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RESUMO

Objetivo: Através de um modelo experimental, pretendemos criar
inferéncias sobre a viabilidade do enxerto dsseo vascularizado da
crista iliaca em ratos e verificar suas caracteristicas histologicas.
Método: Foram utilizados 21 ratos, que foram divididos em dois
grupos: o primeiro consistindo por animais submetidos a técnica
de enxerto 6sseo vascularizado e pediculado sobre o ramo iliaco
da artéria iliolombar; o segundo (grupo controle) sofreu o mesmo
procedimento do primeiro com a adi¢ao da ligadura do pediculo
vascular. A viabilidade dos enxertos 6sseos foi verificada durante
trés semanas, através da visualizac¢do direta do enxerto, histologia
¢ imunoistoquimica. Resultados: Todos os enxertos vascularizados
avaliados na primeira semana apresentaram viabilidade segundo a
observacdo direta, histologia e imunoistoquimica. Entretanto, na
segunda e terceira semanas os enxertos mostraram-se inviaveis
em 75% dos casos quando submetidos a avaliacdo segundo a ob-
servagdo direta e em 50% dos casos quando realizada a analise
histologica e imunoistoquimica. Conclusdo: Alguns enxertos vas-
cularizados em sua concep¢ado tornaram-se inviaveis ¢ passaram a
se comportar como enxertos ndo vascularizados sob a analise da
observacdo direta e histoldgica. Apesar da possibilidade de falha,
o uso de enxertos 6sseos vascularizados deve ser incentivado, pois
a histologia descritiva demonstrou maior densidade celular na
porcdo o6ssea medular, ostedcitos com maior funcionalidade na de-
posicdo de matriz dssea, com rede vascular intradssea preservada.

Descritores - Transplante Osseo; Matriz Ossea; Histologia; Imu-
noistoquimica; Modelos Animais

ABSTRACT

Objective: Through an experimental model, our aim was to create
inferences about the viability of vascularized bone grafts from
the iliac crest in rats and investigate their histological features.
Methods: Twenty-one rats were used, divided into two groups:
the first consisted of animals that were subjected to the technique
of vascularized bone graft pedicled onto the iliac branch of
the iliolumbar artery; the second (control group) underwent
the same procedure as performed on the first group, with the
addition of ligation of the vascular pedicle. The viability of the
bone grafts was observed for three weeks, by means of direct
observation of the graft, histology and immunohistochemistry.
Results: All the vascularized grafis evaluated in the first week
showed viability according to direct observation, histology and
immunohistochemistry. However, in the second and third weeks,
direct observation showed that 75% of the grafts were unviable,
while histological analysis and immunohistochemistry showed that
50% were unviable. Conclusions: Some grafts that are designed to
be vascularized became unviable and began to behave like non-
vascularized grafts under direct observation and histology. Despite
the possibility of failure, use of vascularized bone grafts should
be encouraged, because descriptive histology shows greater cell
density in the medullary bone portion, and osteocytes that function
better regarding deposition of bone matrix, with preservation of
the intraosseous vascular network.

Keywords - Bone Transplantation; Bone Matrix; Histology;
Immunohistochemistry, Models, Animal
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INTRODUCAO

Os enxertos 0sseos continuam sendo utilizados com
frequéncia na resolugdo de situacdes clinicas com perda
de substancia dssea. Sua aplicabilidade ¢ vasta na cirur-
gia reconstrutiva, principalmente na area ortopédica,
sendo empregados para o reparo da perda tecidual éssea,
que pode ser decorrente de traumas, pseudoartroses,
corre¢do de deformidades, ressecc¢do tumoral e estimulo
a osteogénese!! ™.

A viabilidade das células 6sseas transferidas com o
enxerto ¢ um dos fatores determinantes para as proprie-
dades mecanicas, como a resisténcia a forcas externas,
porosidade e densidade 6ssea, e também determina pro-
priedades fisiologicas como a capacidade de osteoge-
nese ¢ osteoindugdo. Por isso, fatores que contribuem
para a sobrevivéncia celular deveriam ser respeitados
para a obten¢do de enxertos com qualidades superio-
res, determinando, desta forma, melhor progndstico nas
intervengdes que visam a reconstrucao de defeitos o
aparelho esquelético.

Existe uma duvida inerente ao procedimento cirtr-
gico quando se utiliza enxertos 0sseos vascularizados:
sera que o enxerto 6sseo mantera sua viabilidade através
do pediculo vascular com o decorrer do tempo? Alguns
eventos poderiam obstruir o pediculo, como compressao
externa, edema, imobilizagdo pos-operatdria, trombose
devido estase venosa e lesdao do pediculo devido manipu-
lagdo. Ao ocorrer uma obstru¢do do pediculo, o enxerto
osseo vascularizado transforma-se em ndo vascularizado.

Através de um modelo experimental, almejamos criar
inferéncias sobre a viabilidade do enxerto 6sseo vascula-
rizado da crista iliaca em ratos sustentada pelo pediculo
vascular e verificar suas caracteristicas histologicas.

METODOS

Animais

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus) destinados exclusivamente a pesquisa, pro-
venientes e mantidos no Laboratorio de Habilidades
Meédicas e Pesquisa Cirtrgica da PUCRS, em condigdes
ambientes adequadas para a espécie, com controle da
temperatura, umidade, ventilagdo, luz, ruido, odores e
interacdo social. Foram mantidos em gaiolas individu-
ais, recebendo dgua e alimento em qualidade e quanti-
dade adequadas para a espécie. O protocolo de estudo
foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da PUCRS.
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Os animais foram divididos em dois grupos de com-
paragao:
Grupo 1: enxerto dsseo vascularizado da crista iliaca
(n=12).
Grupo 2 (controle): enxerto 6sseo ndo vascularizado da
crista iliaca (n = 9).

Procedimento cirargico

Por via intramuscular era administrada a anestesia,
consistindo numa solugdo de 0,2ml de clorpromazina e
0,8ml de quetamina, na dose de 3ml/kg. Doses de ma-
nutengdo anestésica eram administradas no transcorrer
do ato cirurgico, conforme a necessidade.

A incisdo cirurgica era longitudinal, paralela e afas-
tada 2cm da linha mediana dorsal, iniciando 1cm abai-
x0 do ultimo arco costal e terminando na altura do
quadril (Figura 1).

No plano subfascial, o ramo iliaco da artéria e da
veia iliolombar foram identificados e cuidadosamente
dissecados em direcao proximal até o ponto onde en-
travam na cavidade abdominal. Para acessar a cavidade
abdominal, a inser¢ao dos musculos abdominais foi li-
berada na crista iliaca. A dissec¢ao do pediculo vascular
foi realizada, até a sua origem na artéria aorta e na veia
cava inferior (Figura 2).

O ramo para o osso iliaco foi entdo identificado, e
distalmente a ele foi realizada a ligadura da artéria (Fi-
gura 3). A fascia toracolombar foi incisada no bordo
lateral da coluna vertebral e a por¢do medial do osso
iliaco foi exposta. Paralelo a 1cm da borda superior do
osso iliaco, o musculo gliteo méximo foi incisado na
face externa do iliaco e o musculo iliaco foi incisado
expondo a face interna do osso iliaco (Figura 4).

Uma osteotomia bicortical separou o terco superior
do osso iliaco dos dois ter¢os inferiores articulados ao

Figura 1 — Acesso cirlurgico e localizagdo da transicao entre as
musculaturas glutea e abdominal, pontos de referéncia para a lo-
calizagéo do pediculo.
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Figura 2 — Laparotomia com dissec¢do do ramo iliaco da artéria
iliolombar em dire¢do a sua origem na aorta abdominal.

Figura 3 — Ligadura do ramo iliaco distalmente & emergéncia de
vaso para 0 0sso iliaco.

sacro e ao quadril. As partes moles inseridas na metade
superior foram liberadas, permitindo a obtenc¢ao do en-
xerto 0sseo vascularizado pelo ramo iliaco da artéria e
da veia iliolombar (Figura 5).

O enxerto 6sseo foi envolvido por uma ladmina de
silicone; desta forma, foi criada uma barreira meca-
nica que dificultou a invasdo e diminuiu a influéncia
de tecidos vizinhos na viabilidade do enxerto 6sseo,
tornando-se este dependente do seu pediculo vascular
para manter-se viavel.

O grupo 2 foi utilizado como grupo controle. Nele,

Figura 4 — Enxerto ésseo vascularizado do osso iliaco baseado no
ramo iliaco da artéria iliolombar.

Figura 5 — Exposicao da face externa do osso iliaco apds inciséo
e afastamento da musculatura glutea.

realizou-se 0 mesmo procedimento descrito para o grupo
1, com o adendo de que o pediculo vascular foi ligado
e seccionado.

O enxerto envelopado pela lamina de silicone foi co-
locado dentro da cavidade abdominal com a finalidade de
minimizar as chances de extrusao para o meio externo.

Dos 21 animais, sete foram sacrificados apds uma
semana do procedimento cirurgico; sete, apos duas se-
manas; e sete, apds trés semanas. Dentre os sete animais
sacrificados semanalmente, quatro pertenciam ao grupo
1 e os outros trés ao grupo 2.

Histologia

Os enxertos foram fixados em formalina tampona-
da a 10% por 24h, submetidos a lavagem com agua,
mantidos em agua por 12h e descalcificados por 24h,
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utilizando-se uma solucdo de acido formico a 22% ¢
citrato de sodio a 10%. Apds este procedimento, foi
realizada a inclusdo da peca em parafina de acordo com
o0 processamento para tecidos convencionais e realizados
cortes histologicos de 3um, com coloragao com HE.

Imunoistoquimica

As mesmas pegas fixadas e descalcificadas para a
histologia foram utilizadas no preparo de laminas para
analise imunoistoquimica. Foi utilizado um marcador
endotelial denominado anti-CD34 para avaliacdo da
vascularizagdo intradssea.

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram descritas através de frequéncias
absolutas e relativas.

Para avaliar a concordancia entre os métodos, foi
aplicado o coeficiente de concordancia de Kappa. Para
estimar a magnitude do coeficiente Kappa, o intervalo
com 95% de confianga foi calculado.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as ana-
lises foram realizadas nos programas SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versao 13.0 e PEPI
(Programs for Epidemiologists) versao 4.0.

RESULTADOS

Observacao direta

As diferengas nas caracteristicas macroscopicas entre
o enxerto vascularizado e o ndo vascularizado foram
evidentes. Nos primeiros, foi encontrada uma por¢ao
ossea com tonalidade avermelhada, com osso medular
abundante e sangrante. Ao manuseio, apresentou plas-
ticidade semelhante ao osso encontrado no momento da
realizacdo do procedimento cirrgico inicial, embora
com perda da resisténcia. Os enxertos ¢sseos nao vas-
cularizados apresentavam coloracdao amarelo-esbranqui-
cada, com escassa quantidade de osso medular, eram
menos plasticos e mais friaveis, sem nenhuma evidéncia
de sangramento, mostrando-se ressecados.

Em todos os ratos cujo procedimento visava a obten-
¢do de um enxerto nao vascularizado, ectoscopicamente
foram observadas por¢des 0sseas com as caracteristicas
descritas acima para tal. Entretanto, dentre os enxertos
cujo procedimento visava a integridade da vasculariza-
¢do, todos os da primeira semana foram caracterizados
ectoscopicamente como vascularizado. Somente um foi
classificado como vascularizado dentre os da segunda
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semana e os da terceira semana. Com isso, foi constata-
da auséncia de vascularizacdo em 75% (trés de quatro)
dos enxertos inicialmente vascularizados na segunda e
terceira semanas.
Histologia

Ao observar as laminas coradas com hematoxilina e
eosina (Figura 6), pode-se classificar o 0sso como vas-
cularizado ou nao vascularizado, conforme as estruturas
visualizadas. Nos enxertos vascularizados foram encon-
tradas trabéculas bem estruturadas na regidao medular
Ossea, nas quais identificou-se grande quantidade de
ostedcitos com abundante deposi¢ao de matriz osteoide
ao seu redor, com alta densidade de elementos celulares
na regidao medular 6ssea. De modo oposto, quando foi
encontrada uma lamina com ostedcitos em menor quan-
tidade, acompanhada de menor quantidade de matriz

Figura 6 — Fotomicrografia de corte histoldgico de enxerto dsseo
com caracteristicas de viabilidade (esquerda), na qual a regidao me-
dular 6ssea apresenta abundancia de elementos celulares e matriz
osteogénica, e de auséncia de viabilidade (direita), em que ha sinais
de reabsorgéo 6ssea e diminuicdo da densidade celular na medula
ossea (HE, 100x).
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ossea depositada ao seu redor e escassa quantidade de
osso medular, esta foi caracterizada como padrdo de
0sso0 ndo vascularizado. Todas as laminas do grupo 2 fo-
ram classificadas como nao vascularizadas. As 1aminas
das pecas histologicas do grupo 1 da primeira semana
foram classificadas como vascularizadas. Entretanto,
somente 50% (dois de quatro) das laminas obtidas apos
a segunda semana e na terceira semana foram classifi-
cadas como vascularizadas.

As laminas coradas com o marcador imunoisto-
quimico anti-CD 34 para tecido endotelial também
mostraram diferengas na analise descritiva histolo-
gica. Ao se avaliar as laminas classificadas como
padrao de osso vascularizado, foi encontrada grande
quantidade de estruturas marcadas com coloracao de
tonalidade marrom (coloragao por DAB), com a pre-
senca de limem e hemaceas no seu interior, caracte-
rizando vasos sanguineos. As laminas com 0sso nao
vascularizado demonstravam auséncia das estruturas
descritas acima. Em todas as laminas do grupo 2 nao
foram observadas estruturas correspondentes a vasos
sanguineos. Dentre as laminas com enxerto vascu-
larizado, todas da primeira semana demonstravam
sinais de vascularizagdo, enquanto somente 50% das
laminas da segunda e da terceira semanas possuiam
vasos sanguineos.

Correlacao entre a observacao direta e a histologia

Houve concordancia estatisticamente significativa
entre todos os métodos (p < 0,001), conforme apresenta
a Tabela 1. Percebe-se que o coeficiente Kappa apre-
senta uma boa concordancia entre todos os métodos
(> 0,79), sendo completamente concordante entre a co-
loragdo HE e o CD 34 (k = 1,00). Apenas duas das 21
avaliagoes (9,5%) foram discordantes entre a observa-
cdo direta e a histologia com coloracao HE e CD 34.
Nestas, a observacdo direta demonstrou desvasculariza-
¢do e os demais métodos apresentaram vascularizacao.

Tabela 1 — Avaliacdo da concordancia entre observagéao direta, HE e CD 34.

Concordancia
Comparacao Kappa (IC 95%) p
n (%)
Observacéo 0,79
direta x HE 19/21 (90.5) (0,51 — 1,00) <0,001
Observagao 0,79
dretaxCD34 | '9/21(905) 051 1,00 | <0001
HE x CD 34 21/21 (100,0) 1,00 <0.001
’ (0,68 — 1,00) ’

DISCUSSAO

Os enxertos 0sseos sdo fundamentais para a recons-
trucao de defeitos esqueléticos. O sucesso do tratamen-
to pode ser influenciado pelo tipo de enxerto utilizado
devido as diferencas nas propriedades entre os enxertos
Osseos vascularizados e os ndo vascularizados.

As propriedades dos enxertos dsseos vascularizados
possibilitam a sobrevivéncia de grande parte de seus
elementos celulares®, a consolidagdo e a integragdo
mais precoce no leito receptor®”), a maior manutengio
da massa 6ssea’, a maior capacidade de hipertrofia® e
a maior resisténcia a infecgdes quando comparados aos
enxertos 0sseos ndo vascularizados®”,

Fisiologicamente, os enxertos 0sseos vascularizados
apresentam maior capacidade de osteogénese, osteoin-
ducdo e osteoconducao quando comparados aos enxer-
tos 0sseos ndo vascularizados, e sua utilidade clinica se
torna imperativa em algumas situagdes em que o indice
de falha com o uso do enxerto dsseo convencional se-
ria demasiadamente alto para justificar seu emprego,
como em defeitos dsseos extensos, em leito receptor
mal vascularizado ou até mesmo desvascularizado!%!)
e em procedimentos prévios com uso de enxerto € que
resultaram em falha do procedimento. Todavia, se o
progndstico melhora com o uso do enxerto vasculariza-
do nos casos com pior prognostico, ele também poderia
ser utilizado com maior frequéncia ou até como primeira
escolha, em situagdes consideradas menos graves.

Uma pergunta frequente sobre enxertos 0sseos vascu-
larizados aborda a viabilidade do enxerto com o trans-
correr do tempo: seria justificavel a op¢do por uma
técnica que prolonga o tempo cirirgico ou o encami-
nhamento para profissionais mais habilitados a realizar
o procedimento? O enxerto inicialmente vascularizado
comprovadamente no transoperatorio poderia deixar
de sé-lo por diversos motivos, por exemplo: estase ve-
nosa, microtrauma vascular, distarbios de coagulagao,
alteragdes sist€émicas do paciente, compressao externa,
edema, processo inflamatorio ou infeccioso.

Linsell et a/'?, em um estudo experimental em ratos,
relataram viabilidade em 88% de seus enxertos vascu-
larizados do fémur apds uma semana de seguimento,
utilizando microanastomose arteriovenosa.

Sempuku et al'¥ detectaram neoformagio dssea em
duas semanas utilizando um modelo de enxerto 6sseo
vascularizado em cauda de rato, sendo que no grupo de
enxertos nao vascularizados ocorreu necrose completa
ap0s uma semana, € apos cinco semanas foi detectada
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neoformacdo 6ssea envolvendo o 0sso necrético suge-
rindo revascularizagdo e osteogénese por invasao teci-
dual circunjacente.

Nasir et al''¥ constataram histologicamente em ratos
que apds uma semana o enxerto 6sseo vascularizado
da crista iliaca, baseado na artéria femoral circunflexa
lateral, estava viavel.

Ozkan et al', utilizando o modelo experimental do
enxerto 6sseo vascularizado baseado na artéria iliolom-
bar em ratos, apds uma semana, obtiveram viabilidade
histologica em todos os enxertos examinados. O modelo
experimental de Ozkan et al'>, o qual foi escolhido
para este trabalho, mostrou-se factivel, apresentando
poucas variagdes no trajeto dos vasos, na localizacdo e
no nimero de seus ramos. A anatomia constante trouxe
confiabilidade e facilidade na execu¢do do enxerto vas-
cularizado. Pelo fato de o rato ser um animal de pequeno
porte e, consequentemente, seus vasos serem diminutos,
0 uso do microscopio microcirirgico acrescentou segu-
ran¢a na dissec¢do e na ligadura dos vasos. Citam-se,
como principais vantagens deste modelo, a pequena per-
da funcional para o animal sem alteragdes na marcha, a
obtenc¢ao de um fragmento 6sseo com dimensdes amplas
(1x1cm), a possibilidade de proteger o fragmento 6sseo
na cavidade abdominal e a facilidade de execugao.

Neste estudo experimental, foi verificado no tran-
soperatorio o sangramento ativo de todos os enxertos
vascularizados, com pediculos vasculares funcionais.
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No momento da reintervengdo cirirgica para coleta do
material e analise dos resultados, os animais sacrifica-
dos na primeira semana detinham enxertos considerados
vascularizados pela observacao direta e pela histologia.
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Tais resultados se repetiram nos animais sacrificados na
terceira semana. Houve correlagdo entre o resultado da
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Apesar da possibilidade de falha, o emprego de en-
xertos Osseos vascularizados deve ser incentivado, pois
a histologia descritiva demonstrou maior densidade ce-
lular na por¢do 6ssea medular, ostedcitos com maior
funcionalidade na deposicao de matriz 6ssea, com rede
vascular intradssea preservada. Com isso, pode-se utili-
zar em procedimentos reconstrutivos uma por¢ao ossea
com caracteristicas inerentes que promovam maiores
chances de cura dos pacientes.
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