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Resumo

Introducdo: A distracdo osteogénica pelo método e lizarov foi um grande avanco no tratamento das
falhas e encurtamentos dsseos. Segmentos musculoesqueléticos que anteriormente eram submetidos a
amputacdo puderam ser salvos com esse método. Entretanto, ndo esta isento de complicagdes, sendo o
longo tempo necessario para que o regenerado 6sseo consolide uma limitacdo desse método.
Objetivos: Avaliar o efeito das células-tronco autogenas do estroma medular, durante a distracdo
osteogénica pela técnica de llizarov, com o objetivo de reduzir o tempo de consolidacdo do regenerado
0sseo. Material e Métodos: Foram utilizados 10 cdes (20 radios), submetidos distracdo osteogénica
pela técnica de Ilizarov no ritmo de 1mm por dia dividido em 0,5mm a cada 12 horas. O alongamento
foi realizado até o regenerado obter 20% do comprimento total do radio. As células-tronco foram
introduzidas apds isolamento e cultivo prévio no regenerado 0sseo, quando este apresentou
comprimento de 10% do radio total. O acompanhamento foi realizado através de radiografias simples
nas incidéncias antero-posterior e perfil. O tempo de consolidacdo total (TCT) e o indice de
consolidagéo distracdo (ICD) do regenerado 6sseo foram mensurados em centimetros por dia de 0sso
alongado. Adicionalmente, o regenerado 6sseo foi avaliado através de exames histoldgicos e
histomorfométricos. Resultados: no grupo controle o TCT e ICD foram em média 117,4 (+28,0) dias
e 58,7 (+14,0) dias, respectivamente. No grupo estudo o TCT foi de 64,3 (£8,2) dias e 0 ICD de 32,15
(+4,1) dias. Os indices histomorfométricos foram significativamente maiores no grupo estudo. Na
avaliagdo histologica o tipo de consolidagdo 6ssea foi misto em 80% (ossificagdo intramembranosa e
endocondral) em ambos os grupos; a atividade osteoblastica de moderada a alta foi maior no grupo
estudo; e, quanto a ocupagdo pelo tecido neoformado foi mais significativa no grupo estudo.
Conclusdo: Os resultados sugerem que o uso de células-tronco autdgenas injetadas no regenerado
0sseo durante a distracdo osteogénica pela técnica de llizarov em radios de cdes, acelera a

consolidacdo do regenerado.

Descritores: llizarov; Distracdo osteogénica; Células-tronco.
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Abstract

Introduction: Osteogenesis distraction using the lizarov technique was a great advance in the
treatment of bone defect and shortening. Musculoskeletal segments that were previously
amputated could be saved using this technique. However, it is not free of complication, being
the long duration necessary for the bone regeneration a limitation of this method. Purposes:
To evaluate the effects of undifferentiated stem cells in the medullar stroma, during
osteogenesis distraction, when using the llizarov technique, aiming at reducing the
consolidation time of the bone regeneration. Material and Methods: Ten dogs (20 radiuses)
underwent osteogenic distraction by using the Ilizarov technique, at the pace of 1mm per day
divided in 0.5mm each 12 hours. The elongation was performed up to the regeneration
reaching 20% of the total radial length. The stem cells were injected after previous isolation
and cultivation of the bone regenerated, when it reach the length of 10% from the total radius.
The follow-up was performed using X ray in the frontal and lateral positions. The
consolidation time of the regenerate (CTR), and the index of distraction consolidation (IDC)
were measured in centimeters per day of elongated bone. Additionally, the bone regenerate
was evaluated using histology and histomorphometric analysis. Results: In the control group
the mean of the CTR and the IDC were: 117.4 + 28.0 days and 58.7 + 14.0 days, respectively.
In the study group the mean CTR was 64.3 + 8.2 days and the mean IDC was 32.5 £ 4.1 days.
The histomorphometric indexes were significantly greater in the study group. In the histology
evaluation the consolidation type was mixed in 80% (intra membrane and endocondral) in
both groups; the osteoblastic activity from moderate to intense was greater in the study group;
and, regarding to occupying space by the neo formed tissue it was more evident in the study
group. Conclusion: The results suggest that the use of self stem cells injected in the bone
regenerate during osteogenesis distraction, using the llizarov technique in radius from dogs

speeds the consolidation of the regenerate tissue.

Keywords: llizarov; Distraction osteogenesis; Stem cells.
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1.1 Apresentacéo do problema

A correcéo das falhas e encurtamentos 0sseos continua sendo um problema complexo
e de dificil solucao™, pois geralmente necessita de multiplas intervencdes cirtrgicas, longo
tempo de tratamento, tem altos indices de complicacbes e resultados funcionais
questionaveis™®’.

No inicio do século XX, o tratamento desses defeitos 0Osseos consistia em
encurtamento do membro, imobilizacdo em aparelhos gessados, utilizacdo de protese,
amputacdo ou apenas observacdo. Com o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas
cirurgicas, sobretudo do fixador externo circular de llizarov, foi possivel obter melhores
resultados clinicos no tratamento dessas afeccdes 6sseas’.

Ilizarov, em 1951, revolucionou o tratamento das lesdes musculo-esqueléticas, ndo
apenas pelo desenvolvimento de um fixador externo circular, mas principalmente pelo novo
conceito de regeneragdo 6ssea, a distracdo osteogénica®'!. A técnica utiliza principios
bioldgicos e mecanicos. Apds uma corticotomia seguida pela distracdo lenta e progressiva dos
segmentos 6sseos, osteotomizados por meio de um distrator 6sseo (como o fixador externo), é
gerado um estresse mecanico de tensdo no foco da fratura (osteotomia), que estimula a
formacdo de 0sso novo (regenerado 0sseo) e, concomitantemente, o crescimento de tecidos
moles adjacentes, preenchendo o0 espaco criado pela osteotomia®*?.

O ritmo de alongamento 6timo, que mais favorece a formagdo de 0sso novo e
histogénese, conforme preconizado por llizarov, é de um milimetro por dia subdividido em %
de volta a cada seis horas®. Ritmo diario acima de 1,5mm pode causar falha na formacéo do
regenerado, enquanto um ritmo menor que 0,5 mm pode promover consolidacdo Ossea
precoce®®*2,

O método de distracdo osteogénica de llizarov foi um grande avango na terapéutica

das lesbes musculo-esqueléticas, pois, além de possibilitar o salvamento de membros
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anteriormente submetidos a amputacdo, dispensa cirurgias abertas, uso de material de
osteossintese interno e, a principio, de enxertos 6sseos**%13.

Teoricamente, ndo existe limite para alongamentos 0sseos pela técnica de
lizarov***!* No entanto um dos fatores mais limitantes dessa técnica é o longo tempo
necessario para o 0sso neoformado consolidar. Isso ocorre principalmente nos grandes
encurtamentos e falhas 6sseas dos membros nos quais o tempo prolongado com o fixador
externo estad associado a complicagdes como rigidez articular, subluxacdo ou luxacdo,
contratura de partes moles, infeccdo, afrouxamento dos fios ou pinos e instabilidade do
fixado®.

A instabilidade da armacdo pode comprometer a integridade do regenerado 6sseo
ocasionando fratura, deformidade, hipotrofia, retardo de consolidacdo ou pseudartrose do
mesmo. Adicionalmente, em alguns casos, é necessario reduzir o ritmo de alongamento dsseo,
para evitar essas complicacdes™®.

A dinamizacdo do fixador externo, o mecanismo de compresséo-distracdo (mecanismo
de “sanfona”), reducdo ou parada da distracdo osteogénica e enxerto 6sseo autdogeno sao 0s
métodos habitualmente empregados para estimular a consolidacéo éssea nos casos de retardo
de ossificacdo ou pseudartrose do regenerado, durante a distracdo osteogénica. Esses métodos
tém indicaces e resultados limitados™°.

O osso autdégeno esponjoso da medula 6ssea é considerado o melhor material para
enxerto 0sseo, ndo apenas por suas propriedades osteogénicas e osteoindutoras, como tambem
por ser ndo imunogénico (obtido do proprio paciente), ndo transmitir doencas
infectocontagiosas e ter menor custo de obtencdo®’. Apesar disso, em determinadas situagdes,
como nos grandes defeitos 0sseos, a quantidade necessaria de 0sso autdogeno ou a morbidade

da area doadora inviabiliza ou limita seu uso*®*°. Nesse caso, com o objetivo de substituir ou

auxiliar o enxerto 0sseo autogeno, foram idealizados substitutos, tais como: enxertos
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heter6logos, homdlogos e bioceramicas, cujo uso revelou uma série de riscos e complicacfes
incluindo rejeicéo, instabilidade e infeccdes™.

Estudos visando a melhoria das caracteristicas biologicas dos aloenxertos 6sseos estdo
descritos na literatura®?%. Dentre 0s quais, esta o enriquecimento do aloenxerto com a medula
6ssea autdgena, rica em células indiferenciadas precursoras de osteoblastos®*?*. A medula
Ossea possui celulas-tronco com potencial para se diferenciarem nas linhagens celulares
envolvidas na reparacdo das lesdes 0sseas. Essas células desempenham papel importante na
osteogénese ou fagocitose, dependendo das condices do meio®®. No entanto a medula 6ssea
autogena ndo é capaz de preencher grandes defeitos 6sseos, devendo, nesses casos, associa-la
a enxertos ou substitutos 6sseos?>#2%:2",

O aprimoramento de técnicas de obtencdo e cultivo das células-tronco, além de
permitir um melhor conhecimento do mecanismo de acdo dos fatores bioldgicos envolvidos
no reparo das lesbes 0sseas, possibilitou seu uso terapéutico. Esses agentes, denominados de

auto-enxertos, sao utilizados de forma isolada ou mais frequentemente associados a enxertos

0sseos ou seus substitutos.

1.2 Justificativa

As grandes falhas Osseas sdo relevantes em ortopedia e traumatologia, tendo-se
tornado atualmente motivo de freqlientes estudos cientificos. O tratamento dessas lesdes
ganhou nova vertente, no final do século passado e inicio deste século, com a utilizacdo
coadjuvante de células-tronco, obtidas da medula déssea, fatores de crescimento derivados de
plaguetas e proteinas morfogénicas 6sseas?®>2. Esses agentes biolégicos, comumente, s&o
usados com o0 objetivo de promover ou acelerar o processo de consolidagdo ou
osteointegracdo, em associacdo com enxertos 6sseos ou seus substitutos, como enxertos nao

autégenos e bioceramicas®?**2** No entanto a utilizagdo de células-tronco no regenerado
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0sseo durante a distracdo osteogénica pela técnica de llizarov, com o objetivo de abreviar o
e X A H 26,33,34
processo de ossificagdo, € escassa na literatura :

A necessidade de promover adequada formacéo dssea, assim como reduzir o tempo de
consolidacdo do regenerado e as complicacdes inerentes ao longo tempo de permanéncia com
o fixador, justifica a realizacdo de estudos experimentais com uso de agentes biologicos.
Além disso, que esses agentes possam ser obtidos por técnica simples, de baixo custo e
indices de complicacgdes aceitaveis. O emprego de células-tronco no regenerado 6sseo durante

a distracdo osteogénica pela técnica de Ilizarov pode se mostrar um procedimento factivel,

com possibilidade de ser estendido a seres humanos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral
Comparar os resultados clinico-radiograficos, histoldgicos e histomorfométricos da
distragdo osteogénica pela técnica de llizarov, em réadios de cdes, com e sem utilizacdo de

células-tronco autégenas no regenerado Gsseo.

1.3.2 Especificos
% Auvaliacdo clinica e radiografica do tempo de consolidacao do regenerado 6sseo

com e sem 0 uso de células-tronco autogenas;

K/

% Avaliar diferencas histologicas e histomorfométricas, quantitativas e
qualitativas (tecidos/células), no regenerado 6sseo, com e sem o uso de células-

tronco autdgenas.



Literatura
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2.1 Mecanismo de reparo das lesdes 6sseas

O mecanismo de consolidacdo dssea depende de varios fatores, como tipo de
tratamento realizado, estabilidade da osteossintese, da vascularizacdo e do contato entre os
fragmentos 6sseos, além do tempo necessério para que ocorra uni&o estavel entre eles*>*°.

Os mecanismos biologicos de reparo das lesdes Osseas sdo complexos e ainda néo

foram totalmente elucidados'*%

. Independente da causa, o reparo das lesGes dsseas segue
uma sequiéncia de eventos que podem ser divididos em trés fases, de acordo com as mudancas
morfoldgicas: fase inflamatéria, reparativa e de remodelac&o. Na fase inicial, ha formagéo e
reorganizacdo do hematoma, liberacdo de fatores de crescimento plaquetario e formacéo de
tecido rico em células progenitoras provenientes do proprio tecido ésseo e sangue periférico.
Essas células, na fase de reparo, vdo formar o tecido 6sseo primario (imaturo) por um
processo semelhante & ossificagdo endocondral e a intramembranosa®. Posteriormente, esse
tecido imaturo sofre remodelacdo 6ssea auxiliada pelos osteoclastos, até formar o tecido 6sseo
maduro ou lamelar. Esta fase pode durar meses ou anos, até que o 0sso neoformado, auxiliado
por forcas mecanicas, adquira as caracteristicas estruturais, fisioldgicas e mecanicas prévias a
lesdo. Os estagios sdo modulados por mecanismos bioldgicos e mecanicos complexos®*’.

A estabilidade da osteossintese utilizada no reparo das lesdes dsseas interfere no
mecanismo de consolidacdo 6ssea, que pode ser primaria, sem formacdo de calo 6sseo, ou
secundaria, com formacdo de calo 6sseo. A primaria acontece apds osteossintese com
estabilidade absoluta, sem micro movimentos no foco de fratura e com contato menor que um
milimetro entre os fragmentos 6sseos®, enquanto que a secundéria ocorre nos casos tratados
sem fixac&o 6ssea ou na presenca de estabilidade relativa da osteossintese®.

Independente do tipo de consolidagdo dssea, primaria ou secundaria, células de origem

mesenquimal e plaquetas liberam polipeptideos que atuam no reparo das lesbes dsseas

regulando a proliferacdo de células mesenquimais e sua diferenciacdo em células
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osteogénicas, assim como a quimiotaxia e a formacdo de matriz 6ssea®. Dentre essas
moléculas, estdo o fator de crescimento transformador beta (TGF-RB), as proteinas
morfogénicas Osseas (BMP), o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF). As variantes 1 e 2 do TGF- tém como funcdes
a guimiotaxia e a mitogénese das celulas precursoras dos osteoblastos, estimulando a
depositacdo de matriz 6Ossea, além de inibir a reabsorcdo de osso pelos osteoclastos,
originando um calo 6sseo maior e forte. Além do TGF-B, as BMP sdo os principais fatores
pelo recrutamento e pela diferenciacdo das células mesenquimais em condroblastos e
osteoblastos para formacdo do tecido 6sseo secundario (lamelar) com calo duro, mas néo pelo
aumento da atividade mitotica. O PDGF é o primeiro fator a aparecer numa lesdo e promove
aumento de células reparadoras, desbridamento do local da lesdo, mas, embora aumente o
tamanho do calo dsseo, ndo aumenta a estabilidade mecéanica. Além disso, promove a
angiogénese, sem a qual ndo formara o tecido viavel***.

Os procedimentos terapéuticos de reconstrucao das falhas 6sseas (neoformacéo Gssea)

evoluiram, ao longo dos anos, para que pudessem atuar sinergicamente com 0 organismo em

cada uma das fases da reparacao 6ssea, ensejando as melhores condices fisioldgicas.

2.2 Evolucéo do tratamento das falhas 6sseas

O tratamento das falhas Osseas pode ser dividido em trés processos: alongamento

0sseo0, enxertos 0sseos e auto-enxertos.

2.2.1 Evolucéo do alongamento Gsseo

O primeiro relato sobre alongamento dsseo foi descrito, em 1905, por Alessando
Codivilla (1904-1905), entretanto os resultados foram desapontadores. A partir de entdo,

varios estudos experimentais e clinicos foram desenvolvidos para determinacdo da melhor
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técnica de alongamento 6sseo e explicacdo dos mecanismos biolégicos e mecanicos
envolvidos na regeneragdo 6ssea> 134243,

Anderson, em 1952, foi o primeiro a mostrar a importancia da preservacao dos tecidos
moles e da osteoclasia fechada na regeneragdo 6ssea>’. Apesar disso, s6 com o surgimento do
fixador externo circular, desenvolvido pelo Professor Gavriil Abramovich Ilizarov, na década
de 50, no Centro de Reabilitacdo Ortopédica e Traumatoldgica de Kurgen, localizado na
Sibéria, antiga Unido Soviética; um novo conceito sobre regeneracao 6ssea foi enunciado - a
distracdo osteogénica® ™.

Ilizarov estudou a distracdo osteogénica e, por meio de estudos experimentais em
animais e clinicos, em humanos, definiu suas bases biologicas e estabeleceu um protocolo de
tratamento em 0ssos longos, possibilitando indices menores de complicacdo durante a
formacéo de tecido 6sseo. Além disso, apresentou os principios da tensdo gradual dos tecidos
nas doencas do aparelho osteomuscular, denominando-a técnica de compressdo-distracéo,
ressaltando como vantagens da técnica: cirurgia menos traumatica, diminui¢do no tempo total
de tratamento, resolucdo de casos antes considerados incuraveis e regeneracdo de tecidos
moles, como musculos, vasos e nervos, além do tecido 0sseo, sem a necessidade de
enxertos®***.

Submetendo 480 cées adultos a alongamento de tibia, o autor concluiu que com o uso
de um fixador suficientemente estavel, associado a méxima preservagdo dos tecidos moles, do
0sso medular e do suprimento sanguineo no local da corticotomia, ocorre neoformacao 0ssea
mais favoravel e rapida (cerca de 21 dias), do que nos casos com osteotomia medular
agressiva e interrupcéo do aporte sanguineo®.

Em seguida, Ilizarov desenvolveu estudo com 120 animais, divididos em dois grupos,

segundo osteotomia aberta ou fechada da tibia, para avaliar a quantidade, ritmo e frequéncia

de alongamento 6sseo. Para tanto, formou seis sub-grupos, variando o ritmo (0,5mm, 1,0mm,
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2,0mm por dia) e a frequéncia (uma, quatro e 60 voltas por dia). Os espécimes foram
sacrificados em intervalos variando de sete dias a seis meses e estudados radiogréafica,
histologica e biomecanicamente. Observou que a melhor resposta tecidual foi obtida quando o
ritmo de alongamento foi de Imm/dia, na freqiiéncia de 60 voltas/dia, assim como detectou
consolidacdo prematura com 0,5mm/dia e formacdo de tecido fibroso, com ritmo de
2,0mm/dia’’.

A partir desses estudos, Ilizarov recomendou quatro principios para boa qualidade e
guantidade de osso regenerado no alongamento dos 0ssos longos: corticotomia percutanea
com menor dano possivel aos vasos; aplicacdo de fixador externo circular com maxima
estabilidade dos fragmentos dsseos, mas ndo rigido; periodo de laténcia de cinco a 10 dias
antes do inicio do alongamento e distracdo Ossea progressiva, seguida por um periodo de
consolidacéo antes da remocdo do fixador®.

Na mesma época em que llizarov pesquisava o uso do fixador circular, De Bastiani et
al. (1986) utilizavam a técnica de distracdo osteogénica com um fixador externo unilateral,
constituido por uma barra cilindrica articulada, fixada ao 0sso por pinos conicos, capaz de
proporcionar maior conforto para o paciente durante a distracdo osteogénica. Apesar disso,
esse fixador ndo era tdo estavel com a do fixador externo circular, e a utilizacdo apenas de
pinos para fixacdo ao 0sso, tornava-o mais rigido, impedindo os micro movimentos que,
sabidamente, estimulam a osteogénese®®.

Com o uso do fixador circular, o estiramento das partes moles na regido do segmento
musculo-esquelético alongado, a hipovascularizacdo e o tempo prolongado de consolidacéo
do regenerado dsseo foram identificados como principais fatores limitantes da distracdo
osteogénica. Foi tambem comprovado que a fraqueza muscular, ocorrida ap6s alongamento
0sseo, ndo estava associada apenas ao desuso do masculo, mas, principalmente, a denervagéo

muscular e a lesdes de suas microfibras, ocasionadas pelo alongamento com ritmos superiores
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a 1,0mm/dia. Complicacdes decorrentes do longo tempo do fixador externo incluiram
infeccdo no trajeto dos fios de Kirschner ou dos pinos de Schantz, encurtamentos musculares
e rigidez articular, assim como fratura ou deformidade do regenerado 0sseo, apos a retirada do
fixador*®*’,
Com o objetivo de reduzir o tempo de uso do aparelho, e, portanto, as complicacfes
relacionadas, Paley et al*., em 1997, propuseram uma técnica de alongamento 6sseo com
fixador externo uniaxial associado a uma haste intramedular, com a funcéo de tutor interno
durante o alongamento.

Outros sistemas de alongamento ésseo incluiram o uso exclusivo de hastes

intramedulares*®*°

, com bons resultados e menores complicacdes relacionadas com as partes
moles e com o regenerado, quando comparados aos alongamentos 0sseos realizados com
fixadores externos. No entanto o uso de hastes intramedulares ndo esteve livre de
desvantagens e complicac@es. Foram identificadas complicacdes relacionadas a técnica, como
tempo cirdrgico mais prolongado, maior sangramento, maior indice de infeccdo e de embolia
gordurosa, como também a complexidade da deformidade ortopédica e sua causa,
compreendendo deformidades multiaxiais associadas com discrepancia dos membros e
decorrentes de osteomielite®,

Mais recentemente, sistemas automatizados para alongamento 0sseo, com hastes
intramedulares, foram desenvolvidos e aprimorados, os quais, além do alto custo financeiro e
da possibilidade de falha do sistema mecanico com bloqueio da distracdo 0ssea, associam
desvantagens e complicagdes das hastes convencionais™.

Estudos biomecénicos demonstram que os fixadores circulares ainda sdo os que
apresentam melhores resultados quanto a estabilidade e versatilidade, principalmente nos
casos de discrepancias adquiridas dos o0ssos longos, associadas a deformidades multiaxiais e

osteomielites, como também nas afeccdes ortopédicas de origem congénita®®®®,
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2.2.2 Utilizac&o de enxertos 6sseos convencionais

A enxertia 6ssea € um procedimento antigo. O primeiro registro do uso de enxerto
0sseo data de 1668, para tratamento de doencas diversas como consolidacdo 0Ossea tardia,
pseudartroses adquiridas ou congénitas, defeitos 0sseos pds-traumatismo, infeccOes e
tumores, enquanto que o primeiro enxerto de 0sso craniano foi realizado 16822,

Ao longo do tempo, o processo de enxertia 0ssea foi evoluindo, do que derivaram
diversas classificacBes. Quanto a origem do tecido enxertado, a terminologia moderna
reconhece: enxertos autélogos, quando a origem € o préprio individuo; aloenxertos, aqueles
originados de individuo da mesma espécie, porém com caracteristicas genéticas diferentes;
isoenxertos ou enxertos singénicos, quando oriundos de individuos geneticamente idénticos, e
xenoenxertos, quando advindos de individuos de espécies diferentes®®. Considerando o sitio
doador, 0s enxertos 0sseos podem ser de 0sso cortical, esponjoso ou de 0sso total, cujas
propriedades especificas interferem sobre o sucesso ou insucesso do procedimento®.

Apesar da evolucdo no tratamento com enxertos 6sseos convencionais, 0 insucesso
ainda é frequente, devido a necrose e reabsorcéo dos enxertos, soltura precoce do material de
osteossintese por faléncia mecanica, pseudartrose e néo incorporacio do enxerto®.

O desafio de obter melhores resultados no tratamento de falhas dsseas tem feito com
que novas técnicas sejam desenvolvidas. Busca-se obter resultados no minimo comparaveis
aqueles com o uso de enxertia autologa, considerada o melhor método para inducdo da
consolidacdo 6ssea, porem sem a desvantagem de ser fonte esgotavel, causar seqiielas no sitio
doador, além de ter qualidade dependente da idade e das condicSes gerais do paciente®.

Esses insucessos suscitam questionamentos relacionados aos custos diretos e indiretos
envolvidos na recuperacdo das falhas Osseas. A amputacdo com uso de protese poderia

parecer uma solucdo mais pratica do que o desenvolvimento de técnicas de recuperacdo, mas
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0 custo do tempo de vida atil do paciente tem feito com que se busque o desenvolvimento dos

auto-enxertos™’,

2.2.3 Auto-enxerto no reparo de lesdes 6sseas

Auto-enxertos sdo fatores bioldgicos que védo atuar durante todo ou parte do reparo
Ossea, regulando as atividades autdcrinas e paracrinas dos osteoblatos, e estdo sendo
utilizados como alternativa aos enxertos 0sseos ou, mais comumente, associados a estes, para
promover a cura ou acelerar o reparo das lesdes 6sseas™.

Os auto-enxertos podem ser substancias osteoindutoras, osteocondutoras e
osteogénicas. As osteoindutoras séo capazes de desencadear proliferacdo e diferenciacdo de
células-tronco em diferentes tipos celulares especializados, como o fazem, por exemplo, as
proteinas morfogénicas 6sseas (BPM) e o plasma rico em plaquetas por conter os TGF-[1 e 0
fator de crescimento plaquetario (PDGF)?*®,

A funcdo das proteinas morfogénicas 6sseas foi descrita em tdpicos anteriores, mas
cabe acrescentar, que dentre todos os fatores de crescimento ésseo atualmente conhecidos,
apenas as BMP tém a capacidade de induzir o processo de formacdo de 0sso ectopico, em
vertebrados, mas precisam ser implantadas associadas a um carreador, que, além de atuar
como espacador tridimensional fornecendo a estrutura necessaria para a formagdo do novo
tecido, assegura concentracdo dessas proteinas no local desejado, porque elas séo soltveis em
4gua e rapidamente difusiveis®>®.

O plasma rico em plaquetas foi inicialmente descrita por Lynch et al®’., em 1991. E
um coagulo de fibrina, autologo, rico em plaquetas que liberam, de forma ciclica, PDGF e

TGF-a. Adicionados ao enxerto 6sseo para tratamento de uma falha, s3o capazes de acelerar o

processo de consolidacdo e mineralizacdo da lesdo 0ssea em cerca da metade do tempo, bem
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como aumentar a densidade 0ssea do 0sso trabecular em 15% a 30%, comparativamente aos
casos sem uso de plasma rico em plaquetas®:*>*".

Os agentes osteocondutores funcionam como arcabouco para formacéo 6ssea, podendo
ou nao ser absorvidos ou incorporados, como, por exemplo, as bioceramicas. Nessa categoria
de auto-enxertos, as substancias mais empregadas sdo a hidroapatita, o fosfato de calcio, o
sulfato de calcio, além da associacao entre eles, especialmente da hidroxiapatita com o fosfato
tricalcico, e deles com as BMP, temas que ainda necessitam ser mais amplamente pesquisados
para que se obtenha um nivel mais alto de evidéncia®.

As substancias osteogénicas, como, por exemplo, as células-tronco mesenquimais, sdo
capazes de produzir células 6sseas envolvidas no reparo das lesées 6sseas>® e se constituem
no tema central do presente trabalho.

Vaérios estudos tém demonstrado a acdo dessas substancias no mecanismo de reparo
das lesdes Osseas, técnicas para obtencdo e utilizacdo, além de indicagdes, vantagens,

desvantagens e complicagdes**>**%°",

2.3 Células-Tronco

A hipotese de que a medula dssea autdgena transplantada para uma regido heterotopica
induzia a formacdo de osso foi aventada por Goujon (1869, apud BURWELL, 1985). Com o
avanco tecnologico, foi possivel identificar que essas células, atualmente denominadas de
células-tronco, estdo presentes em praticamente todos os tecidos.

N&o ha um conceito Unico para celulas-tronco, por isso sdo caracterizadas por suas
propriedades funcionais®®®2. Células-tronco sdo células ndo especializadas, capazes de se
multiplicar assimetricamente por longo periodo, mantendo-se indiferenciadas, de forma que
um pequeno numero dessas células pode originar uma grande populacdo de celulas

semelhantes. No entanto, diante de um evento ou estimulo apropriado, podem se diferenciar
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em vérias linhagens de células especializadas, formado tecidos especificos®®. A divisdo
assimétrica € a capacidade que permite a célula-tronco permanecer indiferenciada e originar
células-filhas a semelhanca da célula-mée, mantendo as reservas celulares do tecido, como
também originar uma outra linhagem celular, a qual ira se diferenciar em células
especializadas®®.

As células-tronco (CT) podem ser classificadas quanto a origem e capacidade de
diferenciacdo nos tipos embrionaria e adulta, cada qual com indicacGes terapéuticas,
vantagens e desvantagens proprias™..

As CT embrionérias (CTE), obtidas do embrido nas fases iniciais do desenvolvimento
uterino ou por técnicas genéticas (clonagem), sdo pluripotentes, por isso podem se diferenciar
em qualquer tipo de tecido. As desvantagens do uso terapéutico dessas células ndo se
restringem as dificuldades técnicas, financeiras, éticas e politicas que envolvem sua obtencéo,
mas incluem também a possibilidade de desencadeamento de resposta imune do hospedeiro,
maior tendéncia & formacao de células neoplésicas por elas ndo serem autégenas™>®*.

As CT adultas sdo células pos-natais, presentes em multiplos tecidos, como medula
6ssea, tecido adiposo, peridsteo, misculos esqueléticos, sangue periférico, dentre outros®®’.
O uso de CTA apresenta vantagens em relacdo as CTE: possibilidade de isolamento de
maltiplos tipos de tecido, presenca em individuos de qualquer idade, baixa tumorigenicidade
por serem autdlogas, além de envolverem menor exigéncia financeira. Apesar disso,
apresentam menor capacidade de diferenciacdo quando comparadas as CTE, o que constitui
em uma desvantagem®*®.

As fontes mais comuns de CT sdo medula dssea, sangue periferico, placentario ou de
corddo umbilical, assim como tecidos fetais, ou ainda cultura de CT adultas®®.

4
|9

Burwell™ (1964) atribuiu as células osteogénicas primitivas da medula 6ssea a eficacia

|95

bioldgica dos enxertos 6sseos esponjosos, entretanto foram Friedenstein et al™., em 1974, que
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demonstraram pioneiramente que as células-tronco medulares aderem a placa de cultura e
assemelham-se a fibroblastos “in vitro” ¢ formam colonias. Essas células da medula Ossea
foram descritas como indiferenciadas, caracterizadas por baixa taxa de crescimento, alta
capacidade de auto-renovacéo e potencial para se diferenciarem em varias linhagens celulares.
Na reparacdo Ossea, elas desempenham papel importante na osteogénese ou fagocitose,
dependendo das condigbes do meio®. A estas células, foram dados os nomes de células-
tronco estromais da medula 6ssea, células progenitoras do tecido conjuntivo, células-tronco
esqueléticas ou células-tronco mesenquimais (CTM)®"2,

Estudos posteriores demonstraram que as CTM da medula Ossea sdo células
multipotentes e podem ser isoladas, expandidas e diferenciadas, por meio de técnicas de
cultivo especificas, em células especializadas principalmente osteoblastos, condroblastos,
adipécitos e fibroblastos’ ",

As CTM correspondem a 0,01 de todas as céelulas presentes na medula 6ssea adulta,
mas, embora a medula 6ssea seja a reserva dessas células, estdo presentes em diversos outros
tecidos, como periésteo, musculo, figado, sangue e tecido adiposo. Outra caracteristica que
lhe é peculiar é o declinio de sua freqiiéncia com a idade™.

Essas informacdes sdo importantes porque o aspirado da medula éssea é a principal
fonte para utilizacdo de células-tronco em ortopedia. A alta plasticidade dessas células
possibilita seu uso terapéutico em varias afeccbes médicas, tornando-se motivo de estudos
clinicos e pré-clinicos que as utilizam como alternativa aos enxertos 0sseos ou a Seus
substitutos, como as bioceramicas®.

Efeitos positivos do uso dessas células, isoladas ou associadas com enxertos 0sseos ou
substitutos, no reparo de lesdes Gsseas criticas ou osteointegracdo, sdo descritos em varios

estudos” ",
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A utilizagao do aspirado da medula dssea, como enxerto “fresco” sem isolamento ou
cultura prévia de CTM, apresenta resultados controversos no reparo das falhas dsseas.

Krzymanski et al*

, em 1997, compararam 0 reparo 0sseo, em ratos, submetidos a CT de
medula Ossea “fresca”, células mesenquimais obtidas da medula O&ssea, isoladas e
diferenciadas em células fibroblastoides em meio de cultura; aloenxerto e autoenxerto.
Identificaram ndo haver diferenca significativa quanto ao reparo das lesdes 0sseas, no grupo
do aspirado da medula 6ssea com os das células cultivadas (fibroblastéides), entretanto o
efeito na consolidacdo dssea foi significativamente menor no grupo do aloenxerto, comparado
aos outros grupos. Resultados diferentes foram obtidos por outros autores®, em 2004 que néo
observaram aumento da formacdo do calo 6sseo com o uso do aspirado da medula Gssea
“fresca” em defeitos de fémures de ratos.

A associacdo de BPM e de células-tronco da medula com aloenxerto, em defeito 6sseo
de tibias de cdes, promoveu osteointegracdo mais rapida e eficaz do que nos grupos em que
foi empregado isoladamente o autoenxerto, o aloenxerto ou este associado & BPM®".

Em outros estudos pré-clinicos e clinicos, foram utilizadas CTM, ap6s isolamento e
cultivo prévio, associadas ao plasma autdlogo rico em plaquetas (PRP), a BPM, a aloenxertos
ou bioceramicas, no reparo de defeitos 6Osseos criticos. Independente dos componentes
associados, os resultados mais significativos de consolidagdo 6ssea ou de osteointegracao
ocorreram na associacdo de células-tronco da medula 6ssea com PRP ou BPM,
comparativamente ao uso isolado de CTM ou PRP?%2,

Estudos sobre a acdo das CTM indiferenciadas no regenerado 0sseo, durante a
distracdo osteogénica pela técnica de Ilizarov, sdo escassos na literatura. Kitoh et al®®. (2004),
durante a distracdo osteogénica utilizaram plasma rico em plaguetas e células-tronco

mesenquimais, apos expansdo e diferenciacdo em cultura, em trés pacientes, dois com

acondroplasia e um com pseudartrose congénita da tibia. Obtiveram consolidacao clinica e
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radiologica mais rapida, representada por indice de consolidagdo médio de 23 dias para cada
centimetro de osso alongado, e com menores indices de complicacdes em todos 0s casos, em
relacdo aqueles relatados na literatura e tratados apenas com fixador ou enxerto 6sse0®.

Outro aspecto ja investigado foi a acdo das CTM na isquemia, porque esse fendmeno
atua como fator limitante da distracdo osteogénica. Com 0s objetivos de estabelecer a area de
extensdo da isquemia no regenerado 6sseo, durante a distracéo, e a participacdo das CTM na
vasculogénese local apds sua diferenciacdo em células progenitoras endoteliais, Cetrulo Jr et
al®., em 2005 injetaram CTM autégenas nas carétidas das cobaias, no inicio da distracdo
osteogénica da mandibula. Concluiram haver uma expansdo seletiva de células progenitoras
endoteliais nas zonas isquemiadas durante a fase de ativacdo da distracdo osteogénica, as
quais permanecem na fase de consolidacgdo, sugerindo que a injecdo de CTM poderia reduzir a
extensdo da area de tecido isquémico.

A acdo dos auto-enxertos sobre a osteogénese também foi comprovada por Mandu-
Hrit et al.3*, em 2006, a0 demonstrarem que a introducéo de proteina morfogénica 1 (OP 1) no
regenerado &sseo, ao inicio da distracdo osteogénica, acelera a consolidacdo do 0sso
neoformado em fémures de coelhos, no entanto, diferente de outros autores®®. A injecdo de
BPM OP-1 no regenerado 6sseo ndo aumenta a vascularizagdo sanguinea na area do
alongamento e atribuiram a aceleragcdo da consolidacdo Gssea a um outro fator, que ndo o
aumento da angiogénese®.

Na medida em que as comprovacOes foram ocorrendo, houve a necessidade de avaliar
de forma mais objetiva 0s eventos presentes no regenerado 0sseo durante a distracao

osteogénica por meio de exames de imagem.
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2.4 Métodos de avaliacdo do regenerado durante a distracao dssea

2.4.1 Métodos de imagem

Ha varios métodos descritos para acompanhar a evolugdo do regenerado 6sseo durante
a distracdo osteogénica quanto a: tamanho, largura, qualidade, deformidades que podem
ocorrer durante o alongamento, e, sobretudo ao grau de maturacdo e consolidacdo do 0sso
alongado. O objetivo dessas avaliacdes € definir a data mais adequada para retirada do fixador
externo, isto é, da consolidacdo do regenerado®®. Dentre os métodos de imagem utilizados,
estdo radiografia convencional, ultrassonografia, tomografia axial computadorizada,
cintilografia 6ssea, densitometria dssea e analise de imagens digitais através de programas de
computador’ 16198687,

Embora haja opini6es discordantes relativas aos sinais clinicos de consolidacdo dssea
guanto ao uso da radiografia convencional, ela continua sendo o método mais utilizado para

definir a data adequada da retirada do fixador, isto é, da consolidac&o do regenerado®®.

1.8 em 2003, em estudo com tibia de

Essa afirmacdo foi comprovada por Aronson et a
65 cdes, alongadas pela técnica de llizarov, para comparacdo dos métodos empregados para
acompanhar a evolucdo do grau de maturacdo e consolidacdo do regenerado ésseo e tomar a
decisdo sobre a data ideal para remover o fixador externo. Dentre seis métodos de imagem
analisados, a radiografia convencional mostrou ser o mais eficaz para 0 acompanhamento de
todos os aspectos do regenerado 6sseo durante a distracdo osteogénica, incluindo a relagdo
custo/beneficio, embora outras técnicas possam ser utilizadas, como a tomografia
computadorizada quantitativa que permite melhor avaliagdo da densidade Ossea; a
ultrassonografia para documentar a presenga de cistos no regenerado e cintilografia para

avaliar a vascularizagdo do regenerado. Acrescentaram que, durante o acompanhamento do

alongamento 6sseo, nenhum método invasivo é necessario para decisfes clinicas referentes ao
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retardo de consolidacdo do regenerado, como alterar o ritmo da distracdo osteogénica, uso de
enxerto 6sseo, dinamizacdo do fixador ou remocao deste, ap0Os evidenciar consolidacao

adequada do regenerado através dos exames de imagem.

2.4.2 Histologia e histomorfometria dssea

A utilizacdo da histomorfometria (verbete derivado do grego significando histés —
tecido; morphe — forma; métron — medida) do tecido 6sseo data da década de 40, quando se
obteve maior conhecimento da arquitetura 6ssea. A utilizacdo das técnicas de bidpsia, e,
estudos com bases da histomorfometria 6ssea, estdo estabelecidos, com a qual se analisam, de
maneira quantitativa, componentes da morfologia 6ssea como volume, superficie, area e
perimetro®%°,

A histomorfometria emprega os principios da estereologia, com a qual se analisam
estruturas tridimensionais de amostras bidimensionais®™. Em 1847, o geologista francés
Delese, estudando rochas, determinou que a fracdo de area € igual a fracdo de volume nas
seccOes infinitamente finais, demonstrando que a espessura da seccdo € o parametro mais
importante, porque, quanto menor a espessura do corte, menor a probabilidade de erro. No
entanto, nessa época, a analise estereoldgica restringia-se a estruturas isotropicas, isto é, cuja
distribuicdo e orientacdo, no espaco, fossem uniformes, o que impedia a analise de amostras
0sseas, cuja principal caracteristica é apresentar distribuicdo espacial anisotropica, pois as
trabéculas Gsseas estdo dispostas em diferentes orientacdes®®. A comprovacdo feita por
Baddeley et al*’., em 1986, utilizando um sistema de amostragem ao acaso, de que 0S
procedimentos estereoldgicos poderiam ser aplicados na analise de estruturas anisotropicas;
abriu uma nova perspectiva de estudo do tecido 6sseo, que foi ainda mais expandida com a

padronizacdo dos indices de histomorfometria 6ssea, feita por Parfitt et al.*®, em 1987, e
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aceita mundialmente. Esses avancos metodoldgicos serviram de motivacdo para outros
autores® que iniciarem um estudo de comprovacdo de que tal metodologia pode ser aplicada
em 0sso trabecular.

Poucos meses depois, foi publicada a técnica de analise histomorfométrica de amostras
de reparo 0sseo, obtidas por cortes transversais, associada aos critérios que permitiram
correlacionar as medidas histomorfométricas as propriedades biomecanicas e as imagens
radiogréaficas, definindo funcionalmente as taxas do tecido 6sseo reparado. As medidas
histomorfométricas podem avaliar a quantidade de tecido Gsseo, as taxas de formacdo e
reabsorco, a qualidade da sua micro-arquitetura e da conectividade da malha trabecular®®,
Com a maior divulgacdo do método histomorfométrico, outros avangos se somaram, dentre 0s
quais estd a automatizacdo da leitura das laminas por meio de programas informatizados de

analise de imagem®.



Materiais e Méetodos
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3.1 Local e tipo de estudo

O estudo foi experimental, prospectivo, analitico, realizado no Nucleo de Cirurgia
Experimental do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no
periodo de setembro de 2006 a janeiro de 2008.

Os animais foram mantidos durante todo o experimento no biotério do Ndcleo de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias da Salde da
UFPE, onde foram conduzidos por técnicos e veterinarios habilitados, seguindo normas

internacionais para pesquisa com animais.

3.2 Selecdo

Foram estudados 22 radios do antebraco, direito e esquerdo, de 11 cdes adultos,
mesticos, com peso corporeo variando de 15 a 20Kg, com idade média de 4,5 anos (minimo
de 4 anos; maximo 5 anos), clinicamente sadios, oriundos do Centro de Vigilancia Animal da

Prefeitura da Cidade do Recife — PE.

3.2.1 Selecdo dos grupos

Os grupos foram constituidos pelos antebragos dos cées, determinando-se por sorteio,
que, para cada cdo, o grupo | (controle) fosse constituido pelo antebraco direito, ficando o
esquerdo, do mesmo animal, como grupo Il (estudo).

Grupo | (controle):

+ antebraco direito (11 cées): 11 réadios;

+ distracdo osteogénica isolada dos onze radios pelo método de Ilizarov.
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Grupo Il (estudo):
++ antebraco esquerdo (11 cées): radio esquerdo;
+ distracdo osteogénica pelo método de Ilizarov, associada a células-tronco autdgenas

indiferenciadas.

3.2.2 Critérios de exclusao

Foi considerada como critério de exclusdo, a presenca de qualquer dos seguintes
eventos: alteracdes dsseas e deformidades congénitas, infeccdo pos-operatoria grave (infeccédo
do regenerado 0Gsseo), exposicdo da area do o0sso alongado com deiscéncia da ferida
operatoria, assim como outras intercorréncias que comprometessem a distracdo osteogénica,
como, por exemplo, perda da instabilidade do fixador externo por quebra dos fios de
Kirschner ou dos pinos de Schantz.

De acordo com estes critérios, um céo foi excluido do estudo, durante o procedimento
controle, por falha do material de osteossintese (quebra de um fio de Kirschner),

comprometendo o regenerado 6sseo, durante a fase de distracdo osteogénica.

3.3 Procedimentos

Os animais foram medicados com drogas antiparasitarias para: Ancylostoma,
Spirocerca, Uncinaria e Toxocara canis, e imunizados preventivamente contra raiva,
cinomose, Adenovirus coronavirus, parvovirus, virus da parainfluenza e Leptospira. Apos a
vacinacao, aguardaram-se 40 dias para iniciar os procedimentos cirirgicos.

Os animais foram entdo submetidos a exames laboratoriais (hemograma e
coagulograma) e radiograficos, nas incidéncias antero-posterior e perfil das quatro patas, com

0 objetivo descartar alteracdes 0sseas e deformidades congénitas.
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A alimentacdo diaria consistiu de 4gua e 800g de racdo PopDog Natural®, produzida
pela Kowalski Alimentos Ltda, contendo proteinas e vitaminas A, D3, E, K3, B1, B2, B12 e
niacina, além de calcio, fosforo, acido pantoténico, colina, zinco, ferro, manganés, cobre, iodo

e selénio. O consumo diario dessa racdo com peso entre 12 e 25 Kg variou de 340 a 680g.

3.3.1 Procedimentos cirurgicos
3.3.1.1Pré-operatdrio

O céo selecionado para a cirurgia foi mantido em jejum por 12 horas. A higiene
corporal foi realizada meia hora antes da cirurgia.

Radiografias em incidéncia antero-posterior e perfil panordmico do antebraco do
animal foram realizadas antes do procedimento cirdrgico, para auxiliar na montagem prévia
do fixador de Ilizarov e na determinagdo do tempo total de distracdo osteogénica (TTDO).
Para o calculo do TTDO, admitiu-se um alongamento de 20% do tamanho total do radio de
cada cdo em ritmo de 1 mm/dia, variando de 19 mm a 22 mm, correspondendo a TTDO de 19

a 22 dias (Figura 1).

Figura 1. Radiografia panordmica do antebrago do cdo: em azul - mensuragdo do comprimento total do
radio com régua
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A montagem do aparelho de llizarov foi composto por quatro anéis em aco
inoxidavel de 100mm diametro, dois em cada extremidades, conectados por quatro hastes
rosqueadas de tamanho tal que os anéis ficassem posicionados em cada extremidade Ossea
proximal e distal de ulna e radio. A mesma configuracdo da armacéo do fixador foi utilizada

nos grupos estudo e controle (Figura 2).

Figura 2. Fixador externo circular de Ilizarov utilizado no experimento

a) Anestesia

Nos procedimentos com maior duracdo cirdrgica, como fixacdo do aparelho,
osteotomia e resseccdo do regenerado 6sseo, o animal foi submetido inducdo anestésica com
tiopental sddico (12,5mg/Kg peso) por via intravenosa, seguindo-se anestesia geral, conduzida
com cloridrato de cetamina (2,5mg/Kg peso) e brometo de pancurdnio (0,1mg/Kg peso a
0,2mg/Kg peso) administrados por via endovenosa, sob com entubagdo orotraqueal. A
assisténcia ventilatoria mecéanica controlada foi realizada com volume corrente de 15mL/Kg
peso, FiO, de 21% e freqiiéncia respiratéria de 16 ciclos/minuto. Para reversdo do bloqueio
neuromuscular, foi utilizado metilsulfato de neostigmina (0,06mg/Kg peso) e atropina

(0,02mg/Kg peso) por via endovenosa (Figura 3).



27

Figura 3. Céo anestesiado submetido a ventilagdo mecéanica
assistida
Nos procedimentos com menor tempo cirdrgico, como puncdo da medula 6ssea e
inoculacdo percutanea das células-tronco no regenerado &sseo, foi realizada sedacédo
anestésica com tiopental e anestesia local, com xilestesin® a 2%, sem vasoconstrictor.
A antibiotiocoprofilaxia foi realizada com o protocolo de Rahal et al.®*, em 2002,
modificado, que consistiu na infusdo endovenosa de cefalotina sodica na dose de 40mg/Kg
peso, durante e apo6s duas horas da indugdo anestésica, assim como apds o término da cirurgia,

nesse caso, associada a penicilina G benzatina, na dosagem de 40.000 Ul/dose®®.

b) Técnica de fixacao do Ilizarov e osteotomia

Decorridos os cinco minutos de laténcia da anestesia geral, foi realizada nova limpeza
do membro, com gaze umedecida com PVP-I' a 10%. Posteriormente, procedeu-se a
tricotomia de todo o antebrago canino, seguida da antissepsia da pele, com a mesma solucéo.

Colocado um campo cirurgico estéril sobre a mesa, o animal foi posicionado em decubito

! povidine Degermante® . Johnson, BR
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dorsal e suas quatro patas fixadas a mesa com faixa de crepe. Os campos cirdrgicos foram

posicionados, expondo o antebraco a ser submetido ao procedimento cirurgico (Figura 4).

Figura 4 - Cdo em decubito dorsal

Procedeu-se a exsanguinacdo do antebraco, utilizando faixa de Esmarch ao nivel do
brago, com o objetivo de reduzir a perda sanguinea e facilitar a intervencdo cirurgica. O
fixador externo circular de Ilizarov foi fixado em cada extremidade dos 0ssos do antebrago, de

acordo com técnica de llizarov modificada por Catagni et al.*®

(1991). Empregaram-se quatro
fios de Kirschner 1,5mm (dois na ulna e dois no radio) e dois pinos de Schantz (um no radio e
outro na ulna), com didmetro equivalente a um terco do radio do animal operado.

Os fios de Kirschner foram transfixados ao radio e a ulna com perfurador de baixa
rotacdo, sendo dirigidos perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso e em angulo de 90°
entre si, pré-tensionados a 100Kg (Newtons), com um tensionador, e fixados ao anel com
parafusos sulcados (Figura 5).

Os pinos de Schantz foram introduzidos manualmente, ap6s pré-broqueamento, no

angulo de interseccdo entre os dois fios de Kirschner (Figura 5).
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Figura 5. Técnica de llizarov, modificada por Catagni et al®®: A) Materiais de llizarov utilizados
na intervencdo cirdrgica; B) Sequéncias da cirurgia; B1) Posicionamento do fixador; B2) Pré-

tensionamento do fio de Kirschner; B3) Introdugdo do pino de Schantz; e B4) Fixacéo final da armagé&o.
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Terminada a fase de fixacdo, realizou-se uma incisdo longitudinal da pele e do tecido
subcutaneo, na face postero-medial do terco médio do antebraco, seguindo-se a osteotomia
transversa na diafise do radio com um forméo de 2mm e martelo, apos prévia perfuracdo da
diafise com brocas de 2mm (Figura 6). A osteotomia da ulna foi realizada ao mesmo nivel
daquela do radio, através de uma segunda incisdo na face postero-lateral do antebraco,

seguindo a mesma sequiéncia da técnica utilizada para o radio.

Figura 6. Osteotomia do rédio (seta azul)

Inicialmente foram realizados todos os alongamentos do grupo controle (antebrago
direto) e, apds remogdo do fixador e consolidacdo dssea, os mesmos procedimentos foram
realizados no grupo estudo (antebrago esquerdo). As mesmas técnicas anestésicas, de
configuragdo da armacéo e fixagdo do fixador de llizarov e de corticotomia dos 0ssos do

antebraco foram utilizadas no grupo estudo e controle em todos os animais.

3.3.1.2 Pés-operatorio

Manteve-se a antibioticoterapia profilatica, pela administracdo de penicilina G

benzatina na dose de 40.000 Ul/kg, por via intramuscular, a cada trés dias, até completar trés
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doses, segundo preconizado por Rahal et al. (2002). Para analgesia pds-operatoria imediata,
foi administrada infusdo endovenosa de dipirona sddica (15 mg/Kg peso) associada a
cetoprofeno (10mg/Kg peso). Durante os trés dias subsequentes, procedeu-se a infusédo
intramuscular de cetoprofeno (10mg/Kg peso), a cada 12 horas.

Os curativos foram trocados diariamente durante sete dias e, posteriormente, em dias

alternados, até a retirada do fixador externo (Figura 7).

Figura 7. Céo em periodo
pos-operatério:  Fixador
externo de llizarov no
antebraco esquerdo (seta
vermelha)

A) Distracao osteogénica e acompanhamento radiografico

Apds sete dias de laténcia, foi iniciado o alongamento dos 0ssos do antebraco no ritmo
de 1 mm/dia, subdividido em 0,5mm a cada 12 horas. No grupo controle, a distracdo foi
realizada ininterruptamente, até que o regenerado obtivesse um comprimento de 20% do
tamanho total do réadio.

Radiografias, nas incidéncias antero-posterior e perfil do antebraco, foram realizadas
apos o término da cirurgia e a cada sete dias, para acompanhamento da distracdo osteogénica
até a obtencdo de evidéncias clinicas e radiograficas de consolidacdo do regenerado 0sseo

(Figura 8)”".
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Figura 8. Aspecto radiogréafico da osteotomia do radio e
ulna da distragéo osterogénica.

No grupo estudo, foram realizadas radiografias adicionais, fora desse periodo, para
confirmacéo do tamanho do regenerado na data estimada em que o mesmo obtivesse 10% do
comprimento total do radio, isto &, 50% do alongamento previsto (Figura 9). Atingido o
comprimento desejado, o animal foi preparado para coleta da medula dssea e posterior

inoculacdo das células-tronco autdgenas (CTI) dentro do regenerado 6sseo.

/

Figura 9. Regenerado 6sseo com 10% de comprimento total
do radio
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Os critérios clinicos e radiogréaficos, utilizados para a remocéao do fixador externo por
consolidacdo do regenerado 6sseo, obedeceram as recomendacdes de Jeffreyf et al®’. (1994).
Vinte e quatro horas apés a constatacdo da consolidacdo do regenerado 0sseo, o animal foi
submetido a intervencdo cirdrgica para resseccao em bloco do regenerado.

As técnicas cirurgicas de resseccdo do regenerado, a aspiracdo da medula dssea e a

inoculacdo das CTI no regenerado estao descritas nos itens a seguir.

3.4 Técnica cirurgica

3.4.1 Tecnica de coleta da medula dssea e preparo das células-tronco autdégenas

3.4.1.1 Aspiragdo da medula dssea

A medula 6ssea foi coletada por técnica percutanea atraveés de puncdo do canal
medular do fémur do animal estudado (aspirado autdgeno), sob anestesia geral e condicdes
assépticas. A regido anatdbmica escolhida para a punc¢édo foi o céndilo interno do fémur da pata
traseira, contralateral ao antebraco previamente operado, mantendo-se o joelho do animal em
flexdo de 90° para facilitar o procedimento. Apds a puncéo, retirou-se o trocarte e a canula foi
conectada a uma seringa de 60mL, contendo 10mL de heparina de baixo peso molecular,

procedendo-se a aspiracdo de 50mL de medula 6ssea (Figura 10).

Figura 10. Puncéo aspirativa da medula dssea
do fémur do céo.
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O aspirado medular foi conduzido ao setor de Microbiologia do Laboratorio de
Imunologia Keiso Asami da UFPE, para isolamento e cultivo primario das células-tronco
autégenas, segundo Abukawa et al*®. fundamentado por de Pittenger et al®.

Apds a realizacao da coleta, as células-tronco foram separadas num gradiente de Ficoll
(Sigma®), sob centrifugacdo a 1200rpm por 30 minutos (Figura 10B). A camada de células-
tronco, sobrenadante ao Ficoll, foi aspirada com pipetador automatico (IBS Integra
Bioscience, Pipetboy acu®) e acondicionada em tubo conico estéril com capacidade pra 60mL
(Falcon®), e ressuspensa em tampao PBS na concentragdo 0,1M, pH 7,2. Ap6s centrifugagdo
a 1800rpm por 10 minutos, descartou-se 0 sobrenadante, isolando o pellet de células-tronco.
As células-tronco foram ressuspensas em meio de cultura de Dulbecco®, modificado por
Eagle (DMEM) com alta concentracdo de glicose e suplementado com 10% de soro fetal
bovino e com antibiético (Ampicilina 1 g, Invitrogen®).

Decorridas 2 horas de incubacgdo, suspendeu-se uma aliquota de 10uL de células-
tronco em 90uL de Trypan blue, a uma diluicdo de 1:10. A contagem foi realizada em camera
de Neubauer e o resultado ajustado para 10°células/mL (Figura 11), correspondendo a uma

suspensdo celular na concentracéo de 2x10° células-tronco autégenas/mL.

Figura 11. Equipamentos empregados para contagem de células-tronco: A - Tubo
Falcon estéril contendo suspensdo do aspirado medular com Heparina 1:10 em PBS 0,1
M, pH 7,2; B — Pellet de células-tronco separadas apds centrifugacdo; C - Camara de
Neubauer para contagem de células D - Microscopio dptico com condensador dicréico
e contador para contagem das células
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3.4.2 Técnica de inoculagéo das células tronco na regido da distracdo osteogénica

O volume de 2mL de concentrado de ceélulas-tronco autdgenas autdgenas foi
acondicionado e transportado sob refrigeracéo até o biotério, onde o experimento prosseguiu.

O concentrado de CTI foi injetado no regenerado 0sseo do radio-estudo através de
técnica percutdnea e sob anestesia geral, em sala cirdrgica, tomando-se todos os cuidados
necessarios de assepsia. Por meio de jelco de calibre 20, a solucdo de células-tronco foi
infundida no centro do regenerado 6sseo, determinado com base na regido central da cicatriz
cirdrgica prévia. O posicionamento correto da extremidade do jelco dentro do centro do
regenerado dsseo foi confirmado através de radiografias transoperatdrias, simples com

incidéncia em AP e perfil (Figura 12).

Figura 12. Inoculagéo das CTI no regenerado 6sseo.

Ap0s a retirada do mandril, o jelco foi conectado a uma seringa contendo os 2 mL do
preparo de células-tronco, que foram inoculados dentro do regenerado 0sseo. Um curativo
compressivo foi realizado, para evitar extravasamento do volume injetado atraves do pertuito

do jelco (Figura 12).
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3.4.3 Técnica de obtencdo do regenerado 6sseo (especime)

Ap0s a consolidacdo do segmento dsseo alongado dos radios direito e esquerdo, 0
animal foi submetido a novo procedimento cirdrgico para ressec¢cdo em bloco do regenerado
0sseo, sob as mesmas condicdes anestésicas e cirargicas. O acesso cirargico utilizado foi ao
nivel da cicatriz cirargica das incisbes anteriores. Os limites entre 0sso regenerado (radio e
ulna) e primitivo do animal foram identificados nas duas extremidades, proximal e distal, e
nesses limites, as osteotomias foram realizadas.

Os regenerados do radio e ulna foram ressecados em bloco os quais foram imersos em
formol a 10% contido em tubos estéreis, para posterior preparo das ldminas histologicas. A

ulna foi desprezada, pois ndo foi objeto do estudo.

3.4.1.1 Processo do regenerado 6sseo para andlise histoldgica e histomorfométrica

As pecas foram fixadas em formol a 10% em tampéo fosfato (PBS), a temperatura
ambiente, e descalcificadas em solucdo de acido nitrico a 0,5%, por 10 a 15 dias. ApOs
descalcificacdo, as pecas foram lavadas com agua destilada corrente por 2 min; seccionadas
no centro, em duas metades iguais, e submetidas a rotina histoldgica: lavagem em &gua
corrente por 24 h, desidratacdo em bateria de solugcfes de alcool absoluto a 70%, 80% e 90%,
diafanizacdo em banhos de xilol e inclusdo em blocos de parafina. O bloco foi desgastado por
microtomia de maneira que se obtivessem trés secgdes transversais de 5 um de espessura,
com relacdo ao eixo longitudinal do regenerado. A primeira sec¢do transversa foi obtida do
centro do regenerado, as outras duas, 2 mm equidistantes da primeira.

As secgdes assim obtidas foram coradas por hematoxilina e eosina (HE) e Tricrdmico

de Masson (TM), para posterior estudo histologico e histomorfométrico.
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As técnicas cirurgicas adotadas nesse estudo estdo sumarizadas no Quadro 1.
Quadro 1. Sumarizacéo das técnicas cirdrgicas empregadas nos grupos controle e estudo durante experimento
o L Grupos
Técnicas cirurgicas
Estudo Controle
Fixacdo do fixador sim sim
Osteotomia sim sim
Ressecg¢do do regenerado 6sseo para exame histoldgico sim sim
Puncéo da medula dssea do fémur para obtencdo do aspitrado medular sim ndo
Técnica percutanea de inoculagdo das células tronco no regenerado 6sseo sim ndo

A principio os cdes ndo foram sacrificados, pois, apds a coleta da peca (regenerado
0sseo), foi realizada a compressdo no local da falha dssea, utilizando o mesmo fixador do
inicio do estudo, o qual foi removido apo6s consolidacdo clinica e radiografica do local da
pseudartrose criada previamente. Os animais foram doados para instituicdes proprias para

animais.

3.5 Analise histomorfométrica

A captura das imagens para analise histomorfométrica foi realizada através de uma
camera digital do sistema Motic (Micro-Optic Industrial Group CO® Ltda), acoplada a um
microscopio trilocunar da marca Nikon® e a um computador portatil.

As imagens capturadas pela camera foram processadas e analisadas pelo programa de
morfometria ImageJ®, versdo 1.42, de dominio publico (http://rsbweb.nih.gov/ij), com plug-
ins especificos. O programa AdobePhotoshop® versdo Cs4 Extendido, da Adobe®, foi
utilizado para auxiliar o processamento das imagens, assim como a segmentacédo e a sele¢do

das areas histoldgicas de interesse com a ferramenta mascara, permitindo a mensuragdo dos
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parametros histomorfométricos (Figura 13). Os dados obtidos foram armazenados e

calculados no programa Excel versdo 2007 da Microsoft®.

L ImageJ
File EdZ Image Process Anahze Pluging Window Help y " ; ;
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volume Viewer ‘)

Figura 13. Programa imageJ: A) Na imagem segmentada o tecido 6sseo esta representado pela cor branca. B)

Calibrag&o do sistema. Imagem ndo segmentada.

Para calibracdo do sistema, empregaram-se 0S mesmos programas, excecdo feita ao
plung-ings especifico (http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/index.html) do programa ImageJ® e de
imagens de sistema micrométrico, com as quais foi possivel converter medidas em pixel para
milimetros ou micrémetros.

Os indices histomorfométricos foram analisados de acordo com a metodologia

proposta por Gerstenfeld et al*

. (2005), obedecendo a nomenclatura preconizada por Parfitt et
al.*® (1987) e padronizada pela American Society of Bone and Mineral Research.
A histomorfometria foi analisada utilizando-se 10 campos (correspondendo a 869,65

pum por foto) em cada corte histologico com aumento de 10X, e 20 campos, com aumento de

40X (Figura 13). Os polos opostos dos cortes histoldgicos (norte-sul, leste-oeste), foram
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previamente marcados para possibilitar a localizacdo dos campos durante a realizacdo da
captura das imagens. Desta forma, a analise foi iniciada em um dos polos até chegar ao lado
oposto, divididos sempre de cima para baixo, e ndo no sentido transverso para evitar a analise
de um campo anteriormente capturado.

Os seguintes indices histomorfométricos foram calculados:

a) Percentual de tecido 6sseo neoformado mineralizado ou ndo (TOTAr (%)),
mensurado calculando-se a 4rea, expressa em mm?, do tecido 6sseo neoformado,
descontadas as areas correspondentes as lacunas (VdAr (mm)), dividida pelo valor
da area total de tecido conjuntivo (T.Ar(mm)), e este multiplicada por 100. O VdAr
(mm) é a area correspondente a cavidade medular, elementos hematopoéticos e
espaco com areas vazias;

b) Volume 6sseo (BV/TV (%)) - correspondente ao volume ocupado pelo 0sso,
mineralizado ou ndo, expresso como porcentagem do volume ocupado pela medula
e o tecido néo 0sseo;

c) Espessura trabecular (Tb.Th (um)), que é a espessura das trabéculas Osseas,
expressa em micron e mensurada por meio da formula:

2.000 x B.Ar

TbTh=—"—"-—7——
1.199 x B.Pm

onde:
B.Ar = 4rea

B.Pm = perimetro do segmento histoldgico 6sseo analisado

d) Numero de trabéculas (Th.N (mm)), correspondendo ao numero de trabéculas
0sseas por milimetro de tecido;
e) Separacdo trabecular (Th.Sp (um)), que € a distancia entre os pontos medios das

trabéculas 0sseas, obtida por meio da formula:
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Th.Sp= (2,000/1,199)x(T.Ar- B.Ar)/ B.Pm
onde:
T.Ar = &rea total
B.Ar = &rea 0ssea
B.Pm= perimetro do segmento histoldgico 6sseo analisado
f) Superficie osteoblastica (Ob.S/BS (%)), correspondente a porcentagem da

superficie trabecular total, que apresenta osteoblastos.

Os percentuais das areas de tecido fibroso (FTAr(%)), tecido cartilaginoso (CgAr(%)),
area total do tecido (T.Ar(%)), percentual de osteoblastos hipertréficos (OHT(%)) e
osteoblastos hiperplasicos (OHP(%)) foram adicionalmente mensurados para auxiliar na

avaliacdo histologica.

3.6 Andlise histolégica

A andlise histologica, em microscépio Optico, foi realizada no Laboratério de
Patologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE-PE) por
patologista especializado no estudo de tecidos e lesbes dsseas, mas sem conhecimento prévio
dos grupos (controle e estudo).

Todas as laminas foram identificadas com numerag@o progressiva, correspondente ao
numero no animal, e marcas especificas para 0s grupos controle e estudo, de forma tal que
fossem reconhecidas apenas pelo pesquisador.

As laminas foram avaliadas a microscopia Optica com aumento de 20X, 40X e 100X,
analisando-se: tipo de consolidacdo dssea, a atividade osteoblastica, tipo de tecido proliferado

e a ocupacao do tecido conjuntivo com relacdo as areas analisadas dos cortes histologicos.
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Esses parametros, associados aos indices histomorfométricos (CgAr(%), FTAr(%), T.Ar(%) e
TOT.Ar (%)) e aos percentuais de osteblastos hipertroficos OHT (%) e hiperplasicos OHP (%),
foram utilizados para agrupar os achados histolégicos quanto ao tipo de consolidagéo,
atividade osteoblastica e percentual de ocupacéo do tecido conjuntivo neoformado.

Para classificacdo do tipo de consolidacdo éssea, foram avaliados 20 campos com
aumento 40X, nas laminas coradas com TM. Foram levados em consideracdo o percentual de
CgAr(%), FTAr(%) com relacdo a area total (T.Ar(%)) analisada (Quadro 2). No tipo de
consolidacdo Gssea mista, foi considerada predominancia para OE, quando o percentual da

area de tecido cartilaginoso foi, pelo menos, 5% maior que a area de tecido membranoso.

Quadro 2 Classificagdo histolégica quanto ao tipo de consolidacdo do regenerado 6sseo em endocondral,
intramembranoso e misto, com ou sem predominancia

Tipos de consolidagéo Critérios de avaliagédo
Intramembranosa Apenas area de tecido fibroso
Endocondral Apenas area de tecido cartilaginoso

Sem predominancia: CgAr (%) = FTAr (%)
Mista Com predominancia de OE: CgAr (%) > FTAr (%)

Com predominancia de Ol: CgAr (%) < FTAr (%)

A avaliacdo da atividade osteobléstica foi realizada pela contagem do nimero total de
osteoblastos (OT), osteoblastos hipertroficos e osteoblastos hiperplasicos (OHT), em 20
campos aleatdrios, com aumento de 100X, nas laminas coradas com HE. Os percentuais de
OHP(%) e OHT (%) foram obtidos pela soma de OHP e OHT, dividido pelo numero total de
osteoblastos (OT), e multiplicado por 100. Dessa forma, a atividade osteoblastica foi
considerada alta quando a soma do percentual de OHT e OHP foi superior a 50% de todos os

osteoblastos da amostra; atividade moderada, quando o percentual da soma de OHP e OHT
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foi menor que 50% e maior 10%; e, a atividade baixa, quando a soma do percentual de OHT e

OHP foi menor que 10% da contagem total de ostaoblastos (Quadro 3).

Quadro 3. Classificacdo histoldgica quanto a atividade osteoblastica do regenerado 6sseo intensa, moderada e
baixa ou ausente

Atividade osteoblastica Critérios de avaliagdo (*)
Alta Percentual de OHP e OHT > a 50%
Moderada Percentual de OHP e OHT < a 50%
Baixa ou Ausente Percentual de OHP e OHT inferior a 10%.

OHP osteoblastos hiperplasicos; OHT: osteoblastos hipertroficos

O percentual de ocupacdo do tecido conjuntivo, ésseo ou nao, foi calculado com
relacdo a area total de tecido conjuntivo (TAr.(%)) de 20 campos aleatorios das laminas
coradas com HE. O TAr foi considerado 6timo, quanto o percentual. foi igual ou maior que
90%; bom, quando menor que 90% mas igual ou maior que 50%; regular, quando menor que

50% e igual ou maior que 10%; e, ruim, quando o TAr foi menor que 10% (Quadro 4).

Quadro 4. Classificacdo histolégica do percentual de ocupagdo de tecido conjuntivo neoformado

Classificacdo Critérios de avaliacdo TAr (%)
Otimo >90%
Bom <90% e > 50%
Regular <50% e >10%

Ruim < 10%
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3.7 Analise radiograéfica

Para relacionar os achados ao exame radiografico com a evolugdo temporal, nas
diferentes fases de ossificacdo do regenerado, foram utilizados os indices de consolidacéo-
distracdo (ICD)*%1% e o tempo total de consolidacdo dssea (TTC).

|.96

A classificacdo radiografica de Catagni et al.”™ (1991) foi utilizada como parametro

para avaliacdo qualitativa do regenerado 6sseo na data provavel da consolidacédo (Quadro 5).

Quadro 5. Classificagdo radiografica do regenerado 6sseo de acordo com o aspecto radiografico

Tipos de Regenerado Aspectos radiogréficos

Os primeiros sinais radiolucentes aparecem com 20 dias ap6s a \ l
Normotroéfico osteotomia/corticotomia. O 0sso neoformado tem diametro

semelhante a regido da osteotomia. 1 ‘

Formagdo dssea radiogréfica aparece antes 20 dias apos a \ I
Hipertréfico osteotomia/corticotomia; ou 0 0sso neoformado tem didmetro maior

que a regido da coticotomia/osteotomia. ' \

o Atraso na formagao 0ssea, apds trinta dias da osteotomia; multiplas \ (
Hipotrofico ) )
radiolucéncias no regenerado; ou, osso em forma de “ampulheta”. \

3.7.1 Critérios de consolidacdo radiograficos e clinicos do regenerado ¢sseo

Os critérios radiograficos consistiram da corticalizacdo continua do regenerado,
observada nas radiografias simples, nas incidéncias AP e PP. Quando trés ou quatro corticais
continuas formavam-se no regenerado &sseo, realizava-se o teste clinico no local do 0sso
alongado. Para este procedimento, os anéis do fixador foram desconectados (retidas as hastes
telescopadas) e uma manobra clinica foi realizada para observar se havia ou ndo mobilidade
entre 0s segmentos 6sseos em nivel do regenerado. Constatada a auséncia de mobilidade no
regenerado 6sseo, este foi considerado consolidado e o fixador removido. Caso contrario, ou
seja, com a constatacdo de alguma mobilidade clinica do regenerado, as hastes foram

reposicionadas ao seu local de origem, e decorridos 15 dias, 0 mesmo teste foi realizado.
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Na presenca de consolidacdo do regenerado 0sseo, dois parametros foram
empregados: para caracterizar esse processo.

a) Tempo de Consolidacdo Total (TCT) € o tempo decorrido da data da osteotomia
Ossea até a consolidacdo clinica e radiografica do regenerado dsseo, conforme
critérios anteriormente descritos;

b) indice de Consolidacdo Distragdo (ICD) que representa a raz&o entre o tempo de
consolidacdo do osso alongado (TCT) e o comprimento total do regenerado 6sseo
(regenerado 6sseo - RO). A formula utilizada no célculo do ICD é:

|CD=E
RO

onde:

TCT é o intervalo em dias, da data da osteotomia até consolidacdo do osso
(radio) alongado, conforme os critérios clinicos e radiogréaficos descritos

RO = comprimento total do regenerado 6sseo

ICD = tempo em dias em que um centimetro de osso alongado leva para

consolidar.

3.7.2 Classificacdo do regenerado 6sseo

O regenerado foi classificado baseado nos critérios de avaliacdo radiografica de
Catagni et al®®. (1991) em trés tipos:
a) Tipo | (bom) foi considerado bom o regenerado hipertrofico ou normotréfico
(Figura 14);
b) Tipo Il (regular) foi considerado regular o regenerado hipotrofico ou com retardo
de consolidacéo clinico-radiografico (Figura 15);

c) Tipo I (insuficiente) foi considerado insuficiente o regenerada hipotréfico com

caracteristicas de pseudartrose clinica e radiogréafica (Figura 16).
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Regenerado . )
6sse0 Regenerado 6sseo

Figura 14. Desenhos esquematicos de regeneracdo  Ossea: A  Desenho  esquemaético

Pseudartrose
! Regenerado
| dsseo

de regenerado normotréfico; B Desenho esquemético demonstrando regenerado hipertréfico

Figura 15. Desenho esquematico Figura 16. Desenho esquematico demonstrando a
demonstrando regenerado 6sseo auséncia de unido entre os fragmentos do regenerado

3.7.2 Critérios para definir pseudartrose e retardo de consolidacdo do regenerado 6sseo

a) Retardo de consolidagéo

Neste estudo foi considerado retardo de consolidagdo, quando havia sinais
radiograficos de consolidagdo (formagdo de corticais continuas entre as extremidades
proximal e distal do regenerado 6sseo), associado a auséncia de sinais clinicos (mobilidade

persistente no foco do regenerado) por até cinco meses ap6s a osteotomia (Figura 15).
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b) Pseudartrose

Considerou-se pseudartrose, quando ndo havia sinais clinicos (mobilidade anormal no
local da distracdo osteogénica) e radiograficos (auséncia de corticais continuas nas
radiograficas em AP e PP) de consolidacdo Ossea, apOs cinco meses da realizacdo da
osteotomia. Adicionalmente, levou-se em consideragdo a presenga de uma linha
radiotransparente na regido central do regenerado 6sseo, indicando descontinuidade entre os
fragmentos alongados.

O tamanho da &rea alongada (regenerado ésseo) foi mensurado em centimetros nas
radiografias antero-posteriores, com régua milimetrada, sobre a imagem radiografica, aposta
sobre um negatoscépio. Os parametros utilizados para realizar essa medida foram as areas de
transicBes entre 0 0sso neoformado e o0 0sso primitivo, isto é, as areas correspondentes as
extremidades terminais, proximal e distal, do osso alongado.

Os dados coletados foram armazenados em tabelas no programa Excel Microsoft®,
versdo 2007, para calculo do ICD e do TCT, e, também para controlar o ritmo da distracdo
osteogénica até a consolidacdo clinica e radiogréfica. Os dados de comprimento avaliados nas
radiografias foram reduzidos em 10% do valor total, pois, pela técnica radiografica utilizada,

ha uma ampliacdo de 10% na imagem obtida, com relacdo a estrutura radiografada.

3.8 Analise estatistica

Os dados histologicos e radiograficos foram inicialmente coletados em formularios
confeccionados para esta finalidade e posteriormente tabulados em tabelas padronizadas no
programa Excel® da Microsoft, compativel com Windows®. Os dados histomorfométricos

foram armazenados diretamente em planilhas do Excel da Microsoft.
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As variaveis quantitativas (indices histomorfométricos, ICD e TCT) foram expressas
como média e desvio padrdo (Técnicas de estatistica descritiva). Foi utilizado o teste
estatistico t-Student para amostras pareadas.

As variaveis qualitativas (atividade osteoblastica, ocupacdo do tecido neoformado,
tipo de consolidacdo Ossea e classificacdo radiografica do regenerado 0sseo), foram
distribuidas em tabelas de contingéncias. Essas varidveis foram analisadas pelo teste nao

paramétrico de Stuart-Maxwell.

O programa estatistico utilizado para a obtencédo dos calculos foi o Statistical Analysis
System (SAS), versdao 8.0. O nivel de significancia utilizado para rejeicdo ou aceitacdo da

hipdtese de nulidade foi de 5,0%.

3.9 Consideragdes Eticas

O projeto foi aprovado previamente pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e posteriormente revalidado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde da UFPE, sob 0 Processo N°

23076.020444/2008-49 (Anexo A).
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4.1 Resultados radiograficos e clinicos

O tempo total de consolidacédo clinica e radiografica (TCR) do regenerado 4sseo no
grupo controle variou de 62 a 155 dias (média de 117,4 + 28,0 dias); e, no grupo estudo,
variou de 47 a 78 dias (média de 64,3 + 8,2 dias). O TCR de consolidacdo no grupo controle
foi, em média, 51 dias maior do que no grupo estudo e esta diferenca foi significante

(p=0,0003). (Tabela-1).

Tabela 1. Distribuicdo do tempo total de consolidacio do regenerado (TCT) em dias, nos 10 caes dos grupos
controle e estudo

Tempo de consolidagao (dias)

Caes Grupo Controle Grupo Estudo

(n=10) (n=10)
444 124 47
487 116 67
507 155 71
508 155 65
528 127 67
494 106 57
501 104 67
495 94 78
9 62 62
10 131 62
Média 1174 64,3
Desvio padrdo 28,04 8,2
p® 0,0003

Nota: @ - Teste t de Student

Na tabela 2 séo apresentados os valores do ICD, como também a média e o desvio
padrdo dos grupos controle e estudo. No grupo controle, o ICR variou de 31 a 77,5 dias
(média de 58,7+14,02 dias), e, no grupo estudo, variou de 23,5 a 39 dias (média de 32,1+4,1
dias). A diferenca média do ICR entre os grupos foi 26,5 dias menor no grupo estudo, isto &, o
tempo de consolidacdo por centimetro de osso alongado foi mais rapida no grupo estudo e

esta diferenca foi significante (p=0,0003) (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo do indice de consolidacdo-distracdo (ICD) do regenerado ésseo dos 10 animais dos
grupos controle e estudo

ICD em cm por dia

Cées Grupo Controle Grupo Estudo
(n=10) (n=10)

444 62 23,5
487 58 335
507 77,5 35,5
508 77,5 32,5
528 63,5 335
494 53 28,5
501 52 335
495 47 39

9 31 31
10 65,5 31
Média 58,7 32,1
Desvio padrao 14,0 4,1
p™ 0,0003

Nota: ™ - Teste t de Student

Quanto a classificacdo radiografica do regenerado 6sseo na data da consolidagdo
clinica e radiogréfica, nos radios do grupo controle, 8 (80%) foram do tipo I, 1 (10%) do tipo
Il e 1 (10%) do tipo Ill. Nos radios do grupo estudo, todos foram considerados tipo | (Tabela

3). N&o houve diferenca significante entre os grupos (p=1,000).

Tabela 3 — Distribuicdo do tipo radiogréafico do regenerado 6sseo do radio dos grupos controle e estudo, na data
da consolidagdo clinica e radiogréfica.

Grupos o
Tipos Controle Estudo P
n % n %
I 8 80 10 100
1 1 10 - -
Il 1 10 - -
Total 10 100 10 100 p=1,000

Nota: ™ - Teste Stuart-Maxwell

No grupo controle, houve 1 (10%) caso de pseudartrose e 1 (10%) de retardo de
consolidagdo. No grupo controle, ndo ocorreu qualquer caso de pseudartrose e de retardo de

consolidacdo.

Na figura 17 s@o apresentados os aspectos radiograficos do regenerado 6sseo, desde o

momento da inoculacdo das células-tronco até a consolidacao clinica e radiografica.



Figura 17. Aspectos radiograficos (radio controle): A) Regenerado 6sseo no dia da inoculacdo das Células
tronco. B) Observar pequena formagdo 6ssea nas extremidades do regenerado 12 dias ap6s a inoculagédo das CTI.
C) Observar aumento significativo da radiopacidade do regenerado 6sseo, 28 dias apos a inoculagdo das CTI. D)
Radiografia com 36 dias ap0s a inoculacdo das CTI. E e F) Observar corticalizacdo completa do regenerado, dois
meses apds a osteotomia e 43 dias ap0s a inoculacdo das CTI
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4.2 Analise histomorfométrica

Na Tabela 4, estdo apresentados os valores médios dos indices histomorfometricos
relativos a namero de trabéculas [Tb.N (mm)], volume dsseo [BV/BT(%)], espessura
trabecular [Tb.Th (um)], separagdo trabecular [Tb.Sp (um)], e superficie osteoblastica [SO

(%)], dos grupos controle e estudo.

No grupo que recebeu as células-tronco, o indice histomorfométrico referente ao
numero de trabéculas por milimetro [Th.N(mm)] foi maior (14,3 £ 4,86 mm) do que no grupo
controle (6,9 2,0 mm). Essa diferenca foi em média 9,4mm maior no grupo estudo,

correspondendo a uma diferenca significante (p = 0,0019). (Tabela 4).

O volume 6sseo médio [BV/BT (%)] foi menor nos radios do grupo controle (36,2 £
12,2%) do que do grupo estudo (59,2 + 5,6%). A diferenca de 47,0%, entre essas medias foi

significante (p = 0,0005). (Tabela 4).

Nos radios do grupo estudo, a espessura trabecular média [Th.Th (um)] foi maior
(161,4 = 36,1 um) do que nos do grupo controle (94,2 £ 41,2 um). A diferenga entre essas

médias (67,2 um) foi significante (p = 0,0116). (Tabela 4).

O valor médio da separagdo trabecular [Tb.Sp (um)] nos radios do grupo controle
(173,67 + 65,46 um) foi maior do que no grupo estudo (112,73 + 33,69 um). A diferenga de

60,94 [1m entre essas médias foi significante (p=0,0231). (Tabela 4).

A média do percentual da superficie osteoblastica (SO (%)) dos radios do grupo
estudo (70,52 + 16,24%) foi maior que a do grupo controle (42,31 + 18,13%). A diferenca

entre essas médias de 28,21% foi significante (p=0,0073). (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo dos valores médios e desvio padrao dos indices histomorfométricos
3 Controle Estudo
Indices histomorfométricos (n=10) (n=10) &)
média desvio média desvio P
padrdo padrao
Numero de trabéculas (Tb.N (mm)) 6,86 1,97 14,3 4,86 0,0019
Volume dsseo (BT/TV (%)) 36,23 12,16 59,18 5,63 0,0005
Espessura trabecular (Tb.Th (pum)) 94,23 41,25 161,46 36,132 0,0116
Separagdo trabecular (Tb.Sp (um)) 173,67 65,46 112,73 33,69 0,0231
Superficie osteoblastica (%) 42,31 18,13 70,52 16,24 0,0073

Nota: ® Teste t de Student

No gréafico 1, pode-se observar que os grupos estudo e controle diferiram em todos 0s

parametros histomorfométricos.
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Gréfico 1. Distribuicdo dos valores médios e desvio padrdo dos indices histomorfométricos.

B Volume 6sseo (BT/TV(%))
m Numero de trabécula (mm)
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4.3 Analise histologica

Na Tabela 5 apresentam-se os tipos de consolidacdo déssea dos grupos controle e
estudo, classificados em endocondral (OE), intramembranosa (Ol) e mista (endocondral e

intramembranosa).

O tipo de consolidacdo dssea foi semelhante nos grupos controle e estudo. No grupo
controle, o tipo de ossificacdo puramente endocondral ocorreu em 1 (10%) radio, a
ossificacdo intramembranosa, também em 1 (10%) radio, e a ossificacdo mista foi verificada
em 8 (80) radios. Dentre os casos de ossificacdo mista, cinco ocorreram com predominancia
de um tipo de ossificacdo, sendo encondral em trés e intramembranosa em dois casos. Nos
outros trés (30%) radios, ndo foi observada predominancia de um tipo de ossificacdo sobre o
outro. No grupo estudo, houve 1 (10%) radio com Ol, 1 (10%) caso com OE, e 8 (80%) radios
com ossificacdo mista; dentre os quais, 3 (30%) tiveram predominio de OIl, 3 (30%),
predominio de OE. Nos outros 2 (20%) radios, ndo se encontrou predominancia de um tipo de

ossificacdo sobre o outro (Figura 18).

e A

Figura 18. Aspectos histoldgicos da ossificacdo. A) Ossificacdo endocondral (Aumento de 100x) TM B)
Ossificacdo intramembranosa (Aumento de 100X, TM).
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Aplicando o teste de Stuart-Maxwell em nivel de significancia de 5%, ndo houve
diferenca significante entre os grupos controle e estudo (p=0,9999).

Tabela 5. Distribuicdo do tipo de ossificacdo do regenerado 6sseo dos grupos controle e estudo

Grupos
Tipo de consolidagéo Controle (n=10) Estudo (n=10)
n % n %
OE 1 10 1 10
Ol 1 10 1 10
Predominio de OE 2 20 3 30
Predominio de Ol 2 20 3 30
Sem predominio 4 40 2 20
TOTAL 10 100 10 100
p® 0,9999

Nota: ™V - Teste de Stuart-Maxwell *
Legenda: OE = ossificagdo endocondral; Ol=ossificagdo intramembranosa

A atividade osteoblastica em todos os radios do grupo estudo distribuiuu-se
equitativamente entre moderada e alta. No grupo controle, predominou atividade osteobléstica
moderada, presente em 7 (70%) casos, sendo diagnosticada como alta em 1 (10%) caso, e
baixa em 2 (20%) casos (Tabela 6). Estas diferencas de atividade osteobastica entre os
regenerados dos radios do grupo controle e estudo, ndo foram significantes (p=0,9999)

(Figura 19).
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Figura 18. Osteoblastos (Aumento 100X — HE): A) Osteoblastos fusiformes (seta vermelha).B) Osteoblastos
hipertréficos/hiperplasicos (seta azul).
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Tabela 6. Distribuicdo da atividade osteoblastica nos regenerados 6sseos dos radios nos grupos controle e estudo

Grupos
Atividade osteoblastica Controle (n=10) Estudo (n=10) p(l)
n % n %
Alta 1 10 5 50
Moderada 7 70 5 50
Baixa 2 20 - -
Total 10 100 10 100 0,9999

NOTA: @ - Teste de Stuart-Maxwell.

Os percentuais de ocupacdo de éarea total dos campos histolégicos por tecido
conjuntivo (6sseo e ndo dGsseo) estdo descritos na Tabela 7. No grupo controle, em quatro
radios, o percentual de ocupacéo por tecido conjuntivo, 6sseo ou ndo, foi maior que 90%; em
quatro radios esteve no intervalo de 50% a 90%; em 1 (10%) caso a ocupac¢do foi menor que
50% e em 1 (10%), menor que 10%. No grupo estudo, a ocupagdo com 0Sso e outros tecidos
conjuntivos superou 0s 50% nos 10 radios; dentre os quais 7 (70%) tinham ocupagdo em mais
de 90% da area analisada e em 3 (30%) radios, a ocupacao ficou entre 50% e 90%. Em nivel

de significancia de 5%, ndo houve diferenca significante entre os grupos (p=0,705).

Tabela 7. Distribuicdo dos percentuais de ocupacdo de area total dos campos histoldgicos por tecido conjuntivo
(6sseo e ndo 6sse0) nos grupos controle e estudo

Grupos
Percentuais de Controle Estudo )

ocupacao (n=10) (n=10) P

n % n %
>90 4 40 7 70
50 t90 4 40 3 30
10 |50 1 10 - -
<10 1 10 - -
Total 10 100 10 100 0,705

Nota: @ - Teste de Stuart-Maxwell.
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No estudo observacional dos campos histologicos com relacdo ao tipo de tecido
proliferado ndo &sseo, constatou-se que as areas ndo preenchidas por tecido 6sseo foram
ocupadas por tecido fibro-cartilaginoso, medular ésseo ou ainda mantiveram lacunas. Os
tecidos fibroso e cartilaginoso predominavam na regido central do regenerado. Apenas em um
radio (grupo controle), foi observada uma area central com expressiva quantidade de tecido
granulomatoso, rico em fibroblastos. Nao houve qualquer campo microscopico com tecidos
ou células que caracterizassem processo infeccioso, neoplasico, teratogénico ou formacao

heterotdpica de tecidos, nas areas analisadas.
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5.1 Escolha do tema

As recentes descobertas a respeito dos mecanismos bioldgicos das células-tronco e seu
envolvimento no reparo das falhas dsseas trouxeram novas perspectivas de tratamento dessas
lesbes. Com isso, varios estudos pré-clinicos e clinicos estdo sendo desenvolvidos com a
finalidade de promover ou acelerar o reparo dessas lesdes utilizando as CT, ap0s expansao e
diferenciacdo em culturas®>+2685192104 " Geralmente, essas células sdo associadas a enxertos
6sse0s™®, substitutos 6sseos?*?* e fatores de crescimento (BPM, TGF-a, PDGF, OP-1)'%,

Apesar dos estudos, poucos sdo os relatos que utilizam agentes bioldgicos durante a
distracdo osteogénica com fixador externo para acelerar a consolidacdo do regenerado

6588026'84'102

e nenhuma pesquisa foi localizada abordando a utilizacdo de CTI no regenerado
0sseo durante a distracdo osteogénica com o fixador externo de Ilizarov.

Ao ponderar sobre os beneficios que esse método poderia acarretar, este estudo foi
proposto, baseado na hipotese de acelerar a consolidacdo do regenerado 0sseo e abreviar o
tempo de tratamento de alongamento 0sseo com fixador externo, reduzindo,
conseqlientemente, as complicac@es inerentes ao método.

Na escolha do objeto do presente estudo, dois aspectos foram importantes para a
decisdo: as caracteristicas técnicas do procedimento cirtrgico e o0 método de estimulacdo da
consolidacdo dssea.

O conceito de que fatores biomecanicos possam influenciar a osteogénese esta bem
estabelecido nos estudos realizados em o0ssos intactos e pos-fratura®®, como também ja foi
comprovado que a intensidade, a direcdo e o tempo de aplicacdo das forcas sdo fatores criticos
na formacdo 6ssea”'®. Como os fatores mecanicos estdo relacionados com o material de

osteossintese, sua estabilidade € importante para evitar mobilidade excessiva entre 0s

fragmentos Gsseos, causando ruptura dos neovasos e de 0sso imaturo, o que pode impedir ou
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retardar a consolidacdo Ossea, mas estudos experimentais relatam a importancia de
micromovimentos controlados, para esse processo fisiol6gico'®.

A necessidade de fixar as estruturas dsseas por meio de um sistema que mantivesse 0s
micromovimentos, levantou o primeiro questionamento, cuja resposta foi encontrada ao
estudar o fixador circular de Ilizarov.

O fixador externo circular de llizarov, biomecanicamente, promove anulacdo das
forcas que tendem a desviar os fragmentos 6sseos. Embora seja estavel, ndo € tdo rigido como
as montagens triangulares dos fixadores externos lineares. O aumento da rigidez diminui ou
elimina a elasticidade que, normalmente, esta presente na estrutura 6ssea. A rigidez do fixador
de llizarov é reduzida com o uso de fios de Kirschner sob tensdo, permitindo, durante os
movimentos e carga do membro, micromovimentos nos segmentos 6sseos, 0 que estimula a
osteogénese™.

O fixador circular de Ilizarov promove osteogénese sem a necessidade de um fator
osteocondutor ou osteogénico adicional, além de ser versétil, permitindo correcdo simultanea
das discrepancias e das deformidades Osseas multiaxiais, alongamentos maiores que 0s
realizados com outros métodos*®. No entanto, nas grandes falhas ésseas, o tempo para que
ocorra consolidacdo do regenerado sseo é longo, do que advém complicacdes, que poderao
comprometer o resultado do tratamento®’.

A maior incidéncia de complicacdes no tratamento das grandes falhas dsseas pelo
método de llizarov frequientemente esta relacionada ao tempo de permanéncia com o fixador,
e inclui contraturas de tecidos moles, infec¢des no trajeto dos pinos, afrouxamento dos fios ou

94246 Falhas na

pinos, instabilidades do fixador, fratura e deformidade do regenerado
formacéo Ossea durante a distracdo osteogénica, como retardo de consolidacao e pseudartrose,

podem ocorrer em até 40% dos casos*®.
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Os métodos habitualmente empregados para reduzir essas complicacfes e estimular a
consolidacdo do regenerado 6sseo, sdo: interrupcdo ou reducdo da velocidade do alongamento
0sseo, dinamizacdo do fixador externo, mecanismo de compressao-distracdo (mecanismo de
“sanfona”) e enxerto dsseo autc')genoss.

A busca de um fator ou método terapéutico que reduza o tempo de consolidacdo do
regenerado e, consequentemente, diminua ou previna as complicacGes inerentes ao método de
distracdo dssea, também atuou como motivacdo da escolha do tema do presente estudo.
Adicionalmente, considerou-se que o fator ou método a ser utilizado na pesquisa deveria ter
técnica de obtencdo a mais simples possivel, indices de complicacdes aceitaveis, baixo custo e
facil reproducdo em seres humanos.

Nesse contexto, a solucdo proposta foi 0 emprego de células-tronco autdgenas. Essa
linha de raciocinio fez com que a proposta deste estudo apresentasse como caracteristicas, a
obtencdo das células-tronco autégenas da medula dssea colhidas do proprio animal e o
método de Ilizarov para distracdo osteogénica - técnicas facilmente reprodutiveis e
economicamente vidveis nos centros de tratamento de lesdes ortopédicas.

As forcas mecanicas de tracdo/distracdo que atuam no regenerado 6sseo, durante a
distragdo osteogénica, ativam metabolicamente as células osteoprogenitoras, aumentando o
indice mitdtico dessas células e a sintese de matriz dssea. Além disso, tais forcas mecénicas
estdo relacionadas com o aumento da expressdao dos genes que codificam as proteinas
morfogénicas 0sseas BMP-2 e BMP-4. Essas forgas também induzem ao aumento de fatores
de crescimento de insulina (IGF-1), fator de crescimento de transformacao beta (TGF-[J) e

107

fator de crescimento fibroblastico (FGF-1) Estes fatores desencadeiam e mantém a

proliferacdo e a diferenciagdo de CTM indiferenciadas em células osteoprogenitoras* .

Adicionalmente, as CMI sdo capazes de recrutar fatores de crescimento ao foco da

osteotomia, promovendo quimiotaxia adicional de outras CTI'%.
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Durante a escolha do tema, aventou-se a hipotese de associar o emprego de CT a
plasma rico em plaquetas, com base em estudos demonstrando que as CTI, quando
combinadas com fatores de crescimento em enxertos 0sseos, aumentam a resposta
osteogénica™®. No entanto hé& controvérsia se os fatores de crescimento 6sseo utilizados em
lesdes Osseas “in vivo” sdao capazes de induzir a diferenciagdo de CTI em células
osteoprogenitoras™.

Corroborando tal controvérsia, Torigoe et al®*. (2009) demonstraram, em macacos, que
o0 plasma pobre em plaquetas, mas rico em fibrina, associado a CTM e biomaterial, tem maior
potencial para induzir a formacéo de 0sso, do que plasma rico em plaguetas que contem altas
concentragdes de TGF-a e PDGF.

N&o apenas a controvérsia da associacdo de CT com plasma rico em plaquetas fez com
que fosse empregado apenas o concentrado de CT no regenerado 0sseo, na presente pesquisa.
Também a hipotese de que o regenerado 6sseo possivelmente ja apresente um meio propicio
para promover a diferenciagdo de CTI permitiu supor que ndo haveria necessidade de
adicionar mais fatores de crescimento ou BMP e, nem mesmo, diferenciar as CTM em preé-
osteoblatos “in vitro”. Essa argumentacdo ¢ passivel de questionamentos, que fogem aos
objetivos do presente estudo e, provavelmente, serdo elucidados em pesquisas adicionais com

CTl associadas a fatores de crescimento no regenerado 4sseo, durante a distracdo osteogénica.

5.2 Materiais e Métodos

A escolha do cdo como modelo animal utilizado nos estudos da regeneracdo dssea esta

bem estabelecida'®

, Ja tendo sido utilizada inclusive em distracao osteogénica pelo método de
llizaro**. Por outro lado, a opcdo por cies de grande porte, na presente pesquisa, atuou como

fator facilitador para obtencéo das células-tronco, por puncdo aspirativa do fémur do préprio



U=
e
ne-

63

JE

animal submetido ao experimento, restringindo a necessidade de uso de expansor de volume
da suspensdo dessas CT.

No fémur de caes de grande porte, é possivel a coleta de um volume de medula 6ssea
suficiente para o preparo da suspensdo de CT com concentracdo adequada para promover
aceleracdo do regenerado 0sseo, afirmacdo comprovada pelos resultados obtidos. Assim,
também esse sitio apresenta boa concentracdo de CTM*!, o que contribuiu para dispensar a
expansdo de CT in vitro, procedimento que forcosamente iria requerer maior duracdo da
pesquisa e custos adicionais'*?.

Neste estudo, cada animal foi controle dele mesmo, ao se admitir o antebraco direito
como controle e o esquerdo, integrando o grupo estudo. Isso permitiu a reducdo do nimero de
animais necessarios no experimento, além de tornar a amostra mais homogénea. Outro
procedimento metodologico voltado para a homogeneidade amostral foi a osteotomia e o
alongamento do radio e da ulna, ja que o alongamento apenas do radio poderia ocasionar
alteracfes biomecéanicos e comprometer o regenerado 6sseo.

O estudo da consolidacdo do regenerado Gsseo apenas do radio pode parecer, num
primeiro julgamento, ter sido a lesdo da ulna um procedimento desnecessério, ja que ambos 0s
0sso do antebraco foram alongados. A ndo utilizagdo da ulna como controle do radio ipslateral
decorreu da hipétese de que a inoculacao de células-tronco no radio poderia, por contigliidade
ou via hematogénica, interferir positivamente na consolidacdo do regenerado da ulna, criando
um vies ao estudo. Por esta mesma razdo, a intervencao cirargica foi primeiro realizada no
grupo controle, e apos a resseccao desse regenerado, realizada a intervengdo no grupo estudo.

Outros aspectos a serem elucidados neste estudo referem-se a escolha dos 0ssos do

antebraco em detrimento das estruturas das patas traseiras e do nivel diafisario.
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Uma possivel vantagem da realizacdo do procedimento no antebraco e, ndo, nas patas
traseiras do animal, foi supor que a intervencdo nas patas traseiras estaria sujeita a maior risco
de autocontaminacdo da cirurgia, além de submeter o animal a maior desconforto.

Com a escolha da porcdo diafisdria do antebraco, buscou-se uma condicao
experimental comprovadamente mais sujeita a complicacGes relacionadas a distracédo
osteogénica’ na suposicdo de que, se os resultados da pesquisa fossem favoraveis numa
condicdo mais adversa, poderiam ser exequiveis nas lesdes em que a osteotomia metafisaria
para distracdo osteogénica fosse inviabilizada por motivos adversos.

O ritmo de alongamento ésseo de 1mm/dia, dividido em 0,5mm a cada 12 horas, foi
uma tentativa de viabilizacdo de maior praticidade, seja para estudos experimentais
semelhantes ou para tratamento de seres humanos, caso 0s resultados comprovassem sua
efetividade em promover a consolidacdo do regenerado em tempo semelhante ou ainda menor
que o conseguido com o ritmo a cada seis horas, como preconizado por llizarov et al***. O
alongamento a cada seis horas, poderia ser realizado através de hastes telescopadas
motorizadas, entretanto houve dificuldades técnicas e financeiras para sua aquisicao.

Uma critica que se pode fazer ao ritmo adotado nesta pesquisa advém da afirmacéo de
llizarov et al.® (1989) de que o ritmo de alongamento 6timo, que mais favorece a formagcéo de
0ss0 novo e histogénese, € de Imm/dia subdividido em 0,25mm a cada seis horas. No entanto
Welck et al**, em 1998, ndo demonstraram diferencas histolégicas e histomorfométricas em
tibias de cées submetidos a distracdo osteogénica com hastes motorizadas nos ritmos diarios
de 0,75mm e 1mm, divididos em incrementos de 1mm, 0,25mm e 0,001mm. Estes achados
foram corroborados por outros autores que nao observaram alteracdes relevantes no tempo de
consolidacdo e na estrutura do regenerado em tibiasde cdes submetidos a distracdo

osteogénica nos ritmo de 1mm por dia, divididos em 0,5mm a cada 12 horas***.
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A maioria dos estudos descritos na literatura considera o tempo entre a osteotomia e 0
inicio do alongamento Gsseo necessario para a reoganizacdo vascular e a prévia formacéao de
calo e recomenda duracdo de cinco a 10 dias™>**®. A decisdo de adotar, no presente estudo,
um periodo de laténcia de sete dias além de ser condizente com a literatura, objetivou também
maior fidelidade aos parametros técnicos de Ilizarov.

Para acompanhamento da distracdo osteogénica quanto a comprimento, espessura e
data ideal para remocédo do fixador externo, foram empregadas radiografias convencionais,

97,100

nas incidéncias antero-posterior e perfil, associadas aos testes clinicos , mas sobretudo

porque esse método de imagem apresenta uma relacdo custo/beneficio maior que a de
métodos mais complexos'®%*.

Embora a avaliacdo da evolucdo da consolidacdo do regenerado 0sseo baseada na
analise radiografica da regido alongada pode ndo ser precisa, do que derivam complicacfes

pela retirada precoce do fixador externo'!, a analise de tais complicagdes ndo foi objetivo

deste estudo.

5.3 Resultados

5.3.1 Clinicos e radiograficos

Do ponto de vista clinico e radiografico, comprovou-se que o tempo de consolidacdo
Ossea e o indice de consolidagdo de extracdo foram significantemente menores no grupo
estudo que no grupo controle.

O indice de consolidagdo do regenerado ¢sseo varia de 20 a 60 dias'®. Como esse
indice é o intervalo de tempo necessario para que cada centimetro de osso alongado se
consolide, fatores que interfiram em sua variagdo promovem conseqiiente aumento ou

reducdo do tempo de consolidacdo 0ssea, e, portanto, também do tempo de tratamento®*®’.
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Esse raciocinio explica a reducdo concomitante do indice e do tempo de consolidacdo do
regenerado Gsseo.

Para compreender a razdo da reducdo do tempo de consolidacdo Gssea no grupo
estudo, € preciso considerar a acdo sinérgica de fatores que o influenciam, quais sejam: idade
do individuo, regido da distracdo 6ssea, 0sso alongado e técnica cirurgica utilizada.

Ja se comprovou que o tempo de consolidacdo do regenerado 0sseo € maior em
individuos com idade acima de 30 anos e que chega a reduzir em 50% a 100%, naqueles
abaixo dessa idade*®. Esse tempo também podera duplicar nos casos em que o alongamento
0sseo é realizado em nivel diafisario, quando comparado ao metafisario e nos 0ssos longos do
antebraco, comparativamente a tibia e fémur?2°7 118120,

Considerando-se que, neste estudo, a idade dos cdes, entre quatro a cinco anos,
correspondeu a idade fisiologica de seres humanos de 40 a 45 anos de idade; o nivel da
osteotomia foi diafisario, o procedimento foi realizado em antebragco com o alongamento
médio 6sseo de 2cm, o tempo de consolidagdo do regenerado 6sseo deveria ser longo em
ambos os grupos, controle e estudo. De fato, isso ocorreu nos radios do grupo controle, nos
quais o tempo de consolidacédo foi 1,8 vezes maior que no grupo estudo e o indice, 2,1 vezes
maior.

Como o fator diferencial entre os grupos foi o0 uso de células-tronco no regenerado
0sseo, parece plausivel atribuir essa reducdo ao estimulo local desencadeado pelas células
inoculadas.

Outra constatacdo do presente estudo foi a auséncia de pseudartrose e retardo de
consolidacdo, apenas no grupo estudo, mesmo realizando um ritmo de alongamento de 0,5
mm a cada 12 horas, sabidamente relacionado a retardo de consolidacdo, regenerado

hipotréfico e pseudartrose, quando realizado nos ossos do antebraco'®. Isso pode ser
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explicado também pela acdo das células-tronco que promoveram adequada formacao 0ssea e

em menor tempo de consolidacéo.

5.3.2 Histomorfométricos e histologicos

Neste estudo, os indices histomorfométricos que expressam a microarquitetura
(espessura trabecular, separacdo trabecular e nimero de trabéculas) e a quantidade Ossea
(volume 0Osseo) foram mais expressivos no grupo estudo. Estes dados sugerem que a
utilizacdo de células-tronco indiferenciadas, autdgenas da medula dssea induz uma
osteogénese com maior quantidade e qualidade dssea.

Trabalhos recentes'®*%

tém demonstrado que a diminuicdo da espessura das
trabéculas 0sseas, seu grau de perfuracdo, com consequente desarranjo da microarquitetura,
sdo responsaveis pela menor capacidade de 0 0sso suportar cargas, uma vez que uma boa
guantidade de massa 6ssea nem sempre significa boa resisténcia (conectividade normal).

Comparados esses resultados com os de outros estudos, nos quais o agente bioldgico
foi introduzido no inicio ou ap6s o término da distracdo osteogénica e os efeitos foram
semelhantes®®?"1%2% N entanto essa comparacéo deve ser feita com cautela pela diferenca
de metodologia adotada em relacdo ao agente biolégico utilizado. O emprego de células-
tronco autogenas indiferenciadas promoveu resposta histolégica semelhante a uma relagéo
custo beneficio menor e mais favoravel.

O indice histomorfométrico de superficie osteoblastica (Ob.S/BS (%)) foi maior nos
radios do grupo estudo, indicando maior efetividade da osteogénese, que parece estar
intimamente relacionada com a inoculagéo das células-tronco adicionais, fato comprovado em

estudos experimentais**'®. Mehara et al*?*, em 1999, demonstraram que a diferenciacéo de

CT em osteoblastos e sintese de matriz 0ssea coincide com a ativacdo do gene que expressa 0
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TGF-b. Outros autores* encontraram uma forte correlacio, durante a distracdo osteogénica
em cées, entre os indices histomorfométricos e o tempo de consolidacdo dssea, e que 1sso
sugere que ndo esta reduzida, apos a aparente consolidacdo do regenerado 0sseo.

No presente experimento, o tipo de consolidacdo do regenerado foi misto (ossificagdo
endocondral e intramembranosa) em 80% dos radios, tanto no grupo controle como no grupo
estudo.

Os achados de ossificacdo endocondral durante a distracdo osteogénica foram

8,45,122,123 124

atribuidos por llizarov e Paley" (1988) a instabilidade da armacdo do fixador. No
entanto os achados de ossificacdo endocondral, neste estudo, ndo foram atribuidos a esse
fator, porque foram obedecidos os critérios biomecanicos seguidos em outros experimentos,

os quais utilizaram configuracdes equivalentes*®!?1%,

Esses achados de ossificacdo
endocondral parecem decorrer do proprio processo de consolidacdo da espécie animal, das
diferencas macro e microscopicas existentes nas estruturas 0Osseas e dos mecanismos
homeostaticos do esqueleto™’ %8,

Fink et al.'?®, em 2003, ap6s estudos histomorfométricos do tipo de ossificacdo do
regenerado 6sseo na distracdo osteogénica pela técnica de llizarov a que foram submetidos 24
caes, concluiram que as formacGes endocondral e intramembranosa ocorreram numa
proporcdo de 5:1, e ndo se deviam a situagdes adversas como instabilidades do fixador de
llizarov.

As células-tronco adultas autdgenas (adultas) obtidas da medular 6sseo possuem
algumas vantagens com relacdo as células-tronco fetais, como menor tumorogenecidade,
técnica de obtencdo mais facil e menores problemas éticos®’. Isso foi corroborado neste
experimento, uma vez que, nos regenerados 0sseos nos quais as células-tronco foram

introduzidas, ndo foi observada formacdo de tecidos neoplasicos ou heterotdpicos. Além

disso, a auséncia de aspectos histoldgicos de processo infeccioso nesses radios sugere que as
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técnicas utilizadas na obtencdo, no preparo e na inoculacdo dessas celulas-tronco no
regenerado 6sseo durante a distracao osteogénica, sdo relativamente seguras.

Os dados deste estudo sugerem que a inoculacdo de CTI pode reduzir o tempo total de
consolidacdo do regenerado 0sseo durante a distracdo osteogénica pela técnica de llizarov,
além de promover formagdo Ossea em maior quantidade e qualidade, dados esses
comprovados pelos indices histomorfométricos. Adicionalmente, a técnica é relativamente
segura, quanto a degeneracdes neoplasicas e infeccdes secundarias.

A consolidacdo Ossea permanece ainda como um verdadeiro desafio para o
ortopedista moderno, apesar da introducao das novas terapias com agentes biologicos, como
as células-tronco. Uma compreensdo mais profunda da fisiopatologia do reparo da
consolidacdo € necessaria para desenvolver melhores estratégias para o tratamento,
direcionado aos processos moleculares e celulares que afetam condicdes clinicas especificas.

A realidade social, econdmica e politica de saude, ndo apenas no Brasil, mas em todo
0 mundo é preocupante pela falta de recursos, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Por esse motivo, o que de melhor se puder fazer serd bem-vindo. O uso de células-tronco em
grandes lesdes Osseas tende a ser uma técnica promissora, associada as técnicas de
alongamento 6sseo com fixador externo, com altos indices custo/beneficio, podendo, desta

forma, ser incorporado na rotina de tratamento de lesdes ortopédicas.
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Apdbs avaliacdo dos resultados com base na metodologia empregada em um modelo
experimental em cédes pode-se afirmar que a utilizacdo de células-tronco indiferenciadas da

medula dssea resultou nas seguintes conclusdes:

+» O uso de células-tronco indiferenciadas do estroma da medula dssea, durante a
distracdo osteogénica da diafise do radio reduz o tempo de consolidacdo clinica e

radiogréafica do radio alongado.

¢+ O tecido d6sseo neoformado pela distracdo osteogénica, associado ao uso de células-
tronco indiferenciadas apresenta caracteristicas histomorfométricas, quantitativas e

qualitativas superiores ao controle.

%+ O uso de células-tronco indiferenciadas autdégenas ndo induz a principio, nos limites
do modelo estudado, a formacdo de tecido neoplasico ou ectopico no regenerado 0sseo

resultante da distrag&o osteogénica.
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Apéndice A — Protocolo de coleta dos dados

1. CéoN.°

2. ldade:

3. Peso:

4. Datas das cirugias e consolidacao clinica e radiografica
a. Fixacdo do llizarov + osteotomia

I. Antebrago direito: / /

ii. Antebraco esquerdo: / /

b. Resseccdo do regenerado 6sseo

i. Antebraco direito: / /

ii. Antebraco esquerdo: / /

c. Inoculacdo das células-tronco:

i. Data: / /

d. Retirada do fixador do antebraco direito

i. Data: / /

5. Evolucdo clinica e radiogréafica (Rx AP e perfil)

a. Data: / / ;Pata:D (), E( )

I. Aspectos radiogréaficos:

i. NO. de corticais:

iii. Aspectos clinicos: Mobilidade anormal: S( ), N( )

6. Retardo de consolidacgdo e/ou pseudartrose: N ( );S( ),
qual(is):
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Apéndice B — Amostras histoldgicas qualitativas dos grupos controle e estudo
GRUPOS AMOSTRAS QUALITATIVAS |
TIPO DE Controle (n=10) Estudo (n=10)
CONSOLIDACAO n % n %
OE 1 10 1 10
Ol 1 10 1 10
Predominio de OE 2 20 3 30
Predominio de Ol 2 20 B 30
Sem predominio 4 40 2 20
TOTAL 10 100 10 100
pt 0,8995

Distribuigcdo da atividade osteoblastica nos regenerados ésseos dos radios nos grupos controle e estudo

GRUPOS
ATIVIDADE CONTROLE (n=10) ESTUDO (n=10) p®
OSTEOBLASTICA n % n %
Alta i 10 5 50
Moderada 7 70 5 50
Baixa 2 20 - -
TOTAL 10 100 10 100 0,0821

Distribui¢do dos percentuais de ocupacgéo de area total dos campos histolégicos por tecido conjuntivo (6sseo e ndo 6sseo) r

0,2818

Distribui¢do do tipo radiogréafico do regenerado 6sseo do radio dos grupos controle e estudo, na data da consolidagéo clinici

GRUPOS
CONTROLE ESTUDO p®
TIPOS n % n %
] 8 80 10 100
I 1 10 ) i
it 1 10 ; -

TOTAL 10 100 10 100 0,4066
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Apéndice C — Amostras histomorfométricas quantitativa dos grupos controle e estudo

e eV o> h(m0)-2B AL 199°B.Pm  ThTh(mc)=2'BAM1.199°BPm  Superficie Osteoblastica (%) _ Superficie Osteoblastica (%)

CONTROLE ESTUDO CONTROLE ESTUDO CONTROLE ESTUDO -
76,60312521 128,0808154 43,19 59,27
64,91762297 210,2902961 21,7 74,31
68,94173048 135,2942773 61,58 36,53
140,5183803 141,952283 40,35 67,82
189,8337479 119,0759495 62,34 95,52
71,61568375 215,2772618 43,09 89,25
78,60148532 152,2348465 235 78,43
103,9509192 139,3862712 26,38 65,11
57,35145991 168,2660558 73,03 68,64
90,04044185 204,7578611 27,97 70,32

CONTROLE ESTUDO CONTROLE ESTUDO

AMOSTRAS QUANTITATIVAS PAREADAS
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Anexo A — Aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica da Universidade

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
wwWw.ccb.ufpe.br

Recife, 14 de outubro de 2008

Oficio n® 68/08

Da Comiss&o de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Epitacio Leite Rolim Filho

Aluno do Doutorado em Cirurgia - CCS

Professor orientador: Dr. Lamartine

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 020444 / 2008 - 49

Os membros da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Uso de plasma rico em plaquetas e células tronco autégenas no
regenerado 6sseo durante a distracdo osteogénica pela técnica de llizavo:Estudo
experimental em cées .

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente, -
WM’S OUeSbe—
Observagéo: . :
Projeto previamente aprovado pelo comité de Etica e Pesquisa Proia.MgnaTe CEJg!sen'
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. e Prosidents o

CCB: Integrar para desenvolver
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UIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

Recife, 25 de julho de 2005

PARECER

A comissio de Etica do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, ¢ de parecer favoravel a execucio do projeto intitulado “Uso
de plasma rico em plaquetas e células tronco autdgenas no regenerado 6sseo durante o
alongamento oOsseo pela técnica de Ilizarov: Estudo em cdes”, a ser realizado pelo
Doutorando Epitacio Leite Rolim Filho, sob a orientagio do Prof Dr. Jairo de Andrade
Lima, Médico Adjunto do Departamento de Cirurgia, CCS — UFPE.

Os animais serdo alojados durante o experimento na Clinica do Médico
Veterinario Dr. Vitor Fernandes Sobrinho, localizada na Avenida 17 de agosto n° 1472, em
Casa Forte — Recife-PE. Os cies irio receber cuidados pré e pos operatorios, alimentag@o e

higiene geral, por pessoa contratada para estes fins.

Prof. Edvaldo Lopes de Almeida
Comissdo de ética do departament 1ot eterinaria - UFRPE




