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RESUMO

A articulacéo do joelho frequentemente é acomeimtatraumatismos, deformidades
congénitas, tumores e infec¢des; com prognostiservado devido sua capacidade limitada
de regeneracdo. O presente projeto avaliou a &fiche enxerto osteocondral alégeno
conservado em glicerina a 98%, associado a inc@olde células mononucleares autdogenas e
dexametasona, no reparo 0sseo e cartilaginosoedaeatre os tubérculos medial e lateral da
troclea femural. Foram utilizados 24 coelhos da ftdgva Zelandia, separados aleatoriamente
em dois grupos, ambos com doze animais. Todos ioza@nforam submetidos ao enxerto
osteocondral alégeno do sulco troclear, presereadaglicerina a 98% e avaliados com 45 e
90 dias de pds-operatdrio. Os animais do grupadoateceberam ainda injecao intra-articular
contendo 2,0 x 10células mononucleares autdlogas e dexametasoremirgcular. A
implantacdo de enxerto osteocondral alégeno coaderem glicerina a 98%, associado a
inoculacdo de células mononucleares autégenas amgg¢asona em coelhos favorece a

ossificagcao endocondral e reduz a inflamag&o.

Palavras-chave:Joelho. Medula 6ssea. Osso.
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ABSTRACT

Trauma, congenital deformities, tumors and infeioften affected the articulation
genus, with poor prognosis due to its limited regahon capacity. This study evaluated the
effectiveness of osteochondral graft preservedynegin 98% associated with mononuclear
cells cells and dexamethasone in bone repair aritiage of the trochlear groove. We used
24 New Zealand rabbits were randomly separatedtimbogroups, each with twelve animals.
All animals were subjected to graft osteochondialeaft of the trochlear groove, preserved
in 98% glycerin and evaluated with 45 and 90 daystqperatively. The treated group also
received intra-articular injection containing 2.0186 mononuclear cells and intramuscular
dexamethasone. The implantation of allogenic osteadral graft preserved in glycerin 98%
associated with injection of mononuclear cells alestamethasone promotes endochondral

ossification and reduces inflammation in rabbits.

Keywords: Genus. Bone. Bone marrow.



13

|  INTRODUCAO

A articulacédo do joelho sofre intensa compressampla amplitude de movimentos
de flexdo e extensdo (HEBERT et al.,, 2003). Fremumente sdo acometidas por
traumatismos, deformidades congénitas, tumoresfexcgides; com prognostico reservado
devido sua capacidade limitada de regeneragcdo (ON$3993). O uso de enxertos 0sseos
tem auxiliado os cirurgides restabelecer a fisi@logssea (WEIGEL, 1993). A dificil
regeneracao 0ssea tem instigado a descobertatddaséue possam reduzir a dor, a rigidez
articular e aumentar a mobilidade da articulacAdcS®ON, 1993).

Diversas abordagens experimentais vém sendo réasizaa tentativa de elucidar a
formacdo e reparacdo 0ssea em defeitos osteocan8Eam empregados enxertos 6sseos em
consequéncia de lesbes tumorais (MUSCOLO et ab8)l%iomateriais (BURG, 2000),
esqueletos de matriz extracelular osteocondutivan conplantacdo de substancias
imunossupressoras como a dexametasona, na tendativeduzir a reacdo inflamatoéria ou
rejeicao (SILVA et al., 2008).

As células tronco mesenquimais (CTMs) possuem cafmcidade de se renovar e
diferenciar em varias linhagens de tecido conjenttomo 0sso, cartilagem, gordura e
musculo (CONRAD, HUSS, 2005). Em varios experimsnt®m sido obtida as CTMs e
controlada,in vitro, a sua diferenciacdo em tecido cartilaginoso e®$MARTIN et al.,
1998; PITTENGER et al., 1999). Esta células tém sdladas da medula 6ssea de roedores
(SIMMONS et al., 1991; BITTENCOURT et al., 2006es (HUSS, HOY, DEEG, 1995),
humanos (PITTENGER et al., 1999), gatos (MARTINakt 2002), suinos (RINGE et al.,
2002) e coelhos (OLIVEIRA, 2008a; SOUZA, 2008).

Objetivou-se avaliar a eficacia de reparo 0ssearglaginoso do sulco troclear de
coelhos submetidos a implantacéo de enxerto ostdoalaalogeno conservado em glicerina a
98%, associado a inoculacdo de células mononusleatégenas isoladas da medula 6ssea e
a aplicacdo intramuscular de dexametasona, por rdeioavaliagbes macroscopica e

histoldgica.
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Il REVISAO DE LITERATURA

Il.a Origem, caracteristicas e utilizacdo de célummesenquimais da medula 6ssea

A medula oOssea (MO) apresenta dois sistemas trpngos que promove a
reconstituicdo hematopoiética e de outros tecigssando presente no embrido, sangue
periférico, medula 6ssea e sangue do corddo umb{UAISWAL et al.,, 1997). O outro,
células mesenquimais (CTMs) caracterizadas peleo-ranbvacdo e potencial de
diferenciacdo em varias linhagens de tecidos (CAMRALLI et al.,, 2001), também
denominado de plasticidade celular (HERZOG, CHARAUSE, 2003) por exibirem ampla
capacidade de se diferenciar em diversas linhagehsgares. Assim como dar origem e
regenerar diversos tecidos, incluindo ossos, agdih, adiposo, tenddes, musculos e estroma
medular (CAMPAGNOLLI et al., 2001).

Para maior compreensao da plasticidade celulaa &erdamental estudar a expressao
génica das CTMs adultas (FONTANA, 2009), mas Zig20i05) referiu-se a hipétese de que
elas ndo possuem um grupo de genes que a espewifiRropds o conceito de “stem state”
colocando a propriedade “tronco” como um estadéeaomo “entidade”. Argumentou que
esse estado “de espera’ torna a célula apta a mapilamente, sem necessidade de um
longo processo. Ja para Woodybury, Reynolds e BI&H02), estas células séao
multidiferenciadas ao invés de indiferenciadas. fidmando essa teoria, Tremain et al.
(2001), usando a técnica de microSAGE (MicroseAalalysis of Gene Expression)
catalogaram mais de 2000 sequencias transcritasupar colonia de CTMs humanas,
derivadas de uma sé célula. Observaram ainda, sessgp simultinea de transcritos
caracteristicos de células estromais, osteoblastiohlastos, condrdcitos, endotélio, epitélio
e células da linhagem neural.

As células tronco mesenquimais permanecem quiexeaié que algum estimulo
ambiental induza sua diferenciacdo, como ocorrardero processo de cicatrizagao (PERIN
et al., 2003). De acordo com Jiang et al. (2005htensidade de lesdo do tecido pode
interferir na migracdo das CTMs. Elas sobrevivemteados-alvos distintos por um longo
periodo (MINGUELL, ERICES, 2006) e multiplicam redpmente, originando células-filhas,
capazes de substituir as células doentes (BANE&I.,e2000). Realizam divisdes assimétricas
originando células que permanecem indiferenciadgsondo a reserva de células-tronco,
evitando a reducéo da populagcao (ZAGO, 2006).dsguando uma célula-tronco se divide,

uma das células filhas permanece e substitui aeprmga, enquanto que, a outra se divide e
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se diferencia em células maduras com o aspectecitintespecifico (DUA, 1995; SANTOS,
SOARES, CARVALHO, 2004).

Foi referido por Aggarwal, Pittenger (2005) e Bt€gyndall et al. (2007) que as
células tronco mesenquimais tem sido utilizadapmtocolos de transplante para aumentar a
aderéncia do enxerto e reduzir a proliferacao mféditos. Acrescentaram ainda que quando
expandidasex vivo foram usadas com sucesso para tratar doenca dat@ncontra o
hospedeiro, demonstrando propriedades imunossopass®\lém disso, possuem habilidade
quimiotatica e de migracdo para areas de lesaoftaimiacédo, propriedade conhecida como
homing (AGGARWAL, PITTENGER, 2005). Existem relatos que eélulas-tronco da
medula déssea circulam no sangue periférico e ggedirpara os tecidos lesados (XU et al.,
2005) e que, em seguida, voltam para a medulapqmesso fisioldégico regulado por uma
complexa interacéo de citocinas (WRIGHT et al.,20RETIT et al., 2005). Nao ha, contudo,
de acordo com Romano (2004) a possibilidade de do@im de tumor, j& que ndo se
diferenciam em tecidos indesejados no organismopdussro. Quando as células
mesenquimais sao transplantadas por via intravena@gam para o local da injuria (BARRY,
MURPHY, 2004), que foi comprovada em fraturas éssedarto do miocardio (SHAKE et
al., 2002) e em isquemia cerebral (WANG et al.,2200

As células mesenquimais se encontram distribuidamedula 6ssea e correspondem
de 0,001 a 0,01% de todas as células nucleadas laresju separando-se a fracéo
mononuclear por gradiente de densidade (COVAS, )2086u emprego terapéutico tem
direcionado as pesquisas para seu isolamento,igagdb e concentracdo, métodos que
tornam possivel favorecer a reparacéo tecidual (SODNLY, 1995). Geralmente, a maioria
dos estudos cientificos envolve a administracdo @Esls associadas a marcadores para
avaliacdo e a determinacédo da identidade celulaapalise morfoldgica, imunofenotipica
e/ou funcional (COLOME, 2007).

As CTMs séao facilmente coletadas e, de acordo camg/Aét al. (2004), por serem
provenientes do proprio paciente excluem a pogtdoie de rejeicdo e ndo provocam
controvérsias aos aspectos éticos e legais. A mahdea da espécie humana € a principal
fonte, porém séo isoladas também no musculo esopoeteda derme (YOUNG et al., 2001),
tecido adiposo (ZUK et al.,, 2001), membrana sinoYRE BARI et al.,, 2001), rins
(ALMEIDA-PORADA et al., 2002), endotélio e subenéld da veia umbilical (COVAS et
al., 2003), sangue de corddao umbilical e placem{&uU, XIAO, SHEN, 2004). Assim como
da medula éssea vertebral (AHRENS et al., 2004dagem articular (ALSALAMEH et al.,
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2004), vilosidade corionica da placenta (IGURAIet2004), ligamento periodontal (SEO et
al., 2004) e até do pulmédo (SABATINI et al., 2005).

[I.b Técnicas e sitios de coleta de medula 0ssea

A técnica de coleta da medula 6ssea é relativansemigles, geralmente as puncdes
ocorrem na crista iliaca, no trocanter maior doéma area transiliaca e na regido epifisaria
proximal do umero. O material deve ser coletadaenui¢coes assépticas, com o paciente sob
anestesia geral, utilizando seringas contendo aagidantes para sua succao (RASKIN,
1998). Se a coleta for realizada no osso fémur ibia,tsugere-se o decubito lateral
(MENDONCA et al., 2003; CASTANIA, 2007; ZAMPROGNQQO07), quando for na crista
iliaca, o decubito ventral (OLIVEIRA, 2008b; TOGNO4t al., 2009).

As agulhas de eleicdo para infusfes intradsseaassde Jamshidi ou de mielograma,
(JUNIOR, CARVALHO, LIMA, 2008). Quando é necessdaaobtencdo de quantidade
elevada de MO, sugere-se a utilizacdo de agulhas cealibre maior, para aumentar o
volume coletado e reduzir o tempo cirtrgico (OLIRE], 2008b; TOGNOLI et al., 2009).
Podem ser utilizadas as agulhas de Osgood, diargetso12mm (LOPES et al., 1998), de
Steiss (OLIVEIRA, 2008b; TOGNOLI et al.,, 2009) oe dRosenthal (RASKIN, 1998;
OLIVEIRA, 2008a; SOUZA, 2008).

Algumas complicacdes podem ocorrer durante a caletaMO nos 0ssos longos,
dentre elas, as fraturas que sdo comuns quandea#@adas multiplas perfuracbes em uma
mesma regido 6ssea, ou quando sdo realizados muusnde alavanca com a agulha,
ocasionando a formacédo de fragmentos 0sseos (LABRUSE., 2005). Oliveira (2008a) e
Souza (2008) obtiveram éxitos na puncdo no tub@rcumheral de coelhos por meio de
movimentos rotacionais com agulha de Rosenthal rimepada. Existe ainda o risco de
contaminacado do canal medular, que pode evolua pateomielite. Mesmo tratando-se de
um pequeno orificio, constitui uma porta de entradpatdogenos, sendo fundamental a
realizacdo de antissepsia pré-operatéria e posimpier (JUNIOR, CARVALHO, LIMA,
2008).

Il.c Osteoinducéo
O recrutamento e diferenciacdo de células mesemipinmdiferenciadas em
osteoblastos sdo conhecidos como osteoinducédo (3OMNIN1991). Tem sido pesquisada,

principalmente, no emprego de proteinas indutomstedido 6sseo e outros fatores de
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crescimento, que poderdo ainda ser associados ext@nosseos através da administracédo
local ou sistémica (KIRKER - HEAD, 1995).

Os osteoblastos sédo definidos como células podeyaiivas, cuboides, fortemente
positivas para fosfatase alcalina, que revestenataznossea em regides ativas de producéo
de matriz. Possuem capacidade de sintetizar matgoulas fendtipo-especificas, como
proteinas da matriz éssea, receptores de hormébditnginas e fatores de crescimento.
Quando maduros, possuem ainda a habilidade deseidi tecido mineralizado, definido
como 0sso. Uma pequena proporcdo de osteobla€ie20fh) é incorporada no interior da
matriz celular recém formada. Fazem parte do estagiis maduro de diferenciacdo da
linhagem osteoblastica, 0s ostedcitos, que menguesseus precursores, perdem muitas
organelas citoplasmaticas e sdo considerados niiethente inativos (AUBIN, 1998).

As células tronco mesenquimais sao isoladas ema#ibm, expandidas e conduzidas
a diferenciacdo a osteoblastos, em meios espegifmmo meioa-mem, dexametasona,
acido ascorbico é@-glicerofosfato (FONTANA 2009). Os glicocorticoides endogenos se
encontram envolvidos no remodelamento e formac8eadsA dexametasona é um potente
corticosterdide utilizado na avaliacdo de respostaelilaresin vitro. Foi relatado a
diferenciacéo de culturas de CTMs para a linhagsteoblastica pela suplementacdo do meio
de cultura com dexametasona, beta-glicerolfosfatoido ascorbico (JAISWAL et al., 1997).
Neste meio de cultivo, as células tronco mesendsaiadultas ingressam em uma cascata de
desenvolvimento, definida pela aquisicdo de mogialoosteoblastica cuboidal, inducao
transitoria de producdo de fosfatase alcalina, esgéto de mRNAs de proteina de matriz
O0ssea e deposicdo de matriz extracelular de hmpakia mineralizada (BRUDER, FOX,
1998).

De acordo com Pittenger et §.999), células mesenquimais humanas cultivadas em
presenca de dexametasona e acido ascorbico passamgmesentar depdsitos de calcio
indicando sua diferenciacdo para osteoblastoswdhist al. (1997) desenvolveram um
sistema modelo de diferenciacdo de CTMs em ost&tolslao protocolo utilizado inclui o
meio de cultura DMEM suplementado com indutoresddestasona, acido ascorbicf@P)

e observaram significante mudanca na morfologiall@el acompanhada por aumento
expressivo na atividade da fosfatase alcalina gpaso dias em cultivo. Além disso, em 16
dias de cultivo, notaram ainda o depdsito de mataizificada na superficie da placa de

cultura.
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Il.d Enxertos osteocondrais alégenos e sua consegé

Multiplos métodos tém sido estudados para a remtdarde defeitos 6sseos no campo
da cirurgia reconstrutiva craniomaxilofacial e ojia ortopédica. Os enxertos 0sseos
favorecem a consolidacdo Ossea, provendo uma fosteogénica, osteocondutiva,
osteoindutiva e, dependendo do tipo, suporte mecdRITCH et al., 1997).

Definiu-se como enxertos alégenos ou aloenxertostrassplantes feitos entre
individuos diferentes de uma mesma espécie (PARKER3). No entanto, mesmo sendo da
mesma especie, reacdes de rejeicdo ou reabsog@sEradas, ja que o transplante envolve
codigos genéticos diferentes (JANEWAY, 2002). Cdotu no reparo de injarias
osteocondrais, 0s enxertos de cartilagem hialinaaiérnativas atraentes por restabelecerem
a superficie articular e serem resistentes a Bgeigunologica (LANE et al., 1977).

Foi enumerado por Rabelo et al. (2002), as priigigantagens do uso do enxerto
como o baixo custo, a facilidade de obtencao, iezss@&o e conservagao. A glicerina tem
sido frequentemente usada como conservante parrauaducédo da antigenicidade (PINTO
JUNIOR, ALVARENGA, IWASAKI, 1996). Pigossi (1967)edcreveu sua acdo antisséptica,
bactericida e fungicida, exceto contra formas adpdas; acrescentou ainda a acao de
protecao da integridade celular.

A glicerina desidrata o tecido 6sseo substituindnagor parte da agua intracelular,
sem alterar a concentracdo ibnica das células @INUNIOR, 1990; COSTA, 1996).
Preserva ainda a funcédo osteoindutora e adequetesitlade osteoconducdo, ndo apresenta
sinais de infeccdo e de rejeicdo no receptor (ZIOIO et al., 2003). Contudo, 0S 0SS0S
conservados neste meio tornam-se frageis e quebsadéntretanto, € uma caracteristica
encontrada em todos os métodos de conservacéo EQSJI6).

Os tecidos devem ser mantidos em glicerina por eno@go minimo de 30 dias e
devido a desidratacéo tecidual decorrente a coag&oy € necessaria a hidratacdo durante 30
minutos antes de sua implantacdo no organismo ([WALEt al., 1992; BUSNARDO et al.,
2009).

Foi relatado por Roe, Pijanowski, Johnson (198&, mgo houve rejeicdo do organismo
a enxertos 0sseos aldégenos conservados em gliceainavolucdo pos-operatoria e que
também ndo existe diferengca quanto ao crescimentoicroorganismos na glicerina a 98%

autoclavada e in natura, isso analisando um pededté dois anos.



19

. MATERIAL E METODOS

[ll.a Obtencao e conservacao dos enxertos aldgenos

Foram coletadas 24 articulacdes do joelho em caeswke coelhos adultos, machos, da
raca Nova Zelandia, com massa corporal variand®@&g a 4,5 kg. As pecas foram obtidas
apos o abate dos animais, realizado no abatedoarcCehtro Federal de Educacgéo
Tecnologica de Uberlandia, fiscalizado pelo servilgo inspecdo municipal. Os doadores
selecionados ndo apresentavam alteracdes ortopedica

Com um paquimetro graduddi demarcada com lamina de bistufiT®? uma area

com comprimento de 1,0 cm x 0,4 cm de largura pa éredia entre os tubérculos medial e
lateral da troclea femural do membro pélvico esdmeCom uma micro retifica de alta
rotacdo com disco de diamante (Dremel® série *3080)segmento osteocartilagineo foi
removido em forma de cunha e higienizado repetidass com solucdo de cloreto de sddio a
0,9%'. Os fragmentos foram armazenados e identificadodrascos individuais contendo
solucdo de glicerina pura para analise a 98%temperatura ambiente, durante um periodo

minimo de 30 dias.

[ll.b Animais

Foram utilizados 24 coelhos da raca Nova Zelandrchos, adultos com
aproximadamente 18 meses de idade e massa corkaorahdo entre 3,0 kg a 4,5 kg,
provenientes do Laboratério Vallée de Uberlandiaai@hero de animais envolvidos baseou-
se em principios bioéticos, utilizando o minimo dmelhos para validagdo dos dados
(LEOPIZZI et al., 1998). Os doadores seleciona@&ogmesentavam clinicamente saudaveis.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de izitdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia, sob o proto@68J10.

Os animais foram alojados em gaiolas individuaieceberam racéo comeréiaima
vez ao dia e 4gua a vontadelministrou-se ivermectina a 1960,1 mg/ kg, SC) (VIANA,
2007) em dose Unica, como medicamento de acadfugare para ectoparasitas. Respeitou-
se um periodo de 15 dias para adaptacdo dos anamasnbiente e socializacdo com o0s
pesquisadores.

Os coelhos foram separados aleatoriamente em dg®gde 12 animais. O grupo
controle (GI) foi submetido ao enxerto osteocondtageno conservado em glicerina a 98% e
o tratado (GlI), ao enxerto alégeno também conslerean glicerina, associado ao transplante

de células mononucleares autdgenas da medula @sskaaplicacdo intramuscular de
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dexametasorfaOs dois grupos foram subdivididos em GI-45, GI-80-45 e GII-90, cada
qual com seis animais, de acordo com os periodé@egiipulados de 45 e 90 dias para
avaliacdes pos-operatorias (PO), macroscopicat@dugsca. Foi selecionada a articulacdo do

joelho esquerdo aleatoriamente para a realizaciproedimentos de enxertia e transplante.

lll.c Pré-operatério

Os animais permaneceram em jejum hidrico e sélidoddas e quatro horas
respectivamente. Para analgesia pré-operatériadfinistrado tramadti (2,0 mg/ kg, SC)
(SOUZA, 2008). Em seguida, foram submetidos a naedic anestésica com cloridrato de
cetamind (30,0 mg/ kg, IM) e de xilazif& (5,0 mg/ kg, IM). A antibioticoprofilaxia foi
realizada com cefazolina s6dit430,0 mg/ kg, IM), 30 minutos antes dos proceditoen
cirargicos (VIANA, 2007).

A pele da regido da articulacéo do joelho esquerdscapulo-umeral esquerda foram
submetidas & tricotomia e antissepsia com poliyiniblidona degermant? alcool 70%" e

polivinil-pirrolidona topicd®.

lll.d Coleta da amostra da medula 6ssea

Para aspiracdo de 2,0 mL de MO, utilizou-se uméhagie 1,6 x 40 mm (16&)que
foi introduzida com movimentos rotacionais na egifiproximal do tubérculo umeral
esquerdo dos coelhos, acoplada a uma seringa ael5¢@ntendo 0,1 mL de solucéo estéril
de heparina (5000 Ul/ mt) figura 1. Apés a coleta, as amostras de MO feeroaminhadas
ao Laboratério de Imunologia da Universidade FdddeaUberlandia, para isolamento e
determinacédo do rendimento e viabilidade das cglm@nonucleares.

Figura 1. Coelho da raca Nova Zelandia, macho tadgulbmetido a introducdo da agulha no
tubérculo maior do imero esquerdo (A) e aspiragdmeldula 6ssea (B).
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lll.e Isolamento, rendimento e viabilidade das célilas mononucleares

Em capela de fluxo laminar desinfetada com alc6éb & luz germicida, os aspirados
de MO foram colocados individualmente em tubos fatzon estéreis de 15 ffl_diluidos
volume a volume (v/v) em 2,0 mL de solucdo salamaponada de Dulbecco’s (DPBSg,
em seguida, para separacdo das células mononscleamgstura foi adicionada lentamente,
com pipeta de Pasteur em um outro tubo, sobre P,@arsolucdo Ficoll-Hypaque Pfisa
densidade 1,077 g/ mL (Figura 2).

Apos centrifugacao da solucdo a 495 G (forca qeett) durante 30 minutos a 15 °C,
cada amostra foi separada em quatro por¢des distiNga superficie, o plasma, logo abaixo a
nuvem celular composta pelas células mononucleseggiida do Ficoll-Hypaque e por fim,
na porcao inferior do tubo, as células que compimri@ vermelha do sangue (Figura 2).
L B

- 7

Figura 2 Aspirados da medula 6ssea de coelho diluida v\DBRS (seta branca) sobre 2,0
mL de solucdo Ficoll-Hypaque Plus (seta verde). sApéntrifugacdo a 495 G,
observar a separacdo da amostra em plasma (set@amauvem celular (seta azul),
Ficoll-Hypaque (seta vermelha) e parte vermelhaatmue (seta laranja).

Depois da remocdo do sobrenadante, a nuvem cdétutaada sobre a solucdo de
Ficoll-Hypaque foi coletada com pipeta Pasteumasierida para um novo tubo estéril de 15
mL. Para remocéo de restos de plasma, Ficoll- Hypax células vermelhas, o sedimento
celular foi lavado duas vezes com 10,0 mL de DPE®® G durante 10 minutos a 4 °C.
Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se a amig3tmL de tampdao de lise de eritrocitos
contendo cloreto de aménio 0,16 M e Tris 0,17 MngoH 7,6 durante cinco minutos a
temperatura ambiente. Foi realizada uma tercenagkem com a adicdo de 10 mL de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Mediurf) suplementado com 10% de soro fetal bo%ino

Posteriormente desprezado, permanecendo aderidondo do tubo apenas o aglomerado
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celular. Adicionou-se ao sedimento celular a guadke necessaria do meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino até caumastra atingisse o volume de 500
que foi mantida em gelo até a contagem das cétukasalise da viabilidade celular. Deste
volume, uma aliquota de 10da suspenséo foi adicionada al@o corante azul de Trip&h
em um tubo de Eppendbtfpara contagem das células em camara hemocitométeica
Neubaue?.

A contagem de células viaveis e néo viaveis foizada sob microscopia de luz e o
calculo do numero de células por mililitro foi deténado pela seguinte formula: V x FN x
FT/#Q, onde V = nimero de células viaveis contaBbds= fator da camara de Neubauer
(10%; FT = fator de diluicdo do azul de tripan (2) @ # nimero de quadrantes da camara
utilizados na contagem. A viabilidade foi deterngiagor técnica de exclusdo vital, ou seja,
as ceélulas nédo coradas por azul de tripan, committepor Freshney (2001) e Bittencourt et
al. (2006). Para determinar a viabilidade celular porcentagem aplicou-se a equacéo
matematica: V x 100/NT, onde NT = numero total drilas (vidveis e ndo viaveis) contadas

na camara hemocitométrica.

[I.f Diluigdo do sedimento celular inoculado

Para padronizar a quantidade e o volume de céluasiladas, realizou-se o célculo
do fator de diluicdo de cada amostra através dagdgumatematica FD = QT/CT, onde QT =
quantidade de células viaveis presente emub@d sedimento celular; e CT = quantidade de
células a serem transplantadas (2,0 .10 volume final foi calculado pela férmula: VF =
VI/FD, onde VI = volume inicial do inoculado (5@0); e FD = fator de diluicdo. Os volumes
finais da fracdo de células mononucleares forarstagios, sendo armazenados em tubos de
Eppendorffs. A fracdo celular foi aspirada dos sude Eppendorff por seringas estéreis de
1,0 mL para inoculacdo intra-articular no momentopilocedimento cirdrgico no mesmo
coelho em que a medula 6ssea foi aspirada, cdemrtdo dessa forma, um transplante

autoégeno.

[ll.g Procedimento cirdrgico

Aproximadamente 20 minutos antes do término doamehto das células tronco
mononucleares, iniciou-se 0s preparativos cirugicte enxertia e transplante celular
autdogeno. Os mesmos coelhos utilizados na coletmeatkila 6ssea foram submetidos ao

mesmo protocolo anestésico.
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Com o animal em decubito dorsal foi realizada ummgisdo na pele de
aproximadamente 4,0 cm na regido lateral a art@olao joelho esquerdo e incisdo de cerca
de 3,0 cm na capsula articular. A patela foi deglacmedialmente para exposicao do sulco
troclear femoral esquerdo onde com um paquimeadugido, mensurou uma area de 0,4 cm
x 1,0 cm. A éarea foi delimitada por incisdes naileaem articular com lamina de bistufi n
10. O segmento do sulco troclear foi removido camdisco diamantadacoplado a uma
micro-retifica (Dremel®) em baixa rotacao e sobigefracdo com gotejamento de solucéo de
cloreto de sodio a 0,9%. O disco foi angulado emaale 30° para que o segmento fosse
removido em forma de cunha, preservando os tulmrcoedial e lateral da troclea do fémur.
Posteriormente, efetuou-se remocao do osso sulaamin uma lamina de bisturi, evitando-
se danificar os tubérculos da troclea e a cartitegdicular adjacente (Figura 3).

Figura 3 Luxacdo medial da patela e exposicdo da trécle@mar de coelho da raca Nova
Zelandia (A). Notar o posicionamento do digg6ximo ao tubérculo trocleanedial
(B), remocdo do osso subcondral com uma laminaisterb(C) e o segmento
removido do sulco troclear (D).

O local removido foi preenchido com enxerto ostetilaginoso alégeno conservado
em glicerina a 98%, previamente hidratado por 3@utos com solucéo de cloreto de sddio a
0,9%. A adequacdo das bordas dos enxertos se ¢ezsdeia para melhor acomodagédo do
enxerto ao leito receptor (Figura 4). A patelarEposicionada, procedendo-se a sutura da
capsula articular e reducéo do espaco subcutaneoficopoliglactina 910, h4-0?° com
pontos simples isolados e zigue-zague, respectivi@med reaproximacao da pele foi

realizada com sutura simples isolada utilizandarfanonailon A3-0 agulhadd.
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Figura 4. Enxerto osteocartilaginoso aldégeno preemdo a area entre os tubérculos medial e
lateral da troclea de coelhos.

Nos coelhos do grupo tratado foram efetivados osmme procedimentos, porém
associados a administracdo intra-articular de &olugontendo de 0,5mL células
mesenquimais mononucleares isoladas e quantificadaacao total inoculada foi de 2,0510
células mononucleares da medula 6ssea autélogédatilem DMEM, meio potencializador
da osteoinducgéo. Foi aplicado ainda dexametasq@ar(@ kg, IM), de 12 em 12 horas, por
trés dias.

[ll.h Pés-operatdrio

Submeteu-se os animais a aplicagcdo de cefazoldieas(B0,0 mg/ kg, IM) de 12/12
horas durante sete dias e de flunixina megluffii(iag0 mg/ kg, IM) a cada 24 horas por trés
dias. Para analgesia utilizou-se o cloridrato den&dol (2,0 mg/ kg, SC) de oito em oito
horas, durante trés dias. As feridas foram higadas duas vezes ao dia, com gazes
umedecidas em solugcdo de cloreto de sodio a 0,9%sterior aplicacdo tépica de solucao
polivinil-pirrolidona a 10% e rifamicirfd spray por dez dias, quando os pontos foram
retirados.

Os coelhos foram mantidos por 12 dias com colaalkétano, confeccionado com
filmes radiogréficos, a fim de evitar sua interfesi@ na area da intervencao cirurgica.

[Il.i Avaliacdo macroscopica
Para coleta das articulages operadas, decorrgpsridos pré-estabelecidos de 45 e
90 dias, os animais foram submetidos & eutanasiasobredose de tiopental sédico 2%
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cloreto de potassio 10% conforme recomendado pela resolucdo CFMV 7140V,
2002).

Na inspecdo macroscopica intra-articular foram olaslas a presenca de transudato
e/ou exsudato, reacdes teciduais, coloracéo, volunmnsisténcia do liquido sinovial. Assim
como as aderéncias entre tecidos adjacentes, espekss capsula articular, posicionamento
da patela e os aspectos das bordas troclearesm Farabém avaliados a coloracao,
consisténcia, irregularidades na superficie do moxeirea de contato com as bordas
trocleares e adesdo do enxerto ao sitio recepenertos osteocondrais alogenos foram
examinados quanto a mobilidade, crescimento dddegeriarticulares e existéncia de areas

com reabsor¢ao éssea.

[1l.j Avaliacdo microscopica

Os locais das enxertias das articulagbes do jdelfzon coletados, armazenadas em
frascos individuais e fixadas em formol 1¥%or um periodo minimo de 24 horas, a
temperatura ambiente. Para a descalcificacdo au#se o descalcificador usado no
Massassuchets General Hospital, MGH, Boston, USAT{E tetrassodico 7,0 tartarato
de sédio e potassio 83"géacido cloridrico 1200 mit e 4gua destilada 9000 MAYMORE
& AMSTALDEN, 2005), durante um periodo de seis IsorBm seguida, as pecas foram
seccionadas no plano sagital e desidratadas engésslucrescentes de alcool etfifco
diafanizadas em xild{ e incluidas em parafina. Os blocos de parafinanioseccionados em
micrétomd®, obtendo-se cortes de Bn que foram colocados sobre lamina histolégica e
corados por Hematoxilina e Eosiia(HE). A analise microscépica foi realizada em
microscépio 6ptico Olympus BX8%
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IV  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os coelhos foram escolhidos como modelo experirhdatado, principalmente, a sua
capacidade de adaptacdo em gaiolas, docilidadédéae de manejo e controle de doencas.
De acordo com Schanaider e Silva (2004) camundoagmbaias sd0 muito susceptiveis a
salmonelose, ratos e camundongos a micoplasmagwmpnia, ja os coelhos apresentam
maior resisténcia a essas doencas, contudo sdmdate infectados por sarna. Visando o
controle ectoparasitos e endoparasitos, os coetbmmn submetidos a aplicacdo de
ivermectina 1%, que se mostrou eficaz em dose {pmando ter sido verificado durante o
experimento, manifesta¢cdes clinica de parasitismo.

A escolha da anestesia foi fundamentada na fadéidle aplicacdo, na seguranca dos
farmacos e no custo. Optou-se pela associacdo tdenioe e xilazina por produzirem
anestesia dissociativa entre o cortex e o talamematdgesia, sem perda total dos reflexos
protetores, o que facilita a observacdo dos paréameitais dos animais. Outra vantagem
dessa associacdo € manter o animal sob anestegl@ pad60 minutos, com possibilidade de
reforco da dose (SCHANAIDER SILVA, 2004).

Visando a reparacao osteocartilaginosa das atiéak do joelho utilizou-se enxertos
alégenos que serviram como arcabouco para o ddsengnto de um novo tecido
(DALECK, 1999), preservados em glicerina 98%, al gquasui acdo antisséptica, bactericida
e fungicida (PIGOSSI, 1967). A glicerina se mostefiuaz, possivelmente, por ter prevenido
o crescimento de microorganismos, como referiddRu®, Pijanowski e Johnson (1988).

A coleta da medula 6ssea pode ser feita em vargasés, como no trocanter maior do
fémur, na éarea transiliaca, na crista iliaca ouregido epifisaria proximal do Umero
(RASKIN, 1998). Segundo Connol(lL995) a crista iliaca € a melhor fonte de medstea,
contudo, Tarvin e Lenehan (2005) citaram que algwdentes podem ocorrer na puncdo dos
0ssos da pelve, ja que essa regiao se apresenta wanenvoltorio de visceras pélvicas.
Portanto, qualquer deslizamento da agulha, podetprasua extremidade cortante através do
0sso e perfurar uma viscera. Por esta razao erdaitoide evitar a claudicacéo decorrente da
coleta, que poderia interferir na avaliagdo pogatpea da articulacdo do joelho, o local de
escolha para aspiracdo da medula éssea foi naseegifoximal do tubérculo umeral. O
método proporcionou com facilidade a coleta dend,Gde medula 6ssea.

Foi referido que a coleta realizada com multipladyracdes do 0osso ou por meio de
movimentos de alavanca com a agulha pode predssp@aturas do osso (LARUE, 2005).

Neste experimento, 0s movimentos rotacionais @@#hig com a agulha na perfuragédo da
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epifise proximal do tubérculo umeral, para a cotietdMO, ndo demonstrou clinicamente ter
ocasionado lesdes Osseas graves. O diametro daaadel 1,6 x 40 mm utilizado neste
trabalho facilitou a aspiracdo e a obtencéao datglsde desejada da MO.

Apoés coletada a medula 6ssea, € importante pacacief da terapia celular, o
protocolo de isolamento celular e o numero de aslihoculadas (LUNDE et al., 2006).
Neste trabalho, para separagédo das células moraneslfoi utilizado na proporcéao de 2:1, a
solucéo Ficoll-Hypaque Plus na densidade 1,077Lg/am centrifugacdo a 495G, durante 30
minutos a 15 °C. O método empregado foi eficaz guesentar, apds centrifugacdo, as
camadas bem delimitadas do plasma, da nuvem desé@hononucleares, da solugéo Ficoll-
hypaque e da porcao vermelha do sangue (Figura 2).

As solucdes empregadas no isolamento celular petwante néo interferiram na
quantidade das células mononucleares. Observomaeajuantidade celular variando de 2,72
a 12,28 x 16 com média celular de 5,56 x®ilulas/ mL (Tabela 1). Numero inferior ao
descrito por Connolly et al. (1989) que retiraramn 40 a 10,0 mL de MO de coelhos,
utilizando também o gradiente Ficoll-Hypaque e \asim uma média de 8 x %6élulas/
mL. Possivelmente, essa diferenca da média céhilarcasionada pela quantidade de MO
coletada, que neste experimento foi cerca de quezes menor. Contudo, a quantidade
celular foi superior aos relatos de Im et al. (90@Le encontraram, também em coelhos, uma
média de 3,4 x fcélulas/ mL. Yanai et al. (2005) coletaram 2,0 ne_LMO do fémur de
coelhos e obtiveram uma média de 5,0 % ddlulas/ mL, valores proximos aos observados
nesta pesquisa. Portanto, a média celular obtigie mxperimento demonstra a eficiéncia do
método aplicado.

Baseado no numero celular encontrado/mL pode-serndistar a quantidade de
aspirado necessario para obter nimero suficienteglldas para a terapia celular. O efeito
final a partir de uma perfuracdo 6ssea e obtengdwgotimes menores de aspirado, evita
multiplas perfuracdes e aspiracbes da MO o que poaglicar o periodo de PO. No entanto,
€ importante ressaltar que a quantidade celulaongérazla pode variar entre os animais
(OLIVEIRA, 2008a), como observado neste trabalhabéla 1).

A maior dificuldade na manipulacdo celular € a gnescdo de suas caracteristicas
funcionais e a manutencdo de sua viabilidade (OSSO al., 2009). Deste modo, é
necessario considerar além da quantidade celularyigbilidade; que é mantida utilizando
materiais apropriados ao isolamento e, principatmemependente de um manuseio
adequado. A viabilidade celular foi determinadapétnica de excluséo vital com auxilio do

corante azul de tripan (Figura 5), e variou de §&®5,97%, com média de 91,05% (Tabela
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1). A viabilidade celular obtida foi inferior a dea por Bittencourt et al. (2006), que

relataram uma viabilidade superior a 95%, diferepgapode estar relacionada com a espécie
utilizada, ja que os autores utilizaram camundon@asmtudo corrobora com os achados de
Tognoli et al. (2007), que encontraram média de @d3ccaes, e por Souza (2008), que em

coelhos, relatou média de 91,19%.

Tabela 1.Valores individuais da contagem e viabilidade d&slas mononucleares isoladas
da medula 6ssea de coelhos da raca Nova ZelaetBeemtes a coleta de 2,0 mL de
medula 6ssea do umero.

Coelhos Contagﬁem Viabilidade Cél.ula.si viéveis/ To,tal de
X10 inviaveis células
01 3,42 91,81 157/14 171
02 4,22 94,31 199/12 211
03 6,78 94,98 322/17 339
04 3,92 90,81 178/18 196
05 4,38 78,08 171/48 219
06 5,66 90,81 257126 283
07 2,72 95,58 130/06 136
08 4,60 90,86 209/21 230
09 10,52 90,11 474/52 526
10 4,78 88,28 211/28 239
11 3,48 95,97 167/07 174
12 12,28 91,04 559/55 614
Média 5,56 91,05

Os animais dos grupos Gl e Gll exibiram boa cizag@o da ferida de pele. Durante a
analise macroscopica foi constatada em apenas 062 animal do GI-45, exsudacéo sero-
sanguinolenta extracapsular, sugerindo uma infecgéntudo, nos demais (95,84%) coelhos
do Gl e do GIl ndo foram encontrados casos semelhan que sugere que a cefazolina
sddica foi eficaz por impedir a proliferacdo de nmizganismos nos tecidos adjacentes a
articulagao.

No grupo controle, a capsula articular se encoatespessa em nove (75%) animais,
aderida aos tecidos adjacentes em cinco (41,668txaf6, sendo que em quatro coelhos
(33,33%) foram observadas as duas anormalidadesacDelo com Lipowitz (1993), o
aumento da espessura capsular ocorre em consegitinprocesso inflamatério instalado.
Essa alteracao inicia-se com a degradacdo da rpatrienzimas e mediadores inflamatérios,
seguida da quebra dos proteoglicanos e do colageeoesulta no aumento da espessura da

cartilagem, no edema entre as fibrilas de colagem® necrose dos condrdcitos superficiais.
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Em todos (100%) os animais do grupo tratado, autaéparticular manteve sua
aparéncia proxima a fisiolégica, ndo sendo obsawaéxpressivas aderéncias ou
espessamentos. A diferenca entre os grupos congroleatado provavelmente foi em
consequéncia da terapia com as células tronco paisesis, que possuem a capacidade de
reduzir a proliferacdo de linfécitos (AGGARWAL, PIENGER, 2005; BOCELLI-
TYNDALL et al., 2007). Além disso, 0 uso da dexaaseina no Gll se mostrou eficaz em
reduzir a inflamacao.

Figura 5. Células mononucleares de coelho da ragaaNZelandia em camara
hemocitométrica de Neubauer. Notar a presenca ldéaaédo vidvel corada pelo
azul de tripan (seta).

Figura 6. Aspecto latero-medial da articulacédo aklho esquerdo do coelho C3 do grupo
controle decorridos 45 dias de PO. Observar o sapemnto da capsula e aderéncias
aos tecidos adjacentes.

No grupo controle, o liquido sinovial apresentaeade coloracdo amarelada em cinco
(41,66%) coelhos (C1, C4, C5, C6, e C12). O fatedese, provavelmente, em consequéncia
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do processo inflamatdrio provocado pelo procesgmmierativo do enxerto. No C7 (8,33%)
observou-se granulos de pus no espaco articulardale contaminagdo no decorrer do
procedimento cirargico. Nos coelhos C8, C9, C1014 (33,33%), a coloracédo, volume e
viscosidade do liquido sinovial se apresentavamefiantes ao normal. Em um (8,33%)
animal (C2), o liquido sinovial estava ausente.educdo da viscosidade pode ser devida a
liberacdo da enzima hialuronidase que atua na dagdia do &cido hialurbnico durante o
processo inflamatério. A membrana sinovial quamdiaimada produz em excesso um fluido
aquoso, tornando-o relativamente ineficiente nategém das cartilagens articulares
(BENNET, 2004). Além disso, a patela encontravatseada medialmente, devido ao
arrasamento da area media da troclea femoral eapeéod tubérculos trocleares em
consequéncia do crescimento exacerbado de tebidsd.

No coelho C3 (8,33%), do grupo controle verifismi+teabsor¢cdo do enxerto e o
liquido sinovial encontrava-se avermelhado, sugesle hemorragia. Quando ha injurias da
membrana sinovial, as enzimas lisossomais sacatlasr pelas células inflamatdrias, com
isso, prostaglandinas, radicais livres e citocire® secretadas no fluido sinovial
(LESCHONSKI, 1999). As enzimas lisossomais destro@® proteoglicanos, 0s
glicosaminoglicanos e o colageno, acarretando aradagdo da cartilagem articular
(STASHAK, 1994).

Verificou-se luxagdo medial de patela de grau guatn um coelho (8,33%) do grupo
controle (C2) com formacédo de tecido cicatriciallocal da incisdo capsular. Apresentava
ainda, capsula articular espessa aderida ao enxamescimento tecidual exacerbado sob o
enxerto e tubérculos trocleares. O processo dehadesde ser definido como artrofibrose,
sendo deposicao de fibrina nas estruturas envalvidana consequéncia do processo
inflamataorio.

No grupo tratado, 66,66% dos animais (C1, C2, C3, C6, C7, C10 e C12),
apresentavam enxerto bem aderido e liquido sin@aal coloracdo, volume e viscosidade
aparentemente normais (Figura 7). No animal C438)3 o liquido sinovial estava fluido e
transparente, porem em quantidade reduzida. Ohsee/@inda o crescimento de cartilagem
fibrosa e hialina nas laterais e superficie do gox@-igura 8), o que provavelmente foi
decorrente da falha no acondicionamento do enxertieito receptor, comprometendo a sua
instabilidade e ocasionando a neoformacgéo 6sséeeaale transicdo (SOUZA, 2009)

Em C8, 8,33% do GIll, o liquido sinovial se asseraethao fisiologico, porém o
enxerto apresenta-se solto nas laterais, consdqudrovavelmente do acoplamento

imperfeito do enxerto ao leito receptor ou atégguma deficiéncia na forca de compresséo
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patelar. Em C9 e C11 (16,66%), apesar dos enxget@presentarem bem aderidos, notou-se
o liquido sinovial viscoso e amarelado, com poritemorragicos (Figura 7). Sugestivo de
processo infeccioso, provavelmente consequénciacomdaminacdo durante os periodos
transoperatoério ou pds-operatério referente aatadais com os curativos e antibioticoterapia,
ou ainda, a falha na acdo antisséptica da glic&&3a. Na conservacdo do enxerto optou-se
pela ndo utilizagdo de antibidtico a fim de evitderferéncias nos resultados, e, devido ao
seu efeito téxico para as células (FOX, 1984; JOBINS1995; PIERMATTEI, FLO, 1997).

g

Figura 7. Membro pélvico esquerdo dos coelhos CO1E do GlI-45. Notar em A, liquido
sinovial fluido e transparente (seta azul) e c&psuticular aparentemente normal
(seta preta). Em B a presenca de liquido sinov&logo e amarelado (seta laranja) e
pontos hemorragicos (estrelas).

Os aspectos histologicos dos joelhos dos coelhosgupo controle foram
caracterizados por processos degenerativos (Figurddos 12 animais, quatro coelhos
(33,33%) apresentavam o0 enxerto e o leito recdptegrados, oito (66,66%) com grande
parte da cartilagem em processo de necrose e uthoc{®33%) manifestava necrose e
reabsorcdo Ossea. Cinco animais (41,66%) demoasindgnsa rarefacdo dssea e em trés
(25%), reabsorcédo da cartilagem do enxerto. Todosoelhos (100%) continham ainda, por
toda extensdo do implante, células caracteristitmsprocesso inflamatério, entre elas,
macréfagos e neutréfilos (Figura 10 - A). Os preossdegenerativos podem ter sido
ocasionados por uma deficiéncia da glicerina coamservante do enxerto, sendo que Daleck
et al. (1992) caracterizaram a glicerina como actériana e antifangica. Entretanto, Melo et
al. (1998) observaram crescimento Siaphyloccocus intermedius e Saphyloccocus spp em
21,4% das amostras 0sseas analisadas. Tambémgramsiderada a contaminag¢édo durante
0s procedimentos cirargicos. A reduzida aderénciarkerto pode ter ocorrido pelo encaixe
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imperfeito com o leito receptor ou por deficiénc@forca compressiva da patela. Sao fatores
que geram instabilidade, prejudica o processo deaseularizacdo e favorece 0 processo
degenerativo.

Figura 8. Membro pélvico esquerdo dos coelhos C4 do GII-90. Notar em A, crescimento
de tecido (setas) semelhante a fibrocartilagenmedorrdo enxerto com alteragdo dos
tubérculos trocleares. Em B, crescimento de cgditaintegrando o enxerto ao leito
receptor (seta), com a troclea em formato anatéapementemente normal.
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Figura 9. Fotomicrografia do sulco troclear fematal coelho C9, GI-45 apos reparo com
enxerto alégeno preservado em glicerina a 98%.rNi&scontinuidade da cartilagem
(C) do implante (IM) e o leito receptor (LR), deswdo da superficie articular, areas
de necrose, eburnacdo 6ssea, auséncia de consrécitoulo), intenso infiltrado
inflamatorio (quadrado), areas de hemorragiasgseteeabsorcéo 6ssea (estrela). HE-
40X.

No grupo dos coelhos tratados, o animal C8 (8,3@%kia a porcao lateral e medial
do enxerto desprendida. Histologicamente, em tagoanimais uma das extremidades do

enxerto apresentavam-se em descontinuidade coitoadeeptor, contudo, proporcionavam
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extremidade ventral do enxerto aderida ao leitgui@ 11-A). Notou-se o crescimento de
cartilagem fibrosa e hialina do leito receptor eineghio ao enxerto. Segundo Croci (1997),
ilhotas de cartilagem podem ser encontradas ndaemlular que cresce dentro e fora do
0SS0.

Podem ocorrer diferenciacdes de culturas de célmtaso mesenquimais para a
linhagem osteoblasticas quando efetuada a supleg@&ntdo meio de cultura com
dexametasona e acido ascorbico (MANIATOPOULOS gt18188; JAISWAL et al., 1997,
PITTENGER et al., 1999; BOO et al., 2002; TROPERIet2004). Provavelmente, a area de
cartilagem fibrosa e hialina encontradas na regifermediaria entre o enxerto e seu leito,
caracterizou o processo de ossificacdo endocoriralpode ter sido favorecida pela acao da
dexametasona. A formacéao de fibrocartilagem elagetin hialina, mesmo sem a arquitetura
tipica da cartilagem articular, demonstrou queea$ds articulares foram reparadas a partir
das CTMs associadas a dexametasona (Figura 1l4jet&hto, considera-se que a
restauracdo da arquitetura tecidual caracterigacauperficie articular € rara, ocorrendo em
namero reduzido de falhas osteocondrais (MITCHERHEPARD, 1976; FRENCH et al.,
1989, KIM et al., 1991; HANIE et al., 1992; SHAPIR®Dal., 1993).

3 e mS Rl
Flgura 10. Fotomlcrografla do enxerto conservadoghuerlna a 98% |mplantado no animal
C9, do GI-45 e no C8, do GlI-45. Notar em A, ragéfadssea com intenso infiltrado
inflamatorio (estrela) abaixo do implante com praeduo de macrofagos e
neutrofilos (HE-100X). Em B, discreto infiltrado flamatorio composto por
macrofagos e células gigantes (circulo), HE-400X.

Verificou-se que cinco coelhos (41,66%) do grumdanio apresentavam o enxerto
deprimido em relacéo ao leito receptor (Figura B). Resultado que pode ser explicado, nos
animais C1, C2 e C10 (25%) pela presenca de foeosabsorcédo 0ssea na parte profunda do
enxerto, com osteoclastos degradando o osso (FIguw&). A perda 6ssea deve ter reduzido

a altura do enxerto, deixando-o menor em relacdeitmo Nos demais coelhos (75%), em que



34

ndo ocorreu reabsorcdo Ossea, supfem-se que aoemér preencheu o leito receptor

adequadamente, ou a inapropriada compressao patelgpode ter gerado instabilidade do

enxerto. Portanto, promoveu desequilibrio na dhisicio das forcas sobre a superficie do

enxerto.
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Figura 11. Fotomicrografia do enxerto conservadogéoerina a 98% implantado no coelho
C1, do GII-90. Notar em A aderéncia superficialoimpleta (seta) entre o enxerto
(E) e o leito receptor, com porcao profunda bemridde(HE-40X). Em B
descontinuidade entre a superficie do enxerto (&)eito receptor (LR) circundado
por cartilagem fibrosa (retangulo), e enxerto damo em relacdo ao leito (HE-
40X). Em C, area de reabsorcdo 0ssea, com osteci@eta) degradando o 0sso;
observar ainda, presenca de discreto infiltradéanmitorio com célula gigante

(circulo), HE-400X.

Em quatro dos 12 animais (33,33%) do Gll (C1, C8) @ C11) foram observadas

fissuras na cartilagem do implante (Figura 12).
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Figura 12 Cartilagem hialina do enxerto do coelho C8, do4%ll Notar presenca de fissura.
HE-200X.



35

Alteracdo que pode ter surgido em consequénciamisecvacdo do implante, ja que a
glicerina, como todos os outros métodos de cong@&oyatorna os 0ssos mais frageis e
quebradicos (COSTA, 1996). Um osso se mantém fmtas fibrilas colagenas estiverem
alinhadas paralelamente com a forca de tracdo (REIBURSTEIN, 1974). Possivelmente
a conservacdo em glicerina a 98% provocou ruptws a@ranjos de proteoglicanos e
consequente alteracdo na orientacdo das fibrilacodegeno, deixando o 0sso menos
resistente e susceptivel as fissuras.

Dos 12 animais do grupo tratado, apenas um (8,33%9) apresentou intenso
infiltrado inflamatdrio, com presenca predominade neutréfilos e macréfagos, areas de
rarefacdo 6ssea e de hemorragia. Notou-se aindaagiéio do implante com rarissimas ilhas
de cartilagem hialina. Por ser um achado unicordetud grupo tratado, o fato foi atribuido a
contaminagdes provenientes do processo cirtrgiceaside infiltrado inflamatoério também
foram observadas em mais dois animais (C8 e CH)E6% do grupo tratado, contudo
tratava-se de areas focais, ndo expressivas, staritchh com o grupo controle, em que se
observou intenso infiltrado inflamatério em oitd®6(&6%) dos 12 dos animais. A diferenca
entre os grupos deve ter sido em decorréncia litzagho das CTMs no Gll, que possui como
uma de suas caracteristicas, a capacidade de meduzroliferacdo de linfocitos
(AGGARWAL, PITTENGER, 2005; BOCELLI-TYNDALL et al.2007).
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\Y; CONCLUSOES

A implantacdo de enxerto osteocondral alogeno ceade em glicerina a 98%,
associado a inoculacdo de células mononucleares eapli@gacdo intramuscular de

dexametasona em coelhos favorece a ossificacac@mdi@al e reduz a inflamacéo.
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Fontes de aquisicdo dos materiais da pesquisa

! Paquimetro graduado. Ideal Ferramentas. S&o FaRIBrasil.

ZLamina de bisturi. Emp. Bras. Mat. Cir. Ind. Compl Exp. Ltda. Itapira, SP. Brasil.
®Dremel® série 300. Magazine Stoebel. Sdo PauloB&HRil.

“Solucéo de cloreto de sédio a 0,9%. Sanobiol [Rdaso Alegre, MG. Brasil.

®Glicerina a 98%Drogasil. Uberlandia, MG. Brasil.

® Racdo COMIGO. Cooperativa Agroindustrial dos Proteg Rurais do Sudoeste Goiano.
Rio Verde, GO. Brasil.

"lvomec. Merial Satide Animal Ltda. Paulinio, SP.HIra

8 Cort-trat. Santa Marina S.A. Rio de Janeiro, Rasir

Ketamina. Unido Quimica Farmacéutica Nacional E#bu-Guagu, SP. Brasil.
YDorcipec. Vallée S.A. Montes Claros, MG. Brasil

" Tramadol. Unido Quimica. Pouso Alegre, MG. Brasil.

12 Cezolin. BioChimico. Rio de Janeiro, RJ. Brasil.

13 Biotrat lodopovidona solucdo degermante. LMFarnta & Comércio Ltda. S&o

José dos Campos, Sao Paulo, SP. Brasil.

4 Alcool 70%. Minascucar S/A. Santa Rosa de Vite®#o Paulo, SP. Brasil.

15 Riodine. Rioquimica IndUstria Farmacéutica. S&e o Rio Preto, SP. Brasil.

6 Agulha 16G. Becton Dickinson Industria Cirurgicada. Curitiba, PR. Brasil.

"Heparina. Prospitalar. Uberandia, MG. Brasil.

18Tubos Falcon. CRAL artigos para Laboratérios L@atia, SP. Brasil.

19 Solucdo salina tamponada de Dulbecco’s (DPBS). d@binvitrogen Brasil. Sdo Paulo,
SP. Brasil.

2Solugéo Ficoll-Hypaque Plus. Amersham BioscienceBrsil. Sdo Paulo, SP. Brasil.

L Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Gibco®.\irogen Brasil. S&o Paulo, SP.
Brasil.

%2 Fetal Bovine Serum. Gibco®. Invitrogen Brasil. $&ulo, SP. Brasil.

23 Azul de Tripan. Gibco BRL Life Technologies, InGrand Island, Nova York, EUA.
%Tubo de Eppendorf. CRAL artigos para Laboratérital Cotia, SP. Brasil.

2> Camara hemocitométrica de Neubauer. Interlab bisttora de produtos cientificos. S&o
Paulo, SP. Brasil.

%vVicryl 4-0. Ethicon. Sdo Paulo, SP. Brasil.
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’Fio Nylon. Needle Line. Uberlandia, MG. Brasil.

8 Banamin® Injetavel. Schering-Plough Satide Animal IndGstr@oenércio Ltda.

Cotia, SP. Brasil.

%9 Rifocina spray. Hoechst Marion Roussel. Suzano Bsé#il.]

¥ Tiopental sédico 2,5%. Cristalia Produtos Quimieasmacéuticos. Campinas, SP. Brasil.
31Cloreto de potassio 10%. Darrow Laboratérios. Riddneiro, RJ. Brasil.

%2Formol 10% . Start Quimica. Uberlandia, MG. Brasil.

$3EDTA tetrass6dico. Chemco Indistria e Comércio. flaas, SP. Brasil.

%4 Tartarato de sodio e potassio 80 g. Chemco IndstBomércio. Campinas, SP. Brasil.

% Acido cloridrico. Chemco Industria e Comércio. Camap, SP. Brasil.

% Alcool etilico. Minascucar S/A. Santa Rosa de \literSdo Paulo, SP. Brasil.

37Xilol. Interlab distribuidora de produtos cientfiie S&o Paulo, SP. Brasil.

3 Micrétomo. Interlab distribuidora de produtos ciéinbs. S0 Paulo, SP. Brasil.

% Hematoxilina e Eosina (HE). Interlab distribuidata produtos cientificos. S&0 Paulo,
SP.Brasil.

“Microscépio éptico Olympus BX60. Reichert Microseopervices. New York, EUA.



