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final de reparação, caracterizada pela substituição da cartilagem 

hialina por tecido ósseo (circulo vermelho). Em “B”, processo de 

ossificação endocondral (OE) e padrão trabecular normal. Presença de 

condrócitos (setas azuis) e neoformação óssea (seta amarela). 

Coloração Hematoxilina-Eosina. Barra = 300µm. ................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

39 

 

 

Figura 18. Fotomicrografias com coloração Hematoxilina-Eosina (A) e 

tricrômio Mallory (B) do sulco troclear do coelho CT11, após o reparo 

com enxerto alógeno preservado em glicerina a 98%, associado às 

células mononucleares com 90 dias de PO. Em “A”, observar o 

 

 

 

 



 
 

 

xii

processo de ossificação endocondral, caracterizada por hipertrofia dos 

condrócitos (setas), na camada profunda da cartilagem. Em “B”, 

presença de fibrocartilagem (FC), cartilagem hialina (CH) e 

neoformação óssea (setas). Barra = 300µm. .......................................... 

 

 

 

41 

 
Figura 19. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho após o 

reparo por enxerto alógeno preservado em glicerina a 98% , associado 

às células mononucleares com 90 dias de PO. Verificar a união entre o 

enxerto (EN) e o tecido ósseo adjacente (TOA). Superfície 
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ENXERTO OSTEOCONDRAL ALÓGENO, ASSOCIADO À INOCULAÇÃO DE 

CÉLULAS MONONUCLEARES AUTÓLOGAS DA MEDULA ÓSSEA 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 óssea. Procedeu-se o isolamento, a contagem e a viabilidade das 

células mononucleares autólogas. Praticou-se no joelho esquerdo uma incisão 

parapatelar lateral de pele e da cápsula 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 alógeno 

conservado em glicerina. No GCT foi administrado intra-articular de 2 x 106 

células mononucleares. Aos 45 e 90 dias de pós-operatório, 75% dos animais 

do GC apresentavam cápsula articular espessa e em 41,66% aderida aos 

tecidos adjacentes. O enxerto se encontrava osteointegrado em 33,33% e 

58,33% com alterações ósseas. Nos do GCT aderiu-se ao leito receptor, sendo 

que em 91,66% não foi observado processo de degeneração, e em 58,33% 

notou-se ossificação endocondral, junto ao osso subcondral com consolidação 

óssea. Enxertos osteocartilaginosos alógenos conservados em glicerina a 98%, 

no reparo do sulco troclear de coelhos, associado à administração intra-

articular de células mononucleares autólogas, estimulam a formação de 

fibrocartilagem e cartilagem hialina com integração do implante no leito 

receptor. 

 

 

Palavras-chave: cartilagem articular, fêmur, medula óssea, osso, 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 106 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. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
 

O tratamento cirúrgico das lesões condrais e osteocondrais que acometem 

articulações principalmente fêmoro-tíbio-fíbulo-patelar, ainda representa um desafio 

para o ortopedista. É uma articulação submetida à compressão e grande amplitude 

de movimentos de flexão-extensão (KAPANDJI, 2000; HEBERT, et al., 2003). 
Frequentemente é acometida por traumatismos de alta energia, deformidades 

congênitas, tumores e infecções. Nas lesões da cartilagem articular o prognóstico é 

reservado, devido à capacidade limitada de regeneração. Geralmente estas lesões 

evoluem para doença articular degenerativa, caracterizada por dor, rigidez e perda 

da mobilidade, resultando em hipofunção articular e comprometimento do bem estar 

animal (OLSSON, 1993). 

A correção dos defeitos decorrentes de perdas osteocartilaginosas desperta o 

interesse de pesquisadores, de forma que métodos auxiliares são propostos com o 

intuito de melhorar a reparação óssea. A utilização de células-tronco na 

reconstituição de tecidos tem direcionado as pesquisas para o seu isolamento, 

purificação e concentração, com o objetivo de reparar e substituir tecidos lesados ou 

degenerados (CONNOLLY, 1995).  

A existência de células-tronco não hematopoiéticas na medula óssea 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 óssea têm a 

capacidade de se renovar e diferenciar em várias linhagens de tecido como o 

conjuntivo, ósseo, cartilaginoso, adiposo, tendão, músculo e estroma medular 

(CAMPAGNOLLI et al., 2001). 

Neste estudo objetivou-se avaliar o potencial reparador das células 

mesenquimais mononucleares autólogas, após reparo do sulco troclear femoral de 

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

 

 

 



 

 

2 

II. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

II.a. Terapia celular 

 

O termo terapia celular é um conjunto de métodos e abordagens que visam à 

utilização de células para tratamento de inúmeras doenças (ZAGO, 2006a). Assim a 

medicina regenerativa desponta como uma ferramenta terapêutica no tratamento de 

várias doenças degenerativas, para as quais não há tratamento específico ou efetivo 

(KASSEM, KRISTIANSEN, ABDALLAH, 2004). 

As células-tronco são encontradas nos indivíduos em populações 

extremamente pequenas, variando de uma a sete células-tronco em cada 100.000 

células. Elas são mantidas quiescentes até receberem estímulo do ambiente para 

iniciarem sua diferenciação. Este estímulo pode ocorrer durante o processo de 

cicatrização (PERIN et al., 2003). 

Devido à capacidade de auto-renovação, plasticidade e habilidade de circular 

na corrente sanguínea, as células mesenquimais aparecem como uma ferramenta 

no contexto da terapia celular. São descritas técnicas de isolamento, cultura, 

expansão e manipulação sendo utilizadas nos tratamentos de doenças 

hematopoiéticas e osteogêneses imperfeitas (BAKSH, SONG, TUAN, 2004). 

O efeito terapêutico promissor das CTM’s está relacionado com sua 

capacidade de interagir e sobreviver em tecidos-alvos distintos por um longo período 

(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 infusão local no órgão lesado ou por meio da infusão 

sistêmica. 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 condições que possibilitam corrigir lesões provocadas por doenças 

congênitas ou degenerativas. Assim tecidos e órgãos lesados podem ser 

recuperados pelo organismo saudável. A ocorrência deste processo exige a 

interrupção ou abrandamento da agressão, seguida de remodelação do tecido 

utilizando reservas de células-tronco específicas do organismo (COLOMÉ, 2007).  
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O transplante de células-tronco hematopoéticas (transplante de medula 

óssea) é atualmente a única forma de tratamento com células-tronco humanas. Os 

tratamentos derivados dessa metodologia encontram-se em fase experimental e, 

portanto, seus benefícios precisam ser demonstrados ou consolidados, 

principalmente nos casos onde existam evidências de suas vantagens (ZAGO, 

2006a). 

 

 

II.b. Células da medula óssea 
 

A medula óssea (MO) apresenta dois sistemas troncos distintos o 

hematopoético e o não hematopoético (SHORT, et al., 2003). Produzem tipos 

celulares com suas funções específicas. Dentre eles as células hematopoiéticas, as 

estromais ou mesenquimais e células progenitoras endoteliais. As células-tronco 

hematopoiéticas originam células sanguíneas e às do sistema imune, são utilizadas 

para restaurar componentes do sangue e do sistema imunológico. As mesenquimais 

são primordiais indiferenciadas, caracterizadas pela auto-renovação e potencial de 

diferenciarem-se em vários tecidos. Quando estimuladas adequadamente, origina 

músculos, ossos, cartilagens e células de gorduras (CAMPAGNOLLI et al., 2001). As 

células progenitoras se diferenciam em endoteliais, que integram os vasos 

sanguíneos e capilares. A capacidade proliferativa, combinada a habilidade de se 

tornar especializada, a faz única (KIRSCHSTEIN, 2001). 

As células-tronco mesenquimais são utilizadas no campo da reparação e 

regeneração celular. Isso se deve ao potencial de diferenciação em vários tipos de 

células, em resposta à transdução de sinais mediados por citocinas 

(FRIEDENSTEIN, PETRAKOVA, KUROLESOVA, 2002). São facilmente coletas e 

como são provenientes da MO do próprio paciente, elimina possibilidade de rejeição. 

Além disso, a coleta do material do próprio paciente não provoca controvérsias no 

que diz respeito aos aspectos éticos e legais (WANG et al., 2004). O transplante 

dessas células não possui o risco de formação de tumor, pois não há diferenciação 

em tecidos indesejados no organismo hospedeiro (ROMANO, 2004). 

Apesar do número limitado na medular óssea, a proliferação e a expansão 

sob condições adequadas, podem ser obtidas in vitro (KRAUSK, KIRKEY-HEAD, 
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2006). A caracterização morfológica e funcional das células estromais foram 

estabelecidas em roedores e humanos. Entretanto, em outras espécies são 

necessárias novas pesquisas para estimular a terapia celular na Medicina 

Veterinária (MARTIN et al., 2002). 

 

 

II.c. Fontes de células mesenquimais  

 

No ser humano a medula óssea é a principal fonte das células mesenquimais, 

porém são isoladas de outros órgãos e tecidos, como do músculo 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 cordão umbilical e placentário (YU et al., 2004), medula 

óssea vertebral (AHRENS et al., 2004), cartilagem articular (ALSALAMEH et al., 

2004), vilosidade coriônica da placenta (IGURA et al., 2004), ligamento periodontal 

(SEO et al., 2004) e pulmão (SABATINI et al., 2005).  

Fernandes et al. (1997), foram os primeiros a reportarem a presença de 

células estromais no sangue periférico mobilizado. Já Zvaifler et al. (2000) e 

Kuznetsov et al. (2001), demonstraram em cultivo que as CTM’s circulam no sangue 

periférico do adulto, mas são raras. Entretanto, em condições semelhantes, Ojeda-

Uribe et al. (1993), Lazarus et al. (1997) e Wexler et al. (2003), não isolaram estas 

células no sangue periférico. 

 

 

II.d. Conceitos e fisiologia das células-tronco 

 

A presença de células precursoras não-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 óssea de camundongos, denominadas células 
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formadoras de colônias fibroblásticas (FRIEDENSTEIN, PIATETZKY-SHAPIRO, 

PETRAKOVA, 1966). 

As CTM’s correspondem a 0,001 a 0,01% de todas as células nucleadas 

medulares. São isoladas a partir de aspirados de medula óssea, separando-se a 

fração 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, colágenos e 

proteoglicanos (COVAS, 2006).  

As células-tronco são definidas com base no potencial de auto-renovação, na 

capacidade de diferenciação em múltiplas linhagens celulares e na habilidade de 

reconstituir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado. Inicialmente estas 

características foram demonstradas nas células-tronco hematopoéticas (CTH’s) e 

nas células tronco embrionárias (CTE). Com o avanço da ciência, 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 clínicos (NARDI, AFONSO, 

2006). No entanto, as células-tronco não hematopoiéticas apresentam ampla 

capacidade de diferenciação, bem como dar origem e regenerar diversos tecidos 

(POUNTOS, GIANNOUDIS, 2005). No processo de reparação óssea, desempenham 

a osteogênese ou a fagocitose, dependendo das condições do meio (BURWELL, 

1985). Precursoras da linhagem osteogênica e encontradas na medula, estão mais 

concentradas próximo à superfície endosteal, apresentando altos índices 

osteogênicos (ASHTON, ALLEN, HOWLETT, 1984).  

As células-tronco são caracterizadas por serem indiferenciadas e não 

apresentar função específica nos tecidos. São capazes de proliferarem, mantendo-

se indiferenciadas por longos períodos de tempo, tanto in vitro quanto in vivo. Esta 

última propriedade, denominada de auto-regeneração, permite que o 

compartilhamento 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 
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aspecto do tecido específico (Figura 1) (DUA, 1995; SANTOS, SOARES, 

CARVALHO, 2004). São capazes de realizar as chamadas “divisões assimétricas”, 

ou seja, podem originar células que permanecem indiferenciadas, repondo a reserva 

de células-tronco ou podem se diferenciar em especializadas (ZAGO, 2006b). 

 

 
 
Figura 1. Representação esquemática da propriedade das células-tronco de se dividirem e 

permanecem indiferenciadas ou se diferenciam e amadurecem. Fonte: Zago, 2006a. 
 

O processo de auto-renovação é importante, uma vez que, se todas as 

células filhas se tornassem células progenitoras, a população diminuiria 

progressivamente a partir de cada evento de ativação. Isto resultaria em uma 

depleção rápida de células de todos os tecidos normais, resultando em um número 

insuficiente para suportar os processos de remodelação e reparação do organismo 

(LIN, 1998). 

As células-tronco e as progenitoras estão presentes na maioria dos tecidos e 

são fundamentais para saúde, manutenção e resposta a lesões ou doenças durante 

a vida. São as fontes de todos os tecidos formados pelos sistemas de reparo e 

remodelação (BIANCO et al., 2001). São conhecidas as da pele, mucosa intestinal, 

epitélio olfativo, cérebro, fígado, gordura, córnea, retina, polpa dentária, pulmões e 

músculos esquelético e cardíaco. Denominados de células-tronco somáticas, que 

podem dar origem a um único ou alguns tipos de células diferenciadas, como 

unipotentes, oligopotentes ou multipotentes (ZAGO, 2006b). São moduladas por 
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sinais químicos e físicos que controlam sua ativação, proliferação, migração, 

diferenciação e sobrevida (BIANCO et al., 2001). 

De acordo o grau de diferenciação que as células-tronco podem-se submeter, 

são classificadas em diferentes categorias. As totipotentes ou embrionárias que são 

capazes de diferenciar em todos os tecidos do corpo humano, inclusive a placenta e 

anexos embrionários. Encontram-se nos embriões nas primeiras fases da divisão, 

com 16 a 32 células, até três ou quatro dias de vida. Este tipo celular se localiza no 

ápice da hierarquia das células-tronco. Células-tronco pluripotentes conseguem se 

diferenciar em quase todos os tipos de tecidos de um indivíduo adulto com exceção 

da placenta e anexos embrionários. As multipotentes são isoladas de vários órgãos 

adultos auto-renováveis e diferenciadas em múltiplos tipos celulares específicos. 

Finalmente, com nenhum ou limitado poder de renovação e diferenciação em 

apenas um único e definido tipo celular são chamadas precursoras ou células 

progenitoras (DEL CARLO, 2005; LAKSHMIPATHY, VERFAILLIE, 2005; ZAGO, 

2006a). 

Existem evidências de que células-tronco da MO circulam no sangue 

periférico e se dirige para tecidos lesados, tanto no contexto de doenças 

hematológicas (XU, et al., 2005) quanto não hematológicas (ABE, et al., 2004). 

Voltam para a medula óssea, em um processo fisiológico regulado por uma 

complexa interação de citocinas (WRIGHT, et al., 2001; PETIT, et al., 2005). 

Observações recentes de quimerismo cardíaco após transplante de medula podem 

ser explicadas por este fenômeno fisiológico (QUAINI, et al., 2002; DEB, et al., 

2003).  

Sugere-se que as células-tronco somáticas de um tecido podem atravessar as 

barreiras das linhagens celulares e adotar um perfil de expressão gênica, função e 

fenótipo de células de outros tecidos (HERZOG, CHAI, KRAUSE, 2003). Isto ocorre 

por um mecanismo conhecido como plasticidade, mas que ainda não foi esclarecido 

(VERFAILLIE, 2005). Há pelo menos quatro explicações para esta plasticidade. A 

transdeterminação das células-tronco programadas para gerar linhagens de células, 

a transdiferenciação processo pelo qual a célula se diferencia e ganha fenótipo de 

outra diferenciada. Além da dediferenciação onde as progenitoras ou precursoras se 

diferenciam em outras células adultas e por fim o processo de fusão em adulta 
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(WATT, 2003). Enquanto se observa relativa facilidade de avaliar o potencial de 

diferenciação celular in vitro, o mesmo não acontece para a situação in vivo, pois o 

significado fisiológico e a correspondência destes processos são questionáveis 

(NARDI, ALFONSO, 2006).  

Diante do exposto, a resposta final depende da avaliação do quanto um 

determinado tipo de células-tronco, após administração in vivo, pode originar células 

de diferentes tecidos. Geralmente a metodologia dos estudos científicos envolve a 

sua administração com marcador para avaliação da presença do mesmo. Além da 

expressão deste marcador, considera-se necessária a determinação da identidade 

celular por análise morfológica, imunofenotípica e/ou funcional (COLOMÉ, 2007). 

 

 

II.e. Patogênese das lesões osteocondrais 

 

As articulações são unidades morfofuncionais que suportam cargas 

mecânicas durante atividades diárias normais ou especializadas. Os componentes 

estruturais como a cartilagem articular, ossos, músculos, ligamentos, tendões e 

nervos participam na transmissão das energias aplicadas. Qualquer falha nestes 

componentes pode produzir mau funcionamento no complexo como um todo. 

Lesões estruturais acontecem quando a articulação recebe uma carga de impacto, 

que leva à lesão da cartilagem articular. O avanço progressivo do dano tissular 

depende das forças de compressão na área lesionada (AROKOSKI et al, 2000). 

A etiologia do processo degenerativo das cartilagens articulares é complexa e 

inicia-se com o envelhecimento. Podem ocorrer fatos que provoquem o início do 

processo natural, como as doenças inflamatórias ou infecciosas que destroem a 

estrutura cartilaginosa. A evolução da doença degenerativa articular pode ter origem 

idiopática ou secundária a trauma. Este processo ocasiona desestruturação 

osteoligamentar da articulação entre fêmur, tíbia e patela (CAMANHO, 2001). A 

cartilagem é exigida extensivamente durante os movimentos das articulações. Pode 

propiciar falhas devido à fadiga, que levam à fragmentação e fibrilação da superfície. 

Na etapa tardia, torna-se desgastada, expondo o osso subcondral e permitindo a 

formação de cistos subcondrais. Logo, o osso sofre uma hipertrofia através da 
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proliferação de osteócitos periféricos, enquanto a membrana sinovial sofre hiperemia 

e achatamento devido à inflamação (GLASSON et al, 2005). 

A degeneração da cartilagem é caracterizada por fibrilação da superfície 

articular, fissuras e perda parcial ou completa do tecido. Além do aumento na 

hidratação, estreitamento do espaço articular e alterações na atividade celular do 

osso subcondral (SETTON, ELLIOTT, MOW, 1999). Os fragmentos da cartilagem 

articular produzem sinovite e as enzimas liberadas durante o processo inflamatório 

aumentam a destruição do tecido condróide. Superfícies articulares dos ossos 

envolvidos se tornam incongruentes, ou seja, mecanicamente incompatíveis devido 

ao desalinhamento das estruturas articulares. Dessa forma, a articulação sofre 

sobrecarga, aumentando o dano articular (BELY, 1987). O enfraquecimento por 

redução de massa e a perda de elasticidade produzem deformação. Desse modo, as 

principais alterações afetam o amortecimento, estabilidade e lubrificação da 

cartilagem (SETTON, ELLIOTT, MOW, 1999). 

Sabe-se, que a capacidade de reparação da cartilagem articular é limitada, 

devido à ausência dos vasos sangüíneos e linfáticos. Isolada da circulação 

sistêmica, o mecanismo de reparo das lesões é realizado através do infiltrado 

inflamatório ou por meio da migração celular, não ocorrendo quando a cartilagem é 

danificada (BUCKWALTER, 2002). Injúrias que não penetram no osso subcondral 

possuem difícil reparação e progridem para a degeneração articular, apresentando 

uma resposta tecidual branda (WAKITANI et al., 1994). Dessa forma, torna-se 

evidente que a cartilagem possui capacidade limitada de auto-regeneração após 

lesão (OCHI et al, 2004). 

Em defeitos osteocondrais, raramente é observado um reparo espontâneo 

pela invasão de células-tronco mesenquimais condroprogenitoras. Essas células se 

diferenciam em condrócitos e regeneram a cartilagem articular. Contudo, a 

restauração não reproduz a arquitetura da cartilagem hialina original, diferem 

bioquímica e biomecanicamente. O tecido de cicatrização resultante possui natureza 

fibrosa, tornando-o vulnerável aos radicais livres, metaloproteinases e citocinas 

catabólicas do processo inflamatório (MARTIN et al, 2004). As lesões apresentam 

tecido de granulação ativo e exuberante com desenvolvimento rápido, e dificultando 

a proliferação de tecido osteocartilaginoso (INOUYE et al., 2002). 
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Foram realizadas tentativas de desenvolver procedimentos eficazes para 

reparação da cartilagem lesionada (WAKITANI et al., 1994). As lesões focais 

requerem tratamento cirúrgico através de estimulação da medula óssea como 

desbridamento, perfurações múltiplas, abrasões e microfraturas (KIM, MORAN, 

SALTER, 1991). Assim como transplantes periosteais e pericondrais, implante de 

condrócitos autólogos cultivados e enxertos autólogos osteocondrais (AMIEL, et al., 

1985; HANGODY et al., 1997; PETERSON et al., 2000). A adição de culturas de 

CTM’s provenientes da medula óssea pode acelerar a regeneração da cartilagem no 

defeito, quando comparado ao uso isolado dos procedimentos cirúrgicos de 

estimulação (NISHIMORI et al., 2006). Quando transferidas em suspensão através 

de injeção intra-articular do joelho, após lesões traumáticas, são capazes de reparar 

cartilagens e meniscos lesados (MURPHY et al., 2003). As vantagens apresentadas 

pelas CTM’s, quando comparadas com os condrócitos diferenciados, demonstram 

que possuem maior capacidade proliferativa, dependendo das características do 

meio em que se encontram (LEE et al, 2004). 

As células isoladas da medula óssea podem ser expandidas em cultura, 

mantendo a capacidade de diferenciação, quando submetidas a estímulos 

adequados. Assim, segundo Ochi, et al. (2004), as células-tronco mesenquimais são 

células promissoras para tratamento terapêutico das lesões osteocondrais. São 

utilizadas in vivo para reparar a cartilagem articular de animais. Caplan et al. (1997), 

demonstraram em coelhos, a regeneração de uma lesão na cartilagem articular do 

côndilo femoral, decorridos quatro semanas após transplante. Entretanto, o tecido 

regenerado se encontrava composto por uma matriz de colágeno tipo I, altamente 

hidratado, que não reproduzia a função mecânica original da articulação. 

 

 

II.f. Enxertos 

 

As estratégias terapêuticas para complementar ou substituir a necessidade de 

enxerto ósseo autólogo procuram atuar diretamente sobre as lesões. Compreende 

implantação de suportes teciduais, administração local de fatores de crescimento e 

transplantes de CTM’s (WEIGEL, 1993). Foi relatado por Burkus (2002) que vários 
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tipos de enxertos ósseos podem apresentar propriedades distintas, cada qual com 

uma função específica na consolidação óssea. Uma delas é a osteogenicidade, que 

ocorre somente na presença de osteoblastos, pela deposição direta de osso. 

Apenas o enxerto ósseo autólogo e os aspirados de MO possuem esta propriedade. 

A outra é a osteocondutividade, que é a habilidade de um material agir como uma 

ponte, suportando a formação do osso novo e o seu crescimento. Os aloenxertos 

são exemplos de materiais inertes com osteocondutividade. Por fim, a osteoindução, 

que revela a presença de fatores de crescimento facilitando o recrutamento e a 

diferenciação das CTM’s, induzindo especificamente a formação de osteoblastos 

que produzem osso novo. 

Os enxertos são utilizados como adjuvantes no processo de reparação e 

regeneração de estruturas osteocartilaginosas (WEIGEL, 1993). Devem-se evitar 

traumas aos tecidos e uso de serras oscilatórias, que induzem aumento de 

temperatura no osso adjacente, resultando em morte celular e retardo na 

osteogênese (STEVENSON, 1990). Podem ser divididos em esponjoso formado por 

osso trabecular, poroso e altamente celular; cortical constituído de osso compacto, 

denso e relativamente acelular e corticoesponjoso composto de ambos os tipos, tais 

como costelas e asa do ílio (WEIGEL, 1993). Quanto à origem podem ser autólogos, 

alógenos e xenólogos (PIERMATTEI, FLO, 1997; MARTINEZ, WALKER, 1999). 

Esses últimos devem ter a antigenicidade diminuída por irradiação, congelamento, 

preservação química ou autoclavagem, para posterior enxertia (JOHNSON, 1995). 

Implantação de ossos descalcificados na musculatura de coelhos e ratos 

resultou em formação de nova cartilagem e tecido ósseo. Deveu-se ao fato de 

substâncias originárias do tecido ósseo transplantado em forma de enxerto ter a 

capacidade de induzir células mesenquimais do hospedeiro a se transformarem em 

osteoblastos (URIST, 1965). Essas substâncias são conhecidas como Proteínas 

Ósseas Morfogenéticas (BMP’s), (HOBAR, BYRD, 1990). As BMP’s são fatores de 

crescimento multifuncionais pertencentes à superfamília dos fatores de crescimento 

de transformação � (TGF-�), (CHEN et al., 2004). Encontram-se na matriz óssea em 

pequenas quantidades e provavelmente agem em sinergismo (BOSTROM et al., 

1996). 
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A formação de tecido ósseo se deve ao recrutamento de CTM’s da medula 

óssea, induzidas por propriedades quimiotáticas da proteína morfogenética óssea 

recombinante humana 2 (rhBMP-2), que promovem a proliferação e diferenciação de 

osteócitos (ALDEN et al., 1999). Durante a formação óssea, a BMP motiva um 

ambiente rudimentar, que é conduzida ao desenvolvimento da medula óssea 

funcional (CHEN et al., 2004). Entretanto, Burwell et al. (1964), verificaram que as 

células osteogênicas primitivas da medula óssea respondiam pela maior parte da 

eficácia biológica dos enxertos de osso esponjoso autólogo. O osso autólogo é o 

melhor material da osteogênese e possui a vantagem de não transmitir doenças 

infecto-contagiosas. No entanto, pode apresentar limitações devido à quantidade 

insuficiente de enxerto. Além disso, a obtenção do auto-enxerto representa um 

trauma cirurgia adicional complexo, aumentando a morbidade (KAWANO, 

SEVERINO, 2005). 

O processo de incorporação entre o enxerto ósseo e o leito receptor é 

representado por uma seqüência de eventos.  Enquanto o receptor contribui com a 

formação dos vasos sangüíneos e células necessárias para reparar o processo, o 

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 químicas similares à do tecido ósseo subcondral, 

possibilitando uma conexão firme entre o osso e a cartilagem (BELY, 1987). 

As funções do enxerto ósseo esponjoso incluem a osteogênese, osteoindução 

e osteocondução (MARTINEZ, WALKER, 1999). A osteogênese consiste na 

formação de osso pelas células que sobreviveram à transferência (ALEXANDER, 

1987) e inicia-se aproximadamente em cinco dias após a enxertia (MARTINEZ, 

WALKER, 1999). Estima-se que 10% das células deste tipo de enxerto sobrevivam à 

transferência (PIERMATTEI, FLO, 1997). O recrutamento e diferenciação de células 

mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos são conhecidos como osteoindução 

(JOHNSON, 1991). A osteocondução 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 vários estágios de incorporação do enxerto autólogo esponjoso no 

foco de fratura. Inicialmente forma-se um hematoma que gradualmente se organiza, 
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sendo reabsorvido entre uma e duas semanas. A resposta inflamatória ocorre em 

minutos ou horas. Com a revascularização e osteoindução, surgem alças capilares 

decorridos de cinco dias. O tecido necrótico é reabsorvido e o enxerto é 

revascularizado em 20 dias. A remodelação prossegue, com corticalização e 

medulização (MILLIS, MARTINEZ, 2003). 

Complicações no local doador são de baixa freqüência, representadas por 

formação de seroma, hemorragia, deiscência da ferida, fraturas e contaminação por 

bactérias. Já no local receptor, a ausência de estímulo para formação óssea e não 

incorporação ao local da fratura (DENNY, BUTTERWORTH, 2000). 

 

 

II.g. Conservação dos enxertos osteocartilaginosos 

 

Vários são os métodos de conservação de ossos, como congelamento 

(DUELAND et al., 1989), tintura de iodo (PINTO JÚNIOR, 1995), liofilização 

(SCHENA, MITTEN, HOEFLE, 1984), glicerina a 98% (COSTA, 1996), óxido nitroso 

(JOHNSON, SHOKRY, STEIN, 1985) e mel (AMENDOLA, 2001). Ossos 

conservados apresentam vantagens em relação ao material fresco xenólogo e 

alógenos, pois diminuem a possibilidade de rejeição (WEIGEL, 1993). Ossos 

armazenados, congelados de -5o a -20oC, as enzimas teciduais ainda se encontram 

ativas e eventualmente diminuem as propriedades biomecânicas e terminam por 

destruir o tecido. No entanto, temperaturas entre -70º e -80oC resultam em mínima 

destruição tecidual (PARKER, 1996). O que retarda a autólise causada pela 

liberação de enzimas proteolíticas, influenciando nas condições do meio ambiente 

celular (MATTER, et al., 2001). A taxa de congelamento é 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 óssea, mostrou que em congelamento lento, a 

saída de água da célula ocorreu de forma lenta, não afetando a estrutura celular. Já 

em congelamentos rápidos, a viabilidade celular foi muito reduzida (DUMONT, 

MARECHAL, GERVAIS, 2004).  
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O custo do equipamento de liofilização limita o emprego desta técnica. Os 

tecidos são inicialmente congelados a -76oC, sendo guardados em um liofilizador, 

em seguida são submetidos ao vácuo e a temperatura é gradualmente elevada até 

20oC, com umidade aproximando-se a valores inferiores a 5% (PARKER, 1996). Os 

aloimplantes liofilizados, embora melhor sucedido que os a fresco, apresentaram 

resultados não expressivos, em comparação com os auto-enxertos (STEVENSON, 

1998). 

A conservação em glicerina é um método acessível não sendo necessário o 

emprego da autoclavagem e congelamento, técnicas que causam danos teciduais e 

prejudicam a formação de calo ósseo. Ossos com medula óssea íntegra foram 

conservados em glicerina 98% por nove anos, sendo notado preenchimento do 

canal medular. A coloração era rósea pálida e não houve ressecamento, sendo 

possível aspirar seu conteúdo com uma seringa. Durante sua utilização não foi 

constatada rejeição do organismo ao meio conservante na evolução pós-operatória 

(GIOSO, BENITES, KAMPF, 2002). 

Pinto jr. (1990) e Costa (1996) utilizaram a glicerina a 98% como meio de 

preservação de ossos para uso em enxertos. Relataram que a glicerina desidrata o 

tecido ósseo substituindo a maior parte da água intracelular, sem alterar a 

concentração iônica das células. Atuando como protetor da integridade celular 

(PIGOSSI, 1964). Além disso, tem ação anti-séptica, bactericida e fungicida, exceto 

contra formas esporuladas (PIGOSSI, 1967).  

Dentre os métodos de conservação de ossos avaliados, o congelamento e a 

glicerina a 98% foram os que proporcionaram melhores resultados em cães (DEL 

CARLO et al., 1999; ZILIOTTO et al., 2003). A glicerina além de ser um bom meio de 

conservação de fragmentos ossos para uso em enxertos, preserva a função 

osteoindutora e um adequado grau de osteocondução, não apresenta sinais de 

infecção e de rejeição no receptor (ZILIOTTO et al., 2003). Para isso, osso precisa 

permanecer por pelo menos 30 dias submerso em glicerina antes de ser utilizado, e 

deve ser hidratado com solução fisiológica antes de sua utilização (DEL CARLO, 

1999). Um fato importante é que o enxerto não deve ser imerso em soluções 

isotônicas ou tratados com antibióticos por serem tóxicos para as células (FOX, 

1984; JOHNSON, 1995; PIERMATTEI, FLO, 1997). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

III.a. Coleta das articulações e preservação 

 

Foram coletadas 24 articulações fêmoro-tíbio-fíbulo-patelares de 12 coelhos 

machos adultos da raça Nova Zelândia, com peso entre 2,5kg a 4,0kg. As peças 

foram obtidas após o abate no abatedouro da Escola Agrícola Federal de 

Uberlândia, MG, fiscalizado pelo serviço de inspeção municipal. Os doadores 

selecionados não apresentavam alterações ortopédicas e neoplasias ósseas. 

Com um paquímetro graduado1 mensurou-se uma área de ± 0,4cm largura x 

1,0cm comprimento sobre o sulco troclear femoral de cada articulação. Com auxílio 

de uma lâmina de bisturi n010 esta região foi demarcada para retirada do enxerto. 

Em seguida, a remoção do segmento osteocartilaginoso em forma de cunha foi 

realizada por meio de um disco diamantado acoplado á uma micro-retifica Dremel®2. 

Esta foi mantida sob baixa rotação e refrigeração por gotejamento contínuo de 

solução fisiológica a 0,9%3. Os enxertos foram higienizados repetidas vezes com 

solução fisiológica e armazenados em frascos identificados, contendo solução de 

glicerina a 98%4, à temperatura ambiente durante um período mínimo de 30 dias. 

 

 

III.b. Animais 

 

Para realização deste experimento, o projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética de Experimentação Animal da Universidade Federal de Uberlândia, sob o 

protocolo 041/08, parecer 060/08. 

Empregaram-se no estudo 24 coelhos adultos, machos da raça Nova 

Zelândia, com peso entre 3,0kg a 4,5kg, provenientes do Laboratório Vallée de 

Uberlândia, MG. Todos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo água e 

ração à vontade. Os animais foram submetidos a avaliações clínicas e 

hematológicas e exames radiográficos da articulação fêmoro-tíbio-fíbulo-patelar 

esquerda nas posições látero-medial e dorso-ventral e respeitou-se um período de 
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15 dias para adaptação ao ambiente e socialização dos animais com os 

pesquisadores.  

Em seguida os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos de 

igual número, controle (GC) e tratado com células-tronco (GCT). Cada grupo foi 

subdividido em dois subgrupos com avaliações histológicas em 45 e 90 dias de pós-

operatório (PO). Os animais do grupo controle foram identificados de C1 a C12 e os 

do grupo tratados CT1 a CT12. Para os dois subgrupos os seis primeiros animais de 

cada grupo referiam-se a 45 dias de PO e os seis últimos ao período de 90 dias de 

PO. Foram avaliadas as funções clínicas, os aspectos macroscópicos e histológicos 

das articulações.  

 

 

III.c. Pré-operatório 

 

Os coelhos permaneceram em jejum hídrico e sólido por um período de 2 e 4 

horas, respectivamente. Submetidos à medicação anestésica com cloridrato de 

cetamina5 (30,0mg/kg, IM) e cloridrato de xilazina6 (5,0mg/kg, IM). Para analgesia 

pré-operatória foi realizada a administração de tramadol7 (2,0mg/kg, SC), além do 

antiinflamatório flunixina meglumina8 (1,0mg/Kg, IM). A antibioticoterapia profilática 

com cefazolina sódica9 (30,0mg/Kg, IM), foi feita 30 minutos antes do procedimento 

cirúrgico. 

A região da pele da articulação do joelho esquerdo e da região da articulação 

escápulo-umeral foram submetidas à tricotomia e anti-sepsia com iodo 

degermante10, álcool11 e polivinil-pirrolidona12. 

 

 

III.d. Coleta da medula óssea, isolamento, contagem e viabilidade das 

células mononucleares 

Com os animais sob efeito anestésico, uma agulha metálica de Rosenthal13 

de 16G heparinizada, (Figura 2 - A) foi inserida na região do tubérculo umeral por 

meio de movimentos rotacionais (Figura 2 - B e 2 - C) para coleta de 2,0mL de 



 

 

17 

medula óssea integra (Figura 2 - D). Após a agulha penetrar no espaço medular do 

úmero, a medula óssea foi aspirada com uma seringa de 10mL contendo 0,1mL de 

solução estéril heparinizada14 (5000U/mL). Durante a punção foram realizados 

breves movimentos com a seringa para homogenização das amostras com a 

solução de heparina, evitando a formação de coágulos. Em seguida, sob 

temperatura ambiente foram encaminhadas ao Laboratório de Imunologia da 

Universidade Federal de Uberlândia, para isolamento, determinação do rendimento 

e viabilidade das células mononucleares. 

 

  

  

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

 
 

 

 

                   

 

Em capela de fluxo laminar15 desinfetada com álcool e luz germicida os 

aspirados de medula óssea foram colocados individualmente em tubos estéreis de 

A B 

D C 



 

 

18 

15mL tipo Falcon16. Formou-se uma solução “A” diluiu-se volume a volume (v/v) 

2,0mL da amostra em 2,0mL de solução salina tamponada de Dulbecco’s17 (DPBS). 

A solução foi adicionada lentamente com pipeta de Pasteur sobre 2,0mL de solução 

Ficoll-Hypaque Plus18 na densidade 1,077g/mL em um outro tubo Falcon, para 

separação das células mononucleares, formando a solução B (Figura 3 - A).  

Após centrifugação da solução B á 495G (força centrípeta) durante 30 minutos 

a 15ºC, cada amostra foi separada em quatro porções distintas. Na superfície o 

plasma, logo abaixo a nuvem celular composta pelas células mononucleares em 

seguida o Ficoll-Hypaque e por fim na porção inferior do tubo as células que compõe 

a parte vermelha do sangue (Figura 3 - B). O sobrenadante composto pelo plasma 

foi removido e a nuvem celular formada sobre a solução de Ficoll-Hypaque foi 

cuidadosamente coletada com o auxílio 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 4ºC, para remoção de restos de plasma, 

Ficoll- Hypaque e células vermelhas. 

  
Figura 3. Em “A” seta vermelha indica a solução composta por 2,0mL de medula óssea integra e 

2,0mL da solução salina tamponada. Seta preta evidencia 2,0mL de solução Ficoll-
Hypaque. Na figura “B”, o mesmo tubo após centrifugação á 495G durante 30 minutos a 
15ºC. 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 óssea de coelho. 

 
Após desprezar o sobrenadante, adicionou-se a amostra 1,0mL de tampão de 

lise de eritrócitos contendo cloreto de amônio 0,16M e Tris 0,17M, com pH 7,6 

1 

2 

3 

B A 
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durante cinco minutos à temperatura ambiente. Uma terceira lavagem foi realizada 

com a adição de 10mL de DMEM19 (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 necessária do meio DMEM suplementado com 

10% de soro fetal bovino, até que a amostra atingisse o volume total de 500µl. 

Mantida em gelo até a contagem das células e análise da viabilidade celular. 

Deste volume, uma alíquota de 10µl da suspensão foi adicionada a 10µl do 

corante azul de Tripan20 em um tubo de Eppendorf21 para contagem das células em 

câmara hemocitométrica de Neubauer22. A contagem de células viáveis e não 

viáveis foi realizada sob microscopia de luz, e o cálculo do número de células por 

mililitro foi determinado pela seguinte fórmula: V x FN x FT/#Q, onde V = número de 

células viáveis contadas; FN = fator da câmara de Neubauer (104); FT = fator de 

diluição do Azul de Tripan (2) e #Q = número de quadrantes da câmara utilizados 

para a contagem. 

A viabilidade foi determinada por técnica de exclusão vital, ou seja, das 

células não 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 equação matemática: V x 100/NT, onde NT = número 

total de células (viáveis e não viáveis) contadas na câmara hemocitométrica. 

 

 

II.e. Diluição do sedimento celular inoculado 

 

Com intuito de padronizar a quantidade de células inoculadas no espaço 

articular dos coelhos, foi obtido o cálculo do fator de diluição de cada amostra, 

obtendo-se os volumes finais para inoculação. O número de células viáveis 

transplantadas para cada articulação dos coelhos foi de 2 x 106 células. A 

determinação do fator de diluição foi obtida pela seguinte equação matemática: FD = 

QT / CT, onde QT = quantidade de células viáveis presente em 500µl do sedimento 

celular; e CT = quantidade de células a serem transplantadas (2 x 106). O volume 

final foi calculado pela seguinte fórmula: VF = VI / FD, onde VI = volume inicial do 
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inoculado (500µl); e FD = fator de diluição. Os volumes finais da fração de células 

mononucleares foram ajustados e armazenados em tubos de Eppendorff. A fração 

celular foi aspirada dos tubos de Eppendorff para seringas estéreis de 1,0mL para 

aplicação intra-articular no momento dos procedimentos cirúrgicos. 

 

 

III.f. Técnica cirúrgica 

 

Aproximadamente 20 minutos antes do término do isolamento das células-

tronco mononucleares, iniciaram-se os preparativos para a intervenção cirúrgica de 

enxertia e transplante celular autógeno. Os mesmos coelhos utilizados na coleta de 

medula óssea foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico. Com o animal em 

decúbito dorsal foi realizada uma incisão na pele de aproximadamente 4,0cm na 

região parapatelar lateral da articulação do membro posterior esquerdo e incisão de 

± 3cm na cápsula articular. A patela foi deslocada medialmente para exposição do 

sulco troclear femoral esquerdo. Com um paquímetro graduado, mensurou uma área 

de 0,4cm de largura x 1,0cm. A área foi delimitada por incisões na cartilagem 

articular com lâmina de bisturi no10. O segmento do sulco troclear foi removido por 

meio de um disco diamantado acoplado á uma micro-retifica (Dremel®) em baixa 

rotação e sob refrigeração com gotejamento de solução fisiológica. O disco foi 

angulado em torno de 30º no intuito de remover o segmento em forma de cunha, 

preservando as trócleas medial e lateral (Figura 4). 

Posteriormente, efetuou-se cuidadosa dessecação do osso subcondral 

utilizando lâmina de bisturi, evitando-se danificar as bordas trocleares, bem como á 

cartilagem articular adjacente. O local removido foi preenchido com enxerto 

osteocartilaginoso alógeno conservado em glicerina a 98%, previamente hidratado 

por 30 minutos com solução fisiológica a 0,9%. A adequação das bordas dos 

enxertos se fez necessária, com o objetivo de promover melhor acomodação e evitar 

depressões entre as superfícies cartilaginosas do implante e do leito receptor. 
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Figura 4. Mensuração com paquímetro do local do sulco troclear a ser removido (A) e demarcação da 
área com lâmina de bisturi No10 (B). Notar a superfície articular demarcada (C) e o disco 
posicionado sobre o local demarcado (D). Posição angulada do disco para remoção do 
implante em forma de cunha (E) e remoção do enxerto com dissecação das faces do 
enxerto (F). 

 

No sítio receptor dos animais do grupo controle foi transplantado apenas o 

enxerto osteocartilaginoso alógeno conservado em glicerina a 98%. Em seguida a 

patela foi reposicionada, procedendo-se a sutura da cápsula articular e redução do 

espaço subcutâneo com fio poliglactina 91023, no 4-0 com pontos simples isolados e 

zigue-zague, respectivamente. A reaproximação da pele foi realizada com sutura 

simples isolada utilizando fio mononáilon24 no 3-0 agulhado. Nos coelhos do grupo 

tratado foram efetivados os mesmos procedimentos, porém associados à 

administração intra-articular de 0,5mL células mesenquimais mononucleares 

isoladas e quantificadas. A fração celular total inoculada foi de 2x106 células 

mononucleares da medula óssea do próprio animal, diluídas em DMEM.  

A C 

E 

B 
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III.g. Pós-operatório 

 

No pós-operatório, foi realizada antibióticoterapia com cefazolina sódica 

(30,0mg/kg, IM); de 12/12 horas durante sete dias, além de anti-inflamatório flunixina 

meglumina (1,0mg/Kg, IM); a cada 24 horas por três dias. Para analgesia utilizou-se 

o cloridrato de tramadol (2,0mg/kg/SC) de 8 em 8 horas, durante três dias. As feridas 

cirúrgicas foram higienizadas duas vezes ao dia, com gazes umedecidas em solução 

fisiológica a 0,9%, e posterior aplicação tópica de solução polivinil-pirrolidona 10% e 

rifamicina spray25 por 10 dias, data prevista para remoção dos pontos. Os coelhos 

foram mantidos com colar elisabetano confeccionados com filmes radiográficos, a 

fim de evitar sua interferência na área da intervenção cirúrgica. 

 

 

III.h. Avaliação clínica 

 

Durante todo o período de PO os animais foram submetidos a exames 

clínicos do membro operado. Com avaliação dos movimentos de flexão e extensão, 

palpação articular e o tipo de deambulação apresentada. 

 

 

III.i. Avaliação macroscópica 

 

Decorridos os períodos pré-estabelecidos de 45 e 90 dias os animais foram 

submetidos à eutanásia para coleta das articulações fêmoro-tíbio-fíbulo-patelares 

com sobredose de tiopental sódico 2,5%26 e cloreto de potássio 10%27, conforme 

recomendado pelo código de ética para o uso de animais em pesquisas cientificas 

(AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2001). 

Durante a biópsia das articulações, foram realizadas avaliações da 

cicatrização, presença de transudato e/ou exsudato e reações teciduais anormais. 

Na inspeção macroscópica intra-articular foram observadas as alterações como 

coloração, volume e consistência do líquido sinovial. Além de aderências entre 

tecidos adjacentes, a espessura da cápsula articular, posicionamento da patela e os 
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aspectos das bordas trocleares. Assim como a coloração, consistência, 

irregularidades na superfície do enxerto, área de contato com as bordas trocleares, 

bem como a adesão do enxerto ao sítio receptor. Os enxertos osteocondrais 

alógenos foram examinados quanto à integração ao leito receptor, crescimento de 

tecidos periarticulares e a presença de áreas com reabsorção óssea.   

 

 

III.j. Avaliação histológica 

 

Nos períodos de 45 e 90 dias de PO as articulações fêmoro-tíbio-fíbulo-

patelares foram coletadas e armazenadas em frascos individuais e fixadas por 

formol 10%28 por um período mínimo de 24 horas, á temperatura ambiente. 

Procedeu-se a descalcificação em ácido nítrico a 5% durante dois dias, sendo 

realizada a troca do fluido descalcificador de duas em duas horas. As amostras 

foram lavadas em água corrente durante 12 horas. No processo de desidratação foi 

utilizado o álcool absoluto, sendo este trocado a cada hora, no total de quatro trocas. 

Para a diafanização dos materiais utilizou-se o xilol29, e previamente a inclusão em 

blocos, as amostras permaneceram imersas em parafina líquida no interior da estufa 

a 70ºC, durante duas horas. Foram realizados cortes transversais de 0,5mm na 

região entre o implante e o leito receptor, com intuito de analisar a área de transição. 

Os cortes foram em seguida corados com Hematoxilina-Eosina30 (HE) e tricrômio 

Mallory31. As lâminas foram analisadas em microscópio de luz Polyvar (Reichert-

Jung)32. 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Decidiu-se pela utilização de coelhos da raça Nova Zelândia como modelo 

experimental em consideração a pouca exigência de espaço físico para alojamento. 

Além da facilidade de manipulação, manutenção e de estabelecer um protocolo 

anestésico. O número de animais envolvidos baseou-se em princípios bioéticos, 

utilizando o mínimo de coelhos para validação dos dados (LEOPIZZI et al., 1998). 

O período de jejum utilizado neste experimento foi devido ao piloro do coelho 

ser estreito e não apresentar a capacidade de vomitar. É recomendo um período 

máximo de três a quatro horas, sendo que intervalos maiores tornam-se prejudiciais 

à saúde e recuperação do animal (QUINTON, 2005).  

O protocolo anestésico utilizado foi de fácil administração, seguro e eficiente 

por manter os animais anestesiados e com respiração espontânea. A associação de 

cetamina e xilazina promoveu relaxamento muscular adequado para realização dos 

procedimentos cirúrgicos (LIPMAN, MARINI, ERDMAN, 1990). 

Em relação aos locais da aspiração da medula óssea foi citado por Grindem, 

Neel, e Juopperi (2002) a crista ilíaca, o trocanter maior do fêmur e o tubérculo maior 

do úmero. Neste experimento, optou-se pela coleta no tubérculo umeral devido à 

facilidade na obtenção de grande volume do aspirado e na padronização do 

traumatismo gerado pela punção. Procurou-se não realizar a coleta da medula nos 

membros pélvicos, para evitar sinais de claudicação causada pela dor, interferindo 

na avaliação clínica das articulações fêmoro-tíbio-fíbulo-patelares. A coleta da 

medula foi simples, porém dependente do protocolo anestésico. Seringas e agulhas 

foram heparinizadas para prevenir entupimento e coagulação das amostras. A 

agulha de Rosenthal 16G utilizada na punção medular permitiu com facilidade a 

coleta da medula óssea. Entretanto, no plano piloto foram utilizadas agulhas 

hipodérmicas 40,0 X 12,0mm, e na perfuração do tubérculo umeral os biseis se 

danificavam dificultando a aspiração. Por outro lado, o diâmetro da agulha favoreceu 

a aspiração de fragmentos ósseos interferindo, no tubo falcon próximo do anel 

celular, a coleta das células mononucleares. 

Existe a possibilidade de coagulação da amostra quando não for utilizado a 

heparina e o anticoagulante lesar as células medulares, entretanto, não foi 
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determinado à 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. 

Já Bruder et al. (1998), em cães utilizaram 9,0mL de medula para cada 1,0mL de 

solução salina heparinizada (1000U/mL) e não encontraram morte celular 

significativa. Neste experimento, utilizou-se 0,1mL de heparina sódica (5000U/mL) 

para cada 2,0mL da medula óssea, sendo que a viabilidade celular e o potencial 

reparador não foram comprometidos, confirmado com a boa integração do enxerto 

nos animais do grupo tratado. Denota-se que o volume e a concentração do 

anticoagulante utilizado, impediram a coagulação das amostras e mantiveram a 

média de células-tronco viáveis em 91,79%. Resultado próximo dos alcançados por 

Olsson et al. (2009), que obtiveram viabilidade superior a 90% trabalhando com 

aspirado medular de cães. 

A utilização de concentrado células-tronco mesenquimais pode acelerar o 

processo de cicatrização osteocartilaginosa, porém deve-se considerar que nem 

sempre um maior volume coletado significa maior número de células com 

capacidade reparadora (CONNOLLY et al., 1989). Porém Muschler, Boehm, Easley, 

(1997), afirmaram que essa diferença do número e da concentração das células-

tronco de um animal para outro são influenciadas pelo volume aspirado e pela 

diluição com o sangue periférico. Resultados semelhantes ao de Connolly foram 

encontrados neste trabalho, pois em cada volume coletado o número de células 

viáveis variou entre os animais. Assim como, nem sempre uma amostra com maior 

número de células apresentava maior quantidade de células viáveis e melhor 

potencial reparador. Isto se deve a diversos fatores intrínsecos e extrínsecos como 

micro ambiente, fatores de crescimento, tipo de material implantado e técnica de 

manipulação das células.   

Existe uma relação proporcional entre as células-tronco e as células nucleadas 

de medula (1:100.000). Devido a isso é necessário isolar, purificar e concentrar a 

população celular, para que haja resposta eficaz no tratamento (CONNOLLY, 1995). 

Neste experimento, empregou-se o isolamento e a quantificação das células da 

medula óssea, otimizando a terapia celular no reparo osteocondral. Com 
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metodologia semelhante à de Budenz e Bernard (1980), realizada em coelhos, foi 

possível isolar e quantificar as células da medula óssea 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 óssea do fêmur e 

encontraram em média de 5 x 106 células/mL. Já Connolly et al. (1989), retiraram de 

7,0 a 10,0mL e obtiveram 8 x 106 células/mL isoladas por gradiente Ficoll-Hypaque. 

Neste experimento, foram coletados 2,0mL, e o número médio de células 

quantificadas foi de 6,76 x 106 células/mL, variando entre 2,64 x 106 e 15,28 x 106. 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 eficácia no isolamento das 

células mononucleares da medula óssea de coelhos. Além disso, a quantidade 

suficiente de células para terapia celular pode ser obtida a partir de menores 

volumes de aspirado, evitando perfurações na pele e tornando o PO mais doloroso e 

dispendioso.  

A viabilidade celular da amostra foi analisada pelo método de exclusão de 

células não viáveis, pela utilização prévia do tampão de lise de eritrócitos, 

favorecendo a identificação das células. Seguindo as recomendações de Freshney 

(2001) as células foram contadas excluindo-se aquelas em que o citoplasma era 

corado pelo azul de tripan, sendo consideradas inviáveis (Figura 5).  

 
Figura 5. Microfotografia de células mononucleares da medula óssea coletadas no tubérculo umeral 

de coelhos. Células viáveis (setas verdes) e células inviáveis 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 exclusão. A média celular relatada pelos 

autores foi semelhante à verificada neste experimento, o que confirma a eficácia 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 óssea de coelhos, referentes à coleta de 2,0mL de 
medula óssea.  

 

Animais Contagem Viabilidade Células 
viáveis/inviáveis 

 

CT 1 

 

3,06 x 106 

 

84,53% 

 

153/28 

CT 2 15,28 x 106 95,90% 764/32 

CT 3 9,22 x 106 95,05% 461/24 

CT 4 4,68 x 106 97,09% 234/07 

CT 5 6,38 x 106 95,22% 319/16 

CT 6 3,78 x 106 96,92% 189/06 

CT 7 10,68 x 106 87,50% 267/38 

CT 8 5,10 x 106 93,40% 255/18 

CT 9 3,82 x 106 81,97% 191/42 

CT 10 2,69 x 106 90,70% 539/55 

CT 11 11,64 x 106 94,00% 582/36 

CT 12 4,90 x 106 89,26% 981/118 

MÉDIA 6,76 x 106 91,79%  

 

Com possibilidades de reparar defeitos que evoluem desde alterações 

degenerativas até a perda completa da superfície articular, várias técnicas cirúrgicas 

são recomendadas para animais e humanos (VAN SUSANTE et al, 1999). São 

utilizadas perfurações ósseas múltiplas, abrasões e microfraturas (KIM, 1991), 

implantes de condrócitos cultivados e utilização de enxertos autólogos osteocondrais 

(AMIEL, et al., 1985; HANGODY et al., 1997; PETERSON et al., 2000). Observa-se 

que o padrão de reparo dos defeitos articulares ainda não foi descrito. Assim como 

realizado por Melendez (2006), o delineamento deste trabalho baseou-se na 
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reparação osteocartilaginosa com emprego de enxertos alógenos na articulação 

fêmoro-tíbio-fíbulo-patelar de coelhos associados a células mononucleares 

mesenquimais autólogas, porém os enxertos foram preservados em glicerina a 98%.  

A esterilização e conservação do enxerto são os maiores problemas na 

enxertia, sendo freqüentemente observado contaminação bacteriana, fúngica e viral. 

(PINTO JR., 1995). Neste trabalho, foi utilizada a glicerina a 98% como meio de 

preservação dos enxertos, que não deve ter alterado a integridade celular, 

preservando a morfologia osteocartilaginosa do implante (COSTA, 1996). Os 

enxertos não foram previamente tratados com antibióticos por serem tóxicos 

(PIERMATTEI, FLO, 1997) e interferir nos resultados. Além disso, a ação anti-

séptica, bactericida e fungicida da glicerina (PIGOSSI, 1967), preveniu a resposta 

imune do hospedeiro e a transmissão de doenças (BARRY, MURPHY, 2004).  

Nos achados macroscópicos do grupo controle aos 45 e 90 dias PO, nove 

animais (75%), apresentaram a cápsula 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 cápsula articular ocorreu devido ao processo inflamatório instalado. 

Esta alteração inicia-se com a degradação da matriz por enzimas e mediadores da 

inflamação, seguida de quebra dos proteoglicanos e da rede de colágeno. 

Resultando no aumento da espessura da cartilagem, incremento da quantidade de 

água no espaço entre as fibrilas de colágeno, além de necrose dos condrócitos 

superficiais e redução de sua densidade.  

No animal C3 (8,33%) foi observado reabsorção do enxerto. Possivelmente, pela 

presença de enzimas lisossomais que degradaram a cartilagem articular por 

destruírem os proteoglicanos, os glicosaminoglicanos e o colágeno (STASHAK, 

1994). Além disso, nas injurias da membrana sinovial as enzimas são liberadas 

pelas células inflamatórias, com isso, prostaglandinas, radicais livres e citocinas são 

secretadas junto com o fluído sinovial (LESCHONSKI, 1999). Estes fatores 

associados podem ter ocasionado lesões erosivas na cartilagem articular com 

diferentes intensidades. Além disso, o líquido sinovial encontrava–se viscoso 

avermelhado característico de hemorragia (Figura 6-B). 
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Figura 6. Aspecto látero-medial da articulação do joelho esquerdo do coelho C3 do grupo controle 

decorridos 45 dias de PO. Notar em “A” espessamento e aderência da cápsula aos tecidos 
adjacentes (seta amarela) e em “B” a presença de líquido sinovial com coloração 
avermelhada. 

 

Em cinco coelhos (41,66%) do grupo controle o líquido sinovial apresentava-se de 

coloração amarelada (C1, C4, C5, C6, e C12). Apesar dos animais terem sido 

submetidos a antibiótico e antiinflamatório no pré-operatório e pós-operatório, as 

alterações observadas deveu-se ao processo inflamatório provocado pelo processo 

degenerativo do enxerto. No animal C7 (8,33%), observou-se no espaço articular, 

grânulos de pus, possivelmente por contaminação ou falha na ação anti-séptica da 

glicerina como meio de preservação. Nos coelhos C8, C9, C10, C11 (33,33%) a 

coloração apresentava-se próxima do normal e o volume do liquido era intenso e 

menos viscoso e em um (C2), 8,33% estava ausente. A diminuição da viscosidade 

pode ser devida à liberação da enzima hialuronidase que atua na degradação do 

ácido hialurônico durante o processo inflamatório. A membrana sinovial inflamada 

produziu em excesso um fluído aquoso, tornando-o relativamente ineficiente na 

proteção 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 conseqüência do crescimento exacerbado de 

tecido fibroso. Alteração que não foi verificada nos animais tratados com células 

mononucleares. 

Foi observado no grupo controle crescimento desordenado de osteófitos 

pericondrais (Figura 7), mecanismo pelo qual a cartilagem reage na tentativa de 
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impedir a progressão ou reparar o processo degenerativo (SCHIAVINATO et al., 

1989; JOHNSTON, 1997). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Aspecto do sulco troclear de coelho do grupo controle (C3) após 45 dias de PO. Observar o 

local de reabsorção do enxerto (seta azul) e crescimento de tecido conjuntivo denso sobre 
as faces medial e lateral das trócleas (setas pretas).  

 
Nos animais do grupo tratado com células-tronco (GCT) aos 45 dias de pós-

operatório não havia sinais de infecção e/ou de rejeição imunológica e o enxerto 

alógeno apresentava-se aderido no leito receptor da articulação. A cápsula articular 

se encontrava espessa devido ao aumento da síntese e da secreção dos 

componentes da matriz pelos condrócitos (SCHIAVINATO et al. 1989). Em cinco 

coelhos (83,33%) o líquido sinovial mostrava-se de coloração e viscosidade normais. 

Apenas um (16,66%) dos animais o fluído destacava-se com coloração amarelada 

sugerindo processo infeccioso. O animal CT2 (8,33%) apresentou crescimento de 

tecido conjuntivo denso, localizado nas tróclea medial e lateral e em outro CT3 

(8,33%) apenas na face medial da tróclea (Figuras 8 - A e 8 - B).  

Não foram observados deslocamentos medial ou lateral das patelas, nos 

animais do grupo tratado. Os enxertos osteocondrais não foram fixados no leito 

receptor, permanecendo no local sobre a força compressiva da patela e limitada 

pelas bordas trocleares. Nos outros animais tratados, não houveram diferenças 

expressivas em relação à ausência das linhas de transição entre o enxerto e o leito 

receptor, espessura da cápsula articular e volume e coloração de líquido sinovial.  

 

 

A 
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Figura 8. Sulco troclear femoral do CT2 e CT3 tratados com células mononucleares, após 45 dias de 

PO. Notar em “A”, crescimento de tecido conjuntivo denso nas faces medial e lateral da 
tróclea (contorno em vermelho) e integração do enxerto no leito receptor (seta azul). Em 
“B”, desenvolvimento de tecido conjuntivo denso na face medial (seta preta), crescimento 
de cartilagem na superfície lateral do enxerto (seta amarela). 

 
Nos coelhos do GCT aos 90 dias de PO, observou-se evolução cicatricial com 

integração do enxerto no leito receptor e tecido de reparação preenchendo a lesão 

(Figura 9 - A). A cápsula articular encontrava-se espessa em todos os animais. O 

liquido sinovial apresentava volume, coloração e densidade aparentemente normais. 

Com exceção do animal CT7 (8,33%), que exibiu aspecto sanguinolento. A 

hemorragia intra-articular originou-se devido à ação das células inflamatórias que 

secretam citocinas e enzimas lisossomais que degradaram a cartilagem articular, 

com exposição do osso subcondral (STASHAK, 1994). Nos animais tratados com 

células-tronco as áreas de integração entre o enxerto e o leito receptor eram 

distinguíveis após a enxertia, porém não apresentavam falhas. As superfícies 

apresentavam cobertas com tecido esbranquiçado com bordas trocleares bem 

definidas. Ao contrário do grupo controle que as bordas dos defeitos eram visíveis 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 administração intra-

articular de células tronco mesenquimais autólogas. As células estimularam o 

processo de vascularização no interior do osso subcondral assim como acelerou a 

ossificação nas áreas de transição. O implante do CT2 (8,33%) se encontrava 

integrado no leito receptor e foi observado na superfície do enxerto tecido conjuntivo 

com aspecto fibroelástico (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 trócleas lateral e medial, respectivamente. O que pode ser atribuído ao 

extravasamento da injeção de células-tronco para fora do sulco troclear 

diferenciando em um tipo de tecido indesejável (Figura 10). 

 
      

 
Figura 9. Sulco troclear femoral de coelhos do grupo tratado com células mononucleares, após 45 

dias de PO. Observar em “A”, animal CT5, o enxerto aderido com ausência de falhas na 
transição entre o leito receptor e a face do implante (setas pretas) e área de crescimento de 
cartilagem na superfície medial e central do enxerto (seta verde). Em “B”, animal CT2, 
enxerto aderido a sítio receptor com ausência de falhas nas linhas de transição e 
crescimento de cartilagem na superfície medial do implante (seta azul).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Em “A” e “B”, sulco troclear femoral do coelho grupo tratado com células mononucleares 

CT11, após 90 dias de PO. Notar o enxerto aderido com ausência das linhas de transição 
entre o leito receptor e a face do implante e crescimento de tecido semelhante à 
fibrocartilagem, liso, brilhante e em continuidade a cartilagem adjacente (seta amarela). 
Na face lateral do côndilo femoral, crescimento de tecido fibroso (seta vermelha). Na 
figura “B” observar na posição látero-medial, tecido semelhante à fibrocartilagem 
recobrindo a superfície do enxerto (seta azul) e na face lateral o crescimento de tecido 
atípico (circulo vermelho). 
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A avaliação histológica em microscopia de luz das lâminas coradas em HE e 

TM para o grupo controle aos 45 e 90 dias de PO, evidenciaram processos 

degenerativos. As principais funções do enxerto ósseo são a osteoindução e a 

osteocondução, alterações como falha no alinhamento, cargas excessivas e 

deficiência na vascularização podem levar a fragmentação, não união, absorção e 

infecção do enxerto (BAUER, 2000).  Além disso, com a membrana sinovial 

inflamada a formação de edema e fibrose interfere no fornecimento de oxigênio para 

cartilagem (SVALASTOGA, 1988). O processo degenerativo encontrado pode estar 

relacionado com a má irrigação sanguínea do implante, uma vez que, a 

incorporação do enxerto sem a associação de células-tronco não promoveu uma 

revascularização adequada da área 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 áreas de transição 

preenchidas por tecido conjuntivo e ossificação endocondral. Nos animais C2, C3, 

C4 e C7 (33,33%) não houve integração e a região apresentava áreas 

hemorrágicas, infiltrado de polimorfonucleares e tecido de granulação. Essas falhas 

ósseas causam o rompimento do tecido de reparação por forças biomecânicas 

normais, resultando em exposição do osso subcondral (RADIN, ROSE, 1986). Como 

acontece em doenças articulares degenerativas, as estruturas osteligamentares 

tornam-se frágeis e vulneráveis a qualquer tipo de esforço adicional, resultando em 

hipofunção articular e comprometimento da função do membro. 

Notou-se que aos 90 dias de PO, o enxerto do C11 (8,33%), mostrava sua 

porção implantada envolvida por fibrocartilagem (Figura 11). Segundo Bolander e 

Balian (1986), falhas ósseas são preenchidas por tecido conjuntivo fibroso. Neste 

caso, o enxerto não deve ter sido acondicionado de maneira eficaz ao leito receptor, 

comprometendo a instabilidade articular e a neoformação óssea na área de 

transição. 
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Figura 11. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho C11, após reparo com enxerto 

alógeno preservado em glicerina a 98%, com 90 dias de PO. Observar em “A” (Barra = 
300µm) e “B” (Barra = 200µm) o enxerto (EN) envolvido por fibrocartilagem (FC) e as 
faces isoladas do osso trabecular. Coloração HE. 

 
 

Áreas de degeneração 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 inflamatório nos coelhos C3, C6, C7 e C10 

(33,33%), assim como piócitos no C6 (8,33%). Em 25% (C2, C4 e C6) dos 

espécimes foram encontrados focos de necrose sobre a superfície articular (Figura 

12 - A) e em dois animais 16,66% (C8 e C9) ocorreram descamação severa da 

cartilagem do enxerto seguida de necrose e reabsorção do osso subcondral (Figura 

12 - B). 

Esta alteração é caracterizada por degeneração da cartilagem como origem 

na instabilidade articular, que promove o desequilíbrio na distribuição das forças 

sobre a superfície. Conseqüentemente, ocasionou ruptura dos arranjos de 

proteoglicanos e aumento da hidratação da cartilagem com exposição das fibrilas de 

colágeno. Junto ao processo de descamação, pode ocorrer esclerose do osso 

subcondral e, às vezes lesões císticas, invasão de vasos sanguíneos, osteonecrose 

focal e formação de osteófitos periarticulares (MCILWRAITH, TROTTER, 1996).  

Características observadas nos animais que apresentavam processo degenerativo 

intenso, principalmente esclerose do osso subcondral e formação de osteófitos. 
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Figura 12. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho após reparo com enxerto alógeno 

preservado em glicerina a 98%. Em “A”, animal C2, observar a descamação da superfície 
articular (seta azul), caracterizada por morte progressiva de condrócitos. Em “B”, animal 
C9, descamação das camadas superficial, média e profunda da cartilagem (CA) seguida 
de exposição, necrose e reabsorção do osso subcondral (quadrado preto), Barra = 
300µm. Coloração HE. 

 

Áreas hemorrágicas e osso em processo de necrose foram identificados no 

animal C2. Tais achados estão relacionados à ausência de vasos sangüíneos no 

local da necrose, pois segundo Piermattei e Flo (1999) a necrose corresponde à 

porção do osso esponjoso que normalmente morre por deficiência nutricional e para 

Schenk (1996) a carência de suprimento sangüíneo e de oxigênio para as células 

pode alterar o código genético celular induzindo a formação de tecido fibroso ou 

fibrocartilaginoso. Em 58,33% (C2, C3, C7, C8, C9, C10 e C11) apresentavam 

alterações ósseas, sendo que 71,42% (C2, C7, C8, C9 e C10) com rarefação e 

28,58% (C3 e C11) reabsorção 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 exposição do osso 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 

exposição 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 piócitos. 
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Figura 13. Fotomicrografias do sulco troclear femoral de coelho após reparo com enxerto alógeno 

preservado em glicerina a 98%. Em “A” coloração Hematoxilina-Eosina (A) e tricrômio 
Mallory (B). Notar falha na união entre o osso do leito receptor e a face do enxerto 
osteocondral (EN). Ausência de cartilagem sobre a superfície (seta azul), necrose no osso 
subcondral (seta preta), tecido conjuntivo (asterisco) e trabéculas ósseas espaçadas 
caracterizando descontinuidade e fragilidade óssea (TO). Barra = 300µm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 14. Fotomicrografias com coloração Hematoxilina-Eosina (A) e tricrômio Mallory (B) do sulco 

troclear femoral do coelho C12 após o reparo por enxerto alógeno preservado em glicerina 
a 98% decorridos 90 dias de PO. Em “A” e em “B” observar degeneração e fragmentação 
da cartilagem (setas vermelhas), face esquerda do enxerto constituída por cartilagem 
hialina (CH) e face direita por tecido conjuntivo fibroso (TCF). Barra = 300µm. 

 
 

Na área do enxerto do coelho C6, foram encontrados macrófagos indicativos 

de lesão crônica. Derivados dos monócitos e produzidos na medula óssea tem a 

função de fagocitar, eliminar ou degradar parcialmente o material fagocitado. 

Quando os antígenos são degradados rapidamente os macrófagos desaparecem na 

mesma velocidade, caso contrário residem por mais tempo na lesão (THOMPSON, 

A 

EN 

* 

TO 

B 
 

TO 

* 

EN 

A 

TCF 

CH 

TCF CH 

B 



 

 

37 

1983). O que justifica a presença dos macrófagos em 45 e 90 dias de PO no grupo 

controle, já que o reparo não foi eficaz quando comparado com o grupo tratado. 

Reações histológicas do grupo controle foram idênticas às obtidas por Smith et al. 

(1999), que empregaram a ruptura do ligamento cruzado cranial para reproduzir 

experimentalmente a doença articular degenerativa e estudar seu tratamento. Essas 

alterações 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 integração do enxerto alógeno com o leito receptor. Os 

membros operados não foram imobilizados, possibilitando condições favoráveis para 

o desenvolvimento cicatricial. Existe a hipótese que o movimento contínuo da 

articulação aumenta a atividade metabólica e nutricional da cartilagem articular, 

estimulando as células mesenquimais a se diferenciarem em tecido 

osteocartilaginoso (SALTER, et al., 1984). A proliferação de condrócitos auxiliou na 

reparação da superfície articular, assim como a neovascularização do osso 

subcondral forneceu nutrientes para área implantada. 

Em sete animais CT1, CT2, CT3, CT6, CT7, CT8 e CT9 (58,33%), houve união 

entre o implante e o osso, caracterizada pela consolidação óssea com osso denso. 

No entanto, o animal CT9 apresentou uma face do enxerto constituída por osso 

denso com integração adequada e o lado oposto preenchido por tecido conjuntivo 

(Figuras 15 - A e 15 - B).  

Várias associações são realizadas na tentativa de acelerar o processo de 

reparação óssea por meio de osso alógeno ou materiais aloplásticos (OLIVEIRA et 

al., 2000). Neste aspecto, as células osteoprogenitoras do estroma medular 

aplicadas induziram a osteogênese (BARROS, 2000). Para diferenciação das 

células-tronco em tecido ósseo e reparação do defeito osteocondral, foi necessária à 

presença de uma matriz osteocondutiva de suporte (BRUDER, et al., 1998). Assim, o 

implante permitiu o preenchimento uniforme da área receptora, assegurando a 

retenção das células no local para diferenciação em osteoblastos e formação de 

matriz óssea madura. Este processo foi observado nas interfaces do enxerto com o 

osso subcondral, devido a abundante vascularização e a intensificação dos 

processos de ossificação endocondral e de remodelagem óssea. 
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Figura 15. Fotomicrografias com coloração Hematoxilina-Eosina (A) e tricrômio Mallory (B) do sulco 

troclear femoral do coelho CT9 após o reparo por enxerto alógeno preservado em 
glicerina a 98%, associado às células mononucleares decorridos 90 dias de PO. Observar 
em “A”, cartilagem articular preservada com presença de cartilagem hialina (CH), pouca 
descamação (setas pretas) e união entre a face do enxerto e o osso adjacente, marcada 
pela neoformação óssea (NO) e predominante de tecido conjuntivo (seta amarela), 
fibrocartilagem, áreas de neoformação óssea, intensa vascularização (circulo azul). Em 
“B”, inicio da formação óssea (círculo vermelho). Barra = 300µm. 

 
Nos animais CT4, CT10 e CT11 (25%) as linhas de transição 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 proliferação de 

cartilagem substituindo o tecido conjuntivo. Falhas ósseas deixadas sem 

preenchimento desenvolvem lamelas ósseas desorganizadas, com predominância 

de tecido conjuntivo fibroso (BOLANDER, BALIAN, 1986). Acredita-se que o enxerto 

no animal CT10 apresentou mobilidade, por não preencher o leito receptor de 

maneira adequada. A instabilidade prejudicou a revascularização e a neoformação 

óssea, promovendo a deposição de tecido conjuntivo na linha de transição. 

Nos coelhos CT5 e CT12 (16,66%), o enxerto estava aderido ao osso por uma 

camada de cartilagem (Figuras 17 - A e 17 - B). Souza, et al. (2001), trabalhando 

com eletroterapia na reparação de lesões 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 variável sendo às vezes abundante, e em outras, pode estar ausente. 

Evidentemente, é um elemento essencial no processo de consolidação, precedendo 

o processo de ossificação endocondral.  
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Figura 16. Fotomicrografias com coloração Hematoxilina-Eosina (A) e tricrômio Mallory (B) do sulco 

troclear femoral do coelho CT11 após reparo por enxerto alógeno preservado em glicerina 
a 98%, associado às células mononucleares com 90 dias de PO. Notar a camada 
superficial constituída por fibrocartilagem (asteriscos) e a área de contato entre o enxerto 
e o osso adjacente com tecido conjuntivo (TC) substituído por cartilagem. Em alguns 
pontos inicio da ossificação endocondral (setas vermelhas). Barra = 300µm. 

 

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

alógeno preservado em glicerina a 98%, associado às células mononucleares com 90 dias 
de PO. Em “A”, notar na área de transição entre o osso do leito receptor e o enxerto a fase 
final de reparação, caracterizada pela substituição da cartilagem hialina por tecido ósseo 
(circulo vermelho). Em “B”, processo de ossificação endocondral (OE) e padrão trabecular 
normal. Presença de condrócitos (setas azuis) e neoformação óssea (seta amarela). 
Coloração Hematoxilina-Eosina. Barra = 300µm. 

 

Em 91,66% não foi observado processo de degeneração da cartilagem 

articular, porém no animal CT10 (8,33%), foi constatada uma área de degeneração 

sobre a superfície do sulco troclear com infiltrado inflamatório. Como relatado 

anteriormente este animal não apresentou vascularização adequada do enxerto. 
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Com isso, a carência de suprimento sangüíneo e a falta de oxigênio para a 

cartilagem promoveram um processo de morte celular caracterizada por 

degeneração do tecido (SCHENK, 1996). O processo degenerativo encontrado pode 

estar relacionado com a falha da incorporação entre o leito receptor e o enxerto. 

Grande quantidade de cartilagem foi encontrada no centro do enxerto, que se 

proliferava em direção as bordas do leito receptor do animal CT1 (8,33%). Ao 

contrário do CT8, em que a cartilagem do osso adjacente crescia em direção ao 

enxerto, formando uma espessa camada. Nos animais CT9 e CT12 (16,66%) foram 

observadas pequenas áreas de descamação cartilaginosa, caracterizada por 

possível instabilidade articular que promoveu a ruptura dos arranjos de 

proteoglicanos (MCILWRAITH, TROTTER, 1996). No entanto, a descamação não 

interferiu no processo de reparação osteocondral, uma vez que os enxertos 

apresentavam-se integrados ao leito receptor. 

No espécime CT11 (8,33%), algumas áreas da superfície do enxerto foram 

recobertas por fibrocartilagem e tecido conjuntivo denso, porém a cartilagem hialina 

permaneceu em perfeitas condições. Também foi observada grande quantidade de 

condrócitos hipertrofiados, caracterizando umas das fases da ossificação 

osteocondral (Figura 18 - A). Esta ossificação foi intensa na área de transição entre 

o enxerto e a área receptora, assim como a superfície do osso subcondral e a 

camada profunda do enxerto (Figura 18 - B). 

Em relação à conformação óssea dos animais tratados com células 

mononucleares autólogas, apenas o CT4 (8,33%), exibiam trabéculas espaçadas e 

pouca continuidade óssea, constatada pela rarefação do osso subcondral. A maioria 

dos coelhos (91,66%) apresentava osso compacto, áreas de vascularização e tecido 

ósseo com padrão trabecular próximo a normalidade. O fundo da falha encontrava-

se preenchido por osso esponjoso até a linha da junção osteocondral preexistente. 

Houve integração completa (Figura19), com reposição óssea principalmente por 

ossificação endocondral. Admite-se que a administração das células mesenquimais 

autólogas acelerou e intensificou o processo de osteogênese nos animais do grupo 

tratado. 
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Figura 18. Fotomicrografias com coloração Hematoxilina-Eosina (A) e tricrômio Mallory (B) do sulco 

troclear do coelho CT11, após o reparo com enxerto alógeno preservado em glicerina a 
98%, associado às células mononucleares com 90 dias de PO. Em “A”, observar o 
processo de ossificação endocondral, caracterizada por hipertrofia dos condrócitos (setas), 
na camada profunda da cartilagem. Em “B”, presença de fibrocartilagem (FC), cartilagem 
hialina (CH) e neoformação óssea (setas). Barra = 300µm. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Fotomicrografias do sulco troclear femoral do coelho após o reparo por enxerto alógeno 
preservado em glicerina a 98% , associado às células mononucleares com 90 dias de PO. 
Verificar a união entre o enxerto (EN) e o tecido ósseo adjacente (TOA). Superfície 
cartilaginosa com pequena descamação e integridade da cartilagem preservada (setas). 
Osso denso, ausência de trabéculas ósseas espaçadas, padrão trabecular próximo à 
normalidade. (HE). Barra = 300µm. 

 
 
Os resultados da pesquisa confirmam que lesões nas superfícies articulares, 

penetrando no osso subcondral, são reparadas a partir de células mononucleares 

provenientes da medula óssea. Há formação de fibrocartilagem e cartilagem 

semelhante à hialina, com ou sem a arquitetura típica da cartilagem articular normal. 
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Pesquisadores consideraram que a restauração da arquitetura tecidual característica 

da superfície articular é rara, ocorrendo em número 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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CONCLUSÕES 

 
 

A técnica utilizada para coleta da medula óssea do tubérculo umeral foi de 

fácil execução. O protocolo de Ficoll-Hypaque para o isolamento celular foi eficaz 

apresentando viabilidade média de 91,79% e concentração média de 6,76 x 106 

células mononucleares viáveis. 

A administração intra-articular de células mononucleares autólogas, 

estimulam a formação de fibrocartilagem e cartilagem hialina com integração do 

implante ao leito receptor do sulco troclear de coelhos quando associadas aos 

enxertos osteocondrais alógenos preservados em glicerina a 98%. 
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APÊNDICE 

 

Fontes de aquisição dos materiais da pesquisa 

 

1 Paquímetro graduado. Produzido por Worker distribuído por FNCL, Brasil. 

2 Dremel® (EUA). Importado por Robert Bosch Limitada. Campinas, SP. Brasil. 

3 Cloreto de Sódio 0,9%. Sanobiol. Pouso Alegre, MG. Brasil. 

4 Glicerina 98%. Indústria Rioquímica, São José do Rio Preto, SP. Brasil. 

5 Cetamin®. Syntec. Patrocínio Paulista, SP. Brasil. 

6Kensol®. Kong. Santana de Parnaíba, SP. Brasil. 

7 Tramal. União Química Farmacêutica Nacional. Pouso Alegre, MG. Brasil. 

8 Banamine® Injetável. Schering-Plough Saúde Animal Indústria e Comércio Ltda. 

Cotia, SP. Brasil. 

9 Cezolin®. BioChimico. Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 

10 Biotrat Iodopovidona solução degermante. LMFarma Ind. e Comércio Ltda. São 

José dos Campos, São Paulo, SP. Brasil. 

11 Álcool 54oGL. Minasçúcar S/A. Santa Rosa de Viterbo. São Paulo, SP. Brasil. 

12 Riodine. Rioquimica Indústria Farmacêutica. São Jose do Rio Preto, SP. Brasil. 

13 Agulha metálica de Rosenthal. Ecomed Comércio de Produtos Médicos Ltda. 

Catete, Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 

14 Liquemine®. Produtos Roche Químicos e Farmacêuticos S/A. Rio de Janeiro, RJ. 

Brasil. 

15 Capela de fluxo laminar. Lupe Indústria e Comércio. São Paulo, SP. Brasil. 

16 Tubo Falcon. CRAL artigos para Laboratórios Ltda. Cotia, SP. Brasil. 
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17 Dulbecco’s. Invitrogen Brasil Ltda. São Paulo, SP. Brasil. 

18 Ficoll-Hypaque Plus. Amersham Biosciences do Brasil Ltda. R. São Paulo, SP. 

Brasil. 

19 DMEM. Invitrogen Brasil Ltda. São Paulo, SP. Brasil. 

20 Gibco BRL life technologies, Inc., Grand Island, Nova York. 

21 Eppendorf. CRAL artigos para laboratórios Ltda. Cotia, SP. Brasil. 

22 Câmara para contagem de células. Interlab distribuidora de produtos científicos. 

São Paulo, SP. Brasil. 

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

24 Nylon 3-0. Polysuture Indústria e Comércio. São Sebastião do Paraíso, MG. Brasil. 

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

26 Tiopental sódico 2,5%. Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos. Campinas, SP. 

Brasil. 

27 Cloreto de potássio 10%. Darrow Laboratórios S.A. Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 

28 Formol 10%. Start Química. Uberlândia, MG. Brasil 

29 Xilol. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. Brasil. 

30 Hematoxilina-Eosina. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. 

Brasil. 

31 Tricrômio Mallory. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. 

Brasil. 

32 Microscópio de luz Polyvar. Reichert Microscope Services. New York, USA. 

Estados Unidos. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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