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ENXERTO OSTEOCONDRAL ALOGENO, ASSOCIADO A INOCULACAO
DE PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA NO REPARO DO
SULCO TROCLEAR DE COELHOS

RESUMO

Vinte e quatro coelhos da raca Nova Zelandia, adultos, machos foram sepa-
rados em dois grupos de igual numero, controle (GC) e tratado (GT) com proteina
morfogenética 6ssea recombinante humana 2. Os grupos foram subdivididos para
avaliacoes aos 45 (C1 e T1) e 90 dias (C2 e T2). Realizou-se uma incisdo parapate-
lar lateral no joelho esquerdo sobre a pele e capsula articular. A patela foi deslocada
medialmente e um segmento do sulco troclear foi removido. No GC e GT foi preen-
chido por enxerto osteocondral aldgeno conservados em glicerina a 98%. Nos coe-
Ihos do GT foram administrados intra-articular 1 pug de proteina morfogenética 6ssea
2 (rhBMP-2). Observou-se aderéncia da capsula articular em quatro (33,3%) animais
do GT, e em cinco (41,66%) do GC. Entre as alteracdes encontradas na cartilagem
do enxerto verificou-se, severa descamacao em dois animais (16,66%) seguida de
necrose em quatro (33,3%), ja no GT em trés (25%) coelhos constatou-se descama-
¢do, mas sem presenca de necrose. Verificou-se em oito (66,66%) coelhos do GT
crescimento da cartilagem hialina em processo de ossificagdo. A inoculacao intra-
articular da rhBMP-2 no reparo do sulco troclear de coelhos com enxerto osteocon-
dral alégeno conservado em glicerina, ocasiona satisfatorio reparo 6sseo e cartilagi-

noso apos 45 e 90 dias de pos-operatorio.

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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l. INTRODUCAO

Lesdes provenientes da cartilagem articular que atingem apenas a superficie
e ndo envolvem o 0sso subcondral, possuem escassa capacidade intrinseca de re-
paracdo. Fato que decorre da auséncia de irrigacdo sanguinea e, dependéncia da
vascularizagdo oriunda da medula éssea para que ocorra migracdo de células me-
senquimais responséaveis pelo processo de cicatrizacdo (LAMMI et al., 2001; SOU-
ZA, DEL CARLO, VILORIA, 2001).

Em casos de lesédo profunda, a dificuldade ndo se situa na reparacdo que €
rapida, mas, na natureza do material que preenche a leséo, que embora cartilagino-
SO possa apresentar caracteristicas fibrosas (TRIPPEL, MANKIN, 1996).

Segundo DAMASCENO et al. (2009), o uso dos enxertos aldgenos tém sido
indicado como uma opcéo segura que oferece menor morbidade aos procedimentos
cirargicos. Além disso, é capaz de reduzir o desconforto pos-operatério, possui baixa
antigenicidade, oferece potencial satisfatorio de incorporagéo, neoformacéo 0ssea e
baixo potencial de transmisséo de doencas (BATISTA, CABRAL, 2008).

As proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) apresentam varias possibilida-
des de aplicacéo, se destaca nas areas de ortopedia, odontologia e outras que en-
volve a diferenciacdo celular. Ja que representam fatores indutores, aptos a estimu-
lar a diferenciacao de células fonte-mesenquimais em células especializadas, capaz
de induzir a neoformacéo e o reparo do tecido 6sseo (SANTOS et al., 2005).

A capacidade de induzir a osteogénese da BMP ¢ influenciada por diversos
fatores, como a fonte e o potencial osteoindutivo na preparacdo da BMP, a viabilida-
de morfogenética 6ssea, a habilidade de inducdo das células osteoprogenitoras do
hospedeiro e do local da implantacdo (EKELUND, BROSJO, NILSSON, 1991).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a eficiéncia do reparo 6sseo e cartilagino-
so do sulco troclear dos coelhos, submetidos a implantacdo de enxerto osteocondral

aldgeno conservado em glicerina a 98% e inoculacédo de rhBMP-2.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

Il. a. Proteinas morfogenéticas 6sseas

As proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs) sao definidas como um grupo de
fatores de crescimento denominado como citocinas (REDDI, REDDI, 2009). Possu-
em a capacidade de induzir a formacéo de 0sso 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 pleiotrépicos de volume
0sseo, organogénese esquelético e regeneracdo 0ssea apo0s uma fratura. Funcio-
nam como agentes de sinalizacdo que interfere nos eventos celulares como a proli-
feracéo, diferenciacéo e sintese da matriz extracelular (VALDES et al., 2009).

A atividade das (BMPs) foi reconhecida por URIST (1965) onde evidenciaram
gue a matriz 0ssea desmineralizada pode aumentar a formacéo de cartilagem e os-
so em tecidos moles. URIST, STRATES (1971) verificaram uma proteina fator de
crescimento que induz a formacéo 0ssea ectopica que se denominou proteina mor-
fogenética 0ssea.

A BMP presente em 0sso bovino foi purificada através da obtencéo de dados
sobre a identificacdo e clonagem molecular dos fatores com atividade da proteina
morfogenética 0ssea. Portanto, tornou-se possivel a clonagem das BMPs (BMP2 a
BMP9) em que desempenham a funcéo inibitéria ou estimulatoria sobre as células
osteoprogenitoras, dependendo do estagio de diferenciacdo celular atuante (WOS-
NEY et al., 1988).

As recomendacdes para a utilizacdo das BMPs estdo associadas, sobretudo a
grandes perdas 0sseas, decorrentes de anomalias do desenvolvimento, defeitos 6s-
seos causados por trauma, doencas infecciosas e inflamatérias (SANTOS et al.,
2005). Por possuirem acao local devem ser depositadas onde se pretende promover
o crescimento 6sseo (CIANI et al., 2006). Durante a formacao 6éssea a BMP cria um
ambiente adequado, que € conduzido ao desenvolvimento da medula éssea funcio-
nal (CHEN et al., 2004).

Os eventos envolvidos na formag¢do 6ssea com o0 uso das BMPs sdo seme-

Ihantes ao processo de ossificacdo endocondral, distingui-se somente quanto ao
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estimulo a precocidade de formacao. Os eventos seguem-se a quimiotaxia e prolife-
racdo de células mesenquimais, diferenciacdo em condroblastos e osteoblastos, cal-
cificacdo da matriz cartilaginosa, angiogénese, diferenciagdo, mineralizacao e remo-
delacdo 6ssea, seguida de formacdo de medula éssea (TSUMAKI, YOSHIKAWA,
2005).

Conforme BESSHO et al. (2000), as BMPs produzidas apartir de células de
mamifero (CHO — chinés hamster ovario) com DNA modificado, por meio do proces-
so de clonagem e recombinacdo sdo denominadas rhBMPs (Proteinas morfogenéti-
cas 6sseas recombinante humana). Com o objetivo de aumentar a producéo e dimi-
nuir os custos a rhBMP foi elaborada através da Escherichia coli. A insercdo de se-
guéncias de genes das BMPs em particulas bacterianas e virais tem potencializado
de modo acentuado as propriedades osteoindutoras destas proteinas. Também,
progressos para melhor efetividade das BMPs tém proporcionado a utilizagdo de
modernos materiais carreadores como colagenos, hidroxiapatita, polimeros biode-
gradaveis, dentre outros (BARROS et al., 2006).

Os tipos de BMP-2 a BMP-9 sdo membros da familia do fator de crescimento
transformador beta (TGFB) (CHENG et al., 2003). JOYCE, JINGUSHI, BOLANDER
(1990) referiram que o TGFB é um importante regulador da proliferacéo celular,
diferenciacao e sintese da matriz extracelular, sendo a BMP-2 conhecida como pro-
teina osteoindutiva humana dois (rhBMP-2). As BMPs totalizam um conjunto de pelo
menos dezoito diferentes proteinas, com composicdo e consequéncia bioldgica vari-
adas, apresentam potencial indutor em sitios especificos de multiplos tecidos (MA-
RIE, 1997).

Com a utilizacdo das BMPs ocorre reducéao significativa do tempo de forma-
cdo do calo 6sseo e sem qualquer reacao adversa no foco de aplicacdo do produto
em fratura distal de radio e ulna em cées (DELLA NINA et al., 2007). Nao foi obser-
vada relacdo de toxicidade apés aplicacdo de BMP tanto em tecido muscular como
em 0sseo. A implantacdo de doses crescentes de rhBMP-2 pode acelerar a forma-
cdo 0Ossea, ou seja, a dose de proteina aplicada é diretamente proporcional ao de-
senvolvimento 6sseo. A BMP-2 atua sendo capaz de induzir o processo de ossifica-
cdo endocondral e no restabelecimento da consolidacdo 6ssea. As células mesen-
guimais indiferenciadas migram para o local da implantacdo onde ocorre prolifera-
¢cdo. Os condrdcitos se hipertrofiam e a cartilagem torna-se calcificada apés um pe-

riodo de sete dias da BMP inoculada. Aos 14 dias da inoculagcdo os osteoclastos e
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osteoblastos se apresentam abundantes ocorrendo a remodelagdo da cartilagem
calcificada. Observa-se um aumento significativo na vascularizagédo do implante a-
través das células hematopoiéticas e endoteliais e posterior substituicdo 6ssea
(WANG et al., 1990).

A rhBMP-2 é capaz de regular marcadores fenotipicos de osteoblastos madu-
ros, como a atividade da fosfatase alcalina, sintese de coldgeno e a expressdo da
osteocalcina. Também é capaz de aumentar a expresséo 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 diferenciacédo
especificos (HANADA, DENNIS, CAPLAN, 1997).

A atividade das BMPs é autorregulada, porém o fator que interferi neste pro-
cesso de expressao inibitoria e controlada por meio da regulacéo autocrina. A BMP-
2 pode se unir a outras BMPs sendo capaz de evitar que estas proteinas desempe-
nhem atividade estimulatéria unida ao receptor especifico da membrana celular. O-
corre o mecanismo de controle local entre os efeitos de formac&o de osso e efeitos
reversos deste processo (CANALIS, ECONOMIDES, GAZZERRO, 2003).

As rhBMP-2 carregadas em esponjas de colageno foram aprovados recente-
mente pela Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (FDA) para uso
clinico no tratamento de fraturas de ossos longos (WHITE et al., 2007). Além da utili-
zacao em varios modos de tratamento, como na regeneragcao 0ssea associada com
implantes dentarios, e quando ndo se estabelece a unido de esqueletos e na fuséo
espinhal (DE BIASE, CAPANNA, 2007; GAUTSCHI, FREY, ZELLWEGER, 2007;
PACHECO et al., 2010). No tratamento de alteragdes na coluna adquiridas ou dege-
nerativas a proteina morfogenética 6ssea recombinante humana (rhBMP) tem sido
utilizada para promover a fusdo 6ssea autdégena. O processo ocorre através de uma
série de medidas que incluem a inflamacéao, a formacéo de fibrocartilagem, a ossifi-
cacao endocondral e remodelacéo final (JEONG, SANDHU, FARMER, 2005). A utili-
zacao de rhBMP-2 demonstra o potencial indutor de incremento na densidade 6ssea
em processos reparadores, tanto nos aspectos clinicos quanto em radiograficos em
humanos (PACHECO et al., 2010). O uso da rhBMP-2 associada ao enxerto alégeno
em ratos induziu a neoformacao 0ssea, e a incorporacdo ocorreu de forma rapida e
efetiva no defeito osteocondral (JORGE, 2004).

A aplicacao de rhBMP-2 em mioblastos obstrui a expressao de seus marcado-

res especificos que passam a apresentar fatores de expressao tipicos de células
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0sseas. A habilidade osteoindutora pode estar vinculada as células distintas do teci-
do 6sseo. As BMPs desempenham importante fungdo na diferenciacdo das células
mesenquimais em condrécitos e osteoblastos. Portanto, pesquisas vém sendo reali-
zadas com o uso da rhBMP-2 de modo a aperfeicoar a qualidade da cicatrizacéo
0ssea.(BARROS et al., 2006).

Foi avaliado por MINAMIDE et al. (2001), dois sistemas de carreamento para
as BMPs, o colageno tipo | e uma estrutura porosa (ceramica 0ssea verdadeira).
Observaram que a estrutura porosa demonstrou maior eficiéncia quando comparado
ao colageno, ocorrendo uma rapida fus@o lombar da coluna vertebral em coelhos. O
uso adequado do material carreador promoveu a liberacdo gradual da rhBMP-2 no
local da implantacédo. Visto que, estas proteinas séo facilmente solubilizadas e elimi-
nadas dos tecidos apds a implantagcdo. Com este objetivo, tem sido utilizados carre-
adores como o0sso desmineralizado, colageno e varios polimeros sintéticos (NIE-
DERWANGER, URIST, 1996; LI, WOSNEY, 2001).

De acordo com TORIUMI, ROBERTSON (1993), a eficiéncia do material car-
reador é indispensavel para obtencdo de melhores resultados ou ndo dos enxertos
0sseos indutores quando realizado as cirurgias reconstrutivas. O carreador ideal de-
ve garantir uma distribuicdo constante sem deixar que o material implantado exceda
os limites do meio e aumentar a exposicao dos tecidos do paciente a substancia de
crescimento. O material deve também ser absorvido a medida que advém a forma-
cado Ossea, biodegradavel, biocompativel, seguro e estabelecido de acordo com a

forma e tamanho apropriado para o enxerto.

Il.b. Enxertos osteocondrais alégenos

Na ortopedia veterinaria a enxertia 0ssea € 0 processo de opcao na reposi¢ao
de perdas e falhas 6sseas em fraturas e resseccdes amplas. E necessario no pro-
Cesso cirdrgico que 0s 0Ss0Ss para 0s implantes sejam antecipadamente retirados do
animal doador, sob assepsia e conservados em meio adequado. Além disso, € in-
dispensavel que o método de conservacado seja viavel, de uso simples e de baixo
custo (GIOSO, BENITES, KAMPF, 2002).

A técnica de enxerto osteocondral autélogo apresenta resultados satisfatorios
guando utilizada para o tratamento de defeitos cartilaginosos de pequenas dimen-

sOes. O sucesso depende de retirada cautelosa do enxerto, posicionamento e fixa-
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¢éo adequada do mesmo no leito receptor. E preciso rigor quanto a retirada e assen-
tamento do enxerto no local do defeito no sentido de minimizar o dano aos condréci-
tos e aceitar perfeita congruéncia entre o enxerto e a zona receptora (CHANAME,
2000).

Enxertos de 0ssos esponjosos sdo usados para propiciar células vivas e fato-
res de crescimento que estimulem a produgéo de osso novo. No entanto, 0s enxer-
tos ou implantes corticais proporcionam inicialmente uma sustentacdo mecanica,
onde atuam como preenchedores de espaco ou escoras de sustentacdo de peso.
Também funcionam como apoio para intracrescimento de 0sso novo do hospedeiro.
O processo de penetracdo de capilares, tecidos perivascular e células osteoprogeni-
toras, provenientes do leito receptor no interior da estrutura de um implante ou en-
xerto, denomina-se osteoconducéao (STEVENSON, 1996).

Os aloenxertos 0sseos corticais sdo biodegradaveis e frequentemente usados
no tratamento de fraturas em mamiferos (AMENDOLA et al., 2008). As propriedades
biomecanicas do enxerto podem ser modificadas conforme a técnica empregada e o
tempo de preservacao utilizado (DINGEE, 2005; SAMPAIO et al., 2009).

Uma das principais propriedades atribuidas aos enxertos 0sseos € a osteoin-
ducéo (ALEXANDER, 1987). No processo de osteoinducédo as células mesenquimais
séo estimuladas a se converterem em condroblastos e osteoblastos que produzem a
matriz 6ssea mineralizada, estas alteracbes sdo geradas por varios fatores que se
distinguem inclusive pelas proteinas morfogenéticas do osso (BMP). O enxerto corti-
cal assim como o0 esponjoso contétm BMP em sua matriz (STEVENSON, 1998;
MARTINEZ, WALKER, 1999).

Diversos fatores determinam a incorporacdo bem sucedida do 0sso enxerta-
do. Destacam-se o tipo do enxerto 6sseo, o local de acolhimento, a vascularizacao
da interface do enxerto e enxerto-hospedeiro, a imunocompatibilidade entre o doa-
dor, técnicas de preservacao, presenca de citocinas, fatores de crescimento e fato-
res sistémicos (JEONG, SANDHU, FARMER, 2005). O enxerto alégeno envolve dife-
rencas entre cédigos genéticos do receptor e doador, pode haver respostas imunes
ocasionando reabsorcéo 6ssea (JANEWAY, 2002).

Existem diversos estagios de incorporacdo do enxerto aldgeno esponjoso no
foco de fratura. Inicialmente ocorre a formacdo de hematoma, que e reabsorvido en-
tre uma e duas semanas, e apés a resposta inflamatoria que ocorre em intervalo de

minutos ou horas. Surgem alcas capilares transcorridos cinco dias com 0 processo
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de revascularizacdo e osteoinducéo. Em vinte dias o tecido necrotico € reabsorvido
e 0 enxerto é revascularizado. A remodelagdo continua com corticalizacdo e meduli-
zacdo (MILLIS, MARTINEZ, 2003).

Il.c. Conservacado dos enxertos

Existem varios métodos utilizados na preservacdo de 0ssos, como congela-
mento (DUELAND et al., 1989), armazenamento em meio de cultura de células a
4°C (DAVIDSON et al., 2007), a liofilizagcdo (MACEDO et al., 1999), tintura de iodo a
2% (PINTO JUNIOR, 1995), glicerina (OLIVEIRA, 2008), mel (AMENDOLA et al.,
2003), 6xido nitroso (JOHNSON, SHOKRY, STEIN, 1985).

O método de conservacao ideal € aquele que conserva a funcéo osteoinduto-
ra, enquanto perde a antigenicidade, contudo, a imunogenicidade dos ossos esterili-
zados em glicerina a 98% néo foi determinada (STEVENSON, 2005). Foi observada
a manutencao da atividade osteoindutora em fragmentos 0sseos de ratos apos a
conservacao em glicerina a 98%, durante trinta dias a temperatura ambiente que
apesar da diferenca imunogénica entre doador e receptor, o transplante 6sseo néao
foi comprometido (CAVASSANI, MORAES, PADILHA FILHO, 2001)

Ossos de caes conservados em glicerina a 98% por nove anos com medula
0ssea integra, foram observados preenchimento do canal medular, coloracdo résea
palida e sem presenca de ressecamento, sendo possivel colheita de seu contetudo
com uso de seringa. Nao sendo verificada rejeicdo do organismo (GIOSO, BENITES,
KAMPF, 2002). Foi comparado por AMENDOLA et al. (2008) a biomecanica da re-
sisténcia 0ssea de diafises femorais conservadas em glicerina ou mel durante trinta
dias. Foi notado que com a utilizacdo da glicerina 0 0sso continha mais resisténcia
gue no mel.

O glicerol, propanotriol ou glicerina se apresenta como um liquido incolor, vis-
coso, ndo toxico, higroscopico e sollvel em agua. E muito empregado em formula-
¢Oes farmacéuticas como veiculo e solvente na composi¢cédo de cremes, supositorios,
elixires, xaropes, e colirios. Também é conhecido na pratica laboratorial como crio-
protetor, quando utilizado em baixas concentracdes (5% a 20%), sendo que, em al-
tas concentracdes, possui acdo preservada (SWEETMAN, 2002; REY, 2003).

A glicerina desidrata o tecido 6sseo sendo capaz de substituir a maior parte

da &gua intracelular sem alterar a concentracao iénica das células, atuando de forma
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eficaz protegendo a integridade celular (PIGOSSI, 1964). Atua como antisséptico
diante os varios géneros de microorganismos patogénicos, agindo como bactericida
e fungicida, exceto contra esporuladas (PIGOSSI, 1967). Age de forma eficiente a
temperatura ambiente, pois mantém o material livre de contaminagdo (PINTO
JUNIOR, 1995; GIOSO, BENITES, KAMPF, 2002; ZILIOTTO et al., 2003). Contudo,
MELO et al. (1998) avaliaram bacteriologicamente aloenxertos 0sseos conservados
em glicerina e notaram o crescimento de Staphyloccocus intermedius e Staphyloc-
cocus spp em 21,4% amostras de segmentos 0SSeos.

A glicerina além de ser um bom meio de conservacdo de fragmentos 6sseos
para utilizagcdo como enxerto, mantém a funcdo osteoindutora e um apropriado grau
de osteoconducéo, ndo oferece sinais de infecgdo e de rejeicdo no receptor (ZILI-
OTTO et al., 2003). E um método economicamente acessivel, que dispensa o uso
da autoclavagem e congelamento, cujas técnicas causam danos teciduais e prejudi-
cam a formac&o de calo 6sseo no pds-cirirgico (GIOSO, BENITES, KAMPF, 2002).
Os tecidos bioldgicos, no caso o fragmento 0sseo devem permanecer conservados
em glicerina por um periodo de pelo menos trinta dias e antecipadamente hidratado
durante trinta minutos antes da implantacdo (DALECK et al., 1992). Por serem téxi-
cos as células, o enxerto ndo deve ser mergulhado em solucdes isotbnicas ou sub-
meter a tratamento com uso de antibiéticos (PIERMATTEI, FLO, 1997).

[l.d. Lesdes osteocondrais

O defeito osteocondral surge em pacientes que possuam cartilagem saudavel,
de procedéncia frequentemente traumatica. Acontece apdés um trauma de fratura
articular, lesao ligamentar ou meniscal, ou lesdo osteocondral isolada. Outras afec-
¢Oes, como doencas congénitas e metabdlicas, podem induzir a esse tipo de lesao.
Os defeitos osteocondrais proporcionam pouca resposta intrinseca de reparagao
tecidual, sendo a falha preenchida entédo por tecido fibrocartilaginoso. Embora algu-
mas lesfGes condrais sejam assintomaticas, estas podem evoluir para a degeneracéao
da cartilagem e osteoartrose (BUCKWALTER, 1998).

Foi descrito por SELLARDS, NHO, COLE (2002), a classificacdo de Outer-
bridge para caracterizar as lesdes da cartilagem, que se baseia nas alteracfes arti-
culares, como: Grau 0: normal; Grau I: lesédo articular branda; Grau Il: lesdes carac-

terizadas por fibrilacdo, com fissuras menores que 1,5 cm de diametro; Grau lll: le-
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sbes com fissuras profundas até o osso subcondral; Grau IV: lesdes sao diferencia-
das por expor 0 0sso subcondral.

Fatores relacionados a etiopatogénese da doenca degenerativa osteoarticular
indicavam alterac6es da vascularizacédo 0ssea e alteracdes do 0sso subcondral, mas
estas alteracdes sao provavelmente em consequéncia da osteoartrose. As altera-
cbes primarias 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 evolucéo para a degeneracao (VELLUTINI, 1997).

Determinados procedimentos cirdrgicos visam a reparacdo das lesdes 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 autorregeneracao apos lesao (OCHI et al., 2004).

O elemento de cicatrizacdo tecidual pode ser dividido em trés fases naturais:
necrose, inflamacéo e reparacdo. Se a lesdo é restrita as camadas superficiais da
cartilagem (defeito condral) ndo corresponde as trés fases, justamente por ser des-
provida de irrigacdo sanguinea a cartilagem hialina. Todavia, na presenca de um
defeito osteocondral, com exposi¢cdo do osso subcondral, as trés fases ocorrem fa-
cilmente (RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004).

Segundo WAKITANI et al. (1994) o tecido de reparacdo, mesmo que parecido
a cartilagem hialina em analise histologica, se difere da cartilagem articular normal,
tanto bioquimica como biomecanicamente. Foi observado por SOUZA, DEL CARLO,
VILORIA (2001) falhas preenchidas por cartilagem hialina com areas de fibrocartila-
gem. No tecido de reparacdo foram notados vacuolos de diferentes tamanhos em
sua camada mais superficial, o que sugeri lesédo degenerativa da cartilagem de repa-
racdo. Sendo o processo de reparacao caracterizado como progressivo e demorado.

As técnicas para o tratamento de lesdes cartilaginosas com o0 uso de estimu-
lacdo da medula éssea e que provocam penetracdo do 0sso subcondral para alcan-
car a zona de vascularizacao, estimulam a formacéo de coagulos de fibrina que con-
tém células primitivas pluripotenciais. Este coagulo se diferencia e se remodela o
gue resulta em tecido de reparacao fibrocartilaginoso (BUCKWALTER, MANKIN,
1997). Entre as técnicas destacam-se as perfuragdes multiplas do osso subcondral,

a artroplastia por abrasdo e as microfraturas, que originam como tecido de regene-
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racao a fibrocartilagem. Contudo, a fibrocartilagem nao tem as mesmas proprieda-
des mecanicas e estruturais da cartilagem hialina normal, sendo capaz de sofrer de-

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

Il.e. Caracteristicas estruturais da cartilagem articular

Segundo BUCKWALTER; MANKIN (1997), a cartilagem hialina possui carac-
teristicas fisico-quimicas especificas que garantem uma mobilidade com baixo atrito
e durabilidade. E um tecido de alta complexidade que varia em espessura, densida-
de celular, composicédo da matriz e propriedades mecanicas na mesma articulacao,
entre articulacdes e entre espécies. Entretanto, 0s componentes sdo 0S mesmos em
todas as articulacdes sinoviais.

A principal funcdo da cartilagem hialina € absorver e distribuir a carga recebi-
da sobre o0 osso subcondral. Isto ocorre devido sua constituicAo capaz de criar um
ambiente intra-articular de baixa friccdo, com lubrificacéo, possibilitando movimentos
articulares recorrentes. A composicdo da cartilagem hialina e de condrocitos (em
torno de 10%), uma densa matriz extracelular, constituida por fibras de colageno tipo
Il (10-20%), proteoglicanos (10-15%) e agua (60-80%). Por apresentar natureza a-
vascular, a nutricdo dos condrocitos ocorre por difusdo, ou seja, a partir do liquido
sinovial, que atravessa a matriz extracelular, até atingir os condrécitos (BUCKWAL-
TER, EINHORN, SIMON, 2000).

A cartilagem articular demonstra diversas caracteristicas segundo a camada
gue se analisa. Estas diferencas estdo relacionadas com a quantidade e organiza-
¢cdo dos componentes da matriz e dos condrdcitos, o que da as camadas caracteris-
ticas biomecanicas conforme a regido. Em funcdo destas variacdes divide-se a carti-
lagem em quatro camadas: superficial, média, profunda e calcificada (ANGEL, RAZ-
ZANO, GRANDE, 2003).
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lIl. MATERIAL E METODOS
lll.a. Animais

Colheitou-se seis articulacdes do joelho de cadaveres de coelhos adultos,
machos, da raca Nova Zelandia, com peso que varia de 3,0 kg a 5,0 kg e idade a-
proximada de 90 dias. As pecas foram obtidas ap6s abate dos animais, no abate-
douro da Escola Agrotécnica Federal de Uberlandia, fiscalizado pelo servico de ins-
pecdo municipal. Os doadores selecionados se apresentavam clinicamente sauda-
veis.

A regido do joelho foi submetida a tricotomia e antissepsia com iodo deger-
mante® a 1%, &lcool® 70° GL, e iodo povidona® a 1%. Realizou-se uma incisdo para-
patelar lateral de pele, divulsédo do subcutaneo e incisdo na capsula articular. A pate-
la foi deslocada medialmente para exibicdo do sulco troclear femoral. Utilizando um
paquimetro graduado® mensurou-se uma &rea no sulco de 0,4 cm de largura x 1,0
cm de comprimento que foi demarcada por meio de incisdes na cartilagem articular
com uma lamina de bisturi® n210. Com uma micro-retifica Dremel® acoplada com um
disco diamantado em baixa rotacdo perfazendo um angulo por volta de 45°, e sobre
gotejamento com solucéo fisiologica’ a 0,9%, removeu-se, da area demarcada, um
segmento osteocartilaginoso em formato de cunha. Os enxertos foram higienizados
diversas vezes com solucéo fisiolégica a 0,9% para remocao de detritos impregna-
dos, e armazenados em frascos contendo solucéo de glicerina® a 98%, em tempera-

tura ambiente, por um periodo minimo de 30 dias até a utilizacao.
lll.b. Grupos experimentais

Utilizou-se 24 coelhos adultos, machos, com idade aproximada de 18 meses,
da raca Nova Zelandia, com peso médio 3,25 kg, provenientes do Laboratorio Valée
de Uberlandia, MG. Os animais foram alojados em gaiolas individuais, em um box
coberto de uso exclusivo aos coelhos, com agua e racdo® a vontade. Para que fos-
sem considerados aptos a participarem do experimento foram submetidos as avalia-
coes clinicas da articulacéo do joelho esquerdo. Foi administrado ivermectina™® a 1%

(0,1 mg/kg, SC), para eliminagao de endo e ectoparasitas. Antes do inicio do expe-
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rimento manteve-se um intervalo de quinze dias de adaptacdo dos animais com 0s
pesquisadores e ao ambiente em que foram acomodados. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica de Utilizagido de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia, sob o protocolo 063/10.

Os animais foram distribuidos em dois grupos de modo aleatério e de igual
namero (n=12), sendo grupo controle (GC) e grupo tratado (GT) com proteina mor-
fogenética 6ssea recombinante humana 2 **. Cada grupo foi subdividido em dois
subgrupos iguais (n=6), para avaliagdes aos 45 dias (GC1 e GT1) e 90 dias (GC2 e
GT2) de pés-operatédrio (PO). Os coelhos foram submetidos a avaliacdo quanto aos
aspectos clinicos da area operada, macroscopicos e histoldgicos, conforme os peri-
odos estabelecidos.

Os coelhos permaneceram em jejum hidrico e solido por um periodo de duas
a quatro horas, respectivamente. Utilizou-se como protocolo anestésico a cetamina®
(30 mg/Kg, IM) e cloridrato de xilazina'® (5,0 mg/Kg, IM). Quando necessario, foram
administradas subdosagens do protocolo para manutencdo do plano anestésico. Pa-
ra analgesia foi administrado o cloridrato de tramadol** (2,0 mg/Kg, SC) e 30 minutos
antes da intervencéo cirdrgica foi aplicado o antiinflamatério flunixin meglumine®
(1,0 mg/kg, IM) e antibioticoprofilaxia ceftiofur*® (1,0 mg/Kg, IM).

A pele na regido da articulacédo do joelho esquerdo foi submetida a tricotomia

e a antissepsia com iododegermante, alcool, iodo povidona.

lll.c. Processamento da proteina morfogenética 6ssea recombinante humana
(rhBMP-2)

O frasco da proteina contendo 10 pug em sua forma liofilizada foi mantido em
refrigerador a -20° C. Previamente a sua utilizacdo para administracdo no local do
implante osteocondral, permaneceu em ambiente natural por um periodo de 10 mi-
nutos. Realizou-se homogeneizacdo do frasco contendo a proteina em centrifuga a
2000 rpm durante um minuto. A manipulacdo com a rhBMP-2 ocorreu em uma cape-
la de fluxo laminar®’, desinfetada com alcool 70° GL e luz germicida, procedeu-se a
diluicdo em 100 pL de solucdo com &cido acético'® a 20 mM, tornando a concentra-
cdo da rhBMP-2 a 0,1 pg/uL. Aliquotas de 10 puL, ou seja, 1 pug de rhBMP-2 foi adi-
cionado ao meio DMEM (Meio de cultivo modificado de Dulbecco)'® suplementado

com 10% de soro fetal bovino®, até que a amostra atingisse o volume total de 500
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uL. As amostras foram embaladas em tubos de eppendorff’, acondicionadas em
caixa de isopor contendo gelo e transportadas até a sala de cirurgia experimental do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

lll.d. Procedimento cirurgico

Com o animal em decubito dorsal foi realizada uma incisdo de pele de apro-
ximadamente 4,0 cm na regido parapatelar lateral da articulacdo do membro pélvico
esquerdo, seguido de divulséo do tecido subcutaneo. A capsula articular foi incisada
cerca de 4,0 cm, e a patela luxada no sentido medial para exposi¢cédo do sulco trocle-
ar femoral. Utilizando um paquimetro graduado, mensurou no sulco uma area de 0,4
cm de largura x 1,0 cm de comprimento. Delimitou-se a area por meio de incisdes na
cartilagem articular com Iamina de bisturi n®10. No local demarcado foi realizado os-
teotomia com um disco diamantado acoplado & uma micro-retifica Dremel® em baixa
rotacdo e sob gotejamento de solucéo fisiologica a 0,9%. O disco foi mantido posi-
cionado a um angulo em torno de 45° para remover o segmento em forma de cunha,
preservando a aresta medial e lateral da troclea femoral.

O segmento do sulco troclear foi removido com uma lamina de bisturi, evitan-
do-se danificar as arestas da troclea femoral e a cartilagem articular adjacente. As
fracOes O0sseas removidas foram lavadas por diversas vezes com solucao fisioldgica
a 0,9% para remocao de sangue e residuos 0sseos, e em seguida colocados em
frascos contendo glicerina a 98% e conservados por um periodo minimo de 30 dias.
Os enxertos osteocondrais alégenos conservados em glicerina previamente a sua
implantacédo ao sitio receptor, foram lavados e hidratados com solucao fisiologica a
0,9% durante 30 minutos e com as bordas enxerto/receptor adaptadas para evitar
depressao entre as superficies cartilaginosas do implante e do leito.

Apbs o posicionamento do enxerto, a patela foi recolocada no sulco troclear
do fémur. Com fio poliglactina 910%%, n® 4-0 a capsula articular foi aproximada com
pontos simples isolados e a reducdo do espaco subcutaneo utilizou-se poliglactina
910 n? 4-0, em sutura ziguezague. Para sintese de pele empregou-se o mononai-
lon?® n? 3-0, com pontos simples isolados.

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

ocondral alégena. Nos do grupo tratado (GT), apds enxertia e sutura da capsula arti-
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cular, foi inoculado intracapsular, 1,0 mL, 1 pg rhBMP-2, diluida em DMEM contendo

10% de soro fetal bovino.
lll.e. P6s-operatério

Os animais foram mantidos com colar “elisabetano” elaborado com filmes ra-
diogréficos, para evitar que interferisse na ferida cirurgica. O local da incisédo de pele
foi higienizado duas vezes ao dia, com gazes embebidas de solucao fisiologica a
0,9% e aplicacao topica de iodo povidine. Seguido da administracao topica de rifa-
micina spray®* por durante 10 dias, momento da remocao dos pontos. Prescreveu-se
como analgésico o cloridrato de tramadol (2,0 mg/Kg, SC); de oito em oito horas,
durante trés dias seguidos. Realizou-se a antibioticoprofilaxia com ceftiofur (1,0
mg/Kg, IM), uma vez ao dia durante sete dias, e como antiinflamatério a flunixin me-

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

lIl.f. Avaliagcdo macroscopica

Transcorridos os periodos pré-estabelecidos de 45 e 90 dias de pos-
operatorio os animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia com aplicacéo
de altas dosagens de tiopental sédico® a 2,5% e cloreto de potassio®® a 10%. Con-
forme as normas recomendadas para 0 uso de animais em pesquisas cientificas
(CRMV-MG, 2002). Foram realizadas avaliacbes macroscopicas e colheitas de a-
mostras das articulacdes do joelho para avaliacao histolégica.

As articulacfes foram avaliadas quanto a cicatrizacdo das incisdes, presenca
de transudato e/ou exsudato e reacles teciduais anormais. Na inspec¢do intra-
articular foram notados os aspectos do liquido sinovial como a coloracéo, volume,
viscosidade, espessura da capsula articular, posicionamento da patela, aderéncias e
crescimento tecidual. Do mesmo modo, avaliou-se a consisténcia, irregularidades na
superficie do enxerto, areas de contato com as bordas trocleares e a adeséo do en-
xerto ao sitio receptor. Examinou-se também a presenca de areas com reabsorcéo

o0ssea dos enxertos osteocondrais.
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lll.g. Processamento histologico

Decorridos os periodos de 45 e 90 dias de PO, a epifise distal do fémur de ca-
da animal foram retiradas e armazenadas em frascos individuais, fixados em for-
mol?” a 10% por um periodo minimo de 24 horas, em temperatura ambiente até a
preparacgdo histologica. O processamento histolégico iniciou-se com a descalcifica-
ca0 em &cido nitrico?® a 5% durante 48 horas, sendo realizada a troca do fluido des-
calcificador de duas em duas horas. As amostras foram lavadas em agua corrente
por 12 horas. No processo de desidratacéo utilizou-se alcool absoluto®, com trocas
a cada hora, durante quatro vezes. A diafanizacdo dos materiais foi realizada com o
uso de xilol*°, e antecipadamente a inclusdo em blocos, as amostras permaneceram
imersas em parafina liquida em estufa a 70°C, durante 120 minutos. Cortes trans-
versais de 0,5 um foram realizados na regido entre o implante e o leito receptor, com
intuito de analisar a area de transicdo. Os cortes foram submetidos as coloragdes
com Hematoxilina-Eosina® (HE) e tricromico de Masson® (TM). As laminas foram
analisadas em microscopio de luz (Olympus BX 60) acoplado a camera digital
(Olympus DP-71-12,5 MPixel)*® do laboratério de Patologia da Faculdade de
Medicina de Uberlandia de Uberlandia/UFU, para observar as principais alteracdes

histolégicas encontradas.
lll.h. Esquematizacdo das amostras analisadas

Para avaliacdo das laminas histolégicas teve como critério a intensidade da
reacao inflamatodria provocada na regido subcondral localizada no 0sso subcondral.
A resposta inflamatoria na regido subcondral foi analisada com base no tipo de infil-
trado, isto é celularidade e presenca de exsudato purulento. A atividade inflamatoéria
foi classificada como: a. Nenhuma, que caracterizou pela auséncia de sinais inflama-
térios como células de defesa e auséncia de pidcitos; b. Leve, em decorréncia da
presenca de células (macrofagos, linfocitos, células gigantes e multinucleadas) em
peqguena quantidade; c. Moderada, presenca de células de defesa em grande quan-
tidade e auséncia de pidcitos e d. Intensa, grande quantidade de células de defesa e

presenca de piécitos.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo anestésico utilizado se mostrou adequado por ser de facil admi-
nistracdo (IM), segura do farmaco e por manter um plano anestésico adequado de
30 a 75 minutos. Pode realizar a mistura dos farmacos cetamina e xilazina na mes-
ma seringa para administragdo. Esta técnica € bastante utilizada em coelhos, e a
associacdo minimiza os efeitos de catalepsia e delirio produzido pela quetamina em
uso individual, além do baixo custo (MASSONE, 1988).

Entre as alternativas terapéuticas dos defeitos condrais do joelho em huma-
nos pode citar uma simples lavagem articular, com ou sem debridamento, onde se
consegue remover as substancias que degradam a cartilagem e que causam dor
(ZHANG et al., 2008). Diferentes técnicas como perfuragdes, microfraturas e abra-
sbes em que regeneram a superficie articular com tecido semelhante a cartilagem
hialina, para a reparacéo das lesbes da cartilagem articular do joelho (MITHOEFER
et al., 2006), mosaicoplastia, transplante autdlogo de condrécitos (GOBBI et al.,
2010) e utilizacao de enxertos alégenos osteocondrais (INOUYE et al., 2002). Con-
forme foi verificado por OLIVEIRA (2008), este trabalho fundamentou-se na repara-
¢cao osteocartilaginosa com o uso de enxertos alégenos conservado em glicerina a
98%, na articulacéo do joelho de coelhos com a inoculacdo de proteina morfogenéti-
ca 6ssea 2, contudo sem a utilizacdo de células tronco.

Os coelhos do GC e GT apresentaram boa cicatrizacdo de pele. Durante a
observacédo macroscopica do GT1 dois (16,66%) (C3 e C6) e em GT2 todos os seis
(50%) (C1, C2, C3, C4, C5 e C6) foi notado a presenca de pontos avermelhados na
cartilagem do enxerto assim como nas laterais, sugerindo reabsorcéo 0ssea. Sendo
gue no GC foi verificado em um animal (8,33%) (C5) do GC2. Este processo pode
ser devido a resposta imune que pode ocorrer pelo receptor do enxerto alégeno, vis-
to que, existem diferencas entre cddigos genéticos do receptor e doador, de forma
gue respostas imunes de reabsorcdo sao 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 liquido sinovial no GC1 se demonstrava viscoso e de colo-
racdo amarelada em quatro (33,3%) casos, ja no GC2 foi observada em apenas um
(8,33%), possivelmente deveu-se a contaminacdo. No entanto em um (8,33%) coe-
Iho do GC1 apresentava coloragédo escura que sugere uma hemorragia devido a ins-
tabilidade articular (BIASI, RAHAL, LOPES, 2001). A reducéo da viscosidade foi ob-
servada em quatro (33,3%) animais do GC2, o que se deveu, possivelmente, pela
liberacdo da enzima hialuronidase, que degradou o &cido hialurénico. Na ocorréncia
de processo inflamatorio intra-articular, a diminuicdo da concentracdo do acido hialu-
rénico, que ocasiona alteracdo na sua composicado tanto na qualidade como na
guantidade do liquido sinovial (LIPOWITZ, 1993; ODDIS, 1996). No grupo tratado o
liquido sinovial apresentava-se viscoso, auséncia de pidcitos, com escassez na
guantidade em quatro (33,3%) no T1 e em cinco no T2 (41,66%), quando compara-
do aos do GC.

Dos 24 animais avaliados, 0 enxerto demonstrou-se bem aderido ao leito re-
ceptor em 22 coelhos, sendo um (8,33%) do GC1 e outro do GT2 com movimenta-
cao dentro do sulco. Aparentemente encontrava-se em fase de absorcéo. A incorpo-
racdo de enxertos ndo vascularizados é um processo que depende ndo exclusiva-
mente das propriedades bioldgicas do enxerto e condi¢ao do leito receptor. Depende
também da estabilidade da fixacdo e da resisténcia mecéanica ao qual o enxerto é
submetido, além de ser um processo lento, que pode manter-se por anos (BAUER,
MUSCHLER, 2000; GONCALVES, HONDA, ONO, 2003). Entretanto, pode-se afir-
mar que, nesse experimento, a estabilidade no local de enxertia foi indispensavel a

incorporacao leito-receptor, por oferecer formato tridimensional e conformacéo tra-
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becular, constituiu um arcabouco para a revascularizagdo do implante, promovendo
a osteoconducéao.

Durante a andlise macroscopica ainda foi constatado crescimento tecidual
cartilaginoso, localizados nos condilos femorais, bordas trocleares, e sobre o implan-
te. No GC1 em cinco coelhos (41,66%) houve deposicéo tecidual nas bordas troclea-
res e sobre o enxerto, e quatro (33,3%) nos condilos femorais. No GC2 notou-se em
um (8,33%), dois (16,66%) e trés (25%) animais, houve a formacgéo tecidual nos
cbndilos femorais, bordas trocleares e sobre o implante alégeno, respectivamente.
Ja no GT2 houve crescimento tecidual cartilaginoso em ambas as cristas trocleares
em dois coelhos (16,66%). Conforme AMIEL et al. (1985), ndo se pode estabelecer
uma correlacdo exata com as caracteristicas histologicas, bioquimicas ou biomecéa-
nicas dos reparos osteocondrais. Verificaram a formagéo de tecido novo semelhante
a fibrocartilagem, liso, brilhante, firme, e em continuidade com a cartilagem adjacen-
te. Observacdes semelhantes as verificadas neste experimento.

Constatou-se em seis (50%) animais GC1 espessamento significativo da cap-
sula articular fibrosa, enquanto que no grupo GC2 em somente trés (25%) coelhos.
Nos grupos tratados nao foi verificado estas alteracbes. BRINKER, PIERMATTEI,
FLO (1986) afirmaram que o espessamento da capsula fibrosa esta associado com
o amadurecimento do tecido fibroso, que caracteriza uma reacao inflamatéria aguda
ou cronica. O fato presenciado no grupo controle deste experimento pode ser devido
ao processo inflamatério da ferida cirurgica alterando a capsula articular.

Observou-se aderéncia da capsula articular em trés (25%) animais do GT2, e
em um (8,33%) do GT1, no GC1 em trés (25%) e no GC2 em dois (16,66%) coelhos.
As principais estruturas envolvidas no processo na unido foram o implante osteo-
condral alégeno e os condilos femorais laterais. Foi descrito por VELLOSO (2005)
gue a aderéncia resulta da deposicao de fibrina apds episddio inflamatério de trauma
ou de manipulacdo cirtrgica, podendo acarretar reducdo do movimento articular.
Aderéncias podem ocorrer também entre o tecido sinovial e a superficie articular, a
este estado patolégico de uma articulacdo com aderéncias denomina-se artrofibrose.
Este fato ocorreu como foi descrito, possivelmente, devido a manipulacdo dos teci-
dos da area cirurgiada.

Nos coelhos do GC verificou-se formacgao de ostedfitos periarticulares, e tam-
bém foi notado em um (8,33%) animal presenca de luxacdo patelar medial de grau

4. Nas areas livres de sobrecarga ocorre o crescimento exacerbado 6sseo e cartila-
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ginoso, caracterizando o osteodfito. A forma e a posicdo do ostedfito dependem do
grau de instabilidade e da extensao da subluxagao. O desenvolvimento ocorre atra-
vés da ossificacdo endocondral que ocorre por penetracdo vascular na cartilagem
existente ou por focos de metaplasia cartilaginosa nas margens articulares onde e-
xistem insercdes ligamentares e capsulares, o que caracteriza as zonas de tenséo
(BULLOUGH, 2003).

Formacdo de calo 6sseo 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 formacao do calo
plastico trés semanas ap0s a colocacao do enxerto, entre as lacunas do enxerto-
leito receptor, tornam-se celular, vascularizado e com diminuicdo da movimentagao
do fragmento 6sseo (CORNELL, LANE, 1992). Os canais circulatorios medulares e
periosteais proliferam muito, sendo o sistema arterial medular essencial para a for-
macao do calo 0sseo e o predominio deste, amplia a medida que progride a fase de
cicatrizacao (SOUZA, 2003). Com isso, verificou-se que no GT o processo de conso-
lidac&o e reparacao 6ssea foi realizado de modo efetivo, fato que pode ser justifica-
do devido a administracéo intracapsular da rhBMP-2.

Durante a avaliagdo microscopica do GC corados com hematoxilina-eosina
(HE) e tricrébmio 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
primarias e secundarias, como doencas hereditarias, doencas enddcrinas, desarran-
jos articulares e doencas inflamatorias (PELLETIER, MARTEL-PELLETIER, HO-
WELL, 2001). A técnica de enxerto osteocondral aldgeno apresentou resultados sa-
tisfatérios, entretanto o éxito depende de retirada cautelosa do enxerto, posiciona-
mento e fixacdo adequada do mesmo no leito receptor (CHANAME, 2000). Possi-
velmente, no momento do assentamento do enxerto no local do defeito ndo ocorreu
perfeita congruéncia entre o enxerto e a zona receptora, provocando um desarranjo

articular apGs o processo cirargico.
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Figura 2. Fotomicrografia do implante osteocondral de coelho do GC aos 45 dias de PO. Observar
apo6s absorcdo do processo necrético pelo organismo a formacéo de tecido conjuntivo (TC)
e tecido de granulacdo (TG) e cicatrizacdo na regido de transicdo do enxerto com o sitio re-
ceptor. HE. (40X).

Entre as alteracfes observadas na cartilagem do enxerto em dois animais
(16,66%) do GC ocorreram severa descamacdo seguida de necrose em quatro
(33,3%) e reabsorcao do osso subcondral, no entanto no GT nove (75%) houve for-
macao de fissuras. Em trés (25%) coelhos foram constatados descamacao, em cinco
(41,66%) apresentaram fragmentacao da cartilagem com formac&o de lacunas, en-
tretanto, ndo 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 condrdcitos em nove (75%) coelhos. Esses processos
degenerativos sdo constatados na fase inicial da osteoartrite, onde ocorre fibrilacao
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
0sso subcondral favorecendo a liberacdo de citocinas e mediadores inflamatorios
gue atingem a cartilagem promovendo a degradacdo (MARTEL-PELLETIER, LA-
JEUNESSE, PELLETIER, 2005; GARSTANG, STITIK, 2006). Provavelmente ocor-
reu extravasamento de mediadores inflamatérios apesar da administracdo de antiin-

flamatorios no pré e pos-cirargico.
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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) presenca de fissuras (setas) e lacunas(L). HE. (A=
400X; B= 40X).

Constatou-se depressao do enxerto em relacdo a cartilagem adjacente em
doze (100%) animais, sendo nove (75%) no GT e no GC foram observados em trés
casos (25%). Em dois (16,66%) do GT1 tiveram sobrelevacdo. Também foi verifica-
do por OLIVEIRA (2008) no reparo do sulco troclear de coelho, desnivelamento do
enxerto osteocondral alogeno com relacdo a cartilagem adjacente em dois animais
(16,66%) num total de 24, com a inoculagcao de proteina morfogenética 0ssea e célu-
las mononucleares da medula 6ssea. Neste experimento a causa provavel da de-
pressao do enxerto pode ser devido a pressao exercida pela patela que impulsionou
0 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 colagenas, que sao dispostas paralelamente a superficie articular. A provavel
etiologia da sobrelevacdo pode ser devida a aplicacdo da rhBMP-2 que pode ter
contribuido para a ampliacdo na atividade da sintese de colageno pelas células pre-
sentes no tecido de reparacao.

A integracdo do enxerto a cartilagem adjacente nao foi verificado em trés
(25%) animais do GT1 e em um (8,33%) do GT2. Integragcdo 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 ocorréncia variavel de osteointegracdo entre o implante e o leito receptor.
Fato que provavelmente, deve-se a instabilidade no local de enxertia durante a fase
de reparacdo. Também, notou-se que na avaliacdo histolégica do GT, a falha na a-
desao foi superior ao revelado na macroscopia, ndo correlacionando tais achados
(RIBEIRO, CAMANHO, TAKITA, 2004).
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Em dois (16,66%) coelhos do GT1 notou-se eburnacdao na cartilagem adja-
cente, ou seja, exposi¢cdo do osso subcondral (Figura 4). Segundo ARRUDA (2010),
os condrdcitos podem multiplicar e constituir aglomerados celulares ocorrendo, a-
créscimo de sintese da matriz como reparacéo tecidual. No entanto, na fase crénica
as enzimas degenerativas excedem a capacidade sintética e o processo de repara-
cdo falha com o aumento da fibrilacdo e eburnacédo na superficie, as alteracdes tor-
nam-se profundas no tecido, a cartilagem é corrompida e o 0sso subcondral mani-
festa-se espesso. Portanto, acredita-se que neste estudo o processo de reparagao

sofreu alteracdo resultando em processo degenerativo.

Figura 4. Fotomicrografia da area de transi¢cdo entre o implante e o leito receptor de um coelho do
GT1 de PO. Visualizar a destrui¢do da cartilagem adjacente ao enxerto (seta) com presenca
de eburnacéo (E). HE. (200X).

Foi notado em cinco (41,66%) coelhos do GC reducéo da espessura da carti-
lagem do enxerto e um (8,33%) do GC2 nédo se visualizou a cartilagem sugerindo
reabsorcéo e a area foi substituida por tecido conjuntivo fibroso. Entretanto, em dois
(16,66%) houve aumento da espessura, ja ho GT apenas um (8,33%) houve acrés-
cimo da cartilagem, e diminuicdo em sete (58,3%), porém, em todos 0s animais a
cartilagem articular estava presente. Cartilagem quanto mais fina maior a predisposi-
cdo a microfraturas e a aceleracédo da degeneracéo articular (SILVA, MONTANDON,
CABRAL, 2008), ou quanto menor a capacidade de absorcdo de cargas na articula-
cao (DEL CARLO et al., 2007). Foi observado por HAYAMI et al. (2006), que a ins-

tabilidade altera a resultante das for¢cas que atuam sobre a superficie articular, tanto
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na intensidade, quanto na &rea da carga. Podendo gerar mudancas profundas e
progressivas na composi¢ao bioguimica e nas propriedades mecéanicas da cartila-
gem articular resultando em alteracdes degenerativas, como a redugao da espessu-
ra da cartilagem ap6s dez semanas de experimento. Conforme BURR (2004), o es-
pessamento € uma adaptacao a alteracdo da biomecénica da articulagcdo, a origem e
distribuicdo de for¢cas concentradas na regiao superficial da cartilagem articular. Por-
tanto, tais fatos verificados neste trabalho podem ter sido devido a instabilidade da
patela com relacdo ao enxerto promovendo estas alteracoes.

Na regido do osso subcondral foi verificado rarefacdo 6ssea focal no GT1 em
trés 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-
¢cao o6ssea em seis 50% no GT2, no GC em quatro (33,3%) animais foram observa-
dos. A rejeicdo aos implantes dsseos € qualificada pela reabsorcdo da periferia do
implante sem a substituicdo por tecido reparador, e pelo aumento de fraturas com
posterior reducédo do diametro do implante. Assim como pela reducéo da reparacao
do implante, pela resposta inflamatéria com predominancia de linfocitos, pelo tecido
fibroso encapsulando o implante, pela oclusdo de neovasos com necrose progressi-
va e ainda pela dor, edema e vermelhiddo (SINIBALDI et al., 1976; ROSSO et al.,
1997). Embora tenha sido observado neste experimento tecido fibroso ao redor do
implante, ndo foram notados sinais clinicos, macroscépicos ou histolégicos de rejei-

¢cao aos implantes 0sseos.
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Figura 5. Fotomicrografia da regido de reconstrucéo subcondral da area de transicdo entre o implante
e o leito receptor. Notar rarefacédo 6ssea de coelho do grupo tratado de 90 dias de PO do
GT2 (setas). HE. (40X).

Areas com hipertrofia dos condrdcitos, caracterizando ossificagcdo endocon-
dral foram observadas em todos os coelhos (50%) do GT2 e em apenas trés (25%)
do GT1. Conforme foi constatado por WANG et al. (1990) que a BMP-2 atua indu-
zindo o processo de ossificacdo endocondral e no restabelecimento da consolidacéo
0ssea. O processo ocorre através de uma série de medidas que incluem a inflama-
cao, formacao de fibrocartilagem, ossificagcdo endocondral e remodelacao final (JE-
ONG, SANDHU, FARMER, 2005).

Considerando a capacidade biomecanica articular e o impacto de compres-
sbes, a reparacdo Ossea favorece a integridade da cartilagem articular quando as
forcas a que é submetida superam a capacidade de atuacdo. Deve-se considerar
ainda que o tecido fibrocartilaginoso de reparacdo ndo possua as mesmas caracte-
risticas atribuidas devido a presenca de proteoglicanos que séo altamente viscosos
e intensamente hidrofilicos. Até mesmo as propriedades coloidais extracelulares da
matriz que sdo importantes para a rigidez e elasticidade da cartilagem (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). As lesbes nas superficies articulares que incluam toda a cartila-
gem hialina, e que penetra também no osso subcondral, sdo reparadas a partir de
células mesenquimais provenientes da medula 0ssea, havendo a formagéo de fibro-
cartilagem e cartilagem semelhante a hialina, com ou sem arquitetura tipica da carti-
lagem articular normal (SOUZA, DEL CARLO, VILORIA, 2000). Neste experimento,
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verificou a formagéo de fibrocartilagem na zona de transi¢do nos coelhos do GT (Fi-
gura 6), com excecédo de um (8,33%) do GT1, pode-se afirmar que o processo de
reparacdo 0ssea ocorreu de forma adequada havendo formacéao de fibrocartilagem.

Figura 6. Fotomicrografia demonstrando a formacéo 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 presenca de tecido conjuntivo fibroso em dois
(16,66%) animais no espaco subcondral e um (8,33%) na regido 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 inflamatérias, e os de-
mais (25%) sem constar caracteristica marcante. QUEZINE, CARVALHO (2009) uti-
lizando proteina morfogenética 6ssea observou tecido conjuntivo fibroso com neo-
formacdo de vasos e escassas areas de tecido 6sseo neoformado. Durante a im-
plantacdo do enxerto osteocondral alégeno pode ter havido formacao de fibrina em
excesso sobre o enxerto, promovendo a ocorréncia 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 reparacao
de defeito osteocondral da cabec¢a do umero de cdes e LIMONGE et al. (2007) na
reparacdo de defeito osteocondral da cabeca do Umero de cdes com aplicacdo de
laser a diodo de arsenieto de galio associado a administracdo oral de sulfato de

condroitina.
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Figura 7. Fotomicrografia da regido localizada na superficie da cartilagem hialina do enxerto, demons-
trando a formacado de tecido conjuntivo fibroso acima desta, possivelmente devido a for-
macao de fibrina em excesso no grupo tratado (GT). HE. (200X).

. X .

Foi descrito por SHAPIRO, KOIDE, GLIMCHER (1993) que ap0s o procedi-
mento cirdrgico, a formacéo de coagulo sanguineo, o qual é substituido por uma re-
de de fibrina, ocorre a proliferacdo de capilares a partir da medula 6ssea adjacente.
As células mesenquimais invadem a periféria do coagulo, e se distribuem por todo o
tecido de reparacdo. Na camada superficial acontece a formacdo de uma camada
fibrosa, com fibras colagenas orientadas paralelamente a superficie articular. E na
porcéo profunda, as células mesenquimais se diferenciam em condroblastos. A me-
dida que advém a diferenciacéo celular, o tecido de reparacao torna-se semelhante
a cartilagem hialina. Em trés (25%) animais do GT1 e do GT2 houve formacao de
cartilagem hialina na area de transicdo implante leito receptor, sendo que em um
(8,33%) do GT1 houve a formacéo no interior da juncdo do enxerto (Figura 8). Os
resultados apresentados no grupo tratado demonstram que a rhBMP-2 atuou de
modo osteoindutivo na reparagéo, por meio do recrutamento de células mesenqui-

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

Na avaliacao histologica, os coelhos do GT evidenciaram melhores resultados
no reparo 6sseo e cartilaginoso quando observados aos do GC. Foi verificado em
trés (25%) coelhos do GT1 e em cinco (41,66%) do GT2 crescimento da cartilagem
hialina em processo de ossificacdo. Sabendo-se que as células mesenquimais indi-
ferenciadas migram para o local da implantacéo ocorrendo proliferacdo, os condroci-
tos se hipertrofiam e a cartilagem torna-se calcificada apds um periodo de sete dias
da BMP inoculada (WANG et al., 1990). Pode-se afirmar que a rhBMP-2 atuou de
forma efetiva no restabelecimento da consolidacéo 6ssea.

Constatou-se no GC a presenca de infiltrados inflamatoérios polimorfonuclea-
res em trés coelhos (25%) e mononucleares em dois (16,67%) e piécitos em trabé-
culas 6sseas em apenas um animal (8,33%), caracterizando osteomielite. Em GC 45
dias de PO somente um coelho evidenciou concomitante infiltrado de células infla-
matoérias polimorfonucleares com predominancia de células mononucleares (plas-
mocitos). No GT a inflamacéo foi considerada leve constituida por macréfagos e cé-
lulas gigantes multinucleares com auséncia de pidcitos. Considerando-se um es-
guema de avaliacéo da inflamacéo na regido subcondral variando de nenhuma, leve,
moderada e intensa. Entretanto, a glicerina como meio de conservagado de enxertos
e membranas bioldgicas reduz a antigenicidade, além das propriedades antibacteri-
ana e antifungica (DALECK et al., 1992). Contudo, MELO et al. (1998) avaliaram a-



40

loenxertos 0sseos conservados em glicerina e notaram o crescimento de Staphyloc-
cocus intermedius e Staphyloccocus spp em 21,4% amostras de segmentos 0sseos.
Possivelmente, neste trabalho, a contaminacdo pode ser atribuida ao procedimento

cirdrgico ou a glicerina ndo extinguiu as bactérias presentes nos enxertos.
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V. CONCLUSAO

O reparo do sulco troclear de coelhos com enxerto aldgeno conservado em
glicerina a 98%, associado a inoculagéo intra-articular da rhBMP-2, ocasiona satisfa-
torio reparo 6sseo e cartilaginoso apos 45 e 90 dias de pds-operatério, quando com-
parado aos animais do grupo controle.



42

VI. REFERENCIAS

ALEXANDER, J.W. Bone grafting. Veterinary Clinincs of North America Small
Animal Practice, V.17, n.4, p.811-819, 1987.

AMENDOLA, G.F.; ILHA, M.; BERGER, R.; STEDILE, R.; SCHOSSLER, J.E. Corre-
cdo de defeito 6sseo femural em cédes utilizando implante cortical homologo conser-

vado em mel. Acta Cirargica Brasileira, v.18, n.4, p.302-307, 2003.

AMENDOLA, G.F.; RAISER, A.G.; SOARES, J.M.D.; BECKMANN, D.V. Aspectos
biomecénicos compressivos de diafises femorais caninos conservadas em glicerina
a 98% ou em mel. Ciéncia Rural, v.38, n.5, p.1341-1345, 2008.

AMIEL, D.; COUTSS, R.D.; ABEL, M.; STEWART, W.; HARWOOD, F.; AKESON,
W.H. Rib perichondrial grafts for the repair of full-thickness articular cartilage defects.
A morphological and biochemical study in habbits. The Journal of Bone and Joint
Surgery, v.67-A, n.6, p. 911-920, 1985.

ANGEL, J.; RAZZANO, P.; GRANDE, D. Defining the challenge: the basic science of
articular cartilage reapirs and response to injury. Sports Medicine & Arthroscopy
Review, v.11, n.3, p.168-181, 2003.

ARRUDA, M.F. Resposta imuno bioquimica e avaliagcdo histologica da cartila-
gem articular de ratos artrose induzidos, frente ao tratamento com iontoforese
isolada e de &cido L-ascérbico. 2010. 110f. Tese (Doutorado em Biociéncias e Bio-
tecnologia aplicadas a Farmacia) _ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universi-

dade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”-UNESP. Araraquara, Séo Paulo.

BARROS, L.F.M.; MACHADO, T.F.S.; FERRAZ, V.M.; FERRIGNO, C.R.A. Proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs): modo de acédo, aplicacdo e carreadores. Ciéncia

Veterinaria dos Tropicos, v.9, n.1, p.1-8, 2006.



43

BATISTA, E.C.; CABRAL, R.P. Enxertos alégenos: uma revisdo de literatura.
2008. 35f. Tese (Especialista) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais.

BAUER, T.W.; MUSCHLER, G.F.Bone graft materials. An overview of the basic
science. Clinical Orthopaedics and Related Research, v.371, p.10-27, 2000.

BESSHO, K.; KONISHI, Y.; KAIHARA, S.; FUJIMURA, K.; OKUBO, Y.; LIZUKA, T.
Bone induction by Escherichia coli-derived recombinant human bone morphogenetic
protein-2 compared with chinese hamster ovary cell-derived recombinant human
bone morphogenetic protein-2. British Journal of Oral & Maxillofacial Surgery,
v.38, p.645-649, 2000.

BIASE, F.; RAHAL, S.C.; LOPES, R.S. Alteracdes no liquido sinovial do joelho de
cades com osteoartrite induzida pelo modelo Pond e Nuki. Arquivos Brasileiros de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.53, n.5, p.563-567, 2001.

BLEUMING, S.A.; HE, X.C.; KODACH, L.L.; HARDWICK, J.C.; KOOPMAN, F.A;
TEN KATE, F.J.; VAN DEVENTER, S.J.H.; HOMMES, D.W.; PEPPELENBOSCH,
M.P.; OFFERHAUS, G.J.; LI, L.; VAN DER BRINK, G.R. Bone morphogenetic protein
signaling suppresses tumorigenesis at gastric epithelial transition zones in mice.
Cancer Research, v.67, n.17, p.8149-8155, 2007.

BRINKER, W.O.; PIERMATTEI, D.L.; FLO, G.L. Manual de ortopedia e tratamento

das fraturas dos pequenos animais. Sao Paulo: Manole, cap. 20, p.324-333, 1986.

BUARQUE DE HOLANDA, J.P.; FERRETTI, M.; QUARTEIRO, M.L.; AMARO, J.T.;
COHEN, M. Transplante osteocondral autélogo no tratamento de lesdes osteocon-
drais em atletas. Acta Ortopédica Brasileira, v.18, n.6, p.349-352, 2010.

BUCKWALTER, J.A. Articular cartilage: injuries and potential for healing. The Jour-
nal of Orthopaedic and Sports Physical Therapy, v.28, n.4, p.192-202, 1998.



44

BUCKWALTER, J.A.; MANKIN, H.J. Articular cartilage. Part I: tissue design and
chondrocyte matrix interactions. Journal Bone and Joint Surgery, v.79-A, n.4,
p.600-611, 1997.

BUCKWALTER, J.A.; EINHORN, T.A.; SIMON, S.R. Orthopaedic basic science: biol-
ogy and biomechanics of the musculoskeletal system. American Academy of Or-
thopaedic Surgeons. 2" Edition. 2000. 873p.

BULLOUGH, P.G. Pathology of osteoarthritis.In. HOCHBERG, M.C.; SILMAN,
A.J.; SMOLEN, J.S.; WEINBLATT, M.E.; WEISMAN, M.H. Rheumatology. 3.ed. Lon-
don: Mosby, p.1835-1845, 2003.

BURR, D.B. Anatomia e fisiologia dos tecidos mineralizados: papel na patogénese
da osteoartrose. Osteoarthritis and Cartilage, v.12, suppl.1, p.20-30, 2004.

CANALIS, E.; ECONOMIDES, A.N.; GAZZERRO, E. Bone morphogenetic proteins,
their antagonists, and the skeleton. Endocrine Reviews, v.24, n.2, p.218-235, 2003.

CAVASSANI, M.M.; MORAES, J.R.E.; PADILHA FILHO, J.G. Funcao osteoindutora
de fragmentos 0sseos conservados em glicerina a 98% estudo experimental em ra-
tos. Ciéncia rural, v.31, n.3, p.445-448, 2001.

CHANAME, L.A.S.R. Enxerto autélogo de cartilagem em defeitos osteocondrais
do condilo femoral: estudo experimental em cdaes. 2000. 48f. (Dissertacao-
Mestrado) — Programa de Mestrado Interinstitucional em Clinica Cirargica, Universi-

dade Federal do Parana e FURB, Curitiba, Parana.

CHEN, D.; ZHAO, M.; HARRIS, S.E.; M, Z. Signal transduction and biological func-

tion of bone morphogenetic proteins. Frontiers in Bioscience, v.9, p.349-358, 2004.

CHENG, H.; JIANG, W.; HAYDON, R.C.; PENG, Y.; ZHOW, L.; LUU, H.H.; AN, N.;
BREYER, B.; VANICHAKAM, P.; SZATKOWSKI, J.P.; PARK, J.Y.; HE, T-C. Ativida-
de osteogénica dos quatorze tipos de proteinas morfogenéticas 6sseas humanas
(BMPs). The Journal of Bone and Joint Surgery, v.85, p.1544-1552, 2003.



45

CIANI, R.B.; RAHAL, S.C.; VOLPI, R.S.; TAGA, R.; GRANJEIRO, J.M.; CESTARI,
T.M.; MAMPRIM, M.J. Mistura de proteinas morfogenéticas 6sseas, hidroxiapatita,
0SS0 inorganico e colageno envolta por membrana de pericardio no preenchimento
de defeito 6sseo segmentar em coelhos. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterina-
ria e Zootecnia, v.58, n.1, p.59-67, 2006.

CORNELL, C.N.; LANE, J.M. Newest factors in fracture healing. Clinical Orthopae-
dics and Related Research, n.277, p.297-311, 1992.

CRMV-MG. Eutanasia: resolucdo do CFMV institui normas e procedimentos para
eutanasia em animais. Veterinaria e Zootecnia em Minas Gerais, v.17, n.75, p.25,
2002.

DALECK, C.R.; PADILHA FILHO, J.G.; DALECK, C.L.M.; COSTA NETO, J.M.; A-
LESSI, A.C. Reparacéo de hérnia perineal em cées com peritdnio de bovino conser-
vado em glicerina. Ciéncia Rural, v.22, n.2, p.179-183, 1992.

DAMASCENO, M.L.; FERREIRA, T.F.; D’ELIA, C.0O.; DEMONGE, M.K.; PECORA,
J.R.; HERNANDEZ, A.J.; CAMANHO, G.L.; CROCI, A.T.; SANTOS, L.A.U.; HELITO,
C.P. A utilizacdo de enxerto alégeno nas reconstrucdes ligamentares do joelho. Acta
Ortopédica Brasileira, v.17, n.5, p.265-268, 2009.

DAVIDSON, P.A.; RIVENBURGH, D.W.; DAWSON, P.E.; ROZIN, R. Clinical, histo-
logic, and radiographic outcomes of distal femoral resurfacing with hypothermically
stored osteoarticular allografts. The American Journal of Sports Medicine, v.35,
n.7, p. 1082-1090, 2007.

DE BIASE, P.; CAPANNA, R. Bone morphogenetic proteins and growth factors:
emerging role in regenerative orthopaedic surgery. Journal of Orthopaedics Trau-
matology, v.8, n.1, p.43-48, 2007.

DEL CARLO, R.J.; GALVAO, M.R.; VILORIA, M.LV.; NATALI, AJ.; BARBOSA,
A.L.T.; MONTEIRO, B.S.; PINHEIRO, L.C.P. Imobilizacdo prolongada e remobiliza-



46

cdo da articulacdo fémoro-tibio-patelar de ratos: estudo clinico e microscépico. Ar-

quivo Brasileiro Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.59, n.2, p.363-370, 2007.

DELLA NINA, M.I.; SCHMAEDECKE, A.; ROMANO, L.; FERRIGNO, C.R.A. Compa-
racdo de osteossintese com placa e osteossintese com placa associada a enxerto
de proteina morfogenética 6ssea em fratura bilateral distal de radio e ulna em céo —
relato de caso. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science,
v.44, n.4, p.297-303, 2007.

DINGEE, F. Analise da influéncia dos tratamentos de liofilizacao, esterilizacéo e
rehidratacédo nas propriedades mecanicas do osso cortical bovino. 2005. 53f.
Monografia (Graduacdo em Engenharia de Materiais) — Universidade Federal de Flo-
rianopolis, Santa Catarina.

DUELAND, R.T.; Cryopreserved intercalary bone allografts: early experience (1975-
1980) in eight canine cases. The Journal of the American Animal Hospital Asso-
ciation, v.25, n.3, p.305-316, 1989.

EKELUND, A.; BROSJO, O.; NILSSON, O.S. Experimental induction of heterotopic
bone. Clinical Orthopaedics Related Research, v.263, p.102-112, 1991.

GARSTANG, S.V.; STITIK, T.P. Osteoarthritis: epidemiology, ris factors, and patho-
physiology. American Journal of Phisical Medicine Rehabilitation, v.85 suppl. 11,
p.s2-11, 2006.

GAUTSCHI, O.P.; FREY, S.P.; ZELLWEGER, R. Bone morphogenetic proteins in
clinical applications. ANZ Journal of Surgery, v.77, n.8, p. 626-631, 2007.

GIOSO, M.A.; BENITES, N.R.; KAMPF, G. Andlise microbiolégica de ossos de cées
conservados por longo periodo de tempo na glicerina a 98% a temperatura ambien-
te, objetivando a enxertia 6ssea. Acta Cirurgica brasileira, v.17, n.4, p.242-246,
2002.



47

GOBBI, R.G.; DEMONGE, M.K.; BARRETO, R.B.; PECORA, J.R.; REZENDE, M.U.;
BARROS FILHO, T.E.P.; LOMBELLO, C.B. Transplante autélogo de condrdcitos-
Relato de trés casos. Revista Brasileira Ortopédica, v.45, n.4, p. 449-456, 2010.

GONCALVES, H.R.; HONDA, E.K.; ONO, N.K. Andlise da incorporacdo do enxerto
0sseo acetabular. Revista Brasileira de Ortopedia, v.38, n.4, p.149-160, 2003.

HANADA, K.; DENNIS, J.E.; CAPLAN, A.l. Stimulatory effect of basic fibroblast
growth factor and bone morphogenetic protein-2 on osteogenic differentiation of rat
bone marrow- derived mesenchymal stem cells. Journal of Bone and Mineral Re-
search, v.12, n.10, p.1606-1614, 1997.

HAYAMI, T.; PICKARSKI, M.; GREGG, Y.A.; WESOLOWSKI, G.A.; RODAN, G.A;
DONG, L.T. Caracterizacao da cartilagem articular e altera¢cdes do osso subcondral
em ratos transeccao do ligamento cruzado anterior e modelos meniscoectomizados
de osteoartrite. Bone, v.38, n.2, p.234-243, 2006.

INOUYE, C.M.; FAGUNDES, D.J.; FALOPPA, F.; NOVO, N.F.; JULIANO, Y.; FI-
GUEIREDO, A.S.; TAHA, M.O. Estudo morfoldgico da articulacdo do joelho de coe-
Ihos apds a reparacdo de um defeito osteocondral. Acta Cirargica Brasileira, v.17,
n.6, p.403-409, 2002.

JANEWAY, C.A. Imunobiologia: o sistema imune na saude e na doenca. 5.ed.
Porto Alegre: Artmed Editora, p.549-557, 2002.

JEONG, G.K.; SANDHU, H.S.; FARMER, J. Bone morphogenic proteins: applica-
tions in spinal surgery. Journal Hospital for Special Surgery HSS J, v.1, n.1, p.
110-117, 2005.

JOHNSON, A.L.; SHOKRY, M.M.; STEIN, L.E. Preliminary study of ethylene oxide
sterilization of full-thickness cortical allografts used in segmental femoral fracture re-

pair. American Journal of Veterinary Research, v.46, n.5, p.1050-1056, 1985.



48

JORGE, R.S. Estudo imunoistoquimico da incorporacdo de enxerto alégeno
com proteina morfogenética do 0sso-2 na mandibula de rato. 2004. 128f. Tese
(Doutorado em Biologia Buco-Dental) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual de Campinas, Piracicaba, Sao Paulo.

JOYCE, M.E.; JINGUSHI, S.; BOLANDER, M.E. Transforming growth factor beta in
the regulation of fracture repair. Orthopedic Clinics of North America, v.21, n.1,
p.199-209, 1990.

JUNQUEIRA, L.C; CARNEIRO, J. Histologia basica. 10%d. Rio de Janeiro: Gua-
nabara Koogan, 130p, 2004.

LAMMI, P.E.; LAMMI, M.J.; TAMMI, R.H.; HELMINEN, H.J.; ESPANHA, M.M. Strong
hyaluronan expression expression in the full-thickness rat articular cartilage repair
tissue. Histochemistry and cell biology, v.115, n.4, p.301-308, 2001.

LI, R.H.; WOSNEY, J.M. Delivering on the promise of bone morphogenetic proteins.
Trends in Biotechnology, v.19, n.7, p.255-265, 2001.

LIMONGE, C.R.; DEL CARLO, R.J.; MONTEIRO, B.S.; RODRIGUES, C.B.S.; DEL
CARLO, K.N. Estudo microscopico da reparacao de defeito osteocondral experimen-
tal da cabeca do umero de cées apos aplicacdo de laser a diodo de arsenieto de ga-
lio (As-Ga) associado a administracéo oral de sulfato de condroitina. Revista do Ins-
tituto de Ciéncias da Saude, v.25, n.4, p.385-390, 2007.

LIPOWITZ, A.J. Degenerative Joint Disease. In: SLATTER, D. Textbook of Small
Animal Surgery, Philadelphia: Saunders, v.2, cap. 143, p.1921-1927, 1993.

MACEDO, C.A.S.; GALIA, C.R.; SILVA, A.L.B.; CESAR, P.C.; SANCHES, P.R.S;;
DUARTE, L.S.; MULLER, L.M. Comparacio da resisténcia & compress&o do 0sso
bovino congelado e liofilizado. Revista Brasileira de Ortopedia, v.34, n.9/10, p.529-
534, 1999.



49

MARIE. P.J. Effects of bone morphogenetic proteins on cells of the osteoblastic li-
neage. Journal Cell Engineering, [s1], n.2, p. 92-99, 1997.

MARTEL-PELLETIER, J.; LAJEUNESSE, D.; PELLETIER, J.P. Etiopatogenesis of
osteoarthritis. 15.ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, p.2199-2226,
2005.

MARTINEZ, S.A.; WALKER, T. Bone grafts. Veterinary Clinincs of North America
Small Animal Practice, v.29, n.5, p. 1207-1219, 1999.

MASSONE, F. Anestesiologia veterinaria: farmacologia e técnicas. Rio de Janei-
ro, Editora Guanabara S.A., 235p, 1988.

MELO, E.G.; REZENDE, C.M.F.; BORGES, A.P.B. NOBREGA NETO, P.I. Aloenxer-
to 0sseo cortical: avaliacdo do seu emprego em tibia de cédes. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veternaria e Zootecnia, v.50, n.4, p.385-394, 1998.

MILLIS, D.L.; MARTINEZ, S.A. Bone grafts. In: SLATTER, D. Small ani-
mal surgery. 3ed. Philadelphia: Saunders, cap.133, p. 1875-1891, 2003.

MINAMIDE, A.; KAWAKAMI, M.; HASHIZUME, H.; SAKATA, R.; TAMAKI, T. Evalua-
tion of carries of bone morphogenetic protein for spinal fusion. Spine, v.26, n.8, p.
933-939, 2001.

MINAS, T.; NEHRER, S. Current Concepts in the Treatment of Articular Cartilage
Defects. Orthopedics, v.20, n.6, p.525-538, 1997.

MITHOEFER, K.; WILLIAMS, R.J.; WARREN, R.F.; POTTER, H.G.; SPOCK, C.R;;
JONES, E.C.; WICKIEWICZ, T.L.; MARX, R.G. Revestimento condral de defeitos da
cartilagem articular no joelho com a técnica de microfratura. The Journal of Bone
and Joint Surgery, v.88, suppl.1, p.294-304, 2006.

NIEDERWANGER, M.; URIST, M.R. Matriz 6ssea desmineralizada fornecidos pelos

bancos de ossos para uma transportadora da proteina 6ssea morfogenética recom-



50

binante humana (rhBMP-2) um substituto para os enxertos ésseos autdégeno. Jour-
nal of Oral Implantology, v.22, n.3-4, p.210-215, 1996.

OCHI, M.; ADACHI, N.; NOBUTO, H.; YANADA, S.; ITO, Y.; AGUNG, M. Atrticular
cartilage repair using tissue engineering technique--novel approach with minimally

invasive procedure. Artificial Organs, v.28, n.1, p. 28-32, 2004.

ODDIS, C.V. News perpectives on osteoarthritis. American Journal of Medicina,
v.100, n.6, suppl2A: p. 10s-15s, 1996.

OLIVEIRA, B. J. N. Enxerto osteocondral al6geno, associado a inoculagcéo de
células mononucleares da medula 0ssea e proteina morfogenética 6ssea no
reparo do sulco troclear de coelho. 2008. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uber-
landia. Uberlandia, Minas Gerais. Disponivel em:
<http://www.bdtd.ufu.br//tde_busca/arquivo.php?codArquivo=2303>. Acesso em:
Fev. 2011.

OLIVEIRA, C.R.L. Terapia laser de baixa poténcia (A= 904nm) associada ao
sulfato de condroitina e quitosana na reparacdo de defeito osteocondral
experimental da cabeca do Umero de cdes. Estudo histopatolégico. 2006. 29f.
Tese (“Magister Scientiae” em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais. Disponivel em:
http://www.tede.ufv.br/tedesimplificado/tde_arquivos/8/TDE-2006-12-12T092015Z-
140/Publico/texto%20completo.pdf. Acesso em Fev. 2011.

PACHECO, C.R.; CAMPOLI, M.A.; GOMES, S.S.R.; SIMAMOTO JUNIOR, P.C.;
FERNANDES NETO, A.J. Implantes dentarios recobertos com proteina morfogenéti-
ca O0ssea recombinante humana tipo-2. Revista Gaucha Odontoldgica, v.58, n.3,
p.333-337, 2010.

PELLETIER, J.P.; MARTEL-PELLETIER, J.; HOWELL, D.S. Etiopathogenesis of 0s-
teoarthritis. In: KOOPMAN W.J. Arthritis and allied conditions. 14" ed. Philadel-
phia: Lippincott Williams&Wilkins, p.2195-2215, 2001.


http://www.bdtd.ufu.br/tde_busca/arquivo.php?codArquivo=2303
http://www.tede.ufv.br/tedesimplificado/tde_arquivos/8/TDE-2006-12-12T092015Z-140/Publico/texto%20completo.pdf
http://www.tede.ufv.br/tedesimplificado/tde_arquivos/8/TDE-2006-12-12T092015Z-140/Publico/texto%20completo.pdf

51

PETERSON, L.; MINAS, T.; BRITTIBERG, M.; NILSSON, A.; SJOGREN-JANSSON,
E.; LINDAHL, A. Two- to 9-year outcome after autologous chondrocyte transplanta-
tion of the knee. Clinical Orthopaedics and Related Research, v.374, p. 212-234,
2000.

PIERMATTEI, D.L.; FLO, G.L. Bone Grafting. In: . Small animal ortho-

pedics and fracture repair. 3.ed., Philadelphia: Saunders, cap.3, p.147-153, 1997.

PIGOSSI, N. Implantacao de dura-mater homéloga conservada em glicerina.
Estudo experimental em caes. 1964. 92f. Tese (Doutorado em cirurgia) — Faculda-

de de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP.

PIGOSSI, N. Glicerina na conservagdo de dura-mater. Estudo experimental.
1967. 83f. Tese (Livre docéncia em cirurgia) — Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo, Sao Paulo, SP.

PINTO JUNIOR, H.S. Utilizacdo de enxerto 6sseo cortical homologo preservado
em tintura de iodo a 2% na reparacédo de fraturas cominutivas de ossos longos
em cées. 1995. 75f. [Tese — Doutorado] - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zoo-

tecnia, Universidade Sao Paulo, Sao Paulo, SP.

QUEZINI, S.G.; CARVALHO, P.T.C. Acao do lazer de baixa poténcia sobre proteinas
morfogenéticas em defeitos 0sseos. ConScientiae Saude, v.8, n.4, p.549-557,
20009.

REDDI, A.H.; REDDI, A. Bone morphogenetic proteins (BMPs): from morphogens to
metabologens. Cytokine Growth Factor Reviews, v.20, n.5/6, p.341-342, 2009.

REY, L. Dicionario de termos técnicos de medicina e salude. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, p.413, 2003.

RIBEIRO, J.L.; CAMANHO, G.L.; TAKITA, L.C. Estudo macroscopico e histologico
de reparos osteocondrais biologicamente aceitaveis. Acta Ortopédica Brasileira,
v.12, n.1, p.16-21, 2004.



52

ROSSO, R.; SCHAFER,D.; FRICKER, R.; BREENNWALS, J.; JUNDT, G.; SPAG-
NOLI, G.; HARDER, F.; HEBERER, M. Functional and morphological outcome of
knee joint transplantation in dogs depend on control of rejection. Transplantation,
v.63, n.12, p.1723-1733, 1997.

SAMPAIO, R.L.; LACERDA, M.S.; OLIVEIRA, P.C.L.; PANETO, J.C.C.; BITTAR,
E.R.; BORGES, G.A.; CAMACHO, G.M.M.; BRAGA, E.M. Variacao da forca de resis-
téncia a micro-tracdo de fragmentos de 0ssos corticais preservados em diversos
meios e a fresco: estudo experimental em coelhos. Pesquisa Veterinéria Brasilei-
ra, v.29, n.4, p.345-352, 20009.

SANTOS, AA.; MIRANDA, C.D.O.; ALVES, M.T.S.; FALOPPA, F. O papel da protei-
na morfogenética 0ssea na reparacéo do tecido 6sseo. Acta Ortopédica Brasileira,
v.13, n.4, p.194-195, 2005.

SELLARDS, R.A.; NHO, S.J.; COLE, B.J. Chondral injuries. Curent Opinion in
Rheumatology, v.14, p.134-141, 2002.

SHAPIRO, F.; KOIDE, S.; GLIMCHER, M.J. Cell origin and differentiation in the re-
pair of full-thickness defects of articular cartilage. The Journal of Bone and Joint
Surgery, v.75-A, n.4, p.532-553, 1993.

SILVA, N.A.; MONTANDON, A.C.0.S.; CABRAL, M.V.S.P. Doencas osteoarticulares
degenerativas perifericas. Einstein, v.6, supl.1, S21-S28, 2008.

SINIBALDI, K.; ROSEN, H.; LIU, S.K.; DEANGELIS, M. Tumors associated with me-
tallic implantes in animals. Clinical Orthopaedics and Related Research, v.118, p.
257-266, 1976.

SOUZA, T.D.; DEL CARLO, R.J.; VILORIA, M.1.V. Eletroterapia no processo de repa-

racao da superficie articular de coelhos. Ciéncia Rural, v.31, n.5, p.819-824, 2001.

SOUZA, V.L. Efeitos do ultra-som de baixa intensidade sobre a consolidagéo

0ssea em fratura de ossos longos (radio e ulna, tibia e fibula) em cées (Canis



53

familiaris). 2003. 127f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, SP. Disponivel em:
<http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/10/10137/tde-01062004-153913/fr.php>.
Acesso em: Fev. 2011.

STEVENSON, S. Enxertamento 6sseo. In: BOJRAB, M.J. Técnicas atuais em ci-
rurgia de pequenos animais. 3.ed. Sdo Paulo: Roca, cap.48, p. 758-819, 1996.

STEVENSON, S. Enxertos Osseos. In: SLATTER, D. Manual de cirurgia de pe-
guenos Animais. 2.ed. v.2. Sdo Paulo: Manole, p. 2006-2016, 1998.

STEVENSON, S. Enxertadura 0ssea. In: BOJRAB, J.M. Técnicas atuais em cirur-
gia de pequenos animais. 3.ed. Sdo Paulo: Roca, p.786-793, 2005.

SWEETMAN, S.C. Martindale- the complete drug reference. London: Pharmaceut-
ical Production, p.1616-1617, 2002.

TORIUMI, D.M.; ROBERTSON, K. Bone inductive biomaterials in facial plastic and
reconstructive surgery. Facial Plastic Surgery, v.9, n.1, p. 29-36, 1993.

TRIPPEL, S.B.; MANKIN, H.J. Consolidacdo da cartilagem articular. In: BOJRAB,
M.J.; SMEAK, D.D.; BLOOMBERG, M.S. Mecanismos da moléstia na cirurgia dos
pequenos animais. Sao Paulo: Manole, p.829-846, 1996.

TSUMAKI, N.; YOSHIKAWA, H. The role of bone morphogenetic proteins in endo-
chondral bone formation. Cytokine Growth Factor Reviews, v.16, n.3, p.279-285,
2005.

URIST, M.R. Bone: formation by autoinduction. Science, v.150, n.3698, p. 893-899,
1965.

URIST, M.R.; STRATES, B.S. Bone morphogenetic protein. Journal of Dental Re-
search, v.50, n.6, p.1392-1406, 1971.


http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/10/10137/tde-01062004-153913/fr.php

54

VALDES, M.A.; THAKUR, N.A.; NAMDARI, S.; CIOMBOR, D.M.; PALUMBO, M. Re-
combinant bone morphogenic protein-2 in orthopaedic surgery: a review. Archives
of orthopaedic and trauma surgery, v.129, n.12, p.1651-1657, 2009.

VELLOSO, G.R. Rigidez articular. Universitas Ciéncias da Saude, v.3, n.1, p.141-
144, 2005.

VELLUTINI, W.C. Envelhecimento e degeneragcao da cartilagem articular. Acta Or-
topédica Brasileira, v.5, n.1, p. 01-04, 1997.

ZHANG, W.; MOSKOWITZ, R.W.; NUKI, G.; ABRAMSON, S.; ALTMAN, R.D.; AR-
DEN, N.; BIERMA-ZEINSTRA, S.; BRANDT, K.D.; CROFT, P.; DOHERTY, M,
DOUGADOS, M.; HOCHBERG, HUNTER, D.J.; KWOH, K., LOHMANDER,
L.S.;TUQWELL. OARSI recomendacfes para a gestdo de osteoartrite do quadril e
joelho, Parte Il: OARSI baseada em evidéncias, diretrizes consenso entre 0s especi-
alistas. Osteoarthritis Cartilage, v.16, n.2, p.137-162, 2008.

ZILIOTTO, L.; DALECK, C.R.; PADILHA FILHO, J.G.; SOUZA, A.P.; FANTINATTI,
A.P.; DINIZ, P.P.V.P. Utilizacdo de implante 0sseo cortical alégeno conservado em
glicerina para preservacdo de membro toracico. Estudo experimental em caes. Acta
Cirargica Brasileira, v.18, n.2, p.107-115, 2003. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/acb/v18n2/15194.pdf>. Acesso em: 28 fev.2011.

WAKITANI, S.; GOTO, T.; PINEDA, S.J.; YOUNG, R.G.; MANSOUR, J.M.; CAPLAN,
A.; GOLDBERG, V.M. Mesenchymal cell-based repair of large, full-thickness defects
of articular cartilage. The Journal of Bone and Joint Surgery, v.76, n.4, p.579-592,
1994.

WANG, E.A.; ROSEN, V.; DALESSANDRO, J.S.; BAUDUY, M.; CORDES, P.; HA-
RADA, T.; ISRAEL, D.l.; HEWICK, R.M.; KERNS, K.M.; LAPAN, P.; LUXENBERG,
D.P.; MCQUAID, D.; MOUTSATSOS, I.K.; NOVE, J.; WOSNEY, J.M. Recombinant
human bone morphogenetic proteins induces bone formation. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v.87, p.2220-
2024, 1990.


http://www.scielo.br/pdf/acb/v18n2/15194.pdf

55

WHITE, A.P.; VACCARO, AR.; HALL, J.A.; WHANG, P.G.; FRIEL, B.C,; MCKEE,
M.D. Clinical applications of BMP-7 /OP-1 in fractures, nonunions and spinal fusion.
International Orthopaedics, v. 31, p.735-741, 2007.

WOSNEY, J.M.; ROSEN, V.; CELESTE, A.J.; MITSOCK, L.M.; WHITTERS, M.J,;
KRIZ, RW.; HEWICK, R.M.; WANG, E.A. Novel regulators of bone formation: mole-
cular clones and activities. Science, v.242, n.4885, p.1528-1534, 1988.



56

APENDICE

A. Fontes de aquisicdo dos materiais da pesquisa

! Biotrat lodopovidona. Solugéo degermante. LMFarma Ind. e Comércio. S&o0 José dos Campos, S&0
Paulo, SP. Brasil.

2 Alcool 70°. GL. Minascucar. Santa Rosa de Viterbo, Sao Paulo, SP. Brasil.

8 lodopovidona. Geyer Medicamentos. Porto Alegre, RS. Brasil.

* Paquimetro graduado. Produzido por Worker distribuido por FNCL. Brasil.

® Lamina de bisturi n® 10. Cirdrgica Passos. Curitiba, PR. Brasil.

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

" Cloreto de Sédio 0,9%. Sanobiol. Pouso Alegre, MG. Brasil.

® Glicerina 98%. IndUstria Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP. Brasil.

® Racao para coelhos Coelhdo. BN & F Agronegdécios. Uberlandia, MG. Brasil.

1% vermectina 1%. Merial. Campinas, SP. Brasil.

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

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

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

* Tramal. Unido Quimica Farmacéutica Nacional. Pouso Alegre, MG. Brasil.

!> Banamine. Injetavel. Schering-Plough Satde Animal Indstria e Comércio. Cotia, SP. Brasil

18 Ceftiofur. Pfizer Satide Animal. Belo Horizonte, MG. Brasil.

7 capela de fluxo laminar. Lupe IndUstria e Comércio. Sdo Paulo, SP. Brasil.

'8 Acido acético. Casquimica Produtos Quimicos. Diadema, SP. Brasil.

¥ Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Invitrogen Brasil. Sdo Paulo, SP. Brasil.

“Fetal Bovine Serum. Gibco. Invitrogen Brasil. Sado Paulo, SP. Brasil.

L Eppendorf. CRAL artigos para laboratérios. Cotia, SP, Brasil.

2 \/icryl 4-0. Ethicon. S&o Paulo, SP. Brasil.

#Nylon 3-0. Polysuture Indistria e Comércio. Sd0 Sebastido do Paraiso, MG. Brasil.

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

“Tiopental sodico 2,5%. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos. Campinas, SP. Brasil.

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

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

% Acido Nitrico. SPLabor equipamentos para laboratérios. Prudente, SP. Brasil.

% Alcool Absoluto. Industria e Comércio Engarrafadora de Alcool Absoluto. Dois Cérregos, SP. Brasil.

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

* Hematoxilina-Eosina. Interlab distribuidora de produtos cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil

*Tricromio Mallory. Interlab distribuidora de produtos cientificos. S&o Paulo, SP. Brasil.

% Microscopio de luz Olympus DP-71. New York microscope Company Inc. DBA YScopes. Com. Hick-
sville, New York. EUA.



