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Este trabalho tem como objectivo o estudo dainfluéncia da variac8o quantitativa do
enxerto de 0sso esponjoso autélogo nas suas potenciais propriedades osteogénicas.
Para tal, recorreu-se a um modelo de osteotomia na ovelha, com a remoc&o de um
segmento de 4 mm ao nivel dadiéfise médiadatibiaesquerdaem vinte e um animais,
estabilizado com placa de osteossintese e em que se aplicaram diferentes quantidades
de auto-enxerto de 0sso esponjoso de forma (1) ando preencher natotalidade (1,5 g),
(2) apreencher sem compresséo (3 g) e (3) apreencher com uma quantidade excessiva
(5 ) o referido defeito 6sseo (n = 5/cada grupo). Realizou-se igualmente (4) uma
osteotomiacontrolo (n = 6) em que o defeito 6sseo permaneceu vazio. A comparagao
da evolucdo da regeneracdo 6ssea ao longo do periodo pos-operatério de 12 semanas
foi realizadaatravés de exames radiograficos convencionais e andlise de densitometria
Optica e, apos a eutanésia das ovelhas, por densitometria dssea radiol égica (DEXA),

analises histologicas e histomorfometria 6ssea. A densidade 6ptica foi

significativamente afectada (p<0,0001) pel ostratamento e tempo e ocorreram diferencas
significativas entre os vérios grupos em estudo paraum mesmo tempo do periodo pos-

operatério: no pos-operatorio imediato e as 22 (p <0,01), 42 (p <0,001), 62 e 82semanas
(p <0,05), masnao as 10?e 122 semanas (p >0,05) pos-operatérias. A densidade mineral

Ossea (BMD), obtidapor DEXA, foi de 0,4347 + 0,3821 g/cm? no grupo controlo ede
0,7482 + 0,2327 g/cm?, 0,9517 + 0,2292 g/cm? e 1,0409 + 0,0681 g/cm? nos grupos que
haviam recebido 1,5 g, 3 g e 5 g de enxerto dsseo, respectivamente. O volume Gsseo
(BV), determinado por histomorfometria dssea, foi de 39,2 + 24,4% no grupo controlo
ede62,0+ 14,4%, 76,0+ 15,2% e 84,0 + 4,2% nosgruposque receberam 1,59, 3ge5g

de enxerto 0sse0, respectivamente. A BMD e o0 BV foram significativamente af ectados
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente) pelo tratamento n&o tendo, no entanto, existido

diferencas significativas (p>0,05) entre 0s grupos que haviam recebido as quantidades
mais elevadas de auto-enxerto de 0sso esponjoso a 122 semana pos-operatoria.

Concluiu-sendo existir vantagem num excessivo preenchimento do local daosteotomia
por auto-enxerto de 0sso esponjoso, sendo necessario apenas a obtengdo da
guantidade necessaria de enxerto 6sseo ao preenchimento do defeito 6sseo da
osteotomiaem causa.
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. SUMMARY _____________________
THEEFFECT OF THEQUANTITATIVEVARIATION OF AUTOLOGOUS

SPONGY BONE GRAFT APPLIED FORBONE REGENERATIONINAN
EXPERIMENTAL MODEL OFTIBIAOSTEOTOMY

This study aimed at studying the influence of the quantitative variation of the
autologous spongy bone graft on its osteogenic properties by virtue of the fact that
its attainment hasinconveniences of significant morbidity at local donor level and the
limited quantity of grafting able to be obtained. Recourse was made to an osteotomy
model for this purpose with the removal of asmall 4 mm segment at the mid-diaphysis
of the left tibia of twenty one sheep, stabilised by an osteosynthesis plate on which
different quantities of autografting spongy bone were applied so that the referred
bonedefect (1) would not to be completely filled (1.5 g), (2) would befilled without any
compression (3 g) and (3) would be filled with an excessive quantity (5 g) (n=5/each
group). (4) A control osteotomy (n=6) was also carried out where the bone defect
remained empty. Comparison of the evolution of bone regeneration during the post-
operative period of 12 weekswas carried out by means of conventional radiographic
examsand optical densitometry analysisand by radiological bone densitometry (DEXA
- Dual-Energy X-ray Absorptiometry), bone histomorphometry and histological analysis
after theanimals' euthanasia. Optical density was significantly affected (p <0.0001) by
the treatment and by time and with significant differences between the various groups
under study over the same time of post-operative period: during immediate post-
operativeand on the 2" (p <0.01), 4" (p <0.001), 6" and 8" weeks (p <0.05), but not on
the 10" and 12" (p >0.05) post-operative weeks. Bone minera density (BMD), obtained
by DEXA, was0.4347 + 0.3821 g/cm? in the control group and 0.7482 + 0.2327 g/cm?,
0.9517 +£0.2292 g/lcm? e 1.0409 + 0.0681 g/cm? in the groupsthat had received 1.5g, 39
and 5 g of bone graft, respectively. The BV was 39.2 + 24.4% with the control group
and 62.0 = 14.4%, 76.0 + 15.2% and 84.0+4.2% in the groupsthat had received 1.5g, 3
g and 5 g of bone graft, respectively. The BMD and BV were significantly affected
(p<0.05 and p <0.01, respectively) by the treatment, nevertheless, there were no
significant differences (p >0.05) between the groups that had received the largest
volumes of autografting spongy bone on the 12" week of the post-operative period.
The conclusion was reached that there was no advantage in excessively filling an
osteotomy gap with autografting spongy bone and attainment of only the volume
strictly required to fill the osteotomy gap at issue was needed.

Key-words: Autologous spongy bone graft, bone regeneration, osteotomy, sheep

INTRODUCAO

A utilizagdo do enxerto de 0sso esponjoso autélogo
iniciou-se pela necessidade da resolucdo de defeitos 6s-
seos da face e cranio®. Apos esta fase, o auto-enxerto de
0SS0 esponjoso tem sido utilizado naassisténciaacicatri-
zac8o do tecido 6sseo em situagBes em que as condigdes
ideais ndo sdo possiveis de obter, como sejam: em presen-
¢a de descontinuidades ou defeitos 6sseos apos a redu-
¢80 e estabilizac&o de fracturas?3 ou em fracturas em do-
entes geriétricos, processos de atrasos da unido ou de
nado unido?, osteotomias correctivas e artrodeses’®, no pre-
enchimento de defeitos quisticos ou correccdo de seques-
tros e tratamento de osteomielites’, narevisao de proteses
da anca’ e nafusdo de vértebras®.
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O enxerto de 0sso esponjoso autélogo, se correcta-
mente manipulado, possui elevado potencial osteogénico
pelo transplante de células viaveis dalinha osteobl astica,
propriedades osteoindutivas pela promoc¢édo de
quimiotaxia, mitose e diferenciacdo de células
mesenquimatosas pluripotenciais (MSC) em células das
linhas condrogénica e osteogénica, apds o contacto com
véarios factores de crescimento e citocinas presentes na
matriz dssea (MEC)®1, e propriedades osteocondutoras
ao conferir estruturatridimensional que possibilitao cres-
cimento passivo de tecido 6sseo por extensdo de capila-
res sanguineos, tecido perivascular e M SC do local recep-
tor para a matriz transplantada®!!. Este tipo de enxerto
0sseo possui também as vantagens de histocompati-
bilidade e auséncia de risco de transmissdo de doengas
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infecto-contagiosas.

A auséncia de propriedades mecanicas é compensada
pela grande capacidade osteogénica responsavel por ré-
pida neoformacado de tecido 6sseo no local de fractura,
contribuindo para a sua réapida estabilizacgo. As proprie-
dades osteogénicas deste tipo de enxerto 6sseo advém
da sua extensa area de superficie coberta por células de
revestimento do tecido 0sseo quiescentes e por
osteoblastos activos, transplantados em associagdo com
célulasdameduladssea, e pelaarquitecturacaracteristica
do tecido ésseo trabecular permitir uma rapida
revascularizagdo'2,

Stevenson (1999)13 e Bauer e Muschler (2000) dividi-
ram a incorporacdo do auto-enxerto de 0SSO espon;joso
no local receptor em cinco estagios sucessivos com afor-
mac&o do hematoma, com libertac&o local de citocinas e
factores de crescimento, logo ap6s a cirurgia. Nesta fase
inicial muitas das célulastransplantadas morrem devido a
isquémia ou por via da apoptose, especialmente os
ostedcitos situados nas lacunas no interior das trabéculas
Osseas*. No entanto, se o enxerto for convenientemente
manipulado, poderdo sobreviver atransferénciaparaolocal
receptor as células com maior resisténciaaisquémia—as
M SC presentes namedula Gssea e as células progenitoras
das células endoteliais* — para além de alguns dos
osteoblastos situados a superficie das trabécul as 6sseas,
contribuindo também para a osteogénese osteoblastos
com origem no local receptor’>. Numasegundafase, cerca
de cinco dias apos a transplantagéo, ocorre ainflamacao,
migracéo e proliferagdo de M SC e areorganizagdo gradual
do hematomaem tecido conjuntivo fibroso e, numatercei-
rafase, aprogressivarevascul arizagdo do enxerto, nos 10
dias seguintes, pela infiltracdo de vasos sanguineos no
tecido Gsseo enxertado?16, completando-se esta nos pri-
meiros 20 diasapOsacirurgial®. A actividade osteogénica
inicia-se por voltado quinto dia ap6simplantacéo e apre-
senta actividade maxima a oitava semana apos a trans-
plantac&o'®1”. Numa quarta fase ocorre a substitui¢éo do
enxerto em extensdo variavel, por reabsor¢ao osteocl astica
das trabéculas Gsseas enxertadas, em simulténeo com a
deposicéo de ostedide sintetizado pelos osteoblastos da
zonareceptora, e aformacéo de tecido 6sseo ndo lamelar
sobre as trabéculas 6sseas em necrose’®. Na quinta fase
ocorre 0 processo de remodel agdo 0ssea, segundo as for-
¢as mecanicas que se exercem sobre o local, e em que 0
tecido 6sseo ndo lamelar recém formado e as trabéculas
Osseas em necrose por ele envolvidas sdo gradual mente
reabsorvidos por osteoclastos e substituidos por tecido
0sseo lamelar, constituido por sistemas de Havers!617, As
duas Ultimas fases descritas poderdo ter uma duragdo de
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varios meses, sendo que o estégio final inicia-se geral-
mente seis meses apos arealizacdo do enxerto e completa-
se cerca de um ano apds acirurgia, e o restabel ecimento
da cavidade medular pelo continuo desenvolvimento do
tecido Gsseo trabecular associado as células da linha
hematopoi ética acumul adas na regi&o interna do enxerto
0sseo’s.

O recurso ao enxerto de 0Sso espon]0so autologo pos-
sui alguns inconvenientes, nomeadamente, a significati-
va morbilidade que a sua obten¢do pode provocar no lo-
cal dador e alimitada quantidade de enxerto possivel de
obteris, A obtencéo de auto-enxertos de 0SS0 esponj0so
na crista iliaca pode originar complicagdes em cerca de
10% dos casos, sendo as mais frequentes a infeccéo,
consequentes feridas com drenagem prolongada, hema-
tomas extensos, necessidade de segunda intervencao ci-
rargica, dor crénicapor um periodo superior aseismeses,
parestesia e cicatrizesinestéticas!®. Por estesfactos, epela
literatura cientifica ser escassa no que respeita as quanti-
dades de auto-enxerto de 0sso esponjoso mais adequa-
das ao preenchimento de defeitos Gsseos!?, pensou-se
guearealizacdo de um estudo com o objectivo de determi-
nar a quantidade ideal de auto-enxerto de 0sso esponjoso
atransplantar para um defeito 6sseo completo no tecido
Osseo cortical diafisario poderiaconstituir informacéo com
importéancia na tentativa da reducéo ao minimo da
morbilidade promovidaao nivel dolocal dador.

O objectivo deste trabalho foi assim o de estudar a
incorporacdo de diferentes quantidades de auto-enxerto
de 0ss0 esponj 0so num model o experimental de osteotomia
datibia, por técnicas deimagiol ogia— densitometria opti-
ca e densitometria 6ssea radioldgica — histologia e
histomorfometria 6ssea, de forma a verificar qual a sua
influénciano processo de regeneracéo dsseaassistidacom
este tipo de enxerto 6sseo.

MATERIAL EMETODOS

ProtocolosAnestésicoe Cirudrgico

Os protocol os anestésico e cirlirgico e a manutencao
dos animais utilizados neste estudo foram avaliados e
aprovados pela Comissao Consultivado Bem Estar Ani-
mal e de Protecgdo dos Animais Utilizados para Fins Expe-
rimentais e/ou Outros Cientificos, da Direccéo Geral de
Veterinéria, respeitaram a Portarian®1005/92 de 23 de Ou-
tubro, e os regulamentos da Legislacdo da Comunidade
Europeiaparao Bem Estar Animal.

Utilizaram-se 21 ovelhasdaraca Churrada TerraQuen-
te, com idades compreendidas entre os dois e seis anos e
um peso médio de 45 kg, e nas quais se realizou uma
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osteotomia, com aremogédo de um segmento de 4 mm ao
nivel dadiafise médiadatibiaesquerda, estabilizadacom
placa de osteossintese. Os animais foram subdivididos
em quatro grupos experimentais. grupo controlo (grupo 1)
(n=6), emqueoloca daosteotomiapermaneceu vazio, e
0s outros trés grupos que receberam diferentes quantida-
des de auto-enxerto de 0sso esponj0so (n = 5/cada grupo)
deformaaobter-se um defeito 6sseo sub-preenchido com
1,59 (grupo 2), correctamente preenchido com 3 g (grupo
3) e sobre-preenchido com 5 g (grupo 4).

Nas 24 horas que precederam aintervencgdo cirdrgica
realizou-se o jejum e a tricotomia do membro a
intervencionar. Procedeu-se a medicagdo pré-anestésica
com acepromazina (Calmivet”, Vetoquinol), 5mg EV, a
inducdo daanestesiageral com pentotal sodico (Pentothal-
Sadico, Abbott) a 2,5%, 20-25 mg/kg EV, e manutengdo
por inalac&o com halotano (Fluothane, Zeneca Produtos
Biociéncia, Lda.) 1-1,5% em associagéo de O,/N,,0.

Os animais foram posicionados em dectbito lateral
esquerdo de formaater acesso cirlrgico aface medial da
tibia esquerda sobre a qual se aplicou provisoriamente
umaplacade osteossintese DCP 4,5 largade oito orificios
(Synthes™), por meio de dois parafusos 4,5 unicorticais.
Os restantes orificios foram perfurados em ambas as
corticais, medial e lateral, paraaposterior colocacéo dos
parafusos. Realizou-se ostectomia transversa ao nivel da
diafise média com serra oscilante, removendo-se um seg-
mento 6sseo de 4 mm, com ablagdo do peridsteo 2 mm
acimae abaixo eemtodaacircunferénciado local dafrac-
tura. O comprimento original datibiafoi restabel ecido por
meio de tracc8o longitudinal e a osteotomia estabilizada
pelaaplicacéo da placacom insercdo de parafusos em to-
dososorificios. O loca daosteotomiafoi preenchido com
1,59, 3 g ou 5 g de enxerto de 0sso esponjoso autélogo,
previamente pesado em balanca electrénica (modelo
GA 200, OHAUS Corporation), e obtido naepifise proximal
do Umero contralateral, ou deixado vazio no grupo contro-
lo. Asfascias musculares e tecido subcuténeo foram sutu-
radas com fio de suturareabsorvivel e apele com seda.

Procedeu-se a analgesia pela flunixina meglumina
(Finadyne™ PA., Schering-Plough 11), 1 mg/kg |M/24 ho-
ras, nas primeiras 48 horas, e a antibioterapia com
amoxicilina(Clamoxyl™ LA, Pfizer), 15 mg/kg IM/48 horas
durante a primeira semana pés-operatoria, assim como
pensos compressivos e de protecgdo da sutura cutanea
removidaao décimo dia. Realizou-se aeutandsiaa 122 se-
mana pds-operatdria pela administracéo de pentobarbital
sodio (Eutasil”, Sanofi) EV, e as tibias intervencionadas
preservadas em formaldeido ap6s a remogao dos tecidos
moles envolventes.
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Exames Radiogr &ficose Andliseda Densitometria Opti-
ca

Obteve-se umaimagem radiograficanum plano antero-
posterior e outra num plano latero-medial de todas as ti-
bias intervencionadas, imediatamente apos aintervencéo
cirtrgica e a cadaintervalo de 15 dias durante todo o pe-
riodo pés-operatorio. Asradiografiasforam realizadas com
um aparelho de raios X (bucky DIAGNOST, Philips
Medical Systems) aplicando sempre a mesma técnica
radiografica - parametros idénticos (60 kV, 35 mA, 0,10
segundos) e posicionamento dos membros de forma a
manter atibiaparalelaapelicularadiograficaeaumadis-
téncia de 75 cm. Apesar do controlo dos pardmetros na
realizagéo das radiografias, uma peguena peca em alumi-
nio foi incluida para controlo de possiveis variages ine-
rentes arealizac8o de cadaradiografia e suarevel acéo.

As radiografias foram utilizadas na determinacéo da
densidade 6ptica do local da osteotomia com um
densitémetro de transmissdo do espectro preto e branco
(modelo 331, X-Rite), com umaaberturade 1 mm. Paracada
osteotomia procedeu-se a trés leituras — cortex lateral e
medial ezonamedular —com arealizacgo damédiafinal.

Densitometria Ossea Radiol 6gica (DEXA)

Ap6s aremogdo dos tecidos moles envolventes e dos
implantes, as tibias intervencionadas e as contralaterais
foram sujeitasaDEXA, imersasem 10 cm de agua, comum
aparel ho de absorcitometriabienergéticapor raios X (QDR-
4500A Elite, Hologic Inc.), umaseleccdo padronizadade
valores dos parametros (140/100 kVp, 2,5 mA média, 230
segundos, 50 Hz) eaberturaderaios X de%2mm. Utilizou-
se software de elevada resolugdo para o processamento
deimagem e avaliagéo dos dados.

Em cada pega 6ssea sel eccionaram-se e analisaram-se
trés regides de interesse (ROI), correspondentes a éreas
(0,046 cm?, 7x7 pixel) nointerior do canal medular (R1) e
entre as extremidades do cortex medial (R2) elateral (R3),
paradeterminagao dadensidade mineral 6ssea(BMD). Nas
tibias contral ateraisintactas sel eccionaram-se regidesidén-
ticas as anteriormente referidas, ao nivel da sua didfise
média. Em cada pega 6ssea realizaram-se duas determina-
¢oes por ROI e amédia da BMD do conjunto das varias
ROI foi calculadaparaposterior analise.

HistologiaeHistomorfometria Ossea

As pecas 0sseas, contendo a area da osteotomia, fo-
ram fixadas numa solugdo de formaldeido, incluidas em
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metilmetacrilato e seccionadas ao longo do eixo longitudi-
nal datibiae num plano medio-lateral, de formaaobter-se
secges Osseas correspondentes aos 2 mm centrais da
diéfise datibia. De seguida, as pecas 6sseasincluidas em
metacrilato foram seccionadas e polidas (EXAKT Cutting
and Grinding System”, EXAKT Technologies) até & ob-
tencéo de secgbes com uma espessura média de 25 mm.
Realizaram-se duas sec¢les por cadaumadas pegas 6sse-
as gque se submeteram a colorac&o pelo Azul de Toluidina
epelo Tricromico de Goldner.

A andlise histomorfométrica foi realizada pela
quantificacdo do volume 6sseo (BV) a 122 semana pés-
operatéria varios nos grupos, com objectiva de x4, e por
técnicadeleituramanual [BV = &reatrabecular (B.Ar)/area
total medida(Tt.Ar); &rea= X* D2 (X=nlmero deimpactos
da quadricula sobre as trabéculas dsseas, D=medida do
lado daquadriculaem micrometros)] .

AndliseEstatistica

Todos os dados sdo apresentados na forma de média
+ desvio padr&o. A influéncia do tratamento e do tempo

Controlo

»
»

Enx. 0sso esp. aut. 3g

Enx. osso esp. aut. 59

Fig. 1 - Exemplificagcdo da avaliacéo radiogréfica do local da
osteotomia nos varios grupos em estudo a 122 semana pos-
operatoria.
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Densidade Optica

na variagdo da densidade optica nas radiografias foram
avaliadas por andlise de variancia e comparagdo multipla
de pares de médias ao longo do periodo pés-operatorio
foi realizada através de um teste de Tukey. Realizou-se
também andlise de varianciaparaverificar se existiram di-
ferencasnaBMD e BV a122semanapds-operatoriaentre
osdiferentestratamentos. A andlise estatisticafoi realiza-
da pelo programa de software de estatistica IMP-4 (SAS
Institute, Inc.). Asdiferencas foram consideradas signifi-
cativas parauma probabilidade superior a95% (p <0,05).

RESULTADOS

ExamesRadiogr &ficose Andliseda Densitometria Opti-
ca

Na Figura 1 exemplifica-se 0 aspecto dos exames
radiograficos a 122 semana pds-operatéria para 0s varios
grupos em estudo. Nos exames radiograficos, na érea da
osteotomia do grupo controlo ndo se observou uma con-
tinuidade completa do tecido 6sseo ao longo de todo o
periodo pos-operatério. A radiopacidade aumentou ao
longo do tempo nas osteotomias que receberam o enxerto
0sse0, especia mente nos grupos 3 e 4 que haviam recebi-
do os maiores volumes de enxerto, com a demonstracdo
de uma radiopacidade homogénea entre as extremidades
dos topos 6sseos, especialmente nas reas correspon-

Tempo (semanas)

grupo 1 (controlo) —— grupo 2 (enxerto 1,5 g)

—aA— grupo 4 (enxerto 5 g)

—&— grupo 3 (enxerto 3 g)

Fig. 2 - Leituras médias das densidades opticas obtidas nos
varios grupos em estudo e ao longo do periodo pos-operato-
rio. A média da densidade Optica em regido correspondente da
diafise média da tibia intacta é de 0,92+0,30.
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Quadro | —Média+ SD das |eituras da densidade 6ptica obtidas ao nivel das peliculas radiogréficas.
Densidade Opticaf
Tempo grupo 1 grupo 2 grupo 3 orupo 4
(semanas) (cortrolo) (enxerto 1,5 ) (enxerto 3 ) (enxerto 5 @)

0 2,55+0,60a 2,14+0,41abc 1,80+0,52abcd 1,50+0,33bcd
2 2,55+0,60a 2,06x0,39abcd 1,71+0,60abcd 1,50+0,37bcd
4 2,50+0,33a 1,75+0,39abcd 1,50+0,67bcd 1,39+0,32bcd
6 2,15+0,35ab 1,62+0,47abcd 1,49+0,55bcd 1,34+0,30bcd
8 1,97+0,23abcd 1,50+0,40bcd 1,34+0,36bcd 1,31+0,38bcd
10 1,68+0,35abcd 1,34+0,36bcd 1,18+0,30cd 1,22+0,23bcd
12 1,58+0,17bcd 1,33+0,36bcd 1,21+0,26cd 1,14+0,20d

TMédias, para 0s vérios grupos em estudo e tempos pés-operatorios, sinalizadas com diferentes | etras supra-inscritas

sdo significativamente diferentes umas das outras (p <0,05).

dentes ao canal medular e ao cortex lateral. Estaobserva
¢ao tornou-se progressivamente mais evidente até a 122
semana do periodo poOs-operatério, apesar de a
radiodensidade geral ao nivel dolocal daosteotomia per-
manecer inferior ado tecido dsseo cortical normal.

No que serefere adensidade Optica(Quadro | e Figura
2), aandlise de variancia demonstrou que estafoi signifi-
cativamente af ectada pel o tratamento (p <0,0001) etempo
(p<0,0001) equeexistiram diferencas significativasentre
0S grupos em estudo e para um mesmo tempo no pos-
operatorioimediato e as 22 (p <0,01), 4%(p<0,001) e 62e 82

k= 1.15 48 = (Z.9(1.088H)

semanas (p <0,05), mas ndo as 10? e 122 semanas pos-
operatérias (p >0,05).

Densitometria Ossea Radiol 6gica (DEXA)

NaFigura3 exemplifica-seum exame DEXA. A BMD
foi de0,4347 + 0,3821 g/cm? no grupo controlo (grupo 1) e
de0,7482 + 0,2327 g/cm?, 0,9517 + 0,2292 g/cm? e 1,0409 +
0,0681 g/cm? nos grupos que receberam 1,5 g (grupo 2), 3
g (grupo 3) e 5 g (grupo 4) de enxerto de 0sso espon]0so
autologo, respectivamente. A andlise devarianciademons-
trou queaBMD foi significativamente afectadapelo trata-
mento (p <0,05) ndo tendo, no entanto, existido diferencas
significativas entre os grupos 3 e 4 a 122 semanado perio-
do pos-operatorio (p >0,05).

Optou-se pela apresenta-
¢do apenasdosvaloresglobais
damédiado BMD do conjunto
das vérias ROI para cada gru-

BHC BAD
(grams} (gmsced)

+Z3 . Mar 2881 18:21 (159 = 151
Holog ic QDR-45880 (5N 45686)
Subregion Hi-Res V8. 26h

Fig. 3 - Exemplo de exame de DEXA demonstrando as 3 ROI seleccionadas e correspondentes
ao canal medular (R1) e ao cortex medial (R2) e lateral (R3). De referir que a imagem e a
gradacéo das cores nao deve ser utilizada para fins de diagnostico. A média da densidade
optica das regides correspondentes ao nivel da diafise média da tibia intacta é de

1,3650+0,1255 g/cm?.

Region Area
(ol ¥
GLOBAL 5.5488
R1 B.P68
K2 8.8458
E3 B.p68

6.B667  1.8935
B.EIEZ B.6136
8.8191  B.4157
[N e B.6518

po experimental em estudo, e
ndo os valores individuais da
BMD para cada uma das ROI
(R1,R2eR3), pdofactodeva
riagBesminimasnolocal selec-
cionado como area correspon-
dente acadaROI poderemim-
plicar em consequénciavaria-
cOesrelativamente elevadasda
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CONTROLL

ey medial Fama medular Ciéinies lnferal

Figura 4A - Avaliacdo histol6gica dos varios grupos em estudo a 122
semana poés-operatoéria (Azul de Toluidina, x15).

BMD, sendo que a média do conjunto das trés ROI se
demonstrou um valor mais fidedigno. No entanto, verifi-
Ccou-se que a zona correspondente ao cortex media (R2)
apresentou no geral umaBMD médiainferior ado cortex
lateral (R3) nos va-rios grupos experimentais em estudo,
apesar desta diferencando seter revelado estatisticamen-
te significativa possilvemente devido as grandes varia-
¢Oes individuais observadas para cada uma das vérias
regides de interesse em estudo.

Histologia e Histomor fometria Ossea

As Figuras 4A e 4B demonstram a avaliacao
histol 6gica dos varios grupos a 122 semana do periodo
pos-operatério. A maior formacao de tecido 6sseo ob-
servou-se nos grupos 3 e 4 que haviam recebido as
maiores quantidades de enxerto 6sseo. A histologiare-
flectiu os resultados obtidos pelaavaliagéo radiogréafica
convencional, densitometria 6pticae DEXA, observan-
do-se organizagdo do tecido 6sseo e restabel ecimento
do cortex oposto a placa 6ssea. A auséncia de forma-
¢ao de tecido 6sseo cortical directamente sob a placa

COMNT RO

Cidrtes medial Fona medular Ciartex lateral

Figura 4B - Avaliagao histoldgica dos varios grupos em estudo a
semana poés-operatoria (Tricromico de Goldner, x15).

pbde ser observada na maioria das pegas 6sseas.

OBV correspondeu a 39,2 + 24,4% no grupo contro-
lo(grupo 1) ea62,0+ 14,4%, 76,0+ 15,2%e84,0 + 4,2%
nos grupos que receberam 1,5 g (grupo 2), 3 g (grupo 3)
e 5 g (grupo 4) de enxerto 6sseo, respectivamente. A
andlise de varianciapermitiu verificar queo BV foi sig-
nificativamente af ectado pelo tratamento (p <0,01) ndo
tendo, igualmente, ocorrido diferencas significativas (p
>0,05) entre os grupos 3 e 4 a 122 semana do periodo
pbs-operatorio.

DISCUSSAO

Apesar daliteraturareferir véarios estudos sobre ain-
corporacdo do enxerto de 0sso esponjoso autélogo em
diferentes model os experimentais de defeitos 6sseos ndo
criticost”2, ou aindaem model os animai s de defeitos 6s-
seos segmentares de dimensdes criticas em 0ssos lon-
gos?22.23 ndo existe referéncia sobre a quantidade de 0sso
esponjoso mais adequada a utilizar em defeitos 6sseos
corticais, jaque existe morbilidade associada a sua obten-
¢do. Com este intuito procedeu-se ao sub-, correcto ou

122
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sobre-preenchimento de um defeito ndo critico no tecido
0sseo cortical com vista a determinar a quantidade mais
adequada deste tipo de enxerto 6sseo a utilizar de forma
isolada ou associado a outros potenciais substitutos ou
indutores do tecido 6sse0?427,

A seleccéo de um model o experimental de osteotomia
de 4 mm na dié&fise média da tibia neste estudo deveu-se
ao facto dos tecidos moles envolventes da tibia nesta lo-
calizagdo serem minimos rel ativamente a outras opcoes,
umavez que adiafise datibia a este nivel é praticamente
subcutaneanasuafaceinterna, permitindo assim umacor-
relacéo razoavel entre aBMD e os valores de densidade
Optica obtidos através de peliculas radiograficas. A avar
liacdo da densitometria dptica através de exames
radiogréficos necessita apenas de umavariagéo dadensi-
dade do tecido 6sseo em cercade 5 a 10%, sendo o coefi-
ciente de variagdo (CV) menor em localizacbes em que a
area do tecido 6sseo em estudo possuir uma cobertura
por tecidos moles minima relativamente a zonas em que
esta cobertura é constituida por grandes massas muscu-
lares, sendo que nestas situages o CV podera atingir os
10a30%2.

No que se refere a avaliagdo visual das peliculas
radiograficas, esta permitiu constatar um aumento da
radiodensidade no local da osteotomia, positivamente
correlacionada com a aplicacdo das maiores quantidades
de auto-enxerto de 0sso esponjoso a este nivel, e ao lon-
go do tempo de regenerac@o Gssea nos VAarios grupos em
estudo. O aspecto caracteristico do auto-enxerto de 0sso
esponjoso imediatamente apos a sua aplicacdo vai-se al-
terando a medida que este é incorporado no local recep-
tor, até a observacao de uma radiopacidade homogénea e
do aparecimento de continuidade entre as margens do te-
cido dsseo no local da osteotomia e a matriz do enxerto
Osseo. Burchardt (1983)15 descreve estas observagdes, re-
ferindo que aformacao de tecido 6sseo sobre astrabéculas
Osseas transplantadas pode sofrer um ligeiro aumento da
radi odensi dade na areaem que se aplicou o enxerto numa
primeirafase sendo que, a medida que o enxerto éincor-
porado e reabsorvido pelo processo de remodelagéo 6s-
sea aradiodensidade geral tende aretornar ao seu padrao
normal.

Apesar do método da quantificacdo da densidade
radiogréaficapor densitometria Opticaconstituir umatécni-
cacom elevado CV e limitacBes inerentes, os resultados
finais obtidos a 122 semana pOs-operatdria foram confir-
mados por métodos com el evada sensibilidade, como se-
jam, aDEXA® e analises de histomorfometria dsseal2. Para
além do referido, a densitometria Optica possui as vanta-
gens de constituir umatécnica com objectividade naava

liacdo da densidade 6ssea comparativamente aos méto-
dos que se baseiam apenas naavaliacdo visual das pelicu-
lasradiogréficas, com asuaclassificagdo segundo um certo
ndmero de varidveis as quais sao conferidas pontuagdes?,
etornar possivel arealizacdo de estudos ao longo do tem-
po sem a necessidade da eutanasia dos animais. Pelas
leituras da densidade Optica verificou-se que estas cum-
priram um padréo de decréscimo dos seus valores ao lon-
go do tempo, paralelamente com o aumento da densidade
do tecido 6sseo, sendo que nos grupos que receberam as
diferentes quantidades de auto-enxerto de 0sso esponjo-
0, estareducdo foi maisacentuadanumafaseinicial rela
tivamente ao grupo controlo em que o decréscimo daden-
sidade 6ptica se notou numa fase mais tardia do processo
de cicatrizagado do tecido 6sseo, possivelmente devido as
propriedades osteogénicas, osteindutoras e osteo-
condutoras do enxerto 6sseo promotoras do processo de
regeneracdo 6ssea?.

As leituras das densidades Opticas permitiram con-
cluir que estas convergiram para val ores muito préximos
entre s apartir da82semana pos-operatoria, especia men-
te nos grupos que haviam recebido as diferentes quanti-
dades de enxerto 6sseo (Figura 2). Osvalores da densida-
de Opticaaoitava semanapds-operatdria aproximaram-se
dos val ores maximos obtidos neste estudo, o que podera
ser justificado pelaactividade osteogéni caméaximado auto-
enxerto de 0SSO esponjoso estar reportada em diversos
estudos justamente a oitava semana apos a sua aplica-
¢ao'6, Peladensitometria Optica verificou-se que, a partir
da oitava semana e até a 122 semana pds-operatéria nao
existiram diferencas significativas entre os grupos que re-
ceberam as diferentes quantidades do enxerto 0sseo0. As-
sim, pela andlise exclusiva dos resultados obtidos pela
densitometriadptica, por andlise de varianciae pelacom-
paracdo multipla de pares de médias ao longo do tempo
no periodo pés-operatério (Quadro 1), poder-se-ia con-
cluir que a aplicacéo padréo da quantidade deste tipo de
enxerto Gsseo, necessdria apenas ao preenchimento mini-
mo do defeito Gsseo em causa, € N0 Nosso estudo corres-
pondente ao defeito dsseo preenchido com as 1,5 g de
auto-enxerto de 0sso esponjoso, foi suficiente para que
se atingisse uma correcta regenerac@o 6ssea do local da
osteotomia a oitava semana pos-operatoria.

Os resultados da densitometria éptica a 122 semana
pos-operatériaforam corroborados pelaDEXA epelaané
lise de histomorfometria dssea, verificando-seando exis-
ténciade diferencassignificativasnaBMD e BV entre os
dois grupos que haviam recebido as quantidades mais
elevadas de enxerto 6sseo, sendo igualmente de referir
gue estes resultados estéo de acordo com os obtidos no
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estudo de DeVries et al (1996)17 em defeitos Gsseos
unicorticais, ao nivel daepifise proximal do clbito no céo,
preenchidos com diferentes volumes de auto-enxerto de
0SS0 esponjoso. A auséncia de formagéo de tecido 6sseo
directamente sob a placa 6ssea poderater sido devido ao
stress de protecgd@o ou inibi¢do do fluxo sanguineo di-
rectamente sob aguela®, ou ainda pela rigidez da placa.
Esta terd permitido a distribuicdo de alguma da carga
exercidasobre o membro no cértex contralateral, razéo pela
qual aformacdo de tecido Gsseo a este nivel foi evidente.

CONCLUSAO

Conclui-se, assim, que se pode obter um efeito
osteogeénico clinico pelautilizagdo da quantidade de auto-
enxerto de 0Sso esponjoso necessaria apenas ao preen-
chimento minimo do defeito 6sseo em causa, sem com-
pressao do enxerto sseo ou excessivo preenchimento do
defeito 6sseo, e simultaneamente promotor damorbilidade
minimanecessariano local dador.
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