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RESUMO

OLIVEIRA, Damaris Rizzo, MS. Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2002.
Matriz 6ssea homologa desmineralizada associada ou ndo a medula éssea autégena
na unido vertebral dorso-lateral lombar em coelhos. Orientador: Prof. Ricardo
Junqueira Del Carlo. Conselheiros. Prof. Luiz Gonzaga Pompermayer e Marlene |sabel
Vargas Viloria

O presente estudo objetivou avaliar o uso da matriz 6ssea desmineralizada (MOD)
isoladamente ou associada a medula éssea (MO), como agente de unido vertebral
dorsolateral lombar, em 48 coelhos da raga Nova Zelandia Branca. Vinte e quatro animais
receberam a MOD sobre os processos transversos de Ls-Lg, previamente descortificados.
Outros vinte quatro constituiram o grupo que recebeu a MOD associada a MO na mesma
localizacdo e, em nove coelhos, grupo controle, foi realizado apenas a descortificagdo
destes processos transversos. Qito animais de ambos 0s grupos tratados e trés do grupo
controle foram sacrificados as 5, 7 e 9 semanas apos a cirurgia e submetidos a avaliagtes
radiogréfica, histolégica e por papacd manual. O teste de resisténcia biomecénica foi
realizado somente nos dois primeiros grupos. No grupo controle, nas diferentes avaliagoes,
foi observado insignificante reacdo periosteal local. Dentre os que receberam somente a
MOD, as 5 semanas, 37,5% dos animais apresentaram unido a palpacdo, que estava
presente em 50% nas semanas seguintes. As andlises radiograficas demonstraram indice de
unido de 25% as 5 semanas, seguido por um indice de 100% de nédo-unido as 7 semanas e
33,3% de unido as 9 semanas. A avaliacdo histoldgica demonstrou predominantemente a

fragmentacdo seguida pela reabsor¢cdo da MOD sendo esta substituida em quase sua
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totalidade por tecido conjuntivo fibroso. A formagdo 6ssea endocondral se deu a partir dos
processos transversos descortificados. As evidéncias histolégicas demonstraram que a
MOD comportou-se como agente osteocondutor, com agdo osteoindutora apenas na
interface dos processos transversos com a MOD. O teste biomecanico demonstrou
diferenca significativa (p < 0,05), referente a forca e resisténcia, entre 0os segmentos
operados e os adjacentes. Com os resultados foi possivel concluir que a matriz 0ssea
homol oga desmineralizada serviu como arcabouco para a formagdo 0ssea. Contudo, o baixo
indice de uni&o tornou-a ineficaz na formagdo de uma unido vertebral dorsolateral lombar
estavel. No grupo que recebeu a MOD associada a MO, as 5 semanas, 87,5% dos animais
apresentaram unido a palpagdo, seguido por 75 e 100 % as 7 e 9 semanas. As anaises
radiogréficas demonstraram indice de unido de 50% as 5 semanas, 62 % as 7 semanas e 75
% de unido as 9 semanas. Na avaliacdo histologica, as 5 semanas havia caracteristicas de
osteintegracdo da MOD com 0 processos transversos, a matriz sendo penetrada por vasos
sanguineos e tecido cartilaginoso no centro do enxerto. Nas semanas seguintes a MOD foi
sendo fragmentada e substituida por tecido cartilaginoso seguido por ossificacdo
endocondral, que continuou a evoluir, sendo a MOD substituida em quase sua totalidade
por tecido Osseo trabecular, formando uma ponte de 0sso maduro entre 0S processos
transversos adjacentes. O teste biomecanico demonstrou diferenca significativa (p < 0,05),
referente a forca e resisténcia, entre 0s segmentos operados e os adjacentes. Os resultados
demonstraram que a matriz 6ssea homdéloga desmineralizada associada a medula Ossea
autégena fresca determinou um tecido 6sseo de unido homogéneo em toda sua extenséo,
cuja vascularizagdo originou-se nos processos transversos decortificados e na interface
osso/enxerto a ossificagdo endocondral gradativamente substitui a matriz. Além da agédo
osteoindutora sobre as células tronco, a matriz foi responsavel pela deposicdo Ossea de
forma organizada e restrita ao ambiente, atuando como arcabougo osteocondutor.

Os trabahos apresentados como parte integrante desta tese estdo seguindo as
normas da Revista Brasileira de Ortopedia, 6rgéo de publicacdo cientifica da Sociedade
Brasileira de Ortopedia e Traumatologia, que € uma publicacdo indexada ao Index Medicus
Latino Americano (IMLA), Excepta Medica e Biologlent Abstract. IBICT: 0102-3616.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Damaris Rizzo, MS. Universidade Federa de Vigosa, december, 2002.
Homologous demineralized bone matrix associated or not to autologous bone
marrow in a rabbit dorsolateral lumbar vertebral union. Adviser: Prof. Ricardo
Junqueira Del Carlo. Committee members. Prof. Luiz Gonzaga Pompermayer and
Marlene Isabel Vargas Viloria.

The present study evaluated the behavior of demineralized bone matrix (DBM)
associated or not to autogenous bone marrow in the dorsolateral lumbar vertebral fusion in
forty-eight New Zealand white rabbits. Twenty-four animals (group 1) received the DBM
over the previously decorticated Ls-Lg transverses processes. Others twenty-four animals
(group 2) received the association of DBM to autogenous bone marrow at the same site and
nine rabbits, control group, only the decortication of the transverses processes was made.
Eight animals from both treated groups and three animals from control group were killed at
5, 7 and 9 weeks after surgery and underwent to radiographic, microscopic, manual
palpation. Only the treated groups were submitted to biomechanical evaluations. In the
control group, in al evaluations made, it was observed only a minimum periosteal reaction
without union. Among those who received only the DBM, at 5 weeks, the union rate on
manual palpation was 37,5 %, followed by 50 % at next weeks. The radiographics analysis
demonstrated a union rate of 25 % at 5 weeks; 100 % of nonunion, at 7 weeks and 33,3 %
of union at 9 weeks. Microscopic evaluation, at 5 weeks, showed predominantly the
fragmentation followed by DBM reabsorption that was substituted almost entirely by

fibrous connective tissue. In the cases where the union was observed, the endocondral



ossification originated from decorticated transverses processes. Microscopic evidences
demonstrated that DBM was osteoconductive but it was osteoconductive only in the
interface transverse processesDBM. The biomechanical test showed a significant
difference (p < 0,05) referred to force and resistance between the operated and adjacent
segments. The presented results allowed concluding that the DBM acts as a scaffold to
bone formation. Although its osteoconductive action, the low union rate made the DBM
ineffective in the dorsolateral lumbar vertebral union. In the group who received DBM
associated to bone marrow, at 5 weeks, the union rate on manua palpation was 87,5 %,
followed by 75 and 100 % at 7 and 9 weeks, respectively. The radiographics analysis
demonstrated a fusion rate of 50 % at 5 weeks; 62 %, at 7 weeks and 75 % at 9 weeks.
Microscopic evaluation, at 5 weeks, showed incorporation between DBM and the
transverses processes, site where the majority of the blood vessels came from toward the
graft. It was observed the presence of cartilaginous tissue in the graft center. In the follows
weeks the endocondral ossification continues and the DBM was almost entirely substituted
by trabecular bone tissue, forming a mature bone bridge between and over the adjacent
transverses processes. The biomechanical test showed a significant difference (p < 0,05)
referred to force and resistance between the operated and adjacent segments. The results
demonstrated the formation of a homogeneous fusion mass in all graft extension. The
vascularization came from the decorticated transverses processes and, the interface
bone/graft endocondral ossification gradually substituted the matrix. Besides the
osteoinductive actions over the stem cells, the matrix is responsible from the organized and
restricted bone deposition to local environment, acting as osteoconductive scaffold. The
results permitted to conclude that the association of these compounds may be used with

success as a promoter agent of posterolateral lumbar spinal fusion.



1.0 — INTRODUGAO GERAL

A unido (artrodese) lombar € um procedimento cirargico que objetiva tratar
condicbes trauméaticas e de deformidade que acometem a coluna vertebral e que
determinam sintomatologia dolorosa na regido dorsal e membros pélvicos, tais como
espondilolistesia, escoliose, estenose, hérnias e doengas degenerativas do disco
intervertebral e fraturas. Este procedimento é recomendado quando medicamentos e
programas de fisioterapia, que incluem alongamento, forca e condicionamento aerdbico ndo
sdo suficientes paraaliviar ador 2.

A dor pode ser originada devido a diferentes niveis de subluxacdo vertebral com
consequente desalinhamento da coluna ou onde ha lesdo dos discos intervertebrais ou
articulagdes, determinando irritacéo ou compressao de raizes nervosas nesses locais .

A unido vertebral consiste na formagdo de uma ponte Gssea solida, criada por
procedimento cirdrgico, que une as vértebras acometidas, mantendo o alinhamento e
promovendo estabilidade e resisténcia a forcas deformantes resultantes da mobilidade da
coluna vertebral, eliminando a sensago dolorosa ®.

Quando sdo referidos quais discos estdo acometidos, podem ser utilizados os termos
“niveis envolvidos’. Uma uni&o vertebral lombar em um nivel une dois ossos vertebrais
adjacentes, um a cada lado do disco intervertebral em questdo. Uma unido vertebral lombar
em dois niveis une trés 0ssos vertebrais com envolvimento de dois discos ©.

O sucesso das cirurgias na coluna vertebral depende da restauracdo da estabilidade
destas vértebras em longo prazo. Porém, diversas técnicas de fixagdo interna utilizadas
isoladamente fornecem estabilidade temporéria, e ndo permanente, da regizo envolvida .

A unido vertebral dorsolateral lombar consiste no método padrédo para unido
lombar e é também denominada de unido bilateral-lombar, massa de unido lateral ou ainda
fusdo dos processos transversos ou fusdo espinha intertransversa . Este procedimento
pode ser obtido por meio da deposicdo de autoenxerto 0sseo na superficie previamente
descortificada dos processos transversos vertebrais, sendo considerado por muitos

cirurgides um método de tentativa e erro ©.



Na unido vertebral dorsolateral lombar, 0 acesso cirurgico a coluna vertebral se da
através de incisdo na linha média dorsal e o enxerto 6sseo, geralmente originério da crista
ilfaca, é obtido pela mesma incisdo de pele® e depositado na porcéo dorsolateral da coluna,
que é bastante vascul arizada, favorecendo o crescimento 6sseo ©.

Os grandes musculos lombares que ancoram noS Processos transversos e que sao
afastados para criar um leito de enxertia precisam ser reposicionados de forma a criar
tensdo e manter o enxerto no local. O pico de unido é alcangado, na maioria dos casos, aos
trés meses apOs a cirurgia e continua por um a dois anos e uma vez solido é pouco provavel
que 0 0sso formado a partir do enxerto, frature 7.

De acordo com Kanayama ® um dos fatores que comprometem o sucesso da unizo
vertebral € a movimentagcdo excessiva dos segmentos operados. Por esta razdo a
instrumentacdo (utilizagdo de placas, parafusos e outros) é utilizada para aumentar a rigidez
em questdo. Um estudo avaliando a biologia e biomecénica da unido vertebra
posterolateral lombar em coelhos sugere que procedimentos com fixagOes rigidas
promovem uma maior unid ®. Clinicamente, est4 documentado que a taxa de uni&o na
artrodese dorsolatera é aumentada com a utilizacdo de parafusos quando comparada a
segmentos que ndo receberam instrumentagdo 113

Segundo Martin ™, a dor recorrente é citada em pacientes humanos apés um
procedimento cirdrgico de sucesso e, provavelmente, esta relacionada a transferéncia da
lesdo ao segmento mével adjacente ao sitio de unido, conseqliente ao estresse mecanico no
préximo nivel, determinando alteracdes degenerativas 4.

Para Bassewitz et a. ™ o risco de insucesso mais comum relacionado & unido
vertebral, independente da técnica utilizada, € a persisténcia dos sintomas dolorosos,
alcancando um indice de 20 % em pacientes humanos. Outras situagdes participam com
baixa freqUéncia, contando com aproximadamente 1 a 3 % e estdo relacionadas com
infeccdo, sangramento e complicagdes anestésicas.

Apesar da artrodese se mostrar efetiva no alivio da dor, a auséncia de unido solida
(ndo-unido) e conseguentemente a necessidade de novo procedimento cirdrgico permanece
uma complicaco relevante 4% Em pacientes humanos, a ndo-unizo, que pode variar
entre 10 a 50%, resulta em perda da qualidade de vida e freglientemente requer nova

cirurgia 9.



Para Cook et a. ® o indice de ndo-unigo varia entre 10 e 40% e aumenta nagueles
pacientes que ja foram submetidos a procedimentos similares; em fumantes, pois a nicotina
diminui o indice de fusdo espinhal “%; obesos e naqueles que necessitam de muiltiplas
unides ou foram submetidos a radioterapia para o tratamento de neoplasias. Fatores
relacionados ao enxerto (fonte, tipo, quantidade, técnica de descortificacdo) e fatores
biomecanicos locais (instabilidade, compresséo e tensdo) também podem interferir no
indice de néo-unizo 9.

O autoenxerto com a crista iliaca consiste no método padrédo de unido vertebral

dorsolateral lombar e o indice de sucesso da unido estara comprometido quando a
guantidade de material coletado ndo for suficiente para cobrir adequadamente o leito
receptor 19,
Uma unido 0ssea solida pode ser alcangada por meio de enxerto 0sseo autdégeno ou
alégeno e cada qual apresenta suas vantagens e desvantagens . A compreensio da
biologia béasica e principios fisiol6gicos do transplante 6sseo e sua reparacdo acrescentardo
a0 cirurgigo a capacidade de optar por técnicas mais eficazes (.

Um enxerto 6sseo com o propdsito de determinar artrodese vertebral é afetado por
principios anatdbmicos, histologicos e biomecanicos. Além disso, propriedades do enxerto
0sse0 como a osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo determinam, diretamente, o
sucesso ou a falha de sua incorporagéo 7.

Osteogénese consiste na habilidade do enxerto produzir osso ®?%) e depende
exclusivamente da presenca de células 0sseas vivas no material. Um enxerto osteogénico
apresenta, portanto, células da linhagem Gssea ou células capazes de se diferenciarem em
células osteoprogenitoras, as chamadas “células tronco”. A osteogénese é uma propriedade
encontrada somente em enxerto 6sseo autdgeno fresco e em células da medula dssea, apesar
de alguns autores afirmarem que somente pegquena guantidade destas células sobrevivem a
transplantacdo 2.

Osteoconducdo é uma propriedade fisica do enxerto, que torna-se arcabouco para
a formagdo de osso novo ). Ela permite a adesdo, migracao, distribuicdo e infiltracdo de
células osteogénicas assim como vasos sanguineos dentro do material ©. E encontrada no

auto e aloenxerto 0sseos, na matriz 6ssea desmineralizada, na hidroxiapatita e fosfato de



calcio, sendo que o potencial osteocondutor € influenciado pelas caracteristicas fisicas de
cada material, como porosidade, tamanho dos poros e arquitetura tridimensional ¢,

Osteoinducéo é a capacidade do enxerto induzir a multiplicagdo e diferenciacéo de
células tronco em células da linhagem dssea ®". Esta est4 associada & presenca de fatores
de crescimento 6sseo no enxerto e proteinas morfogenéticas 0sseas. Em pequena escal a,
auto e aloenxerto 6sseos também apresentam propriedades osteoindutoras 2.

Um enxerto 0sseo ideal para ser utilizado na uni&o vertebral precisa possuir como
caracteristicas: osteoinducdo e osteoconducdo; promover estabilidade biomecanica; estar
livre de doencas e possuir minimos fatores antigénicos (). Estas caracteristicas esto todas
presentes no autoenxerto 0sseo que € considerado o padréo com o qual outros materiais sdo
comparados ®??, e suas desvantagens incluem a necessidade de uma outra incisio para
coleta do material, aumento do periodo trans-operatério e perda sanguinea, risco de
complicacbes no sitio doador como dor e infeccdo e freqlentemente, obtencdo de
insuficiente quantidade de osso "9,

O 0ss0 € um tecido biolégico dindmico e seu potencia de reparacéo,
independentemente se em uma fratura ou em modelo de unido vertebral, é influenciado por
mecanismos bioquimico, biomecanico, celular, hormonal e patolégico'”. Portanto, o
sucesso de um enxerto 6sseo para fusdo espinhal também dependerd de fatores locais como
avascularidade do sitio de fuséo, além da estabilidade e movimentagéo do segmento 23

O aloenxerto evita a morbidade relacionada ao sitio doador e suas consegiéncias, além
de estar disponivel na configuracdo e quantidade desejadas (. Esse é significantemente
menos osteogénico, agindo como um arcabougo passivo para 0 crescimento vascular e
deposicio dssea . As desvantagens do aloenxerto incluem a penetracdo vascular
retardada, lenta formagéo Ossea, reabsorcdo acelerada e incorporagdo tardia ou incompleta.
De uma forma geral, o aloenxerto 0sseo apresenta uma ata incidéncia de ndo-unido ou
unido tardia em relacdo ao autoenxerto (.

A medula Gssea € congtituida por células primordiais, indiferenciadas, denominadas
“Sem cells’ ou “células tronco” Y. Estas células possuem grande capacidade de auto-
renovacdo, baixa taxa de crescimento e potencia para se diferenciarem em varias linhagens

celulares ?1:2529),



A propriedade osteogénica da medula éssea autdgena fresca se deve a presenca de
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células primitivas indiferenciadas conhecidas como “células tronco
possuem a capacidade de se proliferarem e se diferenciarem em células que substituirdo as
perdidas por senilidade, migragédo ou lesdo. Virtualmente cada sistema possui algum tipo de
célula tronco funcionante. Apesar de ndo serem distinguiveis morfologicamente existe o
grupo de células tronco hematopoiéticas que sdo células precursoras comprometidas em se
diferenciar em células da linhagem sanguinea (linfécitos, eritrocitos, megacaridcitos,
granulocitos e mondcitos) e as células tronco estromais, células mesengquimais
pluripotentes, precursoras comprometidas em se diferenciarem em células de linhagem
celular cartilaginosa, 6ssea e ainda fibroblastica (fibroblastos, células endoteliais, células
reticulares e outras) “®2%. Portanto, o potencial osteogénico da medula dssea se deve as
suas célul as osteoprogenitoras do estroma ")

A coleta da medula Gssea autdloga fresca da crista iliaca possui relativo baixo
custo, € simples e 0 mecanismo pelo qual produz osso se dé através da proliferacéo e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras contidas na cavidade medular. Porém, apenas
0,001% das células nucleadas presentes na medula 6ssea normal sdo células mesenquimais
indiferenciadas, tornando muitas vezes dificil implantar uma quantidade suficiente de
células tronco para que se alcance resultados clinicos satisfatérios. Além disso, em
pacientes muito idosos ou debilitados o nimero destas células reduz-se consideravel mente
tornando o procedimento ineficaz .

Em enxertos com medula Ossea fresca, as células tronco hemocitopoiéticas
morrem rapidamente ap0s a coleta e h4 um supercrescimento de fibroblastos. Estes
fibroblastos também sdo originados da célula tronco estromal, porém apresentam a
capacidade de se desdiferenciarem e ainda se multiplicarem e rediferenciar em células
formadoras de osso ?2.

A utilizagdo da medula 0ssea autogena fresca associada a aloenxerto melhora a
osteogénese deste ¥ Em pacientes e situacBes clinicas selecionadas o aspirado de
medula 0ssea pode incrementar o potencial osteoindutor do enxerto e em combinagdo com
fatores de crescimento pode tornar-se uma opgao atrativa de tratamento .

Poucos estudos foram realizados no intuito de avaliar a utilizacdo da medula éssea

na unido vertebral. Curylo et a @ e Frenkel et a.®” demonstraram que a adicdo de medula



Ossea autogena fresca pode aumentar a quantidade de osso formado e conseqlientemente o
sucesso da uni&o.

Em 1965, Urist ¥ demonstrou que o implante de matriz 6ssea desmineralizada
(MOD) na musculatura determina formagdo Ossea através de mecanismos indutores. E
Oikarinen ©® em um estudo de unido vertebral em coelhos obteve resultados que indicam
gue a matriz 6ssea descal cificada representa um melhor substituto para o autoenxerto 6sseo
guando comparado ao aloenxerto de 0sso cortical congelado.

A presenca de proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) na matriz éssea
desmineralizada indica seu potencial osteoindutor e o propdsito da desmineralizacdo do
0sso alogénico é disponibilizar umamaior quantidade de BMP ©,

A matriz O6ssea desmineralizada ndo apresenta atividade antigénica, o que
constituiu uma vantagem sobre o0 aloenxerto 6sseo preservado, que apresenta um baixo
potencial osteogénico, ata taxa de reabsorcdo, pouca revascularizacdo, além de estar
acompanhado de atividade antigénica ®”.

A inducdo Ossea produzida pela matriz éssea desmineralizada consiste em uma
cascata multipla de eventos. As principais fases de osteoinducdo sdo: quimiotaxia de
células pluripotentes indiferenciadas, mitose e diferenciacdo. Quimiotaxia pode ser definida
como a migracdo de células em resposta a um gradiente quimico. A fungcdo quimiotética
das BMPs presentes na matriz ¢ssea desmineralizada é bem conhecida e documentada ©®
0 A proxima fase de importancia na inducdo 6ssea é a mitose, proliferacdo de células
mesenquimais indiferenciadas que agora estédo aderidas ao enxerto. A fase mitética é
seguida pela diferenciacdo destas células em células cartilaginosas e invasdo de vasos
sanguineos. Com a invasdo de capilares, ocorre a hipertrofia dos condrécitos e entdo os
primeiros sinais de formagd mineral na matriz. Ao mesmo tempo, osteoblastos com
intensa basofilia aparecem perto do endotélio vascular, e 0sso novo € formado por
crescimento aposicional sobre a superficie da matriz calcificada. Osteoclastos iniciam a
remodelacdo Ossea do 0sso recém formado. Este processo é seguido por uma nova
remodel agdo onde 0 0sso € entdo preenchido pela medula 6ssea, com seus constituintes D),

Nem todos os resultados em defeitos segmentares demonstraram favoravelmente o

potencial osteoindutor daMOD ® | sendo as principais limitagdes das preparacdes da MOD



0s métodos de processamento subdtimos, potencial de contaminagdo com agentes
infecciosos e variabilidade individual em relagdo ao potencial osteoindutor .

Oikarinen et a.®®® demonstraram que a MOD pode ser utilizada com sucesso na
unido vertebral em coelhos. Outro experimento analisando a MOD heterdloga na indugéo
da uni&o dorsolateral vertebral lombar em ratos demonstrou desenvolvimento de calo 0sseo
similar e de mesmo tempo de formagéo, quando comparado com a utilizagdo de enxerto
6sseo autdlogo “?. Em 1993, Frenkel et al. ¥, demonstraram em um estudo em ces, que
uma significativa menor quantidade de autoenxerto 0sseo autdgeno seria necessaria quando
associada a matriz 6ssea desmineralizada em forma de gel para a unido vertebral. Apesar do
entusiasmo inicial destas pesquisas, estudos clinicos nos quais investigadores avaliaram 0
uso da MOD na unido vertebral apresentaram resultados amplamente desapontadores
(8,43,44).

An et al. ® realizaram um estudo prospectivo e aleatdrio comparando 0 0sso
autdlogo sozinho e a MOD com 0 0sso alogénico congelado na unido vertebral cervical
anterior. Os autores demonstraram que o indice de pseudoartrose foi significativamente
menor no grupo do autoenxerto (26%) comparado com a MOD (46%). Além disso,
Jogenson et a. ¥ demonstraram que quando a MOD foi comparada com o 0sso autélogo
na unido dorsolateral vertebral lombar, o enxerto de MOD foi inferior a0 0sso autélogo
com baixo indice de unido solida e densidade 6ssea, demonstradas radiograficamente.

Em um estudo em cées, os resultados indicaram que a matriz Ossea
desmineralizada sozinha ou em combinacdo com aloenxerto foi ineficaz em determinar
uni&o vertebral dorsolateral lombar estavel @.

Por outro lado, estudos retrospectivos demonstraram radiograficamente que sitios
com unido vertebral dorsolateral lombar tratados apenas com enxerto 0sseo de 0sso
autélogo (54 casos) ou associado a MOD (36 casos) apresentaram caracteristicas similares
a0 final de 12 meses, apesar do indice de uni&o néo ter sido determinado “°.

A utilizagdo de enxerto composto de 0sso aogénico ou autdgeno com medula 0ssea
autogena fresca tem sido recomendada para a reparacéo de defeito 0sseo. Estes tipos de
enxerto sdo mais bem sucedidos em induzir a formagdo Gssea quando comparado com a

utilizagdo dos componentes isoladamente 2.



Estudos indicaram que constituintes da matriz 0ssea desmineralizada exercem um
efeito estimulatério na formagdo, acelerando a osteogénese. Esta estimulagcdo osteogénica
estaria ligada ainfluéncia de fatores osteoindutores sobre as células da medula dssea (22,

A MOD apresenta uma aplicagdo clinica limitada devido a variabilidade em sua

propriedade osteocondutora e osteoindutora

, Que pode ser incrementada pela adicdo de
células mesenquimais que sdo capazes de produzir osso diretamente . Devido ao fato de
diversos arcaboucos osteocondutores também apresentarem a habilidade de se ligarem e
fornecerem moléculas bioativas (BMPs), como o caso da MOD, a presenca de células
osteoprogenitoras no local, sem necessidade de recrutamento prévio, aumenta o potencial
osteoindutor deste material . Curylo et a., ® demonstraram que em casos onde a
quantidade de autoenxerto 0sseo for inadequada, a adicdo de medula dssea autdgena fresca
pode aumentar a formac&o 0ssea e consegiientemente o sucesso de uni&o.

Os trabalhos apresentados como parte integrante desta tese estdo seguindo as
normas da Revista Brasileira de Ortopedia, 6rgéo de publicacéo cientifica da Sociedade
Brasileira de Ortopedia e Traumatologia, que € uma publicacdo indexada ao Index Medicus

Latino Americano (IMLA), Excepta Medica e Biologlent Abstracts. IBICT: 0102-3616.
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3.0- MATRIZ OSSEA HOMOL OGA DESMINERALIZADA NA UNIAO

VERTEBRAL DORSOLATERAL LOMBAR EM COELHOS

RESUMO

Foi avaliada a atuacgo da matriz 6ssea homdloga desmineralizada (MOD) na
unido dorsolateral lombar em 24 coelhos da raga Nova Zelandia Branco (grupo 1), aplicada
sobre 0s processos transversos de Ls-Lg, ap0s sua descortificacdo. Em outros nove coelhos,
grupo controle (grupo 2), foi realizada apenas a descortificacdo dos processos transversos.
Oito animais do grupo 1 e trés do grupo 2 foram sacrificados as 5, 7 e 9 semanas apods a
cirurgia e submetidos a avaliagoes radiogréfica, histologica, por palpacdo. Os animais do
grupo 1 foram submetidos também ao teste biomecanico. No grupo 1, as 5 semanas, 37,5%
dos animais apresentaram unido a papagdo, que estava presente em 50% nas semanas
seguintes. As andlises radiogréficas demonstraram indice de unido de 25% as 5 semanas,
seguido por um indice de 100% de ndo-unido as 7 semanas e 33,4% de unido as 9 semanas.
A avaliagdo histologica demonstrou predominantemente a fragmentacdo seguida pela
reabsorcéo da MOD sendo esta substituida em quase sua totalidade por tecido conjuntivo
fibroso. Nas amostras onde houve unido, a formagdo dssea endocondral se deu a partir dos
processos transversos descortificados. No grupo 2, na avaliacéo radiogréfica foi observada
pequena reacdo periosteal local, ndo apresentando qualquer sinal de uni&o nas demais
andlises. As evidéncias histol6gicas demonstraram que a MOD comportou-se como agente
osteocondutor, e com acdo osteoindutora apenas na interface dos processos transversos com
a MOD. O teste biomecéanico demonstrou diferenca significativa (p < 0,05), referente a
forca e resisténeia, entre os segmentos operados e os adjacentes. Com os resultados foi
possivel concluir que a matriz 6ssea homologa desmineralizada serviu como arcabouco
para a formac&o Ossea. Contudo, o baixo indice de unido tornou-a ineficaz na formacéo de

uma unido vertebral dorsolateral lombar estavel.

Unitermos. unido vertebral, matriz 6ssea homologa desmineralizada, enxerto 0sseo.
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ABSTRACT

HOMOLOGOUSDEMINERALIZED BONE MATRIX IN RABBIT
DORSOLATERAL LUMBAR VERTEBRAL UNION.

The demineralized bone matrix (DBM) was evaluated in the posterolateral lumbar
spinal fusion in twenty-four New Zealand white rabbits (group 1). This compound was
deposited over Ls-Lg transverses processes previously decorticated. In the other nine
rabbits, control group (group 2), only the decortication of the transverses processes was
made. Eight animals from group 1 and two animals from group 2 were killed at 5, 7 and 9
weeks after surgery and underwent to radiographic, microscopic, manua palpation and
biomechanical (only group 1) evaluations. In the group 1, at 5 weeks, the fusion rate on
manual palpation was 37,5 %, followed by 50 % at next weeks. The radiographics analysis
demonstrated a fusion rate of 25 % at 5 weeks; 100 % of nonunion, at 7 weeks and 33,3 %
of union at 9 weeks. Microscopic evaluation, at 5 weeks, showed predominantly the
fragmentation followed by DBM reabsorption that was substituted almost entirely by
fibrous connective tissue. In the cases where the fusion was observed, the endocondral
ossification originated from decorticated transverses processes. In the group 2, the
radiographics evaluations showed just a little periosteal reaction, and didn't demonstrate
any sign of fusion on the other analysis. Microscopic evidences demonstrated that DBM
was osteoconductive but not osteoinductive. The biomechanical test showed a significant
difference (p < 0,05) referred to force and resistance between the operated and adjacent
segments. The presented results allow concluding that the DBM acts as a scaffold to bone
formation. Although its osteoconductive action, the low fusion rate makes the DBM

ineffective in the posterolateral lumbar spinal fusion.

Key words: vertebral union, demineralized homologous bone matrix, bone graft.
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INTRODUCAO

A unido (artrodese) lombar objetiva tratar condigdes traumaticas e de deformidade
gue acometem a coluna vertebral e que determinam sintomatologia dolorosa na regido
dorsal e nos membros pélvicos 2. Apesar da unido com utilizagdo da crista iliaca ser
efetiva no alivio da dor, a ndo-unido varia entre 10 e 50%>? e o resultado é comprometido
quando sdo obtidas quantidades insuficientes de osso para cobrir o leito receptor .

O conceito de materiais osteogénicos derivados de osso foi introduzido por Urist ),
gue postulou que a matriz 6ssea contém substancias, as proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), que sdo expostas pela desmineralizacdo e que induzem a diferenciacéo de
precursores pluripotentes da linhagem osteogénica ®.

Oikarinen et a. © demonstraram que a matriz 6ssea desmineralizada (MOD) pode
ser utilizada com sucesso na unido vertebral em coelhos. Quando foi utilizada na inducéo
da uni&o dorsolateral lombar em ratos, demonstrou desenvolvimento de calo 6sseo similar e
de mesmo tempo de formacéo, que o desenvolvido a partir de enxerto dsseo autélogo .
Ragni e Lindholm ® confirmaran o seu potencial osteoindutor e Frenkel et a. ©
demonstraram, na unido vertebral em cées, que foi necessaria menor quantidade de
autoenxerto 6sseo quando ele foi associado a MOD.

Em cées, a MOD isolada ou em combinacdo com aloenxerto foi ineficaz na
determinacdo de unido vertebral dorsolateral lombar estavel . Outro estudo ™©
demonstrou radiograficamente, que sitios com fusdo tratados apenas com autoenxerto 0sseo
ou associado a MOD apresentaram caracteristicas similares ao final de 12 meses, apesar do
indice de uni&o néo ter sido determinado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar 0 uso isolado da matriz 6éssea homdloga

desmineralizada como agente de unido vertebral dorsolateral lombar em coel hos.

15



MATERIAL E METODO

Foram utilizados 33 coelhos, clinicamente sadios, adultos jovens (8 semanas), da
raca Nova Zelandia Branca, com peso médio de 3 Kg, mantidos em gaiolas individuais no
Biotério do Departamento de Veterin&ria da Universidade Federa de Vigosa (UFV) e
alimentados com ragdo comercial, feno e &gua

Os animais foram separados al eatoriamente em dois grupos experimentais. O grupo
1 (G1) foi composto por vinte e quatro coelhos que receberam aloenxerto de matriz éssea
desmineralizada sobre os processos transversos descortificados das vértebras lombares
cinco e seis (Ls e Lg) bilateralmente. O grupo 2 (G2) constituido de nove coelhos, cujos
processos transversos das veértebras lombares (Ls e Lg) foram descortificados biltarel mente,
foi utilizado como controle. Oito coelhos do G1 e trés coelhos do G2 foram submetidos a
eutanasiaas 5, 7 e 9 semanas apods o0s procedimentos cirdrgicos.

A matriz 6ssea desmineralizada foi coletada a partir da dié&fise de fémur de outros
coelhos da mesma raca e porte, sacrificados com sobredosagem anestésica (tiopental
sodico’). Ap6s a remocdo de todo tecido mole, com auxilio de bisturi, as di4fises foram
desmineralizadas por imersdo em acido hidrocloridrico 0,6N por 24 a 48 horas em
temperatura ambiente. O écido foi trocado a cada 24 horas e o osso foi considerado
desmineralizado quando se apresentou flexivel e transparente, sendo estocado em alcool
70% & temperatura ambiente®>. No momento da cirurgia os ossos foram cortados em seu
eixo longitudinal e em segmentos de aproximadamente 0,5 cm de largura por 2,0 cm de
comprimento.

Cada coelho recebeu como medicaco pré-anestésica acepromazing’ na dose de 0,1
mg/kg por via intravenosa seguida de anestesia dissociativa com tiletamina-zolazepam®

completando com infiltrado de anestésico local* na dose de 0,75 ml, no local da inciso.

! Thionembutal O 0,5 g, Abbott Laboratories.

2 Acepram 1%, Univet S/A IndUstria Veterinéria.
% Zoletil®50, Virbac.

* Anestésico Bravet (Lidocaina 2%).
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Antibioticoterapia foi realizada com ceftiofur sodico® na dose de 5mg/Kg por via
intramuscular, no periodo pré-operatorio e 24 e 48 horas aps o procedimento cirdrgico.

Os animais foram posicionados em decubito ventral, com os membros pélvicos
flexionados cranialmente. O procedimento iniciou-se com uma incisdo de pele na linha
média dorsal lombar, de aproximadamente 5 cm de extensdo, tendo como referéncia os
processos espinhosos de Ls e Lg. Bilateralmente, foi realizada uma incisdo na fascia
paramediana apos a aplicacao de 0,5 ml de lidocaina. Os musculos multifidus e longissimos
foram identificados e o plano entre eles foi divulsionado permitindo a exposicdo dos
processos transversos de Ls e Lg € da membrana intertransversa. Com o auxilio de um
ostedtomo, a face dorsal destes processos de ambos os lados, foi decortificada até que fosse
visualizada a regido 6ssea medular. Entdo, aMOD foi depositada sobre eles.

Apbs a realizagdo dos procedimentos, a fascia paramediana e o tecido subcutaneo
foram suturados com fio absorvivel® 4-0, com padréo de sutura do tipo Reverdin e a pele
aproximada com fio ndo absorvivel’ 4-0, em sutura simples continua. A analgesia pés-
operatéria foi obtida com morfina® oral (0,4 mg/kg) a cada seis horas durante os trés
primeiros dias ap0s o procedimento cirdrgico.

As avaliacles radiograficas foram efetuadas em todos os animais imediatamente
apos o procedimento cirdrgico e a época da eutanésia, na incidéncia dorso-ventral. Foi
analisado quanto a presenca de tecido 6sseo uni ou bilateralmente atribuindo-1hes escores.
Os escores 0: para aqueles que apresentaram auséncia de tecido 6sseo bilateral; 1. para
presenca de tecido Osseo unilateral; 2: tecido 0sseo com é&reas de radioluscéncia
bilateramente, 3: tecido Osseo bilateral com radioluscéncia unilateral e, 4: tecido 0sseo
intertransverso bilateral sem radioluscéncia, tnico escore caracterizando fuso.

Apés a eutanésia, a coluna vertebral lombar foi removida e os segmentos entre Ls e
Le de todos os animais foram palpados, assim com 0s segmentos adjacentes, proximal e
distal. Foram considerados solidos se observado firmeza a movimentagdo, ou néo-solido.

Os niveis graduados como sdlidos foram considerados uni&o.

® Excenel, Rhodia-Mérieux Veterinaria L tda.

® Catgut Cromado 3-0. Cirumédica LTDA.

" Nylon Monofilamento Preto 4-0. Cirumédica LTDA.
8 Dimorf®Solugo Oral, Cristdlia LTDA.
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A avadliacdo histopatoldgica foi realizada em doze animais do Grupo 1, quatro a
cada época de eutanasia e em nove animais do Grupo 2, trés a cada eutanasia. Os cortes
histologicos foram corados com HematoxilinaEosina e Tricrdmico de Masson sendo
analisados quanto a presenca de tecido cartilaginoso, ostedide, maturidade 0ssea e presenca
de tecido fibroso na regido do enxerto e dos processos transversos das veértebras adjacentes,
bilateralmente. O tecido de unido sobre os espacos interlaminares e interface com os
processos transversos foram os segmentos de maior interesse.

A avaliagdo da resisténcia biomecénica foi realizada entre as vértebras Ls e Lg, em
12 animais do G1, sendo 4 animais a cada momento de eutanasia. Imediatamente antes do
teste biomecéanico todo o tecido muscular remanescente foi removido com auxilio de um
bisturi, assim como o disco intervertebral e as facetas articulares dos processos articul ares.
O tecido de unido e a membrana intertransversa permaneceram conectados as duas
vértebras unidas.

O teste de tensdo uniaxial® foi redizado no Laboratério de Papel e Celulose da
UFV, em sala climatizada com umidade relativa do ar de 50% e temperatura de 23 °C. A
leitura dos valores das forgas aplicadas foi realizada com a utilizagéo de célulade cargae a
determinacdo das deformaces foi feita através do deslocamento da barra de tracionamento
do equipamento, ambos conectados através de um sistema de aquisicdo de dados
controlados por computador, o qual permitiu o controle automatizado do sistema
responsavel pela coleta de dados e derivacao das propriedades analisadas.

Os corpos vertebrais das vértebras Ls e Lg foram perfurados perpendicularmente
com pinos de aco de aproximadamente 3,2 mm de didmetro e 12 cm de comprimento. Um
sistema composto de correntes foi acoplado aos pinos e a maguina (Figura 1). A carga foi
aplicada sequencialmente a0 deslocamento e seus valores registrados em Newton e
milimetros, respectivamente. A carga foi aplicada nas regifes cranial e caudal dos corpos
vertebrais adjacentes até que ocorresse a fratura, sendo registrados seus valores. O par de
vértebras craniais, em cada coelho, foi analisado de maneira idéntica. Isto foi feito para
obter um controle interno no intuito de minimizar a variagdo biol 6gica entre os animais.

As propriedades avaliadas no decorrer dos testes de tragéo foram:

1 O teste de resisténcia a tragéo foi realizado em equipamento do tipo Instron modelo 4204 com sistema
computadorizado de aquisic¢do, andlise e saida de dados, com distancia entre garras de 100mm, velocidade de
teste de 25mm/min e capacidade da cédula de garra de 1000N; distancia entre garras de 100 mm.
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Forca ao ponto de ruptura: forca maxima necesséria para romper totalmente o corpo de
prova, expressa em Newton;
Forca ao limite de elasticidade: forca sobre o corpo de prova, acima da qual é necessaria
para deforma-lo permanentemente, ndo retornando a sua forma original (deformagéo
inelastica), expressa em Newton;
indice de rigidez: expressa habilidade do corpo de prova em resistir as deformagfes em
funcéo das tensdes aplicadas, expressa em N/cm;
indice de uni&o, analisado de trés formas diferentes:
= Forca ao ponto de ruptura do segmento de uni&o / forga ao ponto de ruptura do
controle;
» Forca ao limite de elasticidade do segmento de unido / forca ao limite de
€l asticidade do segmento controle;
= [ndice de rigidez do segmento de uni&o / indice de rigidez controle;
Os escores radiogréficos para a presenca de unido nos dois grupos, avaliacfes por
palpacdo manual assim como os dados histoldgicos foram analisados de forma descritiva.
Os resultados do teste de resisténcia biomecanica foram comparados por andlise de

variancia.
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RESULTADOS

Todos os animais toleraram bem o procedimento cirdrgico, iniciando movimentos
de deambulagdo imediatamente apds a recuperacdo anestésica e locomovendo-se
normalmente no dia seguinte a cirurgia. Todas as feridas cirdrgicas curaram sem
complicacfes ou sinais de infeccdo. A morbidade pos-operatoria foi de 15,15% (5 em 33
animais): 1 animal morreu devido a complicagbes anestésicas; 1 animal morreu dois dias
apos a cirurgia de causa ndo determinada e, 3 animais apresentaram, a0 momento de
eutanasia, abscesso unilateral ndo envolvendo a massa de fusdo e sem sinal sistémico de
infeccao.

A papacdo, os segmentos ndo unidos, adjacentes ao operado, apresentaram
mobilidade semelhante em ambos os grupos e em todos 0os momentos de avaliacdo, as 5, 7 e
9 semanas. A palpacdo dos segmentos operados dos animais do grupo controle revel ou néo-
unido. No G1, dos oito animais avaliados as 5 semanas, apenas 3 apresentaram unido (37,5
%). As 7 e 9 semanas a fusio estava presente em 50% dos coelhos (Quadro 1; Figura 3).

Na avaliacdo radiografica do G1, as 5 semanas, dois animais dos oito avaliados
(25%), apresentaram radiopacidade na area de enxertia unindo dois processos transversos
bilateralmente, considerados uni&o. As 7 semanas todos o0s 0ito animais apresentaram n&o-
unido e as 9 semanas, dois (33,3%) apresentaram evidéncias de unido (Quadro 1; Figuras 3
e 4). No G2, nos trés momentos avaliados havia discreta reacdo periostea sobre os
processos transversos, o que também foi observado microscopicamente.

Na andlise histologica do G1, as 5 semanas, foi possivel observar a matriz
fragmentada em quase sua totalidade demonstrando sinais de fagocitose com agumas
por¢coes penetradas por vasos sanguineos, presenca de infiltrado inflamatério asséptico
(Figura 5A e B) com a MOD atuando como corpo estranho. Foram observadas evidéncias
de que a maioria dos vasos sangliineos gue penetrava o enxerto o fez a partir dos processos
transversos descortificados.

As 7 semanas, 0 processo de reabsorgdo da matriz continuou, foi observada
integracdo entre os processos descortificados e a matriz, e nesta interface foi  observada a

penetracdo de vasos sanguineos e a presenca de tecido cartilaginoso (Figura6 A). Porém, o
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restante da matriz continuou a ser fagocitada e substituida predominantemente por tecido
conjuntivo fibroso.

As 9 semanas, os achados histol dgicos foram semelhantes aos da sétima. Contudo, a
MOD foi observada em raras ocasides (Figura 6 B). Presenca de tecido cartilaginoso
juntamente com tecido 6sseo0 imaturo e trabéculas Osseas foram encontradas
predominantemente na interface dos processos transversos com a matriz. Esta evolucéo se
deu a partir dos processos transversos descortificados em direcdo a MOD e aos processos
adjacentes tendendo aformar uma fina ponte éssea.

Os resultados do teste biomecanico para aforca maxima ao ponto de ruptura, aforca
ao limite de elasticidade (Newton) e o indice de rigidez (N/cm) demonstraram uma
diferenca significativa (p<0,05) entre as vértebras tratadas com MOD e as vértebras
adjacentes. Poréem, dentre as semanas andlisadas esta diferenca ndo foi significativa
(Quadros 1, 2 e 3; Figural).
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DISCUSSAO

A MOD foi obtida na configuragdo e quantidade desgjadas e sua obtencdo néo
implicou em morbidade relacionada ao sitio doador e suas consequiéncias durante o periodo
avaliado, ao contrario do método que utiliza o autoenxerto da crista iliaca. Contudo, os
resultados apresentados neste experimento ndo ultrapassaram um indice de unido de 50%, a
semelhanca do encontrado por Jorgenson et al. 1 demonstrando que, considerando o alto
indice de ndo-unido, a MOD néo foi efetiva como Unico substituto para o autoenxerto, que
apresenta indices de ndo-uni&o, que variam de 10 a 50 % 312,

De acordo com Kanayama ®® um dos fatores que comprometem o sucesso da unido
vertebral € a movimentacdo excessiva dos segmentos operados. Por esta razdo, tem sido
sugerido que procedimentos com fixagOes rigidas promovem uma maior unido D, Ja para
McNaulty et al. ¥ a fixacdo interna ndo aumentou a taxa de unido ou a sua resisténcia
Como o presente trabalho ndo demandou qualquer tipo de fixacdo, ndo foi possivel tal
comparagdo. Entretanto ficou evidente que a MOD preservou 0 espaco potencial para o
tecido de unido, prevenindo ossificacdo heterotOpica e atuou como agente osteocondutor,
como citado na literatura &%,

Histologicamente, os dados observados foram semelhantes aos de Kalfas'®® que
descreve as desvantagens da MOD como a lenta formacdo Gssea, reabsorcéo acelerada e
incorporagdo tardia ou incompleta. Estes dados, de uma forma geral, justificam a ata
incidéncia de ndo-unido ou unido tardia.

Conforme também observado por Frenkel et. a | avascularizacéo para aregido do
enxerto, que progrediu a partir dos processos transversos descortificados, estimulou a
unido vertebral, num processo que originou-se na interface enxerto/osso com ossificagéo
endocondral, gradativamente substituindo a matriz reabsorvida.

De acordo com Maddox et a.*® a utilizacgdo da MOD em p6 apresenta uma
variabilidade nas propriedades osteocondutoras e osteoindutoras. Eles postularam que as
pequenas particulas determinam melhores resultados, pois facilitam a penetragdo de novos
vasos sanguineos. A MOD utilizada nesta pesquisa, sob a forma de segmentos, néo foi
empecilho a penetracdo vascular, pois as 5 semanas, foi evidenciada a presenca de vasos

sanguineos distribuidos pelo enxerto.
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Na avaliag&o histologica do sitio de fusdo, as 5 semanas, a MOD apresentou areas
de fragmentacdo e minima formacdo Gssea a partir dos processos descortificados. A
reabsorgdo da matriz continuou até a nona semana gquando, na maioria dos animais, foi
substituida quase totalmente por tecido conjuntivo fibroso. Também ndo foi possivel
observar a chegada de osteoblastos ou células pluripotentes indiferenciadas provenientes de
vasos sanguineos penetrando a MOD, com a formag&o 6ssea acontecendo apenas a partir da
interface enxerto/processos transversos previamente descortificados. Estes achados
divergiram do encontrado por Oikarinen © que afirmou que a MOD foi bem aceita pelo
hospedeiro sem observacdo de particulas segmentadas e células do tipo inflamatérias, mas
por outro lado concordam com estudos ) que afirmam que a quantidade de BMP liberada
na desmineralizacdo ndo é suficiente paraintensificar aformagdo 6ssea na coluna vertebral.

Helm et a. *® afirmaram que a MOD age como um arcabouco passivo para o
crescimento vascular e deposicdo Ossea, 0 que também foi demonstrado pelo presente
estudo. Os resultados das andlises histol6gicas também foram semelhantes aos de Cook et
a @, que observaram reabsorcao da matriz até 26 semanas ap6s a cirurgia, sugerindo que,
neste ambiente, a MOD atuou predominantemente como agente osteocondutor e ndo
osteoindutor.

Diversos estudos ©'°? comprovaram a eficacia ostecindutora da MOD em falhas de
0ss0s longos em humanos e animais. Nesta situagdo, a osteoinducéo pode ser efetiva pela
proximidade com o amplo canal medular, que por sua vez possui células osteoprogenitoras,
diminuindo a necessidade de migracdo destas células de locais distantes para 0 da enxertia.
Porém, quando se trata de unido vertebral, o microambiente e biomecéanica local sdo
distintos e a descortificagdo do processo transverso, apesar de colocar a medula 0ssea em
contato com o enxerto, o faz em quantidade reduzida. Porém, a proximidade da regido
medular dos processos descortificados com a MOD pode ter incrementado seu potencial
osteoindutor promovendo a ossificagdo endocondral no local de interface entre o enxerto e
0sso (figura 6A).

Os resultados histolégicos podem explicar a divergéncia entre os resultados da
palpacdo manual e da andlise radiografica. Houve casos em que animais receberam escore

radiogréfico 3 ou 2, cujas areas radioluscentes representavam ilhas de cartilagem. Estes
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animais, radiograficamente foram considerados “n&o-unido”, mas a papacéo manual a area
de enxertia se encontrava firme e sem mobilidade, sendo considerados “unido”.

Quando a massa Ossea formada na regido do enxerto é submetida a uma
determinada forca (N) e tal forca é capaz de ultrapassar sua deformidade elastica, mesmo
ndo levando a sua ruptura total, € denominada forgca maxima ao limite de elasticidade. A
determinagdo deste valor consiste em um dado de maior relevancia clinica que o
determinado pela forca méxima ao ponto de ruptura, uma vez que ndo € preciso gque ocorra
a ruptura total da massa Gssea para determinar a instabilidade da coluna vertebral. O teste
biomecéanico demonstrou que as vértebras tratadas com a MOD apresentaram maior forca
maxima e forca ao limite de elasticidade quando comparadas com as vértebras adjacentes
(p<0,05) (Quadro 1). Contudo, ndo houve diferenca significativa entre as semanas
analisadas.

O indice de rigidez também demonstrou diferenca significativa entre os segmentos
tratados e adjacentes. Isto significa que as vértebras que receberam a matriz O0ssea
desmineralizada suportaram uma determinada forca e deformaram menos que as vértebras
adjacentes submetidas a mesma forca. Para a coluna vertebral que esta submetida a forcas
deformantes constantemente, quanto maior o indice de rigidez da massa Gssea, maior a
estabilidade do segmento da coluna vertebral.

A média das propriedades mecanicas do sitio de fusdo a cada semana (Quadro 2) foi
determinada com base nos valores de indice de unido de cada animal. Cada média, em
relacdo a forga ao ponto de ruptura, forca ao limite de elasticidade e ao indice de rigidez
gue apresenta seu valor menor ou igual a 1 indica que ndo houve ganho ou aumento da
resisténcia deste material ao contrario dagueles que obtivém valores maior que 1. No total,
em todas as semanas, 0s segmentos tratados mostraram maior resisténcia biomecanica
guando comparados aos segmentos ndo tratados, o que pode ser imputado a predominancia
de tecido conjuntivo e Gsseo presente sobre e entre 0s processo transversos dos segmentos
tratados.

Em 1995, Boden et a ™2 utilizaram o mesmo protocolo para o teste biomecanico,
porém avaliando o autoenxerto da crista iliaca. Quando comparando os resultados de forca
ao ponto de ruptura encontrados por esses autores, 0 presente estudo obteve resultados

numericamente semelhantes, contudo o indice de unido encontrado por eles foi superior.
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Esta semelhanca somente numérica pode ser justificada pela predominancia de tecido
conjuntivo fibroso na regido de enxertia, encontrado na maioria dos animais aqui tratados.
Fazendo uma comparacdo, foi possivel concluir que o tecido conjuntivo fibroso, formado
por fibras colagenas, apresentou capacidade de sofrer uma maior forga deformante e ndo
romper totalmente quando comparado com o tecido 6sseo. Mas do ponto de vista clinico, o
tecido conjuntivo formado, apesar de resistente, ndo foi capaz de manter a imobilidade do

segmento da coluna vertebral, ndo promovendo unido vertebral estavel.
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CONCLUSOES

A matriz 6ssea homdloga desmineralizada pode ser obtida em quantidades e
configuragdes desgjadas e quando utilizada para uni&o vertebral dorsolateral lombar serve
como arcabouco para a formagdo 0ssea. Contudo, evidéncias radiogréficas, mecanicas e
histolgicas demonstraram baixo indice de unido tornando-a ineficaz na determinacéo de

uma unido vertebral dorsolateral lombar estavel.
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Quadro 1. Resultado dos testes biomecanicos realizados na area de enxertia (vértebras
tratadas) e nos processos transversos adjacentes (vértebras controle).
Resultados dos testes por palpagdo manual e radiogréfico. Semanas 5, 7 e 9.

Teste Biomecanico

Vértebrastratadas Vértebras Controle

Forca Forca Indicede Forca Forca Indicede
Animal Semanas Radiografia Palpacdo Méaxima Limite* Rigidez Maxima Limite* Rigidez

01 5 NF (2) NF  303,8 132,72 896,75 1452 89,4 687,69
02 5 NF (0) NF - - - - - -
03 5 NF (1) NF 2962 7833 199,82 2956 45255 116,03
04 5 NF (1) NF 1949 99,975 448,31 31,73 2883 160,16
05 5 NF (1) NF - - - - - -
06 5 F (4) F - - - - - -
07 5 NF (3) F - - - - - -
08 5 F (4) F 2534  # # 158,3  # #
09 7 NF (3) F - - - - - -
10 7 NF (1) NF - - - - - -
11 7 NF (2) NF - - - - - -
12 7 NF (1) NF - - - - - -
13 7 NF (3) F 352,6 90,15 751,25 212,2 5355 267,75
14 7 NF (2) F 390,5 125,31 724,33 152,9 100,35 590,29
15 7 NF (3) F 3389 # # 2799  # #
16 7 NF (1) NF 3285 # # 2038  # #
17 9 F (4) NF - - - - - -
18 9 NF (2) NF - - - - - -
19 9 NF (2) NF 3547 114,45 880,38 223,03 93,6 468,0
20 9 F (4) F 368,7 223,35 101522 214,1 108,75 402,77
21 9 NF (3) F 3825  # # 3038  # #
22 9 NF (2) F 312,9 1089 70,3 1512 971 470,0

S = unido solida.

NF = ndo unido. Escore radiografico em parénteses.
Forca méxima = forgca ao ponto de ruptura (N);

* Forca ao limite de elasticidade (N);

indice de rigidez (N/cm);

- animais submetidos a andlise histol 6gica.

# valores ndo calculados devido a erro experimental.
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Quadro 2 - Propriedades Mecéanicas da Unido Vertebral Dorsolateral Lombar com a
utilizacio da Matriz Ossea Desmineralizada.

Tempo Nimero de Forca maxima Forcaaolimitede indicederigidez

(semanas) animais relativa* elasticidade relativa*
relativa*
5 4 2,70+£1,71 1,80+0,83 1,61+0,64
7 4 1,75+0,39 1,46+0,63 2,01+1,37
9 4 1,66+0,23 1,17+0,46 1,48+0,71
Total 12

2,04+0,78 1,27+0,67 1,74+0,91

* Dados expressos pela razéo entre os resultados dos niveis tratados pelo controles.

Quadro 3. Andlise de variancia da forca ao ponto de ruptura (a) e forca ao limite de

elasticidade (b):
a
Fonte de Variacdo G.L. Soma de Quadrado F Signifi.
Quadrado Médio
Vértebras tratadas (VT) 1 94481.42 94481.42 25.237  0.00009
Semanas de sacrificio 2 30768.09 15384.04 4.109 0.03389
VT X Semanas 2 144.751 707.3757 0.189  *dkkkkx
Residuo 18 67389.10 3743.839
Cosficiente de variagdo = 23.498
b
Fontede Variacéo G.L. Soma de Quadrado F Signifi.
Quadrado Médio
Vértebras tratadas (VT) 1 45702.43 45702.43 25.809  0.00008
Semanas de sacrificio 2 11008.80 5504.400 3.108 0.06925
VT X Semanas 2 981.2728 490.6364 0.277  Fxdkkkx
Residuo 18 31874.65 1770.814

Cosficiente de variagdo = 24.766
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Figura 1. Fotografia do corpo de prova acoplado & maguina Instron,
demonstrando o teste biomecéanico.
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Figura 2 - Representacdo gréfica da porcentagem do indice de unido, a palpacéo
manual, dos animais tratados com matriz 0ssea desmineralizada e
controle em relagdo as diferentes semanas de sacrificio.

Avaliacdo Radiografica
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Figura 3 - Representagdo grafica da porcentagem do indice de unido radiogréfica
dos animais tratados com matriz 0ssea desmineralizada e controle em
relacéo as diferentes semanas de sacrificio
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Figura 4. Radiografia da coluna vertebral as 9 semanas apds enxertia com medula
Ossea desmineralizada (MOD). Presenca de pontes radiopacas unindo os
dois processos transversos adjacentes, bilateralmente (Escore 4, fusdo).

33



Figura 5. A. Fotomicrografia da érea de enxertia as 5 semanas apls a cirurgia.
Matriz 6ssea homéloga desmineralizada (MOD) fragmentada e
reabsorvida em quase sua totalidade. Presenca de infiltrado
inflamatdrio asséptico (Infla). H & E 63 X. B. Detalhe de A. MOD
sendo reabsorvida por um infiltrado inflamatério asséptico (Infla). H

& E. 100 X.



Figura 6. A. Fotomicrografia da regido de enxertia as 7 semanas apds
cirurgia Matriz 6ssea homologa desmineralizada (MOD) sendo
reabsorvida e substituida por tecido cartilaginoso (C) a partir do
processo transverso previamente descortificado (PT). H & E. 63 X.
B. Fotomicrografia da regido de enxertia as 9 semanas apos a
cirurgia. Matriz 6ssea desmineralizada (MOD) sendo reabsorvida e
substituida por tecido conjuntivo fibroso (TF). Processo transverso
(PT). Tricrébmico de Masson. 63 X.
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4.0- MATRIZ OSSEA HOMOL OGA DESMINERALIZADA ASSOCIADA A
MEDULA OSSEA AUTOGENA FRESCA NA UNIAO VERTEBRAL
DORSOLATERAL LOMBAR EM COELHOS.

RESUMO

O presente estudo avaliou o comportamento da matriz déssea homdloga
desmineralizada (MOD) associada a medula 6ssea autdgena fresca (MO) na unido vertebral
dorsolateral lombar em vinte e quatro coelhos da raca Nova Zelandia Branco (grupo 1),
depositada sobre 0s processos transversos de Ls-Lg previamente descortificados. Em outros
nove coelhos, grupo controle (grupo 2) foi realizado apenas a descortificagdo dos processos
transversos. Oito animais do grupo 1 e trés do grupo 2 sofreram eutanasia as 5, 7 € 9
semanas apés a cirurgia e foram submetidos a avaliagOes radiografica, histologica, por
palpacdo e teste biomecanico (apenas grupo 1). No grupo controle, nas diferentes
avaliacOes, foi observado insignificante reacdo periosteal local, sem unido. No grupo 1, as 5
semanas, 87,5 % dos animais apresentaram unido a palpacéo, seguido por 75e100 % as7 e
9 semanas, respectivamente. As analises radiograficas demonstraram um indice de uniéo de
50 % as 5 semanas, 62 %, as 7 semanas e 75 % as 9 semanas. Na avaliacdo histologica, as 5
semanas havia caracteristicas de osteointegracdo da MOD com 0S processos transversos, de
onde partiram 0s vasos sanguineos que penetraram a matriz e, a presenca de ilhas de
cartilagem no centro do enxerto. Nas semanas seguintes a ossificagcdo endocondral evoluiu
eaMOD foi substituida em guase sua totalidade por tecido 6sseo trabecular, formando uma
ponte de osso maduro entre e sobre os processos transversos adjacentes. O teste
biomecéanico demonstrou diferenca significativa (p < 0,05), referente a forga e resisténcia,
entre os segmentos operados e os adjacentes. Os resultados do presente trabalho
demonstraram a formac&o de um tecido de unido homogéneo em toda extensdo do enxerto,
cuja vascularizag8o originou-se a partir dos processos transversos descortificados. Além da
acdo osteoindutora sobre as células tronco da medula 6ssea, a matriz foi responsavel pela
deposicdo Ossea de forma organizada e restrita a0 ambiente, atuando como arcabouco
osteocondutor. Os resultados permitiram concluir que a associagdo destes compostos pode
ser utilizada com sucesso como agente uni&o lombar.

Uniter mos — uni&o vertebral; matriz éssea homaloga desmineralizada; medula éssea.
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ABSTRACT

HOMOLOGOUSDEMINERALIZED BONE MATRIX ASSOCIATED TO
AUTOLOGOUSBONE MARROW IN A RABBIT DORSOLATERAL LUMBAR
VERTEBRAL UNION.

The present study evaluated the behavior of demineralized bone matrix (DBM)
associated to autogenous bone marrow in the dorsolateral lumbar vertebral union in twenty-
four New Zealand white rabbits (group 1). This association was deposited over Ls-Lg
transverses processes previously decorticated. In the other nine rabbits, control group
(group 2), only the decortication of the transverses processes was made. Eight animals from
group 1 and two animals from group 2 were killed at 5, 7 and 9 weeks after surgery and
underwent to radiographic, microscopic, manual palpation and biomechanical (only group
1) evaluations. In the control group, in al evaluations made, it was observed only a
minimum periosteal reaction without union. In the group 1, at 5 weeks, the union rate on
manual palpation was 87,5 %, followed by 75 and 100 % at 7 and 9 weeks, respectively.
The radiographics analysis demonstrated a union rate of 50 % at 5 weeks; 62 %, at 7 weeks
and 75 % at 9 weeks. Microscopic evaluation, at 5 weeks, showed incorporation between
DBM and the transverses processes, site where the majority of the blood vessels came from
toward the graft. It was observed the presence of cartilaginous tissue in the graft center. In
the follows weeks the endocondral ossification continues and the DBM was almost entirely
substituted by trabecular bone tissue, forming a mature bone bridge between and over the
adjacent transverses processes. The biomechanical test showed a significant difference (p <
0,05) referred to force and resistance between the operated and adjacent segments. The
presented results demonstrated the formation of a homogeneous union mass in al graft
extension and the vascularization coming from the decorticated transverses processes.
Besides the osteoinductive actions over the stem cells, the matrix was responsible from the
organized and restricted bone deposition to local environment, acting as osteoconductive
scaffold. The results permit conclude that the association of these compounds may be used
with success as a promoter agent of dorsolateral lumbar vertebral union.

Key words:. vertebral union, demineralized homol ogous bone matrix, bone marrow.
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INTRODUCAO

O método padrédo de fusdo posterolateral lombar utiliza o0 autoenxerto da cristailiaca
(12 sendo que os riscos relacionados a este tipo de procedimento incluem a n&o-unido, que
pode variar de 10 a 50% ), requerendo uma nova cirurgia; quantidade insuficiente de
material disponivel; aém de relatos de pacientes humanos com parestesia no local de
coleta, até 3 anos apés acirurgia®.

O aoenxerto de matriz 6ssea desmineralizada (MOD) pode ser utilizado como
alternativa para autoenxerto 6sseo no intuito de eliminar complicagdes relacionadas com o
sitio doador ®°®. Porém, relatos demonstram que seu baixo potencial osteogénico, alto
indice de reabsorcao e pouca revascul arizagso podem limitar sua eficacia .

A medula dssea € constituida por células primordiais indiferenciadas “células
tronco” que possuem o potencial de se diferenciarem em céulas da linhagem dssea ©.
Curylo et a. @ e Frenkel et al. © demonstraram que a adicdo da medula éssea pode
aumentar a quantidade de osso formado e conseqglientemente o0 sucesso da uniéo.

A MOD apresenta a habilidade de aderir e fornecer moléculas bioativas (BMP)
associadas a presenca de células osteoprogenitoras no local de enxertia, asssm como aos
fatores bioativos provenientes da medula Ossea autégena fresca, ampliam o seu potencial
osteoindutor #19,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade da matriz 6ssea homologa
desmineralizada associada a medula 6ssea autdgena fresca de promover a unido vertebral
dorsolateral lombar em coelhos.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 33 coelhos, clinicamente sadios, adulto-jovens (8 semanas), da
raca Nova Zelandia Branca, com peso medio de 3 Kg, mantidos em gaiolas individuais no
Biotério do Departamento de Veterin&ria da Universidade Federa de Vigosa (UFV) e
alimentados com ragdo comercial, feno e &gua.

Os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos experimentais. O grupo
1 (G1) foi composto por vinte e quatro coelhos que receberam aloenxerto de matriz éssea
desmineralizada associada a medula 6ssea autdgena fresca sobre os processos transversos
descortificados das vértebras lombares cinco e seis (Ls e Lg) bilateralmente. O grupo 2
(G2) constituido por nove coelhos, cujos processos transversos das vértebras lombares (Ls e
Le) foram apenas descortificados, foi utilizado como controle. Oito coelhos do G1 e trés
coelhos do G2 foram submetidos a eutandsia as 5, 7 e 9 semanas apds os procedimentos
cirdrgicos.

A matriz 6ssea desmineralizada foi coletada a partir da di&fise de fémur de outros
coelhos da mesma raca e porte, sacrificados com sobredosagem anestésica (tiopental
sodico®). Ap6s a remocdo de todo tecido mole, com auxilio de bisturi, as difises foram
desmineralizadas por imersdo em acido hidrocloridrico 0,6N por 24 a 48 horas em
temperatura ambiente. O acido foi trocado a cada 24 horas e 0 0sso foi considerado
desmineralizado quando se apresentou flexivel e transparente, sendo estocado em alcool
70% atemperatura ambiente. No momento da cirurgia os 0ssos foram cortados em seu eixo
longitudinal e em segmentos de aproximadamente 0,5 cm de largura por 2,0 cm de
comprimento.

Cada coelho recebeu como medicagdo pré-anestésica acepromazina'® na dose de 0,1
mg/kg por via intravenosa seguida de anestesia dissociativa com tiletamina-zolazepam®®

completando com infiltrado de anestésico local** na dose de 0,75 ml, no loca da inciso.

® Thionembutal O 0,5 g, Abbott Laboratories.
10 Acepram 1%, Univet S/A Industria Veterinaria.
M Anestésico Bravet (Lidocaina 2%).
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Antibioticoterapia foi realizada com ceftiofur sddico' na dose de 5mg/Kg por via
intramuscular, no periodo pré-operatorio e 24 e 48 horas aps o procedimento cirdrgico.

Os animais foram posicionados em decubito ventral, com os membros pélvicos
flexionados craniamente. O procedimento iniciou-se com uma incisdo de pele na linha
média dorsal lombar, de aproximadamente 5 cm de extensdo, tendo como referencia os
processos transversos de Ls e Lg. Bilateramente, foi realizada uma incisdo na fascia
paramediana ap0s a aplicagdo de 0,5 mL de lidocaina. Os musculos multifidus e
longissmos foram identificados e o plano entre eles foi divulsonado permitindo a
exposi¢ao dos processos transversos de Ls e Lg e da membranaintertransversa (Figural A).
Com o auxilio de um osteétomo, a face dorsal destes processos, de ambos os lados, foi
descortificada (Figura 1 B) até que fosse visualizada a regido éssea medular. Entédo, a MOD
foi depositada sobre eles (Figural C).

A medula dssea autdgena foi obtida durante o periodo trans-cirdrgico, pela aspiracéo
através de agulha para puncéo medular (calibre 16), acoplada a uma seringa estéril de 20
mL, heparinizada™, inserida na crista iliaca posterior até a cavidade medular, segundo
técnica descrita por Barros ™. Imediatamente apds a coleta, 2 mL de medula integral
foram colocados, bilateralmente, no local de enxertia, sobre toda a extensdo da matriz 6ssea
desmineralizada.

Apbs a realizagdo dos procedimentos, a fascia paramediana e o tecido subcutaneo
foram suturados com fio absorvivel** 4-0, com padréo de sutura do tipo Reverdin e a pele
aproximada com fio ndo absorvivel®® 4-0, em sutura simples continua. A analgesia pés-
operatéria foi obtida com morfina'® oral (0,4 mg/kg) a cada seis horas durante os trés
primeiros dias apds o procedimento cirdrgico.

As avaliagOes radiograficas foram efetuadas em todos os animais imediatamente
apoés o procedimento cirdrgico e a época da eutanasia, na incidéncia dorso-ventral. Foi
analisado quanto a presenca de tecido 0sseo uni ou bilateral atribuindo-lhes escores. Os
escores 0: para agueles gque apresentaram auséncia de tecido Osseo bilateral; 1. para

presenca de tecido 0sseo unilateral; 2: tecido 6sseo com radioluscéncia bilateramente, 3:

12 Excenel, Rhodia-M érieux Veterindria Ltda.

3 Liquemine®, Roche.

14 Catgut Cromado 3-0. Cirumédica LTDA.

> Nylon Monofilamento Preto 4-0. Cirumédica LTDA.
18 Dimorf®Solugao Oral, CristdliaLTDA.
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tecido 0sseo bilateral com radioluscéncia unilateral e, 4: tecido 6sseo intertransverso
bilateral sem radioluscéncia, Unico escore caracterizando fusdo.

Apés a eutanésia, a coluna vertebral lombar foi removida e os segmentos entre Ls e
Le de todos os animais foram palpados, assim com 0s segmentos adjacentes, proximal e
distal. Foram considerados solidos se observado firmeza a movimentagdo, ou néo-solido.
Os niveis graduados como sdlidos foram considerados uni&o.

A avaliagdo histologica foi realizada em doze animais do Grupo 1, quatro a cada
época de eutanasia e em nove animais do Grupo 2, trés a cada eutanasia. Os cortes
histologicos foram corados com HematoxilinaEosina e Tricrdmico de Masson sendo
analisados quanto a presenca de tecido cartilaginoso, ostedide, maturidade 0ssea e presenca
de tecido fibroso naregido do enxerto e dos processos transversos das vértebras adjacentes,
bilateralmente. O tecido de uni&o sobre os espacos interlaminares e interface com os
processos transversos foram os segmentos de maior interesse.

A avaliac8o da resisténcia biomecéanica foi realizada entre as vértebras Ls e Lg em
12 animais restantes do G1, sendo 4 animais a cada momento de eutanasia. Imediatamente
antes do teste biomecénico todo o tecido muscular remanescente foi removido com auxilio
de um bisturi, assim como o disco intervertebral e as facetas articulares dos processos
articulares. O tecido de unido e a membrana intertransversa permaneceram conectadas as
duas vértebras unidas.

O teste de tensdo uniaxial® foi redizado no Laboratério de Papel e Celulose da
UFV, em sala climatizada com umidade relativa do ar de 50% e temperatura de 23 °C. A
leitura dos valores das for¢as aplicadas foi realizada com a utilizagéo de célulade cargae a
determinagdo das deformaces foi feita através do deslocamento da barra de tracionamento
do equipamento, ambos conectados através de um sistema de aquisicdo de dados
controlados por computador, o qual permitiu o controle automatizado do sistema
responsavel pela coleta de dados e derivagao das propriedades analisadas.

Os corpos vertebrais das vértebras Ls e Lg foram perfurados perpendicularmente
com pinos de aco de aproximadamente 3,2 mm de didmetro e 12 cm de comprimento. Um

sistema composto de correntes foi acoplado aos pinos e a méquina. A carga foi aplicada

1 O teste de resisténcia a tragdo foi realizado em equipamento do tipo Instron modelo 4204 com sistema
computadorizado de aquisicéo, andlise e saida de dados, com distancia entre garras de 100mm, velocidade de
teste de 25mm/min e capacidade da cédula de garra de 1000N; disténcia entre garras de 100 mm.
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seguencialmente a0 deslocamento e seus valores registrados em Newton e milimetros,
respectivamente. A carga foi aplicada nas regides cranial e caudal dos corpos vertebrais
adjacentes até que ocorresse a fratura, sendo registrados seus valores. O par de vértebras
adjacentes, em cada coelho, foi analisado de maneira idéntica. Isto foi feito para obter um
controle interno no intuito minimizar a variagdo biol0gica entre os animais.
As propriedades avaliadas no decorrer dos testes de tragcdo foram:
Forca ao ponto de ruptura: forga maxima necesséria para romper totalmente o corpo de
prova, expressa em Newton;
Forca ao limite de elasticidade: forca méxima sobre o corpo de prova, acima da qua é
necess&ria para deformalo permanentemente, ndo retornando a sua forma original
(deformagdo inelastica), expressa em Newton;
indice de rigidez: expressa habilidade do corpo de prova em resistir as deformacdes em
funcéo das tensdes aplicadas, expressaem N/cm;
indice de unigo:
» Forcga ao ponto de ruptura do segmento de unido / forga ao ponto de ruptura do
controle;
» Forca ao limite de elasticidade do segmento de unido / forca ao limite de
€l asticidade do segmento controle;
= [ndice de rigidez do segmento de uni&o / indice de rigidez controle;
Os escores radiogréficos para a presenca de unido nos dois grupos, avaliacfes por
palpacdo manual assim como os dados histol 6gicos foram analisados de forma descritiva.
Os resultados do teste de resisténcia biomecanica foram comparados por andlise de

variancia.
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RESULTADOS

Todos os animais toleraram bem o procedimento cirdrgico, iniciando movimentos
de deambulagdo imediatamente apds a recuperacdo anestésica e locomovendo-se
normalmente no dia seguinte a cirurgia Todas as feridas cirdrgicas curaram sem
complicagdes ou sinais de infecgéo.

Em dois animais do grupo 1, que sofreram eutanasia as sete semanas, foi observado
abscesso unilateral, proximo a regido da enxertia, mas ndo envolvendo a tecido de uniéo.
Nestes casos, a MOD encontrava-se intacta e ndo aderida aos processos transversos. Nao
foi observado qualquer sinal sistémico de infeccéo.

Durante a palpagdo os segmentos ndo unidos, adjacentes ao operado, apresentaram
mobilidade em todos os momentos de sacrificio, bem como os segmentos descortificados
dos nove animais do grupo controle, ndo revelando sinais de unido. Os segmentos que
receberam a MOD associada a medula Gssea, as cinco semanas apresentaram indice de
unido de 87,5% (7 dentre 8 animais), as sete semanas de 75% (6 dentre 8 animais) e as
nove, apresentaram unidao em 100% dos animais (Quadro 1; Figura 2).

A andlise radiogréfica do grupo 1, &s cinco semanas, quatro animais (50%)
apresentaram radiopacidade na area de enxertia unindo dois processos transversos
bilateralmente, considerados unido. As sete semanas cinco animais (62%) apresentaram
unido, e as nove semanas seis animais (75%) apresentaram evidéncias de unido (Quadro 1,
Figuras 3 e 4).

No grupo 2, nos trés momentos avaliados, houve apenas minima reacdo periosteal
sobre 0s processos transversos, observado histol 6gica e radiograficamente (Figura 4A).

Histol ogicamente, as cinco semanas foram observadas no grupo 1, caracteristicas de
osteointegracdo da MOD com 0S processos transversos, com a matriz sendo penetrada por
vasos sanguineos e formagao tecido condroide na interface seguida por crescimento 0sseo
endocondral. Houve também a formacdo de tecido condréide no centro do enxerto,
coincidente com o local de deposi¢cdo da medula 0ssea autogena fresca (Figura 5).

As sete semanas a matriz continuou a ser gradativamente reabsorvida e substituida

por tecido condroide em toda sua extensdo, principalmente a partir dos processos
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transversos. Foi observada presenca de ilhas cartilaginosas no centro do enxerto, ocorrendo
também ossificacdo endocondral e formagdo de osso imaturo (Figura 6).

As nove semanas, 0 processo de ossificagdo endocondral continuou a evoluir e a
MOD foi substituida em quase sua totalidade por tecido 0sseo, com trabéculas formando
ponte de 0sso maduro entre dois processos transversos adjacentes (Figura 7).

Os resultados do teste biomecénico analisando a forca ao ponto de ruptura, forga ao
limite de elasticidade (Newton) e o indice de rigidez (N/cm) demonstraram uma diferenca
significativa (p<0,05) entre as vértebras tratadas com MOD e medula 6ssea e as vértebras
controle. Porém, dentre as semanas analisadas esta diferenca ndo foi significativa (Quadros
1,2e3).



DISCUSSAO

A coluna vertebral dorsolateral consiste em um ambiente desafiador para a
formagédo Ossea, diferente do que acontece com 0ssos longos. Isto faz com que materiais
gue apresentam resultados satisfatérios em defeitos 0sseos passam a ndo se comportar da
mesma forma na unido vertebral dorsolateral lombar . A utilizacdo de apenas a matriz
Ossea desmineralizada na unido vertebral ndo demonstrou resultados satisfatorios e poucos
estudos foram realizados em relacéo & utilizagio da medula 6ssea na unido vertebral @, A
associacao destes compostos demonstrou ser uma opcao exeqiiivel e de baixo custo Y,

A pseudoartrose permanece um problema de dificil solucéo e elevado custo quando
a crista iliaca é utilizada na unizo vertebral em humanos @' Tal condicéo requer, na
maioria das vezes, um segundo procedimento cirdrgico, 0 que aumenta a morbidade do
paciente. Este estudo analisou a possibilidade da utilizacdo da matriz 6ssea homologa
desmineralizada associada a medula Ossea autdégena fresca como substituto para o
autoenxerto da crista iliaca, pois em diversos estudos ficou evidenciada uma resposta
sinérgica em defeitos de 0ssos longos ou pseudoartroses, além de se traduzir em pequena
morbidade do sitio doador 419,

Da mesma forma como foi observado por outros autores (10,11), a coleta da medula
Ossea foi um procedimento simples e de baixo custo. A morbidade apés o procedimento foi
pequena, os animais ndo manifestaram sinais de dor no sitio de puncéo.

As andlises radiograficas demonstraram um aumento gradativo da radiopacidade da
regido do enxerto no decorrer do periodo pés-operatorio. O tecido de unido apresentou,
desde as cinco semanas, homogeneidade em toda sua extensdo, que pode ser atribuida a
acao da medula 6ssea distribuida ao longo da matriz desmineralizada. Também a MOD foi
responsavel pela deposicéo 0ssea de forma organizada e restrita ao ambiente, atuando como
arcabouco osteocondutor.

A diminuicdo do indice de unido na sétima semana de sacrificio, reduzindo de
87,5% para 75% coincide com a presenca de abscesso unilateral encontrado em dois

animais deste grupo, o que levou anéo incorporagao do enxerto.
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A incongruéncia entre os dados radiograficos e de papacdo pode ser explicada
pelos resultados histoldgicos. Houve casos em que animais receberam escore radiogréfico
3, cujas areas radiolucentes presentes na radiografia, histologicamente foram representadas
por ilhas de cartilagem. Estes animais, radiograficamente, foram considerados * ndo-uni&o”,
mas a palpacdo a area operada se encontrava firme e sem mobilidade, sendo considerados
“unido”. Isto significa que nem sempre os achados radiogréficos refletem a condicéo clinica
real do paciente.

A vascularizagdo e as ilhas de tecido condrdide no centro da regido de enxertia
(figura 5, B), a quinta semana apés a cirurgia, coincidem com os achados de Wilson et al.
D que afirmaram que a incorporagcdo do enxerto 6sseo esta diretamente relacionada a
vascularizacdo e presenca de material osteogénico no local. Nas semanas seguintes de
sacrificio a ossificagdo se deu de forma endocondral, predominantemente a partir dos
processos transversos, que atuaram fornecendo nutrientes a partir das areas descortificadas.

Concordando com Frenkel et. a © a descortificacdo dos processos transversos
estimula a unido vertebral. A vascularizagcdo para a regidao do enxerto progrediu dos
processos transversos descortificados e na interface a ossificagdo endocondral
gradativamente substituiu a matriz reabsorvida. Porém, nos animais submetidos somente a
descortificagdo ocorreu apenas reacdo periosteal, observada a histologia e em avaliacdes
radiogréficas. Estes achados confirmam que a descortificagdo foi procedimento essencial
para ocorréncia da integracdo do enxerto ©.

Para Witthjer et al *” e Barros ® as células medul ares associadas ao enxerto 6sseo
desmineralizado influenciam a osteogénese somente nos estagios iniciais de cura,
adiantando o0 processo. Nesta pesquisa, na nona semana, foi observada area de 0sso
trabecular maduro comunicando-se com a regido receptora dos processos transversos
descortificados durante a cirurgia.

Estudos ©® citan que a quantidade de proteina morfogenética Gssea (BMPs)
liberada a partir da desmineralizacdo néo é suficiente para intensificar aformagdo 0ssea na
coluna vertebral. Contudo, no presente estudo a adicdo da medula Ossea pareceu
incrementar a propriedade osteoindutora da matriz desmineralizada como é relatado por

outros autores ®1%218 A medula 6ssea além de fornecer células osteoprogenitoras também
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fornece fatores de crescimento que se somam a atividade osteoindutora, determinada pela
BMP presente naMOD 9

O teste biomecanico demonstrou gque as vértebras tratadas com a MOD e medula
Ossea apresentaram diferenca significativa entre a forga ao ponto de ruptura e forca ao
limite de elasticidade quando comparadas com as veértebras adjacentes, utilizadas como
controle (Quadro 1). Contudo, nd houve diferenca significativa entre as semanas
analisadas.

O indice de rigidez também mostrou diferenca significativa entre as vértebras
tratadas e o controle (p<0,05). O maior indice de rigidez indica que as vértebras que
receberam o enxerto 6sseo e medula suportaram uma determinada forca e deformaram
menos que as vértebras controle submetidas a mesma forga. Para a coluna vertebral que
esta submetida a forgcas deformantes, constantemente, quanto maior o indice de rigidez da
massa 6ssea, maior a estabilidade do segmento e consequiente sucesso da unido vertebral e
resolucéo da sintomatol ogia dolorosa.

A média das propriedades mecanicas do sitio de unido a cada semana (Quadro 2) foi
determinada com base nos valores de indice de unido de cada animal. Cada média, em
relacdo a forca ao ponto de ruptura, forca ao limite de elasticidade e ao indice de rigidez
gue apresenta seu valor menor ou igual a 1 indica que ndo houve ganho ou aumento da
resisténcia deste material ao contrério dagueles que obtém valores maior que 1. No total,
em todas as semanas, 0s segmentos tratados mostraram maior resisténcia biomecéanica
guando comparados aos segmentos ndo tratados. Quanto maior 0 nimero, maior a diferenca
entre 0s segmentos tratados dos ndo tratados. Isto indica que o tecido ésseo que foi
predominantemente encontrado nos segmentos tratados foi o responsavel pela sua maior
resisténcia em comparagdo aos segmentos controle.

Boden et a ™ realizaram testes biomecanicos com o mesmo protocolo, porém
utilizaram o autoenxerto da crista iliaca e obtiveram resultados semelhantes ao encontrado
pelo presente experimento. Estes autores determinaram, em coelhos, uma média do indice
de forca ao ponto de rupturaigual a 1,78+0,13, dez semanas ap0s a cirurgia enquanto que a
média de todos os animais tratados com MOD e medula Ossea apresentaram valores bem
proximos, 1,78 + 0,23. indices relativos que apresentaram valores igual a 1, indicam que

ndo houve diferenca entre os segmentos tratados e adjacentes e quanto mais alto foi este
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valor, maior a diferenca. Presume-se, portanto que o tecido formado pelo enxerto 0sseo de
MOD associado & medula Gssea apresentou um comportamento fisico semelhante ao

demonstrado pelo tecido formado pelo autoenxerto da cristailiaca.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a deposicéo de matriz 6ssea
homdloga desmineralizada associada a medula Ossea autdgena fresca sobre processos
transversos das vértebras lombares 5 e 6 determina massa de unido homogénea em toda sua
extensdo, cuja vascularizagdo originase nos processos transversos descortificados e, na
interface osso/enxerto a ossificagdo endocondral gradativamente substitui a matriz. Além
da acdo osteoindutora sobre as células tronco da medula 0ssea, a matriz € responsavel pela
deposicdo Gssea de forma organizada e restrita a0 ambiente, atuando como arcabouco
osteocondutor. O enxerto 6sseo de MOD associado a medula 6ssea permite a formacéo de
um tecido 0sseo0 que confere ao segmento operado maior resisténcia mecanica em
comparagao aos segmentos adjacentes. Os resultados permitem concluir que a associagéo
destes compostos pode ser utilizada com sucesso como agente promotor da unido vertebral

dorsolateral lombar.
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Quadro 1. Resultado dos testes biomecanicos realizados na &rea de enxertia (vértebras
tratadas) e nos processos transversos adjacentes (vértebras controle). Resultados
dos testes por palpagéo manual e radiografico. Semanas 5, 7e9

Teste Biomecanico

Vértebrastratadas VértebrasControle

Forca Forga Indicede Forga Forga Indice
ANIMAL SEMANAS RADIOGRAFIA PALPACAO Maxima Limite* Rigidez Maxima Limite* Rigidez
01 5 F(3) F - - - - - -
02 5 F(3) F - - - - - -
03 5 NF (2) F - - - - - -
04 5 NF (3) F - - - - - -
05 5 NF (2) F 325,8 202,65 101325 1875 3255 101,71
06 5 F 4) F 3225 201,75 77596 2821 33,24 85,23
07 5 NF (2) NF 260,4 238,39 744,98 129,3 11,295 1255
08 5 F (4) F 330 219,9 1099,5 130,5 124,65 4155
09 7 F (4) F - - - - - -
10 7 F (4) F - - - - - -
11 7 NF (3) NF - - - - - -
12 7 F (4) F - - - - - -
13 7 F 4) F 3423 213,9 972,27 180,4 140,02 388,9
14 7 NF (2) NF 301,6 222,94 796,23 206,3 133,95 326,70
15 7 NF (3) F 330,9 190,77 733,73 197,3 178,90 662,61
16 7 F4) F 431,1 238,53 1084,22 229,9 156,72 602,76
17 9 F (4) F - - - - - -
18 9 F (4) F - - - - - -
19 9 F (4) F - - - - - -
20 9 NF (3) F - - - - - -
21 9 NF (3) F 330,5 221,09 981,34 1894 146,58 395,14
22 9 F 4) F 319,5 223,09 531,17 220,5 195,43 574,80
23 9 F 4) F 359,6 207,91 693,05 194,2 145,87 858,08
24 9 F(4) F 367 # # 202,7  # #

F = fusdo solida; NF = ndo fusdo. Escore radiografico em parénteses.

Forcamaxima (N);

* Forca ao limite de elasticidade (N);

indice de rigidez (N/cm);

- animais submetidos a andlise histol 6gica.

# valores ndo calculados devido a erro experimental.
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Quadro 2. Propriedades Mecanicas da Unido Vertebral Dorsolateral Lombar com a
utilizagdo da Matriz Ossea Desmineralizada associada a Medula Ossea

Autdgena Fresca.
Tempo Nimero de Forca maxima Forcaaolimitede indicederigidez
(semanas) animais relativa* elasticidade relativa*
relativa*
5 4 1,90+0,44 8,79+6,15 6,91+206
7 4 1,72+0,15 1,44+0,19 1,96+0,50
9 4 1,71+0,13 0,82+0,46 0,70+0,35
Total 12
1,78+0,23 3,68+3,72 3,19+0,56

* Dados expressos pela razdo entre os resultados dos niveis tratados pelo controles.

Quadro 3. Andlise de variancia da forca ao ponto de ruptura (a) e forca ao limite de

elasticidade (b):
a
Fonte de Variacdo G.L. Soma de Quadrado F Signifi.
Quadrado Médio
Vértebras tratadas (VT) 120572.6 120572.6 70.771  0.00000
Semanas de sacrificio 2 4245.498 2122.749 1.246 0.31132
VT X Semanas 2 175.0158 87.50792 0,051  ***Fxxx
Residuo 18 30666.70 1703.706
Cosficiente de variagdo = 15.524
b
Fontede Variacéo G.L. Soma de Quadrado F Signifi.
Quadrado Meédio
Vértebras tratadas (VT) 1 52486.23 52486.23 72.775  0.00000
Semanas de sacrificio 2 3876.296 1938.148 2.687 0.09522
VT X Semanas 2 147.3690 73.68448 0.102  ***xFxxx
Residuo 18 12981.85 721.2137

Cosficiente de variagdo = 15.390
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Musculo multifido

Musculo longissimos

Figura 1. A. acesso cirdrgico ao processo transverso lombar. B.
local de descortificagdo dos processos transversos
(destague em vermelho). C. deposicdo da matriz 0ssea
homologa desmineralizada sobre os processos transversos
de Ls-Lg
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Palpacdo Manual
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Figura 2 - Representacdo grafica da porcentagem do indice de uni&o durante pal pagéo
manual dos animais tratados com matriz 6ssea desmineralizada associada a
medula 0ssea autdgena e controle, em relacéo as diferentes semanas de
sacrificio.

Avaliacdo Radiografica
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Figura 3 - Representacéo grafica da porcentagem do indice de unido radiogréfica dos
animais tratados com matriz 0ssea desmineralizada associada a medula
0Ossea autogena e controle em relagéo as diferentes semanas de sacrificio.
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Figura 4. Aspecto radiogréfico apos a cirurgia. (A) as 9 semanas ap0s a descortificagdo dos
processos transversos sem a adicdo de enxerto. Reagdo periosteal (setas). (B) as 5
semanas apls enxertia com matriz 6ssea homologa desmineralizada (MOD)
associada a medula 6ssea autégena fresca (MO). Presenca de areas radiolucentes
(setas) ndo formando ponte Gssea entre dois processos transversos adjacentes
bilateralmente, escore 2 (ndo fusdo). (C) as 7 semanas apOs cirurgia, escore 4
(fusdo). (D) as 9 semanas apds acirurgia, escore 4 (fusdo).
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Figura 5. Fotomicrografia da regido de enxertia, as 5 semanas apos a
cirurgia. A. Integracdo do enxerto a0 processo transverso
(PT). Matriz O6ssea desmineralizada (MOD) sendo
reabsorvida e substituida por tecido condréide (TC).
Formacdo de tecido condrdide (seta) no centro daMOD. H &
E. 63 X. B. Regi&o central do enxerto. MOD e presenca de
ilhas de cartilagem (TC). H & E. 63 X.
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Figura 6. Fotomicrografia da regido de enxertia as 7 semanas ap0s a cirurgia.
A. Ossificagdo endocondral (OE) substituindo a matriz Ossea
desmineralizada (MOD). Tecido condréide (TC) e Processo

transverso (PT). H & E. 63 X. B. Regido central do enxerto

substituida predominantemente por tecido 6sseo (TO). H & E. 63
X.
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Figura 7. Fotomicrografia da regido de enxertia as 9 semanas apds a cirurgia. A.
Regido central do enxerto substituida predominantemente por tecido &ésseo
trabecular (TO) e tecido 6sseo imaturo (Oi). Tricrdmico de Masson. 63 X. B.
Regido central do enxerto substituida predominantemente por tecido &sseo
trabecular (TO) H & E. 63 X.
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5.0 - CONCLUSOES GERAIS

Com os resultados do presente estudo foi possivel concluir que a matriz 0ssea
homologa desmineralizada utilizada isoladamente serve como arcabougo para a formagéo
Ossea. Contudo, o baixo indice de unido tornaa ineficaz na formagdo de uma unido
vertebral dorsolateral lombar. Por outro lado, sua associagdo com a medula 0ssea autogena
fresca demonstrou a formac&o de uma massa de unido homogénea em toda a extenséo do
enxerto. Além da agdo osteoindutora sobre as células tronco da medula 0ssea, a matriz é
responsavel pela deposicdo Ossea de forma organizada e restrita a0 ambiente. Portanto, a
associagdo destes compostos pode ser utilizada com sucesso como agente promotor da
unido vertebral dorsolateral lombar.
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