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RESUMO v

Introducdo: O tratamento dos defeitos 6sseos segmentares € considerado um
grande desafio ortopédico por necessitar de grande quantidade de enxerto
autologo, nem sempre disponivel em volumes suficientes e pelo alto indice de
morbidade no sitio doador. As células estromais da medula 6ssea, consideradas
precursores mesenquimais, sao responsaveis pela manutencdo do turnover
6sseo durante toda a vida. Este estudo teve como objetivo avaliar se células
osteoprogenitoras autélogas expandidas in vitro e associadas a enxertos 6sseos
homodlogos, tornam o processo de reparo de defeitos diafisdrios mais rapido e
mais eficaz. Métodos: Foram realizados defeitos segmentares com 30mm de
comprimento, na porcdo medial da diafise tibial direita de oito ovelhas adultas. O
defeito foi preenchido com um enxerto cortical cilindrico contendo fragmentos de
0sso esponjoso celularizado com células osteoprogenitoras autélogas isoladas a
partir de aspirado de medula éssea obtido na crista iliaca das ovelhas (n=4). Os
resultados foram comparados com quatro animais controles tratados com
enxertos nao celularizados. Os enxertos homologos foram obtidos de animais
doadores da mesma raca dos animais receptores. O processo de consolidacao foi
monitorado mensalmente por radiografias simples e avaliado por tomografia e
histologicamente 6, 10, 14 e 18 semanas apo6s o procedimento cirdrgico.

Resultados: Em todos os tempos de observacdo, nos animais tratados com
enxertos celularizados, o processo de consolidacdo ocorreu de forma mais rapida
e mais evidente do que nos animais controle. Apdés 18 semanas, o animal
tratado com o enxerto associado com as células apresentou integracdo completa
com o0 0sso hospedeiro. A analise histélogica do enxerto evidenciou neste animal
a recomposicdo da medula 6ssea, com restabelecimento do espaco inter-
trabecular, da medula 6ssea adiposa e hematopoética. Conclusdées: Nossos
resultados comprovaram que células osteoprogenitoras autélogas, quando
associadas com enxertos de osso homdélogo resultam no reparo mais rapido e de
melhor qualidade de defeitos 6sseos segmentares. Relevancia clinica: A
associacdo de células osteoprogenitoras autolélogas com enxertos G&sseos
homodlogos pode ser considerada como uma boa alternativa para a enxertia
autologa ou transporte 6sseo no tratamento de grandes defeitos 6sseos.

Palavras chave: Células osteoprogenitoras. Defeito 6sseo segmentar. Enxerto

6sseo homologo. Reparo 6sseo. Bioengenharia ortopédica.



ABSTRACT

Background: Repair of large bone defects is a major orthopedic problem since
autologous bone grafts are not available in large amounts and harvest is often
associated with donor-site morbidity. Bone marrow stromal cells are responsible
for the maintenance of bone turnover through life and can be considered a
mesenchymal progenitors. The purpose of the current study was to evaluate the
ability of cultured autologous osteoprogenitor cells, seeded into bone allografts,
elicit a faster and a more effective repair at the site of a critical-sized segmental
defect in the sheep tibia. Methods: A thirty-millimeter-long segmental bone
defect was created in the mid-portion of the right tibial diaphysis of eight adult
sheep. The critical-sized bone defect was treated with a cylindrical cortical
allograft filled with particulate morselized cancellous bone loaded with cultured
autologous osteoprogenitor cells obtained from marrow aspirates harvest from
the sheep iliac crest (n=4) and compared with control animals treated with cell-
free allograft (n=4). Bone allografts were obtained from donors of the same
breed as the receptor sheep. The healing response was monitored monthly by
radiographs and by compute tomography and histology at six, ten, fourteen, and
eighteen weeks after surgery. Results: At all time points, union was established
in cell-loaded allografts more rapidly at the interface between the host bone and
allograft and the healing process was more conspicuous. Integration of the
allograft was complete at 18 weeks in the cell-treated animal. Histological
examination revealed that the marrow cavity was reestablished with
intertrabecular spaces filled with adipose marrow and focal hematopoiesis.
Conclusions: Our results demonstrated that autologous osteoprogenitor cells,
loaded on bone allograft provide a faster and more effective healing response of
a segmental bone defect in the sheep tibia compared to allograft alone.

Clinical Relevance: The combination of autologous osteoprogenitor cells and
bone allografts can be considered as an attractive alternative to the use of
autografts or bone transport in the treatment of extensive bone defects.

Key Words: Osteoprogenitor cell. Segmental bone defects. Bone allografts. Bone

repair. Orthopedic bioengineering.
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1 INTRODUCAO

1.1 - O TECIDO OSSEO

O esqueleto humano é um sistema organico que desempenha
diversas funcbées no organismo, como promover a sustentacdo do
aparelho locomotor, a protecdo do sistema nervoso central e ainda
abrigar as células do sistema hematopoético na regido medular. A
estrutura Ossea que compOe as diversas partes do esqueleto
humano € constituido por dois tipos de tecido 0Osseo: 0 0SSO
trabecular e o o0sso compacto. O o0sso trabecular, também
denominado de o0sso esponjoso, €é encontrado préoximo das
extremidades dos 0ssos longos, nos corpos vertebrais e no interior
dos ossos chatos. Ele é formado por laminas e canaliculos de tecido
0sseo que se interconectam formando uma estrutura porosa que
mantém contato direto com as células da medula O0ssea. O 0sso
compacto, também denominado de osso cortical, é encontrado na
diafise dos ossos longos, nos pediculos vertebrais e na porcao mais
externa dos ossos planos. Ele consiste de estruturas cilindricas
paralelas intimamente agrupadas. Cada segmento G0sseo do

esqueleto é constituido por proporcdes diferentes destes dois tipos



de tecido 6sseo. As metafises dos 0ssos longos e 0s 0ssos chatos
(planos) e curtos séo constituidos por uma camada externa
relativamente fina de osso cortical e uma porcdo interna de 0sso
esponjoso, enquanto que os segmentos diafisarios sdo constituidos
quase que exclusivamente por osso cortical. Esta diferenca na
distribuicdo de osso cortical e esponjoso faz com que cada area
tenha caracteristicas biolégicas e mecanicas distintas. O 0sso
trabecular tem a funcdo mecéanica de absorver e distribuir forcas de
compressdo e a funcdo biolégica de abrigar a medula
hematopoética. O o0sso compacto tem a funcdo mecanica de
sustentar tanto forcas de compressdo como de tensdo e torcao. A
funcdo biolégica do osso cortical € limitada, uma vez que sua
vascularizacdo e atividade celular sd8o pouco expressivas
(BUCKWALTER e COOPER, 1987). Assim, quanto maior a
quantidade de osso cortical em um segmento 0sseo, maior € sua
capacidade para resistir a acdo de forcas externas. Entretanto, em
virtude da baixa atividade celular o processo de regeneracdo e
reparo do osso cortical € mais lento do que no 0SSO esponjoso
(UHFHOFF e RAHN, 1981; FINNEGAN e UHFHOFF, 1987;

SCHATZKEN et al., 1989).

1.2 - REPARO DO OSSO CORTICAL
Em virtude das caracteristicas do o0sso compacto da

cortical, as lesdes segmentares diafisarias sao de dificil tratamento.
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Estas lesbes se caracterizam por extensa perda 6ssea, sendo na
maioria das vezes decorrentes de traumas de alta energia
associados a importante cominuicdo ou sdo secundarias a resseccao
de lesbes tumorais extensas. As perdas segmentares diafisarias
podem também estar presentes em alguns casos de afrouxamento
de artroplastias de joelho e quadril, onde h& grande ostedlise
periprotética, comprometendo a regido diafisaria por continuidade.
Como citado anteriormente, sendo as diafises compostas
basicamente por tecido 6sseo do tipo compacto, a regeneracdo de
perdas extensas neste segmento 6sseo é complexa e os defeitos
tendem a consolidar lentamente ou até mesmo n&o consolidar.
Como resultado, o tratamento das lesdes diafisarias ainda constitui
um problema de dificil solucdo para a ortopedia moderna (HADDAD

et al., 2000; BUSH et al., 2006; BACKSTEIN et al., 2006).
Atualmente existem diversas técnicas descritas para a
correcdo de grandes perdas Osseas diafisarias, embora todas elas
ainda apresentem niveis de complicacdes muito altos. Na pratica
ortopédica sdo utilizadas para a reconstrucdo desses defeitos as
endoproéteses intercalares, as terapias de alongamento através de
osteogénese por calotagem e o0s transplantes Gsseos
(SPRINGFIELD, 1992; PIRELA-CRUZ e DeCOSTER, 1994; TOH e

JUPITER, 1995; COBOS et al., 2000; ATTIAS et al., 2005).
As endoproéteses intercalares constituem uma opcao de

tratamento descrita para pacientes com baixa demanda. Este
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tratamento se caracteriza pela reconstrucdo do defeito 6sseo com
material metalico sem a preocupacdo com a recomposi¢cao do tecido
O0sseo perdido. Apresenta alto indice de complicacbes em longo
prazo, ndo sendo, por isso, indicadas para pacientes jovens com
grande expectativa de vida (UNWIN et al., 1996; WIRGANOWICZ et

al., 1999; JESUS-GARCIA, 2006).

Os defeitos Osseos diafisarios extensos podem ser tratados
através de osteogénese por calotagem ou distracdo. A osteogénese
por calotagem é um processo no qual se induz a formacéo 6ssea no
foco de uma osteotomia através de distracdo do fragmento 6sseo
com a utilizacdo de um aparelho de fixacdo externa (ILIZAROV e

LEDYAEV, 1992; ABDEL-AAL, 2006).

A osteogénese por calotagem foi descrita por ILIZAROV em
1986. Nesta técnica cirdrgica é feita uma osteotomia no segmento
de osso saudavel, distante da area lesada. Este fragmento
intercalar, entre a osteotomia e o defeito 6sseo, € transportado
longitudinalmente com um fixador externo e a medida que o
segmento é tracionado, ocorre formacédo 6ssea no trajeto do 0sso
transportado, preenchendo assim o defeito pré-existente. Quando o
segmento intercalar alcanca a extremidade Ossea, todo o defeito
estara preenchido. A progressao do transporte do segmento 0sseo é
de aproximadamente 1mm/dia, sendo necessario aproximadamente

40 dias para que 1cm de defeito 6sseo seja preenchido e para que
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ocorra a consolidacdo (ALDEGHERI, 1999). Complicacfes frequentes
da osteogénese por calotagem incluem infeccdo no trajeto dos pinos
do fixador externo, celulite, perda de alinhamento e do movimento
das articulacbes adjacentes devido ao longo periodo de tratamento
que varia de 9 a 17 meses nos defeitos diafisarios maiores do que 6
cm (NAGGER et al., 1993; CIERNY e ZORN, 1994; PROKUSKI e
MARSH, 1994; GEORGIADIS e DESILVA, 1995; ABDEL-AAL, 2006).
Apesar da alta incidéncia de complicacdes e do longo tempo de
tratamento, o transporte 6sseo ou osteogénese por calotagem é
considerado uma boa opcao terapéutica, e atualmente € a principal
forma de tratamento de grandes defeitos 6sseos diafisarios (GREEN,
1994; CIERNY e ZORN, 1994; DIPASQUALE et al., 1994; MARSH et

al., 1994; FINKEMEIER, 2002).

1.3 - TRANSPLANTE OSSEO

A terminologia do transplante 6sseo é determinada pela
existéncia de varios tipos de enxertos. O enxerto retirado de um
local no esqueleto, para outro local, no mesmo individuo é
denominado enxerto autdélogo que pode ser ainda vascularizado ou
nao vascularizado (CHANG e WEBER, 2005; ROSE et al., 2005).
Quando vascularizado, o fragmento 6sseo € retirado da area
doadora do proprio paciente juntamente com seu pediculo vascular,
que é anastomosado na area receptora. Alguns estudos comprovam

que a utilizacdo do enxerto autdlogo vascularizado leva a resultados
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superiores do que os enxertos ndo vascularizados uma vez que a
circulacdo sanglinea do enxerto ndo € interrompida, fazendo com
que o numero de células viadveis no local seja maior e a
consolidacdo 6ssea mais rapida (WEILAND, 1981; PIRELA-CRUZ e
DeCOSTER, 1994; FINKEMEIER, 2002).

O enxerto homadlogo é o tecido transferido entre individuos da
mesma espécie, mas geneticamente diferentes por doacado inter-
vivo ou post-mortem (MAKLEY, 1985; BRIEN et al, 1994; DONATI
et al, 2000; MUSCULO et al, 2004; HORNICEK et al, 2001).

O enxerto musculo-esquelético pode ainda ser classificado, de
acordo com sua forma de armazenamento, entre fresco ou
preservado. O enxerto fresco € aquele transferido para a area
doadora logo apds sua retirada (enxerto autélogo) ou apdés um
curto periodo de tempo de armazenamento em meio de cultura. A
preservacdo dos enxertos pode ser feita por congelacdo ou através
liofilizacdo. A congelacdo pode ser feita a —70°C sem crioprotecao
ou criopreservado e congelado em temperaturas muito baixas,
proximas de -190°C. Além destas caracteristicas, o0 enxerto
musculo-esquéletico também ¢é classificado de acordo com suas
funcdes bioldgicas e mecanicas. Em alguns casos uma funcao
predomina sobre a outra. O enxerto cortical tem funcbes mecanicas
de sustentacdo, enquanto o enxerto esponjoso autélogo tem o6tima
funcdo biolégica. Na maior parte do tempo as duas funcdes estao

intimamente ligadas. A escolha do enxerto mais adequado deve
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levar em consideracdo as diversas funcdes dos tecidos
transplantados e as caracteristicas do local onde serdo implantados
(STEVENSON, 1999).

A capacidade biolégica do enxerto € composta pelo somatério
de trés funcbOes bioldgicas basicas: osteogénese, osteoinducao e
osteoconducéo. A osteogénese é a capacidade que as células vivas,
presentes no enxerto, tém de produzir tecido 6sseo. A osteogénese
proveniente das células viaveis presentes no enxerto é a principal
responsavel pela formacdo do calo 6sseo nas primeiras 4-8
semanas apo0s a reconstrucdo cirdrgica do defeito Gsseo
(FRIEDLAENDER, 1987). O enxerto autdlogo, por conter um grande
nuamero de células viaveis, possui um alto potencial osteogénico
(BONFIGLIO 1958; BASSET, 1972; GRAY e ELVES, 1979). Ja o
enxerto homodlogo, pela auséncia de células viaveis apos o
processamento e armazenamento, ndo € dotado de osteogénese
(FINKEMEIER, 2002).

Osteoinducdo é a capacidade que o tecido 6sseo transplantado
tem de ativar o tecido hospedeiro adjacente no recrutamento de
células pluripotentes, que se diferenciardo em células
osteoprogenitoras. A matriz 6ssea contém diversas proteinas tais
como proteinas morfogénicas, fator de crescimento transformante-
B, fator de crescimento insulinico | e IlI, fator de crescimento
fibroblastico, fator de crescimento derivado de plaquetas, e

interleucinas que induzem a diferenciacdo e o comprometimento de
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células mesenquimais em células osteoprogenitoras (MOHAN e
BAYLINK, 1991; KALE e DiCESARE, 1995).

O processo de crescimento tridimensional, no interior do
enxerto, de capilares sanguineos, tecidos perivasculares e de
células osteoprogenitoras, a partir do tecido hospedeiro, € possivel
devido a capacidade de osteoconducdo do enxerto. Desta forma,
quanto melhor a osteoconducdo do enxerto maior € a sua
capacidade de servir como suporte para o crescimento de 0sso
neoformado (BURNELL, 1969). A osteoconducdo € um processo
ordenado que segue um padrao espacial previsivel determinado
pela estrutura e pelas caracteristicas biomecanicas do enxerto e das

estruturas adjacentes (STEVENSON et al., 1996).

1.4 - ENXERTO OSSEO AUTOLOGO

Os enxertos autdlogos sédo obtidos do proprio paciente, sendo
a tibia, fibula e a crista iliaca as principais areas doadoras. Sao
enxertos considerados biologicamente ideais, pois possuem matriz
osteocondutora, proteinas osteoindutoras e células osteogénicas
que fazem com que a osteointegracdo seja rapida e eficaz. Outras
vantagens sdo a sua completa histocompatibilidade e a auséncia de

possibilidade de infeccdo cruzada (KHAN et al., 2005).
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Entretanto, a enxertia autdloga apresenta importantes
limitacdes. A primeira delas é o fato de haver poucos locais de onde
grandes quantidades de osso autdlogo possam ser retiradas sem
trazer prejuizo a funcéao biomecanica do esqueleto.
Invariavelmente, a quantidade de osso disponivel em qualquer uma
das areas doadoras € limitada e muitas vezes insuficiente para
correcao de grandes perdas Osseas. O procedimento de retirada do
enxerto autélogo é uma cirurgia adicional ao procedimento
principal, que aumenta a morbidade do tratamento por possuir
indice de complicacdo que varia de 8,6% a 20,6% (YOUNGER e
CHAPMAN, 1989; SHPITZER et al.,1997; FINKEMEIER, 2002).
BABHULKAR et al. (1995) mostraram numa casuistica de 104
pacientes que cerca de 60% dos pacientes apresentaram sintomas
relacionados com a area doadora.

Como citado anteriormente, existem caracteristicas
particulares a cada tipo de tecido 6sseo. O enxerto autdlogo
esponjoso €& composto por o0sso trabecular e possui pouca
capacidade de suportar forcas biomecanicas. Enquanto, o enxerto
cortical € composto por osso compacto e possui grande capacidade
estrutural para suportar forcas biomecanicas, sendo este o enxerto
indicado para a correcdo dos defeitos Osseos diafisarios (ALHO et

al., 1995).
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Para a maioria dos procedimentos ortopédicos reconstrutivos,
a fibula é o principal osso doador uma vez que é um osso retilineo,
de disseccado superficial e por possuir um pediculo vascular longo
que facilita a anastomose na area receptora. Para enxertia, até dois
tercos da regidao proximal da fibula podem ser retirados, mantendo-
se o0 terco distal para evitar instabilidade da articulacdo do
tornozelo. Apesar das vantagens na utilizacdo do enxerto autoélogo,
a fibulectomia parcial, seja ela para enxertia vascularizada ou néo,
€ susceptivel de um amplo espectro de complicacbes (VAIL e
URBANIAK, 1996; TANG et al, 1998). O procedimento cirurgico para
obtencdo do enxerto fibular vascularizado é normalmente longo e
tecnicamente complexo, sendo necessario o sacrificio de vasos
importantes tanto na area doadora como receptora. Por isso alguns
autores limitam sua utilizacdo a pacientes jovens (TAYLOR, 1977).
Outro fator complicante em pacientes submetidos a enxertia
autdloga com a fibula é a alta frequéncia de fratura do enxerto,
falta de consolidacdo e fraqueza muscular no membro doador

(GORE et al., 1987).

MINAMI et al. (2000) descreveram os resultados da utilizacdo de
enxerto vascularizado de fibula em 102 pacientes sendo que em
84% a consolidacdo ocorreu através de um unico procedimento
cirargico. Nesta mesma série de pacientes a ocorréncia de fratura

do enxerto foi de 15%. O alto risco de fratura ja foi também



18

comprovado em outros estudos, com incidéncias que variam entre

20% a 40% (DE BOER e WOOD,1989; MINAMI et al., 1993).

Além disso, como o0s resultados do enxerto fibular
vascularizado sdo variaveis e pouco previsiveis, muitas vezes 0s
pacientes necessitam ser submetidos a novos procedimentos para
se atingir um resultado satisfatorio (GOODACRE et al., 1990;
MINAMI et al., 1993; BISHOP et al., 1995; CHMELL et al., 1995;
JUPITER et al., 1997; KASASHIMA et al., 1998; MINAMI et al.,

2000; HEITMANN et al., 2002; ATTIAS et al., 2005).

1.5 - ENXERTO OsSSEO HOMOLOGO

Os enxertos 6sseos homologos foram introduzidos no inicio do
século passado para a reconstrucao de falhas OGsseas provenientes
de resseccao de tumores, geralmente em pacientes pouco ativos e
com pequena expectativa de vida (LEXER, 1925). Recentemente, a
sua utilizacdo se expandiu para o tratamento de perdas Osseas
decorrentes de traumas extensos, de anomalias congénitas e, mais
freqientemente, ostedlise secundaria ao afrouxamento asséptico de

componentes de artroplastias (MUSCOLO e AYERZA, 1998).

Atualmente, em cirurgias de reconstrucdo Ossea, onde a
quantidade de enxerto autélogo nao é suficiente, grandes enxertos
homologos podem ser utilizados como substituto 6ésseo (DONATI et

al., 2000; FINKEMEIER, 2002). A utilizacdo de enxerto &sseo
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homodlogo para o tratamento de perdas Osseas extensas esta cada
vez mais difundida no meio ortopédico. Anualmente sao realizados
nos Estados Unidos mais de 200.000 procedimentos com enxertos
de 6sseos homoélogos (TOMFORD e MANKIN, 1999). Este avanco se
deve, em grande parte, ao controle rigido das técnicas de
processamento e armazenamento de tecidos, que praticamente
eliminaram o risco de transmissdo de doencas (CROSSETT et al,
2002). Desde 1980, existe o relato de apenas dois casos de
transmissao do virus HIV em pacientes tratados com enxerto 0sseo
homoélogo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1988). Além do
maior controle das condicOes de armazenamento e preparo dos
enxertos, a adocdo de protocolos para investigacdo sorolégica da
maior parte das doencas transmissiveis sao utilizados na rotina dos
bancos de tecidos, que reduziram substancialmente o risco de
transmissao de infeccbées (TOMFORD, 1995).

Ao contrario dos enxertos autélogos, o0 processo de
incorporacdo de enxertos 6sseos homologos é complexo, depende
tanto do hospedeiro como do enxerto e culmina com a remodelacéao
do tecido transplantado em resposta a aplicacdo de cargas
biomecéanicas. A velocidade de incorporacdo deste tipo de enxerto
depende do tipo, tamanho, estrutura, forma de fixacdo, suprimento
vascular do hospedeiro e compatibilidade genética com o receptor.
Alguns eventos fisioldgicos como osteogénese, resposta inflamatéria

e hemorragia, reabsorcdo, osteoconducdo e remodelacdo regulam a
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resposta bioldgica aos enxertos homoélogos (MUSCOLO e AYERZA,

1998).

A incorporacao do enxerto 6sseo vai além da consolidacdo das
suas extremidades. Ela resulta da substituicdo gradual do osso
transplantado por osso neoformado a partir das células do proprio
hospedeiro. O processo de incorporacdo € inicialmente mediado pela
producado local de fatores de crescimento e citocinas, especialmente
o fator de crescimento derivado de plaquetas (STEVENSON e
HOROWITZ, 1992). Tanto os enxertos autélogos como homoélogos,
entre a segunda e terceira semanas, produzem uma resposta
inflamatdria local no hospedeiro. A resposta inflamatoéria se associa
a neoformacao fibro-vascular e a reabsorcdo osteoclastica. Através
da acdo dos osteoclastos, o osso desvitalizado é progressivamente
reabsorvido e gradativamente substituido por osso neoformado
(PADGETT et al., 1995). Devido ao potencial osteocondutor do 0sso
homologo, ocorre simultaneamente brotamento capilar e maior
acesso de células osteoprogenitoras do hospedeiro para o enxerto
(RODRIGO e PROLO, 1988). O potencial osteocondutor do enxerto
0sseo fornece também a superficie adequada para sustentar a
vascularizacdo, crescimento e remodelacdo 6ssea. Durante o
periodo de incorporacdo o enxerto homaologo mantém o potencial de
osteoconducdo, mas, por nao possuir células capazes de prover

osteogenicidade e pelo seu potencial de osteoinducdo ser minimo, a
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evolucdo do processo dependera do microambiente do hospedeiro

(DAMIEN e PARSON, 1991; EINHORN, 1995).

Como os enxertos autélogos, os enxertos homologos também
apresentam limitacbes ao seu uso. As principais causas de
complicacbes e falhas nos procedimentos utilizando enxertos
homologos sao infeccdo, reabsorcdo, fraturas e falha de
consolidacdo. Os indices de infeccdo se correlacionam com a
magnitude da enxertia e com a eventual associacdo com esquemas
terapéuticos de imunossupressao, sendo particularmente altos (13-
14%) em pacientes submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia
(HERNIGOU et al., 1993; DICK e STRAUCH, 1994).

A reabsorcdo acelerada do enxerto frequentemente se associa
ou pode ser um fator desencadeante de pseudoartrose (MUSCOLO
et al., 1995), fraturas (BERRY et al., 1990), ou infeccdo (MUSCOLO
et al.,, 1987; LORD et al., 1988; TOMFORD et al., 1990; DICK e
STRAUCH, 1994). Os indices de pseudoartrose na interface entre o
enxerto e o 0sso hospedeiro variam de 9 (MANKIN et al., 1983) a
23% (GITELIS e PIASECKI, 1991) com incidéncia média de 10-15%
(ALLAN et al., 1991). As fraturas dos enxertos homodlogos
geralmente € um evento tardio, ocorrendo em média 24 meses
apos o procedimento (BERRY et al., 1990). Para alguns autores a
fratura do enxerto estaria relacionada com a fragilidade mecanica

resultante da reabsorcdo secundaria a rapida formacdo e atividade
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vascular (BERRY et al., 1990; MNAYMNEH et al., 1994). Entretanto
THOMPSON et al. (1993) demonstraram, através de observacdes
intra-operatoérias, que os focos de fratura de enxertos homodlogos
estdo associados com menor vascularizacdo e necrose isquémica do

0sso no local da fratura.

Outro fator que influencia a resposta clinica da reconstrucao
Ossea com enxertos homoélogos é o tempo de consolidacdo e da
osteointegracdo do enxerto. Quanto maior o volume de tecido 6sseo
a ser reconstituido, maior € a quantidade de enxerto utilizado e
consequentemente maior serd o tempo para osteointegracao.
Outros fatores que podem influenciar na velocidade de incorporacao
do enxerto sdo os tipos de fixacdo (VANDER GRIEND, 1994), a
qualidade do osso homodlogo e do osso hospedeiro, presenca de
infeccdo e se 0 enxerto esta posicionado num local sujeito a carga e
a diferentes tipos de forcas biomecanicas (DONATI et al., 2000;

HAZAN et al., 2001).

Apesar da resposta em longo prazo da utilizacdo de enxerto
homologo ser favoravel, como 25% das reconstrucfes falham,
devido a infeccédo, fraturas ou ndo unidao do enxerto, um grande
numero de pacientes necessita de uma segunda intervencao
cirargica (ENNEKING e MINDELL, 1991; ENNEKING e CAMPANACCI,
2001) O processo de unido do enxerto com o 0sso hospedeiro que

normalmente é lento, pode se estender ainda mais e ficar restrito a
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apenas parte do trajeto da superficie de contato, como
demonstrado em estudos realizados até 5 anos apds o
procedimento (STREET et al., 2000; ENNEKING e CAMPANACCI,

2001).

MANKIN et al. (1996) avaliaram o resultado tardio de 870
casos com utilizacdo de enxerto homdlogo no tratamento de
tumores 06sseos. Os autores constataram indices de 75% de
sucesso, 10% de infeccdo, 19% de fratura do enxerto e 17% de

falta de consolidacéo.

A incidéncia de complicacbes ao enxerto homodlogo € ainda
mais alta quando a perda 6ssea € localizada na diafise dos ossos
longos. Isto ocorre pelo fato desta regido ser submetida a intenso
estresse biomecanico e por ser composta por tecido 6sseo compacto
cuja incorporacdo e remodelacdo sdo extremamente mais lentas
quando comparado ao 0sso esponjoso (ENNEKING, e MINDELL,
1991; VIROLAINEN et al., 1993 e 1995; STEVENSON et al., 1996;
ENNEKING e CAMPANACCI, 2001).

Outra constatacdo que explica o surgimento de complicacdes
em procedimentos cirdrgicos que utilizam grandes enxertos
homologos no tratamento de perdas diafisarias extensas é o fato de
células osteoprogenitoras, provenientes do osso hospedeiro, migrar
para o enxerto homélogo de forma muito lenta favorecendo o

desenvolvimento de microfraturas. Estas, por sua vez, nao
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permitem que a consolidacdo ocorra de forma adequada resultando
no enfraquecimento gradual do enxerto (STEVENSON et al., 1996;

DELLOYE et al., 2002).

1.6 SISTEMA TRONCO MESENQUIMAL

As células-tronco adultas sdo tipos celulares néo
especializados, presentes nos tecidos diferenciados e responsaveis
pela manutencdo e reparo continuo destes tecidos. As células tronco
adultas se caracterizam pelo poder de auto-renovacdo e pela
capacidade de se especializar para produzir todos os tipos celulares
do tecido no qual se originou. A sua prole é constituida por novas
células-tronco e por progenitores comprometidos, com potencial de
diferenciacdo mais restrito. Estes progenitores, por sua vez,
originam os tipos celulares diferenciados (van DER KOOY e WEISS,
2000).

No complexo microambiente da medula 6ssea pods-natal
coabitam dois sistemas de células tronco funcionalmente
interdependentes: o sistema hematopoético e o sistema estromal. O
sistema hematopoético engloba predominantemente as células-
tronco CD45+CD34+ e uma populacdo de progenitores capazes de
se diferenciar em todas as células sanguineas encontradas no
organismo adulto (MORRISON et al., 1995). O sistema estromal é
formado durante o desenvolvimento da cavidade medular, quase

simultaneamente com a colonizacdo pelas células hematopoéticas, e
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seu principal componente sao as células mesenquimais (CHARBORD
et al., 1996). O sistema estromal sustenta tanto estruturalmente
como funcionalmente as células hematopoéticas e participa
diretamente dos mecanismos que regulam a liberacdo de fatores de
crescimento e de interacbes célula-célula e célula-matriz
extracelular, necessarias para o desenvolvimento dos precursores

hematopoéticos (KINCADE et al., 1988; EZOE et al., 2004)

O sistema estromal é formado a partir de um progenitor
adulto comum que origina o o0sso, cartilagem, adipécitos,
fibroblastos e o estroma de sustentacdo da medula hematopoética
(BIANCO et al., 2006). Originalmente FRIEDENSTEIN et al. (1976)
denominaram estas células de “precursores de mecandcitos” na
tentativa de associa-las com funcfes mecanicas em resposta a acao
da gravidade e movimento. A origem dos “mecandcitos” a partir
de células estromais da medula 6ssea e a sua suposta natureza
“tronco” gerou a designacdo dada por OWEN e FRIEDENSTEIN

(1988) de “célula-tronco estromal da medula 6ssea”.

A diferenciacdo das células mesenquimais pela via
considerada canbnica, origina os tecidos — -cartilagem, 0sso,
adipécitos, tecido fibroso, musculo liso e estroma de sustentacédo da
mielopoiese — tanto do esqueleto em desenvolvimento como no
organismo poés-natal (BIANCO et al., 2006). A multipotencialidade

dos progenitores mesenquimais € confirmada através dos
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resultados de estudos experimentais que demonstraram que,
quando implantadas em animais hospedeiros, 0s progenitores
mesenquimais induzem a formacao de ossiculos ectdpicos contendo
osteoblastos, células adipociticas, condrdécitos e célula reticular com
capacidade de sustentar a hematopoese (FRIEDENSTEIN et al.,
1982; PROCKOP, 1997; PITTENGER et al., 1999; LIECHTY et al.,

2000; BIANCO et al., 2001).

Os primeiros relatos que permitiram a caracterizacdo das
células-tronco e dos progenitores mesenquimais in vitro e in vivo,
decorreram de estudos realizados em suspensdo de células de
medula o6ssea de roedores, da qual foram isoladas células com
aspecto fibroblastéide que se diferenciavam das demais pela sua
capacidade de aderir ao plastico das garrafas e placas de cultura

(FRIEDENSTEIN et al., 1966 e 1970; OWEN e FRIEDENSTEIN 1988).

As células mesenquimais possuem alto indice proliferativo in
vitro e tem a capacidade de originar colénias celulares - CFU-F ou
Colony Forming Units — Fibroblast - a partir de um udnico precursor.
Entretanto, colbénias isoladas de uma mesma medula 6ssea podem
diferir substancialmente em tamanho e morfologia. O tamanho de
uma CFU-F é dado pelo indice proliferativo das células que a
compdem que, por sua vez, tém caracteristicas morfoldgicas e
multipotencialidade distintas (MURAGLIA et al., 2000; SATOMURA

et al., 2000). Este conjunto de caracteristicas e, pelo fato das
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células que compdem as colbnias estarem em diferentes estagios de
diferenciacdo hierarquizada, permite conferir as CFU-F o status de
células-tronco (MURAGLIA et al., 2000; DENNIS e CHARBORD,

2002).

Ao contrario de outros tecidos adultos, onde células em
diferentes estagios de diferenciacdo tém caracteristicas funcionais e
fenotipicas definidas, as células-tronco e 0s progenitores
mesenquimais ndo tém estes padrdes totalmente estabelecidos. A
expressao de marcadores celulares como STRO-1 e CD146 sdo uma
das poucas formas de identificar as células mesenquimais
multipotentes e com potencial de auto-renovacao. O SSEA-4 (stage
specific embryonic antigen 4), um marcador que originalmente se
acreditava ser expresso apenas por células-tronco embrionarias
humanas, foi recentemente descrito como um possivel marcador da
populacdo de células-tronco mesenquimais isoladas de aspirados de
medula 6ssea (GANG et al., 2007). Outro aspecto ainda nao
totalmente esclarecido da cascata de diferenciacdo das células-
tronco mesenquimais é o fato de células em estagio terminal de
diferenciacdo possuirem ampla flexibilidade entre outros fendtipos
mesenquimais, conferindo plasticidade ao sistema estromal

(BIANCO e ROBEY, 2000).
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1.7 BIOENGENHARIA ORTOPEDICA

O conjunto das caracteristicas das células mesenquimais
pluripotentes, em especial a facilidade com que podem ser isoladas
da medula 6ssea (PITTENGER et al., 1999), a possibilidade de se
obter, por expansdo ex-vivo, um numero elevado de células a partir
de volumes relativamente pequenos de medula O6ssea, a sua
versatilidade para a diferenciacdo em tecidos mesenquimais (SESHI
et al., 2000), a possibilidade de expansdo por um numero
significativo de vezes sem apresentar sinais de senescéncia (JIANG
et al., 2002) e, ainda, pelo fato de que, em condi¢cfes normais de
cultura, a via osteogénica ser a linhagem default desta populacéao
celular (BANFI et al., 2002) a tornam uma ferramenta bastante
atraente para aplicacdes em bioengenharia ortopédica.

O potencial biolégico das células mesenquimais vem sendo
explorado no reparo ou na regeneracao de tecidos mesenquimais
lesados como na consolidacdo de fraturas (MOUTSATSOS et al.,
2001), lesbBes tendinosas (AWAD et al., 1999) e cartilaginosas
(KADIYALA et al., 1997; QUINTAVALLA et al., 2002). Outra forma
de explorar o potencial bioldégico destas células é através da
associacao com biomateriais reabsorviveis de origem sintética ou de
origem bioldgica. Utilizando-se esta estratégia, que constitui a base

da bioengenharia, virtualmente qualquer lesdo tecidual, mesmo
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aquelas consideradas intrataveis, podem ser reparadas (CANCEDDA
et al., 2003).

A primeira proposta de tratamento de defeitos segmentares
0sseos, utilizando a associacédo de células tronco mesenquimais com
biomateriais sintéticos foi feita por BRUDER et al. (1998) no final da
década passada. Neste modelo em cées, os autores demonstraram
que a neoformacdo 6ssea homogénea através de todo o enxerto
acarretou em boa integracdo do enxerto com o 0sso hospedeiro,
sem ocorréncia de complicacdes relacionadas diretamente com os
implantes ou com os componentes celulares.

Outro estudo desenvolvido a seguir (KON et al., 2000)
mostrou que em ovelhas, o tratamento de falhas O0sseas extensas
com biomaterial sintético a base de hidréoxiapatita celularizado com
células mesenquimais autélogas também resultava, como no estudo
de BRUDER et al., (1998), em melhor resposta reparadora.
Enquanto que nos implantes nao celularizados a neoformacao 6ssea
se limitava apenas a superficie externa, nos enxertos celularizados
a neoformacéo Ossea estava presente também nos poros internos
do composto de hidréxiapatita, resultando principalmente na
reducdo significativa do tempo de reparo do defeito.

Em outro modelo experimental, ARINZEH et al. (2003)
propuseram a associacdo de um substituto sintético com células
tronco mesenquimais alogeneicas para tratar falhas O&sseas

diafisarias em caes. Os resultados do estudo mostraram que, apesar
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de nenhum esquema coadjuvante de imunossupressao ter sido
utilizado, ndo houve qualquer resposta imune adversa ao uso das
células tronco mesenquimais de origem alogeneica. Outro resultado
relevante do estudo foi a observacdo de que o reparo do defeito
0sseo dos animais tratados com implantes celularizados foi mais
evidente e mais precoce do que nos animais controle.

Mais recentemente, LUCARELLI et al. (2005) desenvolveram
um modelo experimental no qual utilizaram enxerto d&sseo
homologo associado com células tronco mesenquimais e plasma rico
em plaquetas (PRP) para tratar defeito diafisario no metatarso de
ovelhas. Os autores observaram que tanto a neoformacdo /
remodelacdo 6sseas como a invasao vascular do enxerto foi maior
Nnos animais experimentais tratados com enxertos celularizados.

Os resultados positivos destes estudos experimentais
estimularam a utilizacdo clinica desta mesma estratégia para tratar
perdas O6sseas de grande extensdo (QUARTO et al., 2001). Quatro
pacientes com perdas Osseas diafisarias extensas e alternativas
terapéuticas limitadas foram tratados com células mesenquimais
autologas expandidas in vitro associadas a um implante sintético de
hidréxiapatita do tamanho e da forma do defeito 6sseo. Tanto no
poés-operatério imediato quanto no tardio ndo houve relato de
queixas tais como dor, aumento de partes moles ou infeccdo. A
fusdo completa do implante com o osso hospedeiro ocorreu entre 5-

7 meses apoOs a cirurgia. Numa avaliacdo recente, os autores
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(MARCACCI et al., 2007) observaram gque cerca de 6-7 anos apos o
procedimento cirdrgico os implantes mantiveram boa integracao
com 0 0sso hospedeiro e que nenhum dos quatro pacientes
apresentou fratura na regido do implante que caracteriza boa
durabilidade do procedimento. Embora o procedimento tenha sido
realizado num numero restrito de pacientes o0s resultados foram
considerados promissores podendo significar um avanco para o
tratamento das perdas 6sseas segmentares.

Por todas estas razbes as ceélulas tronco mesenquimais
compdem, até o momento, o sistema celular mais interessante e
com maior aceitacdo para ser utilizado tanto em protocolos preé-
clinicos como clinicos de tratamento de lesdes 6steo-cartilaginosas

(DAGA et al., 2002).

1.8 JUSTIFICATIVA

Neste modelo experimental foi utilizado um substituto 6sseo
osteocondutor associado com células osteoprogenitoras autolégas,
na tentativa de prover capacidade osteogénica e osteoindutora ao
material. O defeito diafisario segmentar na tibia de ovelhas foi
utilizado para avaliar a eficacia biolégica e funcional deste
substituto. O tipo de perda Ossea e a localizacdo diafisaria foram
escolhidos uma vez as caracteristicas biomecanicas e bioldgicas
desta localizacdo torna qualquer método de reconstrucao

desafiador. Atualmente as propostas de tratamento para este tipo
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de defeito 6sseo envolvem um longo periodo de tempo e se
associam com altos indices de complicacbes. O método ideal de
tratamento para este tipo de lesdo deve ser capaz de recompor a
estrutura d6ssea de forma duradoura através de um procedimento
cirargico simples, com baixos indices de complicacbes e que nao
acarrete em longos periodos de incapacidade fisica e funcional. As
terapias baseadas em alongamento 6sseo, além de apresentarem

diversas complicacdes necessitam de longo periodo de tratamento.

Dentre o0s substitutos 6sseos disponiveis atualmente, o
enxerto 6sseo autélogo é biologicamente ideal, mas é disponivel em
quantidades limitadas e sua retirada acarreta morbidade a area
doadora. O enxerto homoélogo possui capacidade osteocondutora
semelhante a do enxerto autdlogo, mas carece de capacidade
biolégica de osteoinducdo e de osteogénese. Devido a auséncia
destas caracteristicas, o indice de complicacbes como fratura, nao

consolidacao e reabsorcéao é alto.

O modelo experimental desenvolvido neste estudo é pioneiro
na avaliacdo da utilizacdo isolada de células osteoprogenitoras
autoldgas, obtidas de aspirados de medula 6ssea e expandidas ex-
vivo, associadas com enxerto 6sseo homologo, para utilizacdo na
correcao de defeitos segmentares diafisarios. A utilizacdo desta
combinacdo tem duas grandes vantagens. O enxerto 0sseo

homologo apresenta composicdo quimica e porosidade tanto em
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tamanho como em volume semelhante a do 0sso nativo, ja que tém
a mesma estrutura. Desta forma, o potencial osteocondutor do
enxerto homologo se iguala ao do enxerto autélogo, considerado
biologicamente ideal como substituto 6sseo. Além disso, a adicdo de
células osteoprogenitoras autolégas a este substituto 6sseo prové
potencial osteogénico a um tecido acelular, diminuindo o risco de
complicacdes relacionadas ao seu uso isolado. A analise dos
resultados deste estudo permitira avaliar os beneficios, vantagens e
desvantagens da aplicacdo desta associacdo de tratamento na

pratica clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 — OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar se células
osteoprogenitoras autdlogas, isoladas da medula d6ssea, quando
associadas com enxertos 6sseos homaologos, promovem reparo mais
eficaz e mais rapido em relacdo ao enxerto nédo celularizado. Para
testar esta hipOtese foram realizados defeitos segmentares na
diafise tibial de ovelhas adultas, utilizando-se na reconstrucdo dos

defeitos os enxertos homologos irradiados com e sem células.

2.2 — Objetivos especificos

- Estabelecer protocolo de isolamento e expansao de células
estromais de medula 0ssea de ovelhas.

- Avaliar o processo de consolidacdo dos enxertos através de
analise radiografica sistematizada.

- Avaliar por tomografia computadorizada o reparo dos
enxertos apos 6, 10, 14 e 18 semanas.

- Correlacionar os eventos biolégicos relacionados com o
reparo dos enxertos e detectados na analise histoldégica, com o
tempo de evolucdo e com a associacdo com células

osteoprogenitoras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 — MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas no presente estudo oito ovelhas fémeas
adultas, com idade aproximada de dois anos. Antes do inicio dos
experimentos, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo tendo sido aprovado (aprovacao
317/2003) na integra e sem restricbes (anexo). Em todos os
animais foi realizado cirurgicamente um defeito 6sseo na porcao
medial da diafise tibial posterior direita. No mesmo tempo cirurgico,
os defeitos foram preenchidos com um enxerto cilindrico de osso
cortical homodlogo, contendo internamente fragmentos de o0sso
esponjoso. Em quatro animais foi adicionado ao enxerto &ésseo
células osteoprogenitoas autdlogas (COA), expandidas in vitro.
Exceto pela celularizacdo do enxerto com as COA, os animais do
grupo controle (n=4) foram submetidos ao mesmo procedimento
cirargico, isto é, correcdo do defeito diafisario segmentar com
enxerto cilindrico cortical homodlogo preenchido por osso esponjoso.
Antes do inicio dos procedimentos, duas ovelhas da mesma idade e
raca dos animais experimentais foram sacrificadas com uma dose

letal de tiopentano. Logo apdés o O6bito e em ambiente estéril,
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segmentos de o0sso cortical e de osso esponjoso foram retirados
para posterior utilizacdo como enxertos.

Todos os animais foram monitorizados com radiografias no
poés-operatério imediato e a seguir mensalmente. Seis, dez,
quatorze e dezoito semanas apo0s o procedimento cirdrgico 0s
animais foram sacrificados e, apds a remocéao do fixador externo, o
membro  posterior direito foi avaliado por tomografia
computadorizada. Apds a realizacdo da tomografia e de radiografias
simples, a tibia direita, contendo o enxerto 6sseo, foi ressecada e
processada subsequentemente para analise histolégica. Todos os
procedimentos cirurgicos, radiografias e tomografias foram
realizados no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(HOVET/FMVZ-USP) onde o0s animais permaneceram, sob
observacdo, durante todo o periodo experimental. Para a
estabilizacdo dos enxertos foi utilizada montagem com fixador
externo monoplanar bilateral (Baumer, Sao Paulo, Brasil). Os
procedimentos laboratoriais de expansdo ex-vivo das células, o
processamento e a analise histoldégica do tecido 6sseo foram
realizados no Departamento de Histologia e Embriologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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3.2 - ISOLAMENTO E EXPANSAO CELULAR

Cerca de trés semanas antes do procedimento cirdrgico, as
ovelhas tratadas com enxertos celularizados foram submetidas a
puncdo da crista iliaca para a obtencdo do aspirado de medula
Ossea. A aspiracdo da medula foi realizada com os animais sedados
e em ambiente estéril. Apdés a introducdo da agulha (Jamishidi,
gauge 15) o aspirado era retirado lentamente, em pequenas
porcées de 5mL, em seringas de 10mL tratadas com solucdo de

heparina na concentracdo de 1000 Ul/mL (Figura 1).

Figura 1 — llustracdo do
procedimento de puncao da crista
iliaca esquerda para obtencdo do
aspirado de medula 6ssea. Apds
tricotomia, assepsia e antissepsia
e com a ovelha posicionada em
decubito lateral direito, era
realizada a puncédo da crista iliaca
esquerda na porgao mais
proeminente com agulha do tipo
“Jamishid” com 3,5 mm didmetro.
A agulha era reangulada a cada
aspiracdo de 5ml de medula
Ossea.

As amostras de 5mL foram coletadas em tubos de 50mL até
totalizar um volume final de 20-30mL de aspirado de medula. Do
momento da obtencdo do aspirado, até o momento do
processamento no laboratério (em média 12-15 horas), as amostras

eram mantidas a 4° C.
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Apo6s uma lavagem em Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM),
o aspirado era filtrado em malha de nylon com poros de 150um.
Apos lise das hemacias com &acido acético a 2% em cristal violeta a
0,01%, as células nucleadas eram quantificadas em camara de
Neubauer. Apdés a contagem, as células eram ressuspensas em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100

IU/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células

(6x107) eram entdo plaqueadas em garrafas de cultura com
150cm? e incubadas em estufa com atmosfera com 5% de CO,, a
37° C. Vinte e gquatro horas apd6s o plagueamento, as células néao
aderentes eram descartadas juntamente com o meio de cultura. A
partir do 4° dia, até o final do experimento, o0 meio era trocado a
cada 48h. Cerca de 12-19 dias ap6s o plagueamento, quando as
culturas estavam semi-confluentes, as células eram tripsinizadas

(0,05% tripsina / 0,01% EDTA), contadas e replaqueadas na

densidade inicial (6x107)- em garrafas de 150cm?2. As culturas
foram expandidas até a 22 passagem, quando a suspensao celular
final era obtida (2-3mL em DMEM suplementado com 10% SFB).
Até o momento da utilizacdo (maximo de 4-5 horas apds a
obtencao), a suspenséao celular era mantida a 4° C.

No centro cirdargico, imediatamente antes da utilizacdo, a
suspensao celular era homogenizada por meio de delicada agitacao
mecanica e aspirada em seringas de 5mL. Com o0 enxerto ja

posicionado no local do defeito, a suspenséo celular era introduzida
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entre os fragmentos de 0sso esponjoso, através das perfuracfes

feitas no osso cortical.

3.3 - CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CELULAS

A avaliacdo da expressdo de fosfatase alcalina foi realizada
por ensaio colorimétrico medindo-se a liberacdo de p-nitro fenol

apos incubacdo das células em p-nitro fenil-fosfatase (Sigma, St.

Louis, MO). Para o ensaio bioquimico foram utilizadas 5x104 células
obtidas de uma aliqguota da suspensado celular final de CMA e
plaqueadas respectivamente por 7, 14 e 21 dias em placas de 6
pocos. Ap6s uma lavagem com PBS, as células eram lisadas com
Triton X-100 a 0,5% em Tris-HCI 0,5M (pH 8.0), homogenizadas
mecanicamente e centrifugadas por 5 minutos a 4°C (13.000 g). Em
placas de 96 pocos, era adicionado a aliquotas de 5, 10 e 15 UL do
sobrenadante, 200 PL do substrato (Biobras, Sao Paulo, SP). A
atividade da fosfatase alcalina era entdo determinada por
espectrofotometria (Biorad, Model 450) a partir da quantificacdo de
p-nitro fenol liberado do substrato p-nitro fenil fosfatase
(absorbancia 405nm) nos tempos 0, 2, 5 e 10 minutos e expressa
por minuto/mg de proteina. Os valores da concentracdo de proteina
nas amostras foi obtido por micro dosagem (BCA, Pierce Chemical,
Rockford, 1IL), apds correcdo dos valores numa curva de
concentracdes conhecidas de albumina bovina (BSA) variando numa

faixa de 25-2000 mg/mL.
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3.4 - OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS ENXERTOS

Os enxertos (osso cortical e esponjoso) foram obtidos de duas
ovelhas (doadoras) da mesma raca, sexo e idade dos animais
experimentais (receptores), sacrificadas antes do inicio do
experimento. As cristas iliacas e os ossos longos retirados dos quatro
membros dos animais doadores foram acondicionados em embalagens
plasticas individuais e mantidos a -70°C até o momento do
processamento e preparo dos enxertos.

ApoOs descongelamento, a temperatura ambiente e em ambiente
estéril, as diafises dos ossos longos dos animais doadores foram
seccionadas em segmentos cilindricos com 3,5cm de comprimento.
Apos a retirada dos tecidos aderidos, a cavidade medular foi submetida
a lavagem e seu diametro interno foi padronizado fresando-se em
baixa rotacdo a cavidade medular com uma broca de 8 mm de
diametro. Apo6s a padronizacdo do diametro interno do canal medular,
foram realizados orificios com 3,2mm de didmetro no enxerto cortical.
Em cada enxerto foram feitas em média 14-17 perfuracdes,
procurando-se manter equidistancia de 4 mm entre os orificios

(Figura 2).
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Figura 2 — Segmento cilindrico de enxerto
homadlogo cortical ap6és processamento mecanico
e quimico seguido de irradiacio gama. O
didmetro interno do canal medular foi fresado
com broca de 8 mm. Os orificios correspondem
a perfuragcdes com 3,2mm de didmetro (14-17

eqlidistantes.

Os enxertos de o0sso esponjoso foram obtidos de regides
metafisarias dos ossos longos e das cristas iliacas. Com auxilio de
pinca goiva os segmentos de o0sso esponjoso foram cortados em
fragmentos com cerca de 1 x0,5cm.

Na primeira etapa do preparo dos enxertos, os cilindros de o0sso
cortical e os fragmentos de o0sso esponjoso eram lavados
exaustivamente com solucdo salina fisiolégica, até ndo ser mais
observada a presenca de goticulas de gordura ou hemacias no liquido
de lavagem e amostras para exames microbiolégicos. Numa segunda
etapa, os enxertos permaneciam por 10 minutos imersos em solucéo
de antibidticos (cefalotina a 0,02% em soro fisiolégico). A seguir eram
acondicionados individualmente em embalagens plasticas e mantidos
congelados a -70° C.

Na dultima etapa de processamento, os enxertos foram radio
esterilizados com dose de 25 Kgray em irradiador modelo Gammacell

220 Excel utilizando unidade Co® (MDS Nordion, Ottawa, ON, Canada)

por enxerto) realizadas em intervalos
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para verificar a frequéncia de fratura devido ao enfraguecimento
causado por este tipo de esterilizacdo terminal.

Durante o processo de irradiacdo, as amostras eram mantidas
acondicionadas em gelo seco para evitar o descongelamento. A seguir
eram novamente mantidas a -70°C até o momento do procedimento
cirargico, quando eram descongeladas em solucéao fisiologica de NaCl a

0.9% a temperatura ambiente.

3.5 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Antes do procedimento os animais foram sedados por via
intramuscular com 2mg/kg de hidrocoloreto de tramadol (Tramal,
Pfizer, Karlsruhe, Alemanha) e 0,05mg/kg de acepromazina
(Acepran, Univet S.A., Sao Paulo, Brazil). Vinte minutos apds a
administracdo da medicacdo pré-anestésica, o0s animais foram
anestesiados com 0,6mg/kg de propofol (Diprivan, Biosintética, Sao
Paulo, Brazil) e 0,5mg/kg de diazepam (Valium, Roche Brasil, Rio
de Janeiro, Brazil) e mantidos durante toda a cirurgia com

entubacdo endotraqueal e ventilacdo assistida.

Apoés tricotomia do membro posterior direito, foi realizado
preparo com técnicas de assepsia e antissepsia da area a ser
submetida a intervencdo cirdrgica. Antes da criacdo do defeito

diafisario, foi realizada montagem monoplanar bilateral com fixador
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externo (Baumer, S&o Paulo, Brazil) utilizando-se trés pinos

proximais e trés pinos distais (Figura 3).

Figura 3 — Montagem monoplanar bilateral com fixador externo posicionado com a
ovelha em decubito dorsal.

Em seguida, através de acesso antero-medial de 4,5cm ao
terco médio da diafise tibial direita e disseccdo por planos, um
segmento diafisario de 3,5 cm era retirado criando-se assim o
defeito 6sseo (Figura 4). Enquanto o procedimento cirdrgico era
realizado, o enxerto homodélogo gradualmente descongelava a
temperatura ambiente. Uma vez descongelado, o enxerto 0sseo
esponjoso era colocado no interior da cavidade medular do enxerto
cilindrico cortical preenchendo por completo esta cavidade (Figura

5).



Figura 5 - Preparo do enxerto para
ser implantado no defeito diafisario

pouco antes do inicio do
procedimento cirdrgico. O tecido
esponjoso e cortical foram

processados e armazenados em
embalagens individuais. A mesma
quantidade de o0sso esponjoso foi
colocada delicadamente, por
impactacdo, no interior da cavidade
medular de cada cilindro cortical.
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Figura 4 — Criacdo do defeito
segmentar com 3,5 cm no tergo
médio da diafise tibial direita,
através de acesso de
aproximadamente 4,0 cm na face
anterior e medial do membro
posterior direito da ovelha.

O enxerto 6sseo assim preparado era colocado no defeito

0sseo e submetido a compressao através da montagem com fixador

externo (Figura 6).
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Figura 6 - Preenchimento do defeito
segmentar no 1/3 médio da tibia
direita com o enxerto homélogo, apdés
estabilizacdo com fixador externo. As
células foram injetadas através dos
orificios da cortical do enxerto

Com o enxerto posicionado no local do defeito 6sseo, a solucéo
contendo as células osteoprogenitoas autdlogas (COA) expandidas ex-
Vvivo era injetada entre os fragmentos de 0sso esponjoso através dos

orificios do enxerto cortical (Figura 7).
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A seguir o periosteo sobre o enxerto era suturado e a incisao cirurgica

fechada por planos com fio de sutura reabsorvivel (Figura 8).

. g

Figura 8 - Sutura da incisdo do
periésteo no final do
procedimento cirdrgico. A sutura
foi feita para evitar o]

- extravasamento da suspenséo
¢ % celular. Notam-se na montagem

| bilateral do fixador externo os
- trés pinos transfixantes
e proximais.

T S

it :'“U_i'!ifi!u,.-
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Excetuando o procedimento de injecdo da suspensdo de COA, os
animais do grupo controle (COA-) foram submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico dos animais experimentais (COA+).

Os curativos sobre a ferida cirargica eram trocados diariamente e, no
pos-operatério imediato foi permitido aos animais sustentar carga sobre
o membro operado conforme a tolerancia individual. Nas primeiras 48
horas e durante a primeira semana, os animais foram medicados
respectivamente com anti-inflamatério n&o-esterdide (Banamine,
Schering-Plough Coopers, Sao Paulo, Brasil) e enrofloxacina (Flotril,
Schering-Plough Coopers, Sdo Paulo, Brasil). Apés um periodo de 7-10
dias, no qual foram mantidos em baias individuais, 0s animais
retornaram ao convivio do rebanho e retornaram as suas atividades

normais. As ovelhas dos grupos controle e experimental foram
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submetidas a eutanasia 6, 10, 14 e 18 semanas ap0s a cirurgia com
injecdo endovenosa de cloreto de potassio, sob efeito de anestesia geral

com pentobarbital de sédio.

3.6 - ANALISES RADIOGRAFICA E TOMOGRAFICA

Todos os animais foram monitorizados radiograficamente através
de incidéncia anterio-posterior e perfil imediatamente apds a cirurgia e a

seguir mensalmente.

A analise radiografica foi padronizada através da utilizacdo do
sistema de pontuacado de parametros radiograficos descrito por TAIRA et
al. (2004) para a quantificacdo da evolucao do processo de consolidacéao
de enxertos 0Osseos. Nesta classificacdo sado atribuidos pontos aos
eventos radiograficos representativos do processo de reparo e
consolidacdo do enxerto tais como intensidade da reacdo periosteal, da
consolidacado e aspecto geral do enxerto e da presenca de complicacdes.

O quadro 1 ilustra os critérios utilizados na pontuacdo dos parametros.
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Quadro I — Critérios radiogréaficos para avaliacdo da consolidacdo de enxertos

6sseos segundo TAIRA et. al, 2004.

Pontos

A. Reacéao Periosteal

Anterior

Posterior

Ausente

Minima

Média (<50%)
Moderada (50-75%)
Completa (=75%)

A WO N P O

w N +» O

4

B. Unido Enxerto-Osso Hospedeiro

Proximal

Distal

Linha radiotransparente (total)
Linha radiotransparente (parcial)

Auséncia de linha radiotransparente

0
2
4

C. Alteracdes no Enxerto

Auséncia de reacao
Absorc¢ao parcial
Remodelacdo moderada
Remodelacdo completa

Organizacao total

A W N P O

D. Complica¢cdes (Fratura ou reabsorcdo do enxerto)

Pontuacéao total

A avaliacdo radiografica e a pontuacdo dos parametros foi feita

em radiografias realizadas no dia da cirurgia, a cada 30 dias e no dia do

sacrificio em cada tempo de observacdo e individualmente em cada

animal, sem o conhecimento prévio do grupo que o animal pertencia.

Devido ao tamanho da amostra, os valores numeéricos relativos a
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pontuacdo dos parametros foram representados graficamente, mas néao

foram submetidos a tratamento estatistico.

ApOs a retirada post-mortem do fixador externo, a regido da tibia
contendo o enxerto foi submetida a tomografia computadorizada. O grau
de obliteracdo dos orificios do osso cortical foi utilizado como medida da
neoformacdo O6ssea nesta regido do enxerto. Este parametro foi
estimado considerando-se o percentual global de orificios obliterados por
osso neoformado, em trés cortes tomograficos realizados nos planos
proximal, medial e distal respectivamente. Por problemas técnicos, a

analise tomografica néo foi realizada em um dos animais (COA 18-).

3.7 - PROCESSAMENTO E ANALISE HISTOLOGICA DOS ENXERTOS

As tibias contendo o enxerto e as interfaces com o osso hospedeiro
foram excisadas e, ap6s a remocao das partes moles circunjacentes, o
segmento 6sseo foi seccionado longitudinalmente no plano frontal,
preservando-se a relacdo anatébmica entre o enxerto e o 0sso hospedeiro
da regidao das osteotomias. A partir de uma amostra com 2mm de
espessura, compreendendo toda a extensdo da peca cirdrgica, foram
obtidos fragmentos com 1,5x2,0cm das porcdes centrais e periféricas do
enxerto e das regides correspondentes as osteotomias. Apoés fixacdo em
alcool a 70% a 4° C por 48 horas os fragmentos Osseos foram

desidratados em concentracfes ascendentes de alcool, desidratados em
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xilol, infiltrados e incluidos em solucdo de metil metacrilato e dibutil-

ftalato (3:1) com perdxido de benzoila a 1% e 2.5% respectivamente.

Os cortes histologicos foram obtidos com 5 micra de espessura em
microtomo ultra pesado RM 2155 (Leica, Nussloch, Alemanha)
utilizando-se navalhas descartaveis de tungsténio. Cerca de 15-20
amostras de cada animal foram coradas pelas técnicas do Tricrémico de
Goldner e PAS/Alcian Blue modificadas para tecidos rigidos incluidos em
resina. A analise histolégica teve como objetivo avaliar a biologia e
cronologia do processo de reparo dos enxertos e sua correlacdo com o0s
achados radiograficos e tomograficos. Para tal, foi feita uma analise
sistematizada dos achados histoldégicos em trés regides do enxerto:

Superficies de contato com o osso hospedeiro — caracteristicas e

composicdo do tecido que constitui o preenchimento das regides
proximal e distal, entre o enxerto e o 0sso hospedeiro;

Osso cortical — caracteristicas da reacdo periosteal e do

revestimento / calo cortico-endosteal, composicdo do tecido do

preenchimento dos orificios.

Espaco medular — caracteristicas e composicdo do tecido do

preenchimento medular.
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4 RESULTADOS

4.1 — RECUPERACAO CIRURGICA E POS-OPERATORIA

Todos os animais apresentaram boa recuperacao pdos-operatoria e,
embora tenham apresentado algum grau de claudicacdo, deambularam
normalmente logo apds o procedimento. Um animal apresentou parada
cardio-respiratéria durante a cirurgia, foi recuperado com manobras de
ressuscitacdo e evoluiu sem complicacdes no pos-operatério. Apdés uma
semana, quando foram reintegrados ao rebanho, o0s animais
apresentavam-se ativos, aparentemente sem demonstrar limitacdo das
suas atividades habituais. As feridas cirdrgicas cicatrizaram sem
infeccdo, exceto em um animal que apresentou secrecdo no trajeto de
dois pinos do fixador externo. Este animal respondeu ao tratamento
diario, por uma semana, com antibidticos e assepsia no local do orificio
do pino.

Apesar dos exames microbiolégicos ndo evidenciarem
contaminacdo dos enxertos, todos os implantes foram irradiados néo
apresentando fratura em decorréncia deste tipo de esterilizacao

terminal.

4.2 - EXPANSAO IN VITRO DAS CELULAS MESENQUIMAIS AUTOLOGAS (COA)
O volume do aspirado de medula 6ssea, o tempo de expansdo das
culturas, o numero inicial e final de células e o volume de suspensao

celular adicionada ao enxerto 6sseo esta discriminado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas da suspensédo celular adicionada aos enxertos 6sseos.

COA 6+ COA 10+ COA 14+ COA 18+

Aspirado de medula 6ssea (mL) 20 30 35 25
N° de células isoladas 1.4x10° 2.25x10° 2.6x10° 5x10’
Tempo de expansao (dias) 27 23 21 27
N° de células/mL de solucéo 7x10° 7.5x10%°  3.3x10’ 10’
Volume injetado (mL) 2 3 2.8 2
Viabilidade celular (26) >0504 >90509¢ =050, =050,

Animais sacrificados ap0s 6 (COA 6+), 10 (COA 10+), 14 (COA 14+) e 18
(COA 18+) semanas respectivamente.

Todos os aspirados de medula foram obtidos em amostras de 5mL,
totalizando de 20-35mL. Nos animais COA 10+ e 14+ as células foram
obtidas na primeira passagem e, nos animais COA 6+ e 18+, na
segunda passagem. Em todas as culturas e, independente do tempo de
expansdo, as células apresentavam morfologia fusiforme, caracteristica
de células miofibroblasticas (Figura 9). Em nenhuma das culturas foi
observado o crescimento de outros tipos celulares, além das células

mesenquimais.
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Figura 9 - Aspecto da expansao ex-vivo das COA em diferentes tempos de cultura. (A)
Células em estado de semi-confluéncia, exibindo aspecto fusiforme, alongado
confirmando o fendétipo mesenquimal das células (Passagem 0). (B) — Células
confluentes, antes da 1? tripsinizagdo. Observar o aspecto de “vales e montanhas” (hills
and valleys), caracteristico de miofibroblastos (Passagem 0). (C) — Aspecto da
expansdo celular na passagem 1, no dia do procedimento de celularizacdo dos
enxertos. Observar que as células mantiveram o mesmo aspecto morfolégico das
células expandidas na cultura priméaria. (D) — Aspecto da expansdao celular na
passagem 2, no dia do procedimento de celularizacdo dos enxertos. Observar que as
células mantiveram o mesmo aspecto morfolégico das células expandidas na cultura
primaria e na primeira passagem.

Aumento 20x.

Os ensaios bioquimicos para deteccdo da atividade da fosfatase
alcalina (ALP) nas células que foram injetadas na lesdo, foram realizados
repetidas vezes, em diferentes amostras nos dois tempos de expansao.

Em todas as medicOes os valores de leitura foram negativos,

permanecendo sempre abaixo dos niveis de deteccdo pelo aparelho.
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4.3 — ANALISE RADIOGRAFICA

A evolucado radiografica do processo de consolidacdo dos enxertos
nos animais COA 6+ e COA 6- esta ilustrada na Figura 10. Em ambas
as ovelhas, imediatamente apds o procedimento cirdrgico, 0s enxertos
encontravam-se alinhados com os fragmentos distal e proximal. A gap,
representada pelo espaco entre os enxertos e o 0sso hospedeiro, nos
dois animais tinha menos de 2 mm tanto no foco proximal como no foco
distal (Figs. 10 A e 10D).

Apos 4 semanas, as linhas de radiotransparéncia,
correspondentes as osteotomias proximal e distal, por estarem
parcialmente preenchidas por osso neoformado, eram menos nitidas no
animal COA 6+ (Fig. 10B) mas permaneceram evidentes no animal COA
6- (Fig. 10E). No animal COA 6+ a neoformacao 6ssea relacionada com
0 enxerto era marcante tanto nos focos das osteotomias como em toda
extensado da cortical lateral (Fig. 10B). A formacédo Ossea nesta regiao
do enxerto era significativamente maior do que no animal COA 6-.

AplOs 6 semanas, ambos os enxertos mantiveram o alinhamento
com o eixo longitudinal da tibia e o contato das extremidades proximais
e distais com mais de 50% das superficies do osso hospedeiro. A
formacéo 6ssea relacionada com o enxerto celularizado era maior e o
processo de consolidacdo encontrava-se num estagio mais adiantado
(Fig. 10C) do que no animal tratado com o enxerto nao celularizado

(Fig. 10F).
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Dia O 4 semanas 6 semanas
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Figura 10 - Radiografias comparativas entre as ovelhas COA 6+ (A-C) e COA 6- (D-
F). As figuras A e D ilustram o defeito 6sseo preenchido pelo enxerto homélogo,
imediatamente apés a cirurgia. Os enxertos encontram-se alinhados com os
fragmentos proximais e distais da tibia em ambos os animais. Apds 4 semanas, na
ovelha COA 6+ (B), nota-se perda do detalhe da linha de osteotomia tanto no foco
proximal como distal. A neoformacdo 6ssea ao redor do enxerto, tanto nas osteotomias
como em toda a extensdo da cortical lateral é exuberante (seta). Na ovelha COA 6-
(E), além dos focos de osteotomia permanecem visiveis apds 4 semanas (setas), a
neoformacao 6ssea relacionada com o enxerto é significativamente menor do que no
animal COA 6+. Ao final da sexta semana, a formacdo dOssea relacionada com o
enxerto celularizado é maior e o processo de consolidacdo estd num estagio mais
avancado (C) do que no animal tratado com o enxerto nao celularizado (F). Ambos os
enxertos mantiveram o alinhamento com o eixo longitudinal da tibia.

-

‘_:{

A pontuacdo dos parametros radiograficos dos dois animais
sacrificados nos tempos 0, quatro e seis semanas apos 0 procedimento

cirargico, esta ilustrada na Figura 11.
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Analise radiografica nos animais COA 6
20+
< 157
c N
S 0 -COA 6
> 101 — i
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0 4 sem 6 sem
Figura 11 — Representacdo grafica da pontuacdo obtida para os parametros

radiograficos nos animais COA 6 nos pontos de avaliacdo 0, 4, 6 semanas (sem).

Nas avaliacbes realizadas com quatro e seis semanas, a reacao
periosteal mais exuberante, principalmente em relacdo com a cortical
lateral, a reducdo da linha de osteotomia proximal indicando o inicio do
processo de unido com o0 0sso hospedeiro e a absorcdo parcial do
enxerto conferiu maior pontuacdo ao animal COA 6+.

A evolucado radiografica do processo de consolidacdo dos enxertos
nos animais COA 10+ e COA 10- esta ilustrada na Figura 12. Em
ambas as ovelhas, imediatamente apds o procedimento cirdrgico, 0s
enxertos encontravam-se alinhados com os fragmentos distal e
proximal, com a gap entre os dois focos de osteotomia, medindo menos
de 2mm de espessura (Figs. 12 A e 12E).

Apols 4 semanas, apesar da neoformacado 6ssea ser mais evidente

na ovelha tratada com enxerto celularizado (Fig. 12B), a perda do
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detalne da linha de osteotomia nos focos proximal e distal era
igualmente observada nos dois animais (Figs. 12B e 12F).

Dois meses decorridos da cirurgia, no animal COA 10+ (Fig. 12C)
além de ter ocorrido formacdo de ponte dssea transpassando o foco de
osteotomia em ambas as extremidades, o0 enxerto encontrava-se
completamente recoberto por osso neoformado em toda extensdo da
face lateral. A linha de osteotomia estava praticamente imperceptivel em
grande parte das juncbes do enxerto com o0 0sso hospedeiro,
configurando consolidacdo Ossea nesta incidéncia radiografica. As
perfuracfes da cortical do enxerto estavam parcialmente preenchidas
por osso neoformado, restando poucos orificios ndo ocluidos. No mesmo
periodo, na ovelha COA 10- (Fig. 12G), os orificios na cortical do
enxerto permaneceram patentes e a formacdo 6ssea ao redor do
enxerto, apesar de presente nos focos de osteotomia, era pouco
expressiva e o0 calo 6sseo ndo formava ponte O0ssea entre o enxerto e o
osso hospedeiro. A linha radiotransparente permaneceu visivel em
ambos os focos de osteotomia.

Ao final do periodo experimental, apesar dos enxertos estarem
consolidados nos dois animais, na ovelha COA 10+ (Fig. 12D) os
orificios do osso cortical e os focos de osteotomia ndo eram mais
identificaveis por estarem completamente preenchidos por o0sso
neoformado e encobertos pelo calo 6sseo. Na ovelha COA 10- (Fig.
12H) tanto os orificios da cortical como as linhas de osteotomia ainda

eram visiveis.
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Dia 0 4 semanas 8 semanas 10 semanas

i‘

Figura 12 - Radiografias comparativas entre as ovelhas COA 10+ (A-D) e COA 10- (E-
H). As figuras A e E ilustram o defeito 6sseo preenchido pelo enxerto homdélogo, no
poés-operatério imediato. Os dois enxertos estdo em contato com o osso hospedeiro
sendo que no animal COA 10+ o enxerto apresenta 10° de obliquidade em relacdo ao
fragmento tibial proximal e distal. Ap6és 4 semanas embora a neoformacdo 6ssea seja
mais evidente no animal COA 10+ (B) ha perda do detalhe da linha de osteotomia
(setas) nos focos proximais e distais nos dois animais (B e F). Apds oito semanas, no
animal COA 10+ (C) exuberante neoformacdo Ossea pode ser observada recobrindo
toda a face lateral do enxerto, unindo-o por ponte 6ssea (*) ao osso hospedeiro nos
dois focos de osteotomia. Tanto as perfuragbes como as linhas de osteotomia séo
pouco evidentes. No mesmo periodo, no animal tratado com enxerto ndo celularizado
(G), os orificios da cortical permanecem visiveis (4-) e ha ponte 6ssea em formacéo
entre o enxerto e o 0sso hospedeiro mas a linha de osteotomia ainda é visivel em
ambos os focos (setas). Ao final da 10 semana, o enxerto esta consolidado nos dois
animais, sendo que na ovelha COA 10+ (D) os focos de osteotomia estao
completamente encobertos pelo calo 6sseo e os orificios do osso compacto ndo sao
mais evidenciados. Apesar da consolidacdo, na ovelha COA 10- (H) a linha de
osteotomia e alguns orificios da cortical ainda podem ser visualizados.
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A pontuacdo dos parametros radiograficos dos dois animais
sacrificados nos tempos 0, quatro, seis e dez semanas apOs O

procedimento cirurgico, esta ilustrada na Figura 13.
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Figura 13 — Representacdo grafica da pontuacdo obtida para os parametros

radiograficos nos animais COA 10 nos pontos de avaliacdo 0, 4, 6 e 10 semanas (sem).

Em todos os tempos analisados (4, 6 e 10 semanas) a pontuacao
do animal COA 10+ foi superior a do animal COA 10-. A reacao
periosteal, tanto na face medial como lateral foi progressivamente maior
no animal tratado com enxerto celularizado, bem como a perda de
nitidez (avaliada pela reducédo da linha de radiotransparéncia) dos focos
de osteotomia proximal e distal (Figura 12). Ao término do periodo
experimental, a principal diferenca observada entre os dois animais foi
na intensidade da reacdo periosteal, que recobria mais de 75% das
superficies corticais no animal COA 10+ e estava presente em grau

minimo no animal COA 10-.
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A evolucado radiografica do processo de consolidacdo dos enxertos
nos animais COA 14+ e COA 14- esta ilustrada na Figura 14. Em
ambas as ovelhas, imediatamente apdés o procedimento cirdrgico, 0s
enxertos encontravam-se alinhados com os fragmentos distal e proximal
(Figs. 14A e 14E).

Apd6s 4 semanas, notava-se que na face medial do foco proximal
do animal COA 14+ a distancia entre o enxerto e 0 0sso hospedeiro era
de aproximadamente 3mm tornando, neste animal, a gap mais visivel
neste ponto de observacao (Fig. 14B e 14F). Na ovelha COA 14+ (Fig.
14B) o calo 6sseo, que se originava tanto do enxerto quanto do osso
hospedeiro no foco proximal, deu origem a ponte Ossea entre o0s
fragmentos. Na ovelha COA 14- (Fig. 14F) nao se observou evidéncias
de formacédo de calo 6sseo nos focos de osteotomia.

Dois meses decorridos da cirurgia, a ovelha tratada com enxerto
celularizado (Fig. 14C) apresentava grande formacado 6ssea envolvendo
a face lateral e nos focos das osteotomias na face medial do enxerto.
Apesar das linhas de osteotomia serem ainda evidentes, havia formacao
de pontes d6sseas unindo os fragmentos no foco proximal e distal. Na
ovelha COA 14- (Fig. 14G) a neoformacédo 6ssea era pequena e limitada
a face lateral do foco proximal do enxerto, mas a linha de osteotomia
era de dificil visualizacdo devido ao preenchimento por osso neoformado.
Ap6s 3 meses de evolucdo, ambos o0s enxertos encontravam-se
consolidados sendo a formacdo 6ssea ao redor do enxerto no animal

COA 14+ (Fig. 14D) mais exuberante do que no animal controle (Fig.
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14H). Os orificios estavam igualmente ocluidos. A linha de osteotomia
era menos visivel na ovelha COA 14-, possivelmente devido ao maior
espaco existente entre o enxerto e o 0sso hospedeiro no foco proximal

da osteotomia no animal COA 14+.

Dia O 4 semanas 8 semanas 14 semanas

1]
L1V

Figura 14 - Radiografias comparativas entre as ovelhas COA 14+ (A-D) e COA 14- (E-H). As
figuras A e E ilustram o defeito 6sseo preenchido pelo enxerto homdélogo, logo apdés a cirurgia.
Os enxertos estdo em contato com os fragmentos proximais e distais da tibia em ambos os
animais. Ap6s 4 semanas, na face medial do foco proximal do animal COA 14+ a distancia entre
0 enxerto e o0 osso hospedeiro é de aproximadamente 3mm tornando a gap mais visivel neste
ponto de observacdo. A formagdo 6ssea neste animal esta mais adiantada do que no animal COA
14-, havendo maior formagéo de ponte 6ssea (seta) entre o enxerto e o 0sso hospedeiro na face
medial do foco proximal (B). Na ovelha COA 14- (F) ndo ha formacéo de calo 6sseo nos focos de
osteotomia. Apds 8 semanas, a ovelha COA 14+ (C) apresenta formacdo Ossea expressiva
relacionada principalmente com a face lateral do enxerto. Apesar das linhas de osteotomia serem
ainda evidentes ha formacdo de pontes dsseas unindo os fragmentos no foco proximal e distal
(setas). Na ovelha COA 14- (G) a neoformagdo 6ssea é pequena e limitada a face lateral do foco
proximal do enxerto, mas a linha de osteotomia é de dificil visualizagdo devido ao preenchimento
por osso neoformado. Ao final do periodo experimental, ambos os enxertos estdo consolidados,
sendo a formacao 6ssea em torno do enxerto celularizado (D) mais exuberante do que no animal
COA 14- (H). Os orificios estdo igualmente ocluidos. A linha de osteotomia é menos visivel na
ovelha COA 14-, possivelmente devido ao maior espago existente entre o enxerto e 0 0SSO
hospedeiro no foco proximal da osteotomia no animal COA 14+.
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A pontuacdo dos parametros radiograficos dos dois animais
sacrificados nos tempos O, quatro, oito e quatorze semanas apoOs O

procedimento cirdrgico, esta ilustrada na Figura 15.
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Figura 15 — Representacdo grafica da pontuacdo obtida para os parametros

radiograficos nos animais COA 14 nos pontos de avaliacdo 0, 4, 8 e 14 semanas (sem).

Embora em ambos os animais tenha havido progressao na
intensidade dos parametros avaliados nos tempos 4, 8 e 14 semanas o
animal COA 14+ se manteve sempre com maior pontuacado, apesar de
no primeiro ponto de observacdo (4 semanas) a diferenca néo ter sido
substancial. A partir da 82 semana, a principal diferenca observada entre
os animais COA 14+ e COA 14- foi na intensidade da reacédo periosteal,
que era maior no animal tratado com enxerto celularizado, se mantendo
até o final do periodo experimental.

A evolucado radiografica do processo de consolidacdo dos enxertos

nos animais COA 18+ e COA 18- estd ilustrada na Figura 16.
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Figura 16 - Radiografias comparativas entre as ovelhas COA 18+ (A-E) e COA 18- (F-J).
As figuras A e F ilustram o defeito 6sseo preenchido pelo enxerto homoélogo, logo apés a
cirurgia. Os enxertos estdo alinhados com os fragmentos proximais e distais da tibia em
ambas as ovelhas. Apds 4 semanas, nos dois animais (B e G) nota-se perda do detalhe das
linhas de osteotomia, com evidente formacao de calo e ponte dssea (seta) na ovelha COA
18+, ao contrario da ovelha COA 18- onde a neoformacdo dssea nao é tao evidente (G). Os
orificios estdo patentes nos dois animais. Dois meses apés a cirurgia, a ovelha COA 18+ (C)
apresenta formacdo de pontes 6sseas unindo o enxerto ao osso hospedeiro em ambas as
extremidades (setas) e ha neoformacédo 6ssea principalmente na face lateral do enxerto. As
linhas das osteotomias quase ndo sdo mais percebidas. As perfuracdes do enxerto cortical
estdo parcialmente preenchidas por osso, ao contrario do animal COA 18- (H) onde os
orificios estdo integralmente visiveis. Neste animal a formacao 6ssea é pequena, presente
apenas no foco proximal (seta). Com 12 semanas, o enxerto encontrava-se completamente
consolidado no animal COA 18+, ndo sendo mais possivel identificar os focos de osteotomia
(D). O calo 6sseo esta em processo de remodelacdo. Na ovelha COA 18- (1), apenas o foco
proximal esta consolidado (seta). Com 18 semanas, o enxerto celularizado (E) apresenta-se
em avancado processo de remodelagdo, com espessamento das corticais, diminuicdo parcial
da espessura do calo 6sseo formado no foco de osteotomia, restabelecimento da cavidade
medular e obliteracdo completa dos orificios do osso cortical. Na ovelha COA 18- (J),
embora o enxerto esteja consolidado em ambas as interfaces, a linha de osteotomia ainda
pode ser observada no foco distal.
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Como nos demais animais, Iimediatamente apdés o0
procedimento cirdrgico, os enxertos encontravam-se alinhados com
os fragmentos distal e proximal e a gap, nos dois focos de
osteotomia, tinha menos de 2mm de espessura (Figs. 16A e 16F).

Apoés 4 semanas, nos dois animais, houve perda do detalhe da
linha de osteotomia tanto no foco proximal como no foco distal.
Entretanto, no animal COA 18+ (Fig. 16B) era evidente a formacéao
de calo e de ponte é6ssea unindo o enxerto ao 0sso hospedeiro no
foco proximal de osteotomia. Na ovelha COA 18- (Fig. 16G) néao
havia evidéncias de formacao 6ssea. Neste ponto de observacéo os
orificios da cortical estavam completamente patentes em ambas as
ovelhas.

Decorridos dois meses da cirurgia, na ovelha COA 18+ (Fig.
16C) houve formacédo de ponte O6ssea transpassando o foco de
osteotomia em ambas as extremidades, sendo que a neoformacéao
O0ssea era mais marcante na face lateral do enxerto. No foco
proximal a linha de osteotomia era mal definida ou imperceptivel
em grande parte da juncdo do enxerto com o0 0sso hospedeiro,
configurando consolidacdo 6ssea. As perfuracfes do osso cortical
estavam parcialmente preenchidas por osso, ao contrario da ovelha
COA 18- (Fig. 16H) onde os orificios estavam integralmente
visiveis. A formacédo Ossea neste animal era pequena, restrita ao

foco proximal.
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Com 3 meses, na ovelha COA 18+ (Fig. 16D), o enxerto
estava completamente consolidado e em remodelacdo, ndo sendo
mais possivel identificar os focos de osteotomia. Na ovelha COA 18-
(Fig. 16 1), o foco proximal estava consolidado e o foco de
osteotomia distal permanecia totalmente visivel configurando
retardo de consolidacdo. Com 18 semanas, o enxerto celularizado
(Fig. 16E) apresentava-se em avancado processo de remodelacao,
com espessamento das corticais e diminuicdo parcial da espessura
do calo 6sseo formado nos focos de osteotomia. Na ovelha do grupo
controle (Fig. 16J), embora o enxerto estivesse consolidado em
ambos os focos da osteotomia, ainda era possivel visualizar linha
radiotransparente no foco distal.

A pontuacdo dos parametros radiograficos dos dois
animais sacrificados nos tempos 0O, quatro, oito, doze e dezoito
semanas apos o procedimento cirdrgico, estd ilustrada na Figura

17.
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Figura 17 — Representacdo grafica da pontuacdo obtida para os parametros
radiograficos nos animais COA 18 nos pontos de avaliacdo 0, 4, 8, 12 e 18
semanas (sem).

Como nos demais animais a maior pontuacao dos parametros
radiograficos foi observada no animal tratado com enxerto
celularizado. Esta diferenca ja era bastante evidente no primeiro
ponto de observacdo (4 semanas) e se ampliou progressivamente
no decorrer do periodo de observacdo. A maior pontuacdo dos
animais COA 18+ deu-se em decorréncia da reacao periosteal mais
exuberante nas superficies medial e lateral, da consolidacdo e da

remodelacdo do enxerto ao final da 18% semana.

4.4 — ANALISE TOMOGRAFICA

No primeiro ponto de analise (6 semanas), as perfuracdes
eram claramente identificadas na cortical dos enxertos, ndo sendo
observada diferenca entre os dois animais quanto ao preenchimento

dos orificios por osso neoformado. No entanto, como na avaliacao
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radiogréafica, a formacédo de calo 0sseo e a reagdo periosteal eram

mais evidentes no enxerto celularizado (Figura 18).
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Figura 18 - Cortes tomograficos realizados no plano medial dos enxertos dos
animais sacrificados 06 semanas apo6s a correcao do defeito segmentar diafisario
com enxerto homoélogo celularizado (A) e nao celularizado (B). Os orificios
correspondentes as perfuracdes do osso compacto da cortical estdo patentes em
ambos os animais. A reacgdo periosteal, como ja observada na radiografia
simples, € maior no animal COA 6+ tratado com enxerto celularizado (A).

Com 10 e 14 semanas, nos animais tratados com enxertos
celularizados (COA 10 + e COA 14+), os orificios estavam menos
patentes do que nos animais controles (COA 10- e COA 14-) devido
a maior neoformacédo 0ssea e, consequentemente, maior obliteracdo

das perfuracbes (Figura 19).
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Figura 19 — Cortes tomograficos realizados no plano medial dos enxertos dos
animais sacrificados 10 (A e B) e 14 semanas (C e D) ap6s a correcdo do defeito
segmentar diafisario com enxerto homologo celularizado (A e C) e néo
celularizado (B e D). A partir da 102 semana, e de forma mais evidente na 142
semana apo6s a corregdo do defeito diafisario, a obliteragdo dos orificios por 0sso
neoformado é mais evidente nos dois animais COA 10+ e COA 14+ tratados com
enxertos celularizados (A e C) quando comparados com 0s animais COA 10- e
COA 14- do grupo controle (B e D). A reacdo periosteal, como ja evidenciado na
radiografia simples, € maior nos animais tratados com células (A e C).

Apo6s 18 semanas, as perfuracbes do osso cortical do animal
tratado com enxerto celularizado (COA 18+), estavam totalmente
preenchidas por osso neoformado e ndo eram mais visualizadas nos

cortes tomograficos (Figura 20).
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Figura 20 — Corte tomografico da porgdo central do enxerto celularizado, 18 semanas
apos a corregcdo do defeito diafisario (A) e peca macroscopica correspondente ao enxerto
do animal COA 18+ (B). Na tomografia nao se identificam mais os orificios que
correspondem as perfuragfes do osso compacto. Auséncia de reagdo periosteal devido a
remodelacdo completa do calo 6sseo. A trama tri-dimensional de o0sso esponjoso na

cavidade medular foi reconstituida na porgéo central do enxerto (B).

4.5 — ANALISE HISTOPATOLOGICA

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada em toda a extensao
do enxerto incluindo a interface com o osso hospedeiro. Com o
objetivo de padronizar o0s resultados, facilitando a analise
comparativa do processo de reparo 0sseo, na presenca € na
auséncia de COA, os achados histolégicos foram correlacionados
entre os dois animais sacrificados em cada um dos quatro pontos de
observacéao.

Os principais achados considerados na analise histopatoldgica
comparativa entre os animais COA 6+ e COA6- estao ilustrados nas

figuras 21-24 e resumidos na Tabela 2.
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Ap6s 6 semanas, no animal COA 6+, o preenchimento da

interface do enxerto com o0 0sso hospedeiro era representado
predominantemente por tecido conjuntivo denso vascularizado
contendo ilhas de cartilagem hialina (Fig. 21A). Nesta topografia, a
neoformacdo Ossea ja estabelecida, se originava quase
exclusivamente do osso hospedeiro. Externamente as interfaces
encontravam-se recobertas por neoformacdo Ossea periosteal
exuberante.

O preenchimento dos orificios do osso compacto do enxerto
era constituido em grande parte por o0sso neoformado bem
estruturado em traves espessas interconectadas, com acentuada
atividade osteoblastica (Fig. 21B). Na porcao periférica do orificio
predominava a neoformacdo de o0sso imaturo relacionado com
tecido conjuntivo, com elevada atividade celular osteogénica,
demonstrando que o preenchimento ocorreu provavelmente da
periferia para a porcdo central dos orificios. Simultaneamente, o
tecido do preenchimento dos orificios penetrava para o interior do
espaco medular (Fig. 21C). A alta celularidade deste tecido era
devida a células com caracteristicas morfolégicas de osteoblastos
maduros e a elementos celulares que, por mostrar relacdo direta
com deposicdo de matriz colagena densa e/ou matriz ostedide,
permitiu supor que se tratava de células osteoprogenitoras (Fig.
21D).

A reacdo periosteal na topografia da regido central do

enxerto, como observado no RX (Figura 10), era exuberante e
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continha pequenos focos de cartilagem hialina. No osso compacto

do enxerto eram frequentes os focos de reabsorcdo osteoclastica
tanto haversiana como na superficie cortico-endosteal. A reabsorcao
haversiana ocorreu de forma organizada e apresentava
caracteristicas de remodelacdo Ossea pela presenca de cutting-
cones (Fig. 22A).

Os principais componentes do preenchimento medular neste
ponto de observacdo, em proporcdes semelhantes, eram tecido
conjuntivo e traves O0sseas neoformadas. Grande parte da formacéao
do componente 6sseo na cavidade medular se originava de tecido
conjuntivo denso pouco vascularizado com caracteristicas de tecido
osteogénico (Fig. 22B). O tecido conjuntivo peri-trabecular em
geral tinha aspecto frouxo, muito vascularizado com semelhancas
morfolégicas com o estroma medular (Fig. 22C). Numa proporcao
também significativa, a neoformacéo 6ssea ocorreu sobre restos de
0SSO esponjoso correspondentes ao enxerto homodlogo. O o0sso
lamelar, depositado sobre traves de osso desvitalizado, estava
sendo ativamente reabsorvido por osteoclastos multinucleados (Fig.
22D). Em uma outra situacdo, restos de enxerto esponjoso, ja
totalmente reabsorvidos, eram representados por cavidades
contendo osteoclastos. O tecido conjuntivo préximo a estes focos de
reabsorcdo mostrava grande condensacdo de células volumosas
com caracteristicas morfoldgicas de progenitores osteoblasticos. Em
alguns focos isolados, a superficie cortico-endosteal contribuia com

uma pequena parcela da neoformacéo 6ssea do espaco medular.
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Figura 21 - Aspecto histolégico do enxerto e da regidao de contato com o osso hospedeiro no
animal COA 6+. (A)- Preenchimento da interface entre o 0sso hospedeiro e 0 enxerto
constituido por tecido conjuntivo denso e cartilagem hialina (ch). (B)- Orificio do osso
compacto do enxerto totalmente preenchido por traves 6sseas espessas bem estruturadas
com bom grau de conectividade e atividade osteoblastica (setas). (C) — Regido periférica do
orificio do enxerto cortical com traves recém formadas a partir de tecido conjuntivo
osteogénico (seta) penetrando no sentido do canal medular. (D) - Tecido dsseo jovem,
formado no interior dos orificios, rico em osteoblastos e osteoprogenitores avanca para o
interior da cavidade medular.

(A) 4x, (B) 10x, (C) 10x, (D) 10x. Tricrébmico de Goldner e Alcian Blue/PAS (A) para
inclusdo em resina.
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Figura 22 - Aspecto histolégico do enxerto e da regidao de contato com o osso hospedeiro no
animal COA 6+. (A)- Remodelacdo (cutting-cone) do osso compacto enxertado. (B) - Foco
de osteogénese no interior do espaco medular. (C) - Relacdo entre formacao das traves de
0sso esponjoso e estroma frouxo (ef) caracteristico do espaco medular. (D)- na Cavidade
medular com restos de 0sso esponjoso homoélogo (oh) desvitalizado sendo reabsorvido por
osteoclastos (seta) e recoberto externamente por osso neoformado (on).

(A) 20x, (B) 4x, (C) 4x, (D) 20x. Tricromico de Goldner para inclusdo em resina.



As principais caracteristicas histolégicas do enxerto retirado do
animal COA 6- estdo resumidas nas figuras 23 e 24. As interfaces do
enxerto com o 0sso hospedeiro estavam preenchidas por tecido conjuntivo
denso (Fig. 23A) contendo traves 6sseas e ilhas de cartilagem hialina
(Fig. 23B). O osso hospedeiro contribuia com uma pequena quantidade
de osso neoformado na regido das interfaces com o enxerto. Como no
animal COA6+, a maior parte dos orificios do enxerto de 0osso compacto
estava parcialmente preenchido por osso neoformado estruturado em
traves interconectadas, com atividade osteogénica um pouco maior na
regidao periférica (Fig. 23C). Como no animal tratado com enxerto
celularizado, o osso neoformado no interior do orificio penetrava para o
interior da cavidade medular. Entretanto, a principal diferenca observada
na comparacdo com o animal COA 6+ era na composicdo do tecido de

preenchimento do espaco medular.

No tecido conjuntivo do preenchimento da porcdo central do espaco
medular no animal COA 6- nao havia evidéncias de osteogénese. Nesta
localizacdo eram frequentes restos de medula 6ssea e do 0sso esponjoso
homologo (Fig. 23D). Nas demais regides do enxerto o preenchimento era
constituido quase que exclusivamente por tecido conjuntivo com pouca ou
nenhuma relacdo com neoformacdo 6ssea (Fig. 24A). A principal fonte de
formacédo o6ssea era diretamente, a partir da superficie cortico-endosteal,

que em geral mostrava alta atividade celular e traves circundadas por tecido

conjuntivo com caracteristicas de estroma medular (Fig. 24B). Em outras
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regides, também relacionadas com a superficie interna da cortical do
enxerto,

a formacado 6ssea ndo era tdo exuberante, sendo representada por traves
isoladas de osso imaturo (Fig. 24C). As traves 0Osseas desvitalizadas, que
correspondiam ao osso enxertado, encontravam-se em diferentes estagios
de reabsorcdo. Eram também frequentes cavidades de reabsorcao,
circundadas por tecido conjuntivo denso sem atividade osteogénica e
relacionadas com um grande numero de osteoclastos (Fig. 24D). Ao
contrario do animal COA 6+, a formacdo Ossea periosteal era pouco

expressiva.
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Figura 23 - Aspecto histolégico do enxerto e da regidao de contato com o osso hospedeiro no
animal COA 6-. (A)- Parte do preenchimento da interface entre o 0sso hospedeiro e enxerto
constituida predominantemente por tecido conjuntivo (tc) sem relagcdo com neoformacéao
6ssea. (B)- Preenchimento parcial da outra interface com o enxerto por osso formado
principalmente por ossificagdo endocondral (oe). (C)- Orificio correspondente a perfuracao
do osso compacto do enxerto preenchido por mistura de tecido conjuntivo e 0sso
neoformado. (D)- Restos intactos de enxerto homodlogo (traves de osso esponjoso e medula
6ssea) no interior do espaco medular.

(A) 4x, (B) 4x, (c) 4x, (D) 4x. Tricrébmico de Goldner e Alcian Blue/PAS (B) para inclusdao em
resina.
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Figura 24 - Aspecto histolégico do enxerto e da regidao de contato com o osso hospedeiro no
animal COA 6-. (A)- Preenchimento do canal medular predominantemente por tecido
conjuntivo sem atividade osteogénica. (B)- Neoformagdo Ossea ativa a partir da superficie
cortico-endosteal (ce). (C)- Foco isolado de osteogénese (*) no tecido conjuntivo do
preenchimento do espago medular. (D)- Restos de o0sso esponjoso homdlogo sendo
ativamente reabsorvido por osteoclastos multinucleados (setas).

(A) 4x, (B) 10x, (C) 20x, (D) 20x. Tricrébmico de Goldner para inclusdo em resina.



Tabela 2 — Principais achados histolégicos do enxerto e das extremidades proximal e distal

do osso hospedeiro nos animais sacrificados 6 semanas apds a criacado do defeito

segmentar e enxertia com osso homalogo (Figuras 21-24).

COA 6+

Contato
enxerto 0sso -
hospedeiro

- Tecido conjuntivo denso,
cartilagem hialina e pequena
quantidade de 0SSO
neoformado (Fig. 21A).

COA 6-
- Mistura de tecido
conjuntivo denso, 0SSO

neoformado e cartilagem
hialina (Fig. 23A e 23B).

O-d4xxmXzm

Osso Cortical

- Orificios preenchidos por
osso neoformado (Fig. 21B)
com grande atividade celular
(Fig. 21C) e que avanca
para o espaco medular.
-Remodelacéao do 0SSO
compacto (Fig. 22A).

- Orificios preenchidos por
osso heoformado e por
tecido conjuntivo (Fig.
230C).

- Neoformacao 6ssea focal
a partir da superficie
cortico-endosteal (Fig.
24B).

Espaco
Medular

- Tecido conjuntivo denso
com atividade osteogénica
(Fig. 21D, 22B e 22C).

- Restos de enxerto
esponjoso homadlogo
desvitalizado, sendo
ativamente reabsorvidos e
recobertos por 0SSO

neoformado (Fig. 22D).

- Tecido conjuntivo sem
evidéncias de osteogénese
(Fig. 24A).

- Medula 6ssea e o0sso

esponjoso homadlogos
intactos (Flg. 23D) ou
sendo ativamente

reabsorvido (Fig. 24D).

- Foco isolado de
osteogénese no espacgo
medular (Fig. 24C).
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Os principais achados histologicos considerados na andalise
comparativa entre os animais COA 10+ e COA 10- estéo ilustrados nas
figuras 25-28 e resumidos na Tabela 3.

Ap6s 10 semanas de observacdo, o animal tratado com enxerto
celularizado (COA10+) apresentava continuidade 6ssea na regidao da
osteotomia distal (Fig. 25A). A linha de fusdo entre as duas extremidades
dos segmentos 6sseos era evidente, sendo possivel identificar o diferente
sentido e direcdo das fibras de colageno do osso hospedeiro e do osso
enxertado. Na extremidade proximal do enxerto, o preenchimento da
interface era composto por tecido conjuntivo fibro-vascular (Fig. 25B) e
em menor proporcao por 0sso imaturo. Dentre os elementos celulares
presentes no tecido conjuntivo do preenchimento, estavam presentes
células com caracteristicas morfolégicas e funcionais - pela sua relacéao
com traves Osseas neoformadas - de osteoblastos ou de pré-osteoblastos,
sugerindo que embora nado tivesse havido consolidacdo na zona da
osteotomia, o0 processo de osteogénese estava em curso.

0sso compacto do enxerto estava em processo de remodelacéao,
sendo frequentemente identificadas estruturas com caracteristicas
morfoldégicas de osteons (Fig. 25C). Os orificios do enxerto cortical, em
geral estavam totalmente preenchidos por o0sso com caracteristicas
histolégicas de osso compacto (Fig. 25D). Em alguns segmentos da

superficie interna da cortical eram observadas ilhas de tecido
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cartilaginoso interpostas entre a superficie endosteal e o tecido de
preenchimento medular (Fig. 26A). O processo de neoformacdo Ossea a
partir da superficie cortico-endosteal era exuberante, em geral relacionado
com alta atividade celular (Fig. 26B) e com a formacdo de cartilagem
hialina. Embora grande parte do preenchimento da cavidade medular do
enxerto fosse constituida por osso neoformado, este preenchimento néo
era uniforme e as traves ndo estavam estruturadas sob a forma de trama
interconectada. Entretanto, o estroma relacionado com as traves 0sseas
era constituido por tecido conjuntivo frouxo vascularizado (Fig. 26C)
contendo focos de adipogénese ou adipdcitos maduros além de focos
isolados de hematopoese (Fig. 26D). Este tipo de estroma, com
caracteristicas de estroma medular estabelecido, era observado apenas em

relacdo com as traves o0sseas neoformadas.
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Figura 25 - Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 10+. (A) — Linha de fuséo (setas) na interface distal entre o enxerto (direita)
e o0 o0sso hospedeiro (esquerda). (B) — Interface proximal entre o enxerto e 0 0SSO
hospedeiro preenchida por tecido conjuntivo fibro-vascular (tfv). (C) — Osso compacto do
enxerto apresentando estruturas com morfologia de osteons. (setas). (D) — Perfuragcdo do
0sso0 compacto da cortical preenchida por osso neoformado (setas na parede interna do
orificio).

(A) 10x luz polarizada, (B) 4x, (C) 10x, (D) 4x. Tricrbmico de Goldner para inclusdo em
resina.
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Figura 26 - Aspecto histoldégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 10+. (A) - Illha de tecido cartilaginoso (*) interposta entre a superficie do
enxerto (esquerda) e a cavidade medular (direita). (B) — Formagao Ossea exuberante no
interior do canal medular relacionada com grande nimero de osteoblastos ativos (setas).
(C) - Estroma conjuntivo frouxo (ef) vascularizado, com caracteristicas de estroma
medular, relacionado com as traves O0sseas neoformadas. (D) — Recomposi¢cdo da medula
6ssea gordurosa e hematopoética no tecido de preenchimento da cavidade medular

(A) 10x, (B) 10X, (C) 40x, (D) 20x. Tricrdbmico de Goldner para inclusdo em resina.



As principais caracteristicas histoldégicas do enxerto retirado do
animal COA 10- estéo resumidas nas figuras 27 e 28.

Como no animal COA 10+, o enxerto e o bordo distal do osso
hospedeiro estavam unidos. A unido entre os dois segmentos era
representada por osso trabecular bem estruturado com maior atividade
celular de formacdo a partir do bordo do osso hospedeiro (Fig. 27A). No
bordo proximal do enxerto, como no animal COA 10+, o preenchimento
em grande parte era constituido por tecido conjuntivo fibro-vascular, com
pouca ou nenhuma relacdo com formacao 6ssea (Fig. 27B).

Da mesma forma como nos animais do grupo anterior (COA 6), a
principal diferenca observada entre os dois animais deste ponto de
observacdo (10 semanas) foi no tecido do preenchimento do enxerto.
Enquanto no animal COA 10+ a maior parte do tecido presente na
cavidade medular do enxerto era representado por osso neoformado, no
animal nao celularizado (COA 10-) observavam-se extensas areas de
tecido conjuntivo fibrovascular, relacionado com cavidades vazias que
correspondiam ao espaco ocupado pelo osso esponjoso enxertado, ja
reabsorvido, ou que estava sendo ativamente reabsorvido por
osteoclastos (Fig. 27C). O estroma circunjacente era representado por
tecido conjuntivo fibro-vascular com pouca ou nenhuma atividade
osteogénica.

O componente 6sseo do preenchimento do espaco medular era
representado por poucas traves oOsseas formadas a partir do bordo do
0sso hospedeiro na regidao da osteotomia (Fig. 27D), a partir da superficie

cortico-endosteal (Fig. 28A) ou ainda por ossificacdo intramembranosa
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(Fig. 28B). A recomposicdo do estroma e do tecido medular acompanhou
a formacéao das traves 6sseas (Fig. 28B).

Embora ndo tenha sido observado, como no animal COA 10+, a
reestruturacdo completa do tecido medular, com a presenca de adipocitos
adultos, elementos celulares da linhagem hematopoética e rede
vascular/sinusoidal bem desenvolvida, os focos de adipogénese eram
frequentes (Fig. 28C). Nestes focos, os adipdcitos eram pouco
numerosos, nao preenchendo o espaco entre as traves Osseas e
apresentavam caracteristicas de células jovens com nucleos vesiculosos e
citoplasma pouco desenvolvido (Fig. 28D).

O osso compacto do enxerto apresentava neoformacdo O&ssea
periosteal e endosteal pouco exuberante e descontinua. O preenchimento
dos orificios era constituido por quantidades variaveis de osso neoformado
e tecido conjuntivo fibro-vascular que penetrava para a regido juxta-

cortical, sem extenséo para as regides centrais do canal medular.
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Figura 27 - Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 10 -. (A) — Interface proximal entre o enxerto (en) e o osso hospedeiro (ho),
unida por osso neoformado. (B) — Interface distal do enxerto preenchida por tecido
conjuntivo fibro-vascular (tfv). (C) — Restos de osso esponjoso homoélogo sendo ativamente
reabsorvidos por osteoclastos sem evidéncias de acoplamento com formacao 6ssea. (D) -
Neoformacdo Ossea na interface proximal do enxerto, a partir do osso hospedeiro, no
sentido da porgao superior do canal medular (seta).

(A) 4x, (B) 4x, (C) 10x, (D) 4x. Tricrobmico de Goldner para inclusdo em resina
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Figura 28 - Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 10 - . (A) — Neoformacao Ossea a partir da superficie cortico-endosteal (ce)
com pequena extensdo medular. (B) — Focos isolados de formacdo Ossea e de estroma
medular (*) no tecido conjuntivo do preenchimento do enxerto. (C) — Focos de adipogénese
no espaco medular em relagdo com traves Osseas neoformadas. (D) — Detalhe dos
adipécitos jovens em meio a estroma frouxo com poucos elementos celulares.

(A) 4x, (B) 4x, (C) 10x, (D) 20x. Tricromico de Goldner para inclusdo em resina.
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Tabela 3 — Analise histolégica do enxerto e das extremidades proximal e distal do osso
hospedeiro nos animais sacrificados 10 semanas apo6s a criacdo do defeito segmentar e enxertia
com osso homoélogo (Figuras 25-28).

COA 10+ COA 10-
- Fusdo completa do - Parte da interface distal
enxerto com o0 o0sso preenchida por tecido conjuntivo
Contato hospedeiro na interface denso, recoberto externamente
enxerto osso - distal (Fig. 25A). Na por periésteo (Fig. 27B). Na
hospedeiro proximal a zona de extremidade proximal observa-se

contato estd preenchida
por osso neoformado e
de tecido conjuntivo fibro
vascular (Fig. 25B).

unido do osso hospedeiro ao
enxerto (Fig. 27A).

OdaxmXzm

Osso Cortical

- Orificios preenchidos
por 0SSO neformado
remodelado (Fig. 25D).
- Estruturacdo do o0sso
compacto em osteons
(Fig 25C).

- Orificios preenchidos por
quantidades varidveis de o0sso
neoformado e tecido conjuntivo.

Espaco
Medular

- Preenchimento néo
uniforme constituido por
neoformacdo 6ssea com
alta atividade celular
(Fig. 26B e 26C) tecido
conjuntivo com e sem
atividade osteogénica e
ilhas de cartilagem
hialina (Fig. 26A).

- Medula Ossea
gordurosa com focos de
atividade hematopoética
(Fig. 26D).

- Preenchimento por tecido fibro-
vascular contendo cavidades
vazias sem (Fig. 27C) e com
(Fig. 28B) relacdo com focos
esparsos de osteogénese.

- Pequena neoformacdo Ossea a
partir da superficie cortico-
endosteal (Fig. 28A) e do osso
hospedeiro (Fig. 27D).

- Focos de adipogénese (Fig.
28D e 28C) sem atividade
hematopoética.




Os principais achados histoldégicos considerados na analise
comparativa entre os animais COA 14+ e COA1l4- estao ilustrado nas
figuras 29-32 = resumidos na tabela 4.

Como nos animais dos dois grupos anteriores, as principais
diferencas entre os animais COA 14+ e COA 14- esta na constituicdo do
tecido do preenchimento do espaco medular.

No animal COA 14+ ambas as interfaces do enxerto estavam
preenchidas por osso neoformado, estabelecendo a unido entre o 0sso
enxertado e o osso nativo (Fig. 29A). Estes achados confirmam a
consolidacdo observada no RX, nas osteotomias proximal e distal (Fig.
14). Além de promover a unido entre as duas extremidades Osseas, 0
osso neoformado nestas duas regides penetra para o interior do enxerto,
contribuindo para o preenchimento 6sseo do canal medular na regido
adjacente ao enxerto (Fig. 29B). Além da contribuicdo da neoformacéao
Ossea a partir das osteotomias, traves Osseas também se formaram a
partir da superficie cortico-endosteal (Fig. 29C) e do tecido conjuntivo
osteogénico depositado no interior do enxerto cortical (Fig. 29D).
Independentemente da origem da neoformacdo 6ssea, uma vez ocorrida,
observou-se que o0 estroma circunjacente as traves Osseas adquiria
caracteristicas morfolégicas de estroma medular (Fig. 29D). Neste
tecido medular neoformado, além da recomposicdo da medula dssea
gordurosa (Fig. 30A), eram evidentes focos de repovoamento por

elementos das linhagens hematopoéticas (Fig. 30B).
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Um outro aspecto da neoformacdo d6ssea no espaco medular foi a
organizacao das traves sob a forma de trama reticular interconectada,
(Fig. 30C) recobertas em alguns segmentos por rebordos ostedide de
varias espessuras, quase sempre relacionados com osteoblastos
volumosos (Fig. 30D). O aumento da populacdo e da atividade
osteoblastica, identificadas através da deposicdo de quantidades
significativas de matriz ostedide, confirma a presenca de um processo
ativo de formacéo Ossea, onde a atividade bioldgica ou turnover tecidual
€ alto. Neste ponto ndo foram mais observados restos de enxerto
esponjoso ou de medula hematopoética homodloga. Os orificios do
enxerto de osso cortical encontravam-se totalmente preenchidos por

0sso compacto remodelado.
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Figura 29- Aspecto histoldgico do enxerto e da regido de contato com o0 0sso
hospedeiro 14 semanas ap6s o procedimento no animal tratado com enxerto
celularizado (COA 14+). (A) - Interface entre o enxerto e o 0sso hospedeiro
preenchida por traves Osseas espessas. (B) - Osso neoformado na regiao da
interface avancando para o interior do espaco medular. (C) - Aspecto do
preenchimento medular. As traves O6sseas apresentam um bom grau de
conectividade e sao circundadas por tecido conjuntivo frouxo, com caracteristicas de
estroma medular. (D) - Neoformacdo 6ssea a partir de precursores osteogénicos
presentes no tecido conjuntivo intra-medular e recomposicdo do estroma medular
(em). Comparar com o tecido fibro-vascular (tfv) circunjacente a neoformacédo
Ossea.

(A) 4x, (B) 4x (C) 20x, (D) 4x. Tricrébmico de Goldner para inclusao em resina.
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Figura 30- Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com 0 0SSO
hospedeiro 14 semanas ap6s o0 procedimento no animal tratado com enxerto
celularizado (COA 14+). (A) — Recomposi¢do da medula 6ssea gordurosa entre as
traves neoformadas. (B) - Células da linhagem hematopoética presentes no tecido
estromal de medula 6ssea, reconstituido no interior do enxerto cortical. (C) —
Neoformacao 6ssea (seta) a partir da superficie endosteal (se) do enxerto. (D) -
Formacdo Ossea ativa no espaco medular do enxerto caracterizada por traves
6sseas com rebordos ostedide (*) com espessuras variaveis, em geral relacionados
com osteoblastos cuboidais. (A)4x, (B) 20x, (C) 4x, (D) 4x. Tricrébmico de Goldner
para inclusdo em resina.
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No animal COA 14-, a semelhanca do animal experimental
COA 14+, as interfaces proximal e distal do enxerto estavam
totalmente preenchidas por osso neoformado, sendo responsavel
pela unido do enxerto ao osso hospedeiro (Fig. 31A). A formacéao
O0ssea na regido da interface proximal mostrava ainda continuidade
com a formacdo Ossea periosteal, que por sua vez, se estendia
sobre a extremidade distal do segmento proximal da tibia. Uma
outra caracteristica da formacao 0ssea nas interfaces do enxerto era
a presenca de atividade celular mais evidente no bordo voltado para
0 0sso hospedeiro. Ainda em relacdo ao enxerto cortical, observou-
se que a maior parte dos orificios ja se encontrava totalmente
preenchida por osso compacto com atividade celular reduzida. Em
alguns pontos o osso neoformado nos orificios penetrava para o
interior do espaco medular, contribuindo para o seu preenchimento
(Fig. 31B).

No animal COA 14- o preenchimento medular ndo ocorreu de
forma homogénea e diferiu em funcdo da proximidade com os
bordos do osso hospedeiro. Nas regides imediatamente adjacentes
as interfaces do enxerto, o espaco medular estava preenchido
principalmente por tecido conjuntivo denso contendo cavidades
vazias e vasos neoformados. A neoformacéo 6ssea nesta regiao era
moderada e se originava tanto da superficie endosteal do enxerto
como das interfaces com o osso hospedeiro. O preenchimento do

espaco medular, na porcao central do enxerto, era constituido tanto
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por tecido conjuntivo pouco denso, sem associacdo com
neoformacdo 6ssea (Fig. 31C) como por tecido conjuntivo denso
osteogénico relacionado com o0s estagios iniciais da formacdo de
traves Osseas (Fig. 31D). Nas regibes do canal medular, onde
ainda estavam presentes restos de medula 6ssea homodloga, o
tecido conjuntivo circunjacente nao tinha carater osteogénico (Fig.
32A).

De uma forma global, neste animal os focos de neoformacao
Ossea ndao eram extensos e se localizavam na porcdo superficial da
interface cortico-endosteal (Fig. 31D). Além desta origem, a
neoformacdo Ossea ocorria também em escala reduzida, sobre os
restos de enxerto homélogo de osso esponjoso (Fig. 32B) por
vezes incluindo restos de medula 6ssea gordurosa homologa (Fig.
32C). Neste caso, os restos do enxerto esponjoso desvitalizado,
funcionaram como suporte para a neoformacdo 6ssea. No restante
da cavidade ainda eram observados restos de 0sso esponjoso sendo
ativamente reabsorvido por osteoclastos multinucleados e pequenos
focos isolados de adipogénese e de medula éssea gordurosa, sem

evidéncias de hematopoese (Fig. 32D).
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Figura 31 - Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com 0 0SSO
hospedeiro no animal COA 14-. (A) — Interface totalmente preenchida por 0sso
resultando na unido do enxerto com o 0sso hospedeiro. (B) — Projecdo de neoformacéao
Ossea (seta) a partir de um orificio da cortical, se estendendo para o espa¢o medular.
(C) — Preenchimento do espago medular do enxerto por tecido conjuntivo sem
potencial osteogénico, exibindo pequena neoformacao 6ssea a partir da superficie
endosteal (seta). (D) — Preenchimento do espaco medular do enxerto por tecido
conjuntivo com atividade osteogénica e traves 0sseas em fase inicial de formacgéo.

(A) 4x, (B) 4x, (C) 4x, (D) 4x. Coloracao pelo Tricrébmico de Goldner para inclusdo em
resina.



Figura 32 - Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com 0 0SSO
hospedeiro no animal COA 14-. (A) — Restos de medula 6ssea homéloga em meio a
tecido conjuntivo sem atividade osteogénica. (B) — Detalhe de uma trave Ossea
neoformada na cavidade medular, constituida centralmente por osso homadlogo
desvitalizado (seta), com lacunas osteociticas vazias, parcialmente recoberta por osso
mineralizado viavel e por osteoblastos. (C) — Restos de medula 6ssea homoéloga e osso
desvitalizado envolvidos por osso neoformado (seta). (D) — Estroma medular localizado
em torno das traves oOsseas neoformadas na cavidade medular com focos de
adipogénese e adipo6citos maduros sem evidéncias de hematopoese.

(A) 4x, (B) 20x, (C) 10x, (D) 10x. Coloracao pelo Tricrébmico de Goldner para incluséao
em resina.
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Tabela 4 — Analise histoldgica do enxerto e das extremidades proximal e distal do osso
hospedeiro nos animais sacrificados 14 semanas ap6s a criacdo do defeito segmentar e
enxertia com osso homoélogo (Figuras 29-32).

COA 14+

COA 14-

Contato
enxerto
0SSO
hospedeiro

- Unido completa com o0 o0sso
hospedeiro, através do
preenchimento das interfaces do
enxerto por tecido O6sseo (Fig.
29A) que se estende para o
canal medular adjacente (Fig.
29B).

- Interfaces do enxerto
unidas ao osso hospedeiro
(Fig. 31A).

OdaxmXzm

Osso
Cortical

- Orificios preenchidos por o0sso
neoformado.

- Orificios
preenchidos 0SSO
neoformado que
ocasionalmente se estende
para a regido medular (Fig.
31B).

em
por

geral

Espaco
Medular

- Preenchimento por traves
6sseas neoformadas a partir do
endésteo (Fig.29C) ou por
diferenciacdo osteogénica do
tecido conjuntivo (Fig. 29D).

- Traves organizadas em rede
tridimensional (Fig. 30C) e com
alta atividade celular (Fig.
30D).

- Recomposicdo do estroma
medular (Fig. 29D), da medula
O0ssea gordurosa (Fig. 30A) e de
focos isolados de hematopoese
(Fig. 30B).

- Preenchimento por
quantidades variadveis de
tecido conjuntivo, com (Fig.
31D) ou sem relacdo (Fig.
31C) com osteogénese.

- Restos de medula
homodloga (Fig. 32A) e de
0SSO esponjoso desvitalizado
envolvido por 0SSO
neoformado (Fig. 32B e
320C).

- Medula 6éssea gordurosa
sem evidéncias de
hematopoese (Fig. 32D).




Os principais achados histoloégicos considerados na analise
comparativa entre os animais COA 18+ e COA18- estdo ilustrados nas
figuras 33-36 e resumidos na tabela 5.

Apés 18 semanas, no animal tratado com enxerto celularizado (COA 18+),
a regiao das interfaces com o enxerto ndo eram mais identificaveis
histologicamente. Neste periodo de tempo, como observado nas
radiografias simples e na tomografia (Figs. 16 e 20), ndo apenas ocorreu a
consolidacdo do enxerto em ambas as interfaces com o 0sso hospedeiro
como houve remodelacdo completa do calo 6sseo. O o0sso compacto na
regido do enxerto era constituido por estruturas com caracteristicas
morfolégicas de osteons (Fig. 33A) com deposicdo concéntrica de 0sso
lamelar e ostedcitos em torno de estruturas vasculares (Fig. 33B). Com a
finalizacdo do processo de consolidacdo e remodelacdo do calo Osseo, as
superficies endosteal (Fig. 33C) e periosteal (Fig. 33D) ndo mostravam
mais atividade celular, encontrando-se recobertas por fino rebordo ostedide
sem relacdo com osteoblastos, que caracteriza as superficies Osseas
inativas ou em estado de laténcia.

O componente 6sseo do preenchimento do espaco medular era
representado por trabéculas 6sseas em geral espessas, interconectadas e
que promoviam o contato entre as duas superficies endosteais (Fig. 34A).
As superficies das traves em geral se encontravam em estado de repouso e
ocasionalmente exibiam alguns focos isolados com pequena atividade
celular (Fig.34B).

O componente medular do preenchimento do canal era representado por

estroma medular bem desenvolvido contendo adipdcitos maduros (Fig.
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34C) e alguns focos isolados de adipogénese. A reconstrucdo do espaco
medular envolveu também a reconstituicdo focal da medula hematopoética,
sendo possivel identificar em diversos destes focos, elementos celulares
jovens das linhagens monocitica, granulocitica e eritrocitica (Fig. 34D). A
distribuicdo das traves Osseas e da medula 6ssea no interior do canal
medular foi homogénea em toda a extensdo do enxerto. N&o eram mais
visualizados restos de enxerto homodlogo ou de orificios patentes no 0sso

compacto.
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Figura 33 — Aspecto histolégico do enxerto 18 semanas apds a correcdo do defeito
segmentar com enxerto homologo celularizado com COA. (A) - Cortical do enxerto
constituido por estruturas com caracteristicas morfolégicas de osteons. (B) — Detalhe dos
osteons (setas) com disposicdo concéntrica das lamelas 6sseas e ostedcitos no interior de
lacunas. (C) - Superficie cortico-endosteal em estado basal de repouso, recoberta por fino
rebordo ostedide (seta). (D) - Superficie periosteal sem atividade celular, em estado de
repouso.

(A) 4x, (B) 20x, (C) 10x, (D) 10x. Tricrdbmico de Goldner para inclusdao em resina.
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Figura 34 — Aspecto histolégico do enxerto 18 semanas ap0s a correcdo do defeito
segmentar com enxerto homologo celularizado com COA. (A) - Traves de 0SSO esponjoso,
conectadas entre si e promovendo o contato entre as duas superficies cortico-endosteais.
(B) — Detalhe das traves Gsseas e do estroma medular no canal medular do enxerto. (C) —
Foco de hematopoese com elementos celulares jovens das linhagens monocitica,
granulocitica e eritrocitica ao lado de adipdcitos (ad) maduros. (D) — Detalhe dos elementos
celulares em foco de hematopoese no espaco medular do enxerto.

(A) 4x, (B) 10x, (C) 20x, (D) 40x. Tricrdbmico de Goldner para inclusdo em resina.



A comparacdo entre os dois animais sacrificados ap6s 18 semanas
mostrou diferencas importantes no padrdo e na evolucao temporal do
processo de reparo 6sseo no local do enxerto. No animal COA 18- a
interface distal encontrava-se preenchida por uma mistura de traves
O0sseas neoformadas, tecido fibrovascular e ilhas de cartilagem hialina
(Fig. 35A). Na outra interface, a unido com o0 o0sso hospedeiro
aparentemente encontrava-se num estagio mais adiantado e era
constituida por osso neoformado e tecido conjuntivo osteogénico (Fig.
35B).

Ao contrario do que foi observado no animal COA 18+, onde o
processo de remodelacédo do calo 6sseo ja estava concluido, no animal COA
18- a presenca de reacado periosteal recobrindo grande parte do enxerto,
incluindo a regido das osteotomias, confirmou que o processo de
consolidacdo do enxerto ainda estava em andamento (Fig. 35C). Um outro
achado histologico que confirma a diferenca no andamento do reparo 0sseo
entre os dois animais foi a permanéncia, no animal COA 18-, de alguns
orificios no o0sso compacto. Alguns destes orificios mostravam
preenchimento parcial por tecido conjuntivo jovem, intensamente
vascularizado e traves 6sseas neoformadas a partir do seu bordo interno
(Fig. 35D).

No interior do enxerto o tecido do preenchimento ndo mostrava
uniformidade na sua composicdo. Na porcdo mais central, o tecido era

representado por traves 0sseas formadas a partir da superficie cortico-

101



endosteal e do tecido conjuntivo intramedular e ainda por tecido conjuntivo
fibrovascular ndo comprometido com osteogénese (Fig. 36A).

Nas regides menos centrais do enxerto o tecido do preenchimento
alternava entre traves Osseas espessas com atividade celular focal, bom
padrdo de conectividade e relacionadas com tecido conjuntivo com
caracteristicas de estroma medular e medula 6ssea gordurosa (Fig. 36B)
com areas representadas exclusivamente por tecido conjuntivo
intensamente vascularizado, sem relacdo com formacao 6ssea (Fig. 36C).
Um outro constituinte do tecido do preenchimento medular eram restos de
enxerto homalogo, incluindo medula 6ssea e traves de osso desvitalizado

(Fig. 36D).
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Figura 35 — Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 18-. (A) — Interface entre o0 osso hospedeiro e 0 enxerto preenchida por
mistura de tecido 6sseo neoformado, tecido conjuntivo fibro-vascular (tfv) e cartilagem
hialina (ch). (B)- Outra interface preenchida predominantemente por osso neoformado e
tecido conjuntivo osteogénico. (C) - Neoformacgdo Ossea periosteal (seta) sobre o enxerto
cortical. (D) — Area correspondente ao orificio da perfuracdo do osso compacto do enxerto,
parcialmente preenchido por osso neoformado e por tecido conjuntivo fibro-vascular (TFV).
(A) 4x, (B) 4x, (C) 4x (D) 4x. Alcian Blue/PAS (A) e Tricrdmico de Goldner para inclusdo em
resina.
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Figura 36 — Aspecto histolégico do enxerto e da regido de contato com o osso hospedeiro
no animal COA 18-. (A) — Preenchimento do espago medular constituido por quantidades
variaveis de tecido conjuntivo fibro-vascular com atividade osteogénica e osso neoformado
principalmente a partir da superficie cortico endosteal (seta). (B) — Detalhe da organizacgao
das traves 6sseas no interior da cavidade medular. As traves sdo espessas, mostram bom
grau de conectividade e sdo circundadas por tecido frouxo com caracteristicas de estroma
medular. (C) — Tecido conjuntivo intensamente vascularizado (*), ndo osteogénico, presente
em algumas regifes do espaco medular. (D) - Restos desvitalizados de enxerto de 0sso
esponjoso homodlogo (seta) que permaneceram no interior do espa¢o medular, sendo
removidos por reabsorgédo osteoclastica (oc).

(A) x4, (B) x4, (C) x10, (D) x20. Tricrébmico de Goldner para inclusdo em resina.



Tabela 5 — Analise histoldgica do enxerto e das extremidades proximal e distal do
0sso hospedeiro nos animais sacrificados 18 semanas ap6s a criacdo do defeito
segmentar e enxertia com 0sso homoélogo.

COA 18+

COA 18-

Contato
enxerto
0SSO
hospedeiro

- Cortical e medular do enxerto
continua com o osso hospedeiro.

- Quantidades variaveis de

cartilagem hialina  (Fig.
35A), tecido conjuntivo e
0SSO neoformado (Fig.
35B).

O-d4xxmXzm

- Osso compacto constituido por
osteons (Fig.33 A e 33B).

- Atividade periosteal (Fig.
350C)

Osso . . oo .
Cortical Superficie periosteal e - Orificios parcialmente
endosteal em repouso (Fig. 33C preenchidos por tecido
e 33D). conjuntivo (Fig. 35D).
- Traves Osseas conectadas entre - Osso neoformado a partir
si, restabelecendo contato entre das superficies cortico-
as duas superficies cortico- endosteais (Fig. 36A e
Espaco endosteais (Fig. 34A). 36B)
Medular - Baixa atividade de remodelacdo - Tecido conjuntivo néao

O6ssea (Fig. 34B).

- Medula 6ssea gordurosa
madura com focos de
hematopoese (Fig 34C e 34D).

osteogénico (Fig. 36C).

- Restos de enxerto
esponjoso (Fig. 36D).

- Adipogénese focal.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que grandes defeitos
diafisarios podem ser eficientemente tratados com enxertos homdlogo
irradiado em associacdo com fixacdo externa e que células
osteoprogenitoras autolégas, quando adicionadas a estes enxertos,
aceleram a neoformacdo Ossea, a incorporacdo e a remodelacdo do
enxerto em defeitos segmentares diafisarios e ndo desencadeiam reacdes
adversas locais ou sistémicas. Os resultados também demonstraram que a
adicdo de células precipita a substituicdo do osso enxertado por tecido
0sseo esponjoso, cortical ou medula o6ssea. Neste estudo, o modelo
experimental utilizando mamifero de médio porte mostrou-se uma
eficiente opcdo para avaliacdo de tratamento das perdas dsseas extensas

na diafise tibial.

5.1 - Consideracdes sobre o modelo

A escolha pela utilizacdo de ovelhas neste modelo experimental -

tratamento de defeitos diafisarios com enxertos homodlogos - foi feita

baseada no fato de que o esqueleto destes animais sofre a influéncia de
forcas biomecanicas semelhantes ao ser humano. Além disso, pelo fato das
ovelhas serem animais filogeneticamente evoluidos, o processo de reparo
0sseo € muito semelhante ao humano (GEUSENS et al., 1996). Por este

conjunto de caracteristicas, as ovelhas sdo consideradas modelos animais
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ideais para reproduzir as doencas do aparelho locomotor especialmente o

processo de consolidacao de fraturas.

Na tentativa de criar o cenario mais desafiador para a consolidacdo
de uma fratura, escolhemos o terco médio da tibia como local para criacédo
do defeito 6sseo a ser tratado com enxerto homaoélogo e avaliar o papel da
associacao de células osteoprogenitoras autolégas na evolucado do processo
de consolidacdo. A particularidade desta regido esta relacionada com seu
suprimento sanguineo precario e por estar localizada excentricamente
muito proxima da pele, quando comparada com 0sSs0s concéntricos
circundados por grande massa muscular e com abundante suprimento
vascular como o fémur (COLLINGE et al., 2000). Além disso, a disseccao
agressiva como a executada para a criacdo do defeito 6sseo mimetiza o
trauma decorrente de uma fratura exposta grave, que causa dano extenso
a vascularizacdo local, o que ndo s6 amplia muito o risco de néao
consolidacdo como também diminui a capacidade biomecanica do segmento
O0sseo desta regidao (WHITESIDE e LESKER, 1978). Este tipo de lesdo Ossea
e também as falhas 6sseas causadas por tumores, seriam as principais
indicacbes para o uso do enxerto homdlogo em conjunto com as células

osteoprogenitoras autologas.

O fixador externo foi considerado um excelente implante para
estabilizacdo da correcao do defeito 6sseo. Com este tipo de fixacdo todos
os animais foram liberados para deambular imediatamente apds o

procedimento cirdrgico sem necessidade de utilizar métodos restritivos ou
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que impedissem a acao de cargas sobre o membro operado. A marcha dos
animais inicialmente era claudicante com melhora progressiva durante as
primeiras semanas, nao havendo diferenca clinica entre os animais tratados

com e sem células.

Trabalhos prévios relatam a utilizacdo de placas e parafusos, com o
propdésito de atingir a estabilizacdo de enxertos celularizados no tratamento
de defeitos segmentares (BRUDER et al., 1998; ARINZEH et al., 2003;
LUCARELLI et al., 2005; BRODKE et al., 2006). Com este tipo de implante a
estabilizacdo alcancada é absoluta, com ocorréncia de consolidacdo primaria,
sem a participacdo direta dos progenitores mesenquimais localizados na
regiao sub-periosteal. A remodelacdo do osso compacto e a recomposicado do
sistema harvesiano ocorrem diretamente sem que as células do hematoma
fraturario tenham participacdo ativa na consolidacdo (BUCKWALTER et al.,

2006).

JA a montagem utilizada com fixador externo, alcanca uma
estabilidade relativa dependendo da formacédo de calo 6sseo pelas células
presentes ao redor do foco de fratura para que ocorra a consolidacdo. Assim,
no nosso entender, a melhor forma de avaliar o possivel papel das células
osteoprogenitoras autolégas na consolidacdo de defeitos Osseos é
estabilizando esses defeitos com implantes que promovam a consolidacédo
secundaria e ndo primaria. Além disso, a utilizacado da placa, que implica na
presenca de parafusos no interior do enxerto prejudicaria a avaliacdo

tomografica e histolégica. A haste intramedular também poderia ser utilizada



para fixacdo, mas o fato deste implante ocupar o canal medular nao
permitiria a utilizacdo do enxerto 6sseo homodlogo esponjoso como suporte
para os osteoprogenitores autoldégos. Neste estudo, o uso do fixador externo
mostrou ser uma forma eficaz de manter as células e o enxerto 0sseo

inviolados durante a fixacéao.

Como citado anteriormente, o fixador externo é considerado um
estabilizador relativo uma vez que permite micro-movimentos no foco de
descontinuidade o6ssea. Este fator, associado ao inicio de carga precoce
observado em todos os animais, talvez possa explicar a formacao de calo
0sse0 em menor ou maior extensdo em todos os animais. Entretanto,
comparativamente, tanto nas radiografias de acompanhamento do processo
de consolidacdo como na tomografia ao final do experimento, a formacéao de
calo 6sseo e sua extensdo ao longo do enxerto foram mais precoces e
progressivamente mais exuberantes nos animais tratados com enxertos

celularizados.

As perfuracdes dos cilindros corticais utilizados como enxerto
estrutural no preenchimento dos defeitos foram realizadas com o objetivo de
facilitar o aporte sanguineo ao canal medular e para melhorar a incorporacao
O0ssea do enxerto cortical, como previamente descrito por DELLOYE et al.
(2002). Num modelo semelhante em coelhos, FOLLMAR et al. (2007)
associaram enxerto cortical perfurado com células pluripotentes isoladas de
tecido adiposo autdlogo e, ao contrario dos nossos resultados, observaram

que as perfuracdes nao favoreceram a invasao vascular e as células néao
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induziram neoformacdo O0ssea. Apesar das perfuracdes terem sido feitas de
forma similar nos dois estudos, a implantacdo ectdpica do cilindro ésseo no
dorso dos animais, induziu uma resposta inflamatéria com formacdo de
capsula fibrosa e consequente obstrucdo dos orificios. Além de ndo permitir
avaliar o papel facilitador das perfuracbes na invasdo vascular, o
encapsulamento por fibrose provocou reducdo na oferta de nutrientes e
oxigénio as células injetadas que, provavelmente, por este motivo nao
sobreviveram. Além disso, SHARP et al. (2005) ndo observaram formacao
O0ssea quando células mesenquimais foram transplantadas para regido
subcapsular do rim, mostrando que neste tipo de implantacdo heterotopica,
se nao houver inducdo das células por citocinas especificas, ndo ocorre

osteogénese.

Assim, mesmo nosso trabalho nédo configurando estudo comparativo, a
interposicdo do enxerto com perfuracfes na porgcao central de um osso longo
como o que foi realizado, e ainda, associado com o processo de irradiacao
nao ocasionou maior risco de fratura do enxerto, como evidenciado também
por DELLOYE et al. (2002). Além disso, ha fortes evidéncias histolégicas de
que existe beneficio na facilitacdo da invasdo vascular através perfuracdes
nos enxertos celularizados, contribuindo significativamente para a

neoformacao 6ssea do canal medular.

A esterilizacdo terminal através de irradiacdo gama é
reconhecidamente um processo que causa enfraguecimento do enxerto

homologo cortical (CURREY et al 1997; JINNO et al 2000; AKKUS et al.
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2001). LIETMAN et al. (2000) constatou que apesar do risco infeccdo ser
menor nos enxertos irradiados, a frequéncia de fratura aumentou de 18%
para 38% apos a esterilizacdo terminal. Além disso, este autor observou que
a prevaléncia de fraturas néo tinha relacdo com a ndo consolidacdo do
enxerto, o que sugere que o0 processo de irradiacdo nao altera as
propriedades osteoindutoras do enxerto e sim suas caracteristicas fisicas. No
nosso estudo, nenhum animal apresentou fratura do enxerto, mesmo tendo

sido todos os implantes submetidos a irradiacao.

No contexto da bioengenharia ortopédica, o tipo de enxerto e o
suporte utilizado para sustentar as células, podem determinar a forma de
introducado das células no implante. Os enxertos sintéticos porosos, a base
de hidroxiapatita, facilmente absorvem células em suspensdo (KON et al.,
1999; QUARTO et al., 2001). Este processo de absorcdo das células pode ser
ainda potencializado com a aplicacdo de pressao negativa, para facilitar a
entrada das células nos poros do biomaterial sintético (BRUDER et al., 1998;
ARINZEH et al., 2003). Pelas caracteristicas do nosso modelo, simulando um
enxerto cortico-esponjoso no qual utilizamos 0 0SS0 esponjoso como suporte
para as células, optamos pela introducdo mecanica da suspensdo celular
pelos orificios do osso cortical. Desta forma direcionamos a injecdo das
células e procuramos garantir que as mesmas atingissem a porcado mais
central do enxerto esponjoso, em toda a extensao do implante. O aspecto
positivo da injecdo direta das células através dos orificios do osso cortical foi

a facilidade do procedimento sob ponto de vista técnico, que implicou na
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manipulacdo minima da suspensdo. Embora esta estratégia ndo garanta que
a suspensao celular foi distribuida uniformemente por todo o0 o0sso
esponjoso, podemos sugerir, baseado nos achados histolégicos, que ela nédo
constitui uma desvantagem ou limitacdo do modelo, uma vez que em todos
0s animais tratados com enxertos celularizados o tecido responsavel pela
reconstituicdo estrutural e morfolégica do canal medular estava distribuido

uniformemente em toda a extensao do enxerto.

Outra variavel que acreditamos poder interferir no resultado final da
celularizacdo é o tipo de suporte ou carreador utilizado para sustentar as
células. Meios semi-solidos como plasma rico em plaquetas e géis de fibrina
permite a distribuicAo mais homogénea das células no interior dos enxertos,
mas podem interferir sobre o reparo do implante. LUCARELLI et al. (2005)
sugerem que a liberacdo de fatores angiogénicos, pela ativacdo e
desgranulacdo plaquetaria, pode ter um efeito positivo sobre o reparo do
implante. Desta forma, a avaliacdo da celularizacdo, quando feita em
conjunto com outros carreadores, impede a definicdo de qualquer vantagem

especifica das células osteoprogenitoras autolégas.

A nossa opcao, pela utilizacdo de 0sso esponjoso como suporte para
as células expandidas in vitro, se baseou no fato de estarmos reproduzindo
as propriedades biomecanicas e estruturais do 0sso vivo e mimetizando as
condicbes de um enxerto cortico-esponjoso. Uma outra justificativa para
considerarmos superior a escolha do 0sso esponjoso como suporte seria pelo

fato das células estarem em contato com um substituto 6sseo
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reconhecidamente osteocondutor (CORNELL e LANE, 1998) com algum
potencial de osteoinducdo. RUST et al. (2006) demonstraram que
fragmentos de 0sso esponjoso, mesmo apos tratamento com 2.5-Mrad de
raios gama, sdo capazes de reter proteinas bioativas na matriz 6ssea e

influenciar a diferenciacdo de progenitores pluripotentes em osteoblastos.

Um outro aspecto do estudo de LUCARELLI et al. (2005) que pode ser
relevante na comparacdo com 0s nossos resultados € o fato das células
mesenquimais terem sido isoladas a partir de uma amostra inicial de 10mL
de aspirado de medula. Mesmo considerando-se que nos dois estudos, o
resultado favoravel da celularizacdo dos enxertos sobre o processo de
consolidacdo nédo decorreu de um fator isolado, mas da associacdo de um
conjunto de fatores, € provavel que o nosso protocolo de isolamento e
expansao das células osteoprogenitoras autolégas tenha gerado um produto
com melhor potencial biolégico e mais adequado para o reparo de lesfes
O0sseas. No nosso estudo, o isolamento das células foi feito a partir de um
volume inicial de aspirado de medula 6ssea duas a trés vezes maior. A
medula 0ssea adulta contem cerca de 32 milh6es/mL de células nucleadas e
apenas uma dentre 18.000 células nucleadas tem caracteristicas fenotipicas
de célula tronco mesenquimal (MUSCHLER et al., 2001). Desta forma, um
maior volume de amostra inicial de medula éssea, necessitara menos tempo
de expansao in vitro para se atingir o mesmo numero de células, que seria
obtido a partir de uma amostra inicial menor. A obtencdo de um nudmero

adequado de células para utilizacdo em terapias celulares, se expandidas
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num menor intervalo de tempo, além de ser um evento desejado nas
estratégias de bioengenharia, potencialmente gera um produto final com
melhor potencial bioldgico. Isto se deve em grande parte a manutencao das
caracteristicas fenotipicas iniciais das células que nado sao perdidas durante

passagens sucessivas.

A alegacdo dos autores de que volumes maiores de aspirados
promovem a diluicdo dos progenitores pela “contaminagdo” com sangue
periférico, em nossa opinido, se constitui num problema técnico e néo
biolégico. A aspiracdo lenta, de volumes individuais pequenos de medula
O0ssea com o reposicionamento da agulha de puncédo, como foi realizada no
nosso estudo, reduz o efeito diluente do sangue periférico durante a coleta

(MUSCHLER et al., 1997).

5.2 — Consideracfes sobre a consolidacao radiografica

A analise radiografica utilizando a escala de TAIRA et al. (2004)
evidenciou pontuacdes maiores em todos os animais tratados com enxerto
celularizado quando comparado aos animais do grupo controle. Este método
de avaliacdo radiografica leva em consideracdo a reacdo periosteal, a unido
entre o enxerto e o 0sso hospedeiro e as alteracdes radioldégicas do corpo do
enxerto, conferindo pontuacdo crescente para cada item em funcdo da

intensidade do processo de consolidacéao.

Radiograficamente foi constatado ostedlise devido a infeccdo local ao

redor de dois pinos do fixador no animal COA 18-. Este animal foi tratado
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com antibidticos tendo apresentado boa evolucdo e resolucdo do processo
infeccioso em sete dias, sem comprometer a estabilidade do implante. A
infeccdo no trajeto dos pinos de fixadores externos € uma complicacdo
comum podendo ocorrer em até 27% dos casos e ndo tem nenhuma relacéao

com o tipo de substituo 6sseo (MYERS et al., 2007).

Nos animais COA 6, ao término da 4% semana, o processo de
consolidacdo nos pontos de contato entre o enxerto homélogo e o osso
hospedeiro, embora incompleto, era radiograficamente evidente. Neste
periodo, ja era possivel observar no enxerto celularizado a formacdo de
pontes dsseas partindo tanto do osso hospedeiro quanto do enxerto e
expressiva neoformacdo O6ssea ao longo da cortical lateral. Este padréo de
evolucdo néo foi verificado no animal tratado com o enxerto nao
celularizado. ENNEKING e CAMPANACCI (2001) através da andlise
histoldgica de dezesseis enxertos homaélogos observaram que a formacéo do
calo 6sseo se originou apenas do periésteo do osso hospedeiro, sem a
participacdo do enxerto homodlogo. No nosso estudo, nos enxertos
celularizados, tanto nas radiografias como na tomografia o calo 6sseo se
originou de ambos os lados da juncdo, demonstrando que o enxerto teve
participacdo no processo de formacdo de ponte 6ssea unindo os fragmentos

0sseos.

Nos animais COA 10 e COA 14, nas radiografias com acompanhamento
de 10 semanas, a consolidacdo entre o enxerto e o osso hospedeiro era

radiograficamente evidente tanto nos animais tratados com enxertos
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celularizados como nao celularizados. A principal diferenca radiogréafica
existente entre os enxertos celularizados e néo celularizados neste grupo de
animais era a reacado periosteal consideravelmente mais expressiva nos

animais tratados com as células osteoprogenitoas autélogas.

Todas as etapas do processo de consolidacdo observadas nos outros
animais tratados com enxerto celularizado se repetiram no animal COA18+.
Neste animal, devido ao maior tempo de acompanhamento, a remodelacao
do calo e a incorporacdo do enxerto foram completas. Apds a consolidacdo
do enxerto, a diafise tibial recuperou o formato cilindrico e houve completa

recanalizacdo do canal medular.

A maior formacdo 6ssea nas faces laterais dos enxertos, observada
nos animais COA6+, COA10+, COA14+ e COA18+ pode ser atribuida ao fato
da face lateral ter sido o local de introducdo da suspensdo celular através
das perfuracbes do osso cortical, como citado anteriormente, e assim
possivelmente o local onde a concentracdo de células era maior. Esta
observacao radiogréfica, indiretamente confirma o potencial osteoprogenitor

das células que foram injetadas no enxerto.

A avaliacdo tomografica, além de confirmar a consolidacdo dos
fragmentos, evidenciou nos animais tratados com implantes celularizados a
maior formacdo 6ssea recobrindo os enxertos e preenchendo os orificios. A
nosso ver a utilizacdo de tomografia para a avaliacdo da incorporacdo dos
enxertos ndo traz informacbes relevantes em relacdo a avaliacdo

radiogréafica, sendo um exame de alto custo e sem vantagens adicionais para
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este tipo de analise. Serdo necessarios estudos futuros para determinar se a
evolucéo do processo de reparo e da consolidacdo dos enxertos celularizados

pode ser melhor investigada por ressonancia nuclear magnética.

ENNEKING E CAMPANACCI (2001) também descreveram aumento
significativo de neoformacao é6ssea ao redor de enxertos homadlogos quando
associados aos enxertos 0Osseos autdlogos. Este resultado certamente se
deve a presenca, nos enxertos autdlogos, de uma grande quantidade de
progenitores mesenquimais, progenitores endoteliais, células comprometidas

com a linhagem osteogénica e elementos celulares diferenciados.

KON et al. (1999) em estudo semelhante, mas utilizando enxerto
cilindrico de ceramica de hidroxiapatita, também constatou maior
neoformacdo Ossea na superficie dos substitutos 6sseos combinados
previamente com células mesenquimais obtidas da medula Ossea e

expandidas in vitro.

Por outro lado, LUCARELLI et al. (2005) constataram diminuicdo na
formacdo de calo 6sseo em enxertos homodlogos tratados com células
mesenquimais e concentrado de plaquetas quando comparados com
enxertos homologos isolados. Neste trabalho a fixacdo foi efetuada com
placa e parafuso, caracterizando uma montagem estatica, isto €, que nao
permite qualquer movimento nos focos de osteotomia. A consolidacdo nestes
casos ocorre diretamente, sem a formacao de calo 6sseo, diferentemente da
consolidacdo que ocorre quando da utilizacdo do fixador externo, onde a

consolidacao é indireta, com formacédo de calo 6sseo. Analisando em
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conjunto os resultados dos dois trabalhos, podemos sugerir que a adicdo de
células osteoprogenitoas autdlogas auxilia tanto na consolidacao direta, com

placa e parafuso, quanto na consolidacao indireta, com fixador externo.

5.3 - Consideracdes sobre o reparo histoldgico

Os resultados de estudos experimentais (BRUDER et al., 1998; KON et
al. 2000; ARINZEH et al., 2003) e clinicos (QUARTO et al., 2001; MARCACCI
et al., 2007) utilizando células mesenquimais ou osteoprogenitores
autologos isolados da medula 6ssea, expandidas in vitro e associadas com
hidroxiapatita para tratar defeitos diafisarios foram altamente favoraveis. A
recuperacao das lesfes ocorreu através da reparacdo completa dos defeitos,
sem relato de complicacdes locais ou sistémicas relacionadas diretamente
com os implantes ou com os componentes celulares.

Embora ndo tenha sido objetivo do presente estudo avaliar outras
fontes de obtencdo de células osteoprogenitoras, os aspirados de medula
continuam sendo considerados, pela maioria dos autores, como a fonte
classica de obtencdo dessas células. A utilizacdo alternativa de tecido
adiposo para o isolamento das células osteoprogenitoras pode levar a
formacéo oOssea insuficiente como observada no estudo de FOLLMAR et al.
(2007). Esta relativamente bem estabelecido que a expansdo de células
pluripotentes, isoladas de tecido adiposo, geram um grande numero de
progenitores comprometidos com a linhagem adipogénica com pouca ou
nenhuma capacidade de trans-diferenciacdo em células osteogénicas (KERN

et al., 2006).
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Grande parte das observacbes do estudo pioneiro realizado por
BRUDER et al. (1998) coincidem com 0s nossos resultados. Os autores deste
estudo utilizaram no preenchimento do defeito segmentar um cilindro de
hidroxiapatita e tri-calcio fosfato celularizado com células mesenquimais
expandidas in vitro. Algumas desvantagens e complicacdo da utilizacao
deste tipo de material sintético tais como reabsorcdo lenta e ocorréncia de
fraturas, foram pouco freqientes nos animais tratados enxertos
celularizados. Como no nosso estudo, o resultado mais expressivo sob o
ponto de vista histoldégico foi a capacidade das células adicionadas ao
enxerto induzirem a neoformacdo Ossea. Em ambos os estudos, a
neoformacado 6ssea foi modesta no interior dos enxertos néao celularizados.
Entretanto, um avanco do nosso estudo foi a possibilidade de avaliar a
qualidade do preenchimento medular numa escala temporal. Nos animais
tratados com enxertos celularizados, nos tempos iniciais, o tecido possuia,
caracteristicas histolégicas de um tecido osteogénico jovem caracterizado
por osteoblastos cuboidais depositando ativamente matriz éssea sobre
traves de osso imaturo e focos frequentes de ossificacdo intramembranosa.
Com a evolucao do processo nos tempos de analise subsequentes, a reducao
do numero e da atividade das células acompanhou o processo de
remodelacdo das traves que passaram progressivamente a ter distribuicao
sob a forma de trama tri-dimensional interconectada. A recomposicao da
medula éssea adiposa e hematopoética acompanharam a reestruturacdo do
0SSO esponjoso. Ja nos animais tratados com enxertos nao celularizados, no

tecido de preenchimento da cavidade medular predominavam as
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caracteristicas de um tecido de reparacdo fibro-vascular com menos

evidéncias morfoldgicas de diferenciacdo osteogénica.

Como sugerido por BRUDER et al. (1998) as células mesenquimais que
estdo em processo de diferenciacdo osteogénica secretam fatores indutores
do recrutamento de novas células mesenquimais e da diferenciacdo na
linhagem osteogénica. A exuberancia da reacdo periosteal no 0sso
hospedeiro dos animais tratados com enxertos celularizados poderia ser
explicada pelo menos em parte, pelos efeitos paracrinos destes fatores
sintetizados pelas células implantadas. Células mesenquimais pluripotentes,
tanto no periésteo como no o0sso, respondem a estes fatores se
diferenciando em osteoblastos e produzindo matriz 6ssea madura. Esta
explicacdo também se aplica para formacao 6ssea mais lenta e reduzida nos
defeitos tratados com enxertos n&o celularizados. Estudos recentes
complementam a hipdtese de BRUDER et al. (1998) ao demonstrar que o
TGF-p, BMPs, FGF, IGF e PDGF sao os principais fatores de crescimento
comprovadamente capazes de influenciar a proliferacdo e a diferenciacdo de
células mesenquimais em osteoprogenitores e em osteoblastos (LIEBERMAN
et al., 2002).

Em relacdo a caracterizacdo fenotipica das células apds a expanséo in
vitro, os resultados do nosso estudo coincidem com o relato de KON et al.
(1999). Apesar de ser uma constatacdo biolégica esperada e das repetidas
tentativas que foram realizadas em varias amostras, a expressao de

fosfatase alcalina foi consistentemente negativa. Estudos adicionais, num
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contexto mais amplo da biologia geral, seriam necessarios para explicar o
resultado observado em ambos os estudos.

O dUdnico relato clinico sobre a utilizacdo de células mesenguimais
expandidas in vitro associada com um implante sintético foi realizado em
quatro pacientes com defeitos segmentares (QUARTO et al., 2001). O
acompanhamento destes pacientes, 6-7 anos ap0s a cirurgia, mostrou que
nao ocorreram complicacfes precoces ou tardias (MARCACCI et al., 2007).
Nao houve relato em nenhum dos pacientes de dor, aumento de volume,
infeccdo ou fratura. A integracdo do implante, observada apds 5-7 meses,
estava mantida 6-7 anos apés a cirurgia. Considerando que os resultados
foram favoraveis, apesar do baixo grau de reabsorcdo e de estabilidade
mecanica dos compostos de hidroxiapatita, podemos sugerir que resultados
clinicos superiores podem ser obtidos através da associacdo enxerto 6sseo
homologo com células osteoprogenitoas autdlogas. Esta suposicdo se baseia
nos resultados do presente estudo em que observamos que no periodo
maximo de 18 semanas houve consolidacdo e remodelacdo do enxerto com
recomposicao estrutural e possivelmente funcional da medula 6ssea, o que

nao é observado com as bioceramicas.
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6 CONCLUSOES

1. O tratamento de defeitos diafisarios segmentares em
ovelhas com enxerto homoélogo irradiado em associacdo com
células osteoprogenitoas autologas e fixacdo externa mostrou ser
uma opcao terapéutica eficaz sob o ponto de vista ortopédico.

2. Células osteoprogenitoas autdlogas isoladas da
medula Ossea e expandidas in vitro, quando adicionadas a
enxertos homodlogos do tipo cortico-esponjoso, aceleram a
neoformacdo 0Ossea, a incorporacdo e a remodelacdo do enxerto
em defeitos diafisarios e ndo desencadeiam reacfGes adversas
locais ou sistémicas.

3. Células osteoprogenitoas autdélogas adicionadas a
enxertos homoélogos favorecem a substituicdo do osso enxertado
por 0SSO esponjoso, 0ssO cortical e medula OGssea
respectivamente.

4. Mamiferos de médio porte como 0s ovinos constituem
uma excelente opcdo de modelo experimental para avaliacdo do
tratamento de perdas Osseas diafisarias.

5. O fixador externo é um excelente implante para
estabilizacdo da correcdo de defeitos Osseos diafisarios em
animais do porte de ovinos por permitir a deambulacao
imediatamente apds o procedimento cirdrgico e por evitar a

necessidade de utilizar métodos restritivos que impedem a acao
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de cargas sobre o membro operado.

6. As perfuracbes realizadas e a irradiacdo do enxerto
cortical ndo alteraram a funcédo estrutural do implante, ja que
nenhum dos oito animais desenvolveu fratura, apesar da
deambulacdo ter sido permitido precocemente e mantida
livremente durante todo o periodo experimental de 6 a 18
semanas.

7. O osso esponjoso utilizado como suporte para as
células reproduz as propriedades biomecanicas e estruturais do
0SSO Vivo e mimetiza as condicdes de um enxerto cortico-
€sponjoso.

8. A maior formacdo Ossea nas faces laterais dos
enxertos celularizados possivelmente estad relacionada com a
maior concentracdo da suspensdo celular nos orificios desta
regido. Esta observacdo também pode ser utilizada para
comprovar que as células injetadas sofreram diferenciacao
osteogénica neste local.

Q. Células osteoprogenitoas autdlogas potencializam a
neoformacdo O6ssea e a recomposicdo da medula d6ssea em
enxertos homodlogos durante todo o periodo de reparo e
consolidacdo de defeitos 6sseos extensos.

10. Os enxertos homologos celularizados com COA podem

levar a resultados clinicos superiores ao uso de bioceramicas por
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consolidar, remodelar e reconstituir estruturalmente e
morfologicamente o 0sso e a medula 6ssea num periodo de tempo
relativamente curto. Estas caracteristicas tornam esta estratégia
bastante atraente para utilizacdo clinica em bioengenharia

ortopédica e provavelmente superam biomecanicamente as

bioceramicas.
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