e tecido de granulagdo. Essas falhas
O0sseas causam o rompimento do tecido de reparacdo por forcas biomecanicas
normais, resultando em exposicao do osso subcondral (RADIN, ROSE, 1986). Como
acontece em doencas articulares degenerativas, as estruturas osteligamentares
tornam-se frageis e vulneraveis a qualquer tipo de esforgo adicional, resultando em
hipofuncéo articular e comprometimento da fungdo do membro.

Notou-se que aos 90 dias de PO, o enxerto do C11 (8,33%), mostrava sua
porcdo implantada envolvida por fibrocartilagem (Figura 11). Segundo Bolander e
Balian (1986), falhas ésseas sao preenchidas por tecido conjuntivo fibroso. Neste
caso, o enxerto ndo deve ter sido acondicionado de maneira eficaz ao leito receptor,
comprometendo a instabilidade articular e a neoformacdo Ossea na area de
transicao.
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Figura 11. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho C11, ap6s reparo com enxerto
alégeno preservado em glicerina a 98%, com 90 dias de PO. Observar em “A” (Barra =
300um) e “B” (Barra = 200um) o enxerto (EN) envolvido por fibrocartilagem (FC) e as
faces isoladas do osso trabecular. Coloragao HE.

Areas de degeneracdo da cartilagem do enxerto foram observadas em sete
animais (58,33%), dois (16,66%) aos 45 dias e cinco (41,66%) aos 90 dias de PO.
Também foi constatado infiltrado inflamatério nos coelhos C3, C6, C7 e C10
(33,33%), assim como piécitos no C6 (8,33%). Em 25% (C2, C4 e C6) dos
espécimes foram encontrados focos de necrose sobre a superficie articular (Figura
12 - A) e em dois animais 16,66% (C8 e C9) ocorreram descamacgao severa da
cartilagem do enxerto seguida de necrose e reabsor¢cao do osso subcondral (Figura
12 - B).

Esta alteracao € caracterizada por degeneragdo da cartilagem como origem
na instabilidade articular, que promove o desequilibrio na distribuicao das forcas
sobre a superficie. Consequientemente, ocasionou ruptura dos arranjos de
proteoglicanos e aumento da hidratacado da cartilagem com exposi¢ao das fibrilas de
colageno. Junto ao processo de descamacdo, pode ocorrer esclerose do 0sso
subcondral e, as vezes lesdes cisticas, invasao de vasos sanguineos, osteonecrose
focal e formacao de ostedfitos periarticulares (MCILWRAITH, TROTTER, 1996).
Caracteristicas observadas nos animais que apresentavam processo degenerativo

intenso, principalmente esclerose do osso subcondral e formacao de ostedfitos.
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Figura 12. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho apds reparo com enxerto alégeno
preservado em glicerina a 98%. Em “A”, animal C2, observar a descamagao da superficie
articular (seta azul), caracterizada por morte progressiva de condrécitos. Em “B”, animal
C9, descamagado das camadas superficial, média e profunda da cartilagem (CA) seguida
de exposigdo, necrose e reabsorcdo do osso subcondral (quadrado preto), Barra =
300um. Coloracao HE.

Areas hemorragicas e 0sso em processo de necrose foram identificados no
animal C2. Tais achados estdo relacionados a auséncia de vasos sanguineos no
local da necrose, pois segundo Piermattei e Flo (1999) a necrose corresponde a
porcéo do 0sso esponjoso que normalmente morre por deficiéncia nutricional e para
Schenk (1996) a caréncia de suprimento sanglineo e de oxigénio para as células
pode alterar o cédigo genético celular induzindo a formacao de tecido fibroso ou
fibrocartilaginoso. Em 58,33% (C2, C3, C7, C8, C9, C10 e C11) apresentavam
alteracdes Osseas, sendo que 71,42% (C2, C7, C8, C9 e C10) com rarefacéo e
28,58% (C3 e C11) reabsorcao intensa, caracterizando fragilidade e descontinuidade
do tecido (Figuras 13 - A e 13 - B). A necrose deveu-se a perda da cartilagem pelo
processo degenerativo articular, com exposicdo do o0sso subcondral que
possivelmente, o alojamento de bactérias ocasionou a osteomielite. Apesar de
58.33% dos animais do grupo controle ter apresentado perda da cartilagem e
exposicao do osso subcondral (Figura 14 - A e 14 - B) em apenas um (8,33%) foi
encontrado sinais de osteomielite, caracterizado por um vasto infiltrado de

polimorfonucleares e pidcitos.
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Figura 13. Fotomicrografias do sulco troclear femoral de coelho apés reparo com enxerto alégeno
preservado em glicerina a 98%. Em “A” coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricrémio
Mallory (B). Notar falha na unido entre o osso do leito receptor e a face do enxerto
osteocondral (EN). Auséncia de cartilagem sobre a superficie (seta azul), necrose no 0sso
subcondral (seta preta), tecido conjuntivo (asterisco) e trabéculas Osseas espagadas
caracterizando descontinuidade e fragilidade 6ssea (TO). Barra = 300um.

Figura 14. Fotomicrografias com coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricrdmio Mallory (B) do sulco
troclear femoral do coelho C12 apés o reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina
a 98% decorridos 90 dias de PO. Em “A” e em “B” observar degeneragao e fragmentagdo
da cartilagem (setas vermelhas), face esquerda do enxerto constituida por cartilagem
hialina (CH) e face direita por tecido conjuntivo fibroso (TCF). Barra = 300um.

Na é&rea do enxerto do coelho C6, foram encontrados macrofagos indicativos
de lesao cronica. Derivados dos mondcitos e produzidos na medula éssea tem a
funcdo de fagocitar, eliminar ou degradar parcialmente o material fagocitado.
Quando os antigenos sédo degradados rapidamente os macrofagos desaparecem na

mesma velocidade, caso contrario residem por mais tempo na lesdo (THOMPSON,
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1983). O que justifica a presenca dos macréfagos em 45 e 90 dias de PO no grupo
controle, ja que o reparo ndo foi eficaz quando comparado com o grupo tratado.
Reacoes histolégicas do grupo controle foram idénticas as obtidas por Smith et al.
(1999), que empregaram a ruptura do ligamento cruzado cranial para reproduzir
experimentalmente a doencga articular degenerativa e estudar seu tratamento. Essas
alteragbes também foram evidenciadas por Schiavinato et al. (1989); Myers, Brant,
Albrecht (1990) e Smith et al. (1999).

As amostras com 45 e 90 dias de PO, dos animais tratados com células-tronco
mesenquimais apresentavam integragdo do enxerto alégeno com o leito receptor. Os
membros operados ndo foram imobilizados, possibilitando condi¢gdes favoraveis para
o desenvolvimento cicatricial. Existe a hipdétese que o movimento continuo da
articulacdo aumenta a atividade metabdlica e nutricional da cartilagem articular,
estimulando as células mesenquimais a se diferenciarem em tecido
osteocartilaginoso (SALTER, et al., 1984). A proliferagdo de condrécitos auxiliou na
reparagcdo da superficie articular, assim como a neovascularizacdo do 0sso
subcondral forneceu nutrientes para area implantada.

Em sete animais CT1, CT2, CT3, CT6, CT7, CT8 e CT9 (58,33%), houve unido
entre o implante e 0 0sso, caracterizada pela consolidacdo 6ssea com 0sso denso.
No entanto, o animal CT9 apresentou uma face do enxerto constituida por osso
denso com integracdo adequada e o lado oposto preenchido por tecido conjuntivo
(Figuras 15- A e 15 - B).

Varias associacoes sdo realizadas na tentativa de acelerar o processo de
reparacao éssea por meio de 0sso alégeno ou materiais aloplasticos (OLIVEIRA et
al., 2000). Neste aspecto, as células osteoprogenitoras do estroma medular
aplicadas induziram a osteogénese (BARROS, 2000). Para diferenciagdo das
células-tronco em tecido 6sseo e reparagado do defeito osteocondral, foi necesséria a
presenca de uma matriz osteocondutiva de suporte (BRUDER, et al., 1998). Assim, o
implante permitiu o preenchimento uniforme da area receptora, assegurando a
retencdo das células no local para diferenciacdo em osteoblastos e formacao de
matriz 6ssea madura. Este processo foi observado nas interfaces do enxerto com o
0sso subcondral, devido a abundante vascularizagdo e a intensificacdo dos
processos de ossificacdo endocondral e de remodelagem 6ssea.
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Figura 15. Fotomicrografias com coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricrdmio Mallory (B) do sulco
troclear femoral do coelho CT9 apds o reparo por enxerto alégeno preservado em
glicerina a 98%, associado as células mononucleares decorridos 90 dias de PO. Observar
em “A”, cartilagem articular preservada com presenga de cartilagem hialina (CH), pouca
descamacdo (setas pretas) e unido entre a face do enxerto e o 0sso adjacente, marcada
pela neoformacdo déssea (NO) e predominante de tecido conjuntivo (seta amarela),
fibrocartilagem, areas de neoformacédo éssea, intensa vascularizagao (circulo azul). Em
“B”, inicio da formacéo 6ssea (circulo vermelho). Barra = 300um.

Nos animais CT4, CT10 e CT11 (25%) as linhas de transicdo eram compostas
por tecido conjuntivo. No entanto, foi observada pequena quantidade no animal
CT11 (8,33%) (Figura 16) e no CT4 (8,33%) predominava a proliferacao de
cartilagem substituindo o tecido conjuntivo. Falhas 6&sseas deixadas sem
preenchimento desenvolvem lamelas 6sseas desorganizadas, com predominancia
de tecido conjuntivo fibroso (BOLANDER, BALIAN, 1986). Acredita-se que o enxerto
no animal CT10 apresentou mobilidade, por ndo preencher o leito receptor de
maneira adequada. A instabilidade prejudicou a revascularizagdo e a neoformacao
0ssea, promovendo a deposi¢ao de tecido conjuntivo na linha de transicao.

Nos coelhos CT5 e CT12 (16,66%), 0 enxerto estava aderido ao 0sso por uma
camada de cartilagem (Figuras 17 - A e 17 - B). Souza, et al. (2001), trabalhando
com eletroterapia na reparacao de lesdes cartilaginosas também encontraram falhas
preenchidas predominantemente por cartilagem hialina. Segundo Croci (1997),
ilhotas de cartilagem podem ser encontradas no tecido celular que cresce dentro e
fora do osso, formando uma ponte entre os fragmentos. A cartilagem aparece em
quantidade variavel sendo as vezes abundante, e em outras, pode estar ausente.
Evidentemente, € um elemento essencial no processo de consolidacao, precedendo
o processo de ossificacdao endocondral.
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Figura 16. Fotomicrografias com coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricromio Mallory (B) do sulco

troclear femoral do coelho CT11 apés reparo por enxerto alégeno preservado em glicerina
a 98%, associado as células mononucleares com 90 dias de PO. Notar a camada
superficial constituida por fibrocartilagem (asteriscos) e a area de contato entre o enxerto
e 0 o0sso adjacente com tecido conjuntivo (TC) substituido por cartilagem. Em alguns
pontos inicio da ossificagao endocondral (setas vermelhas). Barra = 300um.

Figura 17. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho CT12 apés o reparo por enxerto

alégeno preservado em glicerina a 98%, associado as células mononucleares com 90 dias
de PO. Em “A”, notar na &rea de transigao entre o0 0sso do leito receptor e o enxerto a fase
final de reparagao, caracterizada pela substituigdo da cartilagem hialina por tecido ésseo
(circulo vermelho). Em “B”, processo de ossificagdo endocondral (OE) e padrao trabecular
normal. Presenga de condrdcitos (setas azuis) e neoformagao déssea (seta amarela).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Barra = 300um.

Em 91,66% nao foi observado processo de degeneracdo da cartilagem

articular, porém no animal CT10 (8,33%), foi constatada uma area de degeneracao

sobre a superficie do sulco troclear com infiltrado inflamatério. Como relatado

anteriormente este animal ndo apresentou vascularizagdo adequada do enxerto.



40

Com isso, a caréncia de suprimento sangliineo e a falta de oxigénio para a
cartilagem promoveram um processo de morte celular caracterizada por
degeneracao do tecido (SCHENK, 1996). O processo degenerativo encontrado pode
estar relacionado com a falha da incorporacao entre o leito receptor e o enxerto.

Grande quantidade de cartilagem foi encontrada no centro do enxerto, que se
proliferava em direcdo as bordas do leito receptor do animal CT1 (8,33%). Ao
contrario do CT8, em que a cartilagem do osso adjacente crescia em direcao ao
enxerto, formando uma espessa camada. Nos animais CT9 e CT12 (16,66%) foram
observadas pequenas areas de descamacgao cartilaginosa, caracterizada por
possivel instabilidade articular que promoveu a ruptura dos arranjos de
proteoglicanos (MCILWRAITH, TROTTER, 1996). No entanto, a descamagdo nao
interferiu no processo de reparacdo osteocondral, uma vez que 0s enxertos
apresentavam-se integrados ao leito receptor.

No espécime CT11 (8,33%), algumas areas da superficie do enxerto foram
recobertas por fibrocartilagem e tecido conjuntivo denso, porém a cartilagem hialina
permaneceu em perfeitas condicdes. Também foi observada grande quantidade de
condrocitos hipertrofiados, caracterizando umas das fases da ossificagéo
osteocondral (Figura 18 - A). Esta ossificacao foi intensa na area de transi¢ao entre
0 enxerto e a area receptora, assim como a superficie do osso subcondral e a
camada profunda do enxerto (Figura 18 - B).

Em relagdo a conformacdo oOssea dos animais tratados com células
mononucleares autblogas, apenas o CT4 (8,33%), exibiam trabéculas espacadas e
pouca continuidade 6ssea, constatada pela rarefacdo do osso subcondral. A maioria
dos coelhos (91,66%) apresentava osso compacto, areas de vascularizacao e tecido
06sseo com padrao trabecular préximo a normalidade. O fundo da falha encontrava-
se preenchido por 0sso esponjoso até a linha da jungdo osteocondral preexistente.
Houve integracdo completa (Figural9), com reposicdo Ossea principalmente por
ossificagdo endocondral. Admite-se que a administragdo das células mesenquimais
autélogas acelerou e intensificou o processo de osteogénese nos animais do grupo

tratado.
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Figura 18. Fotomicrografias com coloragdo Hematoxilina-Eosina (A) e tricréomio Mallory (B) do sulco
troclear do coelho CT11, ap6s o reparo com enxerto alégeno preservado em glicerina a
98%, associado as células mononucleares com 90 dias de PO. Em “A”, observar o
processo de ossificagdo endocondral, caracterizada por hipertrofia dos condrécitos (setas),
na camada profunda da cartilagem. Em “B”, presenga de fibrocartilagem (FC), cartilagem
hialina (CH) e neoformagéo 6ssea (setas). Barra = 300um.

Figura 19. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho apds o reparo por enxerto alégeno
preservado em glicerina a 98% , associado as células mononucleares com 90 dias de PO.
Verificar a unido entre o enxerto (EN) e o tecido ésseo adjacente (TOA). Superficie
cartilaginosa com pequena descamacgao e integridade da cartilagem preservada (setas).
Osso denso, auséncia de trabéculas 6sseas espacadas, padrdo trabecular préximo a
normalidade. (HE). Barra = 300um.

Os resultados da pesquisa confirmam que lesées nas superficies articulares,
penetrando no 0sso subcondral, sdo reparadas a partir de células mononucleares
provenientes da medula 6ssea. Ha formacdo de fibrocartlagem e cartilagem

semelhante a hialina, com ou sem a arquitetura tipica da cartilagem articular normal.
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Pesquisadores consideraram que a restauracao da arquitetura tecidual caracteristica
da superficie articular é rara, ocorrendo em numero reduzido de falhas
osteocondrais (MITCHELL, SHEPARD, 1976; FRENCH et al., 1989, KIM et al., 1991;
HANIE et al., 1992; SHAPIRO, KOIDE, GLIMCHER, 1993).
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CONCLUSOES

A técnica utilizada para coleta da medula éssea do tubérculo umeral foi de
facil execucao. O protocolo de Ficoll-Hypaque para o isolamento celular foi eficaz
apresentando viabilidade média de 91,79% e concentragdo média de 6,76 x 10°
células mononucleares viaveis.

A administragdo intra-articular de células mononucleares autdlogas,
estimulam a formacédo de fibrocartilagem e cartilagem hialina com integracao do
implante ao leito receptor do sulco troclear de coelhos quando associadas aos
enxertos osteocondrais alogenos preservados em glicerina a 98%.
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Séo Paulo, SP. Brasil.

23 Vicryl 4-0. Ethicon. Sao Paulo, SP. Brasil.

24 Nylon 3-0. Polysuture Industria e Comércio. Sdo Sebastido do Paraiso, MG. Brasil.

% Rifocina spray. Hoechst Marion Roussel S/A. Suzano, SP. Brasil.

% Tiopental sédico 2,5%. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos. Campinas, SP.

Brasil.

27 Cloreto de potassio 10%. Darrow Laboratérios S.A. Rio de Janeiro, RJ. Brasil.

% Formol 10%. Start Quimica. Uberlandia, MG. Brasil

2 Xilol. Interlab distribuidora de produtos cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil.

%0 Hematoxilina-Eosina. Interlab distribuidora de produtos cientificos. S0 Paulo, SP.
Brasil.

31 Tricrémio Mallory. Interlab distribuidora de produtos cientificos. Sdo Paulo, SP.
Brasil.

% Microscopio de luz Polyvar. Reichert Microscope Services. New York, USA.

Estados Unidos.
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