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RESUMO 

VIVACQUA, Thiago A. Protocolo para a captação, transporte e armazenamento 
de tecido osteocondral humano. Rio de janeiro, 2017. Dissertação (Mestrado em 
Ciências Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de 
Traumatologia e Ortopedia, Ministério da Saúde, 2017. 

O tratamento das lesões osteocondrais representa um desafio ao cirurgião 
ortopédico. Diversas técnicas biológicas visam a restauração do tecido 
lesionado, estando limitadas a formação de fibrocartilagem ou a dimensão da 
área a ser restaurada. O transplante alógeno osteocondral representa o único 
método biológico capaz de fornecer cartilagem hialina para o tratamento das 
lesões maiores que 2cm². A viabilidade celular do tecido no momento da cirurgia 
representa um fator indispensável para que haja sucesso no tratamento. A 
ausência de um protocolo definido pelos órgãos reguladores de saúde nos levou 
a necessidade de elaborar uma metodologia própria para captação, transporte e 
armazenamento de tecido osteocondral humano. Foram analisados fragmentos 
osteocondrais com dimensão de 2cm³ de cinco doadores cadáveres com idade 
entre 15 e 45 anos. As amostras foram armazenadas em meio de preservação 
celular contendo: albumina humana, Iscove’s e vancomicina preservados à 
temperatura de 4°C. A concentração de proteoglicanos no meio extracelular foi 
quantificada pelo uso de Safranina-O, enquanto a análise estrutural do tecido foi 
avaliada através de estudo histológico com lâminas coradas em hematoxilina-
eosina. As imagens obtidas foram analisadas segundo os escore histológicos de 
Mankin e o escore proposto pela OsteoArthritis Research Society International. 
As amostras foram analisadas com 0, 15, 30 e 45 dias de preservação. Os 
fragmentos osteocondrais estudados apresentaram diminuição progressiva na 
concentração de proteoglicanos com o aumento do tempo de preservação, 
soretudo na camada de superficial da cartilagem. Após 30 dias de preservação 
foram identificadas alterações estruturais com descontinuidade da camada 
superficial da cartilagem. As demais camadas do tecido osteocondral 
mantiveram suas estruturas preservadas após 45 dias de preservação. Segundo 
os resultados obtidos pelo escore de Mankin, houve diferença com significância 
estatística entre 15 e 30 dias de preservação do tecido. Os resultados 
encontrados definiram o protocolo de preservação transporte e armazenamento 
de tecido osteocondral humano a ser aplicado pelo Banco de 
Tecidosmultiesquelético lotado no Instituto Nacional de Ortopedia e 
Traumatologia.  

 

 

Palavras-chave: Cartilagem Articular, Lesão Osteocondral, Meios Preservação 
Osteocondral, Aloenxerto Osteocondral. 
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ABSTRACT 

VIVACQUA, Thiago. Evaluation of the protocol for harvest, transport and storage 
of human osteochondral tissue. Rio de Janeiro, 2017. Master Thesis. (Master´s 
Degree in Science Applied to the Musculoskeletal System) – National Institute of 
Traumatology and Orthopedics, Ministry of Health, 2017. 

The treatment of osteochondral lesions remains a challenge to the 
orthopedic surgeon. Various biological techniques aim at the restoration of the 
injured tissue, being limited the formation of fibrocartilage or the size of the area 
to be restored. The allogeneic osteochondral transplantation represents the only 
biological method capable of providing hyaline cartilage after lesions larger than 
2cm². The cellular viability of the tissue at the time of surgery is an essential factor 
for successful treatment. The absence of a protocol defined by the health 
regulatory agencies has led us to the need to develop a proper methodology for 
harvest, transporting and storing human osteochondral tissue. Osteochondral 
fragments measuring 2cm³ of five cadaveric donors aged between 15 and 45 
years were analyzed. The samples were stored in cell preservation medium 
containing: human albumin, Iscove's and vancomycin maintained at 4 ° C. 
Immunohistochemical study with antibodies to the Caspase 3 protein evaluated 
the presence of cell death by apoptosis. The concentration of proteoglycans in 
the extracellular matrix was quantified by the use of Safranin-O, while tissue 
structural analysis was assessed by histological study with hematoxylin-eosin 
stained slides. The images obtained were analyzed according to the histological 
scores of Mankin, OsteoArthritis Research Society International and the score 
proposed by the authors. The samples were analyzed with 0, 15, 30 and 45 days 
of preservation. The samples studied presented a progressive decrease in the 
concentration of proteoglycans with the increase of preservation time. After 30 
days of preservation, structural changes were identified in the superficial layer of 
the cartilage. The remaining layers of the osteochondral tissue maintained their 
structures preserved after 45 days of preservation. According to the results 
obtained by the Mankin score, there were differences with statistical significance 
between 15 and 30 days of preservation. The results found defined the protocol 
for the preservation of the transport and storage of human osteochondral tissue 
to be applied by the Bank of Tissues, located in the National Institute of 
Orthopedics and Traumatology.  

 

 

 

 

Keywords: Articular Cartilage, Osteochondral Lesion, Osteochondral Storage 
Mediun, Osteochondral Allograft 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Articulação sinovial 

A articulação sinovial é composta pela interação entre duas superfícies 

cartilaginosas congruentes. A cavidade articular é contida pela membrana de tecido 

sinovial. Na camada íntima da membrana sinovial são encontradas células 

especializadas denominadas sinoviócitos, responsáveis pela produção do líquido 

sinovial (MCCULLOCH et al., 2017) (Figura 1). O líquido sinovial atua como meio de 

lubrificação, diminuindo o coeficiente de atrito e permitindo a nutrição do tecido 

cartilaginoso por difusão. O adequado funcionamento das articulações sinoviais 

depende da interação e integridade de todos seus componentes (SOPHIA et al., 

2009).   

 

 

Figura 1. Anatomia da articulação sinovial. (Modificado de McCULLOCH et al., 2017). 

1.1.1 Cartilagem articular hialina 

A cartilagem hialina está presente nas articulações sinoviais do esqueleto 
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humano. Tal tecido altamente especializado é caracterizado por alto percentual de 

água, permitindo o fluxo constante de solutos no meio extracelular auxiliando à 

absorção das forças compressivas que atuam nas articulações sinoviais de carga 

(quadril, joelho e tornozelo) (SOPHIA et al., 2009). Seu baixo coeficiente de atrito 

favorece a distribuição das forças atuantes na cartilagem articular hialina sem que 

ocorra desgaste abrasivo entre suas superfícies durante o movimento (JACKSON et 

al., 2001). O percentual de água presente na cartilagem hialina varia entre 65 e 85 % 

do seu volume total. Sua distribuição não ocorre de modo uniforme, estando em maior 

concentração na camada superficial da cartilagem (SOPHIA et al., 2009). 

Os condrócitos representam cerca de 2 e 5% do peso seco da cartilagem 

articular hialina. São originados a partir das células mesenquimais indiferenciadas 

(CMI), sendo responsáveis pela síntese e manutenção dos componentes da matriz 

extracelular (MEC) e atuando como agentes reguladores da homeostase (equilíbrio) 

articular (MCCULLOCH et al., 2017). A atividade celular dos condrócitos é controlada 

por estímulos bioquímicos secretados por fibroblastos presentes na camada íntima da 

membrana sinovial (MCCULLOCH et al., 2017). Os condrócitos são células com baixa 

atividade celular, justificando em parte o baixo potencial de regeneração do tecido 

após a ocorrência de lesões (JACKSON et al., 2001). 

Os componentes não celulares da cartilagem hialina podem ser divididos em 

proteínas colágenas e não colágenas. Dentre as proteínas colágenas, a principal é 

representada pelo colágeno tipo II (COL II), formada por três cadeias alfa em tripla 

hélice. Além do COL II, estão presentes também os colágenos tipo V, VI, IX, X, XI, XII, 

XIV em menores proporções (SOPHIA et al., 2009). Os proteoglicanos são 

componentes da MEC em conjunto com as proteínas colágenas, constituindo até 12% 

do peso seco, sendo divididos em grupo carboxila e grupo sulfatado (sulfato de 
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queratan / sulfato de condroitina) (JACKSON et al., 2001). Tais macromoléculas tem 

sua concentração aumentada na camada profunda do tecido cartilaginoso e próximo 

ao osso subcondral. As cargas eletronegativas dos componentes sulfatados são 

responsáveis pelo fluxo e manutenção de água dentro da MEC, fornecendo 

resistência às forças de compressão exercidas sobre o osso subcondral (TYYNI e 

KARLSSO, 2000). A molécula de ácido hialurônico possui papel fundamental na 

manutenção estrutural da MEC. Proteínas de ligação conectam as moléculas de 

hialuronato às cadeias de sulfato de queratan e sultafo de condroitina dispostas em 

formato de ‘escova’, formando macromoléculas chamadas de agrecana. A associação 

entre os monômeros de agracan e as moléculas de ácido hialurônico formam em 

conjunto com as fibras colágenas o arcabouço estrutural da MEC responsável pela 

integridade do tecido cartilaginoso (JACKSON et al., 2001) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Componentes da matriz extracelular da cartilagem articular. Os monómeros de sulfato 
de condroitina e sulfato de queratan formam a macromolécula de agregan. A associação da agrecana 
com as fibras de colágeno tipo II e a molécula de ácido hialurônico são responsáveis pela integridade 
da matriz extracelular. (Modificado de Jackson et al., 2001). 

 

As forças mecânicas, quando aplicadas de modo contínuo na cartilagem 

sinovial, geram alterações estruturais na MEC, levando à diminuição da concentração 

de proteoglicanos e à indução de morte celular programada dos condrócitos presentes 
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na camada superficial (LEWIS et al., 2003). As alterações estruturais na cartilagem 

sinovial ocorrem de acordo com a magnitude das forças aplicadas, assim como a 

frequência dos picos de pressão sobre a articulação, ocorrendo principalmente na 

camada superficial do tecido cartilaginoso (MILENTIJEVIC e TORZILLI 2005).  

1.1.2 Camadas da cartilagem articular 

Microscopicamente, a cartilagem articular é dividida em quatro camadas com 

características distintas (PRITZKER et al., 2006) (Figura 3). A camada superficial é 

caracterizada pela presença de fibras de COL II dispostas de modo paralelo em 

contato com proteínas de colágeno tipo IX, conferindo resistência típica às forças de 

cisalhamento. (JACKSON et al., 2001; SOPHIA et al., 2009). A camada superficial da 

cartilagem articular é coberta por tecido hialino acelular, denominado ‘lâmina 

splendens’ (MACCONAILL et al., 1951). 

A camada intermediária é composta por condrócitos de formato esférico, 

isolados por fibras colágenas dispostas de modo oblíquo, conferindo a essa região 

maior resistência às forças compressivas e auxiliando também na distribuição de 

carga para a camada profunda. Abaixo da camada intermediária encontra-se a 

camada profunda, onde as fibras de colágeno se encontram com uma orientação 

perpendicular em relação à camada de cartilagem calcificada, conferindo resistência 

às forças de compressão. Por fim, a camada de cartilagem calcificada possui a zona 

descrita como linha de transição. Tal estrutura separa a cartilagem articular do osso 

subcondral, conferindo forças de adesão, para evitar o destacamento do tecido 

cartilaginoso do osso subjacente (JACKSON et al., 2001; SOPHIA et al., 2009).  

.
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Figura 3. Camadas da cartilagem articular. (Modificado de Pritzker et al., 2006). 

1.2 Articulação do joelho 

A articulação do joelho possui seis planos de movimento, sendo estes divididos 

em dois grandes grupos. Um grupo composto por movimentos rotacionais: flexão-

extensão, rotação interna-externa e rotação em varo-valgo. Enquanto o outro grupo é 

formado pelos movimentos de translação: anterior-posterior, medial-lateral e 

compressão-distração (HIRSCHMANN et al., 2015). A ampla mobilidade articular 

associada a constante solicitação durante a prática esportiva, torna a articulação do 

joelho foco de inúmeras lesões. As lesões osteocondrais (LO) na cartilagem do joelho 

estão associadas a dor, derrame articular, bloqueio mecânico da articulação e 

degeneração precoce da superfície articular (SAFRAN e SEIBER, 2010).  

Visando melhorar a acurácia diagnóstica e padronizar opções de tratamento 

para as LO, foi elaborada uma classificação para estas lesões identificadas durante o 

procedimento de artroscopia (exame endoscópico do interior de uma articulação) do 

joelho, sendo classificadas do tipo I ao tipo IV de Outerbridge (MERCHÁN e 

CARDERO 2010) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Classificação artroscópica de Outerbridge das lesões osteocondrais na articulação 
do joelho. (Modificado de Merchán e Cardero 2010). 

Grau Patologia 

I Amolecimento e edema da cartilagem articular 

II Fragmentação e fissura afetando uma área < 0.5 polegadas 

III Fragmentação e fissura afetando uma área > 0.5 polegadas 

IV Erosão da cartilagem até o osso subcondral 
 

A Sociedade Internacional de Reparo da Cartilagem (International Cartilage 

Repair Society - ICRS) elaborou sua classificação modificando a descrição 

previamente elaborada por Outerbridge (BRITTBERG e WINALSKI, 2003). Os autores 

buscaram subdividir os critérios descritos anteriormente e avaliar a integridade óssea 

adjacente a superfície articular (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Classificação da ICRS para diagnóstico das lesões osteocondrais. (Modificado de 
BRITTBERG e WINALSKI, 2003). 

Descrição Subgrupo 

Grau 0 Cartilagem normal Cartilagem intacta 

Grau 1  
Amolecimento da cartilagem, 
fissuras, lesões superficiais, 
lacerações. 
 

1A Lesão superficial ou 
amolecimento 
 

1B Fissuras superficiais e lacerações 

Grau 2                                  Lesões, fissuras com extensão 
menor que 50% de profundidade 

Grau 3 
Perda da cartilagem com extensão 
maior que 50% de profundidade, 
incluindo a camada de cartilagem 
calcificada 
 
 

3A >50% sem acometer a camada 
de cartilagem calcificada 

3B lesão abaixo da camada de 
cartilagem calcificada 

3C sem acometer a placa de osso 
subcondral 

3D >50% com cistos subcondrais 

Grau 4  
Lesão de espessura total com 
exposição do osso subcondral 
 

4A defeito ósseo até a placa 
subcondral 

4B defeito ósseo abaixo da placa 
subcondral 
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1.3 Incidência de lesões osteocondrais na articulação do joelho 

Diversos estudos foram realizados para identificar a incidência das LO na 

articulação do joelho (MAFFULLI et al., 1993; CURL et al., 1997; AROEN et al., 2004). 

Em uma população de 993 pacientes com idade média de 35 anos foram identificadas 

LO de espessura total (Grau IV de Outerbridge) em 11% dos mesmos durante a 

cirurgia de artroscopia do joelho (AROEN et al., 2004). Realizando a revisão do relato 

operatório de 31.516 artroscopias de joelho, foram identificadas LO em 63% dos 

pacientes operados. Os autores não relataram a dimensão das lesões dos pacientes 

que tinham sintomas decorrentes do dano articular (CURL et al., 1997). Ao serem 

avaliados 106 pacientes do sexo masculino com hemartrose (presença de sangue na 

articulação) associada a trauma esportivo no joelho foi identificada a presença de LO 

em 18 % dos casos durante o ato cirúrgico (MAFFULLI et al., 1993).  

Um grupo de atletas com LO no joelho submetidos a reconstrução do ligamento 

cruzado anterior foi acompanhado durante 12 anos visando avaliar a história natural 

dessas lesões. O tamanho médio das LO foi de 1.7 cm². Todas as lesões 

apresentavam comprometimento maior que 50 % da espessura articular (grau III de 

Outerbridge). Ao final do seguimento não foi identificada diferença na capacidade de 

realizar atividades esportivas entre os pacientes com ou sem lesão articular, 

demonstrando a natureza benigna das LO menores que 2,0cm² (JARI et al., 2003).  

1.4 Tratamento das lesões da cartilagem articular 

O tratamento das LO é dividido em métodos que culminam na formação de 

tecido fibrocartilaginoso com predomínio de colágeno tipo I e III, ou que sejam capazes 

de restaurar a superfície articular com cartilagem hialina formada predominantemente 
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por COL II (RICHTER et al., 2016). As técnicas de microfratura e nanofratura são 

procedimentos de reparo da cartilagem através da formação de fibrocartilagem na 

área lesionada. Os métodos capazes de restaurar a presença de cartilagem hialina 

típica são o transplante autólogo osteocondral (TAO), o transplante osteocondral 

alógeno (TOA) e o transplante autólogo de condrócitos (TAC) (BRITTBERG e 

WINALSKI 2003; MITHOEFER et al., 2005; RICHTER et al., 2016). O tecido 

fibrocartilaginoso possui menor resistência às forças de compressão e cisalhamento, 

diminuindo a capacidade de absorção de carga levando a degeneração articular 

precoce (BRITTBERG, 2010; RICHTER et al., 2016). O método a ser utilizado 

depende da prática do cirurgião, do tamanho da lesão e da integridade do osso 

subcondral (RICHTER et al., 2016) (Tabela 3). Em pacientes abaixo de 50 anos e 

ativos, o procedimento de artroplastia total do joelho (ATJ) possui resultados 

insatisfatórios associado a falha precoce e maior percentual de insatisfação do 

paciente (HARRYSSON et al., 2004, KEENEY et al., 2011). 

 
Tabela 3. Técnicas de reparo ou restauração da cartilagem articular de acordo com as 
dimensões da lesão osteocondral. (Modificado de RICHTER et al., 2016). 

Tamanho da lesão em cm² Procedimento indicado 

< 2,0 Microfratura / TAOa 

2 – 4 TAO / TAC 

> 4,0 TAC / TOAb 

TAO (transplante autólogo osteocondral), TAC (transplante autólogo de condrócitos), TOA (transplante 
osteocondral alógeno). a Pacientes de alta demanda. b Perda ou deformidade óssea. 

1.4.1 Procedimentos de reparo por estimulação da medular  

A técnica de microfratura é realizada através de microperfurações no osso 

subcondral. Tal procedimento cria um meio de comunicação entre o tecido medular 
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ósseo e a zona de lesão cartilaginosa. Com isso, espera-se que haja a chegada de 

células mesenquimais indiferenciadas (CMI), as quais passariam por diferenciação 

tornando-se condrócitos (STEDMANN et al., 1997) (Figura 4). O procedimento está 

relacionado a melhora da dor e função da articulação do joelho quando realizado em 

lesões menores que 2,0cm² (STEDMANN et al., 2008). A maturação do tecido formado 

pode demorar até 1 ano após o procedimento, tornando a técnica inviável para 

pacientes que pretendem retornar a prática esportiva competitiva (SETH et al., 2014). 

As vantagens relacionadas ao procedimento são seu baixo custo, pouca morbidade 

cirúrgica e a facilidade técnica para sua realização (RICHTER et al., 2016). 

 

Figura 4. Técnica de microfratura. Após a regularização dos bordos da lesão uma ponteira de 
microfratura é utilizada para realizar microperfurações permitindo a chegada de células mesenquimais 
indiferenciadas na zona de lesão. (Modificado de JACKSON et al., 2001). 

 
A tomografia computadorizada foi utilizada para avaliar o resultado após o 

reparo de LO no joelho com a técnica de microfratura em modelos animais. Após 6 

meses foram identificados cistos subcondrais em 63% dos espécimes e osteófito 

(formação óssea ectópica) intralesional em 26% dos casos. Os achados descritos são 

vistos como alterações degenerativas caracterizando a falha do procedimento (ORTH 

et al., 2012). A técnica de microfratura foi recentemente criticada pela limitada 

penetração ao osso subcondral e por compactar as trabéculas ósseas, obstruindo a 

microvascularização e limitando a chegada de CMI na lesão. Tais achados são 
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relacionados a formação de tecido fibrocartilaginoso com limitado potencial 

terapêutico (ZEDDE et al., 2016).  

Com objetivo de melhorar os resultados da técnica de microfratura, foi 

desenvolvido o princípio da nanofratura. Neste procedimento um dispositivo metálico 

com 1mm de diâmetro realiza nanoperfurações no osso subcondral com 9 mm de 

profundidade. A análise radiológica por microtomografia computadorizada comprovou 

a melhor penetração no osso medular sem a obstrução da microcirculação local com 

a técnica de NF em modelo animal (ZEDDE et al., 2016). 

1.4.2 Transplante autólogo osteocondral 

O TAO foi descrito como procedimento capaz de restaurar LO com cartilagem 

hialina nas articulações sinoviais de carga. Na presença de lesão de até 1,0 cm², um 

único fragmento é transplantado. Para o tratamento de lesões maiores, múltiplos 

fragmentos podem ser transplantados. Após a visualização da lesão e a delimitação 

de sua dimensão, um ou mais fragmentos cilíndricos são retirados da superfície 

lesionada. No segundo ato cirúrgico, o tecido a ser transplantado é retirado da porção 

superior lateral ou medial da tróclea femoral e colocado sobre pressão no local da 

lesão. A região próxima ao intercôndilo femoral também pode ser utilizada como fonte 

de tecido osteocondral para o procedimento (HANGODY e FULES, 2003) (Figura 5). 
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Figura 5. Técnica de transplante autólogo osteocondral. Potenciais zonas doadoras (setas pretas) 
Transplante do tecido osteocondral após regularização da zona receptora (seta vermelha). (Modificado 
de JACKSON et al., 2001). 

 
O TAO possui a vantagem de restaurar a superfície articular com cartilagem e 

matriz composta por COL II. Como desvantagens são citadas a morbidade associada 

a região doadora, a incapacidade de preencher lesões com perda óssea associada e 

a hemartrose na articulação (HANGODY e FULES, 2003). Os melhores resultados do 

TAO são descritos no tratamento de lesões osteocondrais contidas por tecido 

cartilaginoso íntegro na área de carga do côndilo medial do joelho (GRACITELLI et 

al., 2016). 

O acompanhamento de 112 pacientes pelo período médio de 26 meses após a 

realização de TAO para LO não traumáticas no joelho (BALTZER et al., 2016). A média 

de idade da população estudada foi de 48 anos. Ao final do seguimento, houve 

melhora significativa funcional medida pelo escore de WOMAC (Western Ontario and 

McMaster Universities Osteoarthritis) (BELLAMY et al., 1988), assim como a 

diminuição da dor medida pela escala visual analógica nos pacientes operados. O 

tamanho da lesão, assim como o número de fragmentos transplantados não tiveram 

relação com o resultado. As lesões na superfície articular da patela foram relacionadas 

aos piores resultados. 



24 
 

1.4.3 Transplante autólogo de condrócitos  

A técnica de TAC foi desenvolvida visando restaurar LO de diferentes 

dimensões com cartilagem hialina. A técnica cirúrgica consiste na retirada de um 

fragmento osteocondral do côndilo femoral, fora de sua área de carga, como fonte 

autóloga de condrócitos. Após essa etapa, os condrócitos são isolados e cultivados in 

vitro por 21 dias. No segundo ato cirúrgico, uma membrana de periósteo retirada da 

porção proximal da tíbia é colocada recobrindo a lesão cartilaginosa, sendo fixada 

com sutura simples (posteriormente modificada pela vedação com selante ou cola de 

fibrina). Após estabilizada a membrana de periósteo, os condrócitos cultivados são 

injetados no local (BRITTBERG et al., 1994) (Figura 6). A membrana de periósteo 

teria a ação de cobrir a área transplantada e estimular a proliferação celular dos 

condrócitos (PETERSON et al., 2002). Após a descrição original, o procedimento foi 

reproduzido com bons resultados por outros pesquisadores (MINAS, 2001; MICHELI 

et al., 2001; FARR, 2007). 

O primeiro resultado do TAC descrito na literatura avaliou histologicamente o 

tecido 2 anos após o procedimento em uma população de 33 pacientes, cuja média 

de idade era de 27 anos (BRITTBERG et al., 1994). As lesões tratadas não 

ultrapassavam a extensão do osso subcondral e tinham a dimensão entre 1,6 e 6,5 

cm². Os autores observaram os melhores resultados em casos de LO traumáticas no 

côndilo femoral. A biópsia tecidual identificou a formação de fibrocartilagem ou 

cartilagem hialina ‘like’. 
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Figura 6. Técnica de TAC de primeira geração. Após a retirada de um fragmento osteocondral fora da 
área de carga do joelho, os condrócitos são isolados e cultivados in vitro sendo inseridos na região da lesão e 
contidos por periósteo. (Modificado de BRITTBERG et al., 1994). 

 
Um estudo prospectivo randomizado comprovou melhores resultados 

funcionais relacionados a técnica de TAC de primeira geração, quando comparada ao 

TAO (BENTLEY et al., 2003). Os autores identificaram melhora das queixas álgicas 

em 88% dos pacientes submetidos ao TAC. O grupo submetido a técnica de TAO 

obteve bons resultados em 69% dos casos. Segundo os autores, os melhores 

resultados foram no tratamento das LO localizadas no côndilo femoral medial. Outro 

estudo randomizado, com 15 anos de seguimento, selecionou 80 pacientes 

portadores de LO crônicas no joelho para comparação dos resultados entre as 

técnicas de microfratura e TAC de primeira geração. Segundo a classificação 

radiográfica de Kellgren e Lawrence (KELLGREN e LAWRENCE, 1957) 50% dos 

pacientes tinham osteoartrite ao final do seguimento. Não houve diferença entre os 

grupos em relação à função do joelho operado e à escala visual analógica de dor 

(KNUTSEN et al., 2007).  
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Após o trabalho inicial inovador de Brittberg et al.1994, modificações na técnica 

visaram o aprimoramento do TAC. A segunda geração do procedimento foi 

caracterizada pela utilização de membrana sintética composta por colágeno tipo I e 

colágeno tipo III, substituindo a função do tecido periostal. O procedimento é chamado 

de transplante de condrócitos autólogos induzidos por matriz. Os condrócitos 

cultivados in vitro são colocados sobre uma membrana de colágeno. As células são 

então estabilizadas na membrana e todo o tecido é transplantado no local da lesão 

durante o segundo procedimento cirúrgico (BRITTBERG, 2010) (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Membrana de colágeno para TAC de segunda geração. Após a fixação das células 
cultivadas in vitro na mebrana de colágeno, a mesma é colocada na área de LO no segundo ato 
cirúrgico. (BRITTBERG, 2010). 

 
Os resultados entre as técnicas de primeira e segunda geração de TAC foram 

avaliados de modo prospectivo, randomizado e controlado (BARTLETT et al., 2005). 

Foram selecionados pacientes com a idade média de 33 anos, com lesões de 6,0 cm² 

em média. Uma biópsia do tecido transplantado identificou presença de cartilagem 

hialina ‘like’ ou fibrocartilagem em 43,9% dos pacientes tratados com a técnica de 

primeira geração e em 36,4% dos tratados com a técnica de segunda geração. Após 

dois anos de seguimento, os autores não encontraram diferença funcional entre os 

grupos. São descritas quatro complicações associadas ao TAC, independente da 

técnica utilizada: hipertrofia do tecido transplantado, delaminação, regeneração 
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insuficiente e alterações de incorporação junto à área receptora do transplante. Tais 

alterações comprometem de modo irreversível o resultado do procedimento 

(NIEMEYER et al., 2008). 

1.4.4 Transplante osteocondral alógeno 

O TOA representa a única opção de tratamento capaz de repor o estoque ósseo 

e restaurar a superfície articular com cartilagem hialina. O procedimento é utilizado 

também nos casos de falha após a tentativa de outros procedimentos para tratamento 

das LO (ZOUZIAS e BUGBEE 2016; DHOLLANDER et al., 2016). A principal indicação 

para o TOA é a presença de lesão osteocondral focal com diâmetro superior a 2,0 cm², 

associada a sintomas álgicos em articulações sinoviais de carga. Os melhores 

resultados do procedimento estão relacionados a lesões focais no côndilo femoral 

medial (LAPRADE et al., 2009; GRACITELLI et al., 2015; ZOUZIAS e BUGBEE 2016; 

DHOLLANDER et al., 2016). A técnica cirúrgica consiste na retirada de um cilindro de 

tecido osteocondral de um doador de tecido musculoesquelético e posterior 

transferência do mesmo para área de lesão do paciente (WINSLOW e COLE 2005) 

(Figura 8). 

 

Figura 8 Técnica de transplante de aloenxerto osteocondral. Fragmento de côndilo femoral de 
doador de tecido musculoesquelético (A). Visualização intraoperatória de lesão osteocondral na 
articulação do joelho (B). Regularização da lesão para realização do TOA (C). Aspecto final após a 
realização do TOA (D). (Modificado de Winslow e Cole 2005) 
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A primeira série de casos descrita avaliou os resultados do TOA como opção 

para evitar o procedimento de ATJ. Os autores realizaram o TOA em oito pacientes 

com idade entre 52 e 75 anos. Os pacientes foram submetidos ao transplante do 

côndilo tibial com tecido osteocondral preservado a 4°C, chamado de transplante 

osteocondral a fresco (TOF) (GROSS et al., 1975). O mesmo grupo de pacientes foi 

reavaliado após vinte dois anos de seguimento.  Sessenta e nove porcento pacientes 

mantiveram boa função da articulação do joelho sem precisarem de outro 

procedimento cirúrgico. A técnica de TOA comprovou bons resultados a longo prazo 

para o tratamento de LO de grandes dimensões em pacientes e ativos (RAZ et al., 

2014). Com a evolução da técnica cirúrgica o TOA foi realizado para o tratamento da 

osteoartrite pós-traumática em diferentes regiões do joelho. Trinta e nove pacientes 

com média de idade de 34 anos foram acompanhados durante o período médio de 

6,6 anos. O transplante foi realizado no platô tibial (74,3%), côndilo femoral (15%) e 

patela (10%). Dezenove casos (49%) precisaram de um segundo procedimento 

cirúrgico. Dez casos foram considerados como falha do procedimento (26%). Os 

piores resultados foram em lesões na cartilagem patelar (GRACITELLI et al., 2015). 

Cento e trinta e cinco pacientes com osteocondrite dissecante juvenil, com 

média de idade de 21 anos, foram avaliados após a realização de TOA. O tecido 

transplantado teve em média 7,3cm². Trinta e quatro pacientes (23%) precisaram de 

um segundo procedimento cirúrgico. Após avaliação funcional objetiva, 95% dos 

pacientes ficaram satisfeitos com o procedimento ao final do seguimento (média de 

6,3 anos) (SADR et al., 2016).  

A capacidade de retorno a prática esportiva após TOA na articulação do joelho 

é um tema discutido na literatura. Durante um seguimento médio de 2,5 anos em uma 

população composta por atletas recreacionais a capacidade de retorno ao mesmo 
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nível de atividade foi de 79% após o TOA na articulação do joelho. Os fatores 

relacionados ao não retorno ao esporte fora a idade acima de 25 anos e sintomas por 

mais de 12 meses KRYCH et al., 2012).   

Em revisão sistemática da literatura para avaliar a capacidade de retorno ao 

esporte como desfecho após as diversas técnicas de reparo ou restauração da 

cartilagem, não foram encontradas diferenças com significância estatística entre os 

procedimentos descritos para o tratamento das LO. O retorno ao mesmo nível de 

atividade esportiva foi em média de 72%. (CAMPBELL et al., 2016).  

O TOA representa a principal técnica de restauração da cartilagem utilizada 

para revisão após falha de outros procedimentos descritos para tratamento das LO na 

articulação do joelho. Os fatores relacionados a falha dos procedimentos são: mal 

alinhamento do membro inferior, deficiência meniscal, instabilidade articular, tamanho 

da lesão, integridade do osso subcondral adjacente e lesões localizadas na 

articulação patela ou tróclea femoral (GRACITELLI et al., 2015; DHOLLANDER et al., 

2016).  

1.6 Preservação do tecido osteocondral humano 

A preservação do tecido osteocondral humano representa um fator chave no 

sucesso do TOA nas articulações sinoviais. O tempo de armazenamento, assim como 

os meios de preservação utilizados estão relacionados à manutenção da viabilidade 

dos condrócitos após o procedimento (DE CARO et al., 2015; KENNETH et al., 2017). 

Para que seja viável a realização do TOA é preciso aguardar o período mínimo de 14 

dias para que sejam realizados os exames sorológicos necessários para prevenir a 

transmissão de doenças ao receptor do tecido (SHERMAN et al., 2014; COOK et al. 

2016).  
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A temperatura de 4°C é a mais utilizada a preservação de tecido osteocondral 

em humanos ou modelos animais (SHERMAN et al., 2014). O resfriamento tecidual 

abaixo da temperatura corpórea média de 37°C induz à diminuição do metabolismo 

celular dos condrócitos levando ao menor consumo dos nutrientes fornecidos pelo 

meio de preservação utilizado (PEARSALL et al., 2004). O armazenamento nas 

temperaturas de 25°C e 37°C demonstrou-se eficaz quanto a manutenção da 

viabilidade celular e seguro no que diz respeito à colonização bacteriana local em 

modelos animais (PALLANTE et al., 2009; GARRITY et al., 2012; COOK et al., 2014).  

Diversas soluções para preservação de tecido osteocondral foram avaliadas 

na literatura em diferentes modelos de estudo e com metodologias distintas de 

controle quanto a viabilidade do tecido. Os trabalhos iniciais avaliaram o uso de soro 

fetal bovino (SFB), comprovando sua eficácia quanto a manutenção da viabilidade 

celular adequada em modelo animal após 15 dias a 4°C. (BALL et al., 2004; 

PENNOCK et al., 2006; EMMERSON et al., 2007; DONTCHOS et al., 2008). O SFB 

é composto por fatores de crescimento, aminoácidos, hormônios, lipídeos e açucares. 

Entretanto, seu uso pode estar associado a reação imunológica local, assim como a 

transmissão de doenças (PENNOCK et al., 2006). Agregados celulares contendo 

linfócitos, monócitos e células plasmáticas foram identificados após o TOA com meio 

contendo SFB. Tal achado sugere que o mesmo possa induzir a resposta imune local, 

culminando em inflamação, necrose tecidual e colapso do enxerto (MALININ et al., 

2006). Visando evitar reação inflamatória local assim como o risco de transmissão de 

doenças os meios de cultura celular sem soro (MCCS) passaram a ser utilizados em 

pesquisas para avaliação da viabilidade celular dos condrócitos em modelos animais 

(WILLIAMS et al., 2005; DONTCHOS et al., 2008; TENG et al., 2008; GARRITY et al., 

2012; JIANHONG et al., 2016). 
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Os achados histológicos e a viabilidade celular de fragmentos osteocondrais 

(FO) retirados da articulação do joelho de cachorros foram comparados utilizando-se 

o dia zero da eutanásia como grupo controle. Os FO foram preservados em MCCS 

MEM® (Minimal Essential Médium), suplementado com SFB e L-glutamato, mantidos 

a 4°C. A análise de viabilidade celular identificou 97%, 89% e 78% de condrócitos 

viáveis após 14, 21 e 28 dias de armazenamento, respectivamente. Os autores 

concluíram que o TOA pode ser realizado mesmo após 4 semanas de preservação na 

temperatura de 4°C (WILLIAMS et al., 2005). 

A variação do pH foi analisada in vitro durante a preservação de FO de bovinos. 

Após o isolamento, os condrócitos foram cultivados em solução contendo MCCS 

DMEM/F-12® (Dulbecco's Modified Eagles Médium/ Nutriente Misture F-12). O grupo 

controle foi mantido em ar ambiente enquanto o grupo experimental foi mantido em 

dióxido de carcono (CO2)  a 5%. Os autores encontraram uma maior viabilidade celular 

com significância estatística no grupo experimental, concluindo que a preservação de 

tecido osteocondral humano sobre CO2 a 5% deve ser utilizada nos bancos de tecidos 

(DONTCHOS et al., 2008).  

A ação catabólica do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (Insulin-

like growth fator, IGF-I) sobre a viabilidade celular dos condrócitos foi analisada de 

como comparativo com os efeitos do inibidor de apoptose celular ZVAD-fmk®. As 

amostras analisadas foram retiradas do fêmur distal de bovinos adultas. O tecido foi 

preservado a 4°C. Cinco grupos foram elaborados: ringer lactato (RL), DMEM®, 

DMEM® com IGF-1, DMEM® com ZVAD-fmk® e DMEM/F12® suplementado com o 

meio preconizado pela Musculoskeletal Transplant Foundation (MTF®). Após 14 dias 

de preservação, apenas o grupo DMEM/F12® suplementado com MTF apresentou 

mais de 86% de condrócitos viáveis. A utilização de IGF-1 recombinante, assim como 
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o ZVAD-fmk® não demonstraram benefício mantendo uma viabilidade de 58,6% e 

62,5% respectivamente (TENG et al., 2008). 

A troca do meio de preservação a cada 7 dias foi avaliada em modelo animal. 

Dois grupos de FO foram comparados preservados a 4°C. O inibidor do fator de 

necrose tumoral Etarnecept® foi adicionado no grupo experimental, enquanto o grupo 

controle utilizou MCCS DMEM® suplementado com L-glutamina e aminoácidos. Após 

28 dias não foi encontrada diferença com significância estatística entre o percentual 

de células viáveis entre os grupos. O uso de inibidor do Tumor Necrosis Factor α 

(TNFα), assim como a troca do meio de preservação não demonstraram benefícios 

quanto a viabilidade celular das amostras avaliadas (LINN et al., 2011). A troca do 

meio de preservação foi avaliada em FO de caprinos. O meio foi trocado a cada dois 

dias. O grupo controle não foi submetido a troca do meio. A viabilidade celular foi 

significativamente maior no grupo onde houve a troca do meio de preservação 

mantido a 4°C. (JIANHONG et al., 2016).  

A universidade de Missouri em Columbia padronizou a temperatura de 25°C 

para preservação de FO humanos. Os estudos iniciais avaliaram FO de caninos 

adultos comparando as temperaturas de 4°C e 37°C. O tecido foi armazenado por 56 

dias em solução contendo MCCS DMEM®. Os melhores resultados quanto à 

viabilidade celular foram encontrados no tecido preservado a 37°C. A incidência de 

contaminação bacteriana não teve diferença entre os grupos estudados (GARRITY et 

al., 2012). Após os resultados descritos, o mesmo grupo avaliou a preservação de FO 

na temperatura de 25°C. Como grupo comparativo utilizou-se a tecido preservado a 

4°C. O meio para preservação osteocondral utilizado foi desenvolvido pelo laboratório 

próprio, Missuri Osteochondral Allograft Preservation System® (MOPS), enquanto o 

grupo controle utilizou o meio de preservação tecidual sem soro. As amostras foram 
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avaliadas após 28 e 60 dias de preservação. Ao final do estudo o grupo preservado 

com o meio MOPS mantido a 25°C apresentou uma viabilidade celular 

significativamente maior que o grupo controle, chegando a 82,9% de condrócitos 

viáveis após 28 dias. Não houve incidência de contaminação bacteriana nas amostras. 

Os autores consideram que a temperatura de 25°C está associada a maior viabilidade 

tecidual no momento do TOA (COOK et al., 2014). 

A suplementação de AH em diferentes concentrações 

(800kDa,1900kDa,6000kDa) foi avaliada em conjunto com o meio da University of 

Wisconsin (UW), CoStorSol® (Cold Storage Solution) em FO mantidos a 4°C. Sua 

ação como adjuvante na preservação celular estaria relacionada aos possíveis efeitos 

anti-inflamatórios e possível a inibição do processo morte celular programada 

(LISIGNOLI et al., 2001; OZAWA et al., 2015). Na concentração de 800kDa houve 

aumento significativo na viabilidade celular em relação ao grupo controle sem o 

suplemento, entretanto o uso de AH não foi associado ao percentual de viabilidade 

celular desejada na preservação de FO (YAMADA et al., 2015).  

O grupo da universidade de Kitasato no Japão, avaliou o efeito do uso de soro 

alógeno sobre a viabilidade celular de condrócitos em ratos Sprague-Dwley. O meio 

de preservação utilizado continha fosfato de dexametasona, insulina regular e 

CoStorSol®. Os grupos foram preservados a 4°C. No grupo com concentração de soro 

alógeno a 10%, a viabilidade celular foi significativamente superior quando comparada 

ao grupo sem adição do mesmo após 14 dias de armazenamento. Os autores 

sugerem que a presença da albumina, hormônios, fatores de crescimento, assim 

como agentes antioxidantes encontrados no soro alógeno teriam efeitos benéficos na 

preservação de FO (ONUMA et al., 2012). Os trabalhos avaliando os diferentes meios 
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de preservação, temperatura e metodologia de pesquisas são apresentados na tabela 

4.  
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Tabela 4. Resultados dos estudos avaliando os diferentes meios de preservação celular, 
indicando a temperatura de preservação tecidual, tempo de armazenamento e o percentual de 
células viáveis obtido. 

Autor Meio 
experimental 

Suplemento Temperatura 
 

Tempo 
(Dias) 

Viabilidade celular 
Resultados 

Williams et 
al. 2005 

DMEM® 
(troca 2 dias) 

SFB 10%,  
L -  glutamina, 
AA 

4°C 8 98% 

15 80% 

45 64% 

Ball et al. 
2004 
 

 

Ringer Lactato  
(troca 48/72hs) 

L -  glutamina, 
AA 
 
 

4°C 14 80% 

28 29% 

DMEM® 
(troca 48/72hs) 
 

4°C 14 90% 

28 83% 

Williams et 
al. 2005 

MEM® 
(troca 7 dias) 

SFB 10%,   
L-glutamina 

4°C 14 97%  

21 89% 

28 78% 

Malinin et al. 
2006 

 RPMI-1640® SFB (10%) 4°C 7 Celularidade e 
matriz  
preservadas 
 

4°C 14 Celularidade 
preservada 
Alterações na 
matriz 

4°C 21 Alterações 
degenerativas 

Pennock et 

al. 2006 

SFB 10% NI 4°C 28 67% 

MEM® AA, 
L-glutamina 

4°C 28 23% 

Dontochos et 

al. 2008 

 

DMEM/F -12® SFB 10% 4°C 14 68% (camada 
superficial) 

DMEM + 
HEPES®

 

SFB 10%  
L-glutamina 

4°C 14 83% (camada 
superficial) 

DMEM/F-12® 
(CO2 5%) 

SFB 10% 4°C 14 85% (camada 
superficial) 

DMEM/F-12® + 
HEPES® 
(CO2 5%) 

SFB 10%  
L-glutamina 

4°C 14 92% (camada 
superficial) 

Teng et al. 

2008 

Ringer Lactato  4°C 14 20% 

28 NI 

DMEM/F-12® MTF® 4°C 14 86% 

28 45% 

DMEM®  4°C 14 54% 

28 15% 

DMEM ® IGF-1 4°C 14 58% 

28 65 

DMEM ® ZVAD-fmk® 4C 14 62% 

28 16% 

Pallante et 
al. 2009 

MEM® 
 

SFB 10% 
L-glutamina AA 

4°C 14 ±85% 
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MEM®  SFB 10% 
L-glutamina, AA 

4°C 28 ±65% 

MEM®  SFB 0% 
L-glutamina, AA 

37°C 28 80% 

MEM® 
 

SFB 2% 
L-glutamina  
AA 

37°C 28 80% 

MEM®  
 

SFB 10% 
L-glutamina, AA 

37°C 28 80% 

Linn et al. 
2011 

Etarnecept® 
(troca 7 dias) 

SFB  
L-glutamina, AA 

4°C 28 68% 

 DMEM® (troca 
7 dias) 

4°C 28 62% 

Garrity et al. 
2012 

DMEM® ITS, AA, piruvato 
de sódio, MEM 

4°C 28 39% 

56 27% 

37°C 28 76% 

56 69% 

DMEM® + 
Dexametasona
+ 
RhTGF-β3 

ITS, 
Ácido-linoleico, 
Albumina 
bovina, piruvato  
MEM 

4°C 28 33% 

56 23% 

37°C 28 56% 

56 27% 

Pallante et 
al. 2012 
 

DMEM® SFB 10% 
L – glutamina 
AA 
 
 

4°C 14 60% (camada 
superficial) 

DMEM® 4° 28 60% (camada 
superficial) 

NI -70°C 10 ±10% (camada 
superficial) 

Onuma et al. 
2012 
 

UW® 
(University 
Wisconsin) 

 Dexametasona, 
Insulina Regular 

4°C 14 50% 

21 25% 

UW®  
(University 
Wisconsin) 
Soro Alógeno 
10% 

4°C 14 82% 

21 62% 

Cook et al. 
2014 

MOPS®  25° 28 83% 

60 905 

SOC 25° 28 60% 

60 53% 

Yamada et 
al. 2015 

CoStorSol®  4°C 14 20% 

CoStorSol® HA (800kDa) 
ARTZ® 

4°C 14 40% 

CoStorSol® HA (1900kDa) 
Suvenyl® 

4°C 14 NI 

CoStorSol® HA (60000KDa) 
Synvisc® 

4°C 14 NI 

Jianhong et 
al. 2016 
 
 
 
 
 

MEM®  4 °C 21 80% 

35 70% 

MEM® com 
troca 2/2 dias 

 4°C 21 88% 

35 79% 

MEM®  CO2 5% 37°C 21 70% 

35 55% 

CO2 5% 37°C 21 85% 



37 
 

 MEM® com 
troca 2/2 dias 

35 78% 

 
MEM® (Minimum Essential Medium); SFB (soro fetal bovino); HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid ); DMEM® (Dulbecco's Modified Eagle's médium) DMEM/F -12® 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12); MTF® 
(Musculoskeletal Transplant Foundation); ZVAD-fmk® (inibidor irreversível das proteases capazes); ITS 
(insulina, transferrina, selênio); Etarnecept® (inibidor do fator de necrose tumoral); RhTGF-β3 
(recombinant human transforming growth factor beta-3)MOPS® (Missouri Osteochondral Allograft 
Preservation System); SOC (Standard-of-care); CoStorSol® ( University of Wisconsin) UW; AA (ácido 
ascórbico), NI(não informado). 
 

Os modelos de estudo realizados, a metodologia de avaliação da viabilidade 

celular dos condrócitos e o escore de avaliação histológica utilizados nos trabalhos 

estão sintetizados na tabela 5.  
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Tabela 5. Modelos de estudo, métodos de avaliação da celularidade e escore histológico 
utilizados nos estudos para avaliação da viabilidade celular de condrócitos. 

Autor 
Modelo do 

Estudo 
Método de análise 
viabilidade celular 

Escore histológico 

Ball et al., 2004 
Humano 
(fêmur) 

BCECF-AM N/A 

Williams et al., 2005 Canino (fêmur) Live and Dead® Mankin modificado 

Malinin et al., 2006 Primata (fêmur) Live and Dead® Mankin / Collins 

Pennock et al., 2006 Humano (fêmur) DAPI N/A 

Dontchos et al., 2008 
 

Bovino (fêmur) 
Live and Dead® 

DAPI 
N/A 

Teng et al., 2008 
Bovino jovem 

(fêmur) 
Live and Dead® 

 
N/A 

Pallante et al., 2009 
Caprinos adultas 
(cabeça úmero) 

Live and Dead® Realizado / Não descrito 

Linn et al., 2011 
Caprinos adultas 

(fêmur) 
Live and Dead® 

DAPI 
N/A 

Pallante et al., 2012 
Bodes adultos 

(fêmur) 
Live and Dead® Mankin modificado 

Garrity et al., 2012 
Caninos adultos 

(fêmur) 
Live and Dead® N/A 

Onuma et al., 2012 
Murino 
(fêmur) 

Live and Dead® ICRS 

Cooke et al., 2014 
Caninos adultos 

(fêmur) 
SYTOX® OARSI (para cachorros) 

Yamada et al., 2015 
 
 

Murrino 
(fêmur) 

Cell Count Reagent® Mankin 

Jianhong et al., 2016 
 

caprinos adultos 
(tálus) 

Live and Dead® ICRS 

DAPI (iodeto de propídio); ICRS (International Cartilage Repair Society); OARSI (Osteoarthritis 
Research Society International); RN (não realizado); BCECF-AM (2,7-Bis (2carboxyethyl) -5(6) -
carboxyfluorescein, acetoxymethylester); SYTOX® (Green Nucleic Acid Stain), NA (não avaliado). 
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1.7 Escores histológicos de avaliação da cartilagem articular 

A avaliação histológica da cartilagem articular representa uma questão 

discutida na literatura. Diferentes escores e classificações foram elaborados visando 

compreender o processo de degeneração articular e avaliar os diferentes métodos de 

tratamento das LO (O’DRISCOLL et al.,1988; MANKIM et al., 1971; MAINIL-VARLET 

et al., 2003; PRITZKER et al., 2006). O primeiro escore foi elaborado a partir de tecido 

osteocondral humano retirado da cabeça femoral no momento da cirurgia de 

substituição articular do quadril. Foram avaliadas 13 amostras retiradas por motivo de 

fratura do colo do fêmur (3) ou osteoartrite na articulação do quadril (9), estando um 

caso relacionado a desarticulação por doença tumoral sinovial. Os autores avaliaram 

a estrutura das camadas, a celularidade, a integridade da linha de transição entre o 

osso subcondral e a concentração de proteoglicanos presentes na MEC em lâminas 

coradas com Safranina O (SO) e Hematoxilina Eosina (HE) (MANKIN et al., 1971) 

(Tabela 6). 
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Tabela 6. Escore de Mankin para avaliação histológica da cartilagem articular. 

Escore de Mankin modificado 

 

I Estrutura                                                                         

A normal 0  

B irregularidades na superfície 1  

C pannus e irregularidades na superfície 2  

D fissuras na zona de transição 3 

E fissuras na zona radial 4  

F fissuras na zona de calcificação 5  

G desorganização completa 6 

 

II Células 

A normal 0  

B hipercelularidade difusa 1  

C grupos de células 2  

D hipocelularidade 3 

 

III Colocação por Safranina O  

B pequena redução 1  

A normal 0 

C moderada redução 2  

D severa redução 3  

E não visualizada 4 

 

IV Integridade da linha de transição  

A intacta 0  

B vasos sanguíneos atravessando 1 
 

 
No item I são avaliadas alterações estruturais e formação de pannus inflamatório na superfície articular; 
no item II, é avaliado o padrão celular do tecido; no item III, é avaliada a coloração por SO (concentração 
de proteoglicanos na matriz extracelular); no item IV, é avaliada a integridade da zona de transição 
entre o tecido ósseo subcondral. (Modificado de Mankin et. al., 1971). 
 

Em 2003 a ICRS publicou seu escore histológico para avaliação visual a partir 

da biópsia de FO humanos de pacientes submetidos a técnica de MF ou TAC, usando 
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como grupo controle espécimes humanas de adultos submetidos a autópsia. O 

objetivo foi a padronização e a disponibilização dos critérios em um catálogo visual 

para a comunidade científica através do site da instituição. Foram analisadas a 

camada superficial, a matriz extracelular, a distribuição dos condrócitos nas camadas 

intermediária e profunda, a viabilidade das células e as alterações na camada de 

cartilagem calcificada e o osso subcondral (MAINIL-VARLET et al., 2003). Seguindo 

a mesma linha de pesquisa, o escore foi posteriormente modificado acrescentando 

avaliações de possíveis alterações inflamatórias e o padrão de revascularização 

tecidual (MAINIL-VARLET, 2007).  

A OsteoArthritis Research Society International (OARSI) elaborou seu escore 

para avaliação de FO humanos. Os autores descreveram um escore de avaliação 

graduado de 1 a 6, de acordo com alterações encontradas em lâminas de tecido fixado 

em formoldeído à 10% e coradas com SO. Os autores buscaram uma avaliação 

macroscópica das alterações estruturais da cartilagem articular, incluindo o tecido 

ósseo adjacente. O escore pode ser aplicado com lâminas coradas em SO ou 

Toluidina Azul.  (PRITZKER et al., 2006) (Tabela 7). 
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Tabela 7. Escore de avaliação histológica elaborado pela OARSI. (Modificado de PRITZKER et al., 
2006). 

Graduação Critérios Associados 

Grau 0 - Superfície 
intacta, morfologia da 

cartilagem intacta 

Intacta, sem envolvimento da cartilagem 

Grau I - Superfície 
intacta 

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilações 
Células: proliferações (grupos), hipertrofia 

Grau II 
Descontinuidades na 

superfície 

As acima acrescentando: 
Descontinuidade na zona superficial 
Diminuição na concentração (SO ou Toluidina Azul) 
acima da zona intermediária 
Desorientação do padrão colunar 

Grau III - Fissuras 
verticais 

As acima acrescentando: 
Diminuição na concentração (SO ou Toluidina Azul) 
atingindo a zona profunda da cartilagem 
Nova formação de colágeno 

Grau IV – Erosões 
Perda da matriz cartilaginosa 
Presença de cistos na matriz cartilaginosa  

Grau V – Desnudação 
Presença de tecido fibrocartilaginoso  
Osso esclerótico na superfície 

Grau VI – Deformação 
Remodelamento ósseo 
Microfratura/ reparo  
Deformação dos contornos da superfície articular 

O escore utiliza lâminas de tecido osteocondral fixadas em formol e coradas com SO ou Toluidina Azul. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O TOA representa o único método biológico para o reparo das LO de tamanho 

superior a 2,0cm² em pacientes ativos, evitando a morbidade associada ao TAO. Os 

pacientes não tratados adequadamente evoluem com degeneração precoce na 

articulação, levando a incapacidade funcional e limitações quanto as atividades diárias 

com impacto na qualidade de vida dessa população.  

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa do Instituto Nacional 

de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) que visa elaborar um protocolo 

para preservação de tecido osteocondral humano para utilização pelo Banco 

Multitecidos Institucional. A Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária publicou em 27/12/2006 a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 220, 

na qual autoriza que os bancos de tecidos utilizem para fins de pesquisa e ensino 

amostras de tecidos considerados impróprios para uso terapêutico, bem como 

aqueles considerados próprios desde que priorizadas as demandas com finalidade 

terapêutica.  

Estando o Banco de Tecidos Multiesquelético (BTM) localizado no INTO 

responsável pela distribuição de tecido osteomuscular em território nacional, torna-se 

de suma importância a elaboração de um protocolo operacional padrão para a 

captação, transporte e armazenamento de tecido osteocondral humano. A 

manutenção estrutural da cartilagem articular hialina, assim como a concentração de 

proteoglicanos estão relacionados a adequada preservação do tecido, sendo assim 

indispensável sua avaliação. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Principal 

Elaborar um protocolo para a captação, transporte e preservação de tecido 

osteocondral humano a ser utilizado pelo BTM que possa ser também reproduzido por 

outras instituições. 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Elaborar um programa operacional padrão de captação e 

processamento de tecido osteocondral no Banco de Tecidos 

Musculoesquelético lotado no INTO. 

 

3.2.2 Avaliar a capacidade de preservação estrutural do tecido osteocondral 

mantido preservado a 4°C. 

 

3.2.3  Identificar as alterações histológicas relacionadas a preservação do 

tecido osteocodral humano para transplante osteocondral alógeno. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 População do estudo 

Após a aprovação pelo CEP de nossa instituição (ANEXO B), a população do 

estudo foi composta pelos doadores de tecido multiesquelético entre o período de 

06/2015 até 31/12/2016, que preencheram os critérios para doação de órgãos ao 

Sistema Nacional de Transplantes (SNT), de acordo com a normativa publicada pelo 

Ministério da Saúde (MS) Portaria n°2.600 publicado em 21 de outubro de 2009 

(ANEXO C).  

Após a confirmação de possível doador, um membro do BTM realizou o 

questionário de triagem epidemiológica para doação de tecidos de acordo com as 

informações fornecidas pelo familiar do mesmo. Após confimarção o doador foi 

examinado visando avaliar a presença de lesões articulares, e duas amostras 

sorológicas foram coletadas para a realização dos testes laboratoriais preconizados 

pelo MS. 

Foram incluídos no estudo os doadores cadáveres (DC) com idade entre 15 e 

45 anos. A articulação de onde foram retirados os FO para análise foram submetidas 

a avaliação visual do médico processador, sendo excluída no caso de apresentarem 

lesão na cartilagem articular. 

Os DC oriundos de fora do estado do Rio de Janeiro foram excluídos. Este 

critério considerou o tempo prolongado de transporte do tecido, podendo este ser um 

viés de seleção. Os DC (s) com idade abaixo de 15 anos e acima de 45 anos foram 

excluídos da pesquisa. Foram excluídas do estudo as amostras de doadores com 

história de doença inflamatória articular, relato prévio de infecção na articulação do 

joelho ou fratura com comprometimento da superfície articular do fêmur. Amostras 
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com alterações macroscópicas no momento do processamento tecidual também 

foram excluídas da pesquisa. Após realizada a exclusão segundo os critérios acima, 

foram selecionados cinco DC (s) para a pesquisa (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Fluxograma de seleção dos doadores cadáver para pesquisa. DC (doador cadáver). 

4.2 Protocolo de captação 

 A equipe de captação foi composta por seis médicos residentes sob a 

orientação de um médico captador membro do BTM. Após a captação de fígado, rins, 

coração e córnea, a equipe ortopédica realizou a degermação do doador iniciando a 

captação de tecido musculoesquelético através de técnica asséptica. Após incisão 

mediana no joelho e dissecção subcutânea, foi realizada osteotomia femoral 

supracondiliana e tibial 5 cm distal ao tubérculo tibial com auxílio de serra oscilatória 

gerando a peça descrtia como bloco de joelho (Figura 10). Foram coletados dois 

swabs para avaliação de contaminação microbiológica. A articulação foi então 
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mantida imersa em RL dentro da embalagem tripla ficando armazenada em frasqueira 

térmica na temperatura de 4°C. até a chegada no BTM. 

 

Figura 10. Joelho em bloco captado para análise de tecido ostecondral. Visualização de peça 
referente ao bloco de  joelho para o preparo de tecido osteocondral para transplante alógeno. (Adaptado 
de Tiríco et al., 2017). 

4.3 Transporte do tecido osteocondral 

O transporte do hospital onde houve a captação do tecido até o BTM foi 

realizado em uma frasqueira térmica própria.  A temperatura foi mantida a 4°C. 

controlada por termostato local (Figura 11). Após a chegada o tecido foi preservado 

na mesma temperatura até o início do processamento.  

 

  

Figura 11. Equipamentos de transporte do tecido osteocondral. Frasqueira térmica para transporte 
de tecido osteocondral (A). Termostato para controle de temperatura (B). (Arquivo pessoal) 

4.4 Protocolo de processamento do tecido osteocondral humano 

O processamento do tecido foi realizado por um médico membro da equipe de 

pesquisa em sala classificada como ISO 5 localizada dentro do BTM. A definição de 
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sala limpa é descrita no Anexo D. Com auxílio de serra oscilatória, a porção articular 

do fêmur distal foi isolada para retirada das amostras de FO. Foram coletados oito 

fragmentos de tecido osteocondral humano com 2x3cm² para análise histológica do 

tecido. Os FO selecionados para pesquisa foram preservados a 4°C em meio de 

preservação composto pelo meio comercial Iscove´s® (Modified Dulbecco’s Medium, 

Thermo Fischer Brasil) (ANEXO E) suplementado com albumina humana a 10% e 

vancomicina 100 µg / ml. Os FO foram analisados após quinze (d15), trinta (d30) e 

quarenta e cinco dias (d45) de preservação. As mostras retiradas no dia da captação 

do tecido foram definidas como dia 0 (d0) (Figura 12). Neste momento foram colhidos 

4ml do líquido utilizado para o transporte do tecido e enviadas para cultura de germes 

aeróbios e anaeróbios. Fragmentos de tecido foram também enviados para cultura no 

laboratório da instituição.  

 

Figura 12. Metodologia de preparo dos fragmentos osteocondrais para análise tecidual.  
Superfície articular do fêmur distal selecionada para a retirada de FO para análise histológica (A). Os 
fragmentos foram mantidos imerssoss no meio de preservação e mantidos a 4°C (B). Período de 
avaliação de amostra (C). D (dia). (Arquivo pessoal) 

4.5 Protocolo de análise tecidual 

As amostras foram fixadas em formol 10% tamponado por 24 horas, 

desidratadas em álcool em crescentes concentrações e incluídas em parafina para a 

obtenção de cortes histológicos com 3 a 4 mm de espessura. Os cortes histológicos 

A B C 
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obtidos foram corados pela técnica de HE para análise global do tecido. Para 

avaliação das características quanto a deposição de glicosaminoglicanos, as lâminas 

foram coradas com SO. O preparo das lâminas foi realizado na unidade de anatomia 

patológica do INTO. As lâminas geradas foram analisadas ao microscópio óptico e 

fotografadas para registro dos resultados em aumento de 100X. As imagens geradas 

foram nomeadas alfabeticamente em A, B, C ou D, de acordo com o tempo de 

preservação dos FO analisado para que os avaliadores (membros da equipe de 

pesquisa com experiência em doenças na cartilagem articular) fossem cegos quanto 

ao tempo de preservação do tecido. Os avaliadores receberam as imagens obtidas a 

partir dos cortes histológicos aplicando os dois escores selecionados para a pesquisa. 

Primeiramente foi utilizado os escores de Mankin modificado (MANKIN et al.,1971). A 

pontuação obtida varia de 0 a 14 pontos. O outro escore utilizado foi o descrito pela 

OARSI (PRITZKER et al., 2006). O método de avaliação quantifica as alterações 

relacionadas a degeneração da cartilagem sinovial, graduando de 0 a 6. A 

metodologia de avaliação do tecido com os escores citados é apresentada no ANEXO 

F. Os resultados obtidos foram tabulados em Excell. 

4.6 Análise estatística 

A amostra deste estudo foi formada pelas pontuações obtidas a partir da 

avaliação visual dos FO nos 4 momentos de avaliação (d0, d15, d30, d45) segundo 

os dois escores selecionados previamente. Ao todo foram feitas 38 avaliações, que é 

a dimensão do banco de dados deste estudo. Houve a perda de uma amostra 

referente ao DC 388 no tempo d0. Os dados coletados foram analisados pelo 

programa SPSS (Statistical Package for the Social Science), versão 22.0. Os gráficos 

foram construídos no programa Excel Microsoft 2011. 
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Para caracterização da amostra e análise descritiva das variáveis, dada a 

natureza qualitativa dos escores, a média e as estatísticas baseadas na média não 

podem ser calculadas, por isso os dados foram sintetizados por meio de distribuições 

de frequências relativas e das estatísticas descritivas como mediana, mínimo e 

máximo. Seguindo a abordagem não paramétrica de análise, dada a natureza 

qualitativa ordinal dos escores, a significância da evolução temporal de um escore foi 

avaliada por testes de Wilcoxon, comparando pareadamente os escores de uma 

avaliação com os respectivos escores da avaliação anterior. O teste de Wilcoxon 

também foi usado para comparar os escores iniciais e finais (d0 e d45). Todas as 

discussões foram realizadas considerando nível de significância máximo de 5% (0,05), 

ou seja, foi adotada a seguinte regra de decisão nos testes: rejeição da hipótese nula 

sempre que o p-valor associado ao teste foi menor que 0,05. 

 

5 RESULTADOS  

5.1 Protocolo de captação, transporte e processamento de tecido osteocondral 

humano 

Aplicados os critérios de inclusão e exclusão para a captação do tecido 

osteocondral uma equipe do BTM direcionou-se ao hospital onde se encontra o 

doador e iniciou o processo de captação do tecido. O protocolo de captação foi 

definido pela retirada do joelho em bloco, e imersão do mesmo em Ringer Lactato 

para o transporte até o BTM. Nos primeiros casos de doação de tecido osteocondral 

o mesmo médico captador realizava o processamento do tecido a seguir da captação 

do mesmo. Identificamos que deveríamos dividir o trabalho de captação e 

processamento do tecido osteocondral por dois profissionais tendo em vista a fadiga 
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relacionada ao tempo prolongado para captação e transporte do tecido captado. O 

profissional responsável por captar fazia a entrega da amostra ao profissional 

responsável pelo processamento do tecido tão logo o mesmo chegasse ao Banco de 

Tecidos. Tal alteração no protocolo visou diminuir o tempo de espera para o início do 

processamento e evitar falhas técnicas inerentes a fadiga gerada durante o processo 

de captação.  

A média de idade dos DC utilizados na pesquisa foi de 25,4 anos, sendo 60% 

do gênero masculino e 40% do gênero feminino. O tempo médio entre o óbito do 

doador e o início do processamento no banco de tecidos foi de 12 horas e 55 minutos. 

Os dados demográficos dos doadores cadáver incluídos no estudo são apresentados 

na tabela 8. 

 

Tabela 8. Características demográficas dos doadores selecionados para o 

estudo.  

Doador 
Cadáver 

Idade Gênero 
Altura / Peso 

estimados 

Tempo 
decorrido 

desde o óbito 
até a chegada 
da equipe no 

BTM 

Causa 
‘mortis’ 

331 15 Feminino 1,60 m /65 kg 
6 horas 

15 minutos 
Hemorragia 

suabaracnóice 

373 38 Masculino 1,65 m /70 kg 
20 horas 

30 minutos 

Rotura de 
aneurisma 

cerebral 

273 27 Masculino 1,65 m /74 kg 12 horas Politraumatismo 

386 25 Masculino 1,85 m /70 kg 
17 horas 

30 minutos 
Desconhecida 

388 22 Feminino 1,65 m /65 kg  
6 horas 

30 minutos 
Traumatismo 

craniano 
BTM (banco de tecido de musculoesquelético), m (metros), kg (quilos). 

 

O fragmento de côndilo femoral gerado após término do processamento tem 
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suas medidas informadas e disponíveis ao médico transplantador antes da realização 

do transplante. As medidas são de aproximadamente 2,5 cm de largura e de 8,0 cm 

de comprimento (Figura 13), (ANEXO G). Estas medidas podem variar de acordo com 

o gênero e altura do doador. 

 

 

Figura 13. Côndilo femoral gerado após termino do processamento. L (Largura), C (Comprimento). 

5.2 Avaliação histológica 

As lâminas coradas em HE do tecido proveniente do dia da captação ou dia 

zero (d0) e no décimo quinto dia de preservação (d15) não apresentaram alterações 

estruturais na camada superficial da cartilagem articular (Figura 14, A-B). Contudo, 

nas amostras avaliadas após trinta dias (d30) e após quarenta e cinco dias (d45) de 

preservação foram identificadas descontinuidades e fissuras na camada superficial da 

cartilagem (Figura 14, C-D).  
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Figura 14. Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preservada a 4ºC corada com 
HE. Corte histológico corados em HE de fragmento osteocondral obtido no dia da captação do tecido 
(A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 (B), corte histológico 
de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte histológico de fragmento 
osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D). 

 
 Ao avaliarmos histologicamente por coloração HE a região da cartilagem 

intermediária, não foram observadas alterações estruturais nos quatro momentos de 

avaliação (Figura 15, A-D). A camada profunda da cartilagem, assim como a placa 

de osso subcondral mantiveram-se preservadas durante o período analisado (Figura 
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16, A-D). 

 

Figura 15. Fotomicrografia dos cortes histológicos da camada intermediária dos fragmentos 
analisados. Corte histológico corados em HE de fragmento osteocondral obtido no dia da captação do 
tecido (A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 (B), corte 
histológico de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte histológico de 
fragmento osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D). 
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Figura 16. Fotomicrografia dos cortes histológicos da camada profunda dos fragmentos 
analisados. Corte histológico corados em HE de fragmento osteocondral obtido no dia da captação do 
tecido (A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 (B), corte 
histológico de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte histológico de 
fragmento osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D). 

 A análise dos cortes histológicos corados com SO após 15 dias de preservação 

(d15) mostraram uma diminuição na concentração de proteoglicanos na porção 

periférica da camada superficial quando comparadas com as mostras em d0 (Figura 

17, B). Com trinta dias de preservação (d30), houve diminuição na concentração de 

proteoglicanos da camada superficial da cartilagem dos FO analisados (Figura 17, 

C). Em d45 observou-se lesões estruturais difusas na camada superficial da 

cartilagem associadas a diminuição na concentração de proteoglicanos (Figura 17, 

D). 
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Figura 17. Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preservada a 4ºC corada com 
SO. Corte histológico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da captação do tecido, 
d0 (A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 (B), corte 
histológico de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte histológico de 
fragmento osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D). 

 A análise histológica após coloração com SO não identificou diminuição na 

concentração de proteoglicanos na camada de cartilagem intermediária nos quatro 

períodos de avaliação (Figura 18, A-D). 
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Figura 18. Fotomicrografia da camada de cartilagem intermediária preservada a 4ºC e corada 
com SO. Corte histológico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da captação do 
tecido, d0 (A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 (B), corte 
histológico de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte histológico de 
fragmento osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D). 

 
 A análise histológica da camada profunda da cartilagem corada com SO não 

identificou diminuição na concentração de proteogliconos nos quatro períodos de 

avaliação dos FO estudados (Figura 19, A-D). 
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Figura 19. Fotomicrografia da camada de cartilagem da camada profunda preservada a 4ºC 
corada com SO. Corte histológico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da 
captação do tecido (A), corte histológico de fragmento osteocondral após 15 dias de preservação, d15 
(B), corte histológico de fragmento osteocondral após 30 dias de preservação, d30 (C) e corte 
histológico de fragmento osteocondral após 45 dias de preservação, d45 (D) 
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5.3 Resultado dos escores histológicos 

Os resultados das avaliações realizadas pelos dois examinadores são 

apresentados na tabela 9. 

Tabela 9. Resultado das avaliações realizadas pelos dois examinadores com os escores de 
Mankin e OARSI.  

Doador 
cadáver 

Dias de 
preservação 

Escore 
Mankin 

ex 1 

Escore  
Mankin 

ex 2 

AORSI 
ex 1 

AORSI 
ex 2 

DC 331 0 1 1 0 0 

 15 2 2 I II 

 30 2 2 II 0 

 45 2 1 I 0 

DC 373 0 3 2 0 0 

 15 3 2 I I 

 30 4 2 II II 

 45 5 0 0 0 

DC 273 0 0 1 0 II 

 15 3 0 II 0 

 30 5 2 III II 

 45 2 1 I II 

DC 386 0 1 0 0 0 

‘ 15 2 0 I 0 

 30 3 0 II 0 

 45 0 2 I III 

DC 388 N/A N/A N/A N/A N/A 

 15 2 0 0 0 

 30 5 2 II II 

 45 3 0 I 0 

DC (doador cadáver), N/A (não avaliado), ex (examinador). 

 
A distribuição de frequências dos resultados obtidos segundo o escore de Mankin 

é apresentada na figura 20. A maior pontuação obtida foi de 5 pontos independente 

do período analisado. Após 15 dias de preservação 100% das lâminas avaliadas 

obtiveram 3 pontos entre os 14 pontos possíveis, demonstrando bom resultado quanto 

as alterações teciduais analisadas pelo escore. Após 45 dias de preservação os 

resultados foram semelhantes com 90% das lâminas avaliadas somando a pontuação 

até 3. 
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Figura 20. Frequências dos resultados segundo o escore histológico de Mankin. A pontuação 

máxima obtida no escore de Mankin foi de 5 pontos.  

 

Os resultados dos valores máximos e mínimos obtidos na avaliação histológica 

segundo o escore de Mankin são apresentados na tabela 10. Com 30 dias de 

preservação as mostras tiveram diferença com significância estatística em relação ao 

tecido preservado por 15 dias, evidenciando piora na qualidade do tecido osteocondral 

segundo os critérios utilizados pelo escore de Mankin. 

Tabela 10. Resultados da pontuação obtida segundo escore de Mankin. 

Escore Mankin d0 d15 d30 d45 
Mínimo 0 0 0 0 

Máximo 3 3 5 5 

Mediana 1 2 2 1,5 

p-valor do teste 
de Wilcoxon*  

- 0,380 0,040 0,072 

 
Segundo os critérios avaliados pelo escore de Mankin, houve diferença com significância estatística 
entre 15 e 30 dias de preservação dos fragmentos osteocondrais (p<0,05).*. 

 

A distribuição de frequências obtidas segundo o escore da OARSI é apresentado 

na figura 21. No período definido como d0 30% das lâminas avaliadas apresentaram 

alterações histológicas mesmo antes das amostras serem submetidas a preservação 

a 4°C. As alterações descritas foram restritas a camada superficial da cartilagem 

articular, sobretudo a diminuição da concentração de proteoglicanos. Com 15 dias de 
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preservação 80% das amostras foram classificadas como tipo 0 ou 1, contendo 

apenas alterações superficiais no tecido segundo a descrição do escore utilizado. 

Com 30 dias de preservação 70% das amostras foram classificadas como tipo 2, 

contendo alterações estruturais na camada superficial, assim como diminuição na 

concentração de proteoglicanos. Nenhuma amostra de tecido analisada apresentou 

alterações relacionadas a degeneração da cartilagem articular, classificadas como 

tipo 4, 5 ou 6 segundo o escore da OARSI. 

 

 

 

Figura 21. Frequência de resultados obtidos através do escore da OARSI. OARSI (OsteoArthritis 
Research Society International) 

 

Segundo a avaliação histológica avaliada pelo escore da OARSI, não foram 

observadas variações com significância estatística entre os resultados obtidos nos 

diferentes períodos de avaliação do tecido osteocondral (Tabela 11). 
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Tabela 11. Resultado dos valores obtidos na avaliação histológica segundo o escore da 
OARSI. 

Escore OARSI d0 d15 d30 d45 

Mínimo 0 0 0 0 

Máximo 2 2 3 3 

Mediana 0 1 2 1 
p-valor do teste 

de Wilcoxon* - 0,855 0,068 0,154 

Não foi identificada diferença com significância estatística entre as mostras avaliadas pelo escore da 
OARSI (p<0,05).* 

O protocolo operacional padrão (POP) para a captação, transporte e 

preservação de tecido osteocondral humano foi elaborado ao final da pesquisa 

(ANEXO F). Após a definição do POP foi realizado pelo grupo de cirurgia do joelho 

um caso de transplante osteocondral a fresco no INTO utilizando FO captado 

conforme o protocolo preconizado neste estudo (Figura 22). 

 

Figura 22. Etapas do primeiro transplante osteocondral a fresco realizado no INTO pelo grupo 
de cirurgia do joelho. Condilo femoral fixado com auxílio de estrumental cirúrgico para confecção de 
cilindro para transplante osteocondral (A). Cilindro de tecido osteocondral pronto para transplante (B). 
Lesão osteocondral em condilo lateral do joelho esquerdo (C). Trefina realizando a regularização da 
lesão em bordos circulares retirando todo tecido cartilaginoso danificado (D). Área receptora do 
transplante osteocondral (E). Aspecto final após o transplante osteocondral no joelho (F). (Arquivo 
pessoal) 
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6. Discussão 

 O limitado número de doações de tecido multiesquelético representou uma 

dificuldade para realização do estudo. A ausência de políticas públicas que estimulem 

a doação de orgãos, assim como questões sociais e religiosas limitam a obtenção de 

tecido multiesquelético pelo BTM localizado no INTO.  

 O objetivo do estudo foi a elaboração de uma metodologia de captação, 

transporte e preservação de tecido de tecido osteocondral a fresco para a realização 

do TOA como forma de tratamento para lesões osteocondrais em articulações 

sinoviais. 

Nosso protocolo inicial de captação foi caracterizado pela retirada de tecido 

ostecondral de acordo com a solicitação prévia do cirurgião, embalando o tecido em 

MCCS Iscove’s® logo após a captação. Entretanto essa metodologia foi associada a 

um alto custo, tornando o método inviável economicamente. Por fim, optamos pela 

utilização de RL por este estar disponível em todos os hospitais da rede pública, tendo 

também um baixo custo. O tempo médio entre o óbito do doador e o início do 

processamento do tecido foi considerado longo por nosso grupo, entretanto a logística 

relacionada a doação de tecido mustiesqulético torna essa variável de difícil controle.  

O tratamento das lesões osteocondrais sintomáticas permanece um desafio ao 

cirurgião ortopédico (FARR et al. 2011). Entretando a técnica de TOA representa um 

método capaz de restaurar lesões com cartilagem hialina típica mesmo na presença 

de perda óssea associada. O TOA está relacionado a bons resultados após médio e 

longo seguimento (GROSS, SHASHA, AUBIN 2005; MCCULLOCH et al., 2007; 

WILLIAMS et al., 2007; RAZ et al., 2014; DE CARO et al., 2015). Recentemente a 

primeira série de casos referente ao TOA no Brasil foi realizada pelo grupo de cirurgia 

do joelho do Hospital das Clínicas da faculdade de medicina de São Paulo. Os autores 
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realizaram o procedimento em 8 pacientes mantendo o seguimento pelo período de 2 

anos. O tecido foi preservado na temperatura de 4°C. O meio de preservação utilizado 

foi o MCCS DMEM modificado (Ham F-12 - GIBCO com glutamax®). Não foram 

apresentadas pelo grupo alterações histológicas relacionadas a metodologia de 

preservação do tecido osteocondral. Segundo o grupo, não houveram casos de falha 

por infecção ou colapso do enxerto e todos os pacientes apresentaram melhora 

funcional após o período de avaliação (TIRÍCO et al., 2017).  

A preservação de tecido ostecondral a 37°C (temperatura corpórea) ou 25°C 

(temperatura de sala) mantém os condrócitos em temperatura próxima da fisiológica. 

Estudos comparativos demonstraram melhores resultados quanto à viabilidade celular 

quando estas temperaturas foram comparadas à temperatura de 4°C (PENNOCK et 

al., 2006; PALLANTE et al., 2009; COOK et al., 2014; JIANHONG et al., 2016). 

Entretanto a heterogeneidade dos meios de preservação e das metodologias de 

avaliação utilizadas dificulta a padronização destas temperaturas para preservação 

de tecido osteocondral humano. A escassez de doadores de tecido multiesquelético 

no Brasil inviabiliza possíveis perdas relacionadas ao risco aumentado de 

contaminação bacteriana com a preservação de tecido osteocondral em temperatura 

corpórea. A preservação a 4°C é a mais utilizada na literatura, sendo considerada o 

padrão ouro para o armazenamento de tecido osteocondral humano (MALININ, 2006; 

BAE et al., 2009; BIAN et al., 2010; LINN et al., 2011; ONUMA et al., 2012; SCHMIDT 

et al., 2017). Nosso grupo seguiu o padrão da literatura, utilizando a temperatura de 

4°C para preservação dos FO analisados.  

As primeiras pesquisas realizadas para avaliação da viabilidade de FO foram 

descritas utilizando SFB e MCCS como meios de preservação tecidual. Os melhores 

resultados foram descritos com o uso de MCCS quando comparado ao SFB 
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(WILLIAMS et al., 2003; PENNOCK et al., 2006). O uso de SFB está associado ao 

risco de transmissão de doenças limitando seu uso na preservação de tecido 

osteocondral humano (MALININ et al., 2006). O método de preservação de tecido 

osteocondral fica à critério de cada BTM. A não divulgação dos meios e suplementos 

utilizados por cada banco limita a avaliação comparativa dos métodos empregados 

quanto a preservação tecidual. Os MCCS podem ser suplementados ou não com: 

albumina humana, SFB, aminoácidos e antibióticos. Optamos pela utilização do 

MCCS Iscove´s® tendo em vista os resultados de um estudo prévio realizado pelo 

nosso grupo (SOUSA et al., 2015) e sua semelhança com outros MCCS avaliados por 

outros pesquisadores. Agentes adjuvantes como insulina humana, inibidor do 

Transforming growth fator beta (TFG β), inibidores de proteínas caspses, 

glicocorticoide e ácido hialurônico foram avaliados experimentalmente por pesquisas 

isoladas e estão associados a aumento no custo da preservação do tecido 

osteocondral, sem comprovado benefício no aumento da viabilidade celular no 

momento do transplante (TENG et al., 2008; LINN et al., 2011; GARRITY et al., 2012; 

ONUMA et al. 2012; YAMADA et al. 2015). Visando elaborar um protocolo reprodutível 

em outros BTM nacionais e baseado nos resultados descritos na literatura, nosso 

grupo manteve o tecido preservado em MCCS Iscove´s® suplementado com albumina 

humana. A solução antibiótica para prevenção de infecção bacteriana após o 

transplante osteocondral à fresco não é padronizada na literatura (RAZ et al., 2014; 

GRACITELLI et al., 2015; ZOUZIAS e BUGBEE 2016; TIRÍCO et al., 2017). Nosso 

grupo optou pelo uso de vancomicina buscando a cobertura de germes gram positivos 

prevalentes no tecido cutâneo humano, cobrindo ainda possíveis germes resistentes 

à meticilina.   
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A troca constante do meio de preservação celular foi avaliada em estudos 

prévios. Acredita-se que haja um consumo dos nutrientes presentes no meio durante 

a preservação do tecido, sendo sua troca associada renovação dos mesmos 

favorecendo a sobrevida celular durante o armazenado (JIANHONG et al. 2016). 

Entretanto os resultados descritos são controversos e os gastos associados a troca 

constante do meio de preservação não são citados pelos autores (WILLIAMS, 

DREESE, CHEN 2004; BALL et al., 2004; WILLIAMS et al., 2005; LINN et al., 2011). 

Nosso grupo optou por não realizar a troca do meio de preservação devido ao risco 

de contaminação do tecido e aumento no custo do procedimento.  

A análise histológica da cartilagem articular foi primeiramente descrita por 

Henry Mankin em 1971. Os autores avaliaram FO da superfície articular de espécimes 

humanas em sua maioria com doença degenerativa, utilizando quatro parâmetro de 

avaliação: estrutura da cartilagem, celularidade, integridade da linha de transição 

entre o osso subcondral e a concentração de SO nas camadas da cartilagem articular. 

Utilizamos o escore de Mankin por ser este o mais utilizado em pesquisas de avaliação 

histológica do tecido osteocondral (WILLIAMS et al. 2005; MALININ et al., 2006; 

PALLANTE et al., 2012; PAULI et al., 2012; YAMADA et al., 2015). O escore 

histológico descrito pela OARSI foi selecionado por acreditarmos ser de fácil 

aplicabilidade e buscar alterações estruturais semelhantes as que foram encontradas 

nas amostras iniciais dos FO avaliados. A elaboração do escore foi baseada em cinco 

princípios definidos como ideais pela OARSI: simplicidade, utilidade, comparabilidade, 

escalonamento e capacidade de ser estendido a outros métodos de avaliação 

histológica (PRITZKER et al., 2006).  

A aplicabilidade e reprodutibilidade dos escores de Mankin e da OARSI foi 

avaliada por estudos histológicos com FO de origem animal e humana comprovando 
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adequada variação inter e intraobservadores (CUSTERS et al., 2007; PEARSON et 

al., 2011; ROUT et al., 2011; PAULI et al., 2012; WALDSTEIN et al., 2015). Lâminas 

de FO coradas em SO foram analisados por 3 examinadores, segundo o escore de 

Mankin e o escore da OARSI. As amostras foram revistas com intervalo de 1 semana 

para identificar as variações intra-observadores. A pesquisa concluiu que ambos os 

escores possuem boa aplicabilidade e reprodutibilidade para avaliação histológica da 

cartilagem articular (CUSTERS et al., 2007). Fragmentos osteocondrais humanos 

foram retirados no momento da realização do procedimento de ATJ para avaliar a 

correlação entre o escore descrito pela OARSI e alterações biomecânicas produzidas 

em laboratório. Foram aplicadas forças compressivas pontuais de 20g na frequência 

de 5 gramas / segundo durante 1 hora. Como grupo comparativo, o escore de Mankin 

foi utilizado na pesquisa. As variações intra-observadores foram de 0,955 para o 

escore de Mankin e 0,919 com o escore da OARSI. Os autores confirmaram a 

excelente associação entre ambos. Segundo os autores, os critérios de avalição 

descritos pelo escore da OARSI possuem correlação com as alterações biomecânicas 

relacionadas ao processo de degeneração articular (WALDSTEIN et al., 2015). A 

ausência de um escore descrito para a avaliação de tecido osteocondral humano 

representou uma dificuldade em nossa pesquisa, podendo ser um viés do estudo. 

Com isso, pretendemos elaborar uma metodologia própria para avaliação de tecido 

osteocondral humano preservado a 4°C.  

A avaliação histológica utilizando lâminas coradas em HE demonstrou a 

preservação das camadas da cartilagem articular retiradas no dia da captação do 

tecido (d 0), sendo estas definidas como grupo controle. Após 30 dias de preservação 

houveram alterações na camada superficial do tecido, demonstrando que esta região 

está sujeita a alterações relacionadas ao tempo de preservação. A integridade da 
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porção superficial do tecido cartilaginoso é de suma importância para absorção e 

distribuição de carga. Lesões na camada de cartilagem superficial estão relacionadas 

a alteração na permeabilidade do tecido, favorecendo a penetração de líquido sinovial 

e o início do processo e degeneração articular (MCCULLOCH et al., 2017). As 

camadas de cartilagem intermediária, profunda e de cartilagem calcificada não se 

alteraram durante o período avaliado. Tal achado descreve um padrão típico de lesão 

relacionada a preservação de tecido osteocondral humano, onde apenas a camada 

superficial da cartilagem apresentou alterações estruturais como descontinuidades e 

delaminações. As alterações histológicas encontradas diferem das descritas em 

amostras de tecido cartilaginoso em pacientes com degeneração articular (PRITZKER 

et al., 2006).  

A avaliação visual das lâminas coradas em SO demonstrou diminuição 

gradual na concentração de proteoglicanos na MEC com o aumento no tempo de 

preservação nas amostras estudadas. Em 30% das amostras estudadas houve 

diminuição na concentração de proteoglicanos na camada superficial do tecido logo 

após a captação (d 0). Tal achado sugere que alterações no metabolismo dos 

condrócitos possam existir mesmo em pacientes fisiologicamente jovens sem lesões 

descritas na cartilagem articular. Com 30 dias de preservação todas as amostras 

analisadas apresentaram diminuição na concentração de proteoglicanos na camada 

superficial. As demais camadas da cartilagem articular tiveram sua concentração de 

proteoglicanos preservada após todo período de avaliação (quarenta e cinco dias). 

Sendo os componentes da MEC sintetizados pelos condrócitos, tal achado representa 

uma forma de avaliação indireta da viabilidade celular do tecido osteocondral humano 

por serem estes os responsáveis pela síntese dos componentes presentem na MEC. 

Nossos resultados confirmam a necessidade de transplante do tecido osteocondral 
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com menor tempo possível de preservação. 

Diversos métodos são descritos para avaliação da viabilidade celular dos 

condrócitos preservados in vitro ou in vivo (COOKE et al., 2014; YAMADA et al., 2015; 

JIANHONG et al., 2016). Cada laboratório possui seu protocolo de avaliação 

dificultando a conclusão quanto os resultados descritos na literatura. A morte celular 

relacionada a preservação tecidual parece ser predominantemente pela via de morte 

celular programada (KIM et al., 2008). Não há consenso na literatura sobre o método 

específico de morte celular dos condrócitos submetidos a preservação a fresco. 

Possivelmente diversas são as alterações intra e extracelulares relacionadas a 

preservação do tecido osteocondral humano, não sendo possível quantificar 

numericamente o percentual de células viáveis no tecido.  

Nosso trabalho apresentou algumas limitações. Primeiro, não foi realizada 

análise quantitativa de viabilidade celular do tecido estudado. Segundo, a metodologia 

de avaliação histológica utilizada foi elaborada a partir de escores criados para estudo 

de tecido cartilaginoso com alterações degenerativas. Não há na literatura um escore 

histológico para avaliação de tecido osteocondral humano cadavérico. Nossa 

pesquisa não contou com médicos patologistas para a análise histológica do tecido. 

Por fim, os dados gerados são de natureza qualitativa, podendo estes estarem sujeitos 

a variações interobservadores.  

Com a definição do protocolo de captação, transporte e preservação de tecido 

osteocondral humano, a perspectiva é que seja realizada uma série de casos de TOA 

em pacientes com lesões osteocondrais sintomáticas em nossa instituição.  
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7. Conclusões 

• A preservação do tecido ostecondral a 4°C mantém as características 

estruturais das camadas da cartilagem articular até 15 dias de armazenamento 

em meio de cultura celular sem suplementação com soro.  

• Após 15 dias de preservação tecidual a 4°C evidenciam-se alterações 

estruturais na camada superficial da cartilagem articular hialina.  
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ANEXOS 

ANEXO A – Resolução da Diretoria Colegiada - RDC Nº. 220, DE 27 DE 
Dezembro de 2006.   

Dispõe sobre o Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos de 

Tecidos Musculoesqueléticos e de Bancos de Pele de origem humana.  

A Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, no uso da 

atribuição que lH&E confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo 

Decreto nº 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso II e 

nos §§ 1º e 3º do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo I da 

Portaria nº 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de 

agosto de 2006, em reunião realizada em 5 de dezembro de 2006, e   considerando 

a competência atribuída a esta Agência, a teor do artigo 8o, § 1o, VII e VIII da lei nº. 

9.782 de 26 de janeiro de 1999; considerando o disposto no § 4o do Art. 199 da 

Constituição Federal de 1988 que veda todo o tipo de comercialização de órgãos, 

tecidos e substâncias humanas para fins de transplante, pesquisa e tratamento;   

considerando a necessidade de garantir que os tecidos Musculoesqueléticos e os 

tecidos cutâneos de procedência humana e seus derivados, a serem utilizados em 

procedimentos terapêuticos em humanos, sejam triados, retirados, avaliados, 

processados, armazenados, transportados e disponibilizados dentro de padrões 

técnicos e de qualidade que a complexidade do procedimento requer;   considerando 

a necessidade de regulamentar o funcionamento de bancos de tecidos 

Musculoesqueléticos e de bancos de pele de origem humana,   adota a seguinte 

Resolução da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua 

publicação:   

Art. 4º Para fins de pesquisa e ensino, os BTME/BP poderão disponibilizar tecidos 

considerados impróprios para uso terapêutico bem como aqueles considerados 

próprios, desde que priorizadas as demandas com finalidade terapêutica.     

§ 1° Os tecidos e seus derivados somente poderão ser disponibilizados para projetos 

de pesquisa previamente aprovados por comitê de ética em pesquisa, desde que 

respeitadas as legislações vigentes.    
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§ 2° Os tecidos considerados impróprios para uso terapêutico poderão ser 

disponibilizados para validação de processos. 

 

ANEXO B – APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO C - PORTARIA Nº 2.600, DE 21 DE OUTUBRO DE 2009 
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Aprova o Regulamento Técnico do Sistema Nacional de Transplantes. 

CAPÍTULO VI 
DA SELEÇÃO DE DOADORES FALECIDOS E POTENCIAIS RECEPTORES E DA 

DISTRIBUIÇÃO DE ÓRGÃOS, TECIDOS OU PARTES DO CORPO HUMANO 

Art. 47. Todos os potenciais doadores falecidos de órgãos, tecidos, células ou 
partes do corpo deverão ser submetidos, antes da alocação dos enxertos, aos 
seguintes procedimentos, atendendo as normas de segurança para o receptor; 

I - avaliação de situações de risco acrescida de informações do histórico de 
antecedentes pessoais e exame clínico. 

II - avaliação de fatores de risco por meio de resultados positivos de exames 
sorológicos de triagem para: 
a) doadores de córneas: HIV, HbsAg, AntiHBs, Anti-HBc total e Anti-HCV;e 
b) doadores de órgãos, outros tecidos, células ou partes do corpo: HIV, HTLV 
I e II, HbsAg, AntiHBs, Anti-HBc total e Anti-HCV, sífilis, e doença de Chagas; 

III - é facultativa a realização de exames sorológicos para toxoplasmose, 
citomegalovírus e Epstein-Barr, devendo ser sua realização, ou não, 
regulamentada pela respectiva CNCDO, e caso não sejam realizados, os 
órgãos e tecidos doados deverão ser acompanhados de amostra de sangue 
do doador que permita a pesquisa posterior, se necessária. 

§ 1º serão critérios absolutos de exclusão de doador de órgãos, tecidos, células 
ou partes do corpo humano: 

a) soropositividade paraHIV; 
b) soropositividade para HTLV I e II; 
c) tuberculose em atividade; 
d) neoplasias (exceto tumores primários do Sistema Nervoso Central e 
carcinoma in situ de útero e pele); 
e) sepse refratária; e 
f) infecções virais e fúngicas graves, ou potencialmente graves na presença 
de imunossupressão, exceto as H&Epatites B e C; e 

§ 2º os critérios de exclusão e utilização de determinado órgão, tecido, célula ou 
parte do corpo estão descritos adiante, nos módulos específicos, e a expansão desses 
critérios, considerada caso a caso dentro dos ditames deste Regulamento, 
determinarão a oferta ou não destes enxertos. 

Seção IX 
Módulo de Tecido Musculoesquelético 

Art. 130. Serão aceitos para transplante de tecidos músculo esqueléticos 
pacientes com: 
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I - alongamentos de membros/disparidade de membros; 
II - artrodese de coluna cervical torácica ou lombar; 
III - artrodese de pé; 
IV - artrodese de tornozelo; 
V - cirurgia corretiva de pé plano; 
VI - defeitos segmentares diafisários; 
VII - deformidades maxilar e/ou mandibular; 
VIII - focomelias; 
IX - fraturas articulares; 
X - fraturas complexas e cominutivas dos membros; 
XI - fraturas periprotéticas; 
XII - lesões ligamentares; 
XIII - osteotomias da pelve (displasias do desenvolvimento do quadril, 
sequelas PertH&Es legg calvet); 
XIV - pseudoartroses atróficas de ossos longos; 
XV - reconstruções ligamentares: talus fibulares manguito rotador reforço 
tendinoso do glúteo médio ligamento cruzado anterior de joelho, ligamento 
cruzado posterior de joelho; 
XVI - sequelas de artroplastias: de quadril que necessitem e revisão e/ou da 
reconstrução; 
XVII - sequelas de fraturas articulares; 
XVIII - sequelas de prótese de joelho que necessitem de revisão e/ou da 
reconstrução; 
XIX - sequelas de próteses de ombro que necessitem revisão e/ou 
reconstrução; 
XX - transplantes de meniscos; 
XXI - tumores ósseos benignos: enxertia simples; e tumores ósseos 
malignos: substituições segmentares ou osteoarticulares. 

Art. 131. Os tecidos musculoesqueléticos somente serão disponibilizados para 
uso terapêutico se provenientes de Bancos autorizados pelo SNT/MS, com solicitação 
documentada do profissional transplantador autorizado pelo SNT, nos termos deste 
Regulamento, contendo: 

I. nome e demais informações sobre o receptor que permitam a 
rastreabilidade do tecido; 
II nome do profissional transplantador (nome completo, especialidade, 
endereço e telefone de contato), 
III características e quantidade de tecido; 
IV procedimento a ser realizado; 
V estabelecimento de saúde onde será realizado o procedimento; e 
VI data prevista para utilização do tecido. 

Art. 132. A disponibilização do tecido deve ser acompanhada de instruções 
técnicas, com informações que complementem aquelas contidas no rótulo da unidade 
de tecido disponibilizado, para a manutenção da qualidade e utilização do tecido, tais 
como: 

I - utilização de cada unidade de tecido em apenas um receptor e uma única 
vez em um único procedimento; 
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II - informações de como o tecido deve ser armazenado e/ou manipulado antes 
da sua utilização; 

III - instruções especiais sobre sua utilização; 

IV - informações sobre os possíveis riscos biológicos presentes no material 
(por exemplo: contaminantes e contato com alérgenos); 

V - alerta para a obrigatoriedade de informar o banco e os órgãos competentes 
sobre a ocorrência de reações adversas após seu uso; e 

VI - informações sobre a necessidade do descarte do tecido de acordo com a 
legislação vigente, caso o tecido enviado não seja transplantado total ou 
parcialmente, ou utilizado total ou parcialmente no projeto de pesquisa ou 
ensino para o qual foi solicitado, devendo ser enviado ao Banco um relatório 
comunicando o fato, acompanhado de justificativa. 

Art. 133. A responsabilidade por acondicionar os tecidos em recipientes 
térmicos, que assegurem o trânsito dos materiais em temperaturas adequadas, por 
um período de 24 (vinte e quatro) horas além do tempo estimado para a cH&Egada 
do material até o local de destino, é do Banco de Tecido Músculo Esquelético que 
enviou o tecido. 

Art. 134. É de responsabilidade do profissional transplantador utilizar o tecido de 
acordo com as orientações fornecidas pelo Banco de Tecidos, de forma a garantir a 
integridade e a segurança biológica do enxerto. 

Art. 135. O profissional transplantador deve encaminhar ao Banco de Tecido 
Músculo Esquelético e à CNCDO as informações sobre os receptores no prazo 
máximo de 15 (quinze) dias após a realização do transplante, cabendo o não-
encaminhamento das informações no prazo estabelecido poderá acarretar ao 
profissional transplantador o cancelamento da autorização para a realização de 
transplante de tecido osteocondrofascioligamentoso, emitida pelo Ministério da 
Saúde. 

Art. 136. É vedada a utilização dos enxertos em qualquer outro receptor que não 
aquele para o qual foi destinado. 

Art. 137. O material que não for utilizado deve ser retornado ao Banco, sob 
condições de preservação controladas e validadas pelo Banco, e a decisão sobre o 
reaproveitamento ou não deverá ser de responsabilidade do diretor do Banco. 
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ANEXO D Definição de sala limpa.  

 
 
PROJETO BÁSICO DE SALAS LIMPAS – PARTE 1 
J. FERNANDO B. BRITTO 
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ANEXO E Composição do meio Iscove’s (Modified Dulbecco’s Medium) 
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ANEXO F CRITÉRIOS HISTOLÓGICOS PARA AVALIAÇÃO DO TECIDO 
OSTEOCODRAL HUMANO 

Avaliador:  _____________________________ 

Código da Lâmina: __________________ 

Escore de Mankin modificado 

I Estrutura  

 

II Células  

A normal 0  

B hipercelularidade difusa 1  

C grupos de células 2  

D Hipocelularidade 3 

III Colocação por Safranin O   

A Normal 0  

B pequena redução 1  

C moderada redução 2  

D severa redução 3  

E não visualizada 4 

IV Integridade da linha de transição  

A Intacta 0  

B vasos sanguíneos atravessando 1 

 

Marcar apenas uma opção por critério de avaliação 

Total: ______________________ 

Avaliador:  _____________________________ 

Código da Lâmina: __________________ 

 

 

 

A Normal 0  

B Iregularidades na superfície 1  

C Pannus e irregularidades na 
superfície 2  

D Fissuras na zona de transição 3 

E Fissuras na zona radial 4  

F Fissuras na zona de calficicação 5  

G Desorganização completa 6 
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Escore da Sociedade Internacional de Pesquisa para Osteoartrite modificado 

 

Graduação  Critérios Associados 

Grau 0 
Superfície intacta 
Morfologia da cartilagem 
intacta 

Intacta, sem envolvimento da cartilagem 

Grau I 
Superfície intacta 

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilações 
Células: proliferações (grupos), hipertrofia 

Grau II 
Descontinuidades na 
superfície  
 

As acima acrescentando: 
Descontinuidade na zona superficial 
Diminuição na concentração (Safranina ou Toluidina 
Azul) acima da zona intermediária 
Desorientação do padrão colunar 

Grau III 
Fissuras verticais 

As acima acrescentando: 
Diminuição na concentração (Safranina ou Toluidina 
Azul) atingindo a zona profunda da cartilagem 
Nova formação de colágeno 

Grau IV 
Erosões 

Perda da matriz cartilaginosa 
Presença de cistos na matriz cartilaginosa  

Grau V 
Desnudação 

Presença de tecido fibrocartilaginoso  
Osso esclerótico na superfície 
 

Grau VI 
Deformação 

Remodelamento ósseo 
Microfratura/ reparo  
Deformação dos contornos da superfície articular 

 

Resultado (Graduação): ________________ 

Avaliador:  _____________________________ 

Código da Lâmina: __________________ 
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ANEXO G PROTOCOLO OPERACIONAL PADRÃO 

 

MINISTÉRIO DA SAÚDE 
SECRETARIA DE ATENÇÃO À SAÚDE 

INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD 

Mestrado em Ciências Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético  

 

 

 

 

 

 

Protocolo operacional padrão de captação, 

processamento, armazenamento e transporte de tecido 

osteocondral humano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2017 
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1 – Objetivo  

 

    Apresentar de forma clara e objetiva todo processo de captação, transporte, 

preparo e preservação de tecido osteocondral humano captado pelo Banco de 

Tecidos Multiesqueléticos do INTO. RJ. 

 

 

2 – Introdução 

 

O tecido osteocondral possui limitada capacidade de regeneração quando 

lesado, levando a danos irreversíveis a superfície articular. 

Dentre as técnicas cirúrgicas para tratamento de lesões osteocondrais em 

uma articulação sinovial, apenas o transplante alógeno osteocondral é capaz de 

restaurar lesões independente de sua dimensão, assim como aquelas onde existe 

perda óssea. 

    O sucesso do transplante osteocondral depende da viabilidade celular dos 

condrócitos em todas as camadas da cartilagem articular, assim como a 

integridade estrutural das mesmas.  

Visando atingir tais objetivos, a temperatura de armazenamento do tecido, 

assim como seu meio de preservação vem sendo estudados em diferentes bancos 

de tecido multiesqueléticos. 

Não existe uma diretriz pelos órgãos reguladores quanto a metodologia de 

preservação tecidual, estando a cargo de cada banco de tecido a elaboração de um 

protocolo próprio para tal.  

O protocolo descrito a seguir padroniza a metodologia de captação, 

transporte e preservação de tecido osteocodral humano no Banco de tecidos 

multiesquelético do INTO, para que o mesmo seja distribuído em território 

nacional. 

 

3 – Seleção do Doador  

 

Segundo orientação da agência nacional de transplante, todo doador de 

tecido multiesquelético deve passar por criteriosa avaliação laboratorial, exclusão 

de atividade sexual e/ou social de risco e uso de droga endovenosa, assim como o 

consentimento familiar para doação do tecido.  

Protocolo de captação, transporte e preservação de 
tecido osteocondral humano 
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 Os critérios para doação de tecido multiesqueléticos são normatizados pela 

portaria nº 2.600, de 21 de outubro de 2009. (ANEXO A)    

Os pacientes candidatos a doação de tecido osteocondral devem ter idade 

entre 18 e 45 anos. 

 

4- Exclusão de doador 

 

- presença de fratura com envolvimento da superfície articular do joelho. 

- histórico de infeção prévia ou atual na articulação do joelho. 

- histórico de doença articular inflamatória que tenha acometido a articulação do 

joelho. 

- alteração macroscópica comprometendo a integridade da superfície articular 

observada no momento do processamento (a critério do médico processador). 

 

5- Sorologia realizada no doador 

 

-  Hbs Ag / anti HBc total 

-  Anti HCV 

-  Anti HIV 1/2 

-  HTLV 1 

-  VDRL 

-  Chagas  

-  Toxoplasmose IgG / IgM 

-  Citomegalovirus IgG / IgM 

-  PCR HIV – qualitativo (< 1/ 1.000,000) 

-  PCR HCV – qualitativo 

 

6 – Técnica de captação 

 

  Após degermação do paciente e colocação de campo estéril com técnica 

asséptica, é realizada incisão mediana no joelho e dissecção por planos.  

Realiza-se seccão de tendão quadriciptal em sua junção miotendínea até a 

superfície óssea do fêmur distal.  

Em seguida o médico captador realiza osteotomia  femoral supracondilar e 

tibial 5cm distal a tuberosidade tibial.  

Após liberação muscular, realiza-se a extração do joelho em bloco único 

sem violar a cápsula articular. 

     

7 – Embalagem do tecido captado 

 

Realiza-se duas amostras de swab na peça, e em seguida, a mesma é 

embalada imersa em Ringer Lactato em tripla embalagem com dupla selagem 

estéril. 
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8 - Transporte do tecido  

 

Imediatamente após ser embalado, o tecido osteocondral é transferido para 

frasqueira térmica e mantido á temperatura média de 4°C. (Figura 1). 

Após o término da captação o tecido é transportado para o Banco de 

Tecidos Multiesqueléticos via ambulância própria da instituição. 

Durante o transporte do tecido o mesmo não deve ser mantido em contado 

direto com material humano ou sintético congelado e a temperatura deve ser 

mantida entre 4/10 °C, estando essa sobre o condrole da equipe de captação. 

 

 
Figura 1 Frasqueira térmica para transporte do tecido osteocondral captado. 
 

9 - Processamento do tecido osteocondral 

 

O processamento do tecido osteocondral é realizado em sala limpa – ISSO 

5, em tempo máximo de 8 horas após captação do mesmo. 

O médico responsável pelo processamento deve se encontrar presente na 

Banco de Tecidos no momento da cH&Egada do mesmo visando evitar a  demora 

para realização do procedimento. 

Após a abertura da embalagem tripla, o meio de transporte (Ringer Lactato) 

é coletado e transferido para frascos de H&Emocultura de germes aeróbicos e 

anaeróbicos.  

A peça (joelho em bloco) é fixada em torno metálico para início do 

processamento.  

 

10 - Material específico 

 

- caixa de processamento osteocondral (osteótomo de 10 mm, paquímetro, 

martelo metálico pesado) 

- serra oscilatória delicada para preparo de ligamento 

- serra recíporca tipo Insall 

- caixa básica de processamento 

- solução de meio condroprotetor do tecido fresco localizado na geladeira de 

insumos, mantido a temperatura de 4/10°C. (albumina humana 10%, Isvove´s, 

vancomicina 100µg/ml) 

- frasco coletor plástico (tecido para culura) 
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11 – Descrição do método de processamento 

 

- seccão do retináculo lateral e medial do joelho em ‘V’ preservando o tendão 

quadriciptal para posterior utilização, com rebatimento distal do mecanismo 

extensor do joelho. 

- osteotomia supracondilar femoral justa articular, com posterior separação dos 

côndilos medial e lateral do fêmur com serra oscilatória. 

- dissecção meniscal justa capsular com material delicada (estrumental de 

microcirurgia). 

- osteotomia de tíbia proximal 1,5 cm distal a superfície articular. 

- separação do planato tibial lateral e medial com serra oscilatória. 

- separação das peças de tecido osteocondral (Figura 2). 

 

 

 
Figura 2. Aspecto da articulação do joelho durante o processamento do tecido. Peças geradas para o 
transplante alógeno osteocondral a fresco. CL (condilo lateral) CM (condilo medial) patela e tróclea 
femoral. 

 

- processamento do mecanismo extensor de acordo com a solicitação prévia 

(bloco de mecanismo extensor ou enxertos de tendão patelar e quadriciptal). 

- retirada de fragmento ostocondral da região posterior do côncilo femoral para 

análise histológica. 

- colocação de fragmento ósseo e osteocondral em frasco coletor para cultura de 

germes aeróbicos, anaeróbicos e fungos. 

- limpeza das peças geradas manualmente com soro fisiológico e auxílio de 

seringa de 60 ml visando retirar elementos medulares presentes no osso 

esponjoso. 

- coleta de pós lavado (líquido gerado após a limpeza do tecido com soro 

fisiológico a 9%), e colocação de 4 ml em frascos de H&Emocultura para germes 

aeróbicos e anaeróbicos. 

- embalagem tripla do tecido osteocondral em meio de preservação (albumina 

humana 10%, Isvove´s, vancomicina 100µg/ml). 
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 Após processado o tecido osteocondral deve ser medido e pesado, sendo 

esses dados documentados na ficha de processamento. (ANEXO B) 

 Ao término do processamento o tecido é embalado imerso em meio de 

preservação (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Patela embalada imersa em meio de preservação tecidual. 
 

12 - Peças Geradas 

 

- tecido osteocondral conforme encomenda prévia (embalada em meio 

condroprotetor/freezer quarentena) 

- meniscos lateral e medial ( freezer/reprocessamento) 

- tíbia proximal ( freezer/reprocessamento) 

- mecanismo extensor do joelho ( freezer/reprocessamento)  

 

13 - Análise do tecido processado  

 

Serão colhidos durante o processamento material de pré e pós lavado do 

tecido captado, inoculado em frasco de hemocultura para pesquisa de germes 

aeróbicos e anaeróbicos. 

Duas amostras osteocondrais são enviadas para cultura e análise histológica 

em laboratório da instituição. 
 

14 -  Análise histológica 

 

Para a análise histológica por microscopia óptica, as amostras serão fixadas 

em formol 10% tamponado por 24 horas, desidratadas em álcool em crescentes 

concentrações e incluídas em parafina para a obtenção de cortes histológicos com 

3 a 4 mm de espessura.  

 

 

Os cortes serão corados pela técnica de hematoxilina-Eosina (HE) para 

análise global do tecido e pela técnica de Safranina-O, para avaliação das 

características da matriz extracelular cartilaginosa, em especial, a deposição de 

glicosaminoglicanos (GAGs). 
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As lâminas serão analisadas ao microscópio óptico, fotografadas para 

registro dos resultados e análise estrutural das camadas do tecido cartilaginoso, 

morfologia dos condrócitos, assim como sua transição osteocondral, em aumento 

de 200X.  

 

15 - Armazenamento dos fragmentos de tecido osteocondral 

 

O tecido osteocondral processado deve ser preservado no meio selecionado 

pelo Banco de Tecidos Multiesquelético: meio de cultura celular Iscove’s 

suplementado com 10% albumina humana com adição de vancomicina 100µb/ml, 

armazenamento à 4°C. 

    A peça para transplante deve ser rafiografada e em seguida mantida na 

geladeira de quarentena até resutado dos exames solicitados certificando-se da 

segurança do tecido.  

 

16 - Liberação do tecido: 

 

A liberação do tecido deve ocorrer em tempo estimado de quinze dias após 

a captação do tecido, mediante autorização do chefe do setor. 

 

17 - Transporte do tecido ao local da cirurgia: 

 

  O tecido liberado é transportado em contêiner da instituição, mantido em 

temperatura de 4/10°C até o local da cirurgia, no horário informado no documento 

de solicitação do mesmo. 
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