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RESUMO

Este estudo avaliou a associag¢@o do auto-enxerto da crista ilfaca 2 medula 6ssea
autogena fresca na artrédese dorsolateral das vértebras lombares 1.5-L6 em 36 coelhos,
distribuidos em dois grupos. No Grupo 1 (G1), constituido de 12 coelhos, os processos
transversos das vértebras lombares foram submetidos a descorticagéio bilateral. No Grupo
2 (G2), tforam depositados sobre o processo transverso descorticado de 24 coelhos cerca
de 2 g de auto-enxerto de crista iliaca, associados a 2 ml de medula Sssea fresca. Quatro
animais do G1 e oito do G2 foram sacrificados as cinco, sete € nove semanas ap6s o
procedimento cirtrgico, permitindo a realizagdo de andlises por palpacdo, radiografias e
histologia. Em quatro animais do G2, a cada semana de sacrificio, realizaram-se também
testes biomecanicos no segmento operado. Nos animais do Gl o segmento operado
apresentou mobilidade normal até a nona semana apés a cirurgia, apresentando aos raios
X e a andlise histolégica reagdo periosteal moderada nos processos transversos
descorticados, sem evidéncias de formacgdo Gssea. No G2, desde as cinco semanas o
segmento operado de todos os animais apresentava-se sé6lido A palpagio.
Radiograficamente, a formagdo de ponte Gssea evoluiu com as semanas de tratamento até
atingir 75% dos animais operados as nove semanas. Microscopicamente, houve
precocidade na formag@o endocondral, observada desde a quinta semana apds a cirurgia.
O teste biomecinico demonstrou que as vértebras tratadas apresentaram diferenga
significativa entre a for¢a ao ponto de ruptura e a forga ao limite de elasticidade, quando
comparadas com as vértebras adjacentes. Contudo, ndo houve diferenga entre as semanas.
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A medula éssea autégena fresca constitui uma opgdo para o aumento nas taxas de uniio,
favorecendo formacio 6ssea precoce e aumento da quantidade de osso formado.

Palavras-chave: artrédese espinhal, auto-enxerto, medula Ossea.

ABSTRACT

ILIAC CREST BONE GRAFT WITH AUTOLOGOUS FRESH BONE
MARROW IN A RABBIT LUMBAR DORSOLATERAL SPINE

rabbits, distributed into two groups. In group 1 (Gl), constituted ot twelve rabbits, the
vertebral lumbar transverse processes were submitted to bilateral decortification. In group
2 (G2), 2 g of iliac crest bone graft combined with 2 mL of fresh bone marrow were
deposited on the decortified transverse process of 24 rabbits Four Gl animals and eight
G2 animals were sacrificed at five, seven and nine weeks after surgical procedure,
allowing palpation, x-ray and microscopic analyses. The G2 animals (at every sacrifice
week) also undertook biomechanical tests of the operated segment. The Gl animals’
operated segment presented normal mobility until the ninth week after surgery, presenting
X ray and microscopic periosteal reaction in the transverse decortified processes. There
were no evidences of bony formation in G1. In G2, the operated segment of all the
animals became solid to palpation, after five weeks. X ray analysis showed that bony
bridge formation developed along the treatment weeks, reaching up to 75% on the 9™
week. Microscopically, the analysis showed a precocious endochondral bone formation,
observed since the fifth week after surgery, culminating in the ninth week in
osteointegration and bony union. The biomechanics test demonstrated that the treated
vertebrae presented significant difference between the rupture point force and elasticity
limit force when compared with the adjacent vertebrae. However, there was no difference
among the analyzed weeks. The results obtained in this work show that the autogenous

bone marrow is an option to increase the union rates, favoring precocious bony formation
and increasing the amount of formed bone.

Key words: spinal arthrodesis, autograft, bone marrow.

INTRODUCAO

" Em humanos, a uniio vertebral dorsolateral lombar € o principal
método de tratamento cirdrgico para a corre¢io de instabilidade mecanica
de um segmento da coluna vertebral acometido por patologias dolorosas
como hérnias de disco, escoliose, estenose e doencas degenerativas e
traumaticas (5).

O enxerto de osso autégeno da crista ilfaca consiste na técnica-
padrio para a realizacdo da artrodese dorsolateral lombar. Apesar dos
bons resultados, é substancial a morbidade no sitio doador, devido a
coleta de grandes quantidades de osso esponjoso, com 0 objetivo de
aumentar a eficiéncia de unido (2). Além disso, a ndo-unido pode



VOL.LII,N°299,2005 143

acometer at¢ 50% dos pacientes operados (7). Como resultado,
substitutos para o auto-enxerto da crista ilfaca tém recebido atencdo nos
altimos anos (2).

A capacidade osteogénica das células derivadas da medula éssea
autogena e o efeito osteoindutor in vitro e in vivo tém sido demonstrados
(3, 9, 11). Sua coleta é procedimento seguro, com conseqiiéncias
despreziveis a curto e longo prazo (I). Além disso, a medula pode
oferecer grande concentragdo de fatores que estimulam e aumentam a
produgdo Gssea e conseqiientemente, a taxa de unido (8).

De acordo com anilises por tomografia computadorizada em
coelhos submetidos a artrodese espinhal, o volume 6sseo local dos
animais que receberam o enxerto de medula Gssea associado ao auto-
enxerto da crista iliaca foi 30% maior, em comparagiio aqueles em que foi
utilizado apenas o auto-enxerto da crista ilfaca (5).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de unido
vertebral, o indice de unido na regifo da enxertia, a forca e a resisténcia
biomecanica da unido, apds utilizacio do auto-enxerto da crista iliaca
associado a medula 6ssea autégena fresca, na unifio vertebral dorsolateral
lombar em coelhos, servindo de modelo experimental tanto para a
medicina humana quanto veterinaria.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 36 coelhos da raga Nova Zelandia Branca, com
peso médio de 3,0 kg e idade de trés meses, distribuidos aleatoriamente
em dois grupos experimentais. Nos 12 animais do Grupo 1 (G1),
realizou-se somente a descortificacio bilateral dos Processos transversos
das vértebras lombares L.5-L6, ¢ cada um dos 24 coelhos do G2
receberam, sobre os processos transversos descorticados, cerca de 2 g de
auto-enxerto da crista iliaca associados a 2 ml de medula éssea autogena
fresca. Os animais foram identificados, alojados em gaiolas individuais e
receberam ragdo comercial, d4gua e feno.

O protocolo anestésico consistiu de medicagiio pré-anestésica com
acepromazina (0,1 mg/kg, IV) e anestesia geral dissociativa com
tiletamina-zolazepam (20 mg/kg, IV). Na linha de incisio foi
administrado 0,75 mL de lidocaina, assim como na musculatura lombar
das vértebras L5-L6 (0,5 mL de cada lado). A analgesia pds-operatéria
foi mantida com morfina oral (0,4 mg/kg) a cada seis horas, nos trés
dias seguintes ao procedimento cirdrgico. Cada coelho recebeu.
ainda, ceftiofur sédico (5 mg/kg, IM) no pré-opetratério e 24 e 48
horas apds o procedimento cirtirgico.

ApOs a anestesia geral, os animais foram posicionados em deciibito
ventral, com os membros pélvicos estendidos cranialmente. Foi realizada
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incisdo de pele de 5 cm de extensao, seguida de duas incisdes paralelas na
fascita paramediana. Os misculos multifidos e longissimos foram
identificados e divulsionados permitindo a exposi¢io dos processos
transversos das vértebras lombares Ls-ILg. Com o oste6tomo, seus
processos transversos foram descorticados até que fosse visualizada a
regido medular, bilateralmente, nos animais de G1 e G2.

A medula O&ssea autégena fresca foi coletada, durante o
transoperatorio, através de uma agulha de pun¢io medular (Komiyashiki,
calibre 12) inserida na crista iliaca de todos os animais do G2. A agulha
fo1 rotacionada até a cavidade medular, o mandril foi removido da agulha,
e uma seringa esterilizada de 20 mL contendo 150 Ul de heparina foi
acoplada, permitindo a aspiracio de 2,0 mL de medula.

O auto-enxerto foi coletado logo ap6s a coleta da medula, através
de incisdo sobre a crista ilfaca, divulsionamento da musculatura adjacente
e exposigdo ossea. Com uma goiva, foram coletados aproximadamente 2
g de osso cortico-esponjoso, que foram fragmentados e implantados
juntamente com os 2 ml de medula dssea, sobre 0s processos transversos
previamente descorticados. A musculatura divulsionada e a fascia foram
suturadas bilateralmente com categute 4-0, com padrdo de sutura do tipo
Reverdin, e a pele aproximada com monondilon 3-0, em sutura simples
continua. -

Quatro coelhos do G1 e oito do G2 foram sacrificados, com
sobredosagem anestésica (pentobarbital sddico), as cinco, sete e nove
semanas apos o0s procedimentos cirdrgicos, permitindo avalia¢oes
radiograficas, macro e microscépicas e testes biomecanicos.

As radiografias da coluna lombar foram realizadas na incidéncia
dorsoventral, em todos os animais, imediatamente apds o procedimento
cirurgico € ao momento do sacrificio. As andlises foram baseadas na
presenca de massa Ossea uni ou bilateralmente, caracterizando unido a
existéncia de massa dssea intertransversa bilateral sem radioluscéncia.

Apos o sacrificio, a coluna lombar de todos os animais foi
removida em bloco, sendo realizados movimentos de flexio e extensio
entre L4-Ls, Ls-L¢ € Lg-L7, permitindo classificar como unido vertebral, os
segmentos Ls-Lg sélidos.

A avaliacao histolégica foi realizada em todos os animais do Gl e
em 12 do G2, quatro a cada semana de sacrificio. O material que unia os
espacos interlaminares foi analisado com base no tipo de tecido
predominante.

A avaliagdo da resisténcia a trago foi realizada em 12 animais do
G2, quatro a cada semana de sacrificio, escolhidos de forma aleatria.
Imediatamente antes do teste, todo o tecido muscular remanescente, os
discos intervertebrais e os processos articulares foram removidos com o
auxilio de um bisturi, mantendo o material de unifio interlaminar e a
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membrana intertransversa conectados as duas vértebras umdas.
Posteriormente, os corpos vertebrais de Ls e Lg foram perfurados
perpendicularmente com pinos de aco de 3,2 mm de didmetro e 12 cm de
comprimento, posicionados paralelamente entre si, € um sistema
composto de correntes foi acoplado aos pinos e ao aparelho de tragdo. A
carga de tracdo foi aplicada seqiliencialmente ao deslocamento, sendo os
resultados registrados em Newtons, € os dados do deslocamento em
milimetros. O mesmo teste foi realizado nas vértebras L; ¢ L4 ,
constituindo o controle.

O teste foi realizado no Laboratério de Papel e Celulose (LPC) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), utilizando-se um equipamento
Instron, modelo 4204, e as propriedades avaliadas foram: for¢ca maxima
ao ponto de ruptura (forca necessdria para romper totalmente o corpo de
prova, expressa em Newton ou um de seus multiplos); for¢a ao limite de
elasticidade (for¢a absorvida pelo corpo de prova no limite maximo de
elasticidade, ou seja, até esta forca o corpo de prova ainda possui
capacidade de retornar a estrutura original, sem soirer deformacgao,
expressa em Newtons) e rigidez (habilidade do corpo de prova em resistir
as deformacdes, em razio das tensdes aplicadas, expressa em N/cm).

Também foram calculados os indices de unido: forga maxima nas
vértebras que receberam enxerto (Ls e Lg) pela for¢ca maxima do controle
(L; e Ly ); forca ao limite de elasticidade pela forca ao limite de
elasticidade do controle; e razdo da rigidez pela rigidez do controle.

Os dados radiograficos visando a unido nos dois grupos, a
avaliacdo por palpa¢do e os dados histolégicos 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 aleatonas
independentes (P < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois animais do G2 (8,3%) morreram imediatamente apos o
procedimento cirirgico, com hemorragia ¢ edema no local de coleta do
enxerto, € outros dois apresentaram automutilacdo no periodo poOs-
operatério, como manifestacdo a dor no local de coleta do auto-enxerto
cOrtico-esponjoso.

Na avaliacdo por palpacdo (Quadro 1), realizada a época dos
sacrificios, desde as cinco semanas o segmento operado de todos os
animais do G2 apresentou-se sélido, correspondendo a unido vertebral, e

o tipo de tecido que preencheu o leito de enxertia demonstrou aspecto de
0sso0. Nos segmentos adjacentes ao operado e naqueles descorticados dos
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oito animais do grupo-controle (G1), a mobilidade permaneceu normal
até nove semanas apds a cirurgia.

QUADRO 1 - Resultado da palpagdo manual (PM) e da avaliacao
radiografica (AR) do segmento Ls-Lg, de acordo
com o tempo pds-operatério, nos animais do

Grupo 2
5 semanas 7 semanas 0 semanas |
Caracteristicas PM AR PM AR PM AR |
Total de animais 7 7 7 7 8 g8 |
Unifo 717 4/7 717 4/7 8/8 6/8
NAo-uniao 07 3/7 0r7 3/7 o8 28 |
| % de Unido 100,0 57.0 100,0 57.0 100 75,0 |
% de Nao-uniao 0,0 43.0 0.0 43,0 0 25,0
- - — — ——ee e — —_ — — — _—

Segundo Connolly (3), a medula 6ssea fresca aumenta a taxa de
formacio 6ssea em defeitos de ossos longos, quando associada a enxertos
6sseos, e nos casos em que a quantidade de auto-enxerto € inadequada, a
adicio de medula Ossea autégena pode aumentar a formagao Ossea € o
sucesso da unido (8). Neste trabalho, foi observada precocidade de
formacdo 6ssea, cinco semanas apds o procedimento cirurgico.

A medula dssea acrescentou ao auto-enxerto  células
multipotenciais capazes de proliferacio e diferenciagdo em celulas
osteogénicas (5). Houve semelhanga de resultados eficientes de artrodese
quando foram comparados os deste trabalho com os observados por
Boden et al. (2), corresponderam a 60% dos animais operados, com 0
enxerto de crista iliaca usado de forma isolada, e foram substancialmente
superiores aos 25% encontrados por Curylo et al. (5).

Estudos demonstraram, in vitro e in vivo, o potencial osteogénico
derivado de células medulares (I, 3, 4). Pode-se inferir que as cé€lulas na
medula propiciaram a unifio vertebral, facilitando a integragdo dos
fragmentos do enxerto e, segundo Curylo et al. (5), quando aumentaram a
quantidade de osso produzido. A adi¢do da medula providenciou maior
concentracio de fatores bioativos que estimularam as c€lulas no enxerto
4sseo a produzir 0sso.

A coleta da medula 6ssea foi procedimento simples e seguro, € a
heparinizagdo das seringas foi importante para evitar a coagulagio das
amostras e a necessidade de nova coleta, em concordincia com Barros et
al. (1) e Curylo et al. (5).

A andlise radiografica dos animais do G2 demonstrou que, as cinco

e sete semanas, quatro animais (57%) apresentaram radiopacidade na area
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de enxertia unindo dois processos transversos bilateralmente,
considerados unido, € as nove semanas seis animais (75%) apresentaram
estas evidéncias de unido (Quadro 1 e Figura 2). Nos animais do G1, foi
observada apenas reacdo periosteal nos processos transversos
descorticados.

Na analise histologica, nos animais do G1, foi observada discreta

RIOHECIAcAn . PETINSEaL. . 05w, RICCESS Q8 L LANSVSTSOS,, Slesrorticados:

pequeno numero de ilhas cartilaginosas, caracterizando precocidade na
formagdo Ossea. O tipo de formacdo Ossea predominante foi a
endocondral, com o tecido cartilaginoso sendo rapidamente substituido
por tecido 6sseo. As sete (Figura 1) e nove semanas foram observados
vasos sanguineos e formacgdo de tecidos condréide e Gsseo imaturo,
evidenciando osteointegracao e unido dssea, com trabéculas formando
pontes Osseas entre dois processos transversos adjacentes.

A precocidade da unido vertebral, advinda da associacdo do auto-
enxerto de crista ilfaca com medula 4ssea fresca, na coluna lombar, é
relevante porque a coluna € um ambiente hostil para a artrodese, pois estd
constantemente sendo submetida a cargas axiais e torsionais.

A vasculariza¢do e os tecidos condrdide e 46sseo, no centro da
regldo de enxertia, coincidem com os verificados por Wilson et al. (/0),
que afirmaram que a incorporacdo do enxerto dsseo esti diretamente
relactonada a vascularizacdo e presenca de material osteogénico no local.

Nas semanas seguintes ao sacrificio, a ossificacio endocondral
ocorreu predominantemente a partir da vascularizagdo para a regido do
enxerto que progredin dos processos transversos descorticados,
fornecendo nutrientes, concordando com Frenkel et al. (6).

A 1ncoeréncia entre os dados radiograficos e de palpagdo (Quadro
1) pode ser explicada pelos resultados histolégicos. Houve casos em que
animats, radiograficamente, foram considerados “ndo-unido”, mas, 2
palpacdo, a area operada encontrava-se firme e sem mobilidade, sendo
considerados “unido” clinica. Nestes, histologicamente, as dareas
radiolucentes foram representadas por tecido condroide e formacao 6ssea
imatura, significando que nem sempre os resultados radiograficos
refletiram a condi¢do clinica real do paciente.



148 REVISTA CERES

FIGURA 1 - Trabéculas 6sseas (TO), formacdo 6ssea endocondral e
formagao Ossea imatura (OI). Presenca de ilhas de
cartilagem (elipses). Processo transverso de coelho
submetido a descorticagio e auto-enxerto de crista iliaca
associado a medula Ossea autdgena. Sete semanas apés a
cirurgia, HE, 63X. i

Vi i i

Os resultados dos testes biomecanicos e dos indices de fusio estio
no Quadro 2. Na avaliacdo biomecénica da unido lombar, os indices com
resultado maior que 1 corresponderam & unido. Quanto maior o indice,
maior a eficiéncia da unido.

O teste de resisténcia a tragdo demonstrou que as vértebras tratadas
com o auto-enxerto associado & medula 6ssea apresentaram diferenca
significativa entre a for¢ca ao ponto de ruptura e forca ao limite de
elasticidade, quando comparadas com as vértebras adjacentes, utilizadas
como controle (Quadro 1), a excegdo da forca limite as sete semanas.
Contudo, ndo houve diferenga significativa entre as semanas. Pode-se

inferir que a precocidade de formagdo 6ssea induzida pela medula nio
permitiu comportamento diferente entre as semanas, durante os testes.
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P o M-

QUADRO 2 - Médias dos resultados dos testes de resisténcia a
‘ tracdo realizados nas vértebras Ls-Le, tratadas
(VT), em relacao as vértebras Li-L4, ndo-tratadas

(NT), de acordo com o tempo
Testes de tragio

Forca In- Forga In- Rigi- In-
maxima dice limite dice dez dice ]
Sema- VT NT T/N VT NT TN VT NT TN |

nas
Cinco 298,6°%  220,6b* 1,3 167,3c+  130,4e- 1,3 7443g= 592,6i% 1,2
Sete 305,1°%  242.9b* 1,2 155,5¢+  131,0e- 1,2 7859g= 672,5j% 1,1
Nove 329,0°%%  240,2b* 1,3 228,2d+ 2259+ 1,0 8622h=_ 715,3;$ 1,2

Em cada varidvel, médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ou simbolo (na linha) ndo diferem entre
si (P < 0,095).

{

O indice de rigidez também mostrou diferenca entre as vértebras Ls
e L, comparadas com L3 e L,;; o maior indicou que as vértebras que
receberam o auto-enxerto 6sseo € a medula suportaram determinada forca
e deformaram menos que as vértebras-controle submetidas & mesma
forca, a excecdo das sete semanas. Em relagdo a coluna vertebral que esta
submetida a for¢as deformantes, constantemente, quanto maior o indice
de rigidez da massa Ossea, maior a estabilidade do segmento e
conseqiiente sucesso da uniao vertebral.

O indice de rigidez menor ou igual a 1 indica que ndo houve ganho
ou aumento da resisténcia deste material, a0 contririo daqueles maiores
que 1. No total, a excecdo da s€tima semana, em todas as outras oS
segmentos tratados mostraram maior resisténcia biomecanica, quando
comparados aos ndo-tratados. Quanto maior o nimero, maior a diferenga
entre os segmentos tratados e os ndo-tratados, indicando que o tecido
dsseo predominantemente encontrado nos segmentos tratados foi o
responsavel pela maior resisténcia, em comparagdo aos segmentos-
controle. Quanto aos indices de forca limite e rigidez 1,0 e 0,9, eles
representaram os casos de ndo-unido descritos pela literatura (2, 5),
mesmo com a utilizacdo de procedimentos de enxertia.

Foi observada correlacdo entre os testes de resisténcia a tracgdo,
resisténcia e rigidez e€ a palpagdo manual, massa sélida estavel,
evidenciando unido vertebral. A falta de correlagcdo entre a avaliagao
radiogrifica e os resuitados biomecinicos demonstram que a radiografia
nao deve ser utilizada como critério unico de analise.
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FIGURA 2 - Aspectos radiograficos da area de enxertia: (A) apds a
l cirurgia, (B) as cinco semanas, (C) as sete e (D) as nove

(umido Ossea bilateral). Coelhos diferentes submetidos a
descorticacao do processo transverso de Lse Lg € auto- |

enxerto de crista iliaca associado a medula  Ossea
autdgena.




VOL.LII,N®299,2005 151

CONCLUSAQO

1) A medula éssea autdgena fresca constitui uma opcio para o
aumento das taxas de artrodese vertebral, de forma precoce, segura €
econdmica, conforme demonstrado experimentalmente em coelhos.
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