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ENXERTO OSTEOCONDRAL ALOGENO, ASSOCIADO A INOCULACAO DE
CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA E PROTEINA
MORFOGENETICA OSSEA NO REPARO DO
SULCO TROCLEAR DE COELHOS

RESUMO

Vinte e quatro coelhos da raga Nova Zelandia, adultos, machos foram
separados em dois grupos de igual numero (Gl - controle e Gll - tratado), e
subdivididos em GI-45, GI-90, Gll-45 E GII-90. Os animais do Gl e Gll foram
submetidos ao enxerto osteocondral alégeno do sulco troclear, preservado em
glicerina a 98%. Os do grupo tratado receberam injegao intra-articular contendo
2x10° células mononucleares e 1 pg de proteina morfogenética dssea
recobinante humana 2 (rhBMP-2). O isolamento das células foi realizado com
gradiente de densidade ficoll-paque com rendimento médio de 6,25 x 10°
células/mL e a viabilidade média de 93,56%. Evidenciou-se, em ambos os
grupos, ostedfitos periarticulares e tecido esbranquicado sob o implante. A
osteointegragdo do enxerto foi observada em dez animais do GllI (83,33%), e
trés no Gl (33,33%). Os coelhos do GllI-45 dias de PO apresentaram melhores
resultados quanto a formacao de cartilagem hialina entre o implante e o leito
receptor, poréem de formato irregular. A inoculagao de células mononucleares da
medula oOssea de coelhos em associagdo a rhBMP-2, estimulou a
osteointegracdo do enxerto osteocondral alégeno, porém, a regeneragao da

cartilagem néo foi completa.

Palavras-chave: osso, rhBMP-2, isolamento, medula 6ssea
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OSTEOCHONDRAL ALLOGRAFT ASSOCIATED WITH BONE MARROW
MONONUCLEAR CELLS AND BONE MORPHOGENETIC PROTEIN
TRANSPLANTATION IN THE REPAIR OF
TROCHLEAR GROOVE IN RABBITS

ABSTRACT

Twenty-four adult, male New Zealand rabbits were separated in two groups of
equal number (Gl — control and GlI — trated), and subdivided in GI-45, GI-90, GlI-
45 E GII-90. The animals of Gl and GIl were submitted to the osteochondral
allograft of the trochlear groove preserved in 98% glycerin. The treated group
received an intra-articular injection with 2 x 10° mononuclear cells and 1 g of
recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2). The cells isolation
went through with ficoll-paque gradient density, with the mean yield of 6,25 x 10°
cells/mL and 93,56% cellular viability. Was displayed in both groups periarticular
osteophytes and white tissue covered the implant. The graft osteointegration was
seen in ten rabbits of Gl (83,33%) and three of Gll (33,33%). The GII-45 rabbits
showed better results in the formation of hyaline cartilage between the implant
and the donor site, however, with irregular shape. The inoculation of bone
marrow mononuclear cells of rabbits associated with rhBMP-2 promote the
osteointegration of osteochondral allograft, however, the regeneration of

cartilage was incompletely.

Key words: bone, rhBMP-2, isolation, bone marrow



l. INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais da medula éssea tém a capacidade de
renovacgao e diferenciagdo em varias linhagens de tecidos como conjuntivo, sseo,
cartilaginoso, adiposo, tendinoso e muscular (CAMPAGNOLI et al.,, 2001).
Demonstra ser uma atrativa fonte celular para reparagao tecidual, devido a facilidade
de isolamento e expansdo de aspirados de medula éssea em adultos, além da
versatilidade na diferenciagao pluripotente em tecidos mesenquimais (MAUNEY,
VOLLOCH, KAPLAN, 2005).

Os aspirados da medula contém células mesenquimais e células diferenciadas
em linhagens condrogénicas e osteogénicas, bem como algumas proteinas bioativas
que estimulam a regeneragdo 6ssea (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006). As células
mesenquimais tém sido isoladas da medula éssea de roedores (FRIEDENSTEIN et
al.,, 1974; SIMMONS et al, 1991, BITTENCOURT et al., 2006), humanos
(PITTENGER et al., 1999), gatos (MARTIN et al., 2002), caes (HUSS, HOY, DEEG,
1995) e suinos (RINGE et al., 2002).

Muitas abordagens experimentais vém sendo realizadas na tentativa de
elucidar a formacgao e reparacédo 6ssea em defeitos osteocondrais. Essas incluem a
utilizacdo de esqueletos de matriz extracelular osteocondutiva e a implantagao de
proteinas morfogenéticas 6sseas em diferentes matrizes (BRUDER et al., 1998).

Estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram que a proteina morfogenética
ossea 2 (rhBMP-2) pode ser utilizada como fator estimulante em varias intervengdes
terapéuticas, como em defeitos 6sseos amplos, ndo-unido de fraturas, fusdes
vertebrais, osteoporose e cirurgias do canal vertebral (CHEN, ZHAO, MUNDY,
2004).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a eficacia do reparo 0sseo e cartilaginoso
do sulco troclear de coelhos, submetidos a implantacdo de enxerto osteocondral
alégeno conservado em glicerina & 98%, em associagdo a inoculagcado de células

mononucleares autdgenas isoladas da medula éssea e rhBMP-2.



Il. REVISAO DE LITERATURA
Il.a. Células-tronco mesenquimais na reparacao 6ssea e cartilaginosa

A medula 6ssea € um tecido complexo que se divide em dois sistemas
troncos distintos, o hematopoiético e o0 mesenquimal (SHORT et al.,, 2003). No
interior do estroma medular, existe uma rede organizada de células mesenquimais e
matriz extracelular, as quais fornecem suporte estrutural e funcional para a
hematopoiese (HANADA, DENNIS, CAPLAN, 1997).

As células derivadas da medula éssea sdo conhecidas como células-tronco
mesenquimais (CTM), (CAPLAN, 1991) devido a sua alta capacidade de replicagéo
e diferenciacdo em diversas linhagens celulares, como osteogénica, condrogénica,
adipogénica, tenogénica e miogénica (BRUDER et al., 1998). Estas células
progenitoras apresentam capacidade de auto-renovacgao e diferenciagcdo em um ou
mais tipos celulares especializados (BIANCO, ROBEY, 2001), sendo atribuida a elas
uma atividade multipotencial (JIANG et al., 2002).

Culturas de células progenitoras mesenquimais da medula O&ssea se
apresentam em camada unica de células fibroblasticas, e sao derivadas de células
clonogénicas individuais, designadas unidades formadoras de col6nias fibroblasticas
(CFU-F), (PITTENGER et al., 1999). As CFU-F da medula éssea além de possuirem
aparéncia fibroblastica, apresentam nucléolos proeminentes e caracteristicos e
estdo em uma freqiiéncia estimada de uma célula para cada 10%-10° células
mononucleares (JONES et al., 2002).

Distincdo deve ser feita entre as células-tronco dos muitos tipos de
progenitores, de forma que as primeiras se auto-renovam por toda a existéncia de
um organismo, enquanto que as progenitoras possuem auto-renovagao e
potencialidade limitadas (SCHWINDT, BARNABE, MELLO, 2005).

Células com potencial osteoblastico tém sido isoladas de uma variedade de
espécies, incluindo humanos (PITTENGER et al., 1999), ratos (NISHIMORI et al.,
2006), coelhos (IM et al., 2001; YANAI et al., 2005) e caes (BRUDER et al., 1998).
Friedenstein, Piatetzky-Shapiro, Petrakova (1966), inicialmente, desenvolveram os

primeiros trabalhos de caracterizacéo “in vitro” e “in vivo” das células mesenquimais



da medula 6ssea. Subsequentemente, outros pesquisadores estabeleceram e
aprimoraram o0s protocolos de isolamento e caracterizagdo dessas células.
(PHINNEY, PROCKOP, 2007). Os aspirados de medula 6ssea foram considerados
por serem mais acessiveis e proporcionarem fontes ricas em CTM. Atualmente,
essas células vém sendo isoladas de varios locais, incluindo cartilagem, periésteo,
liguido sinovial, musculos, tenddes, tecidos fetais, placenta, vasos e sangue
umbilical (HU et al., 2003).

Um dos principios utilizados para terapia éssea € baseado na grande
quantidade de células-tronco obtidas de aspirados, para que esse concentrado
provoque efeitos terapéuticos benéficos, sem necessitar de cultura celular (KRAUS,
KIRKER-HEAD, 2006). Em contrapartida, a quantidade de CTM representa uma
fracdo pequena, em torno de 0,001% a 0,01% da populagédo total das células
mononucleares da medula (PITTENGER et al., 1999). Apesar do numero dessas
células serem limitadas na medula éssea, a proliferacao e expansao das mesmas,
sob condigbes adequadas, sdo facilmente obtidas “in vitro” (KRAUS, KIRKER-HEAD,
2006). As técnicas de isolamento geralmente sdo baseadas nas propriedades
aderentes das CTM (CAPLAN, 1991), sendo a centrifugagcdo por gradiente de
densidade aplicada inicialmente para separar as células mononucleares (KRAUS,
KIRKER-HEAD, 2006).

A habilidade da medula 6ssea em formar osso foi sugerida por Goujon, em
meados de 1869. Estudos subsequentes com animais demonstraram que a medula
o0ssea autdloga contém células progenitoras osteogénicas, os quais contribuem para
a producgao de osso (CONNOLLY et al., 1989) e cartilagem (TOH et al., 2005).

Segundo Bruder et al. (1998), para formagéao e reparo ésseo é requerido uma
quantidade de CTM pluripotentes capazes de se diferenciar em osteoblastos e
fatores de crescimento de diferenciacéo, que direcionam essas células a migrar para
o defeito 6sseo. Assim como uma matriz reabsorvivel, ou um esqueleto, para auxiliar
a fixacdo e migracdo dessas ceélulas e uma angiogénese, através da formagao de
uma rede vascular de suporte ao novo tecido 6sseo formado. Sao etapas
conhecidas como osteogénese, osteoindugao, osteocondugdo e osteopromocgao,
respectivamente (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006).



A capacidade de reparacao da cartilagem articular € limitada e injurias que
nao penetram no osso subcondral possuem dificil reparacdo. Geralmente progridem
para a degeneragdao da superficie articular, apresentando uma resposta tecidual
branda (WAKITANI et al., 1994). Lesdes que penetram no osso subcondral sofrem
reparagdao pela formacdo de tecido fibroso, fibrocartilaginoso, ou semelhante a
cartilagem hialina, e dependem da espécie, da idade do animal e da localizagéo e
tamanho do defeito (SALTER et al., 1980). Entretanto, esses tecidos reparativos, até
mesmo os semelhantes histologicamente & cartilagem hialina, diferem bioquimica e
biomecanicamente da cartilagem normal, sendo encontradas extensas alteragdes
degenerativas nesses defeitos (FURUKAWA et al., 1980). Essas lesdes se
apresentam com crescimento de tecido de granulagdo ativo e exuberante, de
desenvolvimento rapido, dificultando a proliferagdo de tecido osteocartilaginoso
(INOUYE et al., 2002).

Experiéncias vém sendo realizadas na tentativa de desenvolver
procedimentos eficazes para reparacdo de defeitos osteocondrais em coelhos
(WAKITANI et al., 1994; IM et al., 2001; YANAI et al., 2005), caes (BRUDER et al.,
1998) e ratos (NISHIMORI et al., 2006). Sdo métodos que estimulam a medula
O0ssea do osso subcondral como a drilagem, abrasdo e microfraturas (GOBBI,
NUNAG, MALINOWSKI, 2005). A implantacdo de condrocitos autdlogos ou
mosaicoplastia osteocondral autéloga s&o realizadas na reparagcdo de lesdes
condrais e osteocondrais (OCHI et al.,, 2001; OCHI et al., 2002). Porém, essas
técnicas nao sao favoraveis em lesdes osteocondrais mais extensas (NISHIMORI et
al., 2006). Essas abordagens promovem a condrogénese pela indugdo e
estimulacdo das CTM da medula Ossea, provenientes do o0sso subcondral.
Entretanto, tém-se observado a formacao de tecido fibrocartilaginoso (FRISBIE et
al., 1999).

Existem fatores que podem interferir nos procedimentos cirurgicos de
estimulacdo da medula 6ssea na reparagcdo da cartilagem articular. Uma é a
fragilidade dos tecidos reparados, que podem ser lesionados por sobrecarga em um
estagio precoce, ap6s microfraturas ou drilagem. Outra, € que o numero de CTM da
medula ndo é suficiente para reparar a lesdo. A adigdo de culturas de CTM

provenientes da medula pode acelerar a regeneracdo da cartilagem no defeito,



quanto comparado ao uso isolado dos procedimentos de estimulacdo (NISHIMORI
et al., 2006).

Sabe-se que as células mesenquimais, quando transplantadas por via
intravenosa, sado capazes de migrar especificamente ao local de injuria (BARRY,
MURPHY, 2004). A migracao celular tem sido demonstrada em casos de fraturas
Osseas, infarto do miocardio (SHAKE et al., 2002) e isquemia cerebral (WANG et al.,
2002). Quando as CTM séo transferidas em suspensdo através de injecdo intra-
articular no joelho, apds lesdes traumaticas, elas sdo capazes de reparar cartilagens
e meniscos lesados (MURPHY et al., 2003).

Diversos biomateriais osteocondutivos fornecem estruturas para a migracao e
proliferagdo das células-tronco (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006). Estes materiais tém
sido utilizados associados com CTM da medula 6ssea, como o gel de colageno
(WAKITANI et al., 1994; YANAI et al., 2004), implantes porosos de hidroxiapatita e
fosfato tricalcico (BRUDER et al., 1998), polimeros biodegradaveis como o acido
poliglicolico e polilactico isolados (ISHAUG et al., 1997; FIALKOV et al., 2003) ou em
associagao com acido hialurénico (FRENKEL et al., 2005).

Os polimeros geralmente apresentam formato tridimensional, oferecendo uma
apropriada estrutura e caracteristicas superficiais para adesdao das CTM,
osteoblastos, ostedcitos, condroblastos e condrécitos (ISHAUG et al.,, 1997,
BUCHOLZ, 2002), bem como porosidade interconectiva, que permite a proliferagao
celular e o crescimento vascular (ISHAUG et al.,, 1997). Ponticiello et al. (2000)
demonstraram que esponjas de gelatina bioabsorviveis preenchidas com CTM
isoladas da medula 6ssea, quando implantadas em lesdes osteocondrais do condilo
femoral medial de humanos, originaram células ésseas e cartilaginosas.

Defeitos 6Osseos sao geralmente reparados com enxertos autdgenos e
alégenos. As CTM podem facilitar a osteogénese, as quais sao coletadas do
individuo e transplantadas, no intuito de preencher os defeitos existentes
(POUNTOS, GIANNOUDIS, 2005). O uso de autoenxertos 0sseos esponjosos
possui limitagcbes como a quantidade a ser obtida, maior tempo operatério e trauma
adicional ao local doador. Quanto aos aloenxertos, ocorre o risco de transmissao de
doengas, reagdes imunoldgicas e necessidade de manutencdo de um banco de
ossos (BURCHARDT, 1983; BOERO et al., 1989; KIRKER-HEAD, 1995).



Il.b. Proteinas morfogenéticas 6sseas

As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) sdo fatores de crescimento
multifuncionais pertencentes a superfamilia dos fatores de crescimento de
transformacao beta (TGF-B), (CHEN et al., 2004). Atualmente, 14 tipos de BMPs ja
foram identificadas (HE, 2002), entretanto, a BMP-2, BMP-4 e a BMP-7, também
conhecidas como proteinas osteogénicas 1, vém sendo utilizadas no reparo de
defeitos 6sseos (BALTZER et al., 2000). Essas estdo envolvidas no processo de
cura 6ssea, bem como no metabolismo da cartilagem em adultos (JORGENSEN et
al., 2001).

Aspectos clinicos sobre a fungdo moduladora dos membros da familia dos
TGF-B tém sido avaliados, como o ganho de tecido muscular para o tratamento da
distrofia muscular, prevencdo da perda de osso na osteoporose, estimulacdo da
formacdo Ossea em fraturas ndo consolidadas e na inducdo da formacido de
cartilagem em pacientes com artrite (ROELEN, DIJKE, 2003).

Uma variedade de fungdes tém sido designadas para as BMPs, dentre elas a
formagao de osso e cartilagem (CHEN et al., 2004), demonstrada com sucesso em
modelos experimentais com ratos, coelhos, caes, ovelhas e primatas (MURAKAMI et
al., 2002). Algumas delas, como as BMPs 2, 4 e 7 atuam na auséncia de outras
proteinas morfogenéticas (BOSTROM et al., 1996). Estao presentes na matriz 6ssea
em pequenas quantidades e provavelmente agem em sinergismo. Ainda, a rhBMP-2
e a medula 6ssea quando combinadas com substancias carreadoras inertes, é
observado um efeito sinérgico direcionado a formagao ossea.

A formacado de novo osso se deve pelo recrutamento de CTM da medula
Ossea, induzidas por propriedades quimiotaticas da proteina morfogenética éssea
recombinante humana 2 (rhBMP-2), que promovem a proliferagcéo e diferenciagéo de
ostedcitos (ALDEN et al., 1999). Durante a formagéo 6ssea a BMP cria um ambiente
adequado, que € conduzido ao desenvolvimento da medula 6ssea funcional
(CHEN et al., 2004). Sabe-se que o microambiente no qual essas células serao
transplantadas emite sinais enddgenos que direcionam as células-tronco a se

proliferar e diferenciar em linhagens fenotipicas especificas. Caso esse



microambiente ndo seja propicio ao desenvolvimento celular, a terapia pode se
tornar ineficaz (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006).

Foi sugerido por Lynch et al. (1991) que uma série de fatores, como
quantidade da BMP administrada, o local da implantacao, respostas das células no
local do implante, vascularizacdo e natureza do material carreador, seriam
responsaveis pela determinacdo do tipo de ossificagdo. A rhBMP-2 pode regular
marcadores fenotipicos de osteoblastos maduros, como a atividade da fosfatase
alcalina, sintese de colageno e a expressao da osteocalcina. Em adi¢do, aumentam
a expressao de indicadores de osteoblastos em culturas de CTM pluripotentes, o
que sugere que a rhBMP-2 regula o acesso de células indiferenciadas para as vias
de diferenciacao especificas (HANADA, DENNIS, CAPLAN, 1997).

Segundo Ghosh-Choudhury et al. (2001), a rhBMP-2 regula a expressado do
RNA mensageiro da BMP-2 e da BMP-4 nas células osteoblasticas primarias,
sugerindo que ela atua em fatores autdcrinos e paracrinos durante a diferenciacao
de osteoblastos. A rhBMP-2 induz a sintese de matriz extracelular pelos condrocitos
e, consequentemente o crescimento de cartilagem. Além disso, a administracéo da
rhBMP-2 em articulagdes estimula a formacao de colageno tipo Il e proteoglicanos
pelas células cartilaginosas. Dependendo da dose, a sintese de proteoglicanos pode
ser até trés vezes maior que a quantidade fisiologica (JORGENSEN et al., 2001).
Comparada com a TGF-p1, a rhBMP-2 estimula a sintese de proteoglicanos com
maior eficiéncia, mas seu efeito biolégico é restrita ao tempo de aplicagédo (VAN
BEUNIGNGEN et al.,, 2000). Quanto mais longa a interacdo das células
mesenquimais com a rhBMP-2, mais extensa a quantidade de mineral depositado e
melhor o conteudo total de matriz mineral (PULEO, 1997).

O processo de reparagao de tecido 6sseo e cartilaginoso a partir de células
indiferenciadas vem sendo intensamente pesquisado, principalmente com emprego
de proteinas indutoras de tecido 6sseo e outros fatores de crescimento, os quais
poderdo ainda ser associados aos enxertos 0sseos através da administragao local
ou sistémica (KIRKER-HEAD, 1995). Lesbes causadas por trauma podem ser
tratadas por transplante de cartilagem aldégena ou implantacdo de condrocitos
diferenciados no defeito cartilaginoso (JORGENSEN et al, 2001).



Para otimizar a osteoindugao das BMPs, elas devem estar associadas a uma
substancia carreadora apropriada, a qual parece possuir efeito sobre a
farmacocinética e acdo destas proteinas (LINDHOLM, GAO, 1993). Muitos
carreadores ja foram testados experimentalmente, mas o material ideal para carrear
as BMPs ainda nao foi definido, dependendo provavelmente, da indicagao clinica
para o uso da proteina morfogenética a ser empregada (WOZNEY, ROSEN, 1998).
Para o reparo de uma fratura, uma estrutura parecida com a do 0sso esponjoso com
excelente propriedade osteocondutiva, pode ser desejavel. Na reconstrugdo de um
defeito 6sseo de grande extensdo, um material mais rigido deve ser preferido
(KIRKER-HEAD, 1995).

Um carreador ideal deve aumentar a exposi¢cdo dos tecidos do hospedeiro a
substancia de crescimento e assegurar uma distribuicdo uniforme, sem permitir que
o material implantado ultrapasse os limites do leito. O carreador deve ser absorvido
a medida que for ocorrendo a formacado Ossea. Além disso, deve ser seguro,
biodegradavel, biocompativel e formulado para permitir tamanhos e formas
adequados para o enxerto (TORIUMI, ROBERTSON, 1993).

Il.c. Enxertos osteocondrais al6genos

De maneira geral, o uso de tecidos biolégicos tem por finalidade atuar como
arcabougo para o desenvolvimento de novo tecido, restabelecendo a integridade do
orgao afetado (DALECK, 1999). O baixo custo, a facilidade de obtengao,
modelagem, esterilizacdo e conservacao tém sido citadas como principais vantagens
(RABELDO et al., 2002).

Os transplantes realizados entre individuos diferentes, porém da mesma
especie, sdo denominados de enxertos alogenos ou aloenxertos (PARKER, 1993). O
principal impedimento para a realizagdo das técnicas de enxertia sdo as respostas
imunes que podem ocorrer pelo receptor. Os enxertos alégenos, todavia, envolvem
diferenga entre codigos genéticos do doador e do receptor, de forma que respostas
imunes de reabsor¢cado sdo esperadas (JANEWAY et al., 2002). Para o reparo de

lesdes osteocondrais, os enxertos de cartilagem hialina s&do teoricamente



alternativas atraentes, pois restabelecem a superficie articular normal e séao
relativamente resistentes a rejeicdo imunoldgica (LANE et al., 1977).

O principal objetivo esperado no uso dos enxertos 0sseos é a capacidade de
induzir seletivamente os eventos primordiais do processo de integragcédo, ou seja,
osteoinducgao, osteoconducao e osteogénese (LINDHE, KARRING, LANG, 1997).

Segundo Thies et al. (1992), a osteointegragao de enxertos acontece apés uma
selecao de células primordiais, que sao diferenciadas em osteoblastos sob a
influéncia de fatores osteogénicos. Para que haja a incorporagao ao leito receptor,
obrigatoriamente deve ocorrer a sua revascularizagdo. Quando esse processo nao
ocorre, a area de reparo perde o equilibrio na reabsorgcédo e eventualmente o enxerto
sofre fraturas por fadiga. Os enxertos esponjosos s&o consolidados mais
rapidamente (TOMFORD, MANKIN, 1999).

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas no intuito de conservar os tecidos
0sseos por longos periodos de tempo. Dentre estas, a conservagao em glicerina tem
se destacado por ser acessivel economicamente e ndo empregar a autoclavagem ou
0 congelamento, técnicas que causam danos ao tecido 6sseo e prejudicam a
formagao de calo 6sseo no pés-cirurgico (AMENDOLA, 2007). Além disso, nao foi
observada diferengca consideravel quanto ao crescimento de microorganismos na
glicerina a 98% autoclavada e in natura, num periodo igual ou menor ha 24 meses,
tampouco rejeicdo do organismo ao meio conservante na evolugdo pos-operatoéria
(ROE, PIJANOWSKI, JOHNSON, 1988).

A glicerina como meio conservante de tecidos biolégicos atua na redugao da
antigenicidade e como agente anti-séptico (PINTO JUNIOR, ALVARENGA,
IWASAKI, 1996). Os ossos conservados em glicerina tornam-se mais frageis e
quebradicos, porém a diminuicdo da resisténcia € um problema encontrado em
todos os métodos de conservagcao (COSTA, 1996). Apesar de promover a
desidratacdo tecidual, mantem a integridade das células e a concentragao i6nica. Os
tecidos biolégicos devem ser conservados em glicerina por um periodo minimo de
30 dias, e previamente hidratados durante 30 minutos (DALECK et al., 1992) antes

da sua implantagao.
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. MATERIAL E METODOS
lll.a. Obtencdo e conservacdo dos enxertos aldgenos

Foram utilizados 12 cadaveres de coelhos da raca Nova Zelandia, machos e
fémeas, adultos, com peso médio de 3,47kg, apds serem abatidos na Escola
Agrotécnica Federal de Uberlandia, Minas Gerais, fiscalizado pelo servigo de
inspecao municipal.

As articulagdes fémuro-tibio-fibulo-patelares direita e esquerda de cada
animal foram coletadas, no intuito de se obter 24 amostras de enxertos em cunha do
sulco troclear. A colheita se procedeu de forma limpa, através de tricotomia e anti-
sepsia com iodo degermante da regido. Apds posicionamento do campo cirurgico, foi
realizada uma incisdo parapatelar lateral na pele, divulsdo do tecido subcutdneo e
incisdo no retinaculo lateral e capsula articular. A patela foi deslocada medialmente
para exposi¢ao do sulco troclear. Utilizando um paquimetro graduado1, mensurou-se
uma area no sulco de 0,4 cm largura x 1,0 cm comprimento, sendo demarcadas com
lamina de bisturi n® 102,

Com um disco de diamante acoplado & uma perfuratriz elétrica®, foram
delimitadas as bordas do enxerto em cunha, sendo posteriormente removidos por
dissecgdo com lamina de bisturi. Os enxertos, compostos de cartilagem articular e
osso subcondral, foram higienizados repetidas vezes com solucdo fisioldgica® a
0,9% e armazenados em frascos plasticos contendo glicerina® 4 98%. As amostras
permaneceram imersas no meio conservante por um periodo minimo de 30 dias, a

temperatura ambiente, até a sua utilizagéo.

lll.b. Animais

Foram utilizados 24 coelhos da raga Nova Zelandia, machos, adultos, com
peso variando entre 3,06 + 0,24kg, provenientes do Laboratério Vallée de
Uberlandia. Os animais foram alojados em gaiolas individuais e receberam ragao

comercial uma vez ao dia e agua “ad libitum”. Posteriormente, foi administrado
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ivermectina® a 1% (0,1mg/kg, SC) em dose Unica, para combate de endo e
ectoparasitas. Respeitou-se um periodo de 15 dias para adaptagéo dos animais ao
ambiente e socializagdo com os pesquisadores. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica de Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia,
sob o protocolo 060/08.

lll.c. Grupos Experimentais

Os coelhos foram separados aleatoriamente em dois grupos, ambos com
doze animais. O grupo controle (Gl), onde foram submetidos ao enxerto
osteocondral alégeno conservado em glicerina a 98%; e tratado (Gll), ao enxerto
alégeno conservado associado ao transplante de células mononucleares autégenas
da medula 6ssea e proteina morfogenética 6ssea recombinante humana 2 (rhBMP-
2). A articulagédo fémuro-tibio-fibulo-patelar esquerda foi selecionada aleatoriamente
para a realizagdo dos procedimentos de enxertia e transplante. Os dois grupos
foram subdivididos em GI-45, GI-90, GlI-45 e GII-90, cada qual com seis animais, de
acordo com os periodos pré-estipulados de avaliagdo pés-operatéria (PO),

macroscopica e histologica.

lll.d. Pré-operatorio

Os coelhos permaneceram em jejum hidrico e alimentar por um periodo de
quatro a oito horas, respectivamente, e receberam como medicacdo anestésica a
cetamina’ (30mg/kg, IM) e a xilazina® (5mg/kg, IM). O mesmo protocolo foi realizado
na coleta das amostras da medula 0ssea. Foram administrados o cloridrato de
tramadol® (2,0mg/kg, SC), o flunixin meglumine'® (1,0mg/kg, IM) e antibioticoterapia
profilatica com cefazolina sédica’’ (30mg/Kg, IM), 30 minutos antes do procedimento

cirargico.
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[ll.e. Coleta da amostra da medula 6ssea

A coleta da medula 6ssea foi realizada no mesmo animal submetido a
inoculagdo das células, caracterizando um transplante autégeno. A pele da regido
da articulagcdo escapulo-umeral foi submetida a tricotomia e anti-sepsia com iodo
degermante’ a 1%, alcool'® 70° GL e iodopovidona™ a 1%"", para coleta da medula
6ssea do Umero. Uma agulha metalica’ de Rosenthal de 1,6 x 50 mm (16G) foi
previamente heparinizada e introduzida através de movimentos rotacionais na
epifise proximal do tubérculo umeral (Figura 1-A). Foram aspirados 2,0 mL de
medula 6ssea com uma seringa de 10 mL contendo 0,1 mL de solugao estéril
heparinizada'® (5000 UI/mL) (Figura 1-B). As amostras da medula foram
encaminhadas ao Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia,
para isolamento e determinacdo do rendimento e Vviabilidade das células

mononucleares.

FIGURA 1. Coleta de amostra da medula 6ssea do umero de coelhos (A). Inser¢cdo da
agulha de Rosenthal no tubérculo umeral e em (B), aspiracao de 2,0 mL de
medula dssea.

l1l.f. Isolamento, rendimento e viabilidade das células mononucleares

A manipulagdo das células se procedeu em capela de fluxo laminar'’,

desinfetada frequentemente com alcool 70° GL e luz germicida. Os aspirados de
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medula 6ssea foram acondicionados individualmente em tubos Falcon'® de 15 mL e
diluidos (v/v) em solucéo salina tamponada de Dulbecco'® (DPBS). A seguir, foram
depositados lentamente sobre o gradiente de densidade para separagao das células
Ficoll-paque® na densidade 1,077g/mL, na proporcdo de 2:1, segundo a técnica de
Boylim (1968). Em centrifuga refrigerada®' realizou-se o processamento a 495 g
durante 30 minutos a 15°C, separando as amostras em quatro por¢des. O plasma foi
removido e o anel celular sobre a solugdo de Ficoll-paque foi coletado com pipeta
Pasteur, e transferida para outro tubo de 15 mL. O sedimento celular foi lavado duas
vezes com 10 mL de DPBS a 495 g durante 10 minutos a 4°C.

Apos desprezar o sobrenadante, a suspensao celular foi tratada com 1,0 mL
de tampao de lise de eritrécitos, contendo cloreto de aménio 0,16 M e tris base 0,17
M, com pH 7,6, durante cinco minutos a temperatura ambiente. Uma terceira
lavagem foi realizada com a adicdo de 10 mL de DMEM?* (meio de cultivo
modificado de Dulbecco) suplementado com 10% de soro fetal bovino®. A
suspensao celular foi mantida em banho de gelo até a contagem e analise da
viabilidade celular.

Adicionou-se ao sedimento celular a quantidade necessaria do meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, até que a amostra atingisse o volume
total de 500ul. Deste volume, uma aliquota de 10 pl da suspenséo foi adicionada a
10 ul do corante azul de tripan®*, sendo homogeneizadas e transferidas para a
camara hemocitométrica de Neubauer®. A contagem de células viaveis e nao
viaveis foi realizada sob microscopia de luz, e o calculo do numero de células por
mililitro foi determinado pela formula: V x FN x FT/#Q, onde V = numero de células
viaveis contadas; FN = fator da camara (10%); FT = fator de diluicdo do azul de tripan
(2) e #Q = numero de quadrantes da cadmara utilizados para a contagem.

A viabilidade foi averiguada pela técnica de exclusao vital, das células nao
coradas por azul de tripan, como descrito por Fresney, (2001) e Bittencourt et al.,
(2006). A viabilidade celular foi determinada em porcentagem, aplicando-se a
equacao matematica V = 100/NT, onde NT = numero total de células viaveis e nao

viaveis contadas na camara.
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[ll.g. Diluicdo do sedimento celular inoculado

Para padronizar a quantidade e o volume de células inoculadas, foi obtido o
calculo do fator de diluicdo de cada amostra, através da equagao matematica
FD = QT / CT, onde QT = quantidade de células viaveis presente em 500 ul do
sedimento celular; e CT = quantidade de células a serem transplantadas (2 x 10°). O
volume final foi calculado pela férmula: VF = VI / FD, onde VI = volume inicial do
inoculado (500 pl); e FD = fator de diluicdo. Os volumes finais da fragdo de células
mononucleares foram ajustados, sendo armazenados em tubos de Eppendorff*®
(solucdo 1) para posterior diluicdo em 1 ug de rhBMP-2%" (solucdo 2). Portanto, a
fracdo celular contendo 2 x 10° células mononucleares diluidas em DMEM (solugéo
1) e em 1 pg (10 pl) de rhBMP-2 (solug&o 2) resultou na solugdo final a ser inoculada

na articulagao fémuro-tibio-fibulo-patelar submetida ao procedimento cirurgico.

lll.h. Processamento da proteina morfogenética 6ssea (rhBMP-2)

O frasco contendo 10ug da rhBMP-2 liofilizada foi estocado em refrigerador a -
20°C e, previamente a utilizagdo, descongelado a temperatura ambiente por dez
minutos. Para homogeneizagéao foi centrifugado @ 2000 rpm durante um minuto. Em
seguida, realizou-se a diluigdo em 100pl de solugdo com acido acético® a 20mM,
ficando a uma concentracdo de 0,1ug/pl de rhBMP-2. Aliquotas de 10ul (1 ug de
rhBMP-2) foram acondicionadas em tubos de Eppendorff, sendo posteriormente
congeladas a -20°C (solugao 2). Essa solugédo, previamente a diluicdo com a fragéo
celular (solugéo 1), foi novamente descongelada a temperatura ambiente durante
dez minutos. A porgcdo a ser inoculada foi aspirada em seringa de 1,0 mL e
transportada em gelo até a sala de Cirurgia Experimental do Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Uberlandia.
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lll.i. Procedimento cirargico

Aproximadamente 20 minutos antes do término do isolamento das células
mononucleares, iniciaram-se 0s preparativos para a intervencgéao cirurgica de enxertia
e transplante celular autégeno. Com o animal em decubito dorsal, realizou-se uma
incisao de pele de aproximadamente 4,0cm na regido parapatelar lateral esquerda,
seguida de divulsdo do tecido subcutaneo e exérese do retinaculo lateral. A capsula
articular foi incisada e a patela luxada medialmente para a exposicdo do sulco
troclear (Figura 2-A). Com o paquimetro mensurou-se uma area de 0,4cm de largura
x 1,0cm de comprimento no sulco (Figura 2-B), que foi demarcada por incisées na
cartilagem com lamina de bisturi n°10 (Figura 2-C, D). Na remogé&o do sulco troclear,
utilizou-se um disco de diamante acoplado a uma perfuratriz elétrica. O disco foi
angulado em torno de 30° no intuito de remover o sulco troclear em forma de cunha,
sendo constantemente irrigado com solugéo fisioldgica a 0,9% (Figura 2-E).

Efetuou-se disseccdo do osso subcondral utilizando Iamina de bisturi n°10,
evitando danificar as bordas trocleares e a cartilagem articular adjacente (Figura 2-
F). Os enxertos osteocondrais alégenos preservados em glicerina a 98%, foram
previamente lavados e hidratados com solugao fisiolégica a 0,9% durante 30
minutos. A drilagem das bordas dos enxertos se fez necessaria, para promover o
encaixe e evitar depressdes entre as superficies cartilaginosas do implante-leito
receptor.

Apos o posicionamento do implante, a articulacdo foi lavada com solugao
fisiologica para remover os fragmentos ésseos. A patela foi colocada sob o sulco do
implante e a capsula articular aproximada com poliglactina 910% n2 4-0, com pontos
simples isolados. Na redugcado do espago subcutadneo utilizou-se poliglactina 910
n® 4-0 em sutura ziguezague, e a sintese da pele com pontos simples isolados com
nailon® n® 3-0.

Nos animais do grupo controle (Gl) realizou-se apenas a implantagao
osteocondral alégena. Nos do grupo tratado (Gll), apds posicionamento do implante
e sutura da capsula articular, foi inoculada a fracdo celular de 2 x 10° células

mononucleares autdégenas, associadas a 1 uyg rhBMP-2, ambas diluidas em DMEM.
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FIGURA 2. Remogao de um segmento osteocondral no sulco troclear femoral de coelho.
Luxacdo medial da patela para exposicado do sulco troclear (A). Mensuragao
com paquimetro de uma area de 0,4 x 1,0 cm (B), demarcada com lamina de
bisturi (C, D). Retirada do fragmento ésseo com disco de diamante, até a
exposicao do osso subcondral (E) e extraido por disseccdo com bisturi (F).
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lll.j. Pés-operatoério

As feridas cirurgicas foram higienizadas duas vezes ao dia com gazes
embebidas em solucéo fisiologica a 0,9%, e posterior aplicagao topica de rifamicina®’
por um periodo de sete dias. Os animais foram mantidos com colar elizabetano até a
remogao dos pontos de pele. Foi administrado o cloridrato de tramadol (2mg/kg,
SC), de oito em oito horas durante trés dias, o flunixin meglumine (1mg/kg, SC), a
cada 24 horas, por trés dias e cefazolina sodica (30 mg/kg, IM), de 12 em 12 horas,

durante sete dias (paginas 13 e 14).

lll.k. Avaliacdo do rendimento e viabilidade celular

As meédias do rendimento e viabilidade das células mononucleares do grupo
tratado foram determinadas a partir de uma amostra de 2,0 mL de medula éssea,
através de contagem em camara hemocitométrica de Neubauer, nas formulag¢des

anteriormente descritas.

lll.I. Avaliacdo macroscépica

Nos periodos pré-estabelecidos de 45 e 90 dias de pds-operatorio, foram
avaliados seis animais de cada grupo para descrigdo das alteragbes macroscopicas
e colheita de amostras para analise histolégica. A eutanasia foi realizada pela
aplicacdo de altas dosagens de tiopental sédico® a 2,5% e cloreto de potassio® a
10%, seguindo as normas recomendadas para o uso de animais em pesquisas
cientificas (CRMV-MG, 2002).

As articulagdes foram avaliadas quanto a cicatrizagdo das feridas cirurgicas,
presenca de transudato e/ou exsudato e reacdes teciduais anormais. Na inspecao
foram observadas as alteragdes como coloracado, volume e viscosidade do liquido
sinovial, espessura da capsula articular, posicionamento da patela, aderéncias e

crescimento tecidual. Avaliou-se os enxertos osteocondrais aldégenos quanto a
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coloracao, proliferacao de tecidos sob a superficie cartilaginosa, contato com as

bordas trocleares e a integragao do enxerto ao sitio receptor.

[ll.m. Avaliacdo microscopica

Nos periodos pré-estabelecidos de PO, foram coletadas as epifises distais do
fémur e armazenadas em frascos individuais contendo formol** a 10% por um
periodo minimo de 24 horas, a temperatura ambiente. A descalcificagao se procedeu
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 por 12 horas. No processo de desidratacdo utilizou-se alcool absoluto,
sendo feita trocas a cada hora, no total de quatro passagens. O xilol*® foi utilizado
para a diafanizacdo e, previamente a inclusdo em blocos, as amostras
permaneceram imersas em parafina liquida em estufa a 70°C, durante duas horas.
Foram realizados cortes transversais de 0,5 ym na regido do implante-leito receptor
para serem corados com hematoxilina-eosina® (HE) e tricromio de Mallory® (TM).
As laminas foram analisadas em microscopio de luz Polyvar®® para verificar as

principais alteragdes histoldgicas encontradas.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso terapéutico das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea tem sido
freqientemente relatado, e apresenta um amplo espectro para a sua indicacao,
incluindo disturbios cardiovasculares, tratamento de fibrose pulmonar, injurias da
medula espinhal e na regeneracédo de ossos e cartilagens (BARRY, MURPHY,
2004). Diferengas nos protocolos de isolamento celular e 0 numero de células
inoculadas sédo importantes na eficacia da terapia (LUNDE et al., 2006). Neste
estudo, o gradiente Ficoll-paque utilizado na proporgédo de 2:1 e centrifugagao a

495 g durante 30 minutos a 15° C, demonstrou eficacia no isolamento das células
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mononucleares a partir de um volume de 2,0 mL de aspirados da medula éssea de
coelhos, observado pela visualizagao do anel celular (Figura 3-A).

O numero médio de células quantificadas nas amostras foi de 6,25 x 10°
células/mL, variando entre 3,84 x 10° e 9,92 x 10°. A viabilidade celular analisada
pelo método de exclusdo de células nao viaveis variou entre 80,50% e 99%,
encontrando-se uma viabilidade média de 93,56%. Os resultados individuais de
rendimento e viabilidade celular estdo expressos na (Tabela 1), bem como as
médias e o limites superiores (Grafico 1). A determinagdo do rendimento e da
viabilidade celular foi facilitada pela utilizacdo prévia de tampao de lise de eritrocitos,
favorecendo a identificacdo de células viaveis e inviaveis (citoplasma corado pelo
azul de tripan) e avaliacdo das caracteristicas morfolégicas das células presentes
nas amostras (Figura 3-B).

Connolly et al., (1989) coletaram de 7 a 10 mL em aspirados de medula 6ssea
de coelhos, e utilizaram diferentes métodos de isolamento das células
mononucleares. Na centrifugacdo com o gradiente ficoll a 400 g por 35 minutos, na
propor¢do 1:2, atingiram uma média de 8 x 10° células/mL. Verificaram que os
protocolos de centrifugacdo simples e utilizacdo do gradiente de densidade
concentraram a populagdo de células isoladas, que foram utilizadas em
experimentos para avaliacdo de osteogénese. Em nosso experimento, com o
método de centrifugagdo por gradiente de densidade na proporgao de 2:1 a 495 g
durante 30 minutos foi obtido uma média celular de 6,25 x 10° células/mL. Resultado
inferior aos de Connolly et al. (1989) foram verificados, possivelmente por esses
terem coletado maior volume de medula éssea. Entretanto, deve ser ressaltado que
uma quantidade suficiente de CTM com propdsitos de terapia celular pode ser obtida
a partir de menores volumes de aspirados de medula éssea, minimizando possiveis

efeitos deletérios ao animal doador.
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FIGURA 3. (A). Amostra de aspirado de medula éssea de coelho apds separagéo por
gradiente de densidade Ficoll-paque. Nota-se o anel celular (seta azul) situado
entre o plasma (a) e o gradiente (b) e sedimento de eritrécitos e
polimorfonucleares (c). (B). Identificacdo da viabilidade de células
mononucleares da medula 6ssea em camara de Neubauer. Células viaveis
(setas verdes) e inviaveis com citoplasma corado com azul de ftripan

(seta amarela).

TABELA 1. Resultados individuais de rendimento e viabilidade
de células mononucleares isoladas da medula 6ssea

dos coelhos do grupo tratado (GlI).

CELULAS (x 10°% VIABILIDADE (%)
1 3,84 93,20
2 6,80 80,50
3 7,92 92,00
4 5,40 93,83
5 4,16 95,40
6 6,00 94,93
7 5,98 92,56
8 5,90 93,05
9 6,50 95,30
10 5,94 99,00
11 6,64 97,36
12 9,92 95,56
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GRAFICO 1. Rendimento (vermelho) e viabilidade (verde) de
células mononucleares da medula Ossea dos
coelhos do GIl (n = 12) isoladas por gradiente de
densidade Ficoll-paque (1,077 g/mL) a partir de um
volume de 2,0 mL de aspirados de medula 6ssea.
As barras sobre os retangulos indicam os valores
maximos obtidos.

No reparo de defeitos amplos da superficie articular de coelhos, Yanai et al.
(2005) obtiveram uma média de 5 x 10° células/mL, coletando-se uma amostra de
2,0 mL de aspirados de medula 6ssea do fémur. Portanto, a média celular
encontrada foi ligeiramente superior a constatada por Yanai et al. (2005), mas bem
maior que aquela relatada por Im et al. (2001) que encontraram um numero medio
de 3,4 + 1,5 x 10° células/mL isoladas da medula éssea de coelhos. Portanto,
presume-se que diferengas nos protocolos de isolamento podem interferir no
rendimento celular final, além do que a quantidade de células obtidas por aspirados
podem variar de acordo com o individuo, como verificado em nosso estudo.

Tognoli et al. (2007) e Bittencourt et al. (2006) verificaram resultados de
viabilidade superiores a 90 e 95%, respectivamente, utilizando o mesmo método de
exclusao. A média da viabilidade celular relatada por esses autores foi semelhante a
verificada neste experimento, o que confirma a eficacia do protocolo de isolamento
adotado. Segundo Olsson et al. (2009), o maior desafio da manipulagéo celular é a
preservacdo das caracteristicas funcionais e a manutencdo da viabilidade das

células. Os bons resultados de viabilidade nesse estudo se devem, principalmente,
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ao manuseio cuidadoso das células e ao uso de materiais apropriados durante o
processo de isolamento. O meio de cultivo DMEM em adi¢ao ao soro fetal bovino a
10% demonstrou ser excelente fonte energética e protéica para a manutengéao das
células, intervindo positivamente na viabilidade celular.

Uma das estratégias utilizadas para terapia celular € baseada no principio que
uma quantidade numerosa de células-tronco esteja presente nos aspirados de
medula éssea, para que o concentrado provoque efeitos terapéuticos benéficos, sem
necessitar de cultura celular (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006). Em contrapartida, a
quantidade de CTM representa uma fragdo muito pequena, em torno de
0,001-0,01% da populagdo total das células mononucleares da medula
(PITTENGER et al.,, 1999). Portanto, o numero de células mononucleares é
proporcional ao volume de medula 6ssea colhida e, no presente estudo, mesmo
coletando um volume de 2,0 mL da medula éssea, foi obtido um rendimento
expressivo de células.

Os animais do Gl e Gll apresentaram boa cicatrizacdo da ferida de pele. Durante
a analise macroscopica dos grupos, foi constatada em apenas um animal (4,17%) do
Gl-45 dias de PO, exsudagao sero-sanguinolento extra-capsular, bem como
mobilidade do implante no interior do leito receptor. Os enxertos osteocondrais
permaneceram no leito receptor decorrente da pressdo dorsal exercida pela patela,
e delimitadas pelas bordas trocleares. O processo de vascularizagao de uma lesao
Ossea € dependente da estabilidade local e, caso haja movimento excessivo, pode
ocorrer a ruptura de capilares sanguineos. Neste caso, uma mobilidade exacerbada
da patela possivelmente dificultou a neovascularizacdo do implante, impedindo a sua
adesao ao leito.

Em dois coelhos (8,33%), um do GI-45 e outro do GII-90, foi notado luxagéo
patelar medial de grau 4, porém, ambos com formacao de tecido cicatricial no local
da incisdo da capsula. Apresentavam alteragdes articulares extensas como
espessamento da capsula articular e aderéncia ao enxerto, e crescimento tecidual
exacerbado sob o enxerto e bordas trocleares. Nos do Gl e Gll, aderéncias da
capsula articular foram constatadas em 16,67% dos animais, sendo trés (75%) no
Gl-45. O implante osteocondral alégeno e os céndilos femorais laterais foram as

principais estruturas envolvidas na adesao capsular. O processo de aderéncia entre
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o tecido sinovial e a superficie articular constatada neste estudo pode ser definida
como artrofibrose, sendo observada deposicao de fibrina nas estruturas envolvidas.
Foi desenvolvida devido a uma lesdo cartilaginosa pré-existente, iniciada por um
episodio inflamatdrio e/ou traumatico da articulacédo (VELLOSO, 2005). A injuria
causada na membrana sinovial, leva a uma liberacdo de enzimas lisossomais pelas
células inflamatdrias; a uma liberacao de prostraglandinas e, a producao de radicais
livres e liberagcdo de citocinas, principalmente a interleucina 1 (IL-1) as quais séo
secretadas junto com o fluido sinovial (LESCHONSKI, 1999). Os dois animais
acometidos de luxagao patelar apresentavam aderéncias da capsula sob o enxerto.
Esse fato ocorreu, possivelmente, pelo contato entre essas estruturas, e o processo
inflamatorio pos-cirurgico favoreceu o aparecimento de aderéncias.

Das 24 articulacbes avaliadas, verificou-se em 95,83% producédo de liquido
sinovial, os quais exibiam consisténcia viscosa e coloragao levemente amarelada em
quatro animais (16,67%) do GI-45, um (4,17%) do GI-90, um do GlI-45 e um do GlI-
90. Houve redugédo da viscosidade do liquido sinovial em quatro (16,67%) casos do
GI-90, provavelmente pela liberagdo da enzima hialuronidase, que degrada o acido
hialurbnico. Em inflamagbes agudas e/ou persistentes, ocorre redugao das
concentragdes de hialuronato, ocasionando diluicdo do liquido sinovial ou alteragao
na sua sintese (TULAMO et al., 1996).

Verificou-se em seis (100%) animais Gl-45 espessamento moderado a intenso
da capsula articular fibrosa, enquanto que no GI-90 em apenas trés coelhos (50%).
Espessamento leve a moderado foi encontrado em sete espécimes (58,33%) do Gll,
sendo trés (42,86%) no GlI-45 e quatro (57,14%) no GII-90. A hipertrofia da capsula
também foi observada por Yanai et al. (2005) em um numero expressivo de coelhos.
O espessamento da capsula fibrosa verificado neste trabalho se deve a osteoartrite,
pela deposicdo do tecido conjuntivo fibroso presente em reagdes inflamatorias
cronicas (OSBORNE et al., 1995).

Neoformacao tecidual articular foi observada em 23 animais (95,83%), estando
localizada principalmente nos céndilos femorais, bordas trocleares, e sob o implante.
No GI-45, em cinco coelhos (83,33%) houve deposi¢cao tecidual nas bordas
trocleares e sob o enxerto (Figura 5-A), e quatro (66,66%) nos coéndilos femorais.
Nos do GI-90 observou-se em um (16,67%), dois (33,33%) e trés (50%) animais do
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grupo, localizados nos céndilos femorais, bordas trocleares e sob o implante
alégeno, respectivamente (Figura 5-B).

Em estudo morfolégico de defeitos osteocondrais da articulagédo de coelhos,
utilizando diferentes técnicas cirurgicas de reparagédo, Inouye et al., (2002)
observaram a formacédo de ostedfitos em 63 de 80 joelhos operados no grupo
controle, os quais variaram entre 5 a 10 mm em seus maiores didmetros. Os
ostedfitos na zona marginal referem-se a resposta para limitar e controlar as
alteragdes patoldgicas iniciais, estendendo a area superficial da cartilagem articular.
O trauma direto e a instabilidade podem estar envolvidos na patogenia dos
ostedfitos marginais (STASHAK, 1994). Portanto, os ostedfitos pericondrais
observados em nosso trabalho indica um processo destrutivo progressivo da

cartilagem, em reflexo a atividade anormal da articulagdo. Embora esteja presente,

tal fato n&o significa um sinal patonogmonico de osteoartrose (LIPOWITZ, NEWTON,
1985).

FIGURA 4. Aspecto do sulco troclear de coelhos do grupo controle. (A). As areas
circundadas em verde representam o crescimento de tecido esbranquicado,
localizados sob o implante alégeno (GI-45). (B). Deposicao tecidual recobrindo a
borda caudo-ventral do implante (seta azul) e sob as bordas trocleares (setas
amarelas), (GI-90).
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Dos 24 animais avaliados, constatou-se depressdao do implante osteocondral
em cinco casos (20,83%), sendo trés (60%) do Gl e dois (40%) do Gll. Além disso,
notou-se crescimento tecidual exacerbado no local da depressdo, que se
direcionava sob o implante alégeno. Resultados semelhantes foram encontrados por
Nishimori et al., (2006) que, além da depressdo na area da lesdo, estavam
recobertas por um tecido branco semitransparente. Entretanto, em 23 articulagdes
(95,83%), os implantes estavam completamente aderidos ao osso subcondral, sem
sinais de rejeicdo e/ou mobilidade. A incorporacdo de um enxerto 6sseo néo
vascularizado € um processo complexo, que depende nao apenas das propriedades
biologicas do enxerto e da resposta do leito receptor, mas também da estabilidade
da fixac&o e da resisténcia mecanica do enxerto (STEVENSON, HOROWITZ, 1992;
BAUER, MUSCHLER, 2000). Contudo, presume-se que, nesse estudo, a
estabilidade no local de enxertia foi imprescindivel para a incorporagao. Além disso,
pelo enxerto osteocondral apresentar formato tridimensional e conformagao
trabecular, serviu de arcabougo para a revascularizagdo do implante, agindo de
forma osteocondutora.

A permanéncia das bordas de delimitacdo do implante foi observada em 22
animais (91,67%), sendo constatado neoformacado tecidual lisa, brilhante e de
coloragado esbranquicada, localizada entre as bordas do leito receptor-enxerto
(Figuras 5 e 6). Porém nos coelhos do Gll, o crescimento foi menos proeminente
quando comparado aos do Gl (Figura 5). Tecido semelhante foi observado por
outros autores no reparo de lesdes osteocondrais (WAKITANI et al., 1994; IM et al.,
2001; RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004; NISHIMORI et al., 2006). Nishimori et
al., (2006) avaliaram o uso de células-tronco mesenquimais no reparo de lesdes
osteocondrais experimentalmente induzidas e constataram a presencga das bordas
limitantes dos defeitos até a 122 semana. Neste experimento, em ambos os grupos e
periodos de avaliagdo, o tecido assemelhava-se a fibrocartilagem. Porém, por ser
um critério macroscopico de avaliacdo, ndo se pode estabelecer uma correlagcao
exata com as caracteristicas histoldgicas, bioquimicas ou biomecanicas do reparo
(RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004).
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FIGURA 5. Aspecto do sulco troclear de coelhos do grupo tratado com células
mononucleares da MO e rhBMP-2. (A). Notar aos 45 dias de PO, formagao de
tecido esbranquicado entre as bordas do implante (IM) e do leito receptor (setas
azuis) e em (B), a mesma alteragéo foi constatada aos 90 dias (setas verdes).
Notar, em ambas as imagens, a auséncia da formagao de ostedfitos marginais.

Verificou-se a erosao cartilaginosa na borda ventro-lateral do implante em um
animal (16,67%) do GI-90, e na regiao central em um (16,67%) do GII-90. A erosao
representa a perda da espessura da cartilagem (STASHAK, 1994). Pode ter ocorrido
pelo aumento da sobrecarga no osso subcondral e perda da sua capacidade
elastica, caracterizando uma esclerose 6ssea subcondral. Consequentemente, maior
forca foi transferida a cartilagem, resultando em ulceragdo ou erosao progressiva
(ANASTASIOU et al, 2003).

Na avaliagdo microscopica do Gl pelas coloragbes com hematoxilina-eosina
(HE) e tricrbmio de Mallory (TM), constataram-se em sete coelhos (58,33%)
processos degenerativos da cartilagem do enxerto, sendo dois (16,67%) do GI-45 e
cinco (41,67%) do GI-90. Em um caso do GI-45, pode-se observar necrose focal da
cartilagem do implante, do osso subcondral e hemorragia. Segundo Mcilwraith e
Trotter (1996), a degeneragao da cartilagem se origina da instabilidade articular, a
qual ocasiona uma carga excessiva sobre sua superficie. Em consequiéncia disso,

pode haver ruptura dos arranjos de proteoglicanos, aumento da hidratagdo da
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cartilagem e exposicao das fibrilas de colageno. O processo de fibrilagdo pode estar
associado a esclerose 6ssea subcondral, lesdes cisticas, osteonecrose focal e
formagao de ostedfitos periarticulares.

Em dois animais do GI-45 (16,67%) e um do GI-90 (8,33%), foram identificados
processos de reabsorcdo dos implantes osteocondrais, caracterizados por
fragmentacdo da cartilagem, descontinuidade do implante-leito receptor e
desintegracdo do osso subcondral, sendo substituido por tecido fibroso (Figura 6).
Outros estudos tém relatado a reabsorgcéo do enxerto (FRAZILIO et al., 2006), bem
como fibrilagdo e descontinuidade dos implantes (FRENKEL et al., 2005) na
reparacdao de defeitos osteocondrais. Histologicamente, rejeicdo tem sido inferida
quando ocorre reabsorgcido do enxerto 6sseo ou apresenta falha mecanica prematura
(STEVENSON, HOROWITZ, 1992). Com isso, tecido de granulagédo e fibrose se
formam na interface implante-receptor impedindo a incorporacdo, como observado

nesse experimento.

FIGURA 6. Fotomicrografia do implante osteocondral de
coelho do GI-45 dias PO. Processo de
reabsorgdo do implante alogeno, sendo
substituido por tecido conjuntivo fibroso (seta).
TM. (Barra = 100um).

A osteointegracao entre o implante e o leito receptor ocorreu em apenas quatro
casos (33,33%), sendo um (25%) do GI-45 e trés (75%) GI-90. Comparando aos

outros animais do grupo, notou-se boa densidade éssea e areas de ossificagéo
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endocondral localizadas na regidao trabecular do implante alégeno. Del Carlo et al.
(2007) também verificaram falhas na implantacédo de aloenxertos 6sseos no grupo
controle, quando associados ou ndo a células da medula &ssea, proteinas
morfogenéticas Osseas e autoenxertos esponjosos em caes. Afirmaram que o
processo de reabsorgcado 6ssea foi maior que a deposigao e, segundo Piermattei, Flo
(1999), pode estar relacionado a instabilidade e perda da justaposi¢ao dos defeitos.

A bioabsorgéo e a osteoconducéo sao variaveis entre os materiais e, por causa
da sua passiva fungdo na regeneragéo 0ssea, apresentam utilidade limitada quando
em uso isolado. Apesar da capacidade do osso infiltrar e geralmente substituir
muitos desses materiais, eles apresentam deficiéncia de propriedades osteogénicas
e osteoindutivas (KRAUS, KIRKER-HEAD, 2006). Nesse estudo, ocorreu um numero
variavel de osteointegragdo entre o implante-leito receptor. Porém, nao foi atribuido
a falha na adesdo a osteocondutividade do material, e sim a instabilidade local
durante a fase de reparagao. Também observou-se que, na avaliagao histologica do
Gl, a falha na adesao foi superior ao revelado na macroscopia, ndo podendo esses
achados serem exatamente correlacionados (RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004).

Verificou-se em quatro animais (66,67%) do GI-45 a presenga de tecido
conjuntivo fibroso variando quanto a localizagédo. Em trés espécimes (75%), o tecido
ocupava a area de transigao cartilaginosa (Figura 7) e, em outro (25%), recobrindo a
superficie da cartilagem do implante. Wakitani et al. (1994), em estudo do reparo de
lesdes osteocondrais da cartilagem de coelhos com CTM isoladas da medula dssea
e do periosteo, observaram a formacao de tecido fibroso no grupo controle aos 30
dias, localizado nas areas de transicdo e recobrindo as margens dos defeitos
induzidos. Em nosso experimento, a redugdo nos niveis de oxigénio pode ter
alterado o coédigo genético em direcao ao tecido fibroso ou fibrocartilagem, em
decorréncia da falta de suprimento sanguineo e instabilidade mecéanica (WEI et al.,
1999).
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FIGURA 7. Fotomicrografia da area de transicdo entre o
implante (IM) e o leito receptor de coelho (LR)
de um coelho do GI-45 dias PO. Observar a
intensa formacao de tecido conjuntivo fibroso
(TF) com lacunas  subcondrais. HE.
(Barra = 200um).

A rarefagao Ossea se fez presente em quatro casos do Gl (33,33%), sendo trés
(75%) nos coelhos do GI-90. Nesses ultimos, notou-se que, além da instalacdo de
um processo de degeneracdo da cartilagem, ocorreu proliferacdo de tecido
cartilaginoso das bordas do leito receptor sob a cartilagem do implante, na qual se
constatou numero de condrdcitos reduzidos (Figura 8). Estudos tém reportado com
sucesso o reparo de lesbes amplas da cartilagem, principalmente no instante onde
os componentes do osso subcondral se encontram regenerados, ou seja, com sua
estrutura arquitetdnica organizada (CHU et al., 1997; SELLERS et al., 2000). Essas
observagdes sugerem que a qualidade do osso subcondral subjacente pode afetar a
regeneragao e a longevidade do reparo tecidual da cartilagem articular.

No grupo GI-90, foi evidenciado em dois coelhos (33,33%) que a
fibrocartilagem preencheu a area de transi¢ao cartilaginosa (Figura 9) e, em outros
dois (33.33%) houve formacgao de cartilagem hialina. A fibrocartilagem ou cartilagem
fiborosa € um tecido de transicdo sem pericOndrio e apresenta propriedades,
funcional e estrutural entre o tecido conjuntivo denso e a cartilagem hialina. Essa é
composta de 90 a 95% de colageno tipo IlI, que confere propriedades elasticas,

favorecendo a absorgéo de forgas ténsil. A fibrocartilagem é resistente a tensdes e
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se caracteriza pela presenca de colageno | (GHIVIZZANI et al.,, 2000; HYMAN,
RODEO, 2000). Portanto, a formagao de fibrocartilagem observada é indesejada,

por alterar as propriedades estruturais e biomecanicas da articulagao.

FIGURA 8. Fotomicrografia da area de transicdo em um
coelho do GI-90 dias PO. Proliferacdo da
cartilagem do leito receptor (LR) sob o implante
alégeno (IM), com reduzida densidade Ossea
subcondral. TM. No aumento da area, observar
reducdo do numero de condrocitos da
cartilagem do implante. HE. (Barra: 100pum).

FIGURA 9. Fotomicrografia da area de transigdo em um
animal do GI-90 dias PO. Formagao de
fibrocartilagem (FC) separando o implante
alégeno (IM) do leito receptor (LR). No
aumento, observar a fibrocartilagem em fase
de unido a cartilagem hialina do leito receptor.
HE. (Barra: 100um).
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Em ambos os periodos de avaliagcdo dos animais do GlI, constatou-se o
aparecimento de infiltrados inflamatérios polimorfonucleares (25%) e mononucleares
(16,67%). Pidcitos foram encontrados nas trabéculas 6sseas em apenas um animal
(8,33%), caracterizando osteomielite. Nos do GI-45 apenas um coelho demonstrou
concomitantemente, infiltrado de células inflamatérias polimorfonucleares com
predominancia de céluldas mononucleares (plasmodcitos). Sabe-se que a glicerina
como meio de conservagdao de enxertos e membranas biologicas reduz a
antigenicidade, além de propriedades antibacteriana e antifungica (DALECK, 1992).
Porém, MELO et al., (1998) avaliaram de forma bacteriolégica aloenxertos 6sseos
conservados em glicerina e observaram o crescimento de Staphyloccocus
intermedius e Staphyloccocus spp. em 21,4% amostras de segmentos 6sseos. O
resultado sugere que a glicerina ndo permitiu o crescimento, mas também nao
eliminou as bactérias presentes nos ossos. Portanto, pelo baixo indice de infecgao
constatado em nosso estudo, atribuimos o aparecimento da osteomielite ao
procedimento cirurgico.

Nos animais do grupo Gll, comparado aos do GlI, foram observadas poucas
alteragdes degenerativas no local de enxertia. Nos do GlI-90, notou-se dois casos
com descamacao (33,33%) e um (16,67%) com necrose da cartilagem do implante.
Porém, este ultimo apresentava areas de regeneragdo preenchidas por tecido
conjuntivo fibroso. Constatou-se hemorragia focal na area de transicdo em apenas
um animal do GlI-45. Acredita-se que o aumento da pressao na lesdo impede o fluxo
sanguineo pelos capilares sinoviais, ocasionando diminuigdo na tensao de oxigénio
e injuria de reperfusdo na cartilagem. Além disso, uma pressao intra-articular
acentuada pela locomogdo e efusdo articular exercem sobrecarga ao 0sso
subcondral, diminuindo o fluxo sanguineo e causando area de necrose no local
(MCILWRAITH, TROTTER, 1996).

Observou-se leve depressado do enxerto e exposi¢cdo do 0sso subcondral em
trés animais (25%), sendo dois (16,67%) no GlI-45 e um (8,33%) no GII-90. Nos do
Gll-45, um (8,33%) houve formacéao de cartilagem hialina na area de transicao entre

o implante-leito receptor, € no outro auséncia de crescimento tecidual (Figura 10).
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LR

FIGURA 10. Fotomicrografia da area de transicdo de um
coelho do GlI-45 dias PO. Observar a auséncia
de formacdo de tecido reparador entre o leito
receptor (LR) e o implante (IM), o qual
apresentava leve depressdo. HE. (Barra:
200um).

Nos do GII-90, foram visualizadas pequenas areas de ossificagdo endocondral
e rompimento da cartilagem do implante, porém em fase de regeneragdo. O
rompimento continuado da jungao osteocondral com exposi¢gao do osso subcondral
pode provocar hemorragias e necroses. Quando o desgaste articular € continuo, o
0sso se torna esclerético e com sulcos na sua superficie, sendo o reparo realizado
através da formacdo de tecido fibrocartilaginoso de granulacédo (LIPOWITZ,
NEWTON, 1985). Constatou-se que, apesar do aparecimento de areas de
depressdo do implante e exposi¢gdao do osso subcondral, a reparagcao de defeitos
osteocondrais também pode ser realizada por cartilagem hialina (CHU et al., 1997,
SELLERS et al., 2000), e a integridade do osso subcondral se tornou fundamental
para o restabelecimento da proliferagao cartilaginosa.

Na avaliagdo histologica, os coelhos do grupo tratado (Gll) demonstraram
melhores resultados no reparo 6sseo e cartilaginoso quando comparado aos do
grupo controle (Gl). A osteointegracdo do implante com o leito receptor foi
observada em dez (83,33%) animais do Gll, com exceg¢ao de um (8,33%) do GlI-45
e um (8,33%) do GII-90. Ambos exibiam reabsor¢cdo 6ssea e lacunas no 0sso

subcondral, acompanhadas de crescimento de cartilagem hialina em processo de
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ossificacdo. Um dos fatores que podem determinar o sucesso ou fracasso de
enxertos 0sseos indutores em cirurgias reconstrutivas € a eficiéncia do material
carreador (TORIUMI, ROBERTSON, 1993). Em reparos 0sseos em ratos, a
implantacdo de medula 6ssea juntamente com carreadores de acido polilactico e
poliglicdlico, resultou em fusbes dsseas inferiores a 50% na 122 semana, enquanto
que a associagao da medula com a rhBMP-2 atingiu 100% de unido, antes mesmo
da 62 semana (LANE et al., 1999). No grupo tratado, nesse experimento, o implante
osteocondral alégeno demonstrou eficacia quanto a incorporagdo ao leito receptor.
Deste modo, um enxerto 6ésseo combinado ao uso de células osteoprogenitoras,
fatores osteoindutivos e uma matriz biodegradavel, mostram sinergismo e
superioridade em comparagao ao uso isolado do enxerto.

No grupo GIl ndo se observou formacédo de fibrocartiiagem na zona de
transicdo. Contudo, em quatro animais (66,67%) do GII-90, o crescimento de tecido
conjuntivo fibroso foi predominante, localizados no espago subcondral e nas bordas
do implante-leito receptor. O tipo de tecido formado na zona de transicéo

cartilaginosa nos grupos controle e tratado estdo expressos na tabela 2.

TABELA 2. Representacdo do numero de animais do Gl e Gll e seus subgrupos, conforme o
aspecto do tecido predominante na zona de transigcéo cartilaginosa do implante-leito

receptor.
Grupo controle Grupo tratado
Area_ d~e Gl -45 Gl -90 Gll — 45 Gll - 90
transicao N6 N6 N6 L6
Cartilagem hialina 0 2* 4 2
Fibrocartilagem 0 2 0 0
Tecido conjuntivo fibroso 4 1 0 3
Ausente 0 0 1 0
Reabsorcao implante 2 1 1 1
n=12 n=12

* Auséncia de condrdcitos na cartilagem do implante.
** Um animal com auséncia de condrécitos no implante.
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A cartilagem hialina esteve presente em quatro animais (66,67%) do GlI-45 e
dois (33,33%) do GII-90. Em trés animais (50%), esta se apresentava de formato
irregular e crescimento exacerbado, ultrapassando os limites do leito receptor
(Figura 11). Entretanto, em dois (33,33%) do Gll-45 e um (16,67%) do GlI-90,
as linhas de delimitagcao dos defeitos estavam pouco distinguiveis. Pode-se observar
manutencao dos condrécitos do implante e proliferagdo em direcéo a cartilagem do
leito receptor (Figura 12).

Pesquisas recentes demonstraram que os fatores de crescimento 6sseo, além
de induzir a condrogénese e a osteogénese pela diferenciagdo de células
mesenquimais, influenciam e exacerbam a agao de osteoblastos e osteoclastos no
tecido 6sseo e condroblastos em tecidos cartilaginosos (WAN, CAO, 2005). Devido
aos resultados microscopicos de osteointegracdo do implante e formagédo de
cartilagem hialina em alguns animais do grupo tratado (Gll), acredita-se que a
rhBMP-2 exdégena atuou de forma osteoindutiva na reparagao, através do
recrutamento de células mesenquimais locais e as transplantadas da medula éssea,
assim como na proliferacdo e diferenciacdo dessas em osteoblastos e

condroblastos.

FIGURA 11. Fotomicrografias do implante alégeno (IM), demonstrando crescimento de
cartilagem hialina (CH) em coelhos do GIlI-45, ultrapassando os limites da
superficie da cartilagem (A). Formacdo cartilaginosa exacerbada na area de
transicdo com o osso subcondral. HE. (Barra = 200 pm). (B). Area preenchida
por cartilagem de formato irregular e descontinuidade do implante com o leito
receptor (LR). TM. (Barra = 100um).
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FIGURA 12. Fotomicrografias da area de transigdo cartilaginosa de coelhos do grupo
tratado (Gll). (A). Animal do GlI-45 dias PO. Notar a presenca de condrécitos na
cartilagem do implante (setas azuis) e proliferagdo em diregao ao leito receptor
(colchetes). HE. (Barra = 200um). (B). Animal do GII-90 dias PO. A area em
vermelho na cartilagem indica processo de ossificacdo (seta amarela). TM.
(Barra = 100um).

V. CONCLUSOES

O protocolo de isolamento com gradiente de densidade demonstrou eficiéncia
na concentragado das células mononucleares, obtendo significativos valores médios
de 6,25 x 10° células/mL de rendimento e 93,56% de viabilidade celular.

A terapia por inoculagao intra-articular de células mononucleares isoladas da
medula éssea e rhBMP-2 exdgena, evidenciou bons resultados na osteointegragao
de implantes alégenos conservados no reparo de lesdes osteocondrais do sulco
troclear em coelhos. O tratamento estimulou a formagao de cartilagem hialina entre
o enxerto e o leito receptor aos 45 e 90 dias de pds-operatério, porém, a

regeneragao nao foi completa.
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