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Estudou-se, do ponto de vista histologico, em 25 cdes machos, adultos, a
regeneragio Gssea que ocorreu na metafise distal dos fémures quando se produz um orificio
nesta regido e o mesmo ¢ preenchido com auto-enxerto fragmentado ou aloenxerto
fragmentado e congelado. Como controle, usou-se perfuragio semelhante na metafise
proximal das tibias, sem uso de enxerto. Realizou-se este estudo na segunda, quarta, sexta,
oitava e décima segunda semanas de pos-operatorio. Verificou-se que a regeneragio com 0s
dois tipos de enxertos foi muito semelhante, porém ocorreu em ritmos diferentes e mais
rapida com auto-enxerto. O padrio de regeneragfio 0ssea com uso de enxertos foi de melhor

qualidade do que a ocorrida espontineamente.
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A evolugdo historica do transplante 6sseo data de pouco mais de um século.
Entretanto, ja em 1668 houve o relato isolado de um enxerto bem sucedido realizado por
*JOB van MEEKEREN, que reparou o defeito da calota craniana de um soldado russo com
0sso de crinio de cdo. Nos dois séculos seguintes, ndo se encontrou uma sé referéncia

sobre tal forma de tratamenio.

Somente na segunda metade do século XIX é que os estudos sobre enxertias
Osseas foram retomados com bases cientificas mais solidas. **OLLIER (1867), em seu
livio “Tratado da Regeneraciio dos Ossos” formulou os primeiros principios cientificos
experimentais da enxertia Ossea. Usando  auto-enxertos  concluiu  que, a0 ser
transplantado, o osso sofre necrose; entretanto, o peridsteo permanece viavel e mantém a

atividade osteogénica.

Em 1881, ***MACEWEN conseguiu reconstruir 0 Umero de uma crianca,
substituindo-o por outro de cadaver. ****BARTH (1883,1884) ¢ *****MARCHAND
(1899,1901) também observaram que o osso do auto-enxerto, ao ser transplantado, necrosa
e ¢é invadido por células da 4rea receptora que tém potencial osteogénico. Sdo estas que
passam a produzir novo osso sobre o enxerto necrético. Desta forma, estes autores
demonstraram que osso de uma parte do corpo pode substituir 0 de outra com sucesso. A
partir dos relatos de ****** AXHAUSEN (1907), *+x*xxxxpHEMISTER (1914) e LEXER

(1907, 1925), a técnica de enxertia dssea foi reconhecida como racional e viavel.

*JOB van MEEKEREN apud MULLIKEN, KABAN, GLOWACKI, (1984); MARX & KLINE, (1983); LANE & SHANDU (1987).
#*QLLIER (1867) apud SCHWEIBERER, STUTZLE, MANDELKOW

+** L ACEWEN, apud MARX & KLINE, (1983)

+*+*¥QARTH (1883,1884) apud CHASE & HERDON (1955); SCHWEIBERER et al. (1989)

»4r4¥ MARCHAND (1899.1901) apud CHASE & HERDON (1955); SCHWEIBERER et al. (1989)

ssas2x ANHAUSEN (1907) apud CHASE & HERDON. (1955), MARX & KLINE, (1983)

s*xxxwxx PHEMISTER (1914} apl.l.ﬂ MULLIKEN et al. (1934); MARY & KLINE, 1983.
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AXHAUSEN ¢ PHEMISTER descreveram como ocorre a incorporagdo do
enxerto pelo receptor e LEXER (1907, 1925) publicou seus primeiros casos de implantes
Osseos e relatou que, apds 20 anos de seguimento, metade dos pacientes que receberam

aloenxerto ndo tiveram sinais de rejei¢do e os enxertos haviam se integrado totalmente.

No Brasil, em 1912, JORGE GOUVEA, na cidade do Rio de Janeiro, realizou o
que deve ter sido o primeiro implante 6sseo no pais; substituiu a extremidade distal do

radio, comprometida por um tumor, pela extremidade proximal do peréneo.

Posteriormente, ao final dos anos quarenta, BUSH & GARBER (1948) e
WILSON (1947) descreveram as técnicas de estocagem de osso em congelador. A
demonstragdo do .comportamento e da eficacia clinica dos aloenxertos assim preservados
( WILSON, 1947, HENRY, 1948, CHASE & HERDON, 1955, TURNER, BASSET,
SAWAYER, 1955; HEIPLE, CHASE , HERDON, 1963) reacendeu o interesse por esta
conduta, que passou a ser usada rotineiramente em alguns paises (VOLKOV, 1970;

OTTOLENGH]I, 1972; PARRISH, 1973)

Atualmente, dentre os tecidos humanos transplantados, somente as transfusdes
sanguineas superam as enxertias 0sseas. Estima-se que, nos Estados Unidos da América do
Norte, sejam realizadas de 100.000 a 200.000 cirurgias de enxertos 0sseos por ano (LANE
& SANDHU, 1987), com diferentes finalidades: preencher as falhas dsseas causadas por
trauma ou ressecedes de tumores, estimular a consolidacdo de fraturas, tratar pseudo-
artroses, estimular a consolidagio nas artrodeses e reconstruir a anatomia e a massa 0ssea
nas revisdes de endoproteses (PALMER, 1948, MANKIN et al. 1982, BORJA &
MNAYMNEH, 1985; DICK, MALININ, MNAYMNEH, 1985; GROSS et al. 1985;
MAKLEY, 1985; MALININ, MARTINEZ, BROWN, 1985, MNAYMNEH et al. 1985;
URBANIACK & BLACK, 1985; LANGLAIS & VIELPEAU, 1989; LING et al. 1993).

Dentre os enxertos utilizados, o auto-enxerto € o mais tolerado. Ha, entretanto,
limitagdes a0 seu uso, pois sua disponibilidade é limitada, tanto em relag3o a quantidade

quanto a forma (BURCHARDT, 1987; GOLDBERG & STEVENSON, 1987, LANE &
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SHANDU, 1987). Além do mais, para sua obtengdo, ha custos e riscos adicionais. Dentre
estes, destacam-se: aumento da morbidade, necessidade de outra incisdo cirurgica e,
dbviamente, maior tempo de anestesia e maior risco de infec¢do. A area doadora sofre
enfraquecimento e, dependendo de sua localizagdo, podera fraturar-se. Por estes motivos,
por produzirem resultados comparaveis aos auto-enxertos ¢ terem disponibilidade
ilimitada, os aloenxertos tendem a ser mais usados (DOPPELT et al. 1981; MANKIN,
1983; MANKIN et al. 1982; MANKIN & FRIEDLANDER, 1983; BURCHARDT, 1987;
MAKLEY, 1985; MALININ et al. 1985). Nas reparacdes 0sseas extensas podem substituir
grandes segmentos Osseos ¢ até hemiarticulagbes (PARRISH, 1973; MURRAY, 1983;
MAKLEY, 1985, MNAYMNEH et al. 1985, URBANIAK, 1985; LANGLAIS &
VIELPEAU, 1993).

A analise dos resultados clinicos de enxertias Osseas mostra 25% de
complicagdes, tais como: infec¢do, a ndo unidio do enxerto com o 0sso receptor, fratura do
enxerto por fadiga e, ocasionaimente, reabsorgiio do osso transplantado (GOLDBERG &
STEVENSON, 1987; MANKIN, 1983; MURRAY, 1983; BURCHARDT, 1987).

Estas complicagdes estdo relacionadas a varios fatores: técnicas de preservagio
6ssea (TURNER et al. 1955, TOMFORD, 1983, TOMFORD, DOPPELT, MANKIN,
1983), imunogenicidade do osso transplantado (CURTISS & WILSON, 1953;
BONFIGLIO, JETER, SMITH, 1955; CURTISS & HERDON, 1955, BROOKS, et al.
1963; BOS et al. 1983; MANKIN, 1983; MANKIN, FRIEDLANDER, LANGER, 1983;
CZITRON, AXELROD, FERNANDEZ, 1985;), revascularizagdo inadequada do enxerto €
diminuiciio da deposi¢do mineral no osso transplantado (MANKIN, 1983; KANDEL et al.
1985). Por ser inaceitavel este indice de complicagdes, varias pesquisas t&m sido realizadas,
na tentativa de se obter uma melhor compreensiio da resposta biologica do organismo aos
auto-enxertos e aloenxertos (CHASE & HERDON, 1955; HEIPLE et al. 1963,
ENNEKING et al. 1975; BOS et al. 1983; MANKIN et al. 1983; POWELL et al. 1983;
CZITRON et al. 1985; SHAFFER et al. 1985; HEIPLE et al. 1987, LANE & SHANDU,
1987; GRECO et al. 1989). O conhecimento mais preciso deste processo ¢ fundamental

para que se possam realizar enxertias 6sseas com maior margem de Sucesso.
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As teorias de incorporagdo dos enxertos Osseos também remontam ao século
passado. Como ja foi referido, Ollier (1867) investigou as propriedades do auto-enxerto e
discutiu seu papel na produgio de osso novo sem, entretanto, diferenciar osso esponjoso e
cortical. Concluiu que o periésteo transplantado permanece viavel e contribui para a
neoformacio ossea. BARTH (1883,1884) e MARCHAND (1899,1901) sugeriram que o
tecido transplantado morre e que as células do receptor adjacentes ao enxerto ¢ que
produzem o osso novo. O transplante forneceria somente a estrutura sobre a qual ¢

reconstruido o tecido osseo.

No inicio deste século, estes conceitos foram revistos por AXHAUSEN (1907).

Segundo suas observagdes, o 0ss0 transplantado morre, mas o peridsteo permanece viavel.

A seqiiéncia dos eventos biologicos nos implantes de auto-enxerto e aloenxerto
apesar de ter sido muito estudada, continua obscura (HEIPLE et al. 1963; ENNEKING et
al. 1975; BURCHARDT & ENNEKING, 1978; SCHACHAR et al. 1983; MARX et al.
1984; PROLO & RODRIGO, 1985, KANDEL et al. 1985, BURCHARDT, 1987,
GOLDBERG & STEVENSON, 1987, HEIPLE et al. 1987, SPRINGFIELD, 1987,
SCHWEIBERER et al. 1989).

Ainda hoje, atribui-se a AXHAUSEN o entendimento basico do processo de
regeneragdo ossea apds enxertia. Segundo ele, esta ocorre em duas fases: a primeira dura
dias ou semanas e deve-se a atividade dos osteoclastos e osteoblastos presentes no osso
transplantado. No caso do auto-enxerto a regeneragio ocorre de forma mais rapida e mais
intensa. Com aloenxerto, como h4 diminui¢o do namero de osteoclastos e osteoblastos
presentes no enxerto, devido a degradagio celular secundaria a reagdo imunologica, esta
regeneragio ¢ menos intensa. Na segunda fase, hd, predominaniemente, degradagao da
matriz Ossea transplantada, realizada por células de corpo estranho e macrofagos do
receptor. No aloenxerto, apesar da destruigdo das células transplantadas, ainda ocorre
osteogénese. Células mesenquimais pluripotenciais do receptor migram para o enxerto e se
diferenciam em  osteoblastos, enquanto células hematopoiéticas se diferenciam em

osteoclastos e, ambas, passam a produzir o osso novo. A diferenciagio das células
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mesenquimais e hematopoiéticas deve-se a ac¢do catalisadora do enxerto. Essa fase €
chamada indutiva e dura semanas ou meses, dependendo dos fatores fisicos e bioquimicos

que atuem na regido.

URIST e colaboradores (1965, 1974, 1975, 1983) observaram que certas
proteinas ou derivados protéicos também estimulam estas transformagdes celulares e,

conseqiientemente, os processos de indugdo 6ssea.

As pesquisas sobre biologia de incorporagdo dos emxertos 0sseos, sejam eles
auto-enxertos, aloenxertos ou xenoenxertos, foram realizadas, na maior parte das vezes,
com enxertos segmentares (HEIPLE et al. 1963; ENNEKING et al. 1975; SCHACHAR et
al. 1983; GOLDBERG & STEVENSON, 1987, LANE & SHANDU, 1987,
SPRINGFIELD, 1987). Nos estudos de osteoindugdo os modelos experimentais utilizaram
matriz Ossea desmineralizada em pd (THIELEMANN, SCHMIDT, KOSLOWSKI, 1982;
VOLPON, XAVIER, GONCALVES, 1982; REDDI, 1983; REDDI & ANDERSON, 1976,
REDDI, WIENTROUB, MUTHUKAMARAN, 1987), derivados protéicos da matriz Ossea
( URIST, 1965; TURK et al. 1993), coagulo de fibrina (ZILCH & WOLF, 1987, GRECO,
DE PALMA, LISAI 1988), derivados da medula d6ssea (CUMMINE, ARMSTRONG,
NADE, 1983) e osso desproteinizado (RAY & HOLLAWAY, 1957). Encontraram-se
poucos trabalhos experimentais utilizando aloenxerto fragmentado e congelado ( RAY &
HOLLAWAY, 1957; MARX et al. 1984; GRECO et al. 1989) e nenhum deles comparativo

com auto-enxerto fragmentado e nas metafises dos fémures e das tibias.

No Brasil, poucos servigos ortopédicos dispSem de Banco de Ossos e, entre
nds, ndo foi encontrado nenhum estudo experimental sobre regeneragio ossea, comparando
auto-enxerto e aloenxerto. Em 1982, VOLPON e colaboradores estudaram a reparagio de
defeito diafisario em ulna de coelhos, utilizando osso cortical em pd, descalcificado e
calcificado. Na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
(FCM-UNICAMP) criou-se um banco de 0ssos que, até o momento, funciona em carater

experimental.

Introducdo 6



1.1. OBJETIVOS

Este experimento visou observar como ocofre a regeneragio Ossea com
enxertos fragmentados; adquirir conhecimento ¢ experiéncia com a mesma e,
concomitantemente, testar a eficacia das condigdes de armazenamento de aloenxertos no

banco de ossos do Hospital de Clinicas da FCM/UNICAMP.

Para tal, comparou-se, do ponto de vista histologico e radiologico, a
regeneragiio 6ssea nas metifises distais de fémures de cdes, propiciada pela enxertia de

aloenxerto fragmentado e congelado e auto-enxerto fragmentado.
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AUTOQO-ENXERTO:- Tecido removido de uma parte do corpo e transferido para outra do

mesmo individuo. Representa o padrio para avaliagdes de transplantes osseos.

ALOENXERTOQ:- Tecido transplantado de um animal para outro da mesma espécie. E o

termo preferido atualmente ¢ ja foi referido como enxerto homaologo.

XENOENXERTO:- Tecido transplantado entre espécies diferentes. Anteriormente era

referido como enxerto heterdlogo.

INCORPORACAQ:- Termo usado para descrever a integragio e a reparagio do tecido
6sseo transplantado (BURCHARDT, 1987; PROLO & RODRIGO, 1985).

OSTEOCONDUCAO:- E o crescimento de capilares e células osteoprogenitoras
{mesenquimais) do receptor no material transplantado. Estes materiais podem ser nio
biolégicos { vidros, cerdmicas, plasticos, ete), biologicos ndo vidveis (osso congelado, osso
desidratado e congelado, osso autoclavado e osso desproteinizado) e biologicos viaveis
(auto-enxerto vascularizado e ndo vascularizado) . Em esséncia, a osteocondugio depende
do crescimento de osso novo do leito receptor sobre o material transplantado
(BURCHARDT, 1987; PROLC & RODRIGO, 1985). Em 1907, BARTH ¢ AXHAUSEN
usaram o termo “schleichender ersatz” para descrever a substituigdo de 0ss¢ necrotico por
0sso neoformado, apds enxertia dssea. Na lingua inglesa, este termo foi traduzido por
“creeping substitution” (BURCHARDT, 1987; GOLDBERG & STEVENSON, 1987
PROLO & RODRIGO, 1985). No Brasil a expressio que mais se aproxima destas

denominacGes € “crescimento em trepadeira”.

OSTEOINDUCAO:- E o processo de diferenciagio de células mesenquimais
pluripotenciais, do leito receptor, em células osteoprogenitoras quando em contato com o
implante. Este processo hipotéticamente ¢ regulado por polipéptidos morfogénicos
insoluveis, enzimas especificas e enzimas inibidoras (URIST, EARNEST, KIMBALL,
1974; URIST & HERNANDEZ, 1974, URIST, MIKULSKI, BOYD, 1975; MULLIKEN
et al. 1984). Em 1965, URIST demonstrou pela primeira vez a capacidade de a matriz

ossea descalcificada e desvitalizada induzir a formacio 6ssea em locais heterotopicos.
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3.1. MATERIAL DO EXPERIMENTO E TECNICA CIRURGICA

Foram utilizados 36 cédes adultos, machos, sem raga, do biotério da FCM-
UNICAMP, fornecidos pelos Centros de Controles de Zoonoses e Captura de Animais das

Prefeituras Municipais de Campinas e regido.

Ao chegar ao biotério, eram examinados por veterinario, submetidos a
tratamento de verminoses e de outras eventuais patologias. Permaneciam em observacgio
por 20 dias, em canis isolados, e alimentados com ragfo apropriada ad [libitum.Os

considerados em boas condigdes de saide foram usados no experimento.

O planejamento previu a formag#o de cinco grupos, com cinco animais cada ¢ o
critério que serviu para diferenciar estes grupos foi a semana em que os animais seriam

sacrificados. Foram assim constituidos:

Grupo I: cinco c3es sacrificados duas semanas apos a cirurgia.
Grupo II: cinco cées sacrificados quatro semanas apds a cirurgia.
Grupo III: cinco cdes sacrificados seis semanas apos a cirurgia,
Grupo IV: cinco cées sacrificados oito semanas apds a cirurgia.

Grupo V : cinco cées sacrificados doze semanas apos a cirurgia.
Nos grupos os ces tiveram as identificagdes citadas no quadro I.
Quadro 1

IDENTIFICACAOQ DOS CAES NOS 5 GRUPOS

Grupos Cies
[ 72 71 36a 92a 6
I 91a 4a 123 4 124
I 36 45 41 82 73
v 90 91 16 93 95
v 120 77 33 5 100
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Ao todo, foram operados 36 cdes. Oito morreram por diferentes causas e trés
foram desprezados porque os enxertos utilizados ndo preencheram um dos critérios de
estocagem previamente determinados: manutengio a menos 70 graus Celsius. O peso dos
25 cées utilizados no experimento variou de 10 a 27 kilogramas, com média de 15.5

kilogramas e desvio padrdo de 7 kilogramas.

Para serem submetidos a cirurgia, foram anestesiados com Tiopental Sodico
(15 miligramas por quilo de peso) e uma associagdo de Fentanil (0.1 miligrama) e
Droperidol (5.0 miligramas), injetados por via endovenosa, independentemente do peso do
animal, entubados com sonda endotraqueal € mantidos com respiracfio assistida por

aparelho de ventilagio mecdnica controlada*.

Fez-se, a seguir, a assepsia pré-operatoria dos membros pélvicos. Para tal,
foram tricotomizados com aparelho elétrico do tergo médio das coxas ao médio das pernas,
lavados com &gua corrente e sabfo e pintados com solugio de alcool iodado a 5%. Com o
animal colocado em decubito dorsal horizontal sobre calha especial, os membros pélvicos

caiam naturalmente em abducdo, o que permitiu facil acesso ao lado medial dos joelhos.

Cobriram-se os animais com campos cirirgicos esterilizados e somente a area a
ser operada ficou exposta. As metafises proximais das tibias e distais dos fémures, nas
faces mediais, foram expostas por meio de duas incisdes cirurgicas, obliquas,

periarticulares, com aproximadamente trés centimetros de extenséo cada.

A do fémur dirigia-se de cima para baixo, de posterior para anterior e
terminava anteromedialmente proximo a interlinha articular do joelho. A da tibia iniciava

proximo a linha articular, dirigia-se de cima para baixo e de anterior para posterior

(Figura 1).

* Aparelho de Takacka, modelo 600.
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INCISOES
CIRURGICAS

Figura 1: C3o na mesa cirirgica e esquema das incisdes utilizadas.
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Abriu-se a pele ¢ o tecido celular subcuténeo e efetuou-se a hemostasia dos
vasos sangrantes por pingamento e posterior cauterizagdo com bisturi elétrico. Dissecou-se
e afastou-se do fémur o vasto medial do quadriceps e abriu-se o periosteo. Na tibia, fez-se o

mesmo com o peridsteo; assim, expuseram-se as metafises desses 08s0s.

A seguir, os dois ossos foram perfurados com perfurador elétrico™® e broca
de 5.55 milimetros de didmetro. As perfuragdes foram feitas nas metafises distais dos
fémures e proximais das tibias, perpendiculares aos planos sagitais. Atingiram a cortical

medial, o0 osso esponjoso e respeitavam a cortical lateral.

Os orificios dos fémures foram preenchidos com auto-enxerto ou
aloenxerto. Foi definido, por sorteio, antes de cada cirurgia, qual lado receberia uma ou
outra forma de enxerto. Os orificios das tibias foram deixados sem enxertos, como
controle. A distribuigio dos enxertos foi a seguinte: o fémur direito recebeu em 12 caes,
auto-enxerto e em 13, aloenxerto. O esquerdo, em 13 cdes recebeu auto-enxerto e em 12,

aloenxerto. A forma como esses enxertos foram obtidos vai descrita adiante.

Os orificios das tibias foram tamponados ate’ que o sangramento fosse
interrompido. Apos revisio da hemostasia, a ferida cirirgica foi fechada com catgut

simples 00 (subcutdneo) e mononylon 000 (pele).

No pos operatorio imediato, cada animal recebeu antibioticoterapia**, em dose
Ginica, por via intramuscular, num dos membros pélvicos. Foram confinados em gaiolas que

permitiam a deambulagdo.

*Perfuradora Marca Singer. Modelo nimero 900. de 110 a 120voltz, 60 hertz e 2,0 amperes e 2000 rotagdes por
minute.

** Pentabidtico Veterindrio. Grande Porte. Associagdo de 1200000 U Penicilina G Benzatina. 600000 U de Penicilina
G Procaina, 600000 U Penicilina G Potassica Cristalina. 500 miligramas de Dihidroestreptomicina Base {Sulfato} e

500 Miligramas de Estreptomicina Base ( Suifate ).
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Segundo o protocolo, cada grupo de cinco cies foi sacrificado na segunda, quarta, sexta,
oitava ¢ décima segunda semanas de pos-operatorio. Para tal, foram anestesiados com 150
miligramas de Tiopental Sodico, e a seguir, recebiam 10 mililitros de Clorete de Potassio a
19%, por via endovenosa. Apos parada cardiaca € morte, os joelhos com os tergos distais
dos fémures e proximais das tibias foram extraidos, os ossos separados e as partes
moles cuidadosamente retiradas. A seguir, foram fixados por imersdo em solugdo de

formalina a 10% por um periodo minimo de sete dias.

3.2. PREPARO HISTOLOGICO

Depois de fixadas, as pecas foram descaicificadas por imersdo em solugdo de
Acido Nitrico a 5%, por 15 dias. A seguir, cortadas da seguinte maneira: as pegas do
fémur, inicialmente, por dois cortes transversais ao eixo longo do osso, junto a perfuracdo,
sendo um proximal e outro distal a esta (Figura 2). Em seguida, fizeram-se mais trés
cortes. Dois, paralelos ao longo eixo da perfuracio, que retiravam as corticais anterior €
posterior (Figura 3). O terceiro, perpendicular & perfuragdo, retirava a cortical lateral
(Figura 4). A cortical medial foi deixada intacta com seu orificio (Figura 4). Deste modo,
obteve-se um bloco em forma de paralelepipedo que continha a perfuragdo no seu interior,

ao longo do comprimento (Figura 5).

Por cortes perpendiculares & perfuragdo, direcionados da cortical medial para a
lateral, este paralelepipedo foi subdividido em trés fragmentos, um contendo a cortical e
dois contendo osso esponjoso. Cada fragmento media aproximadamente um milimetro e
meio de espessura. Isto nos permitiu obter dois fragmentos de o0sso  esponjoso, em

diferentes profundidades da perfuragfio (Figura 6).
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Figura 2: - Cortes transversais, perpendiculares ao longo eixo do 0sso.

Figura 3: - Cortes paralelos ao longo eixo da perfuragio, que retiraram as corticais
anteriores e posteriores.

Figura 4: - Corte perpendicular a perfuragdo, que retirou a cortical lateral.

Figura 5: - Bloco com cortical medial intacta.

Figura 6: - Cortes perpendiculares a perfuragdo, que dividiram o bloco em 3 fragmentos.
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As pegas das tibias foram cortadas do mesmo modo que as dos fémures.
Entretanto, devido a forma da sua metafise proximal, a perfuragio ficou ao longo da
largura do paralelepipedo obtido, o que permitiu a obtengio de dois fragmentos
perpendiculares a perfuragdo. Um com a cortical medial e outro com tecido esponjoso.
Deste foram retiradas duas amostras histologicas da regido superficial e duas da regido mais

profunda.

Para o processamento histologico, os fragmentos de cada bloco foram
colocados em capsulas unicassetes e lavados com agua corrente por 24 horas. A seguir,
foram processados em histotécnico, fazendo-se a desidratacfio, diafanizagfo e a infiltragio
por parafina liquida. A desidratagdo, por imersdo em alcool etilico, em diferentes
concentragdes: a 80% na primetra hora, 8 95% na segunda hora e a 100% na terceira hora.
A diafanizacdo, imergindo as capsulas com os fragmentos 6sseos em Xylol a 100% por
duas horas. Por fim, a infiltragiio, imergindo as capsulas em parafina a 100%, derretida, por

duas horas e meza.

Para a inclusdo, os fragmentos foram retirados das capsulas e imersos em
parafina, também derretida, contida em reservatorios proprios. Este processo durou poucos

minutos.

Nesses blocos, os fragmentos foram dispostos de forma que, ao serem cortados

com micrétomo, as secgdes histologicas obtidas eram transversais a perfuragio Ossea.

Para confec¢do das laminas, de cada fragmento de osso esponjoso do fémur
foram obtidas duas secgdes histologicas, que foram coradas com Hematoxolina-Eosina ¢
Tricrémico de Masson, num total de quatro secgdes para cada fémur. As mesma coloragtes

foram feitas com as quatro secgdes de osso esponjoso do fragmento da tibia.
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3.3. OBTENCAO DO AUTO-ENXERTO.

Ao se perfurarem as metafises proximais das tibias e a metafise distal do fémur
que recebeu o aloenxerto, a broca produziu pequenos fragmentos 0sseos que foram
coletados, depositados sobre gaze seca e estéril e utilizados como auto-enxerto.
Padronizou-se no inicio do experimento, que os fragmentos do fémur que recebeu auto-
enxerto ndio seriam utilizados. A quantidade de enxerto obtida foi sempre mais que

suficiente para preencher completamente o orificio que o recebeu.

3.4. OBTENCAO E ESTOCAGEM DO ALOENXERTO

Trés cies forneceram os aloenxertos. A técnica asséptica para a retirada dos

fragmentos osseos foi a mesma empregada para a realizacdo das cirurgias.

Os cies doadores foram sacrificados, suas tibias e fémures extraidos e as partes
moles retiradas. A seguir, perfuraram-se as metafises e epifises proximais e distais destes,
tantas vezes quanto possivel, em diferentes diregdes com a mesma perfuradora ¢ broca do
experimento. Os fragmentos 6sseos assim obtidos foram coletados e armazenados em
pequenos frascos estéreis de vidro, envolvidos por duas bolsas plasticas, também estéreis e
estocados em congelador a 70 graus Celsius negativos, por um periodo de, no minimo, 15
dias. Cada frasco continha quantidade mais que suficiente de fragmentos Osseos para

preencher o orificio do fémur. Foi preparado nimero de frascos maior que 0 necessario.

Antes de cada cirurgia os fragmentos, necessarios para cada experimento, eram
retirados do congelador e deixados embebidos em solugéio fisiologica a 0,9% por 30

minutos em temperatura ambiente,
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3.5, ESTUDO RADIOLOGICO

Depois de fixados, os segmentos dos fémures e tibias foram submetidos a
radiografias com aparelho de alta defini¢dio* e filme especifico para mamografia**. A
técnica utilizada foi a convencional para mamografia na qual a amperagem e voltagem
utilizadas dependiam da espessura da pega. Sempre usou-se foco fino e distdncia maxima.
Como ndo se tinha nenhum pardmetro quanto a voltagem e amperagem necessérias, as

radiografias foram feitas por tentativas e as melhores, selecionadas.

3.6. ESTUDO HISTOLOGICO

Todo estudo histologico foi realizado pelo autor, supervisionado por dois
histologistas. Para a analise dos resuitados, as laminas foram identificadas: cdo,

profundidade do corte, tipo de enxerto utilizado ¢ semana do sacrificio.

A metodologia proposta previu estudar a regeneracio 0ssea em todas as [Aminas
e quantificar em cada 1&mina, dos caes sacrificados com doze semanas, a2 fracdo de volume
ocupada pelas trabéculas osseas na area do defeito produzido nas metéfises. Para tal,
utitizou-se a métodologia de volumetria de pontos (AHERNE, 1970, WEIBEL, 1979;
SALA, MATHEUS, VALERI, 1981]).

3.6.1. ESTUDO HISTOLOGICO DESCRITIVO

Avaliou-se o processo de regeneracdo Ossea com a observacio de trés
elementos principais: trabéculas Osseas, espago intertrabecular e areas de tecido conjuntivo

fibroso denso. Quanto as trabéculas Osseas, estudou-se sua quantidade, aspecto, disposigio,

*Mamografo CGR, Kilovoltagem: 22-4%, Amperagerm: 4-800
** Foto Med 18x24
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atividade osteoclastica e osteoblastica. No espago intertrabecular, levou-se em conta a
quantidade de vasos neoformados, células hematopoiéticas, tecido conjuntivo frouxo e
células adiposas. Em relagfio ao tecido conjuntivo fibroso denso, avaliou-se sua area,

aspecto ¢ celularidade.

3.6.2. ESTUDO HISTOLOGICO QUANTITATIVO

3.6.2.1. Avaliacio histologica quantitativa da fracio de velume (Volume
Relativo) ocupada pelas trabéculas dsseas na reparacio de defeito dsseo na décima

segunda semana de pés operatorio ( Andlise Morfométrica).

A fragdo de volume ocupada pelas trabéculas osseas produzidas em cada
defeito Osseo foi avaliada pelo método da volumetria de pontos (AHERNE, 1970;
WEIBEL, 1979; SALA, MATHEUS, VALERI, 1981), utilizando-se um sistema-teste, com

uma ocular com reticulo de integragdo de 25 pontos (Grade de Gahn, Figura 7).

Grade de Gahn

Figura 7: Grade de Gahn
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Examinou-se, com esta ocular, numa sequéncia estabelecida, cinco campos
distintos do defeito dsseo, denominados 1, 2, 3, 4 e 5 e contaram-se 0s niimeros de pontos

do reticulo de integracio que cairam sobre as trabéculas 6sseas destes campos (Figura 8).

RETICULO DE
PONTOS INTEGRAGAQ

TRABECULAS SECCAO
HISTOLOGICA DA

AREA AVALIADA

Figura 8: Seqiiéncia dos Campos examinados.
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Com estes valores, utilizando-se formula baseada em conceito de morfometria
histologica, calcularam-se as fra¢des de volume (volume relativo) ocupada pelas trabéculas
em cada defeito. Nesta formula, o somatoric de pontos que caem sobre as trabéculas , nos
campos seqilenciais examinados e situadas na area de regeneragdo € dividido pelo namero

de pontos possiveis destes cinco campos.

Esta analise volumétrica tem como fundamento basico o teorema do geologista

*Delesse cujo enunciado é:

“Numa rocha composta de varios minerais, a area ocupada por qualquer mineral, na

superficie de um corte da rocha, € proporcional ao volume do mineral na rocha.”

Portanto, tem-se que a fragdo de volume ocupada por um objeto num
continente ¢ diretamente proporcional & fragio de area que o mesmo ocupa num plano
seccional médio do continente; assim, a fragdo de volume ocupada por um objeto € igual 4

sua fragdo de area em uma transegéo
Temos entdo :
p=soma do nimero de pontos (hits) que caem sobre as trabéculas Osseas;
P=numero total de pontos que caem sobre a area do defeito 6sseo:
Ppi=fragdo de volume=p/P

Se tomarmos como exemplo a figura 8 em que 5 campos sdo medidos numa

secgdo histologica, temos:
P=125 pontos= numero total de possiveis

p=15 pontos= niimero total de pontos que cairam sobre as trabéculas ésseas nos

5 campos.

* DELESSE apud WEIBEL. 1979.
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Entdo:
Ppi=15/125= 0,12

Portanto, a fragio de volume ocupada pelas trabéculas Osseas na area do defeito

osseo foi de 12,0%

Em nossas avalia¢des usamos uma ocular Kpl 8x, com reticulo de integracdo de

25 pontos e objetiva de 10x.

3.7. METODOS ESTATISTICOS

Para a analise estatistica, realizou-se a analise da variagdo (das variaveis
transformadas) dos valores das fragbes de volume ocupada pelas trabéculas Osseas no
defeito dsseo ¢ o Teste de Tukey (COCHRAN & COX, 1957) para analise comparativa

entre as médias das Fragdes de Volume, obtidas nos fémures e nas tibias.
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4.1. COMPLICACOES CIRURGICAS

Dos 36 cdes operados, oito faleceram sem que se pudesse estabelecer a causa.
Outros trés, apresentaram complicagdes: dois, deiscéncia de sutura e um, infecgio no
subcutdneo. Nos cdes com deiscéncia, repetiu-se a antibioticoterapia preventiva, lavou-se ¢
ressuturou-se a incisdo. Evoluiram sem outras complicagdes. Nos animais com infecgio,
fez-se drenagem, ressutura e nova antibioticoterapia. A evolucio também foi favoravel e

todos os trés foram mantidos no experimento.

4.2. RESULTADOS RADIOLOGICOS

Nio foi possivel avaliar-se, quantitativamente, do ponto de vista radiolégico, a
evolugdo da reparagiio dos defeitos dsseos tratados. Existiu variagio de cdo para cio dentro

de uma mesma fase do experimento.

Notamos que, ao redor da sexta semana, os defeitos femorais estavam reparados,
embora ainda fosse possivel identificar o local da perfuragdo em todos os cdes. Nas tibias,

entretanto, os defeitos estavam bem evidentes e so parcialmente ocupados por trabéculas

osseas (Fotos 1, 2 ¢ 3).

Na décima segunda semana, o processo de reparagdo dos fémures € de tal ordem
que, em dois cies, tivemos dificuldades em localizar os defeitos. Nas tibias, por outro lado,
ainda ndio estavam completamente preenchidos por trabéculas e tinham sinais de

0Steoporose.
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Foto 1: Radiografia da tibia do cdo 82, na sexta semana. O defeito dsseo criado ainda é
perfeitamente visivel.
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Foto 2: Radiografia do cdo 82, com auto-enxerto, na sexta semana. Ainda se consegue

identificar o local do defeito dsseo, mas a regeneragio esta em fase avancada.
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Foto 3: Radiografia do fémur do ciio 82, com aloenxerto, na sexta semana. Ainda se identifica

o local do defeito Gsseo criado, mas a regeneragdo também esta avancada.
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4.3. RESULTADOS HISTOLOGICOS
4.3.1. RESULTADOS HISTOLOGICOS DESCRITIVOS
4.3.1.1. Aspectos histolégicos da regeneracio 4ssea das tibias

Numa mesma etapa, o processo de regeneragdo ssea variou entre os cies e entre

os cortes de diferentes profundidades num mesmo 0sso.

Segunda semana: a periferia do defeito foi ocupada por trabéculas
neoformadas, enquanto que a area central foi ocupada por nicleo de tecido de granulagio

rico em fibras colagenas e vasos neoformados.

As trabéculas estavam dispostas de duas formas dentro do defeito 6sseo: uma
circular, na borda da lesdo e outra radial, com crescimento centripeto (Foto 4). Eram jovens
e tinham atividade osteoblastica intensa, mais evidente junto a area de granulagfio (Foto 5).
O espaco intertrabecular apresentou-se constituido de vasos neoformados, tecido conjuntivo

frouxo e células hematopoiéticas em grande quantidade,
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Foto 4: Segunda semana. C3o 72, lamina 172 b2, tibia esquerda. Coloragdo de Tricromico
de Masson, aumento 32x.
Legendas : 1:-Espiculas neoformadas circulares, 2:-Espiculas neoformadas radiais, 3:- Area
de tecido de granulagao.
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Foto 5: Segunda semana. Cdo 72, lamina 172 b2, tibia esquerda. Coloragdo de Tricomio de
Masson, aumento 256x.
Legendas:- 1:- Espiculas neoformadas junto a area central, 2:- Osteoblastos, 3:- Vasos
neoformados, 4:- Tecido conjuntivo frouxo.

Quarta semana: as trabéculas da area periférica tornaram-se rarefeitas,
diminuiram muito em numero e tamanho. O que predominou, nesta area, foi tecido
conjuntivo frouxo e células hematopoiéticas e comegaram a surgir células gordurosas. As
trabéculas com disposigdo radial  também apresentaram-se em menor nimero,
concentrando-se ao redor da area central, junto ao nucleo de tecido conjuntivo e mantendo
as caracteristicas anteriores. O espago intertrabecular, desta area, continuou mostrando o

aspecto observado na segunda semana. (fotos 6 e 7)
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Foto 6: Quarta semana. Cao 4a, lamina 139 b1, tibia esquerda. Coloragdo de Tricromico de
Masson, aumento 32x.
Legendas:- 1:-Area periférica com rarefacdo de espiculas, 2:- Espiculas radiais ao redor da
area central, 3:-Vasos neoformados, 4:-Trabéculas circulares (vermelho-
antigas, azul-neoformadas).
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Foto 7: Quarta semana. C3o 4a, lamina 139 b2, tibia esquerda. Coloragdo de Tricromico de
Masson, aumento 128x.
Legendas:- 1:- Espiculas neoformadas ao redor da area central, 2:- Vasos neoformados, 3 -
Osteoblastos.

Sexta semana: O aspecto histologico do processo de regeneragio variou muito.
Entretanto, dos cinco caes estudados, quatro apresentaram marcada rarefagdo das trabéculas.
Esta rarefacdo, que na quarta semana era visivel na area periférica, nesta fase aconteceu,
também, junto a area central. O nucleo de tecido conjuntivo fibroso, antes frouxo,
apresentou-se denso (foto 8), com muito pouca celularidade e quase auséncia de vasos

neoformados.
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Foto 8 : Sexta Semana. C2o 41, lamina 333 b2, tibia direita. Coloragdo de Tricromico de
Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:-Trabéculas pequenas e rarefeitas, 2:-Células adiposas, 3:- Nucleo fibroso
central.

As trabéculas apresentavam atividade osteoclastica e osteoblastica discreta,
indicio de pequena neoformagdo Ossea. Foi significativo, nessa etapa, o aumento de células
adiposas no espago intertrabecular, ao passo que, diminuiu a quantidade de vasos e de
celulas hematopoiéticas. Tinha-se a impressdo de que o processo caminhava para a formagido

de medula amarela (Foto 9).
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Foto 9: Sexta semana. Cdo 41, lamina 333b2, tibia direita. Coloragdo de Tricromico de
Masson, aumento 64x.
Legendas: 1:- Trabécula neoformada, 2:-Células adiposas, 3:- Area central com aspecto
fibroso, 4:- Células hematopoiéticas

Oitava semana: Nao houve diferengas marcantes em relagio as semanas
anteriores. Manteve-se o aspecto de rarefacdo trabecular e discreta atividade osteoclastica e
osteoblastica em todo o defeito. No espago intertrabecular, o numero de células adiposas

aumentou € o nucleo de tecido conjuntivo fibroso persistiu em apenas dois cies (Foto 10).
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Foto 10: Oitava semana. Cao 92, lamina 136 b2, tibia esquerda. Coloragdo de Tricromico
de Masson, aumento 32x.
Legendas:- 1:-Nucleo fibroso, 2:-Trabéculas neoformadas pequenas (azul-jovens, vermelho-
antigas) 3:-Células adiposas

Décima segunda semana: o aspecto da area de regeneragdo era de porose. As
trabéculas eram pequenas, estavam em pequeno numero e nelas, praticamente, nio se
observou nem atividade osteoclastica, nem osteoblastica. O espago intertrabecular foi
ocupado quase que exclusivamente por células adiposas (Foto 11). Quando a rarefagdo era
menor, aumentava a quantidade de vasos e de células hematopoiéticas e diminuia a de

células adiposas.
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Foto 11: Décima segunda semana. Cdo 100, lamina 183 b2, tibia direita. Coloracio de
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1: Trabéculas pequenas e rarefeitas, 2:- Células adiposas

4.3.1.2. Aspectos histologicos da regeneracio ossea do fémur com auto-
enxerto.

Também se observaram diferengas histologicas no processo de regeneracio, nio
so entre os diferentes cdes, como entre os cortes de diferentes profundidades de um mesmo

0SS0.

Segunda semana: o defeito o6sseo foi ocupado, em sua maior parte, por
trabéculas implantadas e neoformadas. As neoformadas, o foram por osteoindugao e
osteoconducdo. Estavam em maior quantidade e integravam as implantadas entre si e ao

osso receptor (Fotos 12 e 13). Em relagdo as implantadas, muitas foram absorvidas e outras
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osso receptor (Fotos 12 e 13). Em relag@o as implantadas, muitas foram absorvidas e outras
estavam em degeneragdo. As presentes passavam por processo de osteocondugdo e também
induziam neoformagdo Ossea. Em toda a regido era intensa a atividade osteoclastica e
osteoblastica. Nas areas em que as trabéculas implantadas estavam degeneradas havia

intensa celularidade, com maior quantidade de osteoclastos (foto 14).

Foto 12: Segunda semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 72, lamina 132 b2. Coloracio
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas, 2:- Trabéculas neoformadas, 3:- Area fibrosa

Resultados 38



Foto 13: Segunda semana. Fémur com auto-enxerto. C3o 78, lamina 158 b2. Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 256x.
Legendas: 1:- Trabécula implantada com aspecto lamelar, 2:- Trabécula neoformada com
aspecto primario, 3:- Trabécula degenerada, 4:-Osteoblastos 5:- Osteoclasto,
6:- Vasos, 7:- Células hematopoiéticas
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Foto 14: Segunda semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 72, lamina 132 bl. Coloragdo
Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas com disposi¢do lamelar, 2:-Trabéculas neoformadas
com aspecto  primario, 3:-Trabéculas implantadas degeneradas,
4:-Osteoclastos, 5:- Osteoblastos. 6:- Vasos Neoformados

O espago intertrabecular era rico em vasos neoformados e células
hematopoiéticas. Nos locais em que as trabéculas foram absorvidas observavam-se pequenas

areas de tecido conjuntivo fibroso.

Nos cortes mais profundos, as trabéculas neoformadas e implantadas estavam
em menor numero. A area intertrabecular, conseqiientemente, era maior e continha células

hematopoiéticas, vasos e células adiposas em maior quantidade.

Quarta semana: observou-se diminuigdo acentuada do numero de trabéculas.
Houve rarefagao importante, provavelmente, por degenerag@o das implantadas. Sobre elas as
atividades osteoclastica e osteoblastica continuaram intensas e persistiram os processos de

osteoindugdo e de osteocondugio (fotos 15 e 16).
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Foto 15: Quarta semana. Fémur com auto-enxerto. C3o 4a, lamina 124 b2. Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas (vermelho), 2:- Trabéculas neoformadas (azul), 3:-
Tecido conjuntivo frouxo, 4:-Vasos neoformados
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Foto 16: Quarta semana. Fémur com auto-enxerto. Cao 4a, lamina 124 b2. Coloragao
Tricromico de Masson, aumento128x.
Legendas: 1:- Trabéculas neoformadas, 2:- Trabéculas implantadas, 3:- Vaso neoformado
revascularizando trabécula implantada 4:- Tecido conjuntivo frouxo

No espago intertrabecular, aumentou a quantidade de tecido conjuntivo frouxo,
de vasos e de células hematopoiéticas. Ainda persistiam os nucleos de tecido conjuntivo

fibroso.

Sexta semana: apresentaram-se aspectos marcantes da regeneragao oOssea.
Cessou o processo de osteoinducdo e era intensa a remodelagdo das trabéculas, tanto
implantadas, quanto neoformadas, embora, houvessem diminuido as atividades osteoclastica
e osteoblastica (Fotos 17 e 18). No espaco intertrabecular, aumentou a quantidade de células
adiposas e o nucleo de tecido conjuntivo fibroso persistiu em apenas um corte de um dos

cdes. Ainda era grande a quantidade de células hematopoiéticas e vasos.

Resultados 42



Foto 17: Sexta semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 41, lamina 86 b2. Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:-Trabéculas em remodelagdo, 2:- Células hematopoiéticas, 3:- Células adiposas.
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Foto 18: Sexta semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 41, lamina 86 b2. Coloragdo
Tricromico de Masson, aumento 12.5.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo ( la-aspecto lamelar, 1b-area em remodelagdo)
2:- Osteoclastos 3:- Células hematopoiéticas, 4:- Células adiposas

Oitava semana: manteve-se a remodela¢do das trabéculas (foto 19). As
atividades osteoclastica e osteoblastica apresentavam-se com o aspecto da sexta semana
(foto 20). No espago intertrabecular, aumentou a quantidade de células adiposas e diminuiu
a de vasos, c€lulas hematopoiéticas e de tecido conjuntivo frouxo, o que sugere que a area

caminhava para a formagdo de medula amarela.
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Foto 19: Oitava semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 90, lamina 175 b2. Coloragao
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legenda: 1:- Trabéculas em remodelagdo.
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Foto 20: Oitava semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 90, lamina 175 b2. Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Vasos neoformados, 2:- Osteoclastos 3:-Osteoblastos 4:- Células adiposas.

Décima segunda semana: a area regenerada assemelhava-se a do 0sso normal.
Entretanto, ainda havia desarranjo e remodelagdo das trabéculas (fotos 21 e 22). Eram
minimas as atividades osteoclastica e osteoblastica. O espago intertrabecular, caminhava
para transformar-se em medula amarela, apesar de ainda ser grande a quantidade de células

hematopoiéticas em alguns cortes.
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Foto 21: Décima Segunda semana. Fémur com auto-enxerto. C3o 100, lamina 189
b1.Colora¢do Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legenda: 1:- Trabéculas desarranjadas. 2:- Células adiposas.
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Foto 22: Décima Segunda semana. Fémur com auto-enxerto. Cdo 100, lamina 189
b1.Coloragdo Tricrdmico de Masson, aumento128x.

Legenda: 1:- Trabéculas em remodelagdo (la-aspecto lamelar, osso secundario. 1b-aspecto
neoformado, 0sso primario).

4.3.1.3. Aspectos histoléogicos da regeneracio ossea do fémur com

aloenxerto.

O processo de regeneracdo também foi bastante variavel e muito semelhante ao

do auto-enxerto. As maiores diferengas foram observadas na segunda e sexta semana.

Segunda semana: as diferengas observadas foram: tanto as trabéculas
neoformadas como as implantadas apresentavam-se em menor nimero, as areas de tecido
conjuntivo fibroso, maiores e mais frequentes e a atividade osteoclastica menos intensa

(foto 23).
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Como no auto-enxerto, foram intensos os processos de osteoindugdo e
osteocondugdo (foto 24) e as trabéculas neoformadas integravam as trabéculas implantadas

entre si e estas as do osso receptor (foto 25).

Foto 23: Segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cdo 72, lamina 135 b2.Coloragdo
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1: Trabéculas implantadas, 2:- Trabéculas neoformadas, 3:- Tecido conjuntivo
frouxo.
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Foto 24: Segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cdo 72, lamina 135 b2.Coloragédo
Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas (la-aspecto lamelar), 2:- Trabéculas neoformadas,
3:- Osteoblastos, 4:- Vasos neoformados, 5:- Tecido conjuntivo frouxo
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Foto 25: Segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cao 71, lamina 162 b2.Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas (1a-aspecto lamelar), 2:- Trabéculas neoformadas,
3:- Trabéculas degeneradas, 4:- Vasos neoformados
No espago intertrabecular, a celularidade também foi intensa, mas com maior

numero de vasos e maior quantidade de tecido conjuntivo frouxo e de tecido conjuntivo

fibroso denso (foto 26).
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Foto 26: Segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cdo 71, lamina 162 b2.Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 64x.
Legendas: 1:- Trabéculas implantadas (1a-aspecto lamelar), 2:- Trabéculas neoformadas.
3:- Trabéculas degeneradas.

Quarta semana: assim como no auto-enxerto, diminuiu o numero de trabéculas
(foto 27), mantendo-se os processos de osteoindugdo e osteocondugdo e, como consequiéncia
deste ultimo, as trabéculas implantadas estavam revascularizadas e em remodelagdo (foto

28). Continuou significativa a menor intensidade da atividade osteoclastica.
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Foto 27: Quarta semana. Fémur com aloenxerto. Cio 4a, lamina 141 b2.Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabeculas implantadas, 2:- Trabéculas neoformadas, 3:- Tecido conjuntivo
frouxo.
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Foto 28: Quarta semana. Fémur com aloenxerto. Cido 4a, lamina 141 b2. Coloragio
Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:-Trabéculas implantadas, 2:-Trabeculas neoformadas

(2a-area em remodelagdo), 3:- Células hematopoiéticas.

Nas areas em que a remodelag@o foi mais intensa, a atividade osteoclastica foi

mais acentuada, mas menor do que com 0 auto-enxerto.

Entre as trabéculas, observaram-se células adiposas, que até entdo estavam
ausentes e grande quantidade de vasos. O nucleo de tecido fibroso esteve presente em trés

caes e maior do que com o auto-enxerto.

Sexta semana: as diferengas com o autoenxerto foram: remodela¢do das
trabéculas em menor intensidade e persisténcia da osteoinducdo ( Fotos 26 e 27). As
trabéculas de aloenxerto estavam preservadas em maior numero, o que dava a falsa

impressao que este 0sso era de melhor qualidade
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Foto 29: Sexta semana. Fémur com aloenxerto. Cdo 41, 1amina 89 b2.Colorac¢do Tricromico
de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo.
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Foto 30: Sexta semana. Fémur com aloenxerto. Cio 41, lamina 89 b2. Coloragdo
Tricromico de masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo, 2:- Células hematopoiéticas, 3:-Osteoblastos,
4:- Células adiposas.

A atividade osteoclastica se intensificou e tornou-se semelhante a do auto-
enxerto. Entre as trabéculas continuava maior a quantidade de vasos e de células

hematopoiéticas. Aumentou também a quantidade de células adiposas.

Oitava semana: observou-se que a remodelagdo das trabéculas ndo se
intensificou como no auto-enxerto e a presen¢a de tecido conjuntivo entre as mesmas foi
mais frequente (fotos 31 e 32). A atividade osteoclastica, que foi menos intensa até a sexta
semana, nesta fase tinha a mesma intensidade que a verificada no auto-enxerto. Entre as
trabéculas, a celularidade foi maior, com mais vasos, células hematopoiéticas e células

adiposas.
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Foto 31: Oitava semana. Fémur com aloenxerto. Cao 90, lamina 146 b2. Coloragao
Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo, 2:-Nucleo tecido conjuntivo fibroso 3:- Células
adiposas.
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Foto 32: Oitava semana. Fémur com aloenxerto. Cdo 90, lamina 146 b2. Coloragdo
Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo, 2:- Nucleo de tecido conjuntivo fibroso 3:-
Células hematopoiéticas, 4:- Células adiposas, 5:- Vasos neoformados, 6:-
Osteoblastos.

Décima segunda semana: os aspectos com os dois enxertos foram muito
semelhantes. As trabéculas dessa area, também, estavam desorganizadas e em grande
numero (fotos 33 e 34). Sua remodelagdo estava presente, de forma mais evidente (foto 35)

e ainda havia sinais de neoformagdo Ossea sobre elas (foto 36).
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Foto 33: Décima segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cao 100, lamina 28 b2.
Coloragdo Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas desarranjadas, 2:- Células adiposas
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Foto 34: Décima segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cao 100, Idmina 28 b2.
Coloragao Tricromico de Masson, aumento 32x.
Legendas: 1:- Trabéculas em remodelagdo, 2: Células adiposas
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Foto 35: Décima segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cio 100, lamina 28 b2.
Coloragao Tricromico de Masson, aumento 128x.
Legendas: 1:- Trabécula em remodelagdo 2:- Células hematopoiéticas, 3:- Celulas adiposas,
4:- Vasos neoformados.
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Foto 36: Décima segunda semana. Fémur com aloenxerto. Cao 100, lamina 28 b2.
Coloragao Tricromico de Masson, aumento 64x.
Legendas: 1:- Espicula em remodelagdo com neoformagdo Ossea, 2:- Vasos, 3:- Células
adiposas-
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4.3.2. RESULTADOS DA ANALISE QUANTITATIVA

Os resultados da analise morfométrica (quantitativa), realizada no grupo de cies
sacrificados na décima segunda semana de pos-operatorio {grupo 5), estdo nas tabelas
delaé.

Nestas tabelas tém-se, também, as fragdes de volume ocupada pelas trabéculas
osseas, no defeito dsseo produzido, neste grupo de cées.

TABELA 1:- Resultado da analise morfométrica do cio 77 (grupo 5).

CAQ 77
CORTE 1 CORTE I
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 0 1 = 1
TiBIA 2 0 2 = 1 Ppi =4,00%
DIREITA 3 0 3 = 2
4 = 1 4 = 2
5 = 2 5 = 1
TOTAL = 3 TOTAL = 7
CORTE 1 CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 1 1 = 2
TiBIA 2 = 6 2 = 3 Ppi = 8,80%
ESQUERDA 3 = 2 3 = 2
4 = 2 4 = 1
5 = 2 5 = 1
TOTAL =13 TOTAL = 9
CORTE T CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 4 1 = 11
FEMUR COM 2 = 9 2 - 7
AUTO-ENXERTO 3 = 4 3 = 5 Ppi =26,40%
4 = 4 4 = 6
5 = 5 5 = 1
TQTAL =26 TOTAL = 40
CORTE 1] CORTE 11
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 6 1 = 7
FEMUR COM 2 = 8 2 = 6
ALOENXERTO 3 = 6 3 = 4 Ppi =24,80%
4 = 8 4 = 7
5 = 5 5 = 5
TOTAL =33 TOTAL =29

LEGENDAS: 1.2,3.4,5=Campos Histoldgicos Analisados.
CORTE I: CORTE SUPERFICIAL
CORTE II: CORTE PROFUNDO
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TABELA 2:- Resultados da analise morfométrica do cio 120 (grupo 5).

CAO 120
CORTE I CORTE I1
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
i = 3 1 = 4
TIBIA 2 = 6 2 = 1 Ppi = 14,00%
DIREITA 3 = 4 3 = 2
4 = 1 4 = 6
5 = 3 5 = 5
TOTAL =17 TOTAL =18
CORTE] CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 5 1 = 5
TIBIA 2 = 4 2 = 4 Ppi=14,00%
ESQUERDA 3 = 2 3 = 2
4 = 3 4 = 5
5 = 3 5 = 2
TOTAL =17 TOTAL =18
CORTE | CORTE 11
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 6 1 = 1
FEMUR COM 2 = 6 2 = 3 Ppi=14,00%
AUTO-ENXERTO 3 = 2 3 = 4
4 = & 4 = 3
5 = 1 5 = 3
TOTAL =21 TOTAL =14
CORTE I CORTE I1
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 4 1 = 3
FEMUR COM 2 = 6 2 = 7 Ppi=22,00%
ALOENXERTO 3 = s 3 = 3
4 = 6 4 = 6
5 = 12 5 = 3
TOTAL =33 TOTAL =22

LEGENDAS: 1.2,3.4,5=Campos Histologicos Analisados.

CORTE I: CORTE SUPERFICIAL
CORTE 1I: CORTE PROFUNDQ
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TABELA 3:- Resultados da anilise morfométrica do cio 100 (grupo 5).

CAO 100
CORTE I CORTE 11
CAMPOS =VALORES |CAMPOS =VALORES
1 = 0 1 = 2
TIBIA 2 = 2 2 1
DIREITA 3 = 1 3 = 3 Ppi=5,60%
4 = 1 4 = 2
5 = 0 5 = 2
TOTAL = 4 TOTAL =10
CORTEI CORTE I
CAMPOS =VALORES |CAMPOS =VALORES
1 = 0 1 = 2
TIBIA 2 = 2 2 = 1 Ppl=5,60%
ESQUERDA 3 = 1 3 = 3
4 = 1 4 = 2
5 = 0 5 = 2
TOTAL =4 TOTAL =10
CORTEI CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 7 1 = 9
FEMUR COM 2 = 3 2 = 7
AUTO-ENXERTO 3 = 8 3 = 6 Ppi=29,20%
4 = 9 4 = 8
5 8 5 = 8
TOTAL =35 TOTAL = 38
CORTE I CORTE I
CAMPOS =VALORES |CAMPOS =VALORES
1 = 9 1 = 5
FEMUR COM 2 = 6 2 = 7 Ppi=27,20 %
ALOENXERTO 3 = 10 3 5
4 = 6 4 = 7
5 = 9 5 4
TOTAL =40 TOTAIL =28

LEGENDAS: 1,2,3,4,5=Campos Histologicos Analisades.

CORTE I: CORTE SUPERFICIAL

CORTE H: CORTE PROFUNDO
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TABELA 4:- Resultados da analise morfométrica do cio 33 (grupo 35).

CAO 33
CORTE I CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
i = 4 1 = 1
TIBIA 2 = 4 2 = 0 Ppi=6,00%
DIREITA 3 = 3 3 = 0
4 = 2 4 = 0
5 = 1 5 = 0
TOTAL =14 TOTAL =1
CORTE I CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 1 1 = 0
TiBIA 2 = 1 2 = 1 Ppi=6,00%
ESQUERDA 3 = 1 3 = 0
4 = 4 4 1
5 = 5 5 = 1
TOTAL =12 TOTAL =3
CORTE 1 CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 6 1 = 4
FEMUR COM 2 = 5 2 = 4 Ppi =18,40%
AUTO-ENXERTO 3 = 5 3 = 4
4 = 6 4 = 4
5 = 5 5 = 3
TOTAL =27 TOTAL =19
CORTE I CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 6 1 = 5
FEMUR COM 2 = 5 2 = 7 Ppi=24,80%
ALOENXERTO 3 = 7 3 = 6
4 = 6 4 = 7
5 = 8 5 = 5
TOTAL =32 TOTAL =30

LEGENDAS: 1,2,3,4,5=Campos Histolégicos Analisados.

CORTE I: CORTE SUPERFICIAL
CORTE II: CORTE PROFUNDO
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TABELA 3:- Resultados da anilise morfométrica do cio S (grupo 5).

CAOS5
CORTE I CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 3 1 = 7
TiBIA 2 = 7 2 = 2 Ppi=19,20%
DIREITA 3 = 4 3 = 1
4 = 7 4 = 5
5 = 5 5 = 7
TOTAL =26 TOTAL =22
CORTE I CORTE II
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 1 1 = 2
TIBIA 2 = 4 2 = 3 Ppi=10,00%
ESQUERDA 3 = 2 3 = 3
4 = 2 4 = 2
5 = 2 5 = 4
TOTAL = 11 TOTAL = 14
CORTEI CORTE I
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 4 1 = 3
FEMUR COM 2 = 8 2 5 Ppi = 24,4%
AUTO-ENXERTO 3 = 7 3 6
4 = 7 4 = 5
5 = 9 5 = 7
TOTAL =35 TOTAL = 26
CORTE 1 CORTE I
CAMPOS =VALORES | CAMPOS =VALORES
1 = 6 1 = 4
FEMUR COM 2 = 8 2 = 3 Ppi=21.20%
ALOENXERTO 3 = 8 3 = 7
4 0 4 7
5 = 6 5 = 4
TOTAL =28 TOTAL = 25

LEGENDAS: 1,2.3.4,5=Campos Histoldégicos Analisados.

CORTE [: CORTE SUPERFICIAL
CORTE II: CORTE PROFUNDO
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TABELA 6 - Valores das fracdes de volume ocupado peias trabéculas dsseas na

décima segunda semana ( grupo 5).

TiBIAS D/E FEMUR COM AUTO- FEMUR COM

ENXERTO ALOENXERTO
CAO 77 6,40% 26,40% 24,80%
CAO 120 14,00% 14,00% 22,00%
CAO 100 5,60% 29,20% 27,20%
CAQ 33 6,00% 18,40% 24,80%
CAO5 14,60% 24,40% 21,20%
MEDIAS 9,32% 22,48% 24,02%

4.4. RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA DOS VALORES DAS
FRACOES DE VOLUME OCUPADA PELAS TRABECULAS OSSEAS NA DECIMA
SEGUNDA SEMANA DE REGENERACAO (GRUPO 5).

Para verificar a diferenca entre valores das frages de volume ocupada pelas
trabéculas O6sseas, cujos dados constam da tabela 6, utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado com 3 tratamentos ( tibias direita e¢ esquerda, fémur com

autoenxerto e fémur com aloenxerto ) e 5 repetigdes (cdes).

Como os dados obtidos sd@c em forma de proporgdes, uma transformacio fot
necessaria, a fim de estabilizar a variabilidade dos mesmos e submete-los a Analise de
Varidncia (Quadro II). Feita a Analise da Varifincia evidenciou-se diferenca significativa
entre as Fragdes de Volume ocupadas pelas trabéculas presentes na regeneragdo mediada por
autoenxerto e aloenxerio e a Fragfio de Volume ocupada pelas trabéculas da regeneragio

espontinea.
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Quadro 11

ANALISE DA VARIACAO DA VARIAVEL TRANSFORMADA

FONTE GRAU DE SOMA DOS MEDIA DOS F
LIBERDADE QUADRADOS QUADRADOS
0OSS0S 2 0,13164931 0,06582465 15,70** (p< 0.01)
ERRO 12 0,05031828 0,00419319
TOTAL 14

**Significattvo a 1%.

CV=Porcentagem de variacdo do modelo=14,87

R2=Coeficiente de ajustamento=0,723477

Utilizando-se o Teste de Tukey tem-se que as Fragdes de Volume ocupada pelas

trabéculas Gsseas presentes na regeneragdo com auto-enxerto e aloenxerto nio diferem

significativamente entre si, como pode ser visto no Quadro II1

Quadro 111
TESTE DE TUKEY
TRATAMENTQO MEDIA TESTE
ALOENXERTO 24,02 A
AUTO-ENXERTO 22,48 A
TIBIAS 9,32 B

MEDIAS SEGUIDAS DA MESMA LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE.

A aplicagio do Teste de Tukey nas variaveis transformadas segue o mesmo

Crtério para as vartavels ortginais.

Resultados
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5.1. MODELO EXPERIMENTAL

Para se avaliar como ocorre a neoformacéio e a reparagdio Ossea, a escolha do
modelo experimental a ser utilizado € de fundamental importincia. Nos estudos de
osteoindugdo varios modelos tem sido utilizados e os materiais testados implantados em
diferentes locais: subcutineo (REDDI & ANDERSON, 1976; RAY & SABET, 1963),
intramuscular (URIST, 1965), bainha de tecido conjuntivo (CHALMERS, et al. 1975),
camara antertor do olho (AMLER, 1984) ¢ ossos das extremidades ( LANE & SHANDU,
1987, ZILCH & WOLF, 1987).

Nos estudos de reparacdo de defeitos dsseos, também tém sido empregados
diferentes modelos, em diferentes ossos: tabua craniana (RAY & HOLLLAWAY, 1957,
OKLUND, et al. 1986, SCHMITZ & HOLLINGER, 1986), mandibula (MARX et al.
1984) e extremidades (HEIPLE et al. 1963; ENNEKING et al. 1975; SCHMITZ &
HOLLINGER, 1986). Atributo fundamental destes modelos € sua reprodutividade, sem a

qual o experimento carece de verdade cientifica.

Quando o osso cortical é o objetivo da pesquisa, alguns autores julgam que o
modelo experimental deve alterar a estrutura Ossea. Para se alterar a estrutura do osso
cortical € necessario que se crie defeito que tenha 2 extensdo de uma vez e meia o didmetro
da diafise do osso em questio (ENNEKING et al. 1975; HEIPLE et al. 1963; HEIPLE et
al. 1987). Segundo tais autores, caso o defeito ndo tenha esta extensdo, qualquer enxerto
seria incorporado em maior ou menor tempo. N0 se criaria na regido potencial de ndo
unido, que é fundamental para se testar a eficacia do material que se esta avaliando. Outros
autores realizam pesquisas em situagdes estdvels em que a estrutura ndo ¢ comprometida

(GRECO et al. 1989; MARX et al. 1984; MULLIKEN et al. 1984; OKLUND et al. 1986).

E nossa opinido, que aquele conceito é coerente, quando o objetivo ¢ o da
correcdo de um defeito segmentar. Quando o objetivo € estudar biologicamente o estimulo

4 reparagio de uma falha oOssea e se usa, por exemplo, enxerto Osseo esponjoso,
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fragmentado, cuja maior propriedade € a osteogenicidade, a criagdo de tal modelo ¢é

desnecessaria.

Pensamos que, neste modelo, devem-se eliminar dois tipos de fatores: os que
tragam instabilidade 4 regido e os que predisponham & infecgdo. Sdo os que, mais
freqiientemente, influem nos resultados dos experimentos, na medida em que inibem a

regeneracdo Ossea.

Nesse experimento, o modelo utilizado mostrou-se facilmente reproduzivel e
com poucas possibilidades de complicagbes. Nele, ndo ha instabilidade na area de
regeneracgdo ¢, com os cuidados adotados, ndo tivemos nenhum caso de infeccio dssea. Os
dois casos de deiscéncia de sumura e o de infecgfio no subcutineo, que foi prontamente

debelada com o tratamento instituido, ndo influenciaram no resultado histologico.

Os fémures foram utilizados para colocagio dos enxertos e as tibias, como
controles, porque experimento piloto, realizado préviamente, mostrou que a regeneracio

Ossea esponténea € semelhante nestes dois 0ss50s.

Este modelo foi util para avaliar os objetivos aqui propostos: testar-se a
efetividade das condi¢bes de estocagem do banco de 0ssos e, também, se determinar como

ocorre, histologicamente, a regeneragdo 0ssea com o uso de enxertios.

5.2. ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Quanto aos animais de experimentacdo, os cdes (HEIPLE et al 1963;
ENNEKING et al. 1975; LANE & SHANDU, 1987) e os roedores (URIST et al. 1983;
MULLIKEN et al. 1984 ) tém sido os mais empregados. Para HEIPLE et al. (1987) os cées
sdo os mais indicados porque apresentam regeneragio dssea semelhante 4 do homem. Os
roedores tém capacidade de regeneracio dssea maior que os homens, portanto apesar das

facilidades com o manejo destes animais, n&o sdo os ideais.
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Escolhemos o cio, pelas razBes acima e pelas facilidades oferecidas pelo

Nucleo de Medicina Experimental da FCM-UNICAMP para se trabalhar com este animal.

Ha um ponto importante a ser discutido. Ndo se dispunham de animais
padronizados quanto a raga, peso ¢ idade. Entretanto, sfo animais com essas caracteristicas
que o Biotério da UNICAMP pdde fornecer. Dentro do que se pdde observar, estas

variaveis ndo tiveram influéncia nos resultados obtidos.

5.3. METODOS DE AVALIACAO

Quanto as formas de avaliagdo dos resultados, as técnicas mais utilizadas sfo:
histolégica (TURNER, BASSET, SAWYER, 1955; HEIPLE et al. 1963; ENNEKING et
al. 1975; BOS et al. 1983; CUMMINE et al. 1983, MULLIKEN et al. 1984; MARX et al.
1984: BURCHARDT, 1987, GOLDBERG & STEVENSON, 1987, LANE & SHANDU,
1987; ZILCH & WOLF, 1987, TURK et al. 1993) e radiologicas { TURNER et al. 1955;
ENNEKING et al. 1975; BOS et al. 1983; LANE & SHANDU, 1987; ). Séo utilizados
ainda testes de torsdo { ENNEKING et al. 1975; LANE & SHANDU, 1987) e testes de
atividade biologica, para se medir o reparo do osso transplantado (ENNEKING et al. 1975,
LANE & SHANDU, 1987).

Utilizaram-se a histologia e a radiologia porque, usualmente, estas duas
técnicas fornecem dados adequados & interpretagdio do objetivo do estudo e sdo as mais

utilizadas nestes experimentos,

5.4. RESULTADOS RADIOLOGICOS

Nio foi possivel se quantificar os resultados radiologicos. Entretanto,
ficaram claras as diferengas entre as tibias ¢ fémures. Na oitava semana, os fémures

apresentavam-se com a regeneragdo praticamente concluida, ao passo, que nas tibias a
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regeneragdo era somente parcial. Como dado para avaliagio da regeneragfo, o valor foi
muito limitado, entretanto, o estudo foi util para nos auxiliar na preparagdo das pecas
histologicas. A partir da oitava semana foi dificil a localizagdo macroscopica do defeito.
Colocando-se a pega anatdmica dos fémures junto as chapas radiograficas, foi possivel,

estabelecerem-se os locais dos defeitos e fazer os cortes com maior seguranga.

Mesmo nos dois cies em que foi dificil a localizagdo dos defeitos pelas
radiografias, a analise conjunta da pega e da chapa, possibilitou o corte no local correto,

confirmado posteriormente pela microscopia.

5.5. RESULTADOS HISTOLOGICOS

Poucos experimentos de enxertia Ossea, que avaliaram a capacidade de
regeneracio e de osteoindugiio dos aloenxertos, foram feitos com enxertos fragmentados e
de pequenas proporgdes (RAY & HOLLAWAY, 1957, MARX et al. 1984, GRECO et al.
1989). A maior parte dessas pesquisas foi realisada com enxertos segmentares (HEIPLE et
al. 1963; ENNEKING et al. 1975, BOS et al. 1983; BURCHARDT, 1987, LANE &
SHANDU, 1987).

Nos ultimos anos as pesquisas que avaliaram a osteoindugfo, na grande maioria
das vezes, empregaram materiais como: matriz 6ssea desmineralizada (THIELEMAN et al.
1982 GREEN, HINTON, TRIFFITT, 1986; ISAKSSON & ALBERIUS, 1992), matriz
dssea desmineralizada em po (REDDI, 1983; ALPER et al. 1989), derivados protéicos da
matriz éssea (URIST, De LANGE, FINERMAN, 1983; DOLL et al. 1990), derivados da
medula dssea (AMLER, 1984), coagulo de fibrina ( GRECO et al. 1988), hidroxiapatita e
derivados (ALPER et al. 1989; DOLL et al. 1990; TURK et al. 1993; AMLER, 1987). Das
que utilizaram enxertos fragmentados (RAY & HOLLAWAY, 1957, MARX et al. 1984;
GRECO et al. 1989; OKLUND, 1986), nenhuma comparou auto-enxerto e aloenxerto ¢ em
nenhuma dessas o local do implante foi a metafise do fémur. RAY & HOLLAWAY (1957)

utilizaram aloenxerto de pequenas proporgdes e congelado, entretanto, este modelo
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experimental criou defeito na calota craniana de rato. MARX et al. (1984), embora o
tenham usado congelado, utilizaram na sua pesquisa fragmentos de maiores proporgdes e
implantados na mandibula de ciies. GRECO et al. (1989), além de empregarem enxertos de
grandes proporgdes, implantaram-no na diafise proximal da tibia de cdes. Todos esses fatos
sdo determinantes de resultados, o que torna tais pesquisas diferentes da nossa. O objetivo
desses experimentos foi 0 mesmo, entretanto, os procedimentos diferiram entre si. Devido
ao fato de ndo se encontrar, na literatura, modelo experimental semelhante, torna-se dificil
a comparagio dos resultados desse trabalho com os citados. No entanto, em razio da
importéncia de certas semelhangas e diferengas observadas, alguns comentarios sobre elas

se fario necessarios.

Com os resultados que foram obtidos, pode-se dizer que, em toda regeneracao,
h4 uma sequéncia de eventos que se sucedem, estabelecendo um padrdo. No entanto, ha
variagdes de animal para animal e mesmo entre cortes de um mesmo osso. Esses padrdes
sio observados, quer quando a regeneragdio ocorre espontdneamente, quer com o uso de
enxertos. Tais fatos também ja foram observados na literatura, tanto com os enxertos
segmentares (HEIPLE et al. 1963; ENNEKING et al. 1975; BURCHARDT, 1987, LANE
& SHANDU, 1987), como com os fragmentados (RAY & HOLLAWAY, 1957, MARX et
al. 1984; GRECO et al. 1989).

Quando se utilizam enxertos, a seqiiéncia de eventos esta relacionada a sua
rapida revascularizagdo, 4 substituigiio de areas necrosadas, aos processos de osteoindugio,
de osteoconducio e 4 remodelagio das trabéculas neoformadas e implantadas. Embora,
esses processos tenham sido muito semelhantes aos relatados na literatura, neste

experimento foram observados fatos extremamente interessantes.

Quando se examinou o material histologico chamou a atengdo o fato da
regeneragdo ossea, produzida por aloenxerto, parecer melhor do que aquela produzida por
auto-enxerto. Este aspecto ficou evidente da segunda & oitava semanas. Na segunda e
quarta semanas a atividade osteoclastica era muito mais intensa com o auto-enxerio; o

mesmo ocorreu com a remodelacio trabecular entre a sexta e oitava semanas, o que deu
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aparéncia de maior destrui¢io das trabéculas de auto-enxerto. Tinha-se a impressdo de que
as trabéculas de aloenxerto estavam mais preservadas, pois tinham melhor aspecto.
Obviamente, isso se contrapde a tudo o que existe descrito na literatura (HEIPLE et al.
1963; PROLO & RODRIGO, 1985; BURCHARDT, 1987, SCHWEIBERER et al. 1989).
O padrdo maximo de regeneragdo Ossea aceito € o produzido pelo auto-enxerto e € o que,

empiricamente, se espera.

A medida que se reestudou e se reanalisou o material, as diferengas entre os
varios animais e cortes de um mesmo osso foram melhor compreendidas. Os processos de
regeneragio dssea com os dois enxertos foram muito semelhantes. Entretanto, alguns
fendmenos ocorreram em ritmos diferentes, sendo mais rapidos com o auto-enxerto, o que
torna sua integragdo mais precoce. Esta regeneragao mais rapida e mais eficaz foi o que
diferenciou uma regenerago da outra. Ficou evidente que o auto-enxerto € reintegrado ao
leito mais rapidamente, pois ndo existe reagdo imunoldgica a vencer, assim, o0 0sso retorna
ao estado inicial mais precocemente. A integragdo do aloenxerto comega mais tarde e
demora mais a chegar a0 mesmo estado pré-operatorio, razio pela qual ainda existe

trabéculas implantadas se remodelando as 12 semanas.

Esta diferenca, é o que explica a osteoindugfio observada até a quarta semana
com auto-enxerto e até a sexta com aloenxerto e também a remodelacdio das trabéculas de
autoenxerto, bem evidente entre a sexta ¢ oitava semanas. Com aloenxerto, come o
processo de remodelagdo foi mais lento ¢ menos intenso, suas trabéculas apresentavam
aspecto mais preservados até a sexta e oitava semanas, o que se fez pensar de forma
incorreta no inicio, que a regeneragio com o mesmo fosse melhor. Foi este ritmo, mais

lento, que manteve a neoformagfo Ossea até a décima segunda semana.

As diferencas que se observaram em relacdo aos trabalhos encontrados na
literatura ativeram-se a necrose e absorgio das trabéculas e 4 massa éssea regenerada com o
aloenxerto. Enquanto os trabalhos publicados mostram intensa necrose e absor¢do das
trabéculas de aloenxerto implantadas (RAY & HOLLAWAY, 1957; MARX et al. 1984,

GRECO et al.; 1989), esta pesquisa revelou que foram semelhantes a4 que ocorreu com
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auto-enxerto, talvez, um pouco mais intensas. Provavelmente, um dos fatores importantes
para isto, tenha sido o tamanho diminuto das trabéculas. Esse fato, fez que os eventos
ocorridos, tanto com um como com outro enxerto fossem muito parecidos. Marx et al.
(1984) utilizaram fragmentos com 2x5xS milimetros de tamanho e Greco et al. (1989)
fragmentos circulares de 4.4 milimetros de diametro. Ray e Hollaway (1957) néo
definiram o tamanho dos fragmentos utilizados e os implantaram na calota craniana de
ratos. Embora nfio se tenha medido as fragmentos utilizados nesse experimento, estes
grosseiramente mediam 3.0x1.0x1.0 milimetros, e portanto, eram menores do que oS
referidos na literatura. Talvez, isto tenha facilitado sua revascularizagdo e,
conseqilentemente, sua viabilidade. Prova disso, ¢ o fato de a massa Ossea regenerada no
final de doze semanas ser igual & do auto-enxerto, 0 que ndo ocorreu nos trabalhos citados,

em que essa massa foi muito pequena.

Quanto a constatagdo de que a remodelagio e neoformagio Ossea persistiram
por tempo mais prolongado com aloenxerto, talvez, também se deva a integrago retardada
de suas trabéculas. E citada na literatura (GOLDBERG & STEVENSON, 1987), que a
trombose, por reagdes imunolégicas, de vasos revascularizados dos aloenxertos retarda sua
integracdo, sem necessariamente leva-los a necrose. Isso manteria a osteoindugdo, a
osteocondugio e a neoformagio Gssea por mais tempo, uma vez que, tecidos 0sseos viaveis

sdo indutores de neoformagdo dssea.

Quanto a regeneragdo espontinea, o aspecto histologico € de cicatrizagio Ossea
centripeta, diferente da produzida com os enxertos. Todo o processo cicatricial comega na
periferia e se dirige para o centro do defeito. Provavelmente, a neoformagdo ossea ¢
induzida por substincias osteoindutoras presentes nas trabéculas da periferia do defeito ¢
que sdo liberadas pelo trauma com fraturas destas trabéculas. A auséncia de trabeculas na
area central e a formagio dos nicleos de tecido conjuntivo devem ser decorrentes, dentre
outros fatores, da falta de tais substincias nesses locais, onde no inicio sé tem coagulo
sanguineo. Estes fatos explicariam a menor massa ossea observada em todas as fases da

regeneragdo Ossea espontanea.
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5.6. RESULTADOS ESTATISTICOS

No que concerne & analise estatistica dos resultados, a diferenga significativa
entre as fragdes de volume ocupadas pelas trabéculas no processo de regeneraciio ocorrido
com enxertos ¢ a fragio de volume ocupada pelas trabéculas, no processo de regeneragdo
espontdnea, revela que a presenga das trabéculas implantadas foi importante para a

neoformagio Ossea.

O fato de nfo ocorrer diferenca estatistica significativa entre as fragdes de
volume ocupadas pelas trabéculas no processo de regeneragio com auto-enxerto &
aloenxerto indica que este, congelado e fragmentado em pequenas dimensdes € elemento

eficaz no estimulo a regeneragio oOssea.
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I - Auto-enxerto fragmentado e aloenxerto fragmentado ¢ congelado produzem regeneragio

ossea significativamente melhor que a regeneragio espontinea, na décima segunda
semana de pos-operatorio.

Il - Na analise estatistica, ndo houve diferenga significativa entre as fragdes de volume
ocupadas pelas trabéculas osseas, nas regemeraglo propiciadas por auto-enxerto

fragmentado e aloenxerto fragmentado e congelado, na décima segunda semana de
pos-operatorio.

III - Nio houve nenhum caso de infecglio Ossea verificada clinica ou histologicamente.
Pode-se dizer que as condigdes de funcionamento do Banco de Ossos do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas,

mostraram-se adequadas a finalidade proposta.

Concliusdes
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7.Summary



Bone regeneration was studied, from a hystological point of view, in 25 male,
adult, mongrel dogs. A standard hole, of 5.55 milemeters was made in the distal
metaphysis of both fémura and fild up with fresh crushed autografis or frozen crushed
allografts. A similar hole was made in the proximal metaphysis of the tibiae and left empty,
as a control. Groups of five animals were sacrified at the 2nd, 4th, 6th, 8th and 12th week
postoperatively. After hystological analysis of the implanted area it was concluded that
bone regeneration with both grafts was very similar, but the rythm of the return to the

normal bone structure was faster with crushed autografts.

Analising the fraction of volume occupied by the newly formed trabeculae, it
was found to be the same at the 12th week with both grafts and there was more than in the

controls.
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