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RESUMO 

 

Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas em 

falhas osteocondrais caprinas 

 

Os defeitos osteocondrais do joelho são de ocorrência comum em seres humanos e animais, 

decorrem de lesões que envolvem profundamente o osso subcondral, comprometendo a 

espessura da cartilagem e, consequentemente, a função articular.   Tal condição clínica está entre 

as causas mais comuns de incapacidade funcional em pacientes geriátricos em medicina humana 

e veterinária. Em medicina humana representa relevante impacto no sistema de previdência 

social, decorrente de aposentadorias por invalidez. Em medicina veterinária, compromete o 

tempo de utilização de animais atletas em competições e no serviço de guia aos humanos com 

deficiência visual. A terapia celular com células-tronco tem sido referida como relevante 

alternativa para o tratamento de lesões subcondrais crônicas em ensaios pré-clínicos. Contudo, a 

maior parte dos estudos utiliza transplante autogênico, com escassos dados científicos sobre 

xenotransplante. Tal modalidade de terapia celular é uma opção terapêutica inovadora, por tratar-

se da utilização de células-tronco entre indivíduos de espécies diferentes, reduzindo o tempo de 

espera para tratamento. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do xenotransplante de 

células tronco mesenquimais de polpa dentária de cutia, comparada ao plasma rico em plaquetas 

equino, como fonte primária de fatores de crescimento, na remodelagem de falhas osteocondrais 

cirurgicamente induzidas de caprinos nativos. Para tanto, induziu-se lesões osteocondrais 

profundas na região da tróclea femoral de caprinos, realizando-se os tratamentos uma única vez 

no trans cirúrgico em comparação à esponja hemostática estéril de colágeno hidrolisado, 

utilizada como padrão ouro para tratamento. As células-tronco foram previamente cultivas 

associadas à esponja hemostática e, após 60 dias do tratamento, as falhas osteocondrais de todos 

os animais foram avaliadas macroscopica e histopatologicamente. Verificou-se que a esponja 

hemostática apresentou biocompatibilidade favorável ao desenvolvimento das células-tronco 

mesenquimais in vitro, permitindo a adesão das mesmas sem comprometimento de viabilidade. 

Não foram identificadas características macroscópicas e histopatológicas de rejeição do 

xenotransplante. A coloração e morfologia articular estava preservada em todos os animais, com 

evidências histopatológicas de remodelagem osteocondral. Dentre os grupos tratados, 

microscopicamente, identificou-se que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais 

induziu reparação cartilagínea superior aos demais tratamentos, enquanto o plasma rico em 

plaquetas induziu formação de cartilagínea fibrocartilaginosa na área de falha. A esponja 

hemostática não induziu evidências de remodelagem relevante quando comparado aos demais 

tratamentos. Nenhuma falha, de nenhum tratamento, apresentou preenchimento completo até os 

60 dias de observação. Pode-se inferir que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais 

não exerceu efeito deletério sobre a cartilagem articular e ainda induziu formação de cartilagem 

hialina. 

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, osteocondral, xenogênico. 
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ABSTRACT 

 

Xenogenic cell therapy: effect of treatments with MSC and PRP on osteochondral lesions in 

goat knees 

Osteochondral defects of the knee are common occurrences in humans and animals, resulting 

from lesions that deeply involve the subchondral bone, compromising the thickness of the 

cartilage and, consequently, the joint function. Such a clinical condition is among the most 

common causes of functional disability in geriatric patients in human and veterinary medicine. In 

human medicine, it represents a significant impact on the social security system, resulting from 

disability pensions. In veterinary medicine, it compromises the time of use of animal athletes in 

competitions and in the guide service for visually impaired humans. Cell therapy with stem cells 

has been reported as a relevant alternative for the treatment of chronic subchondral lesions in 

preclinical trials. However, most studies use autogenic transplantation, with scarce scientific data 

on xenotransplantation. Such a modality of cellular therapy is an innovative therapeutic option, 

since it is the use of stem cells between individuals of different species, reducing the waiting 

time for treatment. The objective of this research was to evaluate the effect of the agoutis dental 

pulp mesenchymal stem cell xenotransplantation, compared to the equine platelet rich plasma, as 

the primary source of growth factors, in the remodeling of surgically induced osteochondral 

failures of native goats. In order to do so, deep osteochondral lesions were induced in the 

femoral trochlea region of goats, and the treatments were performed once in the surgical trans 

compared to the sterile hemostatic sponge of hydrolyzed collagen, used as a gold standard for 

treatment. Stem cells were previously cultured in association with the hemostatic sponge and, 

after 60 days of treatment, the osteochondral defects of all animals were evaluated 

macroscopically and histopathologically. It was verified that the hemostatic sponge presented 

biocompatibility favorable to the development of the mesenchymal stem cells in vitro, allowing 

the adhesion of the same without compromising of viability. No macroscopic and 

histopathological characteristics of xenotransplantation rejection were identified. The color and 

articular morphology were preserved in all animals, with histopathological evidence of 

osteochondral remodeling. Among the groups treated, microscopically, it was identified that the 

mesenchymal stem cell xenotransplantation induced superior cartilage repair to the other 

treatments, while the platelet-rich plasma induced fibrocartilaginous cartilage formation in the 

area of failure. The hemostatic sponge did not induce evidence of relevant remodeling when 

compared to the other treatments. No failure, no treatment, had complete completion until the 60 

days of observation. It can be inferred that the mesenchymal stem cell xenograft did not have a 

deleterious effect on the articular cartilage and still induced hyaline cartilage formation. 

Key words: Stem cells, osteochondral, xenogenic. 
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INTRODUÇÃO 

As lesões osteocondrais são caracterizadas por dor, rigidez e perda da mobilidade 

articular (ALBUQUERQUE et al., 2011), sendo de ocorrência comum em seres humanos e 

animais, induzindo alterações articulares degenerativas crônicas (CARNEIRO et al., 2013). Essa 

enfermidade está entre as causas mais comuns de dor e incapacidade entre a população de meia-

idade e idosos (ALBUQUERQUE et al., 2011). Com isso, o emprego de animais como modelos 

experimentais para o estudo da patogênese de diversas afecções das doenças ósseas e 

cartilaginosas, permitiu avanços na descoberta de várias modalidades de tratamento, sejam eles 

clínicos ou cirúrgicos, propiciando o alívio dos sintomas ou erradicação das doenças. (HETTE, 

2008).  

Os defeitos osteocondrais, resultantes de lesão traumática ou de doenças crônico 

degenerativas, como as osteoartrites, por exemplo, possuem prognóstico reservado para o 

restabelecimento da função articular dado a limitada capacidade da cartilagem (FERNANDO et 

al., 2001; LEVINGSTONE et al., 2016). Isto representa um desafio ortopédico, visto que a 

natureza avascular da cartilagem e estrutura interfacial do tecido osteocondral, com região zonal 

complexa composta de osso subcondral, cartilagem calcificada intermediária e as regiões de 

cartilagem superficial, não favorecem o recrutamento, migração e nutrição celular, bem como 

estabilização das forças de tensão sobre as áreas afetadas (FERNANDO et al., 2001; MATSIKO 

et al., 2013). Os condrócitos, quando lesionados, não formam hematoma e não produzem fibrina, 

desempenhando apenas função de arcabouço para um novo tecido de reparação. Além disso, a 

ausência de estruturas vasculares limitam o número de células disponíveis para resposta 

inflamatória ao trauma (RIBEIRO et al., 2004). 

Nos últimos anos, com os avanços do conhecimento da biologia celular e molecular, a 

ciência tem proposto tratamentos não convencionais para condições mórbidas crônico 

degenerativas, as quais atualmente não possuem tratamento eficaz (NOLAN et al., 2008), dentre 

as quais estão representadas afecções ósseas e cartilaginosas (BOELONI et al., 2009; JOSHI 

JUBERT et al., 2017). Os estudos no ramo da medicina regenerativa têm sido representados em 

grande parte por um interesse crescente no uso das células-tronco na terapia destas doenças em 

decorrência de pouca resposta aos tratamentos atuais (NOLAN et al., 2008; GOT’ES et al., 

2013). Ensaios pré-clínicos sugerem que o tratamento com células-tronco mesenquimais acelera 

o processo de reparação óssea e restaura precocemente a função do osso, minimizando os custos 
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e a morbidade do paciente (DOUAT, 2004; GOLDBERG et al., 2017; RUBESSA et al., 2017; 

LIU et al., 2017). 

Os avanços na compreensão da biologia das células-tronco, bem como suas propriedades 

imunomoduladoras, sua plasticidade e cinética in vitro, contribuíram para a construção de uma 

perspectiva a curto prazo para utilização de células-tronco na terapia reconstrutiva de tecidos 

(OLIVEIRA et al., 2014; SHOU et al., 2017). Contudo, apesar do grande potencial terapêutico 

destas células, sua eficácia para o tratamento de diferentes condições mórbidas, inclusive as 

ortopédicas, permanece dubitável (BARRETO et al., 2017; KANG et al., 2017).  

 Corroboram a estas relevantes dúvidas, a incerteza se populações de células-tronco teriam 

ou não a capacidade de ativar o sistema imunológico de reconhecimento de antígenos. 

Atualmente, sabe-se que células-tronco não expressam complexo de histocompatibilidade de 

classe II e não apresentam moléculas co-estimulatórias, como B7-1 e B7-2, não podendo atuar 

portanto, como células apresentadoras de antígeno (SOUZA et al., 2010). Contudo, estas células 

expressam MHC classe I e algumas populações de células-tronco expressam moléculas de CD40 

e CD40 ligante, as quais, podem, em algumas circunstancias, serem identificados por Toll Like 

Receptors os quais, por sua vez, poderiam induzir ativação imunogênica (SOUZA et al., 2010, 

SHIRJANG et al., 2016). Por este motivo, a maioria dos ensaios pré-clínicos utilizam células-

tronco autógenas para investigação de potencial terapêutico. 

Para a adequada regeneração tecidual, é necessária uma correta sincronização de eventos 

celulares representadas pela mobilização de células do sistema imunológico inato para produzir 

uma resposta tecidual local, representada pela secreção de fatores de crescimento, citocinas e 

peptídeos quimotáticos a fim de mobilizar grupos celulares indiferenciados, mas comprometidos 

com a diferenciação do tecido alvo, localizadas na membrana basal e região de pericito vascular 

(CSAK et al., 2007; MEIRELLES et al., 2016). Estudos in vitro contemporâneos sugerem que 

algumas subpopulações de células-tronco, com características de multipotencialidade, possuem a 

capacidade de modular a intensidade e abrangência da resposta inflamatória efetora, mobilizar 

células equidistantes, induzir a secreção de fatores parácrinos e se diferenciar em osteoblastos 

e/ou condroblastos (BRUDER et al., 1998; MEIRELLES et al., 2016).  

Dentre as populações conhecidas de células-tronco somáticas, as células-tronco 

mesenquimais apresentam maior plasticidade, podendo se diferenciar em tecidos mesodermais e 

não mesodermais (ARGÔLO NETO et al., 2016). Não obstante, tem sido o grupo de células-
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tronco mais utilizados em ensaios pré clínicos, dada a inexistência de controvérsias éticas e 

religiosas ao seu isolamento, como observado com relação a células-tronco embrionárias, por 

exemplo (COSTA et al., 2016). 

A polpa dentária constitui um nicho com elevada concentração de células-tronco 

mesenquimais (CARVALHO et al., 2015). Por se localizar na região externa cranial do trato 

digestório e em dentes decíduos e permanentes, sua coleta é minimamente invasiva, inócua, não 

compromete a função mecânica do dente e é de baixo custo (JESUS et al., 2011; FILHO et al., 

2013. Pesquisa recente na Universidade Federal do Piauí tem demonstrado que as células-tronco 

mesenquimais obtidas da polpa dentária de cutia (Dasyprocta primnolopha) apresentam 

características similares, com expressão de marcadores de superfície celular de indiferenciação e 

com capacidade de diferenciação in vitro em linhagens osteogênicas, adipogênicas e 

condrogênicas (CARVALHO et al., 2015).  

Além da terapia celular com células-tronco, fatores de crescimento ou isolados 

concentrados destes fatores tem sido utilizados como terapia adjuvante para estimular o tecido 

alvo a se regenerar (CARNEIRO et al., 2013; LENZA et al., 2013). O plasma rico em plaquetas 

é um hemoderivado, utilizado como uma das principais fontes de fatores de crescimento para a 

reparação tecidual na rotina médica humana e veterinária. Rico em fatores endógenos derivados 

das plaquetas que modulam a resposta inflamatória para a fase de angiogênese, fibroplasia e/ou 

reeepitelização, apresenta baixo custo para obtenção, coleta inócua ao paciente e ausência de 

resposta de rejeição (LUBOWITZ e POEHLING, 2010; CARNEIRO et al., 2013; LENZA et al., 

2013). É utilizado desde a década de 80 na odontologia humana, no trans operatório, para 

estimular o remodelamento do osso esponjoso alveolar. Suas propriedades imunológicas foram 

amplamente descritas, ressaltando como uma das poucas limitações ao seu uso, o baixo volume 

obtido do processamento do sangue (QIAO et al., 2017; BAI et al., 2017). 

Os fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF’s) têm sido relacionados à 

atividade mitótica das células sanguíneas e de vários tecidos em culturas soro-dependentes, 

sendo conhecidos por iniciar a reparação espontânea dos tecidos conjuntivos, inclusive do osso, 

aumentando as taxas de mitoses, angiogênese e estímulo da atividade macrofágica (CARNEIRO 

et al., 2013). 

O potencial regenerativo das células-tronco mesenquimais e do plasma rico em plaquetas 

vêm sendo investigado em diversos modelos animais para inúmeras afecções em tecidos moles e 
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duros (BARRY e MURPHY, 2004; RUBESSA et al., 2017; JOSHI JUBERT et al., 2017). 

Comumente tanto as células-tronco quanto os fatores de crescimento, por veiculação em meio 

líquido, são associados à biomateriais ou scaffolds sintéticos que permitam a manipulação e 

implantação cirúrgica no tecido alvo, preservando o material transplantado, favorecendo sua 

migração local e sem indução de rejeição (KRAMPERA et al., 2007). 

A esponja de colágeno hidrolisado (gelatina) liofilizada, de origem porcina, vem sendo 

utilizada na odontologia humana há mais de dez anos, para estimular a hemostasia no osso 

alveolar e proporcionar a   rcabouço para a reestruturação óssea (OLIVEIRA et al., 2010). Suas 

propriedades físicas e químicas foram descritas abundantemente em literatura científica como 

um componente inócuo para a hemostasia tecidual, maleável, poroso, radiotransparente e 

reabsorvível, sendo seguro para uso em pacientes humanos e animais (ROCHA et al., 2012).  

O colágeno é um material biocompatível e seguro devido a suas características biológicas 

como biodegradabilidade e fraca antigenicidade, muito utilizado como carreador de 

medicamentos (JAIME et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010). A estrutura porosa da esponja 

hemostática proporciona capacidade de absorção de fluidos entre 40 a 50 vezes o seu próprio 

peso (BERENGUEL, 2006). Além disso, induz efeito hemostático imediato quando implantado 

em defeitos ósseos (JAIME et al., 2005). 

Dada a miríade de aspectos terapêuticos promissores ao uso das células-tronco 

mesenquimais na reparação tecidual e similar controvérsia sobre sua efetividade e capacidade de 

estimular o sistema imunológico inato, a presente pesquisa propôs-se a investigar o efeito clínico 

do xenotransplante de células tronco mesenquimais da polpa dentária de cutia (Dasyprocta 

primnolopha) comparado ao do plasma rico em plaquetas equino, como fonte primária de fatores 

de crescimento, veiculados em esponja hemostática porcina de colágeno hidrolisado, em falhas 

osteocondrais tibiais do joelho de caprinos.  

Este trabalho encontra-se estruturado com uma introdução, manuscrito científico 

desenvolvido conforme as normas do periódico “Pesquisa Veterinária Brasileira” (ISSN:1678-

5150), considerações finais, referencial bibliográfico e apêndice com três artigos científicos na 

área de terapia celular com células-tronco, já publicados, desenvolvidos durante a vigência do 

mestrado. 
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Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas em 

falhas osteocondrais caprinasI 

 

Laís M. C. SilvaII, Napoleão M. Argôlo NetoIII* 

 

 

RESUMO.- [Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em 

plaquetas em falhas osteocondrais caprinas] Os defeitos osteocondrais do joelho decorrem de 

lesões que se estendem do periósteo até o osso subcondral, acometendo toda a espessura da 

cartilagem, sendo de ocorrência comum em seres humanos e animais. Esta enfermidade está 

entre as causas mais comuns de incapacidade entre a população humana idosa e animais atletas. 

O transplante xenogênico de células-tronco constitui-se numa opção terapêutica inovadora, por 

tratar-se da utilização de células que não expressam MHC II entre indivíduos de espécies 

diferentes, reduzindo o tempo de espera para conseguir um doador. Contudo, persistem 

relevantes incertezas clínicas sobre a segurança terapêutica do seu uso. Objetivo: investigar o 

efeito clínico do xenotransplante de células tronco mesenquimais da polpa dentária de cutia 

(Dasyprocta primnolopha) comparado ao do plasma rico em plaquetas equino, veiculados em 

esponja hemostática porcina de colágeno hidrolisado, em falhas osteocondrais do joelho de 

caprinos. Para tanto, cinco animais foram submetidos às lesões cirúrgicas osteocondrais na 

região da tróclea femoral, seguido do tratamento xenogênico trans operatório com células-tronco 

mesenquimais, plasma rico em plaquetas e esponja hemostática. Não foram identificadas 

características macroscópicas e histopatológicas de rejeição do xenotransplante. A coloração e 

morfologia articular estava preservada em todos os animais, com evidências histopatológicas de 

remodelagem osteocondral. Dentre os grupos tratados, microscopicamente, identificou-se que o 

xenotransplante de células-tronco mesenquimais induziu reparação cartilagínea 

histopatologicamente superior aos demais tratamentos, enquanto o plasma rico em plaquetas 

induziu formação de cartilagínea fibrocartilaginosa na área de falha. A esponja hemostática não 

induziu evidências histopatológicas de remodelagem relevante quando comparado aos demais 

tratamentos. Nenhuma falha, de nenhum tratamento, apresentou preenchimento completo até os 

60 dias de observação. Pode-se inferir que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais 

não exerceu efeito deletério sobre a cartilagem articular e ainda induziu formação de cartilagem 

hialina. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Células-tronco, osteocondral, xenogênico. 
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INTRODUÇÃO 

 

        As lesões osteocondrais são caracterizadas por dor, rigidez e perda da mobilidade articular 

(Albuquerque et al. 2011), sendo de ocorrência comum em seres humanos e animais, induzindo 

alterações articulares degenerativas crônicas (Carneiro et al. 2013). Esta enfermidade possui 

quadro clínico problemático devido ao seu limitado potencial de reparação (Tanya et al. 2016). 

Os defeitos osteocondrais do joelho decorrem de uma lesão onde se estende até o osso 

subcondral, acometendo toda a espessura da cartilagem e são geralmente de origem traumática, 

podendo ocorrer isoladamente ou em conjunto com lesões ligamentares ou meniscais (Batista et 

al. 2012), estando entre as causas mais comuns de incapacidade entre a população de meia-idade 

e idosos. (Albuquerque et al. 2011).  

        A osteoartrose, artrose ou osteoartrite é a forma mais frequente das doenças que afetam a 

cartilagem, assim como as lesões osteocondrais, sendo uma das principais causas de restrição e 

redução da qualidade de vida da população acima dos 50 anos (Júnior & Inácio 2013). Esta 

enfermidade é resultante de eventos que desestabilizam a síntese de condrócitos da cartilagem 

articular, matriz extracelular e osso subcondral, levando a uma incapacidade funcional 

progressiva (Fellet et al. 2007). Fatores biológicos, genéticos, bioquímicos, nutricionais e 

mecânicos contribuem para a etiologia desta doença (Felson 2004). 

         Com a profundidade da lesão e acometimento do osso subcondral, o processo de 

cicatrização é estimulado, ocorrendo um recrutamento de leucócitos, células mesenquimais e 

constituintes do plasma ricos em fatores condrogênicos, como o fator de crescimento derivado de 

plaquetas, por meio da formação de um hematoma na superfície articular danificada, e por fim, 

segue-se o modelamento da malha de fibrina que constitui um arcabouço para fibroblastos que 

ocupam a área lesionada, depois o tecido passa a apresentar um aspecto fibrocartilaginoso 

(Figueiras et al. 2009). Já na cicatrização de uma lesão que fica restrita à cartilagem hialina 

articular (defeito condral), os condrócitos, por não serem vascularizados, quando lesionados, não 

formam hematoma, não produzem fibrina e nem formam coágulo. A ausência da fase vascular 

no defeito condral limita o número de células disponíveis para resposta inflamatória ao trauma 

(José et al. 2004). 

         O tecido ósseo e cartilaginoso é dinâmico e está continuamente sob processo de 

remodelação importante para a manutenção da sua homeostase e para a reparação de traumas. 



21 
 

Contudo, nos casos de defeitos estruturais graves e processos de não-união óssea, os reparos por 

meio da remodelação fisiológica podem estar limitados (Monteiro et al. 2008). Considera-se 

como alternativa terapêutica para as enfermidades ósseas, o tratamento com terapia celular 

utilizando células-tronco mesenquimais, pela habilidade de produzir qualquer tipo celular 

necessário num processo de reparação, como osteoblastos e condroblastos, fornecendo 

perspectivas terapêuticas promissoras (Pittenger et al. 1999). 

        A terapia celular é uma ferramenta da medicina regenerativa que envolve o conjunto de 

métodos e abordagens tecnológicas com a utilização de células-tronco no tratamento de diversas 

doenças e tem despertado maior interesse na comunidade científica (Souza 2012), devido à sua 

capacidade de auto-renovação e de diferenciar-se em múltiplas linhagens celulares (Morad et al. 

2013). A utilização de células-tronco na reconstituição de tecidos tem direcionado as pesquisas 

para o seu isolamento, purificação e concentração, com o objetivo de reparar e substituir tecidos 

lesionados ou degenerados (Oliveira et al. 2014).  

        A terapia celular xenogênica torna-se uma opção terapêutica inovadora, por tratar-se da 

utilização de células-tronco de um indivíduo para outro de espécies diferentes, e pode ser 

utilizada de diversas fontes e situações, como regenerações osteocondrais, por demonstrar 

potencial eficácia e sucesso na técnica. Em estudos utilizando células-tronco humanas, já 

comprovou-se a segurança e a potencialidade das células-tronco xenogênicas em modelo de 

infarto do miocárdio em camundongos (Larocca et al. 2013). 

        As células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas da medula óssea são mais comumente 

utilizados para fins de regeneração óssea. No entanto, a procura por mais fontes acessíveis de 

células-tronco derivadas de outros tecidos, tais como tecido adiposo e os tecidos dentais e 

periodontais, também são avaliados para esta finalidade terapêutica (Huang et al. 2009). As 

células-tronco da polpa dentária são encontradas no núcleo do tecido pulpar dos dentes, sendo 

fontes desejáveis para engenharia de tecidos, além de ser de fácil acesso (Morad et al. 2013). 

        Diversos experimentos in vitro avaliaram o tecido polpa da dental como uma fonte 

potencial para engenharia de tecido ósseo. Estudos têm demonstrado que estas células são 

capazes de obter diferenciação osteogênica, dentinogênica, adipogênica, condrogênica, 

miogênica e neurogênica (Morito et al. 2009). Os tecidos da polpa dental fornecem fatores 

ósseos osteoindutivos (proteínas morfogênicas ósseas), e sua capacidade de produzir osteoblastos 

têm sido demonstrados em muitos estudos in vitro e in vivo (Li et al. 2011). Em pesquisa 



22 
 

avaliando-se a multipotencialidade das células de polpa dentária em comparação com células da 

medula óssea, observou-se várias similaridades entre as duas em muitas etapas, sendo a 

capacidade de proliferação, disponibilidade e abundância mostrou destaque nas células derivadas 

da polpa dentária (Maraldi et al. 2013).        

        Além do uso da terapia celular nas práticas ortopédicas, utiliza-se também o plasma rico em 

plaquetas (PRP), por ser descrito como um acelerador biomaterial da formação óssea, que 

contém proteínas do sangue e muitos liberadores de plaquetas de diferentes tipos e quantidades 

de fatores de crescimento com características osteoindutivas (Monteiro et al. 2012). Os fatores de 

crescimento derivados das plaquetas têm sido relacionados à atividade mitótica das células 

sanguíneas e de vários tecidos em culturas sero-dependentes e são conhecidos por iniciar a 

reparação espontânea dos tecidos conjuntivos, inclusive do osso, aumentando as mitoses para o 

reparo celular, a angiogênese para formação de novos vasos sanguíneos e a atividade 

macrofágica promovendo o processo de desbridamento (Carneiro et al. 2013). 

       O plasma rico em plaquetas é um produto com alta concentração de plaquetas, cujo 

preparado visa obter uma elevada concentração de plaquetas em um pequeno volume de plasma 

e obtido por centrifugação (Carneiro et al. 2013, Lenza et al. 2013). Ambos, plasma e 

concentrado de plaquetas, estimulam a cicatrização de tecidos moles e de osso numa variedade 

de situações, por conter fatores de crescimento que atuam na fase inicial da cicatrização e 

consolidação óssea (Lubowitz & Poehling 2010, Lenza et al. 2013).  

       O enxerto de osso autógeno obtêm-se tecido do próprio paciente e é considerado padrão 

ouro em tratamentos desta natureza, com bons resultados. Como alternativa ao enxerto com osso 

autógeno, tem-se os enxertos alógenos, obtidos de doadores da mesma espécies e indivíduos 

diferentes (Takamori et al. 2008). Diante dos inconvenientes apresentados tanto pelo enxerto 

autógeno quanto no enxerto alógeno, como limitação da quantidade e qualidade do tecido a ser 

removida e necessidade de um banco de ossos onde demanda de um grande custo, muitos 

cientistas pesquisam biomateriais alternativos e estratégias de tratamento, como a utilização dos 

biomateriais xenogênicos (Sicca et al. 2008). 

       O Hemospon é uma esponja hemostática de colágeno hidrolisado (gelatina) liofilizada, de 

origem porcina, sendo amplamente utilizado em cirurgia da cavidade oral, devido à sua alta 

capacidade hemostática e cicatrizante (Rocha et al. 2012). O colágeno é um material 

biocompatível e seguro devido a suas características biológicas como biodegradabilidade e fraca 
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antigenicidade, muito utilizado como carreador de medicamentos (Jaime et al. 2005, Oliveira et 

al. 2010). Sua estrutura porosa proporciona uma grande capacidade de absorsão de fluidos, 

absorvendo 40 a 50 vezes o seu próprio peso (Berenguel 2006). Além disso, possui ainda um 

efeito hemostático, levando à hemostasia instantânea quando implantado em defeitos ósseos 

(Jaime et al. 2005).    

        O objetivo deste estudo foi investigar o efeito clínico do xenotransplante de células tronco 

mesenquimais da polpa dentária de cutia (Dasyprocta primnolopha) comparado ao do plasma 

rico em plaquetas equino, como fonte primária de fatores de crescimento, veiculados em esponja 

hemostática porcina de colágeno hidrolisado, em falhas osteocondrais tibiais do joelho de 

caprinos.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

          Declaração de ética. A metodologia utilizada neste estudo foi aprovada pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piauí (UFPI), de acordo 

com a declaração nº 120/2015, com as normas do Colegiado Brasileiro de Experiência Animal 

COBEA). 

          Animais. Utilizou-se cinco caprinos fêmeas nativas (Capra hircus), sem raça definida, 

pluríparas, com três anos de idade e peso médio de 35,5±1,5 kg de peso corporal, adquiridas do 

setor de Caprinocultura da Universidade Federal do Piauí. Foram selecionados caprinos 

clinicamente saudáveis (normofagia, normoquezia, normodipsia e normoúria), sem alterações 

dignas de nota nas avaliações hematológica, bioquímica (uréia e creatinina), endoparasitária 

(contagem de ovos por gramas de fezes - OPG) para a espécie (Daramola et al. 2005, Cardoso et 

al. 2010) e nas avaliações ortopédica e radiográfica simples da região fêmuro-tíbio-patelar 

bilateral. Todos os animais foram avaliados ultrassonograficamente para exclusão de indivíduos 

gestantes. Os caprinos selecionados foram mantidos em um período de aclimatação de 10 dias, 

desvermifugados e mantidos em sistema de confinamento em baias (2,0x1,5m), onde 

permaneceram durante os 60 dias de experimento. As baias foram alojadas em galpão coberto de 

9,0x2,0m de área, protegidas da incidência solar direta e com ventilação lateral, onde a 

temperatura média foi mantida em 29°C com umidade média relativa do ar em 40%, aferidas por 

termômetro e higrômetro digital, e fotoperíodo natural, coincidente com a luminosidade regional 
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(Teresina, Brasil, latitude: 05º 05' 21" S, longitude: 42º 48' 07" W, altitude 72m), no setor de 

Zootecnia da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram mantidos em piso com palha de 

arroz trocados periodicamente, para manter um ambiente confortável e evitar riscos de quedas 

após o procedimento cirúrgico. Os animais foram alimentados com ração comercial balanceada 

para caprinosIV, oferecida duas vezes ao dia, na quantidade de 1% por kg de peso vivo, além de 

volumoso à vontade com fornecimento de forrageira capim braquiária e/ou leguminosa leucena, 

sal mineral e água ad libitum.  

         Obtenção das células-tronco mesenquimais xenogênicas. As células-tronco 

mesenquimais (CTM) foram doadas pelo Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com 

Células-tronco (NUPCelt/UFPI). As células foram previamente isoladas da poupa dentária de 

cutias (Dasyprocta prymnolopha Wagler, 1831) clinicamente saudáveis, vindas do Centro de 

Estudos e Preservação de Animais Selvagens (NEPAS), do Centro de Ciências Agrárias (CCA) 

da Universidade Federal do Piauí. Após o isolamento, foram expandidas in vitro e aliquotadas na 

concentração de 1x106 células/mL para uso imediato conforme metodologias descritas 

previamente por Argôlo Neto et al. (2012), Carvalho et al. (2015) Argôlo Neto et al. (2016). A 

alíquota de CTM de polpa dentária de cutia foi infundida em esponja hemostática estéril de 

colágeno hidrolisado, e imediatamente transplantada para a lesão osteocondral cirurgicamente 

induzida na tróclea femoral dos caprinos. 

         Avaliação microscópica da interação entre células-tronco mesenquimais e esponja  

hemostática estéril de colágeno hidrolisado. Três alíquotas de 1x104 CTM/mL foram mantidas 

em meio DMEM F12 completoV, juntamente com uma amostra de aproximadamente 3 mm de 

uma esponja hemostática estéril de colágeno hidrolisadoVI, em placa de cultivo seis poçosVII, 

incubadasVIII à 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade (Argôlo Neto et al. 2012). Após obtenção de 

confluência de 80%, o meio de cultivo foi descartado, o poço lavado com solução fosfato 

tamponanteIX e o fragmento de esponja hemostática cuidadosamente retirado com o auxílio de 

                                                           
IV Ração Cabras leite 24, Agromix®, Jaboticabal, SP. PB 240g/Kg, Fibras 100g/Kg, Cálcio 16g/Kg, Fósforo 6g/Kg 
V Invitrogen Corporation® Nº 10565-018, contendo 3,7 g/l de bicarbonato de sódio e 10-15 mM HEPES (Invitrogen 

Corporation® Nº 15630080) pH 7,5, suplementado com 15% de soro fetal bovino, 3% de solução de penicilina-

estreptomicina (Gibco®, penicillin-Streptomycin Nº 15140-122, 100mL), 1% de L-glutamina 200mM (Invitrogen 

Corporation® Nº 25030081, 100mL) e 1% de aminoácidos não essenciais (Sigma® Nº M7145). 
VI Hemospon®. Technew comércio e indústria LTDA. Quintino – Rio de Janeiro – Brasil.  
VII Placa de seis poços TPP®, Switzerland. 
VIII Estufa incubadora Series II 3110 water-jacket CO2 incubator. Thermofisher®, USA 
IX Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4 Osmolality 280 - 315 mOsm/kg, GIBCO®, Nº 10010023, USA. 
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uma agulha de insulina estéril. As CTM foram tripsinizadas e avaliadas quanto à viabilidade 

celular conforme descrito por Argôlo Neto et al. (2016).  

        Os fragmentos da esponja hemostática foram então fixadas isoladamente em formol 5%X 

por 24 horas, desidratadas em concentrações crescentes de álcoolXI (30%, 55%, 70%, 88%, 

96%), diafanizadas em xilolXII, incluídas em parafina histológicaXIII e seccionadas em micrótomo 

rotativoXIV, ajustado para 4μm de espessura. Os cortes foram fixados em lâmina de vidro, 

corados pela Hematoxilina & Eosina e analisados em microscópio óptico binocularXV em 

objetivas de 10x e 20x. 

          Obtenção do plasma rico em plaquetas xenogênico. O plasma rico em plaquetas foi 

adquirido utilizando-se sangue de um equino clinicamente saudável, desvermifugado, com 

valores hematimétricos dentro do padrão de normalidade determinado para a espécie (Cunha et 

al. 2008) e contagem total de plaquetas igual ou superior a 200 x103/mm3, por meio da 

cateterização asséptica da veia jugular com cateter 20 G. O sangue foi imediatamente processado 

conforme metodologia descrita por Del Carlo et al. (2009) e Argôlo Neto et al. (2012). O PRP 

foi preparado imediatamente antes da aplicação, infundido em esponja hemostática estéril de 

colágeno hidrolisado. 

         Delineamento experimental. Adotou-se um delineamento experimental com período de 

observação de 60 dias. Os animais foram submetidos às lesões osteocondrais na região da tróclea 

femoral e imediato tratamento, uma única vez, de cada falha osteocondral, no trans cirúrgico. Os 

tratamento foram arbitrariamente definidos como Lesão 1 - Grupo CTM (Grupo I, tratado com 

106 células-tronco mesenquimais provenientes de poupa dentária de cutia em esponja 

hemostática estéril de colágeno hidrolisado); Lesão II - Grupo PRP (Grupo II, tratada com 

plasma rico em plaquetas em esponja hemostática estéril de colágeno hidrolisado); Lesão III - 

Grupo CTL (Grupo III, esponja hemostática estéril de colágeno hidrolisado), de acordo com a 

figura 1. 

          

 

                                                           
X Formol 5%. Indalabor Indaiá Laboratório Farmacêutico LTDA. Dores de Indaiá – Minas Gerais – Brasil. 
XI Álcool etílico. Indalabor Indaiá Laboratório Farmacêutico LTDA. Dores de Indaiá – Minas Gerais – Brasil. 
XII Xilol. Quimesp Química. Guarulhos – São Paulo – Brasil. 
XIII Parafina histológica (56-58C). Única Científica. São Caetano do Sul – São Paulo – Brasil. 
XIV Micrótomo rotativo automáticoRM2255. Leica Biosystems®. São Paulo – São Paulo – Brasil. 
XV Microscópio óptico Olympus AX-70. Olympus Optical do Brasil LTDA. São Paulo – São Paulo – Brasil. 
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Indução das lesões osteocondrais. Todos os animais foram submetidos à 

antibioticoterapia profilática com enrofloxacinoXVI (2,5 mg/kg) por via subcutânea. Após jejum 

hídrico de 12 horas e alimentar de 24 horas, os animais foram sedados com xilazinaXVII 2% (0,1 

mg/kg) por via intramuscular. Após 20 minutos, o animal foi posicionado na mesa em decúbito 

esternal com os membros pélvicos inclinados para baixo, para a realização da anestesia local do 

tipo raquidiana no espaço L7-S1 com auxílio de cateterXVIII 20G, realizando-se a associação de 

morfina (0,1 mg/kg) e bupivacaína isobáricaXIX a 0,5 % no volume de 0,2 ml/kg. Antes da 

administração do anestésico local do tipo raquidiana, foi feito um botão anestésico com 0,2 ml de 

bupivacaína no local onde seria introduzido o cateter. Após isso, realizou-se o acesso venoso da 

veia jugular, utilizando Ringer com lactatoXX através de cateter 20 G, em seguida, foi feita 

indução anestésica com PropofolXXI (5 mg/kg) por via endovenosa. Depois da indução, 

                                                           
XVI Chemitril® 10% injetável 10g/100mL. Chemitec Agro-veterinária LTDA. Ipiranga – São Paulo – Brasil. 
XVII Anasedan®2% injetável. Ceva Saúde Animal. Paulínia- São Paulo- Brasil. 
XVIII Cateter periférico 20 G. Descarpack Descartaveis do Nordeste LTDA. Cabo de Santo Agostinho- Pernambuco-
Brasil.  
XIX Neocaína® 0,5% injetável. Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA. Itapira - São Paulo – Brasil. 
XX Solução Ringer com Lactato. Eurofarma Laboratórios SA. São Paulo- SP-Brasil. 
XXI Propovan® 10mg/mL injetável. Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA. Itapira - São Paulo – Brasil. 

Figura 1: (A) Realização das três lesões osteocondrais de 4 mm de diâmetro em joelho de   
caprinos, dois defeitos na parte distal da tróclea femoral e um defeito na parte proximal. (B) 
Delimitação dos tratamentos propostos para cada falha osteocondral. Grupo I - células-tronco 
mesenquimais xenogênicas (CTM) em esponja de colágeno (EH); GRUPO II - Plasma de rico em 
plaquetas (PRP) em EH Grupo III – (controle) esponja estéril de colágeno hidrolisado. 
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procedeu-se à intubaçãoXXII orotraqueal, acoplando-se a sonda ao circuito semi-fechado, mantido 

com IsofluranoXXIII diluído em 100% de oxigênio para manutenção de plano anestésico. Todos 

os animais foram monitorados quanto ao perfil cardiorespiratório durante todo o procedimento 

cirúrgico. O campo cirúrgico foi delimitado por dois campos cirúrgicos sobre a articulação 

fêmuro-tíbio-patelar. Realizou-se artrotomia da região parapatelar medial com incisão na pele, 

utilizando-se bisturiXXIV n. 4 com lâminaXXV n. 24 para acesso à articulação fêmoro-tíbio-patelar. 

O tecido subcutâneo foi incisado para se ter acesso à patela, onde foi deslocada lateralmente por 

compressão manual para exposição da tróclea femoral. Em seguida, com auxílio de uma 

furadeira ortopédicaXXVI equipada com broca de aço 4 mmXXVII, foram delineadas três lesões 

osteocondrais de 4 mm de diâmetro e 6mm de profundidade, sendo dois defeitos na parte distal 

da tróclea femoral e um defeito na parte proximal (Fig. 1). Após o imediato tratamento das falhas 

osteocondrais, a cápsula articular foi fechada com sutura simples interrompido com fio 

monofilamentar de nylon 2-0XXVIII. A oclusão da musculatura divulsionada e aproximação do 

tecido subcutâneo foi feita em plano de sutura Sultan interrompido e a pele com simples 

interrompido, ambas utilizando-se fio monofilamentar de nylon 2-0. Para analgesia após a 

cirurgia, os animais receberam cloridrato de TramadolXXIX (2 mg/kg IM), sendo mantida duas 

vezes ao dia por mais 5 dias. Foi realizada antibioticoterapia pós-operatória com enrofloxacino 

(2,5 mg/kg SC) uma vez ao dia durante 10 dias e como antinflamatório foi administrado o 

meloxicamXXX (0,2 mg/kg IM) uma vez ao dia durante 5 dias. As feridas cirúrgicas foram limpas 

diariamente com solução fisiológica estéril e aplicação tópica de pomada à base de alantoína e 

clorexidineXXXI. 

 

 

         

                                                           
XXII Sonda endotraqueal número 8. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinária LTDA. Paulínia – São Paulo – 
Brasil. 
XXIII Forane® Isoflurano. Abbott laboratórios do Brasil. São Paulo – São Paulo – Brasil. 
XXIV Cabo de bisturi n. 4. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinária LTDA. Paulínia – São Paulo – Brasil. 
XXV Lâmina de bisturi n.24. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinária LTDA. Paulínia – São Paulo – Brasil 
XXVI Furadeira ortopédica autoclavável. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinária LTDA. Paulínia – São 
Paulo – Brasil. 
XXVII Broca de aço Vonder®. Grupo OVD. Barbalha – Ceará – Brasil. 
XXVIII Fio de sutura mononylon 2-0 ag1,5cm. Ehicon. São Paulo – São Paulo – Brasil. 
XXIX Tramadon® injetável 50 mg/mL. Hipolabor Framacêutica LTDA. Eynard- Minas Gerais- Brasil.  
XXX Maxicam® 2% injetável. Ouro Fino Saúde Animal. Cravinhos- São Paulo- Brasil.  
XXXI Alantol® pomada. Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinários Ltda. Louveira – São Paulo – Brasil. 
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Realização dos tratamentos. As lesões osteocondrais foram tratadas imediatamente, de 

acordo com o grupo experimental a que pertenciam. Todos os tratamentos foram realizados 

utilizando fragmentos de aproximadamente 3 mm de esponja hemostática de colágeno 

hidrolisado estéril (EH), como suporte estrutural (scaffold) para as CTM ou PRP, introduzidas 

nas lesões. O grupo CTM foi tratado com 1x106 células sobre EH, o grupo PRP com plasma rico 

em plaquetas sobre EH, e grupo CTR apenas com EH embebida em solução fisiológica estéril. 

(Fig.2) 

 

 

 

 

       

 

 

          

 

 

 

 

      Procedimentos histológicos. Após 60 dias da realização dos tratamentos, os animais foram 

identificados, pesados e foram submetidos à eutanásia. Para isso, foi induzida sedação com 

quetaminaXXXII (30 mg /kg) por via endovenosa. Após a confirmação da inconsciência e perda do 

reflexo corneal, aplicou-se lidocaína na cisterna magna, seguido de aplicação de cloreto de 

potássioXXXIII por via endovenosa. Constatado o óbito, realizou-se cortes com auxílio de serra 

manual, no fêmur e tíbia esquerdos, separando-se a porção da articulação fêmoro-tíbio-patelar 

esquerda. Após a remoção da musculatura e da patela, as amostras foram identificadas e 

                                                           
XXXII Quetamina injetável 10g/100mL. Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinários Ltda. Louveira – São Paulo – 
Brasil. 
XXXIII Cloreto de Potássio 10%. Halexistar Indústria Farmacêutica. Goiânia-Goiás-Brasil. 

Figura 2. Placa de petri contendo quatro fragmentos de esponja hemostática 

de colágeno hidrolisado estéril, embebidas em solução de 1x106 CTM, 1x106 

PRP, solução fisiológica estéril e associação entre CTM e PRP, 

respectivamente. *MSC = CTM 
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conservadas individualmente em formol a 10% tamponado para posterior processamento 

histológico. O processo de descalcificação ocorreu durante 15 dias, sendo 10 dias em solução a 

20% (80% de água destilada e 20% de ácido clorídricoXXXIV) e 5 dias em solução a 5% (95% de 

água destilada e 5% de ácido clorídrico), posteriormente colocado imerso em água corrente por 

mais 5 dias. Posteriormente, os fragmentos descalcificados processados histologicamente de 

forma convencional (Argôlo Neto et al. 2016). Incluiu-se os cortes em parafina histológica, 

seccionando-os em micrótomo rotativo, ajustado para 5μm de espessura. Os cortes foram fixados 

em lâmina de vidro, corados pela Hematoxilina & Eosina e analisados em microscópio óptico 

binocularXXXV em objetivas de 4x e 10x. 

         Avaliação macroscópica. Após o corte da porção da articulação fêmoro-tíbio-patelar, foi 

realizada a avaliação macroscópica dos defeitos osteocondrais. Adotaram-se os critérios de 

avaliação macroscópica empregado previamente em estudo com defeitos osteocondrais 

produzidos nos joelhos de caprinos (Ribeiro et al. 2004, Albuquerque et al. 2011). Foram 

utilizados os seguintes parâmetros qualitativos: Superfície do defeito: 1-plana, desnivelada ou 

irregular, 2-Coloração: translúcida, opaca ou descolorada, 3-Continuidade: total, pacial ou 

nenhuma integração com o defeito, 4-Cicatrização do defeito: total, 75-%, 50% e 25%. Para a 

inspeção, foram utilizados dois avaliadores simultâneos, em formato de estudo cego, que 

desconheciam a metodologia e sequencia das falhas osteocondrais, conforme proposto por 

Albuquerque et al. (2011).  

          Avaliação histológica. Utilizou-se a escala qualitativa de avaliação de defeitos 

osteocondrais induzidos, proposto anteriormente por Ribeiro et al. (2004) e Cardoso et al. 

(2016). Foram adotados os seguintes critérios: 1-Tipo de tecido que recobria a superfície 

cartilaginosa: cartilagem hialina ou fibrocartilagem. 2-Estado da superfície cartilaginosa: lisa, 

com depressão ou irregular. 3-Padrão do osso subcondral: regenerado ou desorganizado. 

          Análise estatística. A análise estatística foi realizada com auxílio do software Bioestat® 

v. 5.9 (UFPA, 2007), aplicando-se o teste não paramétrico de análise de amostras independentes 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação da mediana dos postos de Dunn, adotando-se 

um nível de rejeição da hipótese de nulidade de 1% (p≤0,01) para ambas as análises. 

 

                                                           
XXXIV Ácido Clorídrico 20% 
XXXV Microscópio binocular NIKON E200. Nikon Corporation. Tóquio-Japão. 
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RESULTADO 

 

Os animais permaneceram clinicamente saudáveis após a realização da intervenção 

cirúrgica, sem evidências clínicas de anorexia, febre e/ou apatia. Todos os animais foram 

negativos ao teste de Goudet na região do joelho submetido à artrocopia, 24, 72 e 96 horas após 

a recuperação anestésica. Identificou-se claudicação evidente na articulação afetada, de 

intensidade moderada, sem alteração significativa da frequência cardiorrespiratória, de acordo 

com os padrões fisiológicos para a espécie (Daramola et al. 2005, Cardoso et al. 2010), durante a 

avaliação. 

Obteve-se um plasma equino de concentração plaquetária elevado e em volume menor 

que do sangue total. À medida que a amostra foi sequencialmente centrifugada e retiradas as 

frações hematológica e superficial do plasma, obteve-se um produto exclusivamente composto 

de plaquetas concentradas com 82% da concentração do volume plaquetário inicial, mas num 

volume 10 vezes menor que o inicial (Fig. 3).  

             

 

 

         

 

 

 

 

 

Volume: 4,0 mL Volume: 3,0 mL Volume: 0,4 mL 

Hemácias: 5,64x106/mm3 Hemácias: 0,2x106/mm3 Hemácias: 0,1x106/mm3 

Hematócrito: 26,1% Hematócrito: 0,1% Hematócrito: 0,1% 

Leucócitos: 9,0x106/mm3 Leucócitos: 0,03x106/mm3 Leucócitos: 3,5x106/mm3 

Plaquetas: 168x106/mm3 Plaquetas: 30x106/mm3 Plaquetas: 138x106/mm3 

a b c 

I 

II 

a b c 

Figura 3. Variação de alguns índices hematológicos em amostra de sangue equino submetida à 

concentração plasmática de plaquetas. I: Variação dos índices de hemácias e hematócrito no sangue total 

(a), no plasma pobre em plaquetas (b) e no plasma rico em plaquetas (c). II: Variação nos índices de 

leucócitos e plaquetas no sangue total (a), no plasma pobre em plaquetas (b) e no plasma rico em plaquetas 

(c). Em II a há variação anormal da curva pela presença de agregados plaquetários. 
*RBC = Hemácias. PLT = plaquetas 
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O cultivo de CTM com fragmento de esponja estéril de colágeno hidrolisado identificou que as células aderiram à matriz da esponja após 10 

dias de incubação (Fig. 4) e a avaliação da viabilidade celular média identificada após a retirada do fragmento foi de 95%. 

 

 

 

A B 

Figura 4. Células-tronco mesenquimais medulares de coelho após 10 dias de cultivo com fragmento estéril de esponja hemostática de colágeno 

hidrolisada, fixada com paraformoldeído tamponado a 10% e coradas com May-Grunwald Giemsa. A: Colônia uniforme de células de morfologia 

fibroblastóide, com núcleo central, margeando o fragmento da esponja ( ) (20x). B: Maior aumento da imagem anterior. Presença de células 

mononucleares ( ) sobre o fragmento de esponja (40x). 
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      A avaliação histológica do mesmo fragmento de esponja identificou a presença de células 

mononucleares aderidas ao substrato do mesmo, com núcleo íntegro e cromatina frouxamente 

condensada (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas a 5% entre os tratamentos 

avaliados. Contudo, macroscopicamente, após 60 dias de tratamento, foi observado que os 

grupos CTL e CTM apresentaram resultados semelhantes, com predomínio da formação de 

tecido de reparação firme, coloração opaca, integração com a cartilagem adjacente e 

preenchimento do defeito quase na sua totalidade. Em todos os defeitos tratados com PRP, houve 

integração parcial do defeito com a cartilagem adjacente, com preenchimento de 75% do total da 

lesão, superfície articular desnivelada e de coloração variando de avermelhado para uma 

tonalidade mais escurecida, considerada uma cor não natural da cartilagem normal. (Fig. 6) 

(Tabela 1)      

 

 

 

A B 

Figura 5. Fotomicrografia de fragmento de esponja hemostática de colágeno hidrolisado. (A) 

Esponja sem tratamento, evidenciando a porosidade e hialinização do material. (B) Corte 

histológico da esponja após 10 dias de incubação em cultura com células-tronco 

mesenquimais medulares de coelho. Identifica-se presença de célula mononuclear, de 

cromatina frouxa, aderida às circunvoluções da matriz da esponja (40x). 
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Figura 6: Lesões osteocondrais em tróclea femoral de caprinos após 60 dias. 

As lesões tratadas com CTL e CTM apresentaram o preenchimento do defeito 

quase na sua totalidade e coloração opaca. No grupo tratado com PRP, a 

superfície articular encontra-se mais desnivelada, com coloração mais 

escurecida, considerada uma cor não natural da cartilagem normal.   

CTM PRP 

CTL 
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       *CTL (controle), CTM (células-tronco mesenquimais xenogênicas), PRP (plasma rico em plaquetas 

xenogênico) 

 

Após 60 dias da realização dos tratamentos, identificou-se diferenças histopatológicas na 

remodelação das lesões entre os grupos tratados (Fig. 7). Observou-se que nos defeitos tratados 

com CTM, houve predominância da presença de cartilagem hialina em todos os animais tratados 

e superfície cartilagínea lisa em quase sua totalidade, em quatro animais. Na parte profunda da 

lesão, foi observado em um animal, a presença de tecido adiposo ao invés da formação de tecido 

osteocartilagíneo, mas com superfície cartilagínea normal e lisa. No grupo PRP, foi observada na 

maioria dos animais, a predominância da fibrocartilagem em relação à cartilagem hialina na 

superfície articular, evidenciando fibrocartilagem em três animais e cartilagem hialina em dois; 

sendo a superfície cartilagínea lisa encontrada em todas amostras visualizadas. No grupo tratado 

com esponja hemostática de colágeno hidrolisado (CTL), a superfície articular apresentou 

formação de cartilagem hialina em quatro animais. Em dois animais que apresentaram cartilagem 

hialina, observou-se tecido osteocartilagíneo na parte profunda da lesão com superfície articular 

irregular (Tabela 2).  

Tabela 1 – Aspectos macroscópicos em lesões osteocondrais de caprinos com 60 dias 

Animais        Grupos Continuidade com 

cartilagem adjacente 

Preenchimento 

do defeito 

Coloração Superfície 

da articulação 

Cabra 1 CTL Parcial 75% Opaca Desnivelada 

Cabra 1 CTM Parcial 75% Opaca Desnivelada 

Cabra 1 PRP Parcial 75% Descolorado Desnivelada 

Cabra 2 CTL Total 100% Translúcida Plana 

Cabra 2 CTM Parcial 75% Opaca Desnivelada 

Cabra 2 PRP Parcial 75% Descolorada Irregular 

Cabra 3 CTL Total 100% Descolorada Plana 

Cabra 3 CTM Total 100% Opaco Plana 

Cabra 3 PRP Parcial 75% Opaco Desnivelada 

Cabra 4 CTL Total 100% Translúcida Plana 

Cabra 4 CTM Total 100% Translúcida Plana 

Cabra 4 PRP Parcial 75% Descolorado Desnivelada 

Cabra 5  CTL Parcial 75% Opaco Desnivelada 

Cabra 5 CTM Total 100% Opaco Plano 

Cabra 5 PRP Parcial 75% Opaco Desnivelado 
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*CTL (controle), CTM (células-tronco mesenquimais xenogênicas), PRP (plasma rico em plaquetas xenogênico) 

 

         Todas as lesões osteocondrais de todos os grupos evidenciaram osso subcondral 

regenerado, caracterizado pela presença de osso lamelar maduro, composto de osteócitos e 

organização de tecido ósseo trabecular sem presença de osteoblastos, demonstrando que houve a 

reparação satisfatória da parte profunda da lesão osteocondral frente aos tratamentos utilizados. 

Além disso, não foram identificados características histopatológicas de atividade inflamatória e 

necrose em nenhuma das falhas osteocondrais tratadas.  

 

  

 

Tabela 2 – Aspectos histológicos em lesões osteocondrais de caprinos com 60 dias 

  Animais                       Gupos                     Osso subcondral         Superfície cartilagínea    Estado da superfície 

Cabra 1 CTL Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 1 CTM Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 1 PRP Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 2 CTL Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 2 CTM Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 2 PRP Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 3 CTL Regenerado Fibrocartilagem Lisa 

Cabra 3 CTM Regenerado Hialina Irregular 

Cabra 3 PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa 

Cabra 4 CTL Regenerado Hialina Irregular 

Cabra 4 CTM Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 4 PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa 

Cabra 5 CTL Regenerado Hialina Irregular 

Cabra 5 CTM Regenerado Hialina Lisa 

Cabra 5 PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa 
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CH 

CH 

 

Figura 7: Fotomicrografia das lesões osteocondrais em joelho de caprino após 60 dias de tratamento com esponja estéril de colágeno 

hidrolisado (CTL), células-tronco mesenquimais xenogênicas (CTM) em esponja de colágeno (EH), plasma de rico em plaquetas em EH 

(PRP). A: Superfície articular com presença de cartilagem hialina (CH) no grupo tratado com CTM, caracterizado pela presença de 

condrócitos dispostos em grupos isógenos (GI) na matriz cartilaginosa. (10x) B: Superfície articular com presença de fibrocartilagem 

no grupo tratado com PRP, caracterizado por fibras colágenas (FC) espessas entre as fileiras de condrócitos (C). (10x) C: Grupo tratado 

com a esponja de colágeno (CTL), apresentando superfície articular com presença de cartilagem hialina disposta em formato irregular 

e cercada por tecido ósseo. (10x) D: Osso subcondral maduro (O). São notados lamelas (L) e vasos sanguíneos (V). (4x). Hematoxilina-

eosina.  
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 DISCUSSÃO 

 

A escolha do caprino como modelo animal para o presente estudo deve-se às dimensões 

anatômicas do joelho, similar à dimensão do joelho humano (Brehm et al. 2006), permitindo 

adequada exposição da superfície articular, favorecendo a manipulação cirúrgica.   

Os animais retomaram a deambulação expontânea e demonstraram apetite logo após a 

recuperação anestésica. Resultados similares foram descritos por Carneiro et al. (2013), 

utilizando protocolo anestésico equivalente, reiterando a efetividade do manejo terapêutico da 

dor adotado neste estudo. A associação entre anestesia local raquidiana associado à morfina, 

provavelmente contribuiu com um pós-operatório sem complicações clínicas, associado com uso 

de analgésico, antibiótico e antinflamatório, conforme proposto anteriormente por Saw et al. 

(2009). 

O diâmetro escolhido para as lesões osteocondrais neste experimento foi de 4 mm de 

diâmetro, como recomendado por Jackson et al. (2001) e Saw et al. (2009), onde afirma-se que, 

lesões inferiores a 3 mm, podem predispor a reparação espontânea por tecido fibrocartilaginoso. 

O diâmetro de 4 mm, neste estudo, contribuiu positivamente para a exequibilidade da técnica 

cirúrgica adotada, facilitando a criação das lesões, na identificação visual para análise 

macroscópica e na separação das falhas osteocondrais para processamento histológico. 

O uso de esponjas hemostáticas como scaffold para estudos com reparação de falhas 

ósseas já havia sido descrito em pesquisas anteriores, tanto em humanos quanto em animais, 

corroborando para justificar a escolha deste substrato para o modelo ora apresentado (Berenguel 

2006, Gabrielli et al. 2009). Além disso, é utilizada amplamente utilizada em seres humanos, 

possuindo autorizações de agências governamentais de vigilância para comercialização (Rocha 

et al. 2012), sendo então adotada como padrão ouro. 

O Hemospon®, é indicada inicialmente para uso em cirurgias buco-maxilares em seres 

humanos, como agente hemostático e cicatrizante. Este agente foi escolhido como tratamento 

padrão para fins de comparação, além de carreador das células-tronco mesenquimais obtidas da 

poupa dentária de cutia e do plasma rico em plaquetas obtido de equinos.  

A Bi 

Ci Di 
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O ensaio in vitro de biocompatibilidade entre CTM e um fragmento da esponja 

demonstrou que não houve efeito citotóxico aparente da mesma sobre as células, visto que 

identificou-se CTM em cultivo aderidas ao fragmento, com manutenção da viabilidade celular 

em 95% (Fig. 4). Analogamente, identificou-se células aderidas ao substrato do fragmento após 

processamento histológico, denotando que a matriz do substrato proporciona ambiente favorável 

à aderência celular (Fig. 5). 

No estudo in vitro de biocompatibilidade, evidenciou-se alteração na morfologia celular 

das CTM. Tal efeito era esperado, visto as CTM são células mononucleares aderentes que 

assumem morfologia fibroblastóide ou fusiforme apenas quando em superfície regular de 

cultivo, como as condições de incubação controlada (Argôlo Neto et al. 2016). Sendo a 

superfície porosa da esponja hemostática irregular (Fig. 5), a CTM foi visualizada sob forma 

mononuclear oval 

Após 60 dias de observação, não foram evidenciados vestígios macro ou microcóspicos 

da esponja hemostática no interior das falhas osteocondrais avaliadas, corroborando com os 

relatos prévios de biocompatibilidade e reabsorção in vivo (Oliveira et al. 2010). 

Não foi observada evidência macroscópica e histopatológica de processo inflamatório na 

superfície e na porção interna das lesões osteocondrais analisadas neste estudo. Tais observações 

são de grande importância, dado que a síndrome da doença do enxerto contra o hospedeiro é uma 

condição aguda ou hiperaguda, responsável pela baixa eficácia terapêutica com transplante de 

células ou enxertos em seres humanos (Soares et al. 2007). Segundo estes autores, cerca de 40 a 

50% dos pacientes humanos submetidos a transplante de medula óssea, desenvolvem tal 

condição clínica (Krenger et al. 1997).  

Esperava-se ausência de resposta macro e histopatológica de rejeição nas falhas 

osteocondrais tratadas com esponja de colágeno hidrolisado de origem porcina, visto a mesma já 

ser comercialmente utilizada em seres humanos, conforme observado em estudos 

contemporâneos (Rocha et al. 2012). 

Contudo, a inexistência de evidencias teciduais de rejeição nas falhas osteocondrais 

tratadas com PRP e CTM, é considerado um dado preliminar positivo, embora não se possa 

inferir que tal resultado reproduza-se em outros animais, em outras condições metodológicas de 

estudo. 
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As falhas osteocondrais tratadas apenas com esponja hemostática, exibiram, em sua 

maioria, presença de cartilagem hialina como tecido regenerado na superfície do defeito. Em 

estudo realizado por Carneiro et al. (2013), onde foram produzidos defeitos osteocondrais no 

sulco troclear de ovelhas, em um dos defeitos osteocondrais, o autor optou por não colocar 

nenhum tratamento na lesão para promover cicatrização espontânea. Na análise com 90 dias, não 

foi constatada presença da cartilagem hialina na superfície articular do defeito sem tratamento, 

havendo formação de fibrocartilagem, considerada uma reparação cartilaginosa inadequada. A 

esponja de gelatina liofilizada em lesão osteocondral possui propriedades que promovem uma 

melhor resposta tecidual da superfície da lesão para uma cartilagem mais próxima do normal, 

como também melhor estado da superfície cartilagínea, quando comparado com lesões 

osteocondrais cicatrizadas espontaneamente. 

O PRP é utilizado há cerca de 20 anos com o objetivo de acelerar a cicatrização e a 

regeneração óssea resultantes de procedimentos cirúrgicos em seres humanos. O plasma possui 

alta concentração de plaquetas em um reduzido volume plasmático, além de fatores de 

crescimento que comportam-se como moléculas de adesão celular nos processos de migração 

epitelial, osteoindução e na formação de matriz óssea no tecido conjuntivo. Devido à alta 

concentração de fatores de crescimento que estimulam a migração celular e remodelação 

tecidual, acredita-se que esta substancia poderá, sob determinadas circunstancias, estimular a 

apresentação de antígeno e resposta imunológica inata em pacientes tratados com formas não 

autógenas de PRP (Moshiri & Oryan 2013, Yamada et al. 2016).  

Uma das principais limitações ao uso clínico do PRP é o baixo rendimento quando 

comparado ao volume da amostra de plasma inicial (Argôlo Neto et al. 2016), sobretudo para 

infusão em áreas teciduais extensas. Desta forma, faz-se mister estudos com fontes xenogênicas 

de PRP que permitam coleta de maiores volumes de sangue e, consequentemente, maior volume 

de PRP obtido. 

        O processamento do PRP identificou relação inversa entre contagem de hemácias e 

plaquetas, embora tenha identificado relação proporcionalmente direta entre contagem de 

leucócitos e plaquetas (Fig. 3). Tal relação já foi previamente descrita em estudos anteriores, 

utilizando plasmas humanos e animais como amostra (Del Carlo et al. 2009, Yamada et al. 

2016). Segundo estes autores, durante o processo de centrifugação, as plaquetas são depositadas 

juntamente com os leucócitos sobre as hemácias, formando um halo esbranquiçado. Desta forma, 

quanto mais eficaz a técnica de pipetagem do halo formado, menor percentual de hemácias e 
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maior percentual de leucócitos são identificados. Este resultado pode ser utilizado como uma 

variante de exclusão para determinação da qualidade do PRP produzido e reitera a eficácia da 

metodologia adotada no presente estudo para tal. 

         No presente estudo, as falhas osteocondrais tratadas com PRP induziram formação de 

cartilagem fibrocartilaginosa, sem evidência macro e microscópica de degeneração ou necrose. A 

estimulação do osso subcondral promove uma cascata de eventos, onde ocorre formação de 

coágulo sanguíneo, resposta inflamatória, liberação local de fatores de crescimento, resultando 

em tecido de granulação que se origina da profundidade, sendo substituído progressivamente por 

tecido ósseo maduro (Barbosa et al. 2014). No estudo, foi evidenciado a presença de osso 

subcondral maduro em todos os tratamentos realizados, demonstrando que houve a reparação 

satisfatória da parte profunda da lesão osteocondral frente ao tratamento utilizado, sem evidência 

de efeito deletério na superfície cartilaginosa.  

Ao contrário dos demais tratamentos, as falhas tratadas com PRP exibiram 

predominância da cartilagem fibrocartilaginosa em relação à cartilagem hialina, resultado 

semelhante ao estudo realizado por Carneiro et al. (2013), onde na utilização de PRP em lesão 

osteocondral em joelho de ovelhas, também houve predominância de fibrocartilagem na 

superfície articular. Fatores parácrinos do microambiente local do defeito osteocondral são 

possivelmente responsáveis pela formação de tecido fibrocartilaginoso ou pela inibição da 

formação da cartilagem normal (Saw et al. 2009). A ocorrência maior da superfície 

fibrocartilaginosa no grupo PRP, contribuiu para o comprometimento no preenchimento da 

lesão, observado na avaliação macroscópica, onde constatou-se que houve 75% do total de tecido 

preenchido na lesão, resultado inferior ao observado nos demais grupos, onde obtiveram 

preenchimento tecidual de forma mais satisfatória nos animais analisados. 

O efeito das CTM na reparação tecidual óssea já havia sido descrito em estudos 

contemporâneos (Argôlo Neto et al. 2012, Monteiro et al. 2012). Segundo estes autores, as CTM 

são células progenitoras somáticas multipotentes, capazes de originar tecidos mesodermais e não 

mesodermais. A diferenciação destas células in vitro em osteoblastos, foi induzida em diversas 

pesquisas anteriores (Carvalho et al. 2015, Argôlo Neto et al. 2016). No presente estudo, 

amostras das CTM utilizadas apresentaram resposta positiva ao ensaio in vitro de diferenciação 

osteogênica realizado previamente pela equipe do NUPCelt/UFPI, reiterando a plasticidade das 

mesmas para o tecido ósseo. 
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As falhas osteocondrais tratadas com CTM xenogênicas veiculadas em esponja 

hemostática, apresentou não apenas ausência de evidências macro e histopatológicas de 

degeneração, inflamação e/ou necrose tissular, como também exibiram maior formação de 

cartilagem hialina.  

As CTM não expressam complexo de histocompatibilidade de classe II e não apresentam 

moléculas co-estimulatórias, como B7-1 e B7-2, não podendo atuar portanto, como células 

apresentadoras de antígeno (Souza et al. 2010). Contudo, estas células expressam MHC classe I e 

algumas populações de células-tronco expressam moléculas de CD40 e CD40 ligante, as quais, 

podem, em algumas circunstancias, serem identificados por Toll Like Receptors os quais, por sua 

vez, poderiam induzir ativação imunogênica. Não foi objetivo do presente estudo, avaliar 

imunologicamente a interação entre CTM e sistema imune local, tampouco realizou-se ensaios in 

vitro de indução de apoptose e demais testes que aferem a capacidade celular de induzir resposta 

de rejeição. Buscou-se avaliar a resposta clínica e histopatológica do tratamento das falhas 

osteocondrais tratadas com CTM, sendo considerada muito satisfatória a manutenção da 

integridade da superfície articular e formação de cartilagem hialina neoformada.  

Nas falhas tratadas com CTM xenogênicas foi observada histopatologicamente a 

presença de superfície cartilagínea lisa e na parte profunda da falha observada a presença de 

tecido adiposo ao invés da formação de tecido osteocartilagíneo. Na reparação de lesões 

osteocondrais espera-se que não haja recrutamento significativo de tecido osteocartilagíneo na 

parte profunda da lesão, de forma a não induzir formação de fibrocartilagem, o que poderia 

comprometer a função articular. 

Contudo, apesar dos resultados obtidos indicarem tendência histopatológica de formação 

de cartilagem hialina no preenchimento das falhas tratadas com CTM, quando comparadas às 

falhas tratadas com PRP e esponja hemostática, não foram identificadas diferenças estatísticas 

significativas a 5%. Como nenhuma falha osteocondral de nenhum animal apresentou 

preenchimento com tecido neoformado superior a 80% da falha, supõe-se que o curto período de 

experimento (60 dias) tenha contribuído negativamente para os dados obtidos.  Sugere-se que o 

modelo adotado seja repetido em período maior de observação (90 e 120 dias), além da avaliação 

histopatológica das taxas de apoptose. A despeito de tal condição, o presente estudo propicia a 

abertura de relevante opção de investigação científica ao uso de CTM e PRP xenogênicos em 

terapia celular.  
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CONCLUSÕES 

 

Não foram identificadas diferenças estatísticas significativas a 5% entre os tratamentos 

propostos. O osso subcondral apresentou-se com padrão lamelar maduro em todos os animais, 

independente do tratamento adotado. 

A esponja hemostática estéril de colágeno hidrolisado apresentou biocompatibilidade 

com as CTM xenogênicas, permitindo a adesão das mesmas e preservando sua viabilidade. Além 

disso, demonstrou ter contribuído a formação de cartilagem hialina nas falhas tratadas. 

Os tratamentos das falhas osteocondrais com CTM xenogênicas da polpa dentária de 

cutia induziu, histopatologicamente, formação de cartilagem hialina na superfície do defeito, sem 

evidência de resposta inflamatória. 

O tratamento com PRP induziu maior formação de superfície cartilagínea 

fibrocartilaginosa nas falhas osteocondrais. Macroscopicamente, evidenciou-se preenchimento 

da lesão inferior aos demais tratamentos e coloração discrepante da cartilagem normal. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo demonstrou que CTM e PRP em concentrações de 106 células/mL não 

induziram degeneração, necrose ou resposta inflamatória, com evidência histopatológica, nas 

falhas osteocondrais tratadas. Tal resultado contribui para ampliar o cenário de possibilidades de 

pesquisa com CTM em modelos animais, utilizando amostras xenogênicas. Os resultados obtidos 

representam dados pontuais para o modelo adotado, não devendo ser utilizado como inferências 

abrangentes, mas contribuem para corroborar, clinicamente, a ação imunossupressora das CTM. 

O PRP induziu formação de tecido fibrocartilaginoso nas falhas tratadas, o que poderia 

interferir negativamente com a função articular, ao contrário do tratamento com CTM que 

induziu formação de cartilagem hialina. 

O desenvolvimento do presente estudo propiciou maior compreensão da utilização clínica 

das CTM na terapia celular em medicina veterinária.  
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