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AUTO-ENXERTO PERCUTANEO DE MEDULA OSSEA. Il. REPARACAO DE
FALHAS SEGMENTARES PRODUZIDAS NO RADIO DE COELHOS *

PERCUTANEOUS BONE MARROW AUTOGRAFT. Il. REPAIR OF SEGMENTAR

DEFECTS PRODUCED IN

THE RADII RABBIT

Séfora Vieira da Silva Gouvea de Barrds Ricardo Junqueira Del Carlé Marlene Isabel Viloria®*

Simone Rezende Galvao Alfredo Maia Filho®

RESUMO

Para determinar de que forma a medula 6ssea, inte-
gral e concentrada, enxertada percutaneamente comporta-se no
processo de reparagdo Ossea, foram wtdias 16 coelhos, da
raca Nova Zelandia Branca, machos, com idade entre cinco e seis
meses e peso corpéreo médio de 3,5kg, distribuidos em dois
grupos experimentais iguais (grupos Illg Nos dois gupos,
foram realizadas falhas 6sseas em ambos os radios, pela remoc¢éo
de um segmento osteoperiosteal, de 1cm de comprimento, locali-
zado a 3cm da articulagéo radio-carpo-ulnar. A enxertia percu-
ténea foi feita cinco dias apo6s a realizagéo das falhas, sendo que
no grupo |, cada animal recebeu 1,0ml de medula éssea integral,
em um dos radios (tratamento), imediatamente apds a aspiragdo
na crista iliaca. No gupo Il, ap6s aspiracéo e centrifugacdo de
2,0ml de medula 6ssea, foi injetado 1,0ml do sedimento em um
dos radios (tratamento). Em ambos os grupos, foi injetado 1,0ml
de solugéo salina fisiologica no radio contralateral (controle). A
avaliacdo radiografica, realizada a cada sete dias durante cinco
semanas, mostrou que a enxertia percutanea de medula 6ssea
resultou em radiopacidade precoce na regido da falha 6ssea nos
dois grupos, quando comparada com o controle. Na fase inicial,
foi caracterizada por areas circunscritas e bem definidas, con-
firmando a competéncia osteogénica do enxerto de medula dssea,
principalmente a partir da primeira e segunda semanas apds a
enxertia. J& nos radios que receberam solugédo salina, a formagao
O6ssea se deu a partir das extremidades em direcdo ao centro.
Histologicamente, os radios enxertados estavam em um estagio
diferente de reparacé@o em relagdo ao controle, apesar de que as
cinco semanas as semelhancgas histolgicas fonafores que as
diferencas.
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SUMMARY

In order to study the whole and concentrated bone
marrow grafted percutaneously in order to repair produced
osseous defects, it was used 16 male White New Zealand rabbits,
aged between 5 and 6 months, average body weight of 3.5kg, set
apart in groups | and Il. In both groups it was produced a radial
bilateral defects by the removal of an 1-cm osteal-periosteal
segment. Percutaneous grafting was performed 5 days after
surgery. In group |, each animal received 1.0ml of whole bone
marrow in one radius (treatment) immediately after iliac crest
aspiration and in group I, after aspiration and centrifuging of
2.0ml of bone marrow, it was administrated 1.0ml of the sediment
in one radius (treatment). In both groups it was administered
1.0ml of physiological saline solution in the contralateral radius
(control). Radiographic evaluation, performed every 7 days for 5
weeks, showed that percutaneous bone marrovtiggaresulted
in precocious radiopacity of the region of the osseous defect in
both groups when comparing to the control, being characterized
by circumscribed and well defined areas in the middle of the
defect. Bone formation of the control radii initiated from the
extremities in direction to the middle of the defect. Concentration
of medullary cells by centrifuging does not negatively interfere in
the osteogenic potential of the sample. This osteogenic potential
of the bone marrow graft occurs mostly after the first and second
weeks post-gfiting, which was evidenced by the difference of
radiographic images in this period and tendency to uniformity.
Microscopically, the grafted radii were in a different repair stage
in relation to the control, but at 5 weeks there were more
histological similaritiestan dfferences.
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INTRODUCAO ¢ao de falhas osteoperiosteais induzidas no radio de
coelhos, determinando aspectos da formacgéo 0ssea.
Numerosos estudos de enxertia, em sitio
aberto, de medula d6ssea (MO) autdégena total em MATERIAL E METODOS
animais de laboratdrio e aquelas realizadas com
aspirados de MO de cées e coelhos demonstraram O experimento foi conduzido no Depar-

que ela & um efetivo enxerto osteogénico por Si 6 € yamento de Veterinria da Universidade Federal de
em combinacao com outros materiais (URKS®I,  vjicosa, sendo utilizados 16 coelhos da raga Nova
1979; TAKAGI & URIST, 1982, SALAMA,1983; Zelandia Branca, machos, com peso médio de 3,5kg
BURWELL 1985, HEALEY et al, 1990 e idade entre cinco e seis meses. O protocolo anesté-
CONNOL’I&YOeSttZIC; t?q?;zja de da medula 6ssea se sico consistiu de medicacdo pré-anestésica com
R . 9 . acepromazirfa(0,2mg/kg IV) e anestesia com tile-
deve as células osteoprogenitoras do estroma tamina/zolazepain(15mg/kg 1V). Cada coelho re-
(ASHTON et al, 1980) que, segundo TAKAGI & cebeu 40.000Ul/kg IM de penicilina benzafinao

URIST (1982), séo de dois tipos: as qeeessitam Y . P .

4 . . momento da medicacdo pré-anestésica. No periodo
de um fator indutivel (IOPC) antes de determinar 65-operatorio. os anmais foram aloiados em aaio-
atividade osteogénica e as células precursoras ()ssea:? P ' ) )

determinadas (DOPC) as individuais onde receberam racdo coméreial
CONNOLLY et al. (1991) trabalhando ~ 29uaad "b(';”m- hos foram distribuidos. aleator

com 20 casos de n&o unido de tibia em humanos, S coelhos foram |str| uidos faeato_na—_

tratados previamente por diversos métodos cir(irgi- MENLE M 2 grupos experimentais, com oito animais

cos, observaram que o auto-enxerto percutaneo de@da (grupos I e ”L‘ _Uma,;_alha dosseeclj foi c_nadla el
MO substituiu a técnica de enxertia cirGrgica e, 'Urgicamente nos dois radios de cada animal, em

quando foi associado a métodos de imobilizagdo, @MPOS 0S grupos, pela remocdo de um segmento
estimulou a cicatrizagio 6ssea em 90% dos casos. J&OSt€operiosteal em todo o seu diametro, com 1,0 cm
GARG et al. (1993) estimularam a cicatrizacdo € _comprimento, localizado a trés centimetros da
6ssea em 20 casos de n&o unido, previamente trata-articulacao radio-carpo-ulnar. Este procedimento foi
dos por métodos conservadores ou cirdrgicos, reali- réalizado por intermedio de serra elétrica ciréular

zando duas aplicagdes com intervalo de 3 semanas,éstabilizacdo do radio néo foecessaria devido a
associadas a imobilizacdo externa. sinostose com a ulna. As extremidades da falha

Em paciente humano, a MO, apés aspira- foram lavadas com solucao fisiolégica para remover

céo, foi injetada por via percutanea em pseudoartro- @ medula dos fragmentos distal e proximal. Os teci-
se congénita de tibia, sendo o procedimento repetido dos muscular e subcutaneo foram aproximados com
ao final da terceira semana. O membro foi mantido fio absorvivel 3-Q e a sintese da pele foi feita com
com imobilizacdo externa e, apés 5 meses, foi ob- fio inabsorvivel 3-8.
servada unido o6ssea clinica e radiograficamente Cinco dias apés a realizacdo das falhas
(GARG & GAUR, 1995). Osseas, todos os coelhos foram novamente anestesi-
Em pacientes portadores de sarcomas 6s- ados e preparados para a enxertia. Uma agulha para
seos e sob quimioterapia com potentes inibidores da pung&o de medula 6s8dai inserida na crista iliaca
reparacdo de fratura, injecbes percutdneas de MO e rotacionada cuidadosamente até a cavidade medu-
foram eficientes na reparacdo de ndo-unido lar. O seu mandril foi removido, e a medula 6ssea
(HEALEY et al, 1990). Em osteotomias, o enxerto foi aspirada com o auxilio de uma seringa de 20ml,
acelerou a cicatrizagdo 6ssea, sendo o volume do contendo 150Ul de hepariha

calo na segunda e tercesamanas, cerca de 50% A amostra obtida foi preparada de duas
maior em comparagdo com o controle (SHARBIA maneiras: 1) medula integral: imediatamente apds a
al., 1992). coleta de 1ml, a amostra foi cuidadosaméruteo-

PALEY et al. (1986), trabalhando com  geneizada e, no caso de presenca de coagulo, ela foi
medula 6ssea em osteotomias e ostectomias produ-descartada; 2) medula centrifugada: imediatamente
zidas em radio de coelhos, observaram precocidade ap6s a coleta de 2ml, a medula foi colocada em um
de cicatrizagdo, quando comparada ao radio contra- tubo de centrifugagéo esterilizado e centrifugada a
lateral. O calo ésseo mais precoce e abundante nas1500 rotagdes por minuto (rpm), por 10 minutos,
primeiras trés semanas promoveu estabilidade e sendo removido o sobrenadante e homogeneizado
reduziu o tempo de cicatrizagao. 1ml do sedimento. As amostras ap6s homogeneiza-

Este trabalho teve por objetivo avaliar a das, foram enxertadas por intermédio de uma agulha
participacdo da medula 6ssea no processo de repara-hipodérmica 25 X 7, da seguinte forma: no grupo |,
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cada animal recebeu 1,0ml de medula integra
imediatamente ap6s a coleta, em um dos radi

(tratamento). No grupo Il, cada animal recebe o

1,0ml de medula concentrada em um dos radi T w0
. . @ —@— Tratado
(tratamento). Em ambos grupos foi aplicad § o
1,0ml de solucao salina fisiolégica no radio con C w0 —— Controle
[}

tralateral (controle).

A avaliagdo radiografica foi realizada a
partir de radiografias obtidas na incidéncia m¢
dio-lateral dos membros operados, realizadas
dia 1 (dia da enxertia) e semanalmente até o saq

ficio dos coelhos. O preenchlmento da falha Osse%ura 1 - Distribuicdo percentual das falhas 6sseas com preenchimento

20

1 2 3 4 5

Semanas

foi classificado em ausente, parcial e total e foi total, ap6s avaliacdo radiografica, no dia da enxertia (0) e a
dependente da radiopacidade observada na falha cada semana nos radios tratado e controle dos coelhos do gru-
O0ssea. Quaisquer alteracdes radiogréaficas foram pol.

documentadas.

Todos os coelhos foram sacrificados 35 (Figura 3, bl). Porém, em um animal que recebeu
dias ap0s a enxertia. Neste periodo, os radios e ulnasmedula centrifugada (grupo Il), os pontos de calcifi-
foram dissecados, sendo avaliadas a presenca oucagdo extravasavam a regido da falha e envolviam o
auséncia de preenchimento da falha, bem como atecido mole adjacente. Na quinta semana pO0s-
calcificagdo do tecido mole adjacente. enxertia, ndo mais havia essa evidéncia radiografica.

Foi realizado o exame histol6gico nos ré- Ja nos radios gue receberam solugéo salina, a forma-
dios dos animais e os fragmentos 6sseos avaliadoscgéo 6ssea se deu a partir das bordas da falha em
envolveram a &rea de enxertia e tecido 6sseo rema-direcéo ao centro e do peridsteo da ulna (figura 3, a).
nescente proximal e distal, que foram corados por A formacéo de novo osso foi vista a partir
HE. Foram avaliadas a presenca e caracteristicas dode uma semana da enxertia, quando 37,5% dos ra-
tecido que preenchia a falha. dios tratados com medula éssea integral (grupo )

mostravam preenchimento total da falha, enquanto
RESULTADOS E DISCUSSAO no grupo controle, esse preenchimento ocorreu a
partir da quarta semana (Figura 1). Dos radios que

Na avaliacdo macroscopica, feita & época receberam medula ossea concentrada (grlipo
do sacrificio, o tipo de tecido que preenchia total- 50% mostravam preenchimento total em uma sema-
mente a falha, unindo as extremidades do radio, na, enquanto no controle nenhuma falha estava to-
demonstrava aspecto de osso, sendo similar nostalmente preenchida, neste periodo (figura 2).
grupos que receberam medula 6ssea centrifugada ou Na quinta semana, a falha 6ssea estava
integral. Nenhum dos animais dos dois grupos expe- totalmente preenchida por tecido 6sseo em 87,5%
rimentais apresentava calcificagdo do tecido mole dos radios que receberam medula éssea integral, e
adjacente a area de injecdo. O tecido que preenchia aem 100% dos radios queceberam medula concen-
falha dos ossos controles demonstrava a mesmatrada. Neste periodo, 25% dos radios controle apre-
aparéncia, mas em sua maioria esse
preenchimento era parcial.

Pela avaliagcdo radiografica
pode-se observar a evolugédo da rep 100
racdo das falhas 6sseas em ambos
grupos (Figuras 1, 2 e 3). Entretanto

80 =—@®— Tratado

g
g
% 60 =& Controle
nagueles 0ssos que receberam enxer 3 .
percutinea de medula observou-s 8 0
radiopacidade precoce, ha regido d 5
falha, compativel com tecido Osseo 0 ) ) . i .

guando comparada com o controle
Essa radiopacidade, principalmentg Semanas

nas radiografias iniciais, primeira

foi terizad . Flgura 2 — Distribui¢do percentual das falhas 6sseas com preenchimento total, apds
S_emana1 . Ol Caracteriza E’L por areas avaliacao radiogréafica, no dia da enxertia (0) e a cada semana, nos radios
circunscritas dentro da regido da falha tratado e controle dos coelhos do grupo Il.

Ciéncia Rural, v. 31, n. 4, 2001.
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Figura 3 - a: Demonstragao radiografica da evolu¢do do processo
de reparacdo 6ssea no radio controle de um animal do
grupo I. O ndmero representa 0 tempo em semanas
apos receber solugéo salina. Crescimento 6sseo a parti
das extremidades da falha, do periésteo da ulna e do
periésteo do radio (a de 2 a 4, setas). Preenchimento in-
completo da falha (a5, seta). b: Demonstracéo radiogra-
fica da evolugdo do processo de reparagédo 6ssea do ra-
dio enxertado com medula 6ssea concentrada em um
animal do Grupo Il. O nimero representa o tempo em
semanas desde a enxertia. Crescimento 6sseo a parti
do interior da falha (b1, seta) e do peridsteo do radio
(b2, seta preta). Preenchimento completo da falha (b3,
seta); remodelacdo 6ssea e definicdo de canal medula
(b4 e b5, setas).

sentavam preenchimento total da falha no grupo | e
37,5% no grupo |l (figuras 1 e 2).
A formacgdo de novo 0sso, evidenciada

Figura 4 - Corte longitudinal da regido de falha 6ssea, as cinco
semanas, em um radio que recebeu enxertia de medula
Ossea integral. Periésteo da ulna com osteoblastos e
células indiferenciadas (seta); dsteons em formacédo
(circulos). HE, 40X.

ligacdo ou calo interno entre as extremidades do

radio apresentava, as cinco semanas, 0ssoO imaturo
gue mostravam areas de basofilia, com coragbes
condréides, mais abundantes em 25% dos radios
controle do grupo | e em 50% dos radios controle do

grupo I, caracterizando evolugdo mais lenta na

formacéo Ossea.

No radio de coelhos dos grupos controles
gue ndo apresentaram reparacdo 6ssea as 5 semanas,
a falha foi preenchida por tecido fibroblastico, fibras
musculares esqueléticas e tecido dsseo imaturo (fi-
gura 5).

Os resultados da presente pesquisa Ssu-
portam o conceito de que a osteogénese é estimulada
pelo enxerto percutaneo de medula 0ssea e que este
estimulo esta relacionado a presenca de células oste-
oprogenitoras, a semelhanc¢a do que foi descrito por
URIST et al. (1979), TAKAGI & URIST (1982),
SALAMA (1983), BURWELL (1985), HEALE Yet
al. (1990) e CONNOLLYet al. (1991).

Os dados obtidos demonstraram também
a efetividade da aplicacdo percutanea de medula
0ssea, da mesma forma como observada em outros
tipos de enxerto por CONNOLLet al. (1989).
Entretanto, € preciso concordar que esta técnica é
uma alternativa dependente de imobilizagédo
(WERNTZ et al, 1996), ja que o processo de repa-

pela radiopacidade, foi diferente entre os grupos racdo que levou a formagdo de novo osso nas falhas
tratado e controle, principalmente a partir da primei- produzidas seguiu os moldes da consolidagdo de
ra e segunda semanas pés enxertia, sendo que d&raturas

diferenca ndo foi tdo evidente na quarta e quinta A aplicagdo de medula resultou em preen-

semanas. O tipo de osso lamelar (figura 4) que chimento precoce, quando comparado com o con-
constituiu o calo externo do radio quecebeu me- trole, sugerindo que este procedimento pode ser
dula 6ssea (integral ou centrifugada) e do que rece- utilizado também em situag6es crénicas para iniciar
beu solucdo salina tiveram a mesma aparéncia mi- ou reiniciar o processo de repara¢do, COmo No caso
croscoOpica. Ja o tecido que constituiu a ponte de de unido tardia, ndo unido, mal formacgao congénita e

Ciéncia Rural, v. 31, n. 4, 2001.
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da resposta ao enxerto de medula 6ssea (integral e
concentrada) bem como o comportamento dos radios
controles. Também GEBHART & LANE (1991) j&
haviam confirmado que os efeitos osteogénicos da
medula sdo imediatos e se restringem as trés sema-
nas subsequentes a enxertia.

A diferenca observada na andlise radio-
grafica entre os radios que receberam medula centri-
fugada e aqueles que receberam medula integral
demonstraram a eficacia da concentracéo celular, e
confirmaram as informac6es de CONNOLIeY al.
(1989) de que o estimulo osteogénico esta relaciona-

_ — _ _ do a presenca e concentragdo de células. Isso corro-
Figura 5 - Corte longitudinal ’da_l regido de falha c')_ssea: as cinco bora para que o volume do enxerto de MO a ser
semanas, em um radio, que recebeu aplicacédo de solu- _ . .
co salina, e que ndo apresentou reparacio 6ssea. Ex- usado deve ser definido pela anatomia local, permi-
tremidade da falha (*); tecido dsseo imaturo (1). As- tindo indicar a concentracdo da medula para injecéo
pecto do tecido de reparagéo: tecido fibroso e muscu- percutanea e tratamento de problemas localizados
'fglrhg)(g)?o;?ozg;tec'do 6sseo imaturo no interior da gy espaco limitado, como algumas néo-unides e
lesBes articulares.

ressec¢cdo de neoplasia, segundo recomendaram Pelas avaliacGes radiograficas, a formagdo
PALEY et al. (1986), HEALEY et al. (1990), 6ssea nos radios enxertados aconteceu de forma

GARGetal (1999) e GARG & GAUR (1085).  JE0R Al I8, & 0 S o o e
Os resultados auferidos admitem que a d '

medula possui suficiente capacidade osteogénica a quatro semanas. Entretanto, a diferenca na quanti-

para formacgdo Ossea. Entretanto, é sabido que essadade de novo osso ndo foi tdo evidente a quinta

propriedade pode ter sido influenciada favoravel- slemanad confirmanoaiQformaQaq dde P'S‘Lﬁ\a:
mente pela presenca de fatores de crescimento, libe-(1986) deé que a formacao 6ssea induzida pela me-

rados durante a resposta inflamatéria que, no quinto dul2 6ssea € um fenémeno precoce.
dia pés-cirtrgico, época da enxertia, permitiu a so- _Assumindo que a resisténcia ténsil & pro-
brevivéncia das células enxertadas. A existéncia Porcional ao tempo de cura (CONNOLL&t al,
desses fatores foi importante na reparacdo, como 1989), @ possibilidade de precocidade de preenchi-
citado por REDDI (1995). Ainda, segundo m~ent9 da falha possibilita sustentaga9 e estab|I|;a—
WERNTZ et al. (1996), em situacBes cronicas, o a0 Osseas, favorecendo a reparacdo e com isso
potencial osteogénico da medula n&o é dependented'm!nu'“do o0 tempo total de restabelecimento do
de um agente osteoindutor, mas pode ser favorecido Paciente.
pela sua presenca. B

A avaliacdo radiografica demonstrou que CONCLUSOES
um maior numero de animais apresentaram forma-
¢ao Ossea precoce, nos radios que receberam a me- Com base nesses achados, pode-se con-
dula centrifugada em relagdo aos que receberam acluir que o processo de reparacdo 6ssea em coelhos,
medulaintegral, a semelhanca dos resultados obtidos induzido pela aplicacdo de medula 6ssea via percu-
por CONNOLLY et al. (1989) que nao encontraram  tanea, é um fenémeno precoce e seus beneficios sdo
diferenca significativa, neste aspecto, apesar de que yerificados com maior intensidade na primeira e
as avaliagbes bioquimicas e biomecanicas reaﬁzadaSSegunda semanas ap6s a enxertia. A enxertia de
mostraram melhores resultados para o grupo da medula éssea em falhas 6sseas segmentares de coe-
medula concentrada. Estes autores concluiram que ajhos resulta, principalmente nas primeiras semanas,
falta de diferenca estatistica foi devido ao pequeno em formagcao direta de tecido 6sseo.
numero de animais, a pequena quantidade de medula
usada (2ml) ou ao tempo que foi escolhido para a
andlise (5 semanas). No presente estudo, pode-se
afirmar que o volume enxertado foi o ideal, pois _ B
preencheu adequadamente a falha produzida. O 2 A¢ePran 1%, Univel, Sao Paulo.
periodo de avaliagéo foi o0 mesmo do trabalho citado ¢ penicilina G benzatina, Eurofarma, S&o Paulo.
e permitiu avaliar o inicio, 0 pico e a estabilizacdo d. Ragio Coelhil “R”, Socil, Belo Horizonte.
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e. Regular double cutting (22,22mm X 0,6mm), Dentorium, New
York.

f. Catgut cromado, Brasmédica, Sao Paulo.

g. Nailon cirtrgico, Farma Brasileira, Sdo Paulo.

h. Agulha Komiyashiki, calibre 12.

i. Heparina. 5.000Ul/ml, Ariston, S&o Paulo.
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