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ENXERTO OSTEOCONDRAL ALÓGENO, ASSOCIADO À INOCULAÇÃO  

DE PROTEÍNA MORFOGENÉTICA ÓSSEA NO REPARO DO  

SULCO TROCLEAR DE COELHOS 

 

 

RESUMO 

 Vinte e quatro coelhos da raça Nova Zelândia, adultos, machos foram sepa-

rados em dois grupos de igual número, controle (GC) e tratado (GT) com proteína 

morfogenética óssea recombinante humana 2. Os grupos foram subdivididos para 

avaliações aos 45 (C1 e T1) e 90 dias (C2 e T2). Realizou-se uma incisão parapate-

lar lateral no joelho esquerdo sobre a pele e cápsula articular. A patela foi deslocada 

medialmente e um segmento do sulco troclear foi removido. No GC e GT foi preen-

chido por enxerto osteocondral alógeno conservados em glicerina a 98%. Nos coe-

lhos do GT foram administrados intra-articular 1 µg de proteína morfogenética óssea 

2 (rhBMP-2). Observou-se aderência da cápsula articular em quatro (33,3%) animais 

do GT, e em cinco (41,66%) do GC. Entre as alterações encontradas na cartilagem 

do enxerto verificou-se, severa descamação em dois animais (16,66%) seguida de 

necrose em quatro (33,3%), já no GT em três (25%) coelhos constatou-se descama-

ção, mas sem presença de necrose. Verificou-se em oito (66,66%) coelhos do GT 

crescimento da cartilagem hialina em processo de ossificação. A inoculação intra-

articular da rhBMP-2 no reparo do sulco troclear de coelhos com enxerto osteocon-

dral alógeno conservado em glicerina, ocasiona satisfatório reparo ósseo e cartilagi-

noso após 45 e 90 dias de pós-operatório.  

 

 

Palavras-chave: cartilagem, glicerina, osso, rhBMP-2 
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OSTEOCHONDRAL ALLOGRAFT, ASSOCIATED INOCULATION BONE MOR-

PHOGENETIC PROTEIN IN THE REPAIR OF TROCHLEAR GROOVE IN RAB-

BITS 

 

 

ABSTRACT 

 Twenty-four New Zealand rabbits, adult males were separated into two equal 

groups, control (GC) and treated (GT) with recombinant human bone morphogenetic 

protein 2. The groups were subdivided for evaluation at 45 (C1 and T1) and 90 days 

(C2 and T2). There was a lateral parapatellar incision in his left knee on the skin and 

joint capsule. The patella was displaced medially and a segment of the trochlear 

groove was removed. In CG and TG was filled with allograft osteochondral graft pre-

served in glycerin at 98%. In rabbits the GT were administered 1 mg intra-articular 

bone morphogenetic protein 2 (rhBMP-2). There was adhesion of the joint capsule in 

four (33.3%) animals of the GT, and five (41.66%) of GC. Among the changes found 

in the cartilage graft was found, severe scaling in two animals (16.66%) followed by 

necrosis in four (33.3%), whereas in GT in three (25%) rabbits was found peeling, but 

without necrosis. It was found in eight (66.66%) rabbits GT hyaline cartilage growth in 

the process of ossification. The intra-articular inoculating of rhBMP-2 in the repair of 

the trochlear groove of rabbits with allogenic osteochondral allograft of rabbits pre-

served in glycerin, satisfactory results in cartilage and bone repair after 45 and 90 

days postoperatively. 

 

 

Keywords: cartilage, glycerin, bone, rhBMP-2 
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I. INTRODUÇÃO 

 

 Lesões provenientes da cartilagem articular que atingem apenas a superfície 

e não envolvem o osso subcondral, possuem escassa capacidade intrínseca de re-

paração. Fato que decorre da ausência de irrigação sanguínea e, dependência da 

vascularização oriunda da medula óssea para que ocorra migração de células me-

senquimais responsáveis pelo processo de cicatrização (LAMMI et al., 2001; SOU-

ZA, DEL CARLO, VILORIA, 2001). 

Em casos de lesão profunda, a dificuldade não se situa na reparação que é 

rápida, mas, na natureza do material que preenche a lesão, que embora cartilagino-

so possa apresentar características fibrosas (TRIPPEL, MANKIN, 1996).  

Segundo DAMASCENO et al. (2009), o uso dos enxertos alógenos têm sido 

indicado como uma opção segura que oferece menor morbidade aos procedimentos 

cirúrgicos. Além disso, é capaz de reduzir o desconforto pós-operatório, possui baixa 

antigenicidade, oferece potencial satisfatório de incorporação, neoformação óssea e 

baixo potencial de transmissão de doenças (BATISTA, CABRAL, 2008).  

As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) apresentam várias possibilida-

des de aplicação, se destaca nas áreas de ortopedia, odontologia e outras que en-

volve a diferenciação celular. Já que representam fatores indutores, aptos a estimu-

lar a diferenciação de células fonte-mesenquimais em células especializadas, capaz 

de induzir a neoformação e o reparo do tecido ósseo (SANTOS et al., 2005).  

A capacidade de induzir a osteogênese da BMP é influenciada por diversos 

fatores, como a fonte e o potencial osteoindutivo na preparação da BMP, a viabilida-

de morfogenética óssea, a habilidade de indução das células osteoprogenitoras do 

hospedeiro e do local da implantação (EKELUND, BROSJO, NILSSON, 1991).  

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a eficiência do reparo ósseo e cartilagino-

so do sulco troclear dos coelhos, submetidos à implantação de enxerto osteocondral 

alógeno conservado em glicerina á 98% e inoculação de rhBMP-2. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 

 

II. a. Proteinas morfogenéticas ósseas  

 

 As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) são definidas como um grupo de 

fatores de crescimento denominado como citocinas (REDDI, REDDI, 2009). Possu-

em a capacidade de induzir a formação de osso e cartilagem, sendo considerado um 

grupo de sinais morfogenéticos fundamental, em sintonia com a estrutura em todo o 

corpo (BLEUMING et al., 2007). Atuam como reguladores pleiotrópicos de volume 

ósseo, organogênese esquelético e regeneração óssea após uma fratura. Funcio-

nam como agentes de sinalização que interfere nos eventos celulares como a proli-

feração, diferenciação e síntese da matriz extracelular (VALDES et al., 2009). 

 A atividade das (BMPs) foi reconhecida por URIST (1965) onde evidenciaram 

que a matriz óssea desmineralizada pode aumentar a formação de cartilagem e os-

so em tecidos moles. URIST, STRATES (1971) verificaram uma proteína fator de 

crescimento que induz a formação óssea ectópica que se denominou proteína mor-

fogenética óssea. 

A BMP presente em osso bovino foi purificada através da obtenção de dados 

sobre a identificação e clonagem molecular dos fatores com atividade da proteína 

morfogenética óssea. Portanto, tornou-se possível a clonagem das BMPs (BMP2 a 

BMP9) em que desempenham a função inibitória ou estimulatória sobre as células 

osteoprogenitoras, dependendo do estágio de diferenciação celular atuante (WOS-

NEY et al., 1988).  

As recomendações para a utilização das BMPs estão associadas, sobretudo a 

grandes perdas ósseas, decorrentes de anomalias do desenvolvimento, defeitos ós-

seos causados por trauma, doenças infecciosas e inflamatórias (SANTOS et al., 

2005). Por possuírem ação local devem ser depositadas onde se pretende promover 

o crescimento ósseo (CIANI et al., 2006). Durante a formação óssea a BMP cria um 

ambiente adequado, que é conduzido ao desenvolvimento da medula óssea funcio-

nal (CHEN et al., 2004).  

Os eventos envolvidos na formação óssea com o uso das BMPs são seme-

lhantes ao processo de ossificação endocondral, distingui-se somente quanto ao 
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estímulo à precocidade de formação. Os eventos seguem-se a quimiotaxia e prolife-

ração de células mesenquimais, diferenciação em condroblastos e osteoblastos, cal-

cificação da matriz cartilaginosa, angiogênese, diferenciação, mineralização e remo-

delação óssea, seguida de formação de medula óssea (TSUMAKI, YOSHIKAWA, 

2005). 

Conforme BESSHO et al. (2000), as BMPs produzidas apartir de células de 

mamífero (CHO – chinês hamster ovário) com DNA modificado, por meio do proces-

so de clonagem e recombinação são denominadas rhBMPs (Proteínas morfogenéti-

cas ósseas recombinante humana). Com o objetivo de aumentar à produção e dimi-

nuir os custos a rhBMP foi elaborada através da Escherichia coli. A inserção de se-

quências de genes das BMPs em partículas bacterianas e virais tem potencializado 

de modo acentuado as propriedades osteoindutoras destas proteínas. Também, 

progressos para melhor efetividade das BMPs têm proporcionado a utilização de 

modernos materiais carreadores como colágenos, hidroxiapatita, polímeros biode-

gradáveis, dentre outros (BARROS et al., 2006). 

Os tipos de BMP-2 a BMP-9 são membros da família do fator de crescimento 

transformador beta (TGFβ) (CHENG et al., 2003). JOYCE, JINGUSHI, BOLANDER 

(1990) referiram que o TGFβ é um importante regulador da proliferação celular, 

diferenciação e síntese da matriz extracelular, sendo a BMP-2 conhecida como pro-

teína osteoindutiva humana dois (rhBMP-2). As BMPs totalizam um conjunto de pelo 

menos dezoito diferentes proteínas, com composição e consequência biológica vari-

adas, apresentam potencial indutor em sítios específicos de múltiplos tecidos (MA-

RIE, 1997).  

Com a utilização das BMPs ocorre redução significativa do tempo de forma-

ção do calo ósseo e sem qualquer reação adversa no foco de aplicação do produto 

em fratura distal de rádio e ulna em cães (DELLA NINA et al., 2007). Não foi obser-

vada relação de toxicidade após aplicação de BMP tanto em tecido muscular como 

em ósseo. A implantação de doses crescentes de rhBMP-2 pode acelerar a forma-

ção óssea, ou seja, a dose de proteína aplicada é diretamente proporcional ao de-

senvolvimento ósseo. A BMP-2 atua sendo capaz de induzir o processo de ossifica-

ção endocondral e no restabelecimento da consolidação óssea. As células mesen-

quimais indiferenciadas migram para o local da implantação onde ocorre prolifera-

ção. Os condrócitos se hipertrofiam e a cartilagem torna-se calcificada após um pe-

ríodo de sete dias da BMP inoculada. Aos 14 dias da inoculação os osteoclastos e 
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osteoblastos se apresentam abundantes ocorrendo à remodelação da cartilagem 

calcificada. Observa-se um aumento significativo na vascularização do implante a-

través das células hematopoiéticas e endoteliais e posterior substituição óssea 

(WANG et al., 1990).  

A rhBMP-2 é capaz de regular marcadores fenotípicos de osteoblastos madu-

ros, como a atividade da fosfatase alcalina, síntese de colágeno e a expressão da 

osteocalcina. Também é capaz de aumentar a expressão de indicadores de osteo-

blastos em culturas de células mesenquimais pluripotentes, o que indica que a 

rhBMP-2 regula o acesso de células indiferenciadas para os locais de diferenciação 

específicos (HANADA, DENNIS, CAPLAN, 1997). 

A atividade das BMPs é autorregulada, porém o fator que interferi neste pro-

cesso de expressão inibitória e controlada por meio da regulação autócrina. A BMP-

2 pode se unir a outras BMPs sendo capaz de evitar que estas proteínas desempe-

nhem atividade estimulatória unida ao receptor específico da membrana celular. O-

corre o mecanismo de controle local entre os efeitos de formação de osso e efeitos 

reversos deste processo (CANALIS, ECONOMIDES, GAZZERRO, 2003). 

As rhBMP-2 carregadas em esponjas de colágeno foram aprovados recente-

mente pela Administração Federal de Alimentos e Medicamentos (FDA) para uso 

clínico no tratamento de fraturas de ossos longos (WHITE et al., 2007). Além da utili-

zação em vários modos de tratamento, como na regeneração óssea associada com 

implantes dentários, e quando não se estabelece a união de esqueletos e na fusão 

espinhal (DE BIASE, CAPANNA, 2007; GAUTSCHI, FREY, ZELLWEGER, 2007; 

PACHECO et al., 2010). No tratamento de alterações na coluna adquiridas ou dege-

nerativas a proteína morfogenética óssea recombinante humana (rhBMP) tem sido 

utilizada para promover a fusão óssea autógena. O processo ocorre através de uma 

série de medidas que incluem a inflamação, a formação de fibrocartilagem, a ossifi-

cação endocondral e remodelação final (JEONG, SANDHU, FARMER, 2005). A utili-

zação de rhBMP-2 demonstra o potencial indutor de incremento na densidade óssea 

em processos reparadores, tanto nos aspectos clínicos quanto em radiográficos em 

humanos (PACHECO et al., 2010). O uso da rhBMP-2 associada ao enxerto alógeno 

em ratos induziu a neoformação óssea, e a incorporação ocorreu de forma rápida e 

efetiva no defeito osteocondral (JORGE, 2004). 

 A aplicação de rhBMP-2 em mioblastos obstrui a expressão de seus marcado-

res específicos que passam a apresentar fatores de expressão típicos de células 
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ósseas. A habilidade osteoindutora pode estar vinculada as células distintas do teci-

do ósseo. As BMPs desempenham importante função na diferenciação das células 

mesenquimais em condrócitos e osteoblastos. Portanto, pesquisas vêm sendo reali-

zadas com o uso da rhBMP-2 de modo a aperfeiçoar a qualidade da cicatrização 

óssea.(BARROS et al., 2006). 

 Foi avaliado por MINAMIDE et al. (2001), dois sistemas de carreamento para 

as BMPs, o colágeno tipo I e uma estrutura porosa (cerâmica óssea verdadeira). 

Observaram que a estrutura porosa demonstrou maior eficiência quando comparado 

ao colágeno, ocorrendo uma rápida fusão lombar da coluna vertebral em coelhos. O 

uso adequado do material carreador promoveu a liberação gradual da rhBMP-2 no 

local da implantação. Visto que, estas proteínas são facilmente solubilizadas e elimi-

nadas dos tecidos após a implantação. Com este objetivo, tem sido utilizados carre-

adores como osso desmineralizado, colágeno e vários polímeros sintéticos (NIE-

DERWANGER, URIST, 1996; LI, WOSNEY, 2001). 

 De acordo com TORIUMI, ROBERTSON (1993), a eficiência do material car-

reador é indispensável para obtenção de melhores resultados ou não dos enxertos 

ósseos indutores quando realizado as cirurgias reconstrutivas. O carreador ideal de-

ve garantir uma distribuição constante sem deixar que o material implantado exceda 

os limites do meio e aumentar a exposição dos tecidos do paciente à substância de 

crescimento. O material deve também ser absorvido à medida que advém a forma-

ção óssea, biodegradável, biocompatível, seguro e estabelecido de acordo com a 

forma e tamanho apropriado para o enxerto. 

 

II.b. Enxertos osteocondrais alógenos 
 

Na ortopedia veterinária a enxertia óssea é o processo de opção na reposição 

de perdas e falhas ósseas em fraturas e ressecções amplas. É necessário no pro-

cesso cirúrgico que os ossos para os implantes sejam antecipadamente retirados do 

animal doador, sob assepsia e conservados em meio adequado. Além disso, é in-

dispensável que o método de conservação seja viável, de uso simples e de baixo 

custo (GIOSO, BENITES, KÄMPF, 2002).  

A técnica de enxerto osteocondral autólogo apresenta resultados satisfatórios 

quando utilizada para o tratamento de defeitos cartilaginosos de pequenas dimen-

sões. O sucesso depende de retirada cautelosa do enxerto, posicionamento e fixa-
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ção adequada do mesmo no leito receptor. É preciso rigor quanto à retirada e assen-

tamento do enxerto no local do defeito no sentido de minimizar o dano aos condróci-

tos e aceitar perfeita congruência entre o enxerto e a zona receptora (CHANAMÉ, 

2000). 

Enxertos de ossos esponjosos são usados para propiciar células vivas e fato-

res de crescimento que estimulem a produção de osso novo. No entanto, os enxer-

tos ou implantes corticais proporcionam inicialmente uma sustentação mecânica, 

onde atuam como preenchedores de espaço ou escoras de sustentação de peso. 

Também funcionam como apoio para intracrescimento de osso novo do hospedeiro. 

O processo de penetração de capilares, tecidos perivascular e células osteoprogeni-

toras, provenientes do leito receptor no interior da estrutura de um implante ou en-

xerto, denomina-se osteocondução (STEVENSON, 1996). 

Os aloenxertos ósseos corticais são biodegradáveis e frequentemente usados 

no tratamento de fraturas em mamíferos (AMENDOLA et al., 2008). As propriedades 

biomecânicas do enxerto podem ser modificadas conforme a técnica empregada e o 

tempo de preservação utilizado (DINGEE, 2005; SAMPAIO et al., 2009). 

Uma das principais propriedades atribuídas aos enxertos ósseos é a osteoin-

dução (ALEXANDER, 1987). No processo de osteoindução as células mesenquimais 

são estimuladas a se converterem em condroblastos e osteoblastos que produzem a 

matriz óssea mineralizada, estas alterações são geradas por vários fatores que se 

distinguem inclusive pelas proteínas morfogenéticas do osso (BMP). O enxerto corti-

cal assim como o esponjoso contém BMP em sua matriz (STEVENSON, 1998; 

MARTINEZ, WALKER, 1999). 

Diversos fatores determinam a incorporação bem sucedida do osso enxerta-

do. Destacam-se o tipo do enxerto ósseo, o local de acolhimento, a vascularização 

da interface do enxerto e enxerto-hospedeiro, a imunocompatibilidade entre o doa-

dor, técnicas de preservação, presença de citocinas, fatores de crescimento e fato-

res sistêmicos (JEONG, SANDHU, FARMER, 2005). O enxerto alógeno envolve dife-

renças entre códigos genéticos do receptor e doador, pode haver respostas imunes 

ocasionando reabsorção óssea (JANEWAY, 2002). 

Existem diversos estágios de incorporação do enxerto alógeno esponjoso no 

foco de fratura. Inicialmente ocorre a formação de hematoma, que e reabsorvido en-

tre uma e duas semanas, e após a resposta inflamatória que ocorre em intervalo de 

minutos ou horas. Surgem alças capilares transcorridos cinco dias com o processo 
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de revascularização e osteoindução. Em vinte dias o tecido necrótico é reabsorvido 

e o enxerto é revascularizado. A remodelação continua com corticalização e meduli-

zação (MILLIS, MARTINEZ, 2003). 

 

II.c. Conservação dos enxertos 

 

Existem vários métodos utilizados na preservação de ossos, como congela-

mento (DUELAND et al., 1989), armazenamento em meio de cultura de células a 

4oC (DAVIDSON et al., 2007), a liofilização (MACEDO et al., 1999), tintura de iodo a 

2% (PINTO JÚNIOR, 1995), glicerina (OLIVEIRA, 2008), mel (AMENDOLA et al., 

2003), óxido nitroso (JOHNSON, SHOKRY, STEIN, 1985). 

O método de conservação ideal é aquele que conserva a função osteoinduto-

ra, enquanto perde a antigenicidade, contudo, a imunogenicidade dos ossos esterili-

zados em glicerina a 98% não foi determinada (STEVENSON, 2005). Foi observada 

a manutenção da atividade osteoindutora em fragmentos ósseos de ratos após a 

conservação em glicerina a 98%, durante trinta dias à temperatura ambiente que 

apesar da diferença imunogênica entre doador e receptor, o transplante ósseo não 

foi comprometido (CAVASSANI, MORAES, PADILHA FILHO, 2001) 

Ossos de cães conservados em glicerina a 98% por nove anos com medula 

óssea íntegra, foram observados preenchimento do canal medular, coloração rósea 

pálida e sem presença de ressecamento, sendo possível colheita de seu conteúdo 

com uso de seringa. Não sendo verificada rejeição do organismo (GIOSO, BENITES, 

KÄMPF, 2002). Foi comparado por AMENDOLA et al. (2008) a biomecânica da re-

sistência óssea de diáfises femorais conservadas em glicerina ou mel durante trinta 

dias. Foi notado que com a utilização da glicerina o osso continha mais resistência 

que no mel.  

O glicerol, propanotriol ou glicerina se apresenta como um líquido incolor, vis-

coso, não tóxico, higroscópico e solúvel em água. É muito empregado em formula-

ções farmacêuticas como veículo e solvente na composição de cremes, supositórios, 

elixires, xaropes, e colírios. Também é conhecido na prática laboratorial como crio-

protetor, quando utilizado em baixas concentrações (5% a 20%), sendo que, em al-

tas concentrações, possui ação preservada (SWEETMAN, 2002; REY, 2003). 

A glicerina desidrata o tecido ósseo sendo capaz de substituir a maior parte 

da água intracelular sem alterar a concentração iônica das células, atuando de forma 
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eficaz protegendo a integridade celular (PIGOSSI, 1964). Atua como antisséptico 

diante os vários gêneros de microorganismos patogênicos, agindo como bactericida 

e fungicida, exceto contra esporuladas (PIGOSSI, 1967). Age de forma eficiente a 

temperatura ambiente, pois mantém o material livre de contaminação (PINTO 

JÙNIOR, 1995; GIOSO, BENITES, KÄMPF, 2002; ZILIOTTO et al., 2003). Contudo, 

MELO et al. (1998) avaliaram bacteriologicamente aloenxertos ósseos conservados 

em glicerina e notaram o crescimento de Staphyloccocus intermedius e Staphyloc-

cocus spp em 21,4% amostras de segmentos ósseos.  

A glicerina além de ser um bom meio de conservação de fragmentos ósseos 

para utilização como enxerto, mantém a função osteoindutora e um apropriado grau 

de osteocondução, não oferece sinais de infecção e de rejeição no receptor (ZILI-

OTTO et al., 2003). É um método economicamente acessível, que dispensa o uso 

da autoclavagem e congelamento, cujas técnicas causam danos teciduais e prejudi-

cam a formação de calo ósseo no pós-cirúrgico (GIOSO, BENITES, KÄMPF, 2002). 

Os tecidos biológicos, no caso o fragmento ósseo devem permanecer conservados 

em glicerina por um período de pelo menos trinta dias e antecipadamente hidratado 

durante trinta minutos antes da implantação (DALECK et al., 1992). Por serem tóxi-

cos as células, o enxerto não deve ser mergulhado em soluções isotônicas ou sub-

meter a tratamento com uso de antibióticos (PIERMATTEI, FLO, 1997).  

 

II.d. Lesões osteocondrais 

 

O defeito osteocondral surge em pacientes que possuam cartilagem saudável, 

de procedência frequentemente traumática. Acontece após um trauma de fratura 

articular, lesão ligamentar ou meniscal, ou lesão osteocondral isolada. Outras afec-

ções, como doenças congênitas e metabólicas, podem induzir a esse tipo de lesão. 

Os defeitos osteocondrais proporcionam pouca resposta intrínseca de reparação 

tecidual, sendo a falha preenchida então por tecido fibrocartilaginoso. Embora algu-

mas lesões condrais sejam assintomáticas, estas podem evoluir para a degeneração 

da cartilagem e osteoartrose (BUCKWALTER, 1998).  

Foi descrito por SELLARDS, NHO, COLE (2002), a classificação de Outer-

bridge para caracterizar as lesões da cartilagem, que se baseia nas alterações arti-

culares, como: Grau 0: normal; Grau I: lesão articular branda; Grau II: lesões carac-

terizadas por fibrilação, com fissuras menores que 1,5 cm de diâmetro; Grau III: le-
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sões com fissuras profundas até o osso subcondral; Grau IV: lesões são diferencia-

das por expor o osso subcondral.  

Fatores relacionados à etiopatogênese da doença degenerativa osteoarticular 

indicavam alterações da vascularização óssea e alterações do osso subcondral, mas 

estas alterações são provavelmente em consequência da osteoartrose. As altera-

ções primárias da osteoartrose acontecem na cartilagem articular. Quando ocorre 

perda de proteoglicanos, rompe-se determinados pontos da zona superficial da carti-

lagem, consequentemente, libera mais proteoglicanos, que afeta a viscoelasticidade 

com evolução para a degeneração (VELLUTINI, 1997). 

Determinados procedimentos cirúrgicos visam à reparação das lesões osteo-

condrais (PETERSON et al., 2000), no entanto nenhum dos procedimentos atual-

mente utilizados é capaz de regenerar a cartilagem hialina em seu aspecto original 

(BUARQUE DE HOLANDA et al., 2010). Dessa forma, demonstra que a cartilagem 

possui capacidade restrita de autorregeneração após lesão (OCHI et al., 2004). 

O elemento de cicatrização tecidual pode ser dividido em três fases naturais: 

necrose, inflamação e reparação. Se a lesão é restrita às camadas superficiais da 

cartilagem (defeito condral) não corresponde às três fases, justamente por ser des-

provida de irrigação sanguínea a cartilagem hialina. Todavia, na presença de um 

defeito osteocondral, com exposição do osso subcondral, as três fases ocorrem fa-

cilmente (RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004). 

Segundo WAKITANI et al. (1994) o tecido de reparação, mesmo que parecido 

à cartilagem hialina em análise histológica, se difere da cartilagem articular normal, 

tanto bioquímica como biomecanicamente. Foi observado por SOUZA, DEL CARLO, 

VILORIA (2001) falhas preenchidas por cartilagem hialina com áreas de fibrocartila-

gem. No tecido de reparação foram notados vacúolos de diferentes tamanhos em 

sua camada mais superficial, o que sugeri lesão degenerativa da cartilagem de repa-

ração. Sendo o processo de reparação caracterizado como progressivo e demorado. 

As técnicas para o tratamento de lesões cartilaginosas com o uso de estimu-

lação da medula óssea e que provocam penetração do osso subcondral para alcan-

çar a zona de vascularização, estimulam a formação de coágulos de fibrina que con-

tém células primitivas pluripotenciais. Este coágulo se diferencia e se remodela o 

que resulta em tecido de reparação fibrocartilaginoso (BUCKWALTER, MANKIN, 

1997). Entre as técnicas destacam-se as perfurações múltiplas do osso subcondral, 

a artroplastia por abrasão e as microfraturas, que originam como tecido de regene-
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ração a fibrocartilagem. Contudo, a fibrocartilagem não tem as mesmas proprieda-

des mecânicas e estruturais da cartilagem hialina normal, sendo capaz de sofrer de-

generação com o passar do tempo (MINAS; NEHRER, 1997). 

 

II.e. Caracteristicas estruturais da cartilagem articular  

 

Segundo BUCKWALTER; MANKIN (1997), a cartilagem hialina possui carac-

terísticas físico-químicas específicas que garantem uma mobilidade com baixo atrito 

e durabilidade. É um tecido de alta complexidade que varia em espessura, densida-

de celular, composição da matriz e propriedades mecânicas na mesma articulação, 

entre articulações e entre espécies. Entretanto, os componentes são os mesmos em 

todas as articulações sinoviais. 

A principal função da cartilagem hialina é absorver e distribuir a carga recebi-

da sobre o osso subcondral. Isto ocorre devido sua constituição capaz de criar um 

ambiente intra-articular de baixa fricção, com lubrificação, possibilitando movimentos 

articulares recorrentes. A composição da cartilagem hialina e de condrócitos (em 

torno de 10%), uma densa matriz extracelular, constituída por fibras de colágeno tipo 

II (10-20%), proteoglicanos (10-15%) e água (60-80%). Por apresentar natureza a-

vascular, a nutrição dos condrócitos ocorre por difusão, ou seja, a partir do liquido 

sinovial, que atravessa a matriz extracelular, até atingir os condrócitos (BUCKWAL-

TER, EINHORN, SIMON, 2000). 

 A cartilagem articular demonstra diversas características segundo a camada 

que se analisa. Estas diferenças estão relacionadas com a quantidade e organiza-

ção dos componentes da matriz e dos condrócitos, o que dá às camadas caracterís-

ticas biomecânicas conforme a região. Em função destas variações divide-se a carti-

lagem em quatro camadas: superficial, média, profunda e calcificada (ANGEL, RAZ-

ZANO, GRANDE, 2003). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

III.a. Animais 

 

Colheitou-se seis articulações do joelho de cadáveres de coelhos adultos, 

machos, da raça Nova Zelândia, com peso que varia de 3,0 kg a 5,0 kg e idade a-

proximada de 90 dias. As peças foram obtidas após abate dos animais, no abate-

douro da Escola Agrotécnica Federal de Uberlândia, fiscalizado pelo serviço de ins-

peção municipal. Os doadores selecionados se apresentavam clinicamente saudá-

veis.  

A região do joelho foi submetida à tricotomia e antissepsia com iodo deger-

mante1 a 1%, álcool2 70o GL, e iodo povidona3 a 1%. Realizou-se uma incisão para-

patelar lateral de pele, divulsão do subcutâneo e incisão na cápsula articular. A pate-

la foi deslocada medialmente para exibição do sulco troclear femoral. Utilizando um 

paquímetro graduado4 mensurou-se uma área no sulco de 0,4 cm de largura x 1,0 

cm de comprimento que foi demarcada por meio de incisões na cartilagem articular 

com uma lâmina de bisturi5 no10. Com uma micro-retifica Dremel6 acoplada com um 

disco diamantado em baixa rotação perfazendo um ângulo por volta de 45o, e sobre 

gotejamento com solução fisiológica7 a 0,9%, removeu-se, da área demarcada, um 

segmento osteocartilaginoso em formato de cunha. Os enxertos foram higienizados 

diversas vezes com solução fisiológica a 0,9% para remoção de detritos impregna-

dos, e armazenados em frascos contendo solução de glicerina8 a 98%, em tempera-

tura ambiente, por um período mínimo de 30 dias até a utilização. 

 

III.b. Grupos experimentais  

 

Utilizou-se 24 coelhos adultos, machos, com idade aproximada de 18 meses, 

da raça Nova Zelândia, com peso médio 3,25 kg, provenientes do Laboratório Valée 

de Uberlândia, MG. Os animais foram alojados em gaiolas individuais, em um box 

coberto de uso exclusivo aos coelhos, com água e ração9 à vontade. Para que fos-

sem considerados aptos a participarem do experimento foram submetidos às avalia-

ções clínicas da articulação do joelho esquerdo. Foi administrado ivermectina10 a 1% 

(0,1 mg/kg, SC), para eliminação de endo e ectoparasitas. Antes do inicio do expe-
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rimento manteve-se um intervalo de quinze dias de adaptação dos animais com os 

pesquisadores e ao ambiente em que foram acomodados. O projeto foi aprovado 

pelo Comitê de Ética de Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Uberlândia, sob o protocolo 063/10. 

 Os animais foram distribuídos em dois grupos de modo aleatório e de igual 

número (n=12), sendo grupo controle (GC) e grupo tratado (GT) com proteína mor-

fogenética óssea recombinante humana 2 11. Cada grupo foi subdividido em dois 

subgrupos iguais (n=6), para avaliações aos 45 dias (GC1 e GT1) e 90 dias (GC2 e 

GT2) de pós-operatório (PO). Os coelhos foram submetidos à avaliação quanto aos 

aspectos clínicos da área operada, macroscópicos e histológicos, conforme os perí-

odos estabelecidos.  

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

a quatro horas, respectivamente. Utilizou-se como protocolo anestésico a cetamina12 

(30 mg/Kg, IM) e cloridrato de xilazina13 (5,0 mg/Kg, IM). Quando necessário, foram 

administradas subdosagens do protocolo para manutenção do plano anestésico. Pa-

ra analgesia foi administrado o cloridrato de tramadol14 (2,0 mg/Kg, SC) e 30 minutos 

antes da intervenção cirúrgica foi aplicado o antiinflamatório flunixin meglumine15 

(1,0 mg/kg, IM) e antibioticoprofilaxia ceftiofur16 (1,0 mg/Kg, IM). 

A pele na região da articulação do joelho esquerdo foi submetida à tricotomia 

e a antissepsia com iododegermante, álcool, iodo povidona. 

 

III.c. Processamento da proteína morfogenética óssea recombinante humana 

(rhBMP-2) 

 

O frasco da proteína contendo 10 µg em sua forma liofilizada foi mantido em 

refrigerador a -20o C. Previamente a sua utilização para administração no local do 

implante osteocondral, permaneceu em ambiente natural por um período de 10 mi-

nutos. Realizou-se homogeneização do frasco contendo a proteína em centrifuga a 

2000 rpm durante um minuto. A manipulação com a rhBMP-2 ocorreu em uma cape-

la de fluxo laminar17, desinfetada com álcool 70o GL e luz germicida, procedeu-se a 

diluição em 100 µL de solução com ácido acético18 a 20 mM, tornando a concentra-

ção da rhBMP-2 a 0,1 µg/µL. Alíquotas de 10 µL, ou seja, 1 µg de rhBMP-2 foi adi-

cionado ao meio DMEM (Meio de cultivo modificado de Dulbecco)19 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino20, até que a amostra atingisse o volume total de 500 
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µL. As amostras foram embaladas em tubos de eppendorff21, acondicionadas em 

caixa de isopor contendo gelo e transportadas até a sala de cirurgia experimental do 

Hospital Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia.  

 

III.d. Procedimento cirúrgico 

 

 Com o animal em decúbito dorsal foi realizada uma incisão de pele de apro-

ximadamente 4,0 cm na região parapatelar lateral da articulação do membro pélvico 

esquerdo, seguido de divulsão do tecido subcutâneo. A cápsula articular foi incisada 

cerca de 4,0 cm, e a patela luxada no sentido medial para exposição do sulco trocle-

ar femoral. Utilizando um paquímetro graduado, mensurou no sulco uma área de 0,4 

cm de largura x 1,0 cm de comprimento. Delimitou-se a área por meio de incisões na 

cartilagem articular com lâmina de bisturi no10. No local demarcado foi realizado os-

teotomia com um disco diamantado acoplado á uma micro-retifica Dremel® em baixa 

rotação e sob gotejamento de solução fisiológica a 0,9%. O disco foi mantido posi-

cionado a um ângulo em torno de 45o para remover o segmento em forma de cunha, 

preservando a aresta medial e lateral da tróclea femoral. 

 O segmento do sulco troclear foi removido com uma lâmina de bisturi, evitan-

do-se danificar as arestas da tróclea femoral e a cartilagem articular adjacente. As 

frações ósseas removidas foram lavadas por diversas vezes com solução fisiológica 

a 0,9% para remoção de sangue e resíduos ósseos, e em seguida colocados em 

frascos contendo glicerina a 98% e conservados por um período mínimo de 30 dias. 

Os enxertos osteocondrais alógenos conservados em glicerina previamente a sua 

implantação ao sítio receptor, foram lavados e hidratados com solução fisiologica a 

0,9% durante 30 minutos e com as bordas enxerto/receptor adaptadas para evitar 

depressão entre as superfícies cartilaginosas do implante e do leito. 

Após o posicionamento do enxerto, a patela foi recolocada no sulco troclear 

do fêmur. Com fio poliglactina 91022, no 4-0 a cápsula articular foi aproximada com 

pontos simples isolados e a redução do espaço subcutâneo utilizou-se poliglactina 

910 no 4-0, em sutura ziguezague. Para síntese de pele empregou-se o mononái-

lon23 no 3-0, com pontos simples isolados.  

Nos animais do grupo controle (GC) realizou-se somente a implantação oste-

ocondral alógena. Nos do grupo tratado (GT), após enxertia e sutura da cápsula arti-
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cular, foi inoculado intracapsular, 1,0 mL, 1 µg rhBMP-2, diluída em DMEM contendo 

10% de soro fetal bovino. 

 

III.e. Pós-operatório 

 

 Os animais foram mantidos com colar “elisabetano” elaborado com filmes ra-

diográficos, para evitar que interferisse na ferida cirúrgica. O local da incisão de pele 

foi higienizado duas vezes ao dia, com gazes embebidas de solução fisiológica a 

0,9% e aplicação tópica de iodo povidine. Seguido da administração tópica de rifa-

micina spray24 por durante 10 dias, momento da remoção dos pontos. Prescreveu-se 

como analgésico o cloridrato de tramadol (2,0 mg/Kg, SC); de oito em oito horas, 

durante três dias seguidos. Realizou-se a antibioticoprofilaxia com ceftiofur (1,0 

mg/Kg, IM), uma vez ao dia durante sete dias, e como antiinflamatório a flunixin me-

glumina (1,1 mg/Kg, IM), a cada 24 horas por três dias consecutivos.  

 

III.f. Avaliação macroscópica 

 

 Transcorridos os períodos pré-estabelecidos de 45 e 90 dias de pós-

operatório os animais de cada grupo foram submetidos à eutanásia com aplicação 

de altas dosagens de tiopental sódico25 a 2,5% e cloreto de potássio26 a 10%. Con-

forme as normas recomendadas para o uso de animais em pesquisas científicas 

(CRMV-MG, 2002). Foram realizadas avaliações macroscópicas e colheitas de a-

mostras das articulações do joelho para avaliação histológica.  

As articulações foram avaliadas quanto á cicatrização das incisões, presença 

de transudato e/ou exsudato e reações teciduais anormais. Na inspeção intra-

articular foram notados os aspectos do líquido sinovial como a coloração, volume, 

viscosidade, espessura da cápsula articular, posicionamento da patela, aderências e 

crescimento tecidual. Do mesmo modo, avaliou-se a consistência, irregularidades na 

superfície do enxerto, áreas de contato com as bordas trocleares e a adesão do en-

xerto ao sítio receptor. Examinou-se também a presença de áreas com reabsorção 

óssea dos enxertos osteocondrais. 
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III.g. Processamento histológico  

 

 Decorridos os períodos de 45 e 90 dias de PO, a epífise distal do fêmur de ca-

da animal foram retiradas e armazenadas em frascos individuais, fixados em for-

mol27 a 10% por um período mínimo de 24 horas, em temperatura ambiente até a 

preparação histológica. O processamento histológico iniciou-se com a descalcifica-

ção em ácido nítrico28 a 5% durante 48 horas, sendo realizada a troca do fluído des-

calcificador de duas em duas horas. As amostras foram lavadas em água corrente 

por 12 horas. No processo de desidratação utilizou-se álcool absoluto29, com trocas 

a cada hora, durante quatro vezes. A diafanização dos materiais foi realizada com o 

uso de xilol30, e antecipadamente a inclusão em blocos, as amostras permaneceram 

imersas em parafina líquida em estufa a 70oC, durante 120 minutos. Cortes trans-

versais de 0,5 µm foram realizados na região entre o implante e o leito receptor, com 

intuito de analisar a área de transição. Os cortes foram submetidos às colorações 

com Hematoxilina-Eosina31 (HE) e tricrômico de Masson32 (TM). As lâminas foram 

analisadas em microscópio de luz (Olympus BX 60) acoplado à câmera digital 

(Olympus DP-71-12,5 MPixel)33 do laboratório de Patologia da Faculdade de 

Medicina de Uberlândia de Uberlândia/UFU, para observar as principais alterações 

histológicas encontradas. 

 

III.h. Esquematização das amostras analisadas 

 

 Para avaliação das lâminas histológicas teve como critério a intensidade da 

reação inflamatória provocada na região subcondral localizada no osso subcondral. 

A resposta inflamatória na região subcondral foi analisada com base no tipo de infil-

trado, isto é celularidade e presença de exsudato purulento. A atividade inflamatória 

foi classificada como: a. Nenhuma, que caracterizou pela ausência de sinais inflama-

tórios como células de defesa e ausência de piócitos; b. Leve, em decorrência da 

presença de células (macrófagos, linfócitos, células gigantes e multinucleadas) em 

pequena quantidade; c. Moderada, presença de células de defesa em grande quan-

tidade e ausência de piócitos e d. Intensa, grande quantidade de células de defesa e 

presença de piócitos. 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 O protocolo anestésico utilizado se mostrou adequado por ser de fácil admi-

nistração (IM), segura do fármaco e por manter um plano anestésico adequado de 

30 a 75 minutos. Pode realizar a mistura dos fármacos cetamina e xilazina na mes-

ma seringa para administração. Esta técnica é bastante utilizada em coelhos, e a 

associação minimiza os efeitos de catalepsia e delírio produzido pela quetamina em 

uso individual, além do baixo custo (MASSONE, 1988). 

 Entre as alternativas terapêuticas dos defeitos condrais do joelho em huma-

nos pode citar uma simples lavagem articular, com ou sem debridamento, onde se 

consegue remover as substâncias que degradam a cartilagem e que causam dor 

(ZHANG et al., 2008). Diferentes técnicas como perfurações, microfraturas e abra-

sões em que regeneram a superfície articular com tecido semelhante à cartilagem 

hialina, para a reparação das lesões da cartilagem articular do joelho (MITHOEFER 

et al., 2006), mosaicoplastia, transplante autólogo de condrócitos (GOBBI et al., 

2010) e utilização de enxertos alógenos osteocondrais (INOUYE et al., 2002). Con-

forme foi verificado por OLIVEIRA (2008), este trabalho fundamentou-se na repara-

ção osteocartilaginosa com o uso de enxertos alógenos conservado em glicerina a 

98%, na articulação do joelho de coelhos com a inoculação de proteína morfogenéti-

ca óssea 2, contudo sem a utilização de células tronco. 

 Os coelhos do GC e GT apresentaram boa cicatrização de pele. Durante a 

observação macroscópica do GT1 dois (16,66%) (C3 e C6) e em GT2 todos os seis 

(50%) (C1, C2, C3, C4, C5 e C6) foi notado à presença de pontos avermelhados na 

cartilagem do enxerto assim como nas laterais, sugerindo reabsorção óssea. Sendo 

que no GC foi verificado em um animal (8,33%) (C5) do GC2. Este processo pode 

ser devido à resposta imune que pode ocorrer pelo receptor do enxerto alógeno, vis-

to que, existem diferenças entre códigos genéticos do receptor e doador, de forma 

que respostas imunes de reabsorção são esperadas (Figura 1), como foi referido por 

(JANEWAY, 2002).  
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Figura 1. Pontos avermelhados nas margens do enxerto e sobre ele no coelho do grupo tratado (A - 
seta) e no do grupo controle (B - seta). 

 

 Verificou-se que o líquido sinovial no GC1 se demonstrava viscoso e de colo-

ração amarelada em quatro (33,3%) casos, já no GC2 foi observada em apenas um 

(8,33%), possivelmente deveu-se à contaminação. No entanto em um (8,33%) coe-

lho do GC1 apresentava coloração escura que sugere uma hemorragia devido à ins-

tabilidade articular (BIASI, RAHAL, LOPES, 2001). A redução da viscosidade foi ob-

servada em quatro (33,3%) animais do GC2, o que se deveu, possivelmente, pela 

liberação da enzima hialuronidase, que degradou o ácido hialurônico. Na ocorrência 

de processo inflamatório intra-articular, a diminuição da concentração do ácido hialu-

rônico, que ocasiona alteração na sua composição tanto na qualidade como na 

quantidade do liquido sinovial (LIPOWITZ, 1993; ODDIS, 1996). No grupo tratado o 

líquido sinovial apresentava-se viscoso, ausência de piócitos, com escassez na 

quantidade em quatro (33,3%) no T1 e em cinco no T2 (41,66%), quando compara-

do aos do GC.  

 Dos 24 animais avaliados, o enxerto demonstrou-se bem aderido ao leito re-

ceptor em 22 coelhos, sendo um (8,33%) do GC1 e outro do GT2 com movimenta-

ção dentro do sulco. Aparentemente encontrava-se em fase de absorção. A incorpo-

ração de enxertos não vascularizados é um processo que depende não exclusiva-

mente das propriedades biológicas do enxerto e condição do leito receptor. Depende 

também da estabilidade da fixação e da resistência mecânica ao qual o enxerto é 

submetido, além de ser um processo lento, que pode manter-se por anos (BAUER, 

MUSCHLER, 2000; GONÇALVES, HONDA, ONO, 2003). Entretanto, pode-se afir-

mar que, nesse experimento, a estabilidade no local de enxertia foi indispensável à 

incorporação leito-receptor, por oferecer formato tridimensional e conformação tra-

B A 
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becular, constituiu um arcabouço para a revascularização do implante, promovendo 

a osteocondução. 

 Durante a análise macroscópica ainda foi constatado crescimento tecidual 

cartilaginoso, localizados nos côndilos femorais, bordas trocleares, e sobre o implan-

te. No GC1 em cinco coelhos (41,66%) houve deposição tecidual nas bordas troclea-

res e sobre o enxerto, e quatro (33,3%) nos côndilos femorais. No GC2 notou-se em 

um (8,33%), dois (16,66%) e três (25%) animais, houve a formação tecidual nos 

côndilos femorais, bordas trocleares e sobre o implante alógeno, respectivamente. 

Já no GT2 houve crescimento tecidual cartilaginoso em ambas as cristas trocleares 

em dois coelhos (16,66%). Conforme AMIEL et al. (1985), não se pode estabelecer 

uma correlação exata com as características histológicas, bioquímicas ou biomecâ-

nicas dos reparos osteocondrais. Verificaram a formação de tecido novo semelhante 

à fibrocartilagem, liso, brilhante, firme, e em continuidade com a cartilagem adjacen-

te. Observações semelhantes às verificadas neste experimento.  

 Constatou-se em seis (50%) animais GC1 espessamento significativo da cáp-

sula articular fibrosa, enquanto que no grupo GC2 em somente três (25%) coelhos. 

Nos grupos tratados não foi verificado estas alterações. BRINKER, PIERMATTEI, 

FLO (1986) afirmaram que o espessamento da cápsula fibrosa está associado com 

o amadurecimento do tecido fibroso, que caracteriza uma reação inflamatória aguda 

ou crônica. O fato presenciado no grupo controle deste experimento pode ser devido 

ao processo inflamatório da ferida cirúrgica alterando a cápsula articular.  

 Observou-se aderência da cápsula articular em três (25%) animais do GT2, e 

em um (8,33%) do GT1, no GC1 em três (25%) e no GC2 em dois (16,66%) coelhos. 

As principais estruturas envolvidas no processo na união foram o implante osteo-

condral alógeno e os côndilos femorais laterais. Foi descrito por VELLOSO (2005) 

que a aderência resulta da deposição de fibrina após episódio inflamatório de trauma 

ou de manipulação cirúrgica, podendo acarretar redução do movimento articular. 

Aderências podem ocorrer também entre o tecido sinovial e a superfície articular, a 

este estado patológico de uma articulação com aderências denomina-se artrofibrose. 

Este fato ocorreu como foi descrito, possivelmente, devido à manipulação dos teci-

dos da área cirurgiada. 

 Nos coelhos do GC verificou-se formação de osteófitos periarticulares, e tam-

bém foi notado em um (8,33%) animal presença de luxação patelar medial de grau 

4. Nas áreas livres de sobrecarga ocorre o crescimento exacerbado ósseo e cartila-
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ginoso, caracterizando o osteófito. A forma e a posição do osteófito dependem do 

grau de instabilidade e da extensão da subluxação. O desenvolvimento ocorre atra-

vés da ossificação endocondral que ocorre por penetração vascular na cartilagem 

existente ou por focos de metaplasia cartilaginosa nas margens articulares onde e-

xistem inserções ligamentares e capsulares, o que caracteriza as zonas de tensão 

(BULLOUGH, 2003).  

 Formação de calo ósseo foi observada em dois (16,66%) animais do GT com 

a rhBMP-2, sendo um (8,33%) do GT1 e outro (8,33%) do GT2. A formação do calo 

plástico três semanas após a colocação do enxerto, entre as lacunas do enxerto-

leito receptor, tornam-se celular, vascularizado e com diminuição da movimentação 

do fragmento ósseo (CORNELL, LANE, 1992). Os canais circulatórios medulares e 

periosteais proliferam muito, sendo o sistema arterial medular essencial para a for-

mação do calo ósseo e o predomínio deste, amplia à medida que progride a fase de 

cicatrização (SOUZA, 2003). Com isso, verificou-se que no GT o processo de conso-

lidação e reparação óssea foi realizado de modo efetivo, fato que pode ser justifica-

do devido a administração intracapsular da rhBMP-2. 

 Durante a avaliação microscópica do GC corados com hematoxilina-eosina 

(HE) e tricrômio de Masson (TM), constatou-se em sete coelhos (58,3%) processos 

degenerativos da cartilagem do enxerto, dois (16,66%) de 45 dias e cinco (41,66%) 

de 90 dias do GC1 e GC2, respectivamente (Figura 2). Ainda foi observada em um 

(8,33%) do GC1 necrose focal da cartilagem do implante, e hemorragia. O processo 

degenerativo ou degradativo da cartilagem articular pode ter sido devido a causas 

primárias e secundárias, como doenças hereditárias, doenças endócrinas, desarran-

jos articulares e doenças inflamatórias (PELLETIER, MARTEL-PELLETIER, HO-

WELL, 2001). A técnica de enxerto osteocondral alógeno apresentou resultados sa-

tisfatórios, entretanto o êxito depende de retirada cautelosa do enxerto, posiciona-

mento e fixação adequada do mesmo no leito receptor (CHANAMÉ, 2000). Possi-

velmente, no momento do assentamento do enxerto no local do defeito não ocorreu 

perfeita congruência entre o enxerto e a zona receptora, provocando um desarranjo 

articular após o processo cirúrgico.  
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Figura 2. Fotomicrografia do implante osteocondral de coelho do GC aos 45 dias de PO. Observar 
após absorção do processo necrótico pelo organismo a formação de tecido conjuntivo (TC) 
e tecido de granulação (TG) e cicatrização na região de transição do enxerto com o sitio re-
ceptor. HE. (40X). 

 

 Entre as alterações observadas na cartilagem do enxerto em dois animais 

(16,66%) do GC ocorreram severa descamação seguida de necrose em quatro 

(33,3%) e reabsorção do osso subcondral, no entanto no GT nove (75%) houve for-

mação de fissuras. Em três (25%) coelhos foram constatados descamação, em cinco 

(41,66%) apresentaram fragmentação da cartilagem com formação de lacunas, en-

tretanto, não foi notado necrose, como pode ser observado na (Figura 3). Verificou-

se também no grupo GT hipocelularidade em seis (50%), hipercelularidade em dois 

(16,66%) e empilhamento de condrócitos em nove (75%) coelhos. Esses processos 

degenerativos são constatados na fase inicial da osteoartrite, onde ocorre fibrilação 

e irregularidades da camada superficial da cartilagem articular, que pode se esten-

der para as demais camadas com o aumento de microfissuras. O processo inicia no 

osso subcondral favorecendo a liberação de citocinas e mediadores inflamatórios 

que atingem a cartilagem promovendo a degradação (MARTEL-PELLETIER, LA-

JEUNESSE, PELLETIER, 2005; GARSTANG, STITIK, 2006). Provavelmente ocor-

reu extravasamento de mediadores inflamatórios apesar da administração de antiin-

flamatórios no pré e pós-cirúrgico. 

 

TG 

TC 
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Figura 3. Fotomicrografia da cartilagem articular de coelhos (A e B). Observar que a cartilagem do 

grupo tratado (A) e grupo controle (B) presença de fissuras (setas) e lacunas(L). HE. (A= 
400X; B= 40X). 

 

 Constatou-se depressão do enxerto em relação à cartilagem adjacente em 

doze (100%) animais, sendo nove (75%) no GT e no GC foram observados em três 

casos (25%). Em dois (16,66%) do GT1 tiveram sobrelevação. Também foi verifica-

do por OLIVEIRA (2008) no reparo do sulco troclear de coelho, desnivelamento do 

enxerto osteocondral alógeno com relação à cartilagem adjacente em dois animais 

(16,66%) num total de 24, com a inoculação de proteína morfogenética óssea e célu-

las mononucleares da medula óssea. Neste experimento a causa provável da de-

pressão do enxerto pode ser devido à pressão exercida pela patela que impulsionou 

o enxerto para dentro da cavidade receptora. Foi descrito por SOUZA, DEL CARLO, 

VILORIA (2001), que a camada mais superficial da cartilagem articular é rica em fi-

bras colágenas, que são dispostas paralelamente à superfície articular. A provável 

etiologia da sobrelevação pode ser devida a aplicação da rhBMP-2 que pode ter 

contribuído para a ampliação na atividade da síntese de colágeno pelas células pre-

sentes no tecido de reparação. 

 A integração do enxerto à cartilagem adjacente não foi verificado em três 

(25%) animais do GT1 e em um (8,33%) do GT2. Integração em uma das extremi-

dades notou-se nos coelhos C3 e C6 (16,66%) do GT1 e em cinco (41,65%) do GT2 

e em ambas as extremidades apenas um (8,33%) do GT1. Verificou-se neste expe-

rimento a ocorrência variável de osteointegração entre o implante e o leito receptor. 

Fato que provavelmente, deve-se á instabilidade no local de enxertia durante a fase 

de reparação. Também, notou-se que na avaliação histológica do GT, a falha na a-

desão foi superior ao revelado na macroscopia, não correlacionando tais achados 

(RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004).  

L 
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 Em dois (16,66%) coelhos do GT1 notou-se eburnação na cartilagem adja-

cente, ou seja, exposição do osso subcondral (Figura 4). Segundo ARRUDA (2010), 

os condrócitos podem multiplicar e constituir aglomerados celulares ocorrendo, a-

créscimo de síntese da matriz como reparação tecidual. No entanto, na fase crônica 

as enzimas degenerativas excedem a capacidade sintética e o processo de repara-

ção falha com o aumento da fibrilação e eburnação na superfície, as alterações tor-

nam-se profundas no tecido, a cartilagem é corrompida e o osso subcondral mani-

festa-se espesso. Portanto, acredita-se que neste estudo o processo de reparação 

sofreu alteração resultando em processo degenerativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Fotomicrografia da área de transição entre o implante e o leito receptor de um coelho do 
GT1 de PO. Visualizar a destruição da cartilagem adjacente ao enxerto (seta) com presença 
de eburnação (E). HE. (200X). 

 

 Foi notado em cinco (41,66%) coelhos do GC redução da espessura da carti-

lagem do enxerto e um (8,33%) do GC2 não se visualizou a cartilagem sugerindo 

reabsorção e á área foi substituída por tecido conjuntivo fibroso. Entretanto, em dois 

(16,66%) houve aumento da espessura, já no GT apenas um (8,33%) houve acrés-

cimo da cartilagem, e diminuição em sete (58,3%), porém, em todos os animais a 

cartilagem articular estava presente. Cartilagem quanto mais fina maior a predisposi-

ção a microfraturas e a aceleração da degeneração articular (SILVA, MONTANDON, 

CABRAL, 2008), ou quanto menor a capacidade de absorção de cargas na articula-

ção (DEL CARLO et al., 2007). Foi observado por HAYAMI et al. (2006), que a ins-

tabilidade altera a resultante das forças que atuam sobre a superfície articular, tanto 

E 
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na intensidade, quanto na área da carga. Podendo gerar mudanças profundas e 

progressivas na composição bioquímica e nas propriedades mecânicas da cartila-

gem articular resultando em alterações degenerativas, como a redução da espessu-

ra da cartilagem após dez semanas de experimento. Conforme BURR (2004), o es-

pessamento é uma adaptação à alteração da biomecânica da articulação, a origem e 

distribuição de forças concentradas na região superficial da cartilagem articular. Por-

tanto, tais fatos verificados neste trabalho podem ter sido devido à instabilidade da 

patela com relação ao enxerto promovendo estas alterações. 

 Na região do osso subcondral foi verificado rarefação óssea focal no GT1 em 

três coelhos (25%), e quatro (33,3%) no GT2 (Figura 5), no GC1 em apenas um 

(8,33%), e quatro (33,3%) do GC2. No GT1 cinco (41,66%) animais houve reabsor-

ção óssea em seis 50% no GT2, no GC em quatro (33,3%) animais foram observa-

dos. A rejeição aos implantes ósseos é qualificada pela reabsorção da periferia do 

implante sem a substituição por tecido reparador, e pelo aumento de fraturas com 

posterior redução do diâmetro do implante. Assim como pela redução da reparação 

do implante, pela resposta inflamatória com predominância de linfócitos, pelo tecido 

fibroso encapsulando o implante, pela oclusão de neovasos com necrose progressi-

va e ainda pela dor, edema e vermelhidão (SINIBALDI et al., 1976; ROSSO et al., 

1997). Embora tenha sido observado neste experimento tecido fibroso ao redor do 

implante, não foram notados sinais clínicos, macroscópicos ou histológicos de rejei-

ção aos implantes ósseos. 
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Figura 5. Fotomicrografia da região de reconstrução subcondral da área de transição entre o implante 
e o leito receptor. Notar rarefação óssea de coelho do grupo tratado de 90 dias de PO do 
GT2 (setas). HE. (40X). 

 

 Áreas com hipertrofia dos condrócitos, caracterizando ossificação endocon-

dral foram observadas em todos os coelhos (50%) do GT2 e em apenas três (25%) 

do GT1. Conforme foi constatado por WANG et al. (1990) que a BMP-2 atua indu-

zindo o processo de ossificação endocondral e no restabelecimento da consolidação 

óssea. O processo ocorre através de uma série de medidas que incluem a inflama-

ção, formação de fibrocartilagem, ossificação endocondral e remodelação final (JE-

ONG, SANDHU, FARMER, 2005). 

 Considerando a capacidade biomecânica articular e o impacto de compres-

sões, a reparação óssea favorece a integridade da cartilagem articular quando as 

forças a que é submetida superam a capacidade de atuação. Deve-se considerar 

ainda que o tecido fibrocartilaginoso de reparação não possua as mesmas caracte-

rísticas atribuídas devido à presença de proteoglicanos que são altamente viscosos 

e intensamente hidrofílicos. Até mesmo as propriedades coloidais extracelulares da 

matriz que são importantes para a rigidez e elasticidade da cartilagem (JUNQUEIRA, 

CARNEIRO, 2004). As lesões nas superfícies articulares que incluam toda a cartila-

gem hialina, e que penetra também no osso subcondral, são reparadas a partir de 

células mesenquimais provenientes da medula óssea, havendo a formação de fibro-

cartilagem e cartilagem semelhante à hialina, com ou sem arquitetura típica da carti-

lagem articular normal (SOUZA, DEL CARLO, VILORIA, 2000). Neste experimento, 
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verificou a formação de fibrocartilagem na zona de transição nos coelhos do GT (Fi-

gura 6), com exceção de um (8,33%) do GT1, pode-se afirmar que o processo de 

reparação óssea ocorreu de forma adequada havendo formação de fibrocartilagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fotomicrografia demonstrando a formação de fibrocartilagem (F) ao lado do implante (E) no 
coelho do grupo tratado de 45 dias de PO. TM (200X). 

 

 No GT1 foi visualizada a presença de tecido conjuntivo fibroso em dois 

(16,66%) animais no espaço subcondral e um (8,33%) na região da borda do implan-

te leito-receptor. No GT2 em todos (50%) havia sido constatados sendo, dois 

(16,66%) localizados focalmente um crescimento sobre o enxerto (Figura 7), em ou-

tro (8,33%) tecido conjuntivo fibroso com infiltrado de células inflamatórias, e os de-

mais (25%) sem constar característica marcante. QUEZINE, CARVALHO (2009) uti-

lizando proteína morfogenética óssea observou tecido conjuntivo fibroso com neo-

formação de vasos e escassas áreas de tecido ósseo neoformado. Durante a im-

plantação do enxerto osteocondral alógeno pode ter havido formação de fibrina em 

excesso sobre o enxerto, promovendo a ocorrência de tecido conjuntivo fibroso vas-

cularizado em cima da cartilagem hialina. Fato também evidenciado por OLIVEIRA 

(2006) na terapia laser associada ao sulfato de condroitina e quitosana na reparação 

de defeito osteocondral da cabeça do úmero de cães e LIMONGE et al. (2007) na 

reparação de defeito osteocondral da cabeça do úmero de cães com aplicação de 

laser a diodo de arsenieto de gálio associado à administração oral de sulfato de 

condroitina. 
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Figura 7. Fotomicrografia da região localizada na superfície da cartilagem hialina do enxerto, demons-

trando a formação de tecido conjuntivo fibroso acima desta, possivelmente devido à for-
mação de fibrina em excesso no grupo tratado (GT). HE. (200X). 

 
 Foi descrito por SHAPIRO, KOIDE, GLIMCHER (1993) que após o procedi-

mento cirúrgico, a formação de coágulo sanguíneo, o qual é substituído por uma re-

de de fibrina, ocorre à proliferação de capilares a partir da medula óssea adjacente. 

As células mesenquimais invadem a periféria do coágulo, e se distribuem por todo o 

tecido de reparação. Na camada superficial acontece a formação de uma camada 

fibrosa, com fibras colágenas orientadas paralelamente a superfície articular. E na 

porção profunda, as células mesenquimais se diferenciam em condroblastos. À me-

dida que advém a diferenciação celular, o tecido de reparação torna-se semelhante 

à cartilagem hialina. Em três (25%) animais do GT1 e do GT2 houve formação de 

cartilagem hialina na área de transição implante leito receptor, sendo que em um 

(8,33%) do GT1 houve a formação no interior da junção do enxerto (Figura 8). Os 

resultados apresentados no grupo tratado demonstram que a rhBMP-2 atuou de 

modo osteoindutivo na reparação, por meio do recrutamento de células mesenqui-

mais locais, contribuindo no processo reparativo. 
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Figura 8. Fotomicrografia da área de transição de um coelho do GT1- 45 dias de PO. Observar o teci-
do semelhante à cartilagem hialina (CH) entre enxerto (E) e cartilagem adjacente (CA). HE. 
(100X). 

 

Na avaliação histológica, os coelhos do GT evidenciaram melhores resultados 

no reparo ósseo e cartilaginoso quando observados aos do GC. Foi verificado em 

três (25%) coelhos do GT1 e em cinco (41,66%) do GT2 crescimento da cartilagem 

hialina em processo de ossificação. Sabendo-se que as células mesenquimais indi-

ferenciadas migram para o local da implantação ocorrendo proliferação, os condróci-

tos se hipertrofiam e a cartilagem torna-se calcificada após um período de sete dias 

da BMP inoculada (WANG et al., 1990). Pode-se afirmar que a rhBMP-2 atuou de 

forma efetiva no restabelecimento da consolidação óssea. 

 Constatou-se no GC a presença de infiltrados inflamatórios polimorfonuclea-

res em três coelhos (25%) e mononucleares em dois (16,67%) e piócitos em trabé-

culas ósseas em apenas um animal (8,33%), caracterizando osteomielite. Em GC 45 

dias de PO somente um coelho evidenciou concomitante infiltrado de células infla-

matórias polimorfonucleares com predominância de células mononucleares (plas-

mócitos). No GT a inflamação foi considerada leve constituída por macrófagos e cé-

lulas gigantes multinucleares com ausência de piócitos. Considerando-se um es-

quema de avaliação da inflamação na região subcondral variando de nenhuma, leve, 

moderada e intensa. Entretanto, a glicerina como meio de conservação de enxertos 

e membranas biológicas reduz a antigenicidade, além das propriedades antibacteri-

ana e antifúngica (DALECK et al., 1992). Contudo, MELO et al. (1998) avaliaram a-

CH 

E 
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loenxertos ósseos conservados em glicerina e notaram o crescimento de Staphyloc-

cocus intermedius e Staphyloccocus spp em 21,4% amostras de segmentos ósseos. 

Possivelmente, neste trabalho, a contaminação pode ser atribuída ao procedimento 

cirúrgico ou a glicerina não extinguiu as bactérias presentes nos enxertos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

V. CONCLUSÃO 

 

 O reparo do sulco troclear de coelhos com enxerto alógeno conservado em 

glicerina a 98%, associado à inoculação intra-articular da rhBMP-2, ocasiona satisfa-

tório reparo ósseo e cartilaginoso após 45 e 90 dias de pós-operatório, quando com-

parado aos animais do grupo controle.  
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APÊNDICE 

 

A. Fontes de aquisição dos materiais da pesquisa 

 
1 
Biotrat Iodopovidona. Solução degermante. LMFarma Ind. e Comércio. São José dos Campos, São 

Paulo, SP. Brasil.
 

2
 Álcool 70

o
. GL. Minasçúcar. Santa Rosa de Viterbo, São Paulo, SP. Brasil. 

3 
Iodopovidona. Geyer Medicamentos. Porto Alegre, RS. Brasil. 

4
 Paquímetro graduado. Produzido por Worker distribuído por FNCL. Brasil. 

5
 Lâmina de bisturi n

o 
10. Cirúrgica Passos. Curitiba, PR. Brasil. 

6 
Dremel. Importado por Robert Bosch. Campinas, SP. Brasil. 

7 
Cloreto de Sódio 0,9%. Sanobiol. Pouso Alegre, MG. Brasil. 

8
 Glicerina 98%. Indústria Rioquímica, São José do Rio Preto, SP. Brasil. 

9
 Ração para coelhos Coelhão. BN & F Agronegócios. Uberlândia, MG. Brasil. 

10 
Ivermectina 1%. Merial. Campinas, SP. Brasil. 

11.
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2. Gibco. Invitrogen. São Paulo, SP. Brasil. 

12 
Cetamin. Syntec. Patrocínio Paulista, SP. Brasil. 

13 
Cloreto de xilazina. Virbaxyl. Virbac Saúde Animal. Jurubatuba, SP. Brasil. 

14 
Tramal. União Química Farmacêutica Nacional. Pouso Alegre, MG. Brasil. 

15 
Banamine. Injetável. Schering-Plough Saúde Animal Indústria e Comércio. Cotia, SP. Brasil 

16 
Ceftiofur. Pfizer Saúde Animal. Belo Horizonte, MG. Brasil. 

17 
Capela de fluxo laminar. Lupe Indústria e Comércio. São Paulo, SP. Brasil. 

18 
Ácido acético. Casquímica Produtos Químicos. Diadema, SP. Brasil. 

19 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Invitrogen Brasil. São Paulo, SP. Brasil. 

20.
Fetal Bovine Serum. Gibco. Invitrogen Brasil. São Paulo, SP. Brasil. 

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

22 
Vicryl 4-0. Ethicon. São Paulo, SP. Brasil. 

23.
Nylon 3-0. Polysuture Indústria e Comércio. São Sebastião do Paraíso, MG. Brasil.  

24 
Rifocina spray. Hoechst Marion Roussel. Suzano, SP. Brasil. 

25.
Tiopental sódico 2,5%. Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos. Campinas, SP. Brasil. 

26 
Cloreto de potássio 10%. Darrow Laboratórios S.A. Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 

27 
Formol 10%. Start Química. Uberlândia, MG. Brasil. 

28 
Ácido Nítrico. SPLabor equipamentos para laboratórios. Prudente, SP. Brasil. 

29 
Álcool Absoluto. Indústria e Comércio Engarrafadora de Álcool Absoluto. Dois Córregos, SP. Brasil. 

30.
Xilol. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. Brasil. 

31 
Hematoxilina-Eosina. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. Brasil 

32.
Tricrômio Mallory. Interlab distribuidora de produtos científicos. São Paulo, SP. Brasil. 

33 
Microscópio de luz Olympus DP-71. New York microscope Company Inc. DBA YScopes. Com. Hick-

sville, New York. EUA. 


