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Matriz 6ssea homologa desmineralizada associada a medula 6ssea autégena
fresca na artrodese vertebral dorsolateral lombar em coelhos
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RESUMO

Foi avaliada a matriz 6ssea homologa desmineralizada (MOD), associada a medula 6ssea autégena fresca
(MO), na artrodese vertebral dorsolateral lombar em 24 coelhos (grupo 1), depositada sobre os processos
transversos de Ls-Lg previamente descorticados. Em outros nove coelhos (grupo-controle), foi realizada
apenas a descorticacao dos processos transversos e nas diferentes avaliacdes, foi observada insignificante
reagdo periosteal local, sem unido dssea. No grupo 1, as cinco semanas de pds-operatorio, 87,5% dos
animais apresentaram unido (artrodese) a palpacgdo, seguido por 75 e 100% as sete e nove semanas,
respectivamente. Os indices de artrodese aos RX foram de 50%, 62% e 75%, no mesmo periodo de
avaliagdo. Histologicamente, as cinco semanas havia caracteristicas de osteointegragdo da MOD com os
processos transversos descorticados, de onde partiram os vasos sangiiineos que penetraram a matriz, ¢
presenca de ilhas de cartilagem no centro do enxerto. Nas semanas seguintes, a ossificagdo endocondral
evoluiu e a MOD foi quase totalmente substituida por tecido 6sseo trabecular, formando uma ponte de
osso maduro entre e sobre os processos transversos adjacentes, propiciando ao segmento operado maior
resisténcia mecénica em comparagdo aos segmentos adjacentes. A associagdo da MOD com a MO
mostrou-se uma opc¢ao exeqiiivel e de baixo custo na artrodese vertebral dorsolateral lombar em coelhos.
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ABSTRACT

It was evaluated the homologous demineralized bone matrix (HDBM), associated with the fresh
autogenous bone marrow (FABM), in the vertebral dorsolateral lumbar union in 24 rabbits (group 1),
that was placed on the transverse processes of previously decorticated L5-L6 vertebrae. In other nine
rabbits (control group), it was just accomplished the decortications of the transverse processes, which
showed insignificant local periostial reaction, without bone union after different evaluations. In the group
1, after five weeks of postoperative interval, 87.5% of the animals presented union (arthrodesis), which
was observed by palpation, followed by 75 and 100% after seven and nine weeks, respectively. The
arthrodesis indexes to X rays were of 50%, 62% and 75%, in the same evaluation period. According to
histological analysis, after five weeks, there were characteristics of osteointegration of HDBM with the
decorticated transverse processes, from where the blood vessels that penetrated the bone matrix
originated, and the presence of cartilage tissue in the center of the graft. In the following weeks, the
endocondral ossification continued and HDBM was almost totally substituted by trabecular bone tissue,
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forming a bridge of ripe bone among and over the adjacent transverse processes, propitiating larger
mechanical resistance to the operated segment in comparison to the adjacent segments. The association
of HDBM with the FABM showed as a feasible option with low cost in the vertebral dorsolateral lumbar

arthrodesis in rabbits.

Keywords: vertebral fusion, demineralized bone matrix, bone marrow

INTRODUCAO

O método padrdo para artrodese posterolateral
lombar utiliza o autoenxerto da crista iliaca
(Feighan at al., 1995). Os riscos relacionados a
esse tipo de procedimento incluem: ndo-unido,
que pode variar de 10 a 50% (Cook et al., 1995)
e requer nova cirurgia; quantidade insuficiente de
material disponivel para coleta e artrodese e
possibilidade de ocorréncia de parestesia no local
de coleta, até trés anos apoOs a cirurgia, no ser
humano (Martin et al., 1999).

O aloenxerto de matriz 6ssea desmineralizada
(MOD) pode ser utilizado como alternativa,
eliminando as complicagdes relacionadas com o
sitio doador (Guizard et al, 1992). O baixo
potencial osteogénico, alto indice de reabsor¢ao
e a pequena revascularizagdo podem limitar sua
eficacia (Damien e Parsons, 1991).

A medula 6ssea (MO) possui células primordiais
indiferenciadas, denominadas células tronco, que
possuem o potencial de se diferenciarem em
células da linhagem dssea (Barros et al., 2001).
Frenkel et al. (1993) demonstraram que a adi¢ao
da MO pode aumentar a quantidade de osso
formado e, conseqiientemente, o sucesso da
artrodese.

A MOD apresenta a habilidade de aderir e
fornecer moléculas bioativas (BMP) que,
associadas a presenca de células
osteoprogenitoras no local de enxertia, assim
como aos fatores bioativos provenientes da
medula oOssea autégena fresca, ampliam o
potencial osteoindutor (Maddox et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
da matriz 6ssea homologa desmineralizada,
associada a medula dssea autogena fresca, de
promover a artrodese vertebral dorsolateral
lombar em coelhos.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 33 coelhos machos e fémeas,
clinicamente sadios, com oito semanas de idade,
da raca Nova Zelandia Branca e peso médio de
3kg. Os animais, mantidos em gaiolas
individuais e alimentados com ra¢do comercial e
feno, foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos. O grupo 1 (G1) foi composto por 24
coelhos que receberam aloenxerto de matriz
o0ssea desmineralizada, bilateralmente, sobre os
processos transversos descorticados das vértebras
lombares cinco e seis (Ls e Lg). O grupo 2 (G2)
constituido de nove coelhos, cujos processos
transversos de Ls e Lg foram descorticados,
bilateralmente, foi utilizado como controle. Oito
coelhos do G1 e trés do G2 foram escolhidos de
forma aleatodria e submetidos a eutandsia em cada
periodo de observacdo: as cinco, sete e nove
semanas do pds-operatorio.

A MOD foi coletada a partir da diafise de fémur
de outros coelhos da mesma raga e porte,
sacrificados com sobredosagem anestésica
(tiopental sddico). Apds a remogdo de todo
tecido mole, com auxilio de bisturi, as diafises
foram desmineralizadas por imersdo em acido
hidrocloridrico 0,6N, por 24 a 48 horas, em
temperatura ambiente. O acido foi trocado a cada
24 horas e o osso, considerado desmineralizado
quando se apresentou flexivel e transparente, foi
estocado em dalcool 70°GL a temperatura
ambiente. No momento da cirurgia, o osso foi
cortado em seu eixo longitudinal e em segmentos
de, aproximadamente, 0,5cm de largura por
2,0cm de comprimento.

Cada coelho recebeu como medicagdo pré-
anestésica maleato de acepromazina
(0,1mg/kg/1V), seguida de anestesia dissociativa
com tiletamina-zolazepam (20mg/kg/1V),
associada a infiltragdo de anestésico local, na
dose de 0,75ml. Antibioticoterapia foi realizada
com ceftiofur sédico (5mg/kg/IM), no periodo
pré-operatorio e 24 e 48 horas apds o
procedimento cirurgico.
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Os animais foram posicionados em decubito
ventral, com os membros pélvicos estendidos
cranialmente. O procedimento iniciou-se com
uma incisdo de pele na linha média dorsal
lombar, de aproximadamente Scm de extensio,
tendo como referéncia os processos transversos
de Ls e L¢. Bilateralmente, foi realizada uma
incisdo na fascia paramediana apds a infiltragdo
de 0,5ml de lidocaina. Os musculos multifidus e
longissimus foram identificados e o plano entre
eles foi divulsionado, permitindo a exposi¢do dos
processos transversos de Ls e Ls ¢ da membrana
intertransversa. Com o auxilio de um osteétomo,
a face dorsal desses processos, de ambos os
lados, foi descorticada até visibilizar a regido
ossea medular, permitindo a deposicdo da MOD.

A MO foi obtida durante o periodo trans-
operatorio, pela aspiragdo com agulha para
pungdo medular (16 G), acoplada a seringa
estéril de 20ml, heparinizada (apds aspiragdo e
devolu¢do do contetido ao frasco de heparina
5000UI/ml), inserida na crista iliaca posterior até
a cavidade medular, segundo técnica descrita por
Barros et al. (2001). Imediatamente apds a
coleta, 2ml de medula integral foram depositados
no local de enxertia, bilateralmente, sobre toda a
extensdo da MOD.

A fascia paramediana ¢ o tecido subcutianeo
foram suturados com categute cromado 4-0, em
padrdo de sutura Reverdin, e a pele aproximada
com fio de nailon 4-0, em padrdo continuo
simples. A analgesia pds-operatoria foi obtida
com sulfato de morfina (0,4mg/kg, VO, qid),
durante os trés primeiros dias apds o
procedimento cirtrgico.

As avaliacdes radiograficas foram feitas na
incidéncia dorso-ventral, em todos os animais,
imediatamente apds o procedimento cirlirgico e a
eutanasia. As analises basearam-se na presenga
de massa Ossea uni ou bilateralmente, sendo
caracterizada artrodese na presenga de massa
ossea intertransversa bilateral, sem
radioluscéncia.

Apos a eutandsia, a coluna vertebral lombar foi
removida e os segmentos entre Ls e Lg foram
palpados, assim como os segmentos adjacentes,
proximal e distal, permitindo classifica-los
quando solidos e firmes a movimentag¢do, como
artrodese vertebral.
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A avaliacdo histologica foi realizada em 12 e
nove animais do Gl e G2, quatro e trés a cada
momento da eutandsia, respectivamente. Os
cortes  histologicos foram corados com
hematoxilina-eosina e tricrdmico de Masson. A
massa de unido sobre os espagos interlaminares
foi analisada com base no tipo de tecido de
reparacdo predominante.

A avaliagdo da resisténcia a tracdo foi realizada
em 12 animais do G1, quatro a cada semana de
eutanasia, escolhidos aleatoriamente.
Imediatamente antes do teste, todo o tecido
muscular remanescente, os discos intervertebrais
e os processos articulares foram removidos com
0 auxilio de um bisturi, mantendo a massa de
unido e a membrana intertransversa conectadas
as duas vértebras unidas. Posteriormente, os
corpos vertebrais das vértebras Ls e Ls foram
perfurados perpendicularmente com pinos de ago
de 3,2mm de diametro ¢ 12cm de comprimento,
posicionados paralelamente entre si. Um sistema
composto de correntes foi acoplado aos pinos e
ao aparelho de tragdo. A carga de tragdo foi
aplicada seqiiencialmente ao deslocamento e
seus valores registrados em Newtons (N). Os
dados do deslocamento foram registrados em
milimetros.

O teste foi realizado no laboratorio de papel e
celulose (LPC) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), utilizando tensidmetro'. As
propriedades avaliadas foram: forca maxima ao
ponto de ruptura (forga necessaria para romper
totalmente o corpo de prova, expressa em N ou
um de seus multiplos); for¢a ao limite de
elasticidade (forca absorvida pelo corpo de prova
no seu limite maximo de elasticidade, ou seja, o
corpo manteve a capacidade de retornar a sua
estrutura original, sem sofrer deformacao,
expressa em N) e rigidez (habilidade do corpo de
prova resistir as deformac¢des em fungdo das
tensoes aplicadas, expressa em N/cm).

Também foram calculados os indices de unido:
forca maxima do grupo tratado pela forca
maxima do controle; for¢a limite de elasticidade
do tratado pela for¢a limite de elasticidade do
controle e razdo da rigidez do tratado pela rigidez
do controle.

! Instron, modelo 4204, Sdo Paulo, Brasil.
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Os dados radiograficos para a presenga de unido
nos dois grupos, assim como a avaliagdo por
palpacdo e os dados histologicos foram
analisados de forma descritiva, comparando-os e
avaliando evidéncias de artrodese. Os resultados
do teste de resisténcia a tracdo foram avaliados
pelo teste t de Student, para comparagdo entre

duas médias de amostras aleatérias
independentes (P<0,05).
RESULTADOS

Todos os animais toleraram bem o procedimento
cirargico, deambulando imediatamente apds a
recuperacdo anestésica e locomovendo-se
normalmente no dia seguinte a cirurgia. Todas as

feridas cirlrgicas cicatrizaram em primeira
intencdo. Em dois animais do G1, submetidos a
eutanasia as sete semanas, foi observado
abscesso unilateral, proximo a regido da enxertia.
Nesses casos, a MOD encontrava-se intacta € ndo
aderida aos processos transversos.

Durante o teste de palpagdo, em todos os
momentos de eutanasia, os segmentos vertebrais
adjacentes a Ls e Lg, bem como os segmentos
descorticados dos nove animais do grupo-
controle,  apresentaram  mobilidade, ndo
revelando sinais de unido. Os segmentos que
receberam a MOD associada a MO as cinco
semanas apresentaram indice de unido de 87,5%,
as sete semanas de 75% e as nove, de 100%
(Tab. 1).

Tabela 1. Resultado da palpacdo (PM) e da avaliagdo radiografica (AR) do segmento Ls-Ls, em fungio do
tempo pos-operatorio, nas vértebras lombares submetidas a artrodese com matriz 6ssea desmineralizada e

medula dssea

Caracteristica 5 semanas 7 semanas 9 semanas

PM AR PM AR PM AR
Com artrodese 7 (87,5) 4(50,0) 6 (75,0) 5(62,5) 8 (100,0) 6(75,0)
Nao unido 1(12,5) 4(50,0) 2 (25,0) 3 (37,5) 0 2 (25,0)

N= 8. Valores entre paréntesis representam a %.

A andlise radiografica do G1 as cinco semanas,

quatro animais (50%) apresentaram
radiopacidade na area de enxertia, unindo dois
processos transversos bilateralmente,

considerados artrodese. As sete semanas, essa
condi¢do ocorreu em cinco coelhos (62%) e as
nove, em seis (75%). Estes resultados sdo
apresentados na Tab. 1 e Fig. 1.

No grupo 2, nos trés momentos avaliados, houve
apenas minima reacdo periosteal sobre os
processos  transversos, condi¢do observada
histologica e radiograficamente (Fig. 1).

Histologicamente, as cinco semanas, no Gl
foram observadas caracteristicas de
osteointegragdo da MOD com o0s processos
transversos, sendo a matriz penetrada por vasos
sangiiineos e ocorrendo formagdo de tecido
condroide na interface, seguida por crescimento
osseo endocondral. Houve também formacgdo de
tecido condroide no centro do enxerto,
coincidente com o local de deposig¢do da medula
Ossea autdgena fresca, caracterizando centro de
ossificagdo (Fig. 2A).
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As sete semanas a matriz continuou a ser
reabsorvida e substituida por tecido condroéide
em toda sua extensdo, principalmente a partir dos
processos transversos. Foi observada presenca de
ilhas cartilaginosas no centro do enxerto,
ocorrendo também ossificagdo endocondral e
formagdo de osso imaturo (Fig. 2B).

As nove semanas, o processo de ossificagdo
endocondral continuou a evoluir ¢ a MOD foi
substituida em quase sua totalidade por tecido
0sseo, com trabéculas formando ponte de osso
maduro entre dois processos transversos
adjacentes (Fig. 2C).

No teste de resisténcia a tragdo houve diferenga
significativa entre as vértebras que receberam a
MOD associada a medula 6ssea e as vértebras
adjacentes, utilizadas como controle, quanto a
forca ao ponto de ruptura e forca ao limite de
elasticidade. Contudo, n@o houve diferenga
significativa entre as semanas analisadas. Os
resultados dos testes biomecénicos sdo
apresentados nas Tab. 1 e 2.
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Figura 1. Aspecto radiografico apds a cirurgia. (A) as nove semanas apds a descorticagdo dos processos
transversos sem a adigdo de enxerto: reagdo periosteal (setas). (B) as cinco semanas apds enxertia com
MOD associada a MO: presenca de areas radiolucentes (setas), ndo formando ponte éssea entre dois
processos transversos adjacentes bilateralmente. (C) as sete semanas apos cirurgia: artrodese unilateral
(seta). (D) as nove semanas ap6s a cirurgia: artrodese bilateral.
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Figura 2. A. Fotomicrografia da regido de enxertia, as cinco semanas apoOs a cirurgia: integracdo do
enxerto (MOD) ao processo transverso (PT), MOD sendo reabsorvida e substituida por tecido condroide
(TC). Formagao de tecido condroéide (seta) no centro da MOD. H & E. 63 X. B. Fotomicrografia da regido
de enxertia as sete semanas apds a cirurgia: ossificacdo endocondral (OE) substituindo a matriz dssea
desmineralizada (MOD). Tecido condroide (TC) e Processo transverso (PT). H & E. 63 X. C.
Fotomicrografia da regido de enxertia as nove semanas apds a cirurgia: regido central do enxerto
substituida predominantemente por tecido dsseo trabecular (TO) e tecido 6sseo imaturo (Oi). Tricromico
de Masson. 63 X.
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Tabela 2. Médias dos resultados dos testes de resisténcia a tracdo realizados nas vértebras Ls-Lg, tratadas
(VT), em relagdo as vértebras L;-L4, ndo tratadas (NT), em funcdo do tempo

Teste de trag@o
Forga maxima Indice Forga limite Indice Rigidez Indice
Semanas VT NT T/N VT NT T/N VT NT T/N
Cinco 326,7aA 149,1aB 2,1 215,6aA  118,8aB 1,8 908,2aA  270,5aB 33
Sete 351,4aA  203,4bB 1,7 216,5aA  152,3bB 1,4 846,5aA 551,4bB 1,6
Nove 344,5aA  201,7bB 1,7 217,3aA  162,5bB 1,3 837,2aA  555,7bB 1,5

Para cada variavel, médias seguidas por letras distintas minusculas na coluna ou maiusculas na linha diferem entre si (P<0,05).

DISCUSSAO

A coluna vertebral dorsolateral consiste em um
ambiente desafiador para a formagdo Ossea,
diferente do que acontece com ossos longos.
Material que apresenta resultados satisfatorios
em defeitos Osseos pode ndo se comportar da
mesma forma na unido vertebral dorsolateral
lombar (Martin et al., 1999). A utilizagdo isolada
da MOD na unido vertebral ndo demonstrou
resultados satisfatorios, e poucos estudos foram
realizados em relagdo a utilizagdo da MO na
unido vertebral (Damien e Parsons, 1991). A
associacdo desses compostos pode ser uma opcao
exeqiiivel e de baixo custo, motivo pelo qual foi
realizado este estudo.

As analises radiograficas demonstraram aumento
gradativo da radiopacidade na regido do enxerto
no decorrer do periodo poés-operatorio, nos
animais do Gl. O tecido de unido apresentou,
desde as cinco semanas, homogeneidade em toda
sua extensdo, que pode ser atribuida a acao da
medula o6ssea distribuida ao longo da matriz
desmineralizada. @Também a MOD foi
responsavel pela deposi¢do oOssea de forma
organizada e restrita ao ambiente, atuando como
arcabouc¢o osteocondutor. Tal condi¢do também
foi observada por Damien e Parsons (1991) e
Guizard et al. (1992).

A diminuicdo do indice de unido na sétima
semana de sacrificio, de 87,5% para 75%,
coincide com a presenca de abscesso unilateral
encontrado em dois animais do GI, o que,
provavelmente, determinou a ndo incorporagdo
do enxerto.

A incongruéncia entre os dados radiograficos e o
exame por palpagdo pode ser explicada pelos
resultados histologicos. Houve casos em que
animais foram classificados como ndo-unido,
cujas areas radiolucentes presentes na radiografia
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histologicamente foram representadas por ilhas
de cartilagem. Mas a palpacdo, a area operada
estava firme e sem mobilidade, sendo
considerada a ocorréncia de unido. Isto significa
que nem sempre os achados radiograficos
refletiram a condi¢do clinica real do paciente.

A vascularizacdo e as ilhas de tecido condrdide
no centro da regido de enxertia (Fig. 2), a quinta
semana apds a cirurgia, coincidem com os
achados de Wilson et al. (1985), que afirmaram
que a incorporagdo do enxerto Osseo estd
diretamente relacionada a vascularizagdo e
presenca de material osteogénico no local. Nas
semanas seguintes de avaliacdo, a ossificagdo
ocorreu de forma endocondral,
predominantemente a  partir das  areas
descorticadas dos processos transversos, que
atuaram  fornecendo  nutrientes.  Segundo
Ishikawa et al. (1994), a descorticagdo ¢
procedimento essencial para ocorréncia da
integracao do enxerto.

Nesta pesquisa, na nona semana, foi observada
area de osso trabecular maduro comunicando-se
com a regido receptora dos processos transversos
descorticados durante a cirurgia, que pode ser
imputado a acgdo das células medulares
associadas ao enxerto Osseo desmineralizado
que, segundo Wittbjer et al. (1983) e Barros et al.
(2001), influenciam a osteogénese nos estagios
iniciais de cura, adiantando o processo.

Morone ¢ Boden (1998) citaram que a
quantidade de proteina morfogenética Ossea
(BMPs) liberada a partir da desmineralizagdo ndo
¢ suficiente para intensificar a formacao 6ssea na
coluna vertebral. Contudo, no presente estudo, a
adi¢do da MO pareceu incrementar a propriedade
osteoindutora da MOD, tal como foi relatado por
Frenkel et al. (1993), Maddox et al. (2000) e
Barros et al. (2001). A medula dssea, além de
fornecer células osteoprogenitoras, fornece
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fatores de crescimento que se somam a atividade
osteoindutora, determinada pela BMP presente
na MOD (Kalfas, 2001).

Houve diferenca entre os grupos quanto ao
indice de rigidez. O maior indice de rigidez
indica que as vértebras que receberam o enxerto
0sseo e medula suportaram mais for¢a e
deformaram menos que as vértebras-controle
submetidas a mesma carga; para a coluna
vertebral, submetida a forgas deformantes
constantes, quanto maior o indice de rigidez da
massa 0ssea, maior a estabilidade do segmento e
conseqiiente sucesso da unido vertebral e
resolucdo da sintomatologia dolorosa.

Os segmentos tratados mostraram maior
resisténcia biomecanica quando comparados aos
segmentos ndo tratados. Isto demonstra que o
tecido o6sseo foi o responsavel pela maior
resisténcia dos  segmentos tratados em
comparag@o com os do grupo-controle.

Boden et al. (1995) realizaram testes
biomecéanicos com o mesmo protocolo, porém
utilizaram o autoenxerto da crista iliaca e
obtiveram resultados semelhantes ao encontrado
no presente experimento. Esses autores
determinaram em coelhos, média do indice de
for¢a ao ponto de ruptura igual a 1,78+0,13, 10
semanas apos a cirurgia. Neste estudo a média de
todos os animais tratados com MOD e medula
Ossea apresentaram valores bem proximos,
1,78+0,23. Presume-se que o comportamento do
tecido formado pelo enxerto d6sseo de MOD
associado a medula o6ssea frente aos testes foi
semelhante ao demonstrado pelo tecido formado
pelo autoenxerto da crista iliaca.

CONCLUSOES

Em coelhos, a matriz o6ssea homologa
desmineralizada associada a medula oOssea
autogena fresca e depositada sobre os processos
transversos descorticados das vértebras lombares
cinco e seis determina a formagdo de tecido
6sseo homogéneo em toda sua extensdo, cuja
vascularizagdo origina-se, predominantemente,
nos processos transversos descorticados. Na
interface osso/enxerto a ossificagdo endocondral
gradativamente substitui a matriz, propiciando ao
segmento operado maior resisténcia mecénica
em comparagdo aos segmentos adjacentes.
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