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RESUMO

A artrodese postero-lateral é uma das cirurgias mais realizadas na coluna lombar. E
um método de tratamento cirturgico bem reconhecido para o tratamento de varias
patologias vertebrais incluindo espondilolistese, escoliose, cifose, doengas
degenerativas vertebrais e tumores. O sucesso da fusio intervertebral consiste na
sintetizagdo de uma nova matriz Ossea contigua com o osso hospedeiro, que se
mineraliza e remodela tornando-se madura, e com rigidez suficiente para suportar
cargas fisiologicas sem injuria. Para estimular a formagdo dssea, varios procedimentos
tém sido adotados. Neste trabalho, avaliamos a influéncia da membrana de latex
natural como cobertura no auxilio da fusdo intervertebral lombar em adi¢do ao uso de
enxertos autologo extraidos da crista iliaca. O latex ¢ um material biocompativel,
capaz de acelerar a angiogénese e mostrou-se eficiente como membrana oclusiva em
procedimento de regeneragdo d0ssea guiada. Foram utilizados 8 coelhos da raga Nova
Zelandia, onde a artrodese foi feita na regidao postero-lateral, entre os processos
transversos das Vértebras lombares L4 e L5. Um dos lados foi recoberto com
membrana de latex natural ¢ o outro foi mantido apenas com o enxerto. Os coelhos
foram eutanasiados apos oito semanas e a influéncia da membrana de latex foi
avaliada através de palpacdo manual, analise histoldgica descritiva, histometria e
radiologica, através de radiografia e tomografia computadorizada. A analise
macroscopica demonstrou consolidagdo em seis lados tratados com membrana e cinco
sem a membrana, bem como maior consisténcia do calo 6sseo no lado em que se
utilizou a membrana. A analise radiografica demonstrou area de maior radiopacidade
do lado tratado entre os processos transversos com a cobertura da membrana do latex
em cinco dos oito coelhos, em apenas um deles, o lado controle mostrou maior
radiopacidade, demonstrando a contribuigdo positiva da membrana de latex no
processo de fusio intervertebral. Os resultados da analise de volumetria por
tomografia computadorizada mostraram que dos 8 coelhos, cinco (62,5%)
apresentaram volume 6sseo maior no lado tratado, 2(25%) apresentaram o mesmo
volume odsseo ¢ 1(12,5%) apresentou volume oésseo maior do lado controle,
considerando-se o erro do processo de quantificagao em 5%. O resultado globa da
média dos volumes apresentou diferenca significativa (p<0,1) usando teste ANOVA e
teste Tukey para comparacdo entre as médias. Os resultados da analise histométrica
foram semelhantes com os da volumetria por Tomografia Computadorizada.

Palavras Chaves. Artrodese, fusio intervertebral, latex, biomaterial, enxerto dsseo,
volumetria



ABSTRACT

Artrhodesis posterolateral is one of the most common surgeries carried in the
lumbar vertebra. It is a well recognized surgica method for treatment of some
vertebral pathology including spondylolisthesis, scoliosis, kyphosis, vertebral
degenerative illnesses and tumors. The success of the intertransverse fusion consists
on the formation of a new bone matrix contiguous with the host bone. This bone
matrix mineralizes and remodels, becoming mature with rigidity enough to support
physiological loads without injury. To stimulate the bone formation, severa
procedures have been adopted. In this work we evaluate the influence of the natural
latex membrane used as an occlusive membrane in addition to autogenous iliac crest
bone graft in the lumbar intertransverse fusion process. Latex is a biocompatible
material, capable to accelerate angiogenesis and is an efficient occlusive membrane
for guided bone regeneration procedures. Eight male New Zealand White rabbits
underwent posterolateral intertransverse process lumbar spinal fusion in the L4 and
L5 vertebrae using iliac crest autograft. One of the sides was covered with natural
latex membrane (treated side) and the other was kept only with graft (control side).
The rabbits had been euthanized eight weeks pos surgery and the influence of the
latex membrane was evaluated through manual palpation, qualitative histology,
histomorphometry, radiography (plain radiograph and CT scan). The macroscopic
analysis demonstrated fusion in six sides protected with membrane and five without
the membrane and higher consistency of the osseous callusin the side treated with the
membrane. The radiographic analysis demonstrated higher radiopacity area on the
treated side in five of the eight rabbits. In only one of them the control side showed
greater radiopacity, demonstrating the positive contribution of the latex membrane in
the process of intertransverse fusion. The bone volume in the arthrodesis region
assessed by Computerized Tomography showed that 5 of 8 rabbits (62.5%) presented
greater bone volume in the treated side, 2(25%) presented the same volume and
1(12.5%) the volume of control side was greater than treated side, considering an
error of 5% in the measurement process. The global results showed difference of
means saticaly significant at p<0.1 level by ANOVA and Tukey test. The
histomorphometric results were similar to bone volume CT measurements.

Keywords: arthrodes's, intertransverse fusion, latex, biomaterial, bone graft,
volumetry.
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1- INTRODUCAO

A artrodese postero-lateral ¢ uma das cirurgias mais realizadas na coluna
lombar. E um método de tratamento cirrgico bem reconhecido para o manejamento
de varias patologias vertebrais incluindo espondilolistese, escoliose, cifose, doengas
degenerativas vertebrais e tumores. Ja ¢ bem conhecido que a fusdo espinhal ¢ um
processo que ocorre por via hematogénica através da transformacao do colageno em
0sso, podendo seu resultado final ser influenciado por diversos fatores. Entre eles
podemos citar a composi¢ao do enxerto Osseo, nimero de niveis fusionados,
instrumentagdo vertebral, estimulagio elétrica, habito de fumar, patologias de base e
uso de medicamentos (antiinflamatorios ou corticoides).

Fusdo vertebral pode ser definida como uma unido 6ssea entre dois espagos
vertebrais apos manipulagdo cirtrgica. Fusdo vertebral foi primeirareportadaem 1911
por Albee e Hibbs para o tratamento de Tuberculose vertebral (ALBEE, 1911). Fusio
lombar intertransversa foi desenvolvida como uma técnica alternativa as fusdes
intercorporais anteriores e posteriores na coluna lombar. Em 1939, Campbell relatou
um método de colocag@o de enxerto em contato com a ldmina e processo transverso
entre a quarta e a quinta vértebra lombar em conjungao com uma fusio extra-articular
da articulagao sacro iliaca. Em 1948, Cleveland, Bosworth e Thompson
desenvolveram o0 uso de enxerto 6sseo colocado contra as articulagdes posteriores
como um método de tratamento de pseudo-artrose da coluna vertebral. Desde esta
época, muitas modificagdes da fusio intertransversa tém sido descritas. Esta técnica

de fusio tem sido estendida para tratar uma variedade de deformidades espinhais,
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incluindo escoliose, cifose, fraturas, luxagdes, espondilolisteses e doenga do disco
intervertebral.

A colocagao do enxerto em posicdo postero-lateral tem vantagens biomecanicas
ao se amegjar a fusio vertebral, os autores t€ém recomendado a fusio de ambos os
lados, entre as vantagens seria a obtengdo de uma fusao sélida e a possibilidade de
realizar a fusio mesmo na auséncia de elementos posteriores. Esta operagdo em
humanos se realiza sob anestesia geral devido a posi¢do do paciente em decubito
ventral sobre coxins para minimizar o colapso das veias epidurais e a compressio
abdominal. Os coxins sio colocados lateralmente abaixo do torax e do abdomen afim
de permitir a ventilagdo pulmonar. Tecnicamente ¢ feita uma incisdo horizontal na
linha média, abertura da aponeurose e¢ afastamento dos musculos para vertebrais
através de uma dissecagdo subperiostica e ¢ estendida lateralmente até a exposicdo
dos processos transversos das vértebras a serem fusionadas. Uma vez eliminado os
tecidos moles dos processos transversos ¢ feita a decorticagdo do osso com exposi¢ao
do tecido esponjoso sangrante. O enxerto dsseo ¢ retirado em seguida da cristailiaca e
depositado sobre 0s processos transversos adjacentes a serem fusionados.

Todas as cirurgias de fusio envolvem preparacdo cirirgica das superficies
Osseas no sitio a ser realizada a fusdo e alguma tentativa de estimular a formacao de
0ss0 no volume tecidual entre as interfaces a serem fusionadas. O estimulo para a
resposta para a formagdo oOssea pode ser através de enxerto Osseo autdlogo ou
homologo (também conhecido como enxerto alografico) ou um aumentado niimero de
materiais sintéticos ou substancias bioativas. Como o enxerto ¢ incorporado, tecido
osseo ¢ formado por células osteogénicas. Unido ¢ alcangcada quando matriz dssea é
sintetizada novamente torna-se mecanicamente contiguo com o osso local hospedeiro,

torna-se mineralizada e remodela com osso maduro com forga suficiente para suportar
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cargas fisiologicas sem injaria. Fracasso na formagdo oOssea, unido ou efetiva
remodelacio resulta em pseudo-artrose. A incidéncia de pseudo-artrose varia de 5% a
34% (SOLGAARD & KLEPPE, 1983; BODEN, 2003).

O requisito fundamental para o sucesso de uma fusio vertebral ¢ dado por uma
adequada populagio de células osteogénicas, a presenga de matriz osteocondutiva na
regido onde tecido d6sseo devera ser formado, um suplemento sanguineo adequado
local, meio ambiente local adequado para aformagio Ossea.

O crescimento 6sseo entre as vértebras a serem fusionadas é um processo
celular. Enxerto o6sseo autogeno adiciona células osteogénicas, mas tem sido
reconhecido que somente uma pegquena fragio delas sobrevive (BURWELL, 1969),
(URIST, 1980). Consequentemente, preparacdo do sitio de fusdo e manuseio do leito
tecidual sio de suprema importancia para o sucesso da artrodese. Os componentes do
leito tecidual que contribuem mais para o processo de cicatrizagdo ¢ a populagao local
de células osteoprogenitoras (tronco), vascularizagdo tecidual local, células que
contribuem para a resposta inflamatoéria e a formagao de um coagulo estavel dentro do
espaco vazio para o sitio de enxerto.

A importancia do suprimento sanguineo local serve como (1) fonte de
suprimento sanguineo e outros nutrientes para a cicatrizagdo tecidual e controle local
de pH, (2) um veiculo de estimulagdo endodcrina, (3) um veiculo condutor para o
recrutamento de células inflamatérias 0 qual produzem fatores parocrinos que pode
mediar a proliferagdo precoce de células progenitoras osteoblasticas e para reduzir o
potencial para infeccdo, (4) como uma fonte de células endoteliais que produzem
fatores parocrinos que podem aumentar a diferenciagdo  osteoblastica
(VILLANUEVA & NIMNI, 1990) e (5) como uma fonte potencia de células

progenitoras osteoblasticas (BRIGHTON, LORICH & KUPCHA, 1992; ZVAIFLER,
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2000). Para preservar o suprimento sanguineo local o cirurgido deve tentar minimizar
0 trauma ao leito tecidual hospedeiro imposto por trauma ou retratores, cautério ou
dissecagao.

O efeito do hematoma pos-operatorio no sucesso da fusdo tem sido debatido.
Alguns autores tém sugerido que 0 hematoma pode fornecer scaffold osteocondutivo
ou matriz que pode facilitar algumas das fases iniciais da cicatrizacdo oéssea.
Adicionalmente, o hematoma atrairia fatores de crescimento derivado de plaquetas,
fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento fibroblastico, fator de
crescimento endotelial e outros fatores de crescimento (GRONTHOS & SIMMONS,
1995). Por outro lado, a presenca de grandes hematomas pode remover algum tecido
vascular a0 redor do sitio de enxerto desacelerando a vasculariza¢do do sitio do
enxerto.

A resposta inflamatoria no local da fusdo ¢ um evento critico de suma
importancia. Esta resposta envolve a remogdo do tecido necrético, lise da fibrina no
local do coagulo, restabelecimento de suprimento vascular para o enxerto e tecido
hospedeiro, sintese de matriz rica em acido hialurénico (URIST, 1980; SSIMMONS,
1985; PROLO, 1985). Apbs o procedimento cirtrgico, Células polimorfas nucleares,
linfocitos, mondcitos ¢ macrofagos migram para o local da fusdo. No local sdo
estimulados sinais paracrinos (citosinas, quininas e prostaglandinas). Estes sinais sio
guimiotaxicos e fatores de crescimento, afetam a proliferagdo, migragao,
diferenciagdo e uma variedade de atividades celulares bem como modulagio do
suprimento sanguineo local, permeabilidade vascular e resposta angiogénica das
células endoteliais locais (NILSSON & BAUER, 1986; RIEW & RHEE, 2003).

Em adigdo a influéncia do coagulo, suprimento sanguineo local e resposta

celular inflamatoria, a superficie 6ssea do Sitio hospedeiro tem efeitos profundos no
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processo de fusio 6ssea. Quando adequadamente preparado pelo cirurgido, osso local
va servir como um reservatorio de células osteogénicas e sinais osteoindutores. Ele
também fornece uma superficie osteocondutiva para a incorporagdo do enxerto bem
como fonte de suplemento sanguineo. E sabido que a meta do cirurgido no preparo do
local para colocagdo do enxerto devera minimizar os danos mecanicos e celulares do
0ss0 hospedeiro enquanto maximiza a utilidade das células osteoprogenitoras e as
propriedades osteocondutivas e osteoindutivas de sua superficie. Isto é geralmente
alcangado pela dissecagdo subperiosteal e decorticagido ou tornando aspero o 0sso
debaixo da cortical para expor 0s vasos ou espacos 0sseos endosteais. A decorticagdo
pode ser alcancada com ferramentas de corte manuais, tais como oste6tomo Ou rugina.
Alternativamente, um drill também pode ser usado, tomando-Se a precaucdo de
prevenir necrose térmica devido a friccdo da cabeca da broca, para isso, devem-se
limitar os periodos de contato entre o drill ¢ o osso e usando irrigagdo continua
(SUCATO, WELCH & PIERCE, 2002).

A area de superficie do osso esponjoso exposto durante a decorticagdo € outro
fator que pode afetar 0 sucesso dafusio vertebral. Aumentando a area osteocondutiva,
também aumentam o nimero de células osteogénicas no local a ser fusionado, oque
aumenta os efeitos positivos sobre as possibilidades de fusio ossea. Isto pode contar
para 0 grande sucesso dos enxertos colocados em fusdes anteriores quando
comparados com fusdes posteriores, as quais geralmente contam com areaS menores
de o0sso decorticado por segmento de fusio (CURTIS, 1970; ALLEN &
FERGUNSON, 1979).

O enxerto 6sseo ¢ utilizado para acelerar, aumentar ou substituir a capacidade
regenerativa natural do osso. A demanda funcional dos recursos biologicos e

deficiéncias de cada potencial sitio doador variam nos diferentes locais do corpo
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humano. Um bom enxerto dsseo deveria ter um nimero aumentado de células tronco
ou progenitoras. Estas fungdes promovidas pelo enxerto tém sido descritas coOmo
osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutivas (MUSCHLER & NAKAMOTO,
2003; GRIFFITH, 2004).

O potencial osteogénico do enxerto € derivado do seu nimero de células tronco
e progenitoras viaveis que podem ser transplantadas no local a ser fusionado sob
condigdes que elas poderiam sobreviver e contribuir diretamente para a formagao de
0SSO NOVO.

Atividade osteoindutiva se refere a capacidade de algum estimulo (em geral
peptideos de fator de crescimento) estimular eventos celulares que transformam uma
célula potencial tornando-a ativada para contribuir para a nova formagio 6ssea. Os
prototipos para fatores osteoindutivos sdo a familia das proteinas morfoganéticas
(BMP), particularmente BMPs 2, 4, 6, 7 e 9, que parece ser a mais osteoi ndutiva.
Entretanto, outros fatores de crescimento soltiveis também contribuem para este
processo, tais como TGF-B, fator de crescimento insulino dependente e
imunoglobulinas.

A osteocondugdo ¢ resultado de caracteristicas estruturais e de superficie da
matriz do enxerto. Osteocondutividade se refere a capacidade da matriz do enxerto
alcangar adesdo, migracdo, proliferagdo e diferenciagdo de células tronco
osteoblasticas e osteoprogenitoras, tdo bem como outros tipos celulares que
contribuem para 0 processo de cicatrizagdo e fusdao Ossea. A osteocondutividade da
matriz ¢ uma fungdo da macro-estrutura ou arquitetura, tamanho e conexio entre os
poros do material, bem como caracteristicas quimicas da textura da superficie. No

caso de materiais degradaveis, as propriedades de degradagao do material sdo também
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criticas, especificamente velocidade de degradacdo, tipos quimicos que sdo liberados
com adegradacio e a velocidade de sua limpeza no sitio da fusio (GRIFFITH, 2004).

Enxerto dsseo esponjoso autdlogo tem sido considerado “gold standard” dos
materiais de enxerto. O enxerto autélogo tem mantido propriedades de o mais efetivo
e seguro dos materias de enxerto particularmente em cenarios desafiadores de fusio
vertebral (HEIPLE, CHASE & HELDON, 1963), (WILSON & LANCE, 1965). Estes
achados sio reforgcados pelo reconhecimento que enxerto Osseo autologo fornece
todas as trés areas de funcionabilidade: células osteogénicas da medula dssea, matriz
osteocondutiva de colageno, mineral, e matriz proteica; e um espectro de proteinas
osteoindutivas.

O enxerto 6sseo esponjoso utilizado em cirurgias de fusio vertebral do
segmento lombar tem sido retirado da crista iliaca devido a sua proximidade com o
local operado e pela quantidade de tecido 6sseo esponjoso disponivel. Porém, mesmo
este materia bioldgico ¢ aparentemente livre de rejei¢des tem suas limitagdes como
material celular. Embora o 0sso esponjoso da pelve sgja a mais abundante fonte de
células osteoblasticas e osteoprogenitoras, estas representam somente e
aproximadamente 1 em 20000 células da medula 6ssea normal, a qual esta misturada
com muitas outras células que ndo contribuem necessariamente com a cicatrizagao e
fusdo 6ssea. Quando este enxerto 6sseo ¢ retirado da pelve ¢ implantado no local a ser
fusionado, inicialmente fica desprovido do seu suplemento sanguineo natural, e entdo
implantado sob condigdes nas quais ele deve competir com todas as outras células da
medula 6ssea também implantada (que ndo contribuem com a fusdo dssea) por uma
guantidade limitada de suprimento de oxigénio e outros nutrientes necessarios que
entrariam por difusio. A demanda metabolica dentro do sitio do enxerto excede em

muito a capacidade para difusio natural de nutrientes. Isto resulta em profunda
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hipoxia dentro do enxerto. Como resultado, somente células dentro de 1 a 2
milimetros pra dentro da superficie do enxerto seriam capazes de sobreviver no sitio
transplantado. Este fato foi reconhecido por Burwell através de avaliacdes
histol6gicas na década de sessenta e pode ser definido em termos mais quantitativos
baseados em principios de engenharia quimica (MUSCHLER, NAKAMOTO &
GRIFFITH, 2004). Necrose no interior do enxerto tem sido uma dificuldade adicional
ao sitio transplantado. Tecidos necroticos devem ser removidos antes da formacao do
novo 0sso poder ocorrer. Em adicdo, células necrosadas e citosinas que estao sendo
removidas por células da resposta inflamatoria local, adicionam uma demanda
metabolica local.

Uma alternativa a este stress metabdlico seriam oS enxertos vascularizados que
tém sido utilizados em alguns grandes centros para procedimentos de reconstrugao
musculo-esquelético.  Alto  suprimento vascular pode ser acangado por
experimentados micro-cirurgides. Muitos estudos tém mostrado amplas vantagens
usando enxertos vascularizados num nimero de situagoes (WEILAND, MOORE &
DANIEL, 1983; WEILAND, PHILLIPS & RANDOLPH, 1984). Em fusdes vertebrais
anteriores, vasos doadores sio capazes de manter o enxerto vascularizado. Enxertos
adequados com boa for¢a mecanica sdo disponiveis da crista iliaca anterior, crista
iliaca posterior, fibula ou costela (HAYASHI, MARUYAMA, OKAJMA &
MOTEGI, 1994; HUBBARD, HERNDON & BUONANNO, 1985; LASCOMBLES,
GROSDILIER, ORLY &, THOMAS, 1991). Em enxeros 6sseos do iliaco um vaso
sanguineo pode ser levado rodando o musculo quadrado lombar, em procedimentos
intra-toracicos levando o intercostal junto ao enxerto da costela Entretanto, o uso
rotineiro de enxerto vascularizado ¢ muito pouco realizado devido ao aumento do

tempo operatorio, dificuldade técnica e morbidade adicional a0 paciente, além de
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exigir uma equipe multidisciplinar para a sua feigao. Mas tem se mostrado altamente
desgavel em algumas situa¢des quando a incorporagdo do enxerto avascular pode ser
comprometida, tais como em areas de radiacdo fibrose induzida ou em locais de
infecgdo prévia.

Tem-se visto muitos estudos realizados com o intuito de se acangar uma fusao
vertebral em procedimentos realizados por via posterior na coluna lombar, uma vez
gue trabalhos tém mostrado que as fusdes vertebrais realizadas somente com a
colocagio de enxerto 0sseo no sitio a ser fusionado tém niveis de ndo consolidacdo e
conseqiiente  pseudo-artrose  variando, segundo trabalhos, entre 5 até
35%.(DEPALMA & ROTHMAN, 1968; STEIMANN & HERKOWITZ, 1992).
Entretanto, todas estas técnicas mais modernas disponiveis envolvem custos elevados,
tais como, a utilizagdo de implantes, extratos de BMP, ceramicas inorganicas etc.

Os procedimentos de regeneragdo oOssea guiada sdo uma alternativa para
contornar este problema (DAHLIN, ALBERIUS & LINDE 1991; LINDE et a., 1993;
DAHLIN et a., 1988; BOSCH, MELSEN & VARGERVIK, 1995; LUNDGREN,
LUNDGREN & TAYLOR, 1998). A técnica consiste em prevenir a invasio de
células indesejaveis, como 0s fibroblastos, no defeito 6sseo, durante a reparagio,
permitindo a re-povoamento desta area por células especificas para a neoformagio
6ssea (NYMAN, 1991). Com isto, neste trabalho, propomos 0 uso da Regeneracio
Ossea Guiada com uso de membrana oclusiva de litex e enxerto autologo para
auxiliar afusio vertebral. O modelo experimental de estudo é o coelho da raga Nova
Zelandia, por apresentar anatomia lombar comparada a dos humanos, quantidade
suficiente de enxerto 6sseo de crista iliaca para se alcangar uma fusdo intertransversa
e por reproduzir o ambiente de cargas submetidas ao enxerto similares ao encontrado

no caso de humanos.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo: Constituicdo e Processos de Reparo

O tecido 6sseo ¢ o principal constituinte do esqueleto, serve de suporte para as
partes moles e protege 6rgaos vitais, como os contidos nas caixas craniana e toracica e
no canal raquidiano. Aloja e protege a medula 6ssea, formadora de células do sangue.
Proporciona apoio aos masculos esqueléticos, transformando suas contragdes em
movimentos tteis, e constitui um sistema de alavancas que amplia as for¢as geradas
na contracdo muscular. Além disso, é reservatorio de calcio, fosfato e outros ions,
sendo essencia na manutencgdo dos niveis desses elementos no sangue (JUNQUEIRA
& CARNEIRO 1999).

O 0ss0 ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado, formado por matriz éssea,
células ¢ membranas conjuntivas. A matriz 6ssea ¢ composta de uma porgdo
inorganica onde oS ions mais encontrados sdo o fosfato e o calcio, ha também
bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato em pequenas quantidades; e de uma
por¢do organica, formada por fibras colagenas (95%) e por peguena quantidade de
substancia fundamental amorfa (LEGERS, 2002). Neste tecido existem trés tipos
celulares: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Todos os 0ssos sdo revestidos em
suas superficies externas ¢ internas por membranas conjuntivas, que possuem células
osteogénicas, o periosteo e o endosteo, respectivamente (MANN & PAY NE, 1989).

Os osteoblastos sio as células responsaveis pela sintese e secre¢do da matriz
organica do osso. S3o capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da
mineralizagdo da matriz. Estdo dispostos na superficie ¢ possuem prolongamentos

citoplasmaticos, que se prendem aos osteoblastos vizinhos (WLODARSKI, 1990).
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Uma vez aprisionados pela matriz dssea, passam a ser chamado de ostedcitos,
gue sao células achatadas e também possuem prolongamentos citoplasmaticos. Sao
essenciais para a manutencao da matriz mineralizada do osso (STEVENS & LOWE,
2001).

Os osteoclastos sio as células que estdao associadas a remodelagido Ossea, estas
Sdo tipos celulares gigantes localizadas nas lacunas de Howship da superficie dssea
(LINDHE, 2005).

Os 0ss0s se mantém ativos durante toda a vida do organismo, apesar de
aparentemente inertes, eles crescem e sio remodelados constantemente. Quando
lesados sdo capazes de reparagdo, retornando completamente a sua estrutura e fungao
originais depois de lesado, sem deixar cicatriz, fenomeno que demonstra sua
permanente vitalidade (SCHENK, 1994; KATCHBURIAN & ARANA, 1999).

Uma vez lesado, o processo de reparagdo 6ssea ocorre da mesma forma que o
crescimento e desenvolvimento 6sseo, a lesdo inicial desencadeia uma Segiiéncia
continua de eventos celulares, terminando com a remodelagdo completa sem deixar
cicatriz, sendo este processo semelhante a ossificagdo intramembranosa ou
endocondral (BOSTROM & CAMACHO, 1998, CARNEIRO 1999).

A neoformagdo 6ssea em defeitos cirrgicos envolve dois principios basicos:
osteoindugdo e osteoconducdo (SCHENK, 1994; KATCHBURIAN & ARANA,
1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO 1999).

A osteoindugdo pode ser obtida através de dois processos. um mediado por
células e outro mediado por fatores de crescimento especificos. No primeiro, as
células osteogénicas da medula 6ssea induzem neoformagdo oOssea. Ja, no segundo
processo, as proteinas morfogenéticas dsseas (BMPS), que Sio fatores de crescimento,

tém propriedade de estimular células mesenquimais iniferenciadas osteoprogenitoras e
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sua migragdo, reagregacdo e diferenciacdo em condroblastos e/ou osteoblastos, com
subseqiiente deposi¢ao de matriz 6ssea (FRIEDENSTEIN, 1976).

Na osteocondugio, a neoformagdo dssea pode ser auxiliada por materiais com
estrutura especializada, que preenchem o defeito 6sseo e atuam como arcabougo de
sustentacdo para a penetragdo de células 6sseas. O material implantado serviria como
ancoragem para O crescimento de capilares, tecido perivascular, e células
indiferenciadas osteoprogenitoras originadas no leito dsseo cirtrgico, e também
impedem que tecidos ndo osteogénicos invadam o local a ser reparado (SCHENK,
1994; KATCHBURIAN & ARANA, 1999).

Entretanto, devido a sua estrutura calcificada rigida, o osso tem requisitos
especificos que devem ser respeitados para a sua regeneracdo. A estrutura calcificada
do o0sso tem perfusio limitada, por isso a nova formagdo Ossea ¢é criticamente
dependente da estabilidade do coagulo sanguineo (MELCHER & DREYER, 1962),
da vascularizagdo da area (CARRANZA, NEWMAN & TAKEI, 2004), do tamanho
do defeito e da alta capacidade proliferativa dos tecidos competidores (SCHENK,

1994).

2.2 — Regener agiio Ossea Guiada e L atex Natural
A Regeneracio Ossea Guiada consiste de uma técnica usada para prevenir a
invasio de células indesejaveis, como 0s fibroblastos, no defeito 6sseo, durante a
reparacio, permitindo a repovoamento desta area por células especificas para a
neoformagio 6ssea (NYMAN, 1991).
O uso de membranas oclusivas ¢ eficaz na regeneracdo dssea guiada quando
utilizadas como barreiras a proliferacdo de células do tecido epitelial e conjuntivo

para o interior do defeito dsseo, permitindo um tempo adiciona para as células
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osteogénicas, de migragdo mais lenta, repovoarem a area do defeito, desencadeando
com eficiéncia a neoformagao 6ssea (DAHLIN et al., 1988; DAHLIN, ALBERIUS &
LINDE, 1991; LINDE et a., 1993).

MURRAY, HOLDEN & ROSELLAN, (1957) demonstraram que quando uma
cavidade com uma fonte de osteoblastos e um suprimento sanguineo foi isolada dos
tecidos moles adjacentes, a cavidade era rapidamente preenchida com 0Sso;
entretanto, se 0 espaco ndo fosse protegido, poderia ser preenchido com tecido
conjuntivo fibroso.

As membranas Sio materiais que servem para proteger o coagulo sanguineo e
previnir as células do tecido conjuntivo e epitelial de migrarem para o interior do
defeito  o6sseo. Algumas propriedades ideais para as membranas Sio:
biocompatibilidade; criagdo e¢ manutengdo de espago; facilidade de manuseio; e
capacidade de absor¢ao (HAMMERLE & JUNG, 2003; CARRANZA, NEWMAN &
TAKEI, 2004).

Um dos materiais membranosos que atende a estas propriedades ¢ o filme de
latex natural. O latex ¢ extraido da seringueira hevea brasilienses. Tribos indigenas da
Amazonia utilizavam-no em seu estado natural para curar feridas de pele.
Pesquisadores observaram 0 seu poder cicatrizante, que ¢ uma defesa natural da
planta, (ZIMMERMANN et al., 2006). Este biomaterial apresenta certas vantagens,
como: elasticidade, flexibilidade, resisténcia mecéanica, capacidade de induzir a
angiogénese ¢ o baixo custo (MAZOCCO, 2002). Além de ser de origem vegetal, ndo
tendo o potencial de transmissio de doengas infecciosas (PINHO et al., 2003).

O latex da seringueira Hevea brasilienses forma um sistema coloidal polifasico
e polidisperso. Depois de centrifugado, 0 latex pode ser representado como sendo

formado por trés componentes fundamentais (BERNARDES, 2000).
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1. Fase borracha — hidrocarboneto isoprénico 37%. Apresenta coloragdo branca

e é formada quase exclusivamente de borracha.
2. Soro 48% . Fragdo intermediaria em forma de liquido € o meio dispersivel do
sistema coloidal latex e contém proteinas e sais dissolvidos em agua.

3. Fracdo de fundo (depodsito) 15% . Apresenta coloragdo amarela ¢ ¢

constituida de componentes ndo borrachas: 0s lutéides (proteinas, fosfolipideos e sais
minerais) e as particulas Frey-Wyssling (constituidas de carotenodides e lipideos

conferindo, por isso, a borracha, a coloragao amarelada).

CH+

(Hy — C = CH — CHj

cadeia linear cadeia ramificada cadeia c[uzndu
(crosslink)

Figura 1 - Estrutura molecular da borracha (a), formas das cadeias (b).

O processo de separagdo destas partes se da através da acdo de uma forga
centrifuga elevada (40000 rpm). O latex pode ser considerado um composto perecivel
devido a composi¢dao do soro que contém carboidratos, proteinas, sais minerais e
microorganismos sendo que ele se coagula espontaneamente de 8 a 10 horas apos a

colheita separando a borracha em forma de coagulo. O latex natural no primeiro
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instante que se escoa da seringueira ¢ levemente alcalino. Por efeito de reagdes
guimicas vai se acidificando rapidamente, em contato com o ar.

O conteiado da borracha seca ¢ variavel, notando-Se que as primeiras sangrias,
em arvores virgens ou em arvores apos um repouso prolongado, produz menor
quantidade, porém em maior concentragdo de borracha. Na medida em que as sangrias
se sucedem, a quantidade aumenta e o conteido da borracha decresce, até certo limite.
O contetdo de borracha seca também decresce apos periodos chuvosos ou em seguida
aaplicagao de estimulantes

Sabe-se também que o latex natural é capaz de acelerar a angiogénese
(ALVES et a, 2003) e esta propriedade pode estar relacionada aos processos de
osteogénese. A hipotese ¢ de que o latex natural da seringueira tem um fator de
crescimento na sua composi¢ao que atuaria promovendo a neovascularizagdo, adesdo
celular e formagio de matriz extra celular (FRADE et a, 2003).

No homem, ja vem sendo testada como material indutor de neoformacao
tecidual, tendo sido aplicada em pacientes com ftlceras cronicas de membros
inferiores e meringoplastias (PINHO et a, 2003). Em animais, um trabalho utilizou a
biomembrana de latex com polilisina a 0,1% na herniorrafia perianal em um céo,
permitindo a oclusio do anel herniario, com formagdo de tecido de granulagdo e
poetriormente retirada da membrana (PAULO et al, 2005). Outro trabalho empregou a
membrana em herniorrafias umbilicais recidivantes e constataram que ela foi eficaz
em doze bovinos leiteiros (RABELO et al, 2004). Em pesquisas na area de Ortopedia
visando a regeneragdo Ossea mais eficiente, o latex foi eficaz na reparagdo de fraturas
de tibia de coelho demonstrando grande potencial para este tipo de aplicagdo. Em
falhas no cranio de ratos, 0s resultados foram semelhantes e os pesquisadores

acreditam que novas pesquisas apontam sua utilizagdo em osteoporose, odontologia e
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recongtituicdo de ossos da face. O uso da membrana oclusiva de latex mostrou-se
eficiente no reparo de defeito critico em calvarias de coelhos, quando comparados

com grupo controle sem uso de membranas (ERENO, 2006).

2.3 Modelos Experimentais de Artrodese

Trabalhos experimentais com animais Sio realizados desde 1913, porém, o
modelo idea ¢ aquele cujos resultados mais se aproximassem dos procedimentos
realizados em humanos. Alguns modelos animais de fusio vertebral nao apresentam
reproducibilidade na técnica cirargica, meio ambiente mecanico, ou a biologia da
incorporagdo do enxerto associada com a fusdo vertebral do processo intertransverso.
A maioria dos modelos animais tém usado fusio intercorporal vertebral anterior, ou
fusio espinhal posterior da lamina ou articulagdo facetaria mais que fusio
intertransversa. Os estudos animais tem tentado focar sobre valores biomecanicos de
fusdo através de sistemas de fixag@o interna. Enquanto usado extensivamente em
simulacbes clinicas, fixagdes internas ndo eliminaram as ndo unides, claramente
porque fatores biologicos podem interferir nos resultados. Um modelo animal
confiavel ¢ necessario para dar um entendimento basico da biologia das fusdes
vertebrais e comprovar a atuagao de citosinas, fatores de crescimento e hormonios
durante a fusio. Enquanto muito é conhecido a respeito da reparagdo biologica das
fraturas, pouco ¢ conhecido sobre a biologia das fusdes vertebrais postero-laterais
(BODEN, 1995).

Conseqiientemente, modelos animais deveriam fornecer meios adicionais para
Se examinar e caracterizar os efeitos da estabilidade de fusdes vertebrais. Boden e

colaboradores introduziram coelhos brancos da raga Nova Zelandia como um modelo
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mais proximo do ideal para simular fusdes postero-laterais vertebrais em humanos. A
técnica cirargica usada neste modelo era similar a que ¢ usada clinicamente. As taxas
de pseudo-artrose variam em torno de 33% 0 que também tem se aproximado dos
resultados clinicos. Desde a sua introducéo, este modelo tem sido adotado em muitas
outras pesquisas (ERULKAR, GRAUER, PATEL & PANJABI, 2001).
Caracteristicas biomecanicas dos coelhos da raca Nova Zelandia razoavelmente se
aproximam daquel as encontradas na coluna de humanos.

O primeiro requerimento para qualquer modelo animal de fusdo vertebral entre
processos transversos deveria ser a repeticdo das técnicas cirtrgicas ¢ do ambiente de
cargas submetidas ap enxerto como vistas em humanos. O segundo requerimento
deveria ser a repeticdo dos resultados vistos em humanos-quantidades similares de
nao unides (BODEN, 1995).

O coelho é um dos menores animais com uma anatomia lombar comparada a
dos humanos e quantidade suficiente de enxerto 6sseo de crista iliaca pra se alcangar
umafusio intertransversa (BODEN, 1995).

Com relagdo ao tempo ideal para se observar a formagdao de um calo 6sseo, o
classico trabalho de Boden tenta reproduzir os resultados em humanos e mostrou em
sessenta coel hos operados e eutanasiados com 2, 3, 4, 5, 6 ou 10 semanas e avaliados
através de métodos de palpacdo manual, radiografias e testes mecanicos. Evidéncias
radiograficas de fusdo eram usualmente vistas apds 4 semanas com sinais de
remodelagdo dssea vistas apds 6 semanas. Com relagdo a palpagdo manual, apos 4
semanas, solidas fusdes poderiam ser facilmente distinguidas de nao unides. Testes
mecanicos mostraram diferengas estatisticamente diferentes apos 3 semanas. Em suas
conclusdes, o autor admite resultados semelhantes de ndo unido Ossea em torno de

33% apods quatro, cinco, seis ou dez semanas.
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A maioria dos trabalhos que visam mostrar analises de fusdes postero-laterais
Sio sempre a partir de seis semanas. Jhonathan et al, 2001, avaliou a flexibilidade
destas fusdes em coelhos a partir de 5 semanas, Hile et al, 2006, em um trabalho
avaliou taxas de fusio postero-laterais com utilizagdo de membranas osteocondutivas
apartir de 6 semanas, Yee et a 2004, em um trabalho de avaliagdo tomografica das

fusdes lombares sacrificou sey grupo de animais com 9 semanas.
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3- OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ estudar a influéncia da membrana de latex como
cobertura e auxilio da fus@o intervertebral lombar, quando usada como membrana
oclusiva. A avaiagdo da consolidagdo dssea foi realizada por analise macroscopica,
histologica descritiva, histométrica e radioldgica através de radiografias e
tomografia computadorizada. Para isso, os animais foram eutanasiados 8 semanas

apos a data da realizagdo da cirurgia.
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4- MATERIAISE METODOS

4.1 - Local e Grupo de Estudo

Foram utilizados 8 coelhos brancos adultos da raca Nova Zelandia, machos,
com peso médio de 3 kg, idade entre trés e quatro meses, mantidos, durante todo o
periodo experimental, em boas condigdes ambientais, de alimentagdo, temperatura,
higiene e iluminagdo e em cativeiros individuais. Os coelhos foram obtidos do
Biotério Geral da USP — Ribeirdo Preto/SP.

A analise de neoformacgdo 6Ossea foi realizada no periodo de 8 semanas. Os
procedimentos cirargicos ocorreram no Biotério da Universidade do Sagrado
Coragio, na cidade de Bauru, Sio Paulo, apds aprovagio pelo Comité de Etica e

Pesquisa da Universidade do Sagrado Coragao, Bauru, SP (Anexo I).

4.2 — Delineamento Experimental

Cada animal sofreu o procedimento cirargico em ambos os lados do processo
transverso. Um dos lados recebeu enxerto autélogo de cristailiaca e sobre este, uma
cobertura da membrana de latex. O outro lado recebeu apenas o enxerto e foi
considerado como controle para o lado tratado com membrana de latex. Apds o
periodo de 8 semanas, os animais foram eutanasiados, as pegas contendo 0s Processos
transversos fusionados foram retirados e anadisados macroscopicamente,

hi stol ogi camente e radiol ogicamente.



Fig. 2 Forma da membrana de latex utilizada nas cirurgias

(ERENO, 2007)

Fig. 3 Flexibilidade e dlasticidade da membrana de L atex

(ERENO, 2007)
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4.3 - Procedimentos Cirrgicos

4.3.1 - Anestesia e Assepsia

Para realizagdo dos procedimentos cirtrgicos, os animais foram submetidos a
anestesia gera com administragao da medicagdo pré-anestésica de relaxante
intramuscular (Diazepan), a uma dose de 0,1 ml/kg de peso corpéreo, seguido pela
administragdo intramuscular do anestésico geral (Ketamina), a uma dose de 0,25
mi/kg.

Apos este procedimento foram realizados os procedimentos de tricotomia na
regido lombo sacra posterior (figura 4), de assepsia com PVPI (polivinilpiloridona)
(figura 5) topico e de infiltragdo, para fins de isquemia, com anestésico local

cloridrato de prilocaina a 3% e felipressina 0,03U.1. na regido que a ser incisada.

Fig. 4 Coelho anestesiado e posicionado sobre a mesa cirirgica apos tricotomia
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4.3.2 - Técnica Cirurgica

A area a ser operada foi isolada com campos cirurgicos estéreis. Foi realizada
umaincisio lombar, mediana, de aproximadamente 6 cm, no plano sagital mediano da
coluna com lamina de bisturi numero quinze (figura 6 e 7). O plano intermuscular
entre o multifido e o longissimo foi afastado para se expor 0S processos transversos de
L4 e L5 bem como a membrana intertransversa (figuras 8, 9 10 e 11). Pelamesmavia
de acesso foi abordada a cristailiaca e retirado enxerto 6sseo. Em seguida, foi feita a
decorticagdo dos processos transversos com um drill de baixa rotacdo e a colocagdo

do enxero 6sseo sobre eles em ponte (figura 12, 13, 14, 15 e 16).

Fig. 5 Realizado antissepsia com povidine e colocagao de campos estéreis



Fig. 6 Incisio na linha média posterior longitudinal mediana

Fig. 7 Exposi¢ido da fascia intermuscular
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Fig. 8 Exposi¢do da musculatura para vertebral

Fig. 9 Visualizagido das facetas articulares



Fig. 10 Afastamento e visualizaciio dos processos transversos

Fig. 11 Processostransversosdo lado E



Fig. 12 Posicionamento do Drill

Fig. 13 Processos transver sos decorticados do lado E



Fig. 14 Processos transver sos decorticados do lado D

Fig. 15 Visualizagiio da crista iliaca coberta pela fascia muscular
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Fig. 16 Cristailiaca

O lado tratado recebeu uma membrana de latex natural, na superficiec do
enxerto. O lado controle recebeu apenas o enxerto (figura 17, 18 e 19). O
procedimento de sutura foi realizado inicialmente no muasculo e, posteriormente, na

pele com fio seda 4.0 reabsorvivel (figura 20 e 21).




Fig. 17 Colocacio do enxerto 6sseo do lado E

Fig. 18 Colocacio de enxerto 6sseo do lado D

Fig.19 Coloca¢iao da membrana de litex sobre o enxerto 6sseo do lado E



Fig. 20 Fechamento por planos

Fig.21 Suturaecurativo
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Apds os procedimentos cirargicos, como profilaxia a infecgdes, foi
administrada Ampicilina sodica numa dose unica de 1ml/kg por via intramuscular.
Apds os periodos de preservagdo 0S animais foram eutanasiados com

superdosagem de anestésico geral Ketalar (4 ml).

4.4 - Preparo das Pecas e Forma de Analise dos Resultados

A coleta das pegas foi realizada com um disco de Carborundum com auxilio de
micro motor cirargico. Subseqiientemente, as pegas foram fixadas em formol a 10%,
para que posteriormente fossem feitas as analises macroscopicas, microscopicas ¢
radiograficas. Logo apds a analise radiografica, a analise histologica de cada pega foi
realizada para obtermos avaliagdo e quantificagdo da fusdo Ossea a partir de diferentes

técnicas.

4.4.1 — Analise macroscépica

Os espécimes foram analisados macroscopicamente nas suas dimensdes,

coloragdo e fotografados em lente de aproximagao.

4.4.2 - Analise das pecas por imagens radiograficas

Inicialmente as pegas foram envolvidas por um lenco de papel, para a retirada
daumidade. Utilizamos um aparelho de raios X médico com 0s seguintes parametros:
distancia foco-filme 1,15m; tensao 40kV; corrente 1,5mA; tempo de exposigdo 3ms.

Apds a revelagdo os filmes foram digitalizados para posterior analise

comparativa da radiopacidade obtida entre os processos transversos em ambos 0S



51

lados, tratado e controle. O equipamento scanner utilizado é da marca Vidar, modelo
DiagnosticPro, com resolugdo espacial de 300dpi e tamanho aproximado de pixel de

84,67um.

4.4.3 - Volumetria por Tomografia Computadorizada

As pegas das colunas fixas em formol foram submetidas ao processo de
imagem por Tomografia Computadorizada. Estas imagens foram realizadas no
Tomografo Siemens, pertencente ao Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto — FMRP-USP. Foram adquiridas imagens axiais com 1mm de
espessura, diametro de reconstrugdo 254 mm, distancia fonte — detector 940 mm,
distancia fonte — paciente 535 mm, altura 115 mm, direcdo de rotagao CW, tempo de
exposi¢ao 1500s, corrente do tubo 80mA.

Os dados digitais da imagem produzida pelo Tomografo sdo gerados no
padrio DICOM (Digital Imaging Communications in Medicine) os quais foram
utilizados para o calculo do volume. Para tanto, um software foi desenvolvido no
CCIFM (Centro de Ciéncias de Imagem ¢ Fisica Médica) do HCRP (Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto), possibilitando a visualiza¢do de cada fatia a partir de um
determinado nivel de cinza (nimero de CT) e a delimitagdo da area de interesse,
referente a artrodese. O calculo do volume da artrodese na fatia se da pelo produto da
area pela espessura (1mm). O volume final ¢ dado pela soma dos volumes das fatias.

Inicialmente, o software apresenta a imagem da fatia em uma janela, como

mostra afigura 22, a seguir:
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Figura 22: Imagens axiais de coluna de coelhos

A seguir, o software permite que se adote um valor limiar (threshold) de um
determinado nivel de cinza em escala de UH para a apresentagdo das imagens.
Exemplificando, a figura 20 mostra o resultado obtido para o nivel threshold de

100UH.

Figura 23: Imagens relativas a figura 22, apos a aplica¢do do threshold no

vaor de 100UH.

Posteriormente, a delimitacao de uma regido de interesse (ROI) ¢é efetuada
para que sgja feita a volumetria da parte desgjada, no caso desse estudo, onde se
encontra a artrodese implementada. A contagem do niimero de pixels relativos a area
de interesse ¢ armazenada para cada fatia, o que possibilita o calculo do volume. A
conversio de numero de pixels em area ¢ feita através do tamanho do pixel. No
procedimento de aquisSicdo da imagem adotada neste trabalho, cada pixel tem a

dimensio de 0.5mm de altura e largura, valor fornecido pelo software que opera o
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tomografo. Com isso, a area em pixels é convertida em mm?, gue multiplicado pela
espessuara da fatia (1mm) fornece o valor do volume da artrodese na fatia. Como o
namero de CT do osso varia de 100 a 400UH, neste trabalho, adotamos o valor de

100UH como threshold.

4.4.4 — Analise Microscopica

Inicialmente as pecas foram fixadas em formol a 10% por 92 horas, seguida de
descalcificagdo pelo método Morse (solug@o aquosa de acido formico/citrato de so6dio)
e incluidas em parafina. Os cortes microscopicos foram obtidos no sentido
longitudinal com seis micrometros de espessura e corados pelos métodos da
hematoxilina/eosina e Tricomico Masson.

Os cortes microscopicos foram analisados e descritos em todas as suas
peculiaridades. Foram selecionados e fotografados os dados mais relevantes, no
proprio microscopio Nikon H550L, adquirido pelo projeto FAPESP 03/09503-3 sob
responsabilidade do Prof. Dr. Sérgio A. Catanzaro Guimardes. A analise
Histomorfométrica foi realizada através do Software Image Pro-Plus, o qual calculaa
fracdo de volume relativo a estrutura selecionada. Neste trabalho a fragdo de volume

osseo foi determinada.



RESULTADOS
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5- RESULTADOS

5.1 — Agspecto Clinico

Todos os animais mantiveram suas fungdes vitais, permanecendo em gaiolas
individuais, sem imobilizagdo. Nao houve infec¢des pos-operatorias e evidéncias de
reacdo inflamatoria do tipo corpo estranho. Durante o pds-operatério foi observada

excelente recuperagio destes animais.

5.2 — Analise Macroscopica

Asfiguras 24, 25 e 26 mostram fotografias das pegas coletadas das cirurgias.
Através de palpagdo manual das mesmas, bem como se utilizando uma pinga
percorrendo toda a superficie artrodesada a fim de se avaliar se havia ou ndo uma
superficie de dura e consistente entre 0s processos transversos. Através desta
técnica, consideramos artrodesados 6 pegas do lado revestido com a membrana e 5

do lado controle.
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Fig. 24 Pega anatomica em posi¢do ventral, mostrando vértebras, discos, processos
transversos e a area fusionada entre eles. Foi considerado consolidado bilateralmente

através da palpag¢ao manual. O lado tratado esta a esquerda, nesta fotografia.

Fig. 25 — Outra peca com a mesma vista ventral, considera ndo consolidada pela
palpagdo manual bilateralmente. O lado tratado corresponde ao lado direito nesta

fotografia
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Fig. 26 Aspecto dorsal da pega, mostrando 0S processos transversos com a area

fusionada entre eles.

5.3 - Analise Radiografica

5.3.1 - Radiografia

Os filmes foram digitalizados através de um scanner de transmissio e a figura
27, aseguir, mostra alguns dos resultados obtidos.

Evidenciamos que ha maior radiopacidade no lado tratado com membrana em
cinco animais, em dois nao foram notadas diferencas e em apenas um deles houve
maior radiopacidade do lado ndo recoberto com a membrana de latex.

Por esta analise, consideramos radiograficamente consolidado seis lados

tratados com a membrana e cinco do lado controle.
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Figura 27: Radiografias daregiao lombar da coluna vertebral 64 dias apos a cirurgia.
O lado Esquerdo corresponde ao lado tratado com membrana de latex, o lado

Direito, lado controle.
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5.4 Volumetria por Tomografia Computadorizada

A tabela 1 mostra os valores dos volumes obtidos por Tomografia

Computadorizada (TC)

Tabela 1: Volume dsseo relativa a regido de Artrodese obtido por TC, considerando o

nivel 100UH

Animal Lado Controle (cm®)  Lado Tratado (cm®) AVolume (%)

1 0.75 1.59 112.8
2 2.34 151 -35.6
3 2.13 3.62 69.9
4 2.17 2.22 2.2

5 2.71 2.75 15

6 117 3.93 235.9
7 1.85 2.05 10.8
8 1.30 2.56 96.5

Média e SD 1.80 £ 0.67 2.52+0.88

*
Variagdo em relagdo ao lado controle

A figura 28 mostra a representagdo grafica dos valores de volume e a figura 29,
da diferen¢a percentual entre os lados tratado e controle, tomando o lado controle

como referéncia.
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Figura 28 : Representagdo Grafica dos volumes da regido de artrodese de acordo com

atabelal
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5.5 Analise Histologica Descritiva

A analise Histologica descritiva mostrou que todos os animais analisados: lado
controle (somente enxerto odsseo) e tratado (enxerto Osseo + membrana),
apresentaram as areas dos defeitos 6sseos bem evidentes.

Através desta analise, ¢ possivel considerar que o lado controle se mostrou
incipiente em relagdo ao processo de regeneragdo, isto ¢ de neoformagdo Ossea. O
lado no qual foi colocada a membrana (tratado) apresentou maior quantidade de
tecido conjuntivo osteogénico, tecido 6sseo neoformado e também de tecido dsseo
com maior conteido mineral, demonstrando entdo uma regeneragdo mais eficiente
provavel mente pela presenca da membrana.

As figuras 30 e 31 mostram fotomicrografias de laminas histologicas coradas

com Tricromico de Masson. As fotomicrografias foram realizadas com aumento de 2x

Fig. 30 — Histologia do lado tratado com membrana mostrando 0S processos
transversos e a formagio de calo dsseo entre eles. A extensio do defeito apresenta na
lateral esquerda, tecido o6sseo imaturo (TOI) com pontos de tecido Osseo mais
mineralizado (TOM), também pontos de tecido conjuntivo osteogénico (TCO), da
por¢do central para a lateral direita nota-se uma quantidade consideravel de tecido
6sseo maduro (TOM) (trabéculas dsseas) com varias areas com presenga de medula

ossea (MO). Aumento 2x
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Fig. 31 — Foto histolégica do lado onde foi realizada a artrodese sem a utilizagao da
cobertura com membrana de latex. Nesta fotomicrografia observa-se uma fina
camada de tecido conjuntivo osteogénico (TCO) em toda extensdo do defeito, com
pontos de tecido 6sseo imaturo (TOI) mais na regido central, acima do tecido

conjuntivo ha presenga de tecido muscular (TM). Aumento 2x
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5.6 Analise Histomorfomeétrica

A tabela 2 relaciona a fragdo de volume 6sseo entre 0s processos transversos,

de todos os animais, do lado controle e lado tratado.

Tabela 2: Fragdo de Volume Osseo (%) dos lados controle e tratado, obtido por

histomorfometria

Animal Controle Tratado Variagio
1 74+19" 476+ 44" 40,1+6.3
2 474+ 4,7 189+ 15 -285+6.6
3 257472 34,8+ 36 9,0+10.9
4 51,7+ 18,9 458+ 7,8 -5,9 + 26.6
5 421+18" 61.0+19" 189+37
6 166+ 13 41,0+571 244+6,4
7 52,3+9,7 36,4+82 -159+ 17,9
8 14,7227 652+28" 50,5+ 4,9

32,2+18.22 438+ 14,8

* Vaores significativamente diferentes, *P<0,05 e**P<0,01 usando teste ANOVA e Tukey para
comparagdo entre as médias

A figura 32 mostra os valores da fragdo de volume 6sseo de todos os animais e

comparando os lados tratado e controle, obtidos por histomorfometria. E a figura 33

mostra a diferenca entre ambos, tomando o lado controle como referéncia.
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Figura 32: Fragdo dos volumes 6sseos maduro dos lados controle e tratado, obtidos
por Histomorfometria. Diferencas estatisticamente significativas usando teste

ANOVA e Tukey, paracomparagao entre a médias com P<0.05(*) e P<0.01 (**)
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Figura 33: Diferenca entre os volumes 6sseos dos lados controle e tratado, obtidos por

Histomorfometria, tomando o lado controle como referéncia
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6- DISCUSSAO

O tecido oOsseo apresenta alta capacidade de regeneragdo, mas em
determinadas situagdes tal processo deixa de realizar-se, comprometendo a sua
fisiologia.

Muitos fatores locais podem influenciar a cicatrizagao do osso, em alguns
casos esses fatores sio inevitaveis. Em outros casos, métodos racionais podem ser
empregados para limitar os efeitos negativos.

Dentre os fatores que influenciam negativamente na cicatrizagdo do osso
incluem osteoporose, desordens da medula 6ssea, tecido cicatricial, uso de radiagao
ionizante, denervagdo, tumores, infec¢cdo, doenca Ossea local, movimentac¢do
Mecinica e cera Ossea.

A osteoporose ¢ um fator indesgjavel na cicatrizagdo de fraturas, a qualidade
da fixagdo interna ¢ significativamente afetada pela massa dssea e ¢ uma variavel
importante no resultado de fusdes vertebrais. Ademais, tem sido reportado que a
qualidade da medula o6ssea local e outros tecidos regionais em termos de
concentragdo, prevaléncia e potencial bioldgico de células tronco osteogénicas e
osteoprogenitoras pode estar reduzida em idosos. Estas mudangas relacionadas com a
idade podem ou ndo estar diretamente relacionadas com a fisiopatologia da
osteoporose, mas ¢ provavel ter um impacto negativo na biologia do sitio do enxerto
nas artrodeses vertebrais. Estes efeitos podem ser parcialmente revertidos por
estratégias que permitem concentracdo de células osteogénicas de matriz dssea de
outros tecidos.

A estabilidade mecanica do sitio do enxerto ¢ geralmente um fator que ¢

controlado pelo cirurgidao. Boas fixagdes internas com implantes aumentam as chances



67

de se alcangar uma fusdo vertebral. O sitio anatdmico, peso do paciente, nivel de
atividade do paciente e 0 uso de imobilizagao externa sdo todas importantes variaveis.
Altas taxas de fusio vertebral tém sido vistas em pacientes com atrofia muscular
vertebral e distrofia muscular podendo ser resultado de uma diminuida movimentagao
voluntaria.

Invasio tumoral local enfraquece o osso, substitui tecido 6sseo normal e pode
invadir diretamente o sitio de fusdo vertebral. Este problema pode ser parcialmente
resolvido com técnicas especiais de fixagdo vertebral e apropriada irradiacao e
quimioterapia, dependendo do tipo histologico do tumor.

Desordens da medula éssea, tais como talassemia maior podem diminuir o
potencial de células osteogénicas da medula; sSimilarmente, doenga Ossea local, tal
como a doenca de Paget ou a displasia fibrosa pode substituir a populagao de células
osteogénicas normais por células anormais diminuindo o sucesso das fusdes
vertebrais.

O uso da Radiagdo Ionizante ¢ um fator adverso, especiamente quando
administrada peri operatériamente. Ela pode ter um efeito diretamente citotoxico e
induzir a osteonecrose e a formagdo de um extenso tecido cicatricial
hipovascularizado.

Estimulagio elétrica tem se mostrado benéfico no tratamento de ndo unides,
fracasso de artrodeses e pseudo-artrose congénita. Ha evidéncias de que podem ser
uteis em modelos experimentais de fusdes vertebrais.

Através deste trabalho, nos pesquisamos um modelo comparativo de artrodese
inter-transversa lombar em modelo animal utilizando uma membrana de latex num
dos lados. As vantagens do nosso modelo sio a utilizagdo de uma membrana

biologica, de baixo custo, e sem os inconvenientes dos modelos de membrana animal
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gue tem sido amplamente difundidos. A importancia deste trabalho reside no fato
primario de que obtivemos resultados semel hantes de taxas de fusio, do lado controle,
em analises de palpacdo manual e radiograficas tal qual observadas em técnicas
cirargicas com a mesma técnica realizada em humanos, que variam segundo alguns
trabalhos em torno de 33% de taxas de ndao consolidagdo (BODEN, 1995), outros
citam algo em torno de 37.5%(ERULKAR,2001). Nossas taxas de nio consolida¢do
do lado controle foram de 42,8% . Quando analisamos estes valores com o lado em
gue foi adicionada a membrana de latex sobre o enxerto dsseo observamos ja nas
primeiras analises de palpagdo manual ¢ radiografias que houve uma aumento do
namero de animais considerados fusionados, 71.4% .

Demonstramos também o uso potencial deste modelo experimental
respondendo questdes biologicas referentes a fusio vertebral. Representativas secgdes
histol6gicas através da massa de fusdo vertebral durante o processo de fusdo mostram
claramente a presenca de quantidades significativas de osso maduro ¢ imaturo em
formagao.

Animais tém sido usados para estudar fusdo vertebral desde pelo menos 1913,
ainda surpreendentemente pouco ¢ entendido a respeito da biologia da fusdo vertebral
comparado com o profundo entendimento sobre processos de reparagio e cicatrizagio
de fraturas (ALBEE, 1913). A cicatrizagido do enxerto intertransverso ¢ diferente da
cicatrizagdo das fraturas, longos defeitos Osseos e fusdo inter-vertebral anterior.
Durante o processo de fusio intertransversa em humanos, enxerto 6sseo de crista
iliaca é colocado sobre o leito muscular para vertebral em contato direto com 0sso
vertebral que foi eliminado o peridsteo e a cortical e este enxerto ndo pode ser
submetido a cargas mecanicas diretas até que ocorra consolidagdo suficiente para

conectar os dois processos transversos. O meio ambiente mecanico e biologico de
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fusdo entre as laminas ou processos transversos ¢ diferente do processo de fusdo
intertransverso. Assm, o primeiro requerimento para todos os modelos animais de
fusdo intertransversa deve Ser a reprodutibilidade da técnica cirirgica ¢ 0 meio
ambiente para o enxerto 6sseo semelhante ao observado em humanos. O segundo
requerimento deve ser a replicagdo dos resultados tal como observado em humanos,
isto ¢, as taxas de ndo consolidagdo. Os beneficios de se usar estes modelos animais
com coelhos daraga Nova Zelandia foi preencher estes critérios.

Modelos de cirurgia experimental em caes tém sido muito comuns . Alguns
modelos tém estudado a fusdo intercorporal anterior ou fusdes toracicas posteriores,
nenhuma das quais sdo analogos aos processos de fusio intertransversa em humanos .
A maioria dos modelos posteriores tem estimulado fusdo interlaminar, inter facetaria
ou entre 0s processos espinhosos . A conclusio negativa destes modelos caninos foi
gue na sua grande maioria ocorreram fusdes, diferentemente dos resultados
observados em humanos, ndo unides foram extremamente raras, s6 observadas na
jun¢do lombo sacra (MUSCHLER, 2003). Estes modelos ndo revelam os resultados
da maioria das fusdes vertebrais observadas em humanos, bem como o sitio de fusio
realizado na maioria das cirurgias em que se utilliza fusio intertransversa, nas

patol ogias degenerativas lombares.

A maioria dos modelos animais (Caes, carneiros, porcos) ¢ significativamente
mais custosa e ndo simulam o meio ambiente observado para o enxerto em humanos e
ndo produzem resultados melhores que em modelos com pequenos animais. O coelho
¢ um dos menores animais com uma anatomia da coluna lombar comparada os
humanos e suficiente enxerto de cristailiaca para o processo de fusio intertransversa.
Fusdes em animais menores, tais COMO OS ratos, tem na sua maioria sSido posteriores e

nio usado enxerto de cristailiaca.
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As drogas anti inflamatorias , largamente utilizadas, inibem a formagao de
Células oOsseas, reduz a resposta imune a anti inflamatéria e inibe a sintese de

prostaglandinas.

Existem fatores positivos que influenciam na cicatrizagdo e¢ formagdo de
tecido dsseo, dentre eles, aumento da area local de tecido 6sseo parareceber o enxerto
osseo, fontes de células tronco, materiais osteocondutivos, estabilidade mecanica,
cargas mecanicas, fatores promotores de recrutamento, ativacdo e proliferacdo de
células osteoblasticas, fatores osteocondutivos e fatores promotores de angiogénese e

estimulagio elétrica.

Avangos ja tem sido feitos dentro das estratégias e materiais de enxerto
capazes de substituir o tecido osseo retirado do sitio doador com o intuito de aumentar
as taxas de fusio vertebral e diminuir a morbidade do sitio doador, entretanto, o

enxerto osseo da crista iliacaainda é “gold standard” nos processos de fusio.

O potencial para avangos adicionais na area de fusdo vertebral e tecidos de
reparagdo e regeneragdo na coluna é vasto. Avancos na biologia das células tronco
(NAKAJMA et al, 2007), biomateriais (CHOI et al, 2007; HILE et a, 2006; MAGIT
et al, 2006), fatores de crescimentos purificados e manufaturados (HISAMITSU et dl,
2006; NAMIKAWA et al, 2005) e outras biomoléculas e carreadores destes agentes
tem se difundido ultimamente de forma rapida (KRAIWATTANAPONG et al, 2005;

MINAMIDE et al, 2004).

Muitas pesquisas tem sido realizadas com a utilizagio de proteinas
morfogenéticas (BMPs) e diferentes carreadores, como colageno, matriz dssea,
hidroxiapatita, além de avangos na area de implantes que aumentariam a estabilidade

mecanica. Minamide e colaboradores (MINAMIDE et al, 2004) testaram em coelhos
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diferentes carreadores para BMP: o cimento de tricalcio-fosfato (TCP), ceramica
6ssea bovina (True Bone Ceramics) e o colageno tipo I. A fusdo espinhal foi analisada
avaliada radiograficamente, por palpagdo manual, por teste biomecanico (teste tensdo
uniaxial) e analise histologica, nos periodos de 3 ¢ 6 semanas apds a cirurgia. Os
autores determinaram que o TCP e a ceramica ossea bovina forneceram melhores
resultados em relagdo ao colageno que é o carreador usado tradiocinalmente. Mais
recentemente Namikawa e colaboradores (NAMIKAWA et al, 2005) testaram outros
sistemas carreadores, o beta TCP associado a0 gel polimérico (PLA/DX/PEG) e a
rhBMP, obtendo bons resultados de fusdo intervertebral. Os autores ainda relatam
gue, com o uso deste sistema carreador, a dose de rhBMP para produzir a fusio foi

menor em comparagdo a outros trabalhos relatados na literatura.

Kraiwattanapong e colaboradores (KRAIWATTANAPONG et al, 2005)
realizaram um estudo comparativo (em coelhos) entre a combinagdo esponja de
colageno e hidroxiapatita (Healos bone void filler) associada a medula Ossea
heparinizada e rhBMP-2 liberada por esponja de colageno (INFUSE Bone Graft),
envolta em esponja ceramica de colageno (Matergraft Matrix: 15%HA e 85%TCP)
como meio de suporte. Apbs 8 semanas obsevaram através de palpacdo manual,
radiografia plana e tomografica e testes histologicos com material ndo descalcificado
gue o grupo 2 (INFUSE/Mastergraft Matrix) proporcionou uma solida fusdo espinhal,
diferentemente do outro grupo, tratado com Healos associado com medula dssea.
Neste grupo, as radiografias e imagens de TC mostraram uma neoformagido Ossea
proxima aos processos transversos, mas em nenhum destes animais foi observada uma
massa continua de fusao.

Para avaliar a eficacia do fator de crescimento e diferencia¢do recombinante

humano 5 (rhGDF-5), Magit e colaboradores (MAGIT et a, 2006) realizaram um
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estudo comparativo usando Healos ( colageno tipo I e Hidroxiapatita, DePuy Spine)
como sistema carreador deste fator (Grupo 1), apenas o carreador (Grupo 2) e enxerto
autégeno de crista iliaca (Grupo 3). Apos 8 semanas, através de palpacdo manual, o
grupo 3 (0sso autogeno) revelou uma taxa de fusdo de 38%, enquanto que o grupo 2
(Healos apenas) uma taxa de 0% e o grupo 1(rhGDF-5+Healos), 100%, concluindo
gue este fator de crescimento liberado por este sistema carreador ¢ uma alternativa
potencial para enxerto dsseo.

As técnicas de engenharia tecidual com uso destas proteinas sdo de alto custo
e, particularmente no Brasil, 0 uso de BMPs ainda nao esta autorizado pela ANVISA
para uso em Ortopedia. Além disso, o dsseo autdogeno ¢ ainda considerado o padrao
ouro para material de enxerto nafusio lombar posterolateral. Varios trabalhos buscam
otimizar 0 uso do enxerto 6sseo autdgeno, na tentativa de proporcionar maiores taxas
de fusdo. Yee e colaboradores (YEE et al, 2003) em estudos realizados em coelhos,
utilizaram uma massa de 0sso desmineralizado alogenico em associagdo a 0sso
autogeno da crista iliaca, na tentativa de aumentar a massa fusional e concluiram que
as taxas de fusio foram maiores em relagao ao uso apenas do enxerto de o0sso
autogeno. Mais recentemente, Choi e colaboradores (CHOI et a, 2007) demonstraram
em estudo experimental realizado em coelhos, que 0 0sso desmineralizado combinado
com hialuronato e gelatina formando uma tira sélida quando associado ao 0sso
autéogeno resulta em um taxa fusional de 100%, avaliada por palpagdo manual,

enquanto que o uso de apenas 0 0Sso autdgeno, produziu uma taxa de 37.5%.

Neste contexto, utilizando o0 modelo animal ja fundamentado de fusdo lombar
posterolateral em coelhos (BODEN, 1995), estudamos a influéncia da membrana de
latex natural associado a0 uso de 0sso autdégeno neste processo de fusdo. O latex é

derivado da seingueira, hevea brasilienses, e apresenta certas vantagens relevantes a
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esta aplicagao como: elasticidade, flexibilidade, resisténcia mecanica, angiogénese,
baixo custo (MAZOCCO, 2002) e, além disso, ¢ de origem vegetal, ndo tendo

potencial de transmissio de doengas infecciosas (PINHO, 2003).

O latex natural ¢ um cicatrizante natural da seringueira, a partir dai, estudos
vem sendo desenvolvidos para comprovar as caracteristicas indutoras de
neovascularizagdo e regeneracdo tecidual que foram atribuidas a esse

material (ZIMMERMANN, 2006).

Tanto em contato temporario com os tecidos como em contato permanente, o
latex apresenta amplo uso na area da satide. Como contato temporario com os tecidos
humanos ocorre na forma de luvas, émbolos de seringas, sondas, drenos cirtrgicos,
dique de borracha para isolamento dentario, etc. E, como em contato permanente, na
forma de cones para obturagdo de canais radiculares em endodontia. Em sua forma
natural, ha poucos relatos de seu uso continuo em medicina e odontologia. Em nosso
estudo, os achados em nivel macroscopico ¢ microscopico nao indicaram sinais de
reagdes alérgicas e¢/ou de rejeicdo. Apesar de ser um biomaterial nao absrovivel, ndo
foi observada reagdo inflamatodria tipo corpo estranho nos tecidos em contato com as

membranas.

Neste trabalho observou-se que a membrana de latex natural foi de facil
manipulagdo e implantagdo. O processo de consolidagdo éssea foi estudada com 8
semanas. Os resultados deste estudo foram obtidos por analise macroscépica,

radiografia, tomografia computadorizada e microscopia optica.

A radiografia convencional foi posteriormente digitalizada por oferecer maior
precisio para a realizagdo da interpretagdo radiografica da consolidagdo 6ssea dos

grupos estudados, sendo considerado um exame rapido e preciso na busca ¢ analise da
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imagem. Apos o periodo de 8 semanas, os estudos radiograficos mostraram que o
grupo tratado com enxerto osseo de crista iliaca adicionado de mambrana de latex
apresentou uma maior taxa de consolidagdo quando comparado com o lado controle

(75% X 62,5%).

Outra analise, por palpagdo manual, das pegas cirurgicas retiradas dos animais
eutanasiados também mostraram um maior indice de consolidagdo do lado adicionado
com membrana de latex quando comparado com 0 lado controle apds 8 semanas (75%

X 62,5%) .

A volumetria por tomografia computadorizada foi realizada apenas na regiao
da artrodese e, considerando-se o erro de 5% do processo de media, dos 8 animais,
5(62,5%) apresentaram volume 6sseo maior no lado tratado, 2(25%) apresentaram o
mesmo volume ésseo e 1(12,5%) apresentou volume dsseo maior no lado controle. O
resultado globa da média dos volumes apresentou diferenga significativa (p<0,1)

usando teste ANOV A para comparacio entre as médias e teste Tukey.

Os resultados histol6gicos apos 8 semanas confirmaram que a formagao dssea
do lado tratado foi superior em relacdo ao lado controle, mediu-se a fragdo de osso
maduro dos lados controle e tratado, em duas laminas e comparamos as médias. OS
resultados demonstraram que o lado tratado apresentou maior volume de 0sso maduro
em quatro animais com diferencas estatisticamente significativas usando-se o teste
ANOVA e Tukey, o lado controle apresentou maior volume em 1 animal, com
diferanca estatisticamente significativa e os demais (3) ndo apresentaram diferencgas
entre os lados. Portanto, os resultados da histometria sio semelhantes com os de

volumetria por tomografia.
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7 - CONCLUSOES

O uso da biomembrana de latex natural associado a0 enxerto de 0sso
autégeno mostrou resultados superiores de tecido 6sseo formado quando comparado
com o lado controle, portanto, sendo considerada um material promissor para futuros

estudos de model os experimentais de artrodese postero-lateral de colunalombar.
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