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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

VERTEBRA COCCIGEA COMO ALTERNATIVA A AUTOENXERTOS
CORTICOESPONJOSOS TRADICIONAIS - ANALISE DE
RESISTENCIA E ESTRUTURA

AUTORA: GABRIELE MARIA CALLEGARO SERAFINI

ORIENTADOR: NEY LUIS PIPPI
Santa Maria, 02 de outubro de 2015.

Fraturas com perda de segmento 0sseo total muitas vezes requerem o0 uso de enxerto para
preencher o defeito e restaurar o comprimento normal do 0sso acometido. Entretanto, a
indisponibilidade de banco de 0ssos e a presenca de autoenxertos com dimensdes insuficientes
sdo contratempos temidos na escolha deste recurso. Devido a isso, este trabalho teve como
objetivo investigar as caracteristicas estruturais da vértebra coccigea sugerindo-a como uma
alternativa de autoenxerto corticoesponjoso de segmento 6sseo total. Para tal, foram utilizados
oito cées ex vivo, sendo cada cdo doador de duas amostras de cada um dos seguintes grupos de
enxertos 6sseos: por¢do cranio-dorsal da asa do ilio direita e esquerda (grupo A), fragmento da
102 costela direita e esquerda (grupo C), 4% e 5% vértebras coccigeas (grupo Co) e porcéao
diafisaria da tibia direita e esquerda (grupo T), resultando em 16 amostras por grupo. Tais
enxertos foram submetidos a exame de tomografia computadorizada para mensuragdo de 0sso
esponjoso, 0sso cortical e espessura 0ssea e teste biomecanico para avaliacdo da resisténcia. As
vértebras coccigeas apresentaram caracteristicas desejaveis em um enxerto corticoesponjoso de
segmento 6sseo total, pois apresentaram significativa camada de 0sso esponjoso, elevada
resisténcia compressiva e adequada espessura éssea.

Palavras-chave: fraturas, enxerto, cicatrizacdo, ortopedia, caes.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

Coccygeal vertebra as an alternative to tradicional cortical-cancellous
autograft - resistance and structure analysis

AUTHOR: GABRIELE MARIA CALLEGARO SERAFINI
ADVISER: NEY LUIS PIPPI
Santa Maria, october 02, 2015.

Fractures with loss of total bone segment often require the use of the graft to fill the defect and
restore the normal length of the affected bone. However, the unavailability of bone bank and
the presence of autografts with insufficient dimensions are one of the biggest issues in choosing
this technique. Because of this, this study aimed to investigate the structural characteristics of
coccygeal vertebra suggesting it as an alternative of cortical-cancellous autograft of total bone
segment. To this end, eight ex vivo dogs were used, with each dog donor of two samples of each
bone grafts following groups: cranial-dorsal portion of the right and left iliac crest (Group A),
10™ fragment of the right and left ribs (Group C), 4" and 5™ coccygeal vertebrae (Group Co)
and diaphyseal portion of the right and left tibia (Group T), resulting in 16 samples per group.
Such grafts underwent computed tomography for measurement of cancellous bone, cortical
bone and bone thickness and biomechanical test to evaluate the resistance. The coccygeal
vertebrae showed desirable characteristics in a cortical-cancellous graft of total bone segment,
because it presented significant cancellous bone amount, high compressive strength and
adequate bone thickness.

Keywords: fracture, graft, healing, orthopedics, dogs.
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1. INTRODUCAO

Muitos tratamentos ortopédicos tém sido beneficiados significativamente com o uso de
enxertos 0sseos. Devido a suas caracteristicas e possibilidades de aplicagéo, representam um
dos mais duradouros métodos de abordagem reconstrutiva do sistema musculoesquelético,
estando entre os procedimentos mais utilizados em fraturas (CASTANIA, 2002).

Uma das grandes vantagens dos enxertos 0sseos € a sua versatilidade, pois podem ser
adquiridos na forma esponjosa, cortical e corticoesponjosa, assim como sua obtengdo pode se
dar através do préprio animal, de outro da mesma espécie ou de uma espécie diferente
(SANTOS e RAHAL, 2004). Cada tipo de enxerto apresenta caracteristicas e fungdes proprias,
podendo ser escolhido conforme a necessidade de cada situagdo (MILLIS e MARTINEZ,
2007).

De modo geral, 0s enxertos esponjosos sdo utilizados como autoenxertos frescos
(PIERMATTEL, et al., 2009) e sdo excelentes adjuvantes da cicatrizacdo, pois apresentam
capacidade de osteogénese, osteoinducao e osteoconducao. Em funcéo disso, séo indicados para
tratamento de unido retardada e a ndo unido 6ssea, preenchimento de defeitos corticais e
artrodeses (SANTOS e RAHAL, 2004).

Os enxertos corticais, geralmente, sdo utilizados como aloenxertos conservados
(PIERMATTEI et al., 2009) ou alternativamente, como autoenxertos quando coletado um
segmento ulnar (DENNY e BUTTERWORTH, 2006a). Sua principal funcéo € a osteocondugéo
e suporte estrutural, sendo a osteoinducdo possivel se técnicas de preparacdo preservarem as
proteinas morfogenéticas 0sseas ou outros fatores de crescimento derivados do osso cortical
(MILLIS e MARTINEZ, 2007). Dessa forma, séo indicados para a substituicdo de segmentos
6sseos totais (JOHNSON, 2008), como em fraturas com segmento 4sseo comprometido, ndo
unido atrofica e apos remocao de neoplasia 6ssea para preservacdo do membro (PIERMATTEI
et al., 2009).

Os enxertos corticoesponjosos envolvem a combinagdo de ambos 0s enxertos relatados
(PIERMATTEI et al., 2009), pois apresentam acéo osteogénica, osteocondutiva, osteoindutiva
(BAUER e MUSCHLER, 2000) e suporte estrutural (DENNY e BUTTERWORTH, 2006a).
As costelas e a porgdo craniodorsal da espinha iliaca sdo os locais doadores mais comuns,
podendo ser utilizados como autoenxertos a fresco ou como aloenxertos conservados
(PIERMATTEI et al., 2009).
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Devido a estrutura anatbmica da costela, ela oferece a vantagem de ser utilizada em
falhas de sinfise mandibular (GOMES, 2008) e rinoplastias (SANTOS JUNIOR et al., 2008).
A asa do ilio pode ser utilizada em forma de lascas no interior das articulagdes para auxiliar na
estabilizacdo em artrodeses, assim como em forma de bloco para preenchimento de defeitos
corticais (STEVENSON, 1996), como em falhas mandibulares (GOMES, 2008). Entretanto,
devido ao formato curvado tanto da costela quanto da asa do ilio a aplicacdo das mesmas nédo é
recomendada em sitios receptores que suportem peso (YEH et al., 1991).

A incorporacdo dos autoenxertos esponjosos € rapida e completa, pois a
revascularizacdo é bastante precoce e a osteogénese muito ativa. Entretanto, na incorporagdo
dos enxertos corticais Sd0 necessarios VAarios meses ou anos e quanto maior forem suas
dimens@es, mais incompleta sera a incorporacdo (DIAS et al., 2008).

Dessa forma, a cicatrizacdo de um enxerto 0sseo cortical passa por um periodo critico
durante a incorporacdo, pois 0 enxerto é gradativamente absorvido para posterior formacao de
0ss0 novo, tornando-se fraco e vulneravel a ruptura (MILLIS e MARTINEZ, 2007). Nesse
sentido, lancar mao de adjuvantes que acelerem o processo de cicatrizacdo para diminuir o risco
de fratura é extremamente benéfico. Com isso, a aplicacdo de células-tronco mesenquimais
(CTM) em enxertos 6sseos vem sendo utilizada justamente com esse intuito, pois além de sua
capacidade em se diferenciar em células 6sseas, também sdo capazes de recrutar fatores de
crescimento (FCs) ao foco de fratura, estimulando, assim, o recrutamento adicional de outras
CTM presentes no tecido 6sseo e potencializando o processo de reparo 6sseo (PAGLIOSA e
ALVES, 2007).

Os ossos longos sdo submetidos a forgas que podem ser fisiologicas ou ndo. As
fisiologicas sdo produzidas pela sustentacdo do peso, atividade fisica e contracdo muscular. De
modo geral, ndo excedem o limite de resisténcia 0ssea e por isso ndo determinam fraturas,
exceto em casos excepcionais. Ja as forgas ndo fisiologicas sao geradas durante atropelamentos
ou quedas, por exemplo. Facilmente excedem a resisténcia limite do osso, levando a fraturas.
Essas forcas sdo divididas em quatro tipos basicos (compressao, flexdo, tenséo e tor¢éo) que
afetam o osso de maneira diferente, desenvolvendo cada uma delas um padrdo de fratura
caracteristico (HULSE e HYMAN, 2007).

As forcas compressivas sdo aplicadas axialmente aos 0ssos, resultando em fraturas
obliquas. A flexdo provoca forcas de tensdo em um lado do 0sso e de compressdo no lado
oposto. Dependendo da intensidade da carga axial coincidente com a forca de flex&o, a fratura
inicia com uma fissura transversa no lado de tensdo e se propaga como fratura obliqua no lado

de compressdo. As forcas de torgcdo resultam em uma fratura em espiral e a forca de tenséo
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resulta em fratura transversa, mais frequentemente como uma fratura por avulsao de uma porcéo
do o0sso onde um tenddo ou ligamento esta inserido (JOHNSON, 2008).

A velocidade da forca também determina o tipo de fratura e a gravidade de lesdes nos
tecidos moles. As forcas de baixa velocidade, ou de aplicacdo de carga, resultam em fraturas
Unicas com pouca energia dissipada para os tecidos moles. No entanto, as forcas de alta
velocidade resultam em fraturas cominutivas com a propagacdo de alta energia dissipada
através da fratura e lesdo nos tecidos moles adjacentes. A aplicacéo repetitiva de cargas pode
resultar em fraturas por estresse, em que as taxas de lesdo 6ssea superam a resposta de producéo
de tecido 6sseo (JOHNSON, 2008).

Em situacdes clinicas, geralmente, essas forcas apresentam-se combinadas, sendo
importante reconhecer quais delas sdo predominantes para determinar um plano apropriado de
tratamento (DENNY e BUTTERWORTH, 2006b). Quando a forca € aplicada a um objeto, este
se deforma com relagdo ao seu estado original. A resposta mecanica do objeto a esta forca pode
ser quantitativamente avaliada pela obtencdo da curva de forca-deformacdo ou carga-
deformacdo. Quando a aplicacdo da carga € de tal ordem, que quando removida o objeto
reassume sua posicdo e conformacdo originais, chama-se deformacéo elastica. Se uma carga
for aplicada até o ponto em que o0 objeto ndo é mais capaz de reverter a sua forma original, este
é o0 ponto de quiescéncia. Ja quando a carga vai além desse ponto e o objeto sofre deformacéo
permanente esta é chamada de deformacao plastica. Finalmente, com continuidade da aplicacdo
da carga na regido plastica tem-se o ponto de fratura (SCHWARZ, 1996).

A deformacéo do osso durante a locomocdo varia de 0,04-0,3%, raramente excedendo
0,1%. No entanto, o comportamento das fraturas depende em grande parte das propriedades
materiais do tecido 6sseo, que podem ser influenciadas por diferentes fatores, como a densidade
0ssea, a orientacdo das fibras colagenas, a porosidade, o contetdo mineral, a idade do animal e
a sua conformacéo anatébmica (DALMOLIN et al., 2013).

Os testes biomecanicos tém se tornado cada vez mais comuns na avaliacdo da rigidez
dos segmentos 0sseos (SALBEGO, 2010). Tais ensaios tém a finalidade de determinar as
propriedades estruturais dos diversos tipos de materiais. Basicamente, podem ser divididos em
ensaios destrutivos e ndo-destrutivos. O primeiro promove a ruptura ou a inutilizagédo do
material e, nessa categoria, estdo incluidos os testes de tracdo, impacto, tor¢do, compressao,
flexdo e fadiga. Os ensaios ndo destrutivos incluem os testes de ultrassom, magnoflux,
radiografias e outros que podem determinar as propriedades fisicas ou mecanicas do material
analisado (SOUZA, 1974).
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O tipo de ensaio biomecanico empregado depende do tipo de material a ser utilizado, da
finalidade a que se destina, dos tipos de esfor¢os aos quais serd submetido e das propriedades
mecanicas a serem medidas. No caso dos enxertos 0sseos, um dos testes mais importantes a ser
realizado é o de compressédo axial (CASTANIA, 2002).

Sob carga compressiva, um objeto tende a encurtar e seu diametro a aumentar. As
fraturas produzidas por carga puramente compressiva sdo ocasionalmente observadas como
fraturas impactadas da regido metafisaria dos 0ssos longos, parcialmente em animais imaturos
e nas vértebras (SCHWARZ, 1996).

Em termos de resisténcia biomecéanica entre 0 0sso cortical e 0sso esponjoso, salienta-
se que a porosidade relativa e as dimensfes estruturais de cada um sdo as diferencas mais
importantes. Enquanto o osso cortical tem de 5 a 30% de porosidade, o esponjoso varia de 30 a
90% (HULSE e HYMAN, 2007). Tal caracteristica, confere ao 0sso cortical maior rigidez, e
como resultado suporta maior pressdo que 0 0SSO esponjoso antes da fratura (SCHWARZ,
1996).

Muitos estudos ja foram realizados, nos quais os testes de compressao auxiliaram na
analise de resultados. Ente eles, o de Franca et al. (2002), em que os autores analisaram a
seguranca e a resisténcia mecanica de 30 corpos vertebrais, de cadaveres humanos, submetidos
a vertebroplastia. Apos a densitometria 6ssea, foram distribuidos em dois grupos A e B. Os do
grupo A foram comprimidos até o segundo pico de for¢a (Grafico Forca por Deformacéo),
enguanto os do grupo B, até o primeiro. Injetou-se cimento acrilico no corpo vertebral por via
transpedicular, observando-se seu extravasamento e a temperatura do corpo vertebral. Testou-
se a resisténcia e comparou-se com a da prépria vértebra quando integra. A utilizacdo dessa
técnica traz riscos as estruturas proximas, devido ao extravasamento do cimento. Quanto a
temperatura, ela € segura, desde que ndo ocorra o extravasamento. A resisténcia da vértebra,
apo6s o procedimento, depende do grau do achatamento inicial. Aquelas que tiveram
achatamento menor apresentaram resisténcia maior.

Duarte e Schaeffer (2000) realizaram testes de compressdao em condilos femorais
bovinos congelados e liofilizados visando verificar se a forma de estocagem altera a resisténcia
de tais enxertos. O grupo | foi composto por cilindros de osso liofilizado e reidratado durante
uma hora e meia antes do ensaio, o grupo Il foi composto por cilindros de osso congelado e
posteriormente descongelado durante uma hora, e o grupo Il foi composto por cilindros de
0sso liofilizado e reidratado no momento do ensaio. Os autores ndo encontraram diferencga

estatisticamente significativa tanto na resisténcia a compressdo quanto na deformacéo.
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A tomografia computadorizada (TC) é um método de diagnostico por imagem que
utiliza a radiacédo x e permite obter a reproducdo de uma secgdo do corpo humano em quaisquer
uns dos trés planos do espaco, diferentemente das radiografias convencionais, que projetam em
um sé plano todas as estruturas atravessadas pelos raios-x (GARIB et al., 2007).

A TC é constituida pelo portal, também chamado de "Gantry", que € a parte do aparelho
onde estéo o cabecote e os detectores de raios-x; pela mesa, na qual posiciona-se o0 paciente; e
pelo computador, que armazena os dados coletados pelos detectores. A imagem € formada a
partir dos raios-x que saem do cabecote e sdo captadas pelos detectores que estdo localizados
do lado oposto. O cabecote e o detector estdo conectados mecanicamente, e se movem de forma
sincronizada. Quando ambos fazem uma translacdo ou rotagdo em torno do paciente, as
estruturas internas do corpo atenuam o feixe de raios-x de acordo com a densidade e nimero
atdbmico de cada tecido e a intensidade da radiacdo captada pelos detectores varia de acordo
com esse padrdo, formando uma lista de intensidades para cada corte tomografico. Este
processo é denominado de varredura e é repetido numerosas vezes, gerando uma grande
quantidade de dados que sdo armazenados no computador (BITTAR, 2002).

Por meio de programas especificos ela é capaz de gerar imagens tridimensionais e com
cortes especificos produz imagens de tamanho real do comprimento e da espessura do rebordo
6sseo residual, relacionando-os com as estruturas anatémicas criticas (AJZEN et al., 2005).

Na implantodontia, por exemplo, 0s enxertos 6sseos sao comumente utilizados para o
aumento da espessura 0ssea em maxilas edéntulas. Como esses enxertos possuem morfologia
irregular, a utilizacdo da TC torna-se bastante pertinente na avaliacdo precisa do volume, pois
quando sdo realizados cortes axiais consecutivos, a area de cada corte pode ser facilmente
medida e por nédo existir sobreposicdo, o volume de cada enxerto pode ser determinado com
exatidao (BITTAR, 2002).

Com o objetivo de comparar a precisdo de medidas feitas em radiografias panoramicas
com as de TC, Tal e Moses (1991) realizaram medidas verticais da crista do 0sso alveolar até a
borda superior do canal alveolar inferior em dez pacientes. Observou-se que a TC tem uma
precisdo maior com valores menores e mais proximos do real, entretanto, a radiografia
panoramica é suficientemente precisa para fins clinicos de rotina. A vantagem adicional da TC
estd no planejamento pre-cirdrgico, uma vez que a mesma revela a dimensao horizontal e forma

da mandibula, e da topografia e localizacao vestibulo-lingual do canal alveolar inferior.
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1.1 Justificativa

Na rotina cirurgica, sabe-se que a perda de um segmento 6sseo total, seja por resseccao
de massa tumoral, fragmentacéo de fratura ou ndo unido, € um problema comumente enfrentado
pelo ortopedista veterinario, o qual lanca mdo do uso de enxertos Gsseos corticais ou
corticoesponjos para reconstru¢do do defeito. Entretanto, muitos centros cirdrgicos nao
dispdem de banco de 0ssos viaveis para permitir essa situacdo, restando como op¢do o uso de
autoenxertos.

Como observado pela presente revisdo, entre 0s autoenxertos corticoesponjosos mais
comuns em ortopedia veterinaria encontram-se a costela e a asa do ilio. No entanto, devido as
caracteristicas morfoldgicas desses enxertos, eles ndo sao muito apropriados para substituicdo
de segmento 6sseo total de 0sso longo. Muitas vezes a espessura ou 0 comprimento do material
coletado ndo ¢é abundante para sanar o defeito. Também, para a sua obtencdo se faz necessaria
a osteotomia, causando maior traumatismo iatrogénico no paciente.

Outro aspecto observado com o uso de enxertos corticais ou corticoesponjosos é o tempo
elevado de incorporacdo 6ssea, 0 qual pode levar meses a anos. Durante esse processo, corre-
se 0 risco de infeccdo local, afrouxamento do método de imobilizacdo, ma unido e ndo unido,
comprometendo a cicatrizacao.

Diante das questdes abordadas, pretendeu-se com esta tese, contribuir na solucdo de
alguns problemas inerentes ao uso de enxertos 6sseos. Para isso, a vértebra coccigea foi
proposta como uma alternativa de autoenxerto de segmento dsseo total, partindo-se do
pressuposto que esse 0sso é de facil obtencdo e possui caracteristicas estruturais compativeis
com a de um bom enxerto 0sseo.

Paralelamente, revisou-se trabalhos realizados com a associacdo de células-tronco em
enxertos 6sseos com o intuito de investigar se tal associacdo contribui de forma significativa a

incorporacdo 6ssea e minimiza as complicacBes decorrentes desse tipo de enxertia.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral
- Avaliar a vértebra coccigea como alternativa aos autoenxertos corticoesponjosos

tradicionais em defeitos 6sseos de caes.
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1.2.2 Objetivos Especificos

- Comparar a resisténcia dos seguintes enxertos 6sseos de cdes: por¢do cranio-dorsal da
asa do ilio, porcdo do terco proximal da 102 costela, 4% e 5% vértebras coccigeas e porcao
diafisaria da tibia;

- Comparar o percentual de 0sso esponjoso e 0sso cortical dos seguintes enxertos 0sseos
de cdes: porcdo cranio-dorsal da asa do ilio, por¢do do terco proximal da 102 costela, 42 e 52
vértebras coccigeas e porcéo diafisaria da tibia;

- Analisar a espessura e formato dos seguintes enxertos 6sseos de cées: por¢ao cranio-
dorsal da asa do ilio, porcdo do terco proximal da 10? costela, 42 e 5 vértebras coccigeas e

porcao diafisaria da tibia.
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Atualidades em enxertia 6ssea —revisao de literatura

Updates on grafting bones — literature review

Gabriele Maria Callegaro Serafini, Ney Luis Pippi

Resumo

Animais fraturados sdo frequentemente atendidos na rotina clinico-cirargica
veterinaria. Muitas vezes, essas fraturas sdo complexas e apresentam dificuldade na
cicatrizacdo, como nos casos de perda de segmento 6sseo, ndo unido e unido
retardada. Nesse contexto, 0s enxertos 0sseos ganham papel de destague como
adjuvantes na cicatrizacao e preservacao de um membro. Com o objetivo de auxiliar
ao cirurgido na escolha do enxerto mais apropriado para cada tipo de situacao, seréo
discutidas, nessa revisdo, as caracteristicas gerais dos enxertos 6sseos, opcoes de
coleta e armazenamento, formas de aplicacdo e seus beneficios relativos a cada
indicacdao.

Palavras-chave: implante 6sseo, fraturas, cicatrizacao

Abstract

Fractured animals are often treated at veterinary clinical and surgical routine.
Often these fractures are complex and have difficulty in healing, as in cases of loss of
bone segment, non-union and delayed union. In this context, bone grafts are
highlighted role as aids in healing and preservation of a limb. Aiming to assist the
surgeon in choosing the most suitable graft for each type of situation will be discussed
in this review, the general characteristics of bone grafts, collection and storage options,
application forms and its benefits for each indication.

Keywords: bone implant, fractures, healing
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Introducéo

A enxertia 0ssea é parte fundamental do tratamento cirdrgico de muitas
condicBes ortopédicas (1), pois conforme as fungdes bioldgicas exigidas, os enxertos
0sseos podem apresentar capacidade de osteogénese, osteoinduc¢éo, osteoconducao
e suporte estrutural (2). Dessa forma, podem ser utilizados tanto como adjuvantes no
tratamento de fraturas, perdas e defeitos 6sseos, como na inducéo de artrodeses (3).
Além disso, dependendo do tipo, o enxerto 0sseo pode realizar uma ou mais funcgdes,
sendo que a escolha de um tipo especifico vai depender das necessidades requeridas
(1). Devido a sua importancia e facilidade de utilizacdo, essa revisdo tem por objetivo
trazer as caracteristicas gerais dos enxertos 0sseos, opcdes de coleta e

armazenamento, formas de aplicacdo e beneficios para cada situacao.

Revisao bibliografica

O termo enxerto se refere a aplicacdo de tecido viavel, como os frescos ou
cultivados, enquanto implante refere-se a materiais de origem sintética ou biol6gica
nao viavel. Entretanto, na literatura cientifica, por ser consagrado pelo uso, o termo
enxerto também € aplicado para descrever os materiais de origem biologica
desvascularizados e sem viabilidade celular (4).

Seu histérico de sucesso na ortopedia veterinaria (2), ancora-se na sua
biocompatibilidade, facil aquisi¢cdo, acondicionamento e aplicacdo. E o método de
eleicdo na reposicao de perdas e falhas 0sseas em fraturas e ressec¢gbes amplas e
no preenchimento de espacos gerados por defeitos corticais, como nas fraturas
multifragmentares (5).

Um enxerto 0sseo ideal oferece células osteogénicas capazes de produzirem

0SSO0 nhovo, além de apresentar fatores que induzam as células mesenquimais
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indiferenciadas a se transformarem em células Osseas. Oferece ainda matriz
osteocondutora, a qual atua como estrutura para o crescimento 0sseo interno e
suporte estrutural para a estrutura 0ssea. Alguns tipos de enxertos 0sseos, podem
realizar funcdes variadas, condicionados pela necessidade (1).

De acordo com sua origem, 0s enxertos 6sseos podem ser classificados em:
autdgeno ou autoenxerto, quando envolve a transferéncia de tecido de um local para
outro no mesmo animal (2,6); alégenos (7) ou aloenxertos, quando ha a transferéncia
de tecido de um animal para outro da mesma espécie e xenoenxerto, quando ocorre
a transferéncia de tecidos de um animal para outro de espécie diferente (2, 6).

Quanto a morfologia, podem ser separados em esponjosos, corticais ou
corticoesponjosos. O enxerto esponjoso constitui-se de finas trabéculas separadas
por grandes espacos preenchidos por células hematopoiéticas, que facilitam a
migracdo de vasos, células e deposicdo de tecido 60sseo, mas nao proporcionam
suporte mecanico (8). Contudo, € considerado o enxerto de eleicdo pela sua rapida
incorporacgao no local receptor com suas propriedades osteogénicas e osteoindutivas,
além da propriedade osteocondutora oriunda das trabéculas ésseas transplantadas
(7). Considerando a transferéncia de ostedcitos, osteoblastos e outras células viaveis,
a osteogénese se da de forma mais rapida e intensa (9).

Os enxertos esponjosos geralmente sdo utilizados como autoenxertos frescos
(6), sendo colhidos da metafise de qualquer osso longo ou 0ssos chatos, como a asa
do ilio. Em caes, por exemplo, obtém-se volume satisfatério quando a colheita se da
na regido proximal do umero e da tibia e distal do fémur ou porcéo craniodorsal da

asa do ilio (3). Ja em gatos, o volume € mais satisfatoriamente obtido na asa do ilio

).
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Os enxertos esponjosos estdo indicados principalmente em situacdes
adversas, como unido retardada e ndo unido ossea. Sao utilizados também no
preenchimento de defeitos corticais apds curetagem ou excisdo de cisto 0sseo ou
neoplasmas, nas perdas Osseas segmentares traumaticas, artrodeses, fusdes
vertebrais, associacbfes com enxertos corticais e até mesmo no tratamento de
osteomielite (3).

Em contrapartida, os enxertos corticais sdo obtidos da diafise dos 0ossos longos
e, geralmente, utilizados como aloenxertos preservados (6). Alternativamente, quando
se deseja um autoenxerto cortical, pode-se remover grande segmento ulnar, sem
acarretar problemas a funcdo do membro doador (2).

Enxertos corticais sdo formados por laminas justapostas, mineralizadas,
dispostas concentricamente em volta dos canais de Havers (8). As principais funcdes
do enxerto cortical sdo osteoconducao e suporte estrutural, entretanto a osteoinducéo
também é possivel se a técnica de preparacdo utilizada preservar as proteinas
morfogenéticas 6sseas e outros fatores de crescimento derivados do osso cortical (1).

A invasao vascular e a osteocondugdo ocorrem muito mais lentamente nos
enxertos corticais, porém esses garantem a vantagem de promover estabilidade
imediata a regido, (6) podendo ser utilizados na nao unido atréfica e apds a exerese
de neoplasmas 6sseos (7). Em casos de fraturas diafisarias cominutivas que nao se
prestam para reconstrucdo anatdmica, também estd indicada a substituicdo dos
fragmentos pelo enxerto cortical. Entretanto, com o0 conceito de osteossintese
bioldgica, onde se preconiza a minima interferéncia no ambiente da fratura, esse
procedimento vem sendo discutido entre ortopedistas (6). Os aloenxertos corticais sdo

contraindicados em fraturas abertas ou em areas com infeccao presente, devido sua
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lenta capacidade de vascularizacdo. Casos onde a fixacdo interna rigida nao é
possivel, essa enxertia também deve ser evitada (1).

Os enxertos corticoesponjosos envolvem a combinacdo de ambos os enxertos
ja relatados (6). S@o considerados o padrao ouro da enxertia 6ssea (10), pois quando
implantados no hospedeiro, apresentam acao osteogénica, osteocondutiva e
osteoindutiva (11), além de suporte estrutural (2). As costelas e a por¢ao craniodorsal
da espinha iliaca sdo os locais doadores mais comuns, podendo ser utilizados como
autoenxertos a fresco ou como aloenxertos conservados (6). Ainda considerando os
tipos, existem o0s enxertos vascularizados, quando se transfere um segmento 6sseo
com seu pediculo vascular, o qual € anastomosado por técnica microvascular a artéria
e veia proximas ao defeito (3).

Varios sdo os métodos de conservacao de 0ssos com a finalidade de emprego
para enxertia. Dentre eles, tém-se a liofilizacdo, manutencédo em glicerina, 6xido de
etileno, acucar, mel ou sal. Entretanto, o congelamento a -18°C ou menos (6) é o
método de escolha para preservacdo de aloenxertos, ja que tal processo reduz o
potencial imunogénico, preserva as propriedades biomecanicas e de osteoinducao.
Além de inibir o crescimento bacteriano, 0s enxertos congelados mantém a
integridade da matriz 6éssea e permanecem em boas condicdes para serem
posteriormente transplantados (5).

Com relacdo a resisténcia dos implantes apds serem conservados por
diferentes métodos, as pesquisas mostram resultados variaveis. Melo Filho, et al. (12)
compararam a resisténcia mecanica de placas 0sseas produzidas a partir de 0sso
cortical bovino, conservadas em glicerina a 98%, solucéo salina a 150%, solucdo de
acucar a 300%, liquido de Dakin, congelamento em NzL a -196°C ou esterilizadas em

oxido de etileno. Apos reidratacdo em solucdo de cloreto de sodio a 0,9% por seis
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horas, tais placas foram submetidas a ensaios mecanicos de tracdo, compressao,
flexdo e torcdo. Os autores ndo observaram diferenca significativa da resisténcia ao
ponto de ruptura entre as placas conservadas nos diferentes meios, congeladas-
descongeladas ou esterilizadas.

Também nao foi encontrada diferenca significativa no estudo de Duarte,
Schaeffer (13), em que os autores compararam a forca compressiva de 0ssos bovinos
apos estocagem por congelamento ou liofilizacdo. Entretanto, Amendola et al. (14)
guando compararam a resisténcia compressiva axial de diafises femorais caninas a
fresco, conservadas por 30 dias em glicerina a 98% ou em mel (sendo as duas ultimas
reidratadas antes da avaliac&o), verificaram maior resisténcia nos 0ssos conservados
em glicerina, seguida dos ossos conservados em mel, sendo mais frageis aqueles
testados a fresco. Contrariamente, Lucas et al. (15) compararam a forgca compressiva
de ossos inteiros conservados em glicerina, mel ou congelamento, sem reidratacéo e
observaram que os conservados em mel foram mais resistentes.

No que se refere a reidratacdo dos implantes 6sseos ap6s a conservacao,
embora alguns trabalhos ndo tenham observado diferenca significativa na resisténcia
de ossos reidratados e néo reidratados (16), Salbego, Raiser (17) recomendam a
reidratacdo por um periodo de seis horas, para que os implantes voltem a apresentar
caracteristicas mecéanicas semelhantes as de ossos frescos. Tal procedimento tem
sido feito com solucéo de cloreto de sédio 0,9% e com resultados bem-sucedidos (14).

O sucesso no transplante 0sseo envolve varios aspectos, entre eles a vitalidade
do tecido receptor e a auséncia de necrose do enxerto (8). Quando se transplanta um
enxerto esponjoso autogeno fresco, estima-se que no maximo 10% das células
sobrevivam (6), entretanto, tal percentual ja € o suficiente para auxiliar no processo

cicatricial (11).
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A cicatrizacdo ou pega do enxerto ao 0sso hospedeiro, envolve o processo de
consolidacéo, o qual trata-se da fusédo e incorporacdo do segmento transplantado,
com progressiva substituicdo do primeiro pelo segundo (11).

Inicialmente, em qualquer tipo de enxerto, ocorre a formacdo de hematoma e
reacao inflamatoria, liberando citoquinas e fatores de crescimento 0sseo, tal qual na
cicatrizacdo de fraturas. Posteriormente, forma-se tecido fibrovascular, que infiltra o
hematoma e o enxerto promovendo estabilidade gradual. Os estagios a seguir
deferenciam-se conforme o tipo de enxerto aplicado (4).

A revascularizacdo dos autoenxertos esponjosos tem inicio em apenas dois
dias apos a enxertia e se completa dentro de duas semanas. As células osteogénicas
transplantadas ou as células mesenquimais indiferenciadas tornam-se osteoblastos
ativos, secretando osteoide no implante. Este osteoide € mineralizado e forma um
novo 0sso hospedeiro nos locais de fratura, incorporando o enxerto ao osso do
receptor. Por fim, os centros necréticos do 0sso esponjoso sdo reabsorvidos por
osteoclastos e o enxerto € totalmente reposto pelo receptor. O novo 0sso trabecular é
remodelado em 0sso cortical como resposta ao ambiente mecanico (18).

No caso dos aloenxertos esponjosos conservados, o tempo de incorporacao é
mais demorado e o resultado é ligeiramente menos completo devido ao processo
reacional mais intenso, além do fato das células do enxerto estarem mortas (4).

Nos enxertos corticais, sejam eles autégenos ou alégenos, a incorporacao é
mais longa e mais incompleta do que a do enxerto esponjoso. SAo necessarios varios
meses ou anos para a incorporacdo deste tipo de enxerto, sendo que quanto maior
forem suas dimensdes, mais incompleta sera a incorporacao (4).

A medida que o 0sso cortical € penetrado por novos vasos, 0 0sso do doador &

reabsorvido e substituido pelo novo osso do hospedeiro. Quando o tecido 6sseo do
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doador é reabsorvido, a proteina morfogenética 0ssea pode ser liberada, o que
estimula a diferenciacdo das células mesenquimais em osteoblastos. Durante a fase
de reabsorcéo, o enxerto encontra-se mais fraco que o 0sso hospedeiro ou o0 enxerto
nao remodelado. Esse processo ocorre vagarosamente e 0 0sso doador nunca é
completamente substituido em alguns pacientes (1).

Ao fim de algum tempo, os aloenxertos podem apresentar sinais de fadiga
mecanica. Para minimizar esta complicacdo, é necessario aplicar material de
osteossintese para reforcar a estabilidade mecéanica. Recomenda-se também o uso
associado de autoenxerto esponjoso na juncdo entre o aloenxerto cortical e 0 0sso

cortical do paciente, acelerando o processo de consolidacdo 6ssea (4).

Conclusao

Devido as caracteristicas inerentes aos enxertos 6sseos, como osteogénese,
osteoinducao, osteoconducéo e suporte estrutural, fraturas com perda de segmento
O0sseo total, falhas corticais, ndo-unibes e unides retardadas sdo altamente
beneficiadas com o seu uso. Este recurso, quando bem conduzido, garante

preservacao de um membro gravemente ferido e precocidade cicatricial.
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Células-tronco adultas na cicatrizacdo de fraturas e enxertos 4sseos

Adult stem cells in the healing of fractures and bone grafts

Resumo

Os acidentes traumaticos que resultam em fraturas e comprometimento de um segmento 4sseo
tém alta prevaléncia na rotina cirdrgica veterinaria. Para tal situacdo, muitas vezes é indicado o uso de
enxertos 0sse0s para preservar e restaurar o comprimento do membro acometido. Entretanto, o tempo
de recuperacdo desses animais costuma ser prolongado e com risco de complicacdes durante a
incorporagdo dos enxertos. Nesse sentido, as células-tronco (CT) vém demonstrando ser uma nova
opcéo dos ortopedistas devido a sua capacidade em fornecer células osteoprogenitoras e de incrementar
o efeito osteoindutor, minimizam o tempo de cicatrizacdo e proporcionam maior eficiéncia ao processo
reparador. Com isso, a presente revisdo objetiva trazer as caracteristicas das células-tronco, suas
aplicacOes atuais na cicatrizagdo de fraturas e, especialmente, sua contribuicdo na consolidacdo de
enxertos 0sseos.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, implante 6sseo, reparacao 6ssea, terapia celular.

Abstract

Traumatic accidents that result in fractures and commitment of a bone segment have a high
prevalence in veterinary surgical routine. For such situation, it is often indicated the use of bone grafts
to preserve and restore the length of the affected limb. However, the recovery time of these animals
tends to be prolonged, increasing the risk of complications during incorporation of the graft. In this
sense, the stem cells (SC) are proving to be a new option for orthopedic surgeons due to their ability to
supply osteoprogenitor and to increase the osteoinductive effect, minimize healing time and provide
greater efficiency to the reparative process. Thus, the present review aims to bring the characteristics of
stem cells, their current applications in the healing of fractures and especially its contribution to the

consolidation of bone grafts.

Key words: bone graft, bone repair, cell therapy, mesenchymal stem cells.

Introducéo

O principio da terapia celular consiste em reparar tecidos ou 6rgdos danificados com a

substituicdo das células ndo funcionais por células normais. As CT presentes no organismo, de forma
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natural, exercem essa fungéo, entretanto, quando as lesdes sdo mais extensas, as CT ndo sdo capazes de
corrigi-las e a doenca se estabelece. Nessas situacdes, a terapia celular com estas células tem como
objetivo potencializar o mecanismo natural de correcdo, concentrando as mesmas no local da leséo para
gue possam agir mais eficientemente (NARDI, 2007).

Com os avangos na medicina, hoje é possivel coletar, cultivar e reinfundir as células-tronco com
finalidade terapéutica, formando diversos tecidos desde &sseo, hepéatico, neural ou adiposo
(CRISTANTE; NARAZAKI, 2011). As células-tronco adultas tem sido isoladas e caracterizadas em
diferentes tecidos do corpo, como medula 6ssea (MO), corddo umbilical, encéfalo, epitélio, polpa
dentaria e, mais recentemente, tecido adiposo (YARAK; OKAMOTO, 2010).

Dentre as op¢Oes da terapia celular como adjuvante a cicatrizagdo 6ssea, tem sido preconizada
a utilizacdo de células-tronco, sobretudo as células-tronco mesenquimais (CTM) por apresentarem
maior plasticidade e biodisponibilidade que as demais CT adultas. Espera-se que estas células, sob
condigdes patologicas, auxiliem o organismo a superar a falta de fonte osteoprogenitora, das demais
células comprometidas com a reparagdo e de fatores solUveis para 0 recrutamento de novos tipos
celulares (MONTEIRO et al., 2008).

Em certos tipos de fraturas, os enxertos 6sseos, muitas vezes sdo indicados para substitui¢do de
um segmento 6sseo total (GONCALVEZ, 2010). Dependendo do tipo de enxerto escolhido, sua fungédo
principal seré de suporte mecénico e osteoconducao. Dessa forma, o tempo de incorporacdo é demorado
e com risco de complicagdes (MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Nesse ambito, as CTM séo atualmente muito pesquisadas como alternativa terapéutica em
enxertos 6sseos, devido a sua alta capacidade de osteoinducdo, ou seja, de diferenciacdo em células
osteogénicas, sendo a sua eficacia comprovada na recuperacao 6ssea (PAGLIOSA; ALVEZ 2007). A
presente revisdo objetiva descrever as caracteristicas das células-tronco, suas aplicacBes atuais na

cicatrizacdo de fraturas, e enfatizar, sua contribuicdo na consolidacdo de enxertos 6sseos.

Enxertos 6sseos

Os enxertos 6sseos tém sido utilizados na medicina veterinaria desde muitos anos (JOHNSON,
2008). Sua versatilidade, biocompatibilidade e facil aplicacdo sdo caracteristicas que 0s tornam
essenciais em diversas aplicaces clinicas (DRAGO, 2011). Dependendo do tipo de enxerto, eles podem
apresentar capacidade de osteogénese, osteoindugdo, osteoconducdo e de suporte estrutural, ficando a
critério do ortopedista a escolha por determinada enxertia de acordo com a fungdo requerida
(JOHNSON, 2008; MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Os autoenxertos esponjosos sao altamente celulares, mas mecanicamente fracos. Dessa forma,
sdo recomendados quando se deseja rapida formacdo Gssea, como no preenchimento de defeitos

corticais, especialmente de animais adultos ou idosos, unides retardadas ou ndo unides, artrodeses e até
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mesmo para promover a formacao 6ssea em fraturas infectadas. J& os enxertos corticais oferecem apoio
mecanico excelente e sdo osteocondutores, porém, estimulam pouca resposta osteogénica. Sendo assim,
sdo indicados para a substituicdo de segmentos dsseos totais (JOHNSON, 2008), como em fraturas com
segmento 6sseo comprometido, ndo unido atréfica e apds remocgdo de neoplasia 6ssea para preservacao
do membro (PIERMATTEI et al., 2009).

O inicio da incorporagdo de um enxerto 6sseo € muito semelhante a cicatrizacéo de uma fratura,
pois ocorre a formagdo de hematoma e reagdo inflamatéria com liberacdo de citoquinas e fatores de
crescimento 6sseo. Posteriormente, forma-se um tecido fibrovascular que infiltra o hematoma e o
enxerto, sendo os estagios subsequentes variaveis conforme o tipo de enxerto (DIAS et al., 2008; DIAS
etal., 2013).

A incorporacdo dos autoenxertos esponjosos € a mais rapida e completa, pois a revascularizagéo
é bastante precoce e a osteogénese muito ativa. Entretanto, na incorporagdo dos enxertos corticais s&o
Necessarios varios meses ou anos e quanto maior forem suas dimensdes, mais incompleta serd a
incorporacdo (DIAS et al., 2008).

E importante observar que ao contrario do que acontece nos enxertos esponjosos, a incorporagio
dos enxertos corticais inicia, primeiramente, mais por parte dos osteoclastos do que dos osteoblastos
(STEVENSON, 1996). Dessa forma, o aloenxerto ésseo cortical é revascularizado, reabsorvido e
substituido pelo tecido do hospedeiro lentamente, com o enxerto atuando como um suporte para a
formacdo de osso novo. Durante essa fase de reabsor¢do os enxertos encontram-se enfraquecidos e
predispostos a falha catastrofica (MILLIS; MARTINEZ, 2007). Sua resisténcia pode ser apenas de 50%
a 60% da original em, aproximadamente, 12 meses apds o transplante e, por vezes, apenas recuperada

dois a trés anos apds a enxertia (DIAS et al., 2013).

Caracteristicas das células-tronco (CT)

As células-tronco distinguem-se de outras células do organismo, por serem indiferenciadas ou
ndo especializadas e por terem a capacidade de gerar ndo apenas novas CT, mas também, sob certas
condigOes fisiologicas e experimentais, células especializadas com diferentes fungdes (YARAK;
OKAMOTO, 2010).

As CT podem ser divididas quanto a sua natureza em embriondrias ou adultas. As embrionarias
sdo encontradas na massa celular interna do blastocisto (embrido). Tais células quando separadas e
colocadas em condicOes apropriadas sdo capazes de originar qualquer um dos multiplos tipos celulares
de um individuo. Como elas sdo capazes de formar um organismo completo, sdo chamadas de
pluripotentes (NARDI, 2007).

As CT adultas sdo encontradas em qualquer individuo apds a fase de blastocisto (NARDI, 2007).

Diversos tecidos (ou talvez todos) possuem células-tronco, que constituem uma reserva da qual o



33

organismo utiliza para substituir as células que morreram por apoptose ou lesbes por ferimentos ou
doencas. Assim, sdo bem conhecidas as CT da pele, mucosa intestinal, epitélio olfativo, cérebro, figado,
gordura, cdrnea, retina, polpa dentaria e musculos (ZAGO; COVAS, 2004). Em geral, as CT adultas sdo
pouco frequentes e sua identificacdo € dificil, pois ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas ou outras
que a distingam das demais células daquele 6rgdo (NARDI, 2007).

Tanto as CT embriondrias quanto as adultas possuem capacidade de autorrenovagao e de
diferenciagdo em multiplos tipos celulares. O microambiente (nicho) é responsavel pelos mecanismos
celulares que regulam o equilibrio entre a autorrenovacdo e a diferenciacdo entre as células-tronco. O
nicho é importante na protecdo e perpetuacdo da capacidade de renovacdo e na manutencdo do estado
indiferenciado, pois ele pode sinalizar para uma especificidade celular em um determinado momento,
de acordo com o contexto tecidual (FUCHS et al., 2004).

Alguns tipos de CT adultas, apresentam diferentes graus de plasticidade, desde muito baixos
como as CT epiteliais, até muito altos como as CTM. A capacidade que as CTM possuem de originar
tipos celulares mais variados, as tornam muito interessantes para a utilizacdo em terapia celular (NARDI,
2007).

Os mecanismos de plasticidade das CTM ainda ndo sdo completamente compreendidos. Ha duas
teorias propostas para sua capacidade de diferenciacdo. Um deles é a transdiferenciacdo em que a célula
alteraria sua expressdo génica para a de uma linhagem celular totalmente diferente, originando tipos
celulares distintos. A transdiferenciacdo pode ocorrer de forma direta, quando a célula altera seu
citoesqueleto e sua sintese protéica para rediferenciar-se em outro tipo celular especifico, ou indireta,
quando desdiferencia-se em uma célula-tronco mais primitiva para, posteriormente, rediferenciar-se em
outro tipo celular. A outra teoria proposta € a diferenciacao celular pela fusdo. Através dessa teoria as
CTM seriam capazes de fusionar-se a uma célula adulta-alvo, assumindo o padréo de expressao génica
da célula adulta a qual se uniu. Além disso, as CTM secretam uma grande variedade de quimiocinas,
além de expressar receptores para citocinas e fatores de crescimento. Dessa forma, tais células interagem
com as células residentes (nicho) e podem induzi-las, por mecanismo parécrino, a se diferenciar em
linhagens celulares distintas, de acordo com essa sinalizacdo (MONTEIRO et al., 2010).

Tanto as CT embrionarias como as adultas sdo fontes potenciais para aplicagdes futuras.
Entretanto, por questdes éticas, a utilizacdo clinica das CT embrionarias é proibida, pois para sua coleta
0 embrido deve ser posteriormente destruido e uma vez que se considere o embrido ja sendo um ser
humano, a aquisi¢éo dessas células seria considerada abortiva (PORTINHO, 2006).

Diante disso, estudos vem sendo realizados com o objetivo de induzir a caracteristica de
pluripoténcia nas CT adultas. Para tanto, pesquisadores conseguiram ampliar o potencial de
diferenciagdo dessas células, por meio da transferéncia nuclear somatica e reprogramagdo genética de
células somaticas ao estado embrionario, mediante a introducéo de genes determinantes de plenipoténcia

(OCT-4, SOX-2, KLF-4, cMYC). Essas células sdo denominadas células-tronco pluripotentes induzidas
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ou IPs cells e possuem uma capacidade maior de plasticidade que as CT adultas encontradas no
organismo (YARAK; OKAMOTO, 2010).

Células-tronco mononucleares e células-tronco mesenquimais

As CT adultas podem ser obtidas através de medula 6ssea (MO), sangue periférico, corddo
umbilical, figado fetal, tecido neural ou outros diversos tecidos mesenguimais do individuo adulto, tais
como sinodvia, periosteo, tecido muscular ou tecido adiposo (CRISTANTE; NARAZAKI, 2011).

Por muitos anos, a MO foi considerada a principal fonte de células-tronco para aplicacfes com
terapia celular (PINTO FILHO et al., 2013). As células da MO podem sofrer dois processos de
diferenciagdo: as células mononucleares (indiferenciadas) e as multinucleares. Dentre as células
mononucleares, existem as hematopoiéticas, que originardo células do sangue (linfdcitos, eosinéfilos,
basofilos, neutréfilos, células vermelhas e plaquetas) e as mesenquimais, que poderdo originar midcitos,
hepatdcitos, ostedcitos, adipdcitos, condrocitos e estromais (GUARITA-SOUZA, 2005), sendo que as
CTM representam uma pequena fragao, 0,001-0,01% da populacdo total de células nucleadas da MO
(BERTINE; ARAUJO, 2009).

Uma vez obtido o material da medula 6ssea, este pode ser reaplicado imediatamente no paciente,
pode ser centrifugado para obtencdo da fragcdo de células mononucleares ou sofrer expansao desta em
laboratorio de cultura celular. Todas as aplicacBes sdo benéficas, mas no momento que se aplica apenas
0 material recém coletado da MO, a concentragdo de células-tronco mononucleares é muito baixa
(SALBEGO, 2010), pois nesse material também terdo as células maduras do sangue, linfocitos,
fragmentos de estroma e gordura (GOMES, 2008). Para a aprimorar o tratamento, a outra opcao é
centrifugar o material coletado para obter apenas a fragdo mononuclear, ou seja CT hematopoiéticas e
mesenquimais juntas, sendo que essa opcao tem trazido resultados mais promissores que a primeira. Por
fim, a opgdo que tem demonstrado resultados ainda melhores € utilizar as CTM expandidas em cultura,
pois através desse procedimento é possivel obter apenas a linhagem desejada de células em uma
concentragdo maior (SALBEGO, 2010).

Muitas vezes o emprego de CT mononucleares acaba sendo o escolhido devido a simplicidade
do procedimento, necessitar de menor aparato técnico, possibilidade imediata de implantacéo da fracédo
celular ao paciente, menor custo, método minimamente invasivo e ndo requerimento de
imunossupressao do paciente (LUCARELLI et al., 2004). Entretanto, é importante atentar-se ao volume
de células processadas para o transplante, pois sua funcao sera de suprir a deficiéncia na quantidade e/ou
atividade destas células no local de interesse. Assim, 0 nimero deve ser maior ou igual 2x10° a 2x108
células mononucleares da MO por kg do receptor (SALBEGO, 2010).

Na cicatrizacdo 6ssea diversos estudos relatam a utilizacdo das CTM al6genas e autégenas.

Usualmente, nesses estudos, utiliza-se desde a fragdo mononuclear da MO, que contém apenas pequenas
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quantidades de CTM, até a cultura expandida de CTM obtidas de diversos 6rgdos. Ambas, podem ser
aplicadas no local da lesdo, isoladamente ou combinadas com substitutos 6sseos e biomateriais ou por
infusdo intravenosa (MONTEIRO et al., 2008).

Do mesmo modo pode ser o emprego das células-tronco do tecido adiposo, em que pode ser
aplicada a fragdo vascular estromal (FVE) - (BARBOSA, 2013), que contém uma populacao
heterogénea de células, incluindo células sanguineas circulantes, fibroblastos, peridcitos e células
endoteliais, além das CT adultas (YARAK; OKAMOTO, 2010) ou a FVE pode ser expandida em cultura
para obtencdo das CTM (ROSA, 2012).

Embora a forma de coleta de CTM favoreca seu uso autégeno, a possibilidade de tratamento
alégeno permite a criacdo de bancos de CTM, ampliando as possibilidades terapéuticas. Pacientes em
estados mérbidos desfavoraveis poderiam fazer uso de culturas celulares ja estabelecidas (MONTEIRO
et al., 2008). No Laboratorio de Terapia Celular (LATECER) da nossa instituicdo, estamos realizando
culturas celulares de CTM derivadas do tecido adiposo (ADSCs) - (Figura 1) e posterior aplicacdo em
animais, de maneira alogénica, obtendo bons resultados terapéuticos e ndo observando reacfes de
rejeicdo pelos animais receptores do enxerto celular.

De todas as formas de células-tronco adultas estudadas até o presente, as CTM séo aquelas que
podem ser derivadas de um maior nimero de fontes diversas e a0 mesmo tempo tém a mais ampla
capacidade de diferenciagdo (ZAGO; COVAS, 2004). A origem embrionaria dessas células é a
mesodermal, elas surgem a partir de células mesenquimais que dao origem a tecidos conjuntivos, como
0ssos, cartilagens, gordura, bem como o sistema vascular e hematopoiético (MAIA et al., 2013).
Portanto, podem ser encontradas em pequenas quantidades em regides perivasculares de todos os tecidos
adultos, incluindo a MO, o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido muscular e 0s érgaos parenquimatosos
(PINTO FILHO et al., 2013). Independentemente da fonte de obtenc¢éo, os estudos biolégicos mostram
grande similaridade entre essas células (BERTINE; ARAUJO, 2009).

Para uma populacéo de células ser classificada como CTM é necessario que elas sejam capazes
de se aderir ao plastico quando cultivadas; que as expressdes de CD105, CD73 e CD90 estejam
presentes, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR néo sejam expressos em
mais de 95% das células em cultura (BYDLOWSKI et al., 2009); e que essas células sejam capazes de
se diferenciar e dar origem a osteoblastos, condroblastos, hepat6citos, neurénios, células epiteliais,
renais e cardiacas, dentre outras (PINTO FILHO et al., 2013). Sua alta plasticidade fornece perspectivas
terapéuticas promissoras, tornando-se foco de pesquisas em todo 0 mundo (MONTEIRO et al., 2008).

Atualmente, o tecido adiposo vem ganhando notoriedade como sendo uma alternativa para a
obtencdo de CTM, pois além de ser facilmente coletado, em locais pouco doloridos e em grandes
quantidades, estudos mostraram igual capacidade de diferenciacdo em tecidos de origem mesodérmica
quando comparadas as CTM da MO. Nesse sentido, o tecido adiposo ganha alguma vantagem, visto que

a coleta na MO ¢ dolorida e oferece baixo rendimento das células colhidas (MIZUNO, 2009). No
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momento, o tecido adiposo tem sido o mais explorado na colheita de ADSCs no LATECER da
instituicdo.

O emprego das ADSCs tem sido cogitado no tratamento de doencas crénicas degenerativas,
como na distrofia muscular ligada ao cromossoma X de camundongos, além de ser promissora para 0s
tratamentos cirdrgicos reconstrutivos, de origem traumatica ou ndo, como nas lipoatrofias congénitas ou
adquiridas (YARAK; OKAMOTO, 2010). Em equinos, muitos estudos ja demonstraram sua agao
benéfica no tratamento em tendinite e enfermidades articulares (MAIA et al., 2013).

Treichel et al. (2011) avaliaram o transplante da fracdo total de células mononucleares da
medula éssea e da fragdo vascular estromal do tecido adiposo, associado ao uso da membrana celulésica,
em feridas cutaneas de coelhos. O grupo A ndo recebeu nenhum tratamento, o grupo B recebeu apenas
membrana celulésica e os grupos C e D, além da membrana, também foram submetidos a transplante
autologo da fracéo total de células mononucleares ou da fragdo vascular estromal. Ao final do periodo
de avaliagéo, os trés grupos tratados apresentaram diferenca estatistica significativa da area da ferida em
relacdo ao grupo controle. O grupo que recebeu a fragdo vascular estromal do tecido adiposo apresentou
0 menor tempo de cicatrizacdo da ferida.

Ribeiro (2013) analisou a capacidade de sobrevivéncia das ADSCs humanas no modelo de
avulsdo de raiz ventral de medulas de ratos, bem como sua capacidade de neuroprotecdo dos
motoneur6nios lesionados e sua competéncia de imunossupressdo no periodo de duas semanas pos-
lesdo. Observou-se que o tratamento com as ADSCs teve efeito neuroprotetor, pois houve aumento
significativo de sobrevivéncia neuronal, além de promoverem a estabilidade sinaptica. As células
humanas também tiveram acdo imunomodulatoria, reduzindo a artrogliose reativa e ativacdo microglial.
Além disso, também inibiram a atividade de linfocitos T. O autor concluiu que no modelo testado a acao
das células tronco mesenquimais humanas foi similar ao observado em transplantes alogénicos em
modelos animais. O efeito imunossupressor das ADSCs também pdde ser observado em experimentos
em nosso laboratério, em transplantes de 6rgdos, verificando-se o impedimento da rejeicdo ao mesmos

e as proprias células alogénicas.

Atuacao e identificagdo das células-tronco mesenquimais

As CTM possuem comportamento migratorio, ou seja, sdo capazes de chegar até o local enfermo
apos a aplicacdo por vias intravenosa, intralesional ou perilesional. As citocinas liberadas nos locais de
inflamacéo ou lesdo promovem a sinalizagdo quimica para orientar a migracao das células implantadas.
Essas células migram seletivamente para areas de leséo, inflamag&o e tumores, estando envolvidas na
reparacdo tecidual e formacdo do estroma associado ao tumor. As CTM séo capazes de autorregular os
fatores da cascata da inflamacdo, incluindo as citocinas pro-inflamatérias interleucinas-1p, fator de

necrose tumoral-a e interferon-y. Estes efeitos anti-inflamatérios podem ter influéncias profundas no



37

ambiente tecidual local e igualmente influenciar a habilidade de investigadores em utilizar células-
tronco alogénicas sem induzir uma resposta imune do hospedeiro (MAIA et al., 2013).

Além disso, essas células também secretam fatores de crescimento que promovem a efetiva
revascularizagdo tecidual, além de apresentarem efeito antiapoptdtico, importante na restauracdo e
manutencgdo da funcdo tecidual. Estudos revelaram que as células-tronco progenitoras, particularmente
as derivadas da medula éssea, promovem reparacdo tecidual mediante secrecdo de fatores que aumentam
a regeneracdo das células lesadas, além de estimularem a proliferacéo e diferenciacdo de células-tronco
enddgenas em diversos tecidos e reduzirem as reac@es inflamatérias e imunes (MAIA et al., 2013).

Marcadores de superficie celular sdo moléculas bioativas embebidas ou apostas a superficie
externa de todas as células. Estas moléculas funcionam como receptores, possibilitando que as células
se comuniguem umas com as outras ou se liguem especificamente a determinadas estruturas biol6égicas
ou celulares. Estas moléculas que refletem a funcdo celular podem também ser utilizadas para efeito de
marcacdo e identificacdo de tipos celulares particulares, incluindo as células-tronco. A designagao
“Cluster of differentiation” (CD) refere-se aos marcadores de superficie celular utilizados para
caracterizar tipos celulares. Até o momento nenhum marcador CD foi encontrado para identificar
definitivamente as CTM, sendo necessario uma combinacdo de marcadores para caracterizacdo de uma
populagdo homogénea (MAIA, et al., 2013).

A expressao variavel de muitos dos marcadores de linhagem pode ser devida ndo somente aos
diferentes métodos de isolamento celular e caracteristicas da cultura, mas também & variagdo na origem
do tecido e as diferentes espécies (BYDLOWSKI et al., 2009). A falta de um marcador especifico que
defina as CTM valoriza sua identificacdo com base na constatacdo de um conjunto de marcadores de
superficie e em sua capacidade de diferenciacdo em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos (BERTINE;
ARAUJO, 2009).

As CTM na presenca de beta-glicerol fosfato, cido ascdrbico, dexametasona e soro fetal bovino
adquirem a morfologia de osteoblastos. A diferenciacdo condrogénica necessita que as CTM sejam
cultivadas em ambiente tridimensional e em meio com baixas concentra¢des de soro bovino fetal e na
presenca de TGF-a. A diferenciagdo adipogénica requer uma monocamada celular cultivada em
presenca de isobutilmetilxantina. Para diferenciagdo em midcitos é imprescindivel a presenca de 5-aza-
citidina (BERTINE; ARAUJO, 2009).

As CTM sdo capazes de se diferenciar também em células vasculares ou contribuir para a
formac&o de vasos sanguineos no individuo adulto. Foi relatado que as CTM, apds a injecdo direta no
coragdo, ttm a capacidade de se diferenciar em células com fenétipos endotelial, cardiomidcitos,
pericitos vasculares e células musculares lisas. Como visto acima, as CTM podem se diferenciar em
células de varios tecidos, embora 0s mecanismos que participam desses processos ndo sejam totalmente
conhecidos (BERTINE; ARAUJO, 2009).
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Células-tronco como adjuvante na cicatrizacdo de fraturas

A cicatrizacdo dssea possui trés fases: inflamacéo, na qual existe a infiltraco de leucdcitos que
determinam a quimiotaxia de células mesenquimais e fibroblastos que se diferenciardo em osteoblastos;
reparacdo, na qual temos a formacdo de um calo mole (tecido conjuntivo frouxo-fibroblastos) e, em
seguida, o calo duro (tecido dsseo imaturo); e por fim remodelacdo, na qual se forma o tecido dsseo
maduro (CRISTANTE; NARAZAKI, 2011).

A base do o0sso em formacéo e em reparo sdo as CTM, que respondem e produzem citocinas
regenerativas, replicam e se diferenciam, formam a matriz estrutural e respondem a demanda mecénica
para restaurar as fungoes do esqueleto (KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006).

Fatores de crescimento (FC) locais e sistémicos estimulam as CTM a migrarem para o foco de
fratura e através da osteoinducdo, a se diferenciarem em condroblastos e osteoblastos e com isso, formar
o0 calo dsseo. Os peptidios BMPs e TGF-p sdo os principais fatores de crescimento responsaveis pelo
recrutamento e diferenciacdo das CTM para a formacdo do calo duro e posterior formacdo de 0sso
lamelar durante a fase de remodelamento (PAGLIOSA; ALVEZ, 2007).

Dentre as op¢Oes de terapia celular como adjuvante a cicatrizagdao 6ssea tem sido preconizada a
utilizagdo de CTM por apresentarem maior plasticidade e biodisponibilidade que as demais CT adultas
(MONTEIRO et al., 2008). Defeitos 6sseos em modelos experimentais tratados com CTM tém
demonstrado que ambientes bioldgicos e mecanicos favoraveis resultam em proliferacéo e diferenciacdo
de CTM em osteoblastos e condrécitos, e que a presenca de células-tronco em defeitos 6sseos
experimentais diminui o tempo de cicatrizacéo do defeito (KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006).

Oliveira et al. (2010) criaram defeitos tibiais em cées e trataram de trés diferentes maneiras:
esponja de gelatina embebida em solugdo fisiologica (G1), esponja de gelatina embebida com aspirado
de MO processado (G2) e esponja de gelatina embebida com aspirado de MO processado e proteina
6ssea morfogenética (rhBMP-2) (G3). A cicatrizagdo foi avaliada por estudos radiograficos, e a presenca
de CT mononucleares foi identificada por meio de marcadores nanocristais Qtracker, em microscopia
com luz fluorescente, uma semana ap6s a intervencdo cirdrgica. Entre as células identificadas pelo
marcador, foram encontradas células da linhagem dssea e as avaliagdes radiograficas demonstram
crescimento 6sseo acelerado nos animais de G2 e G3. Houve diferencas significativas entre 0 G1 e G3
em todos os tempos estudados, e entre G1 e G2 nos tempos de 30 e 45 dias. Os autores concluiram que
as CT mononucleares adultas suplementadas ou ndo com rhBMP-2 é uma alternativa favoravel ao
crescimento 6sseo em defeitos experimentais agudos de tibia de cées.

Barbosa et al. (2014) avaliaram a padronizacéo de técnicas e o teste da associacdo do Plasma
Rico em Plaquetas (PRP) e das CT mononucleares. Para tal, foram realizados defeitos tibiais de cées,
em um estudo piloto, os quais foram preenchidos com seis diferentes tratamentos. No céo I, a falha foi
preenchida com solugdo fisioldgica; no I, com PRP; no 111, com a fragdo total das células mononucleares
(FTCM); no IV, com a FVE; no V, com o PRP associado a FTCM; no VI, com a associacdo PRP e FVE.
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Foram realizadas avaliagBes clinicas, dos graus de claudicacdo, radiografias, perimetria da coxa,
biomecanica e bidpsias. A FTCM obteve contagem e viabilidade média de 2,0x108 células e 90%,
respectivamente, enquanto a FVE obteve 3x10° células e 50%. O PRP concentrou, em média, sete vezes
o numero inicial de plaquetas do sangue total, de 250.000 pl* plaquetas no sangue total para 1.750.000
ul? plaguetas no PRP. Os autores obtiveram padronizagdo adequada de técnicas, possibilitando o teste
da associacdo entre as células-tronco mononucleares e 0 PRP, assim como seu uso isolado, no reparo de
falhas Osseas corticais, indicando a possibilidade da associagdo FTCM e PRP ser o melhor tratamento.

Ap0s o estudo piloto Barbosa (2013) seguiu a mesma metodologia empregada e aplicou em um
maior nimero de cdes. A autora concluiu que a associacdo entre CT mononucleares e PRP é de fato um
tratamento eficiente, sendo responsavel por uma neoangiogénese precoce, osteogénese acelerada, com
melhor qualidade do 0sso neoformado, e intensa densidade osteoblastica.

Vaz (2006) aplicou um centrifugado osteogénico da MO em fraturas experimentais de fibulas
de coelhos e observou um aumento médio na densidade mineral 6ssea dos calos de 40,3% e da
guantidade relativa de tecido 6sseo em 9,4%, sem aumento significativo nas quantidades relativas de
cartilagem ou fibrose. O autor considera que o centrifugado favoreceu a consolidacdo Ossea com
melhora qualitativa do calo 6sseo.

Kraus e Kirker-Head (2006) realizaram um defeito de segmento total de 21 mm no fémur de
caes e fixaram com placa de modo a criar um modelo de ndo unido 6ssea. Apds 15 dias da criacdo do
defeito, CTM aut6logas da MO foram colhidas, isoladas e cultivadas e associadas a um cilindro de
hidroxiapatita e implantadas no fémur. Houve estimulo de formag&o dssea, com obtencdo de 0sso novo
na area adjacente ao implante, infiltrando-se no 0sso receptor.

Barros et al. (2001) trataram falhas de segmento total do radio de coelhos com MO integral ou
MO centrifugada aplicadas por via percutanea. A aplicagdo por essa via se mostrou um método simples,
com minimo trauma aos tecidos, ndo introduzindo tecido desvitalizado e, desta forma, reduzindo o risco
de infeccdo e de interferéncia na reparagdo Ossea. A avaliacdo radiografica dos membros operados,
realizadas no dia da enxertia e uma semana ap06s, demonstrou a eficiéncia da aplicagdo da MO e sua
atuacdo na formacdao de 0sso.

Shang et al. (2001) investigaram o potencial de cicatrizacdo do alginato de calcio associado as
CTM da medula 6ssea cultivadas e diferenciadas em células osteogénicas em defeitos Gsseos cranianos
em ovelhas. Apds seis semanas, observou-se crescimento 6sseo considerdvel no grupo em que foram
utilizadas CTM em comparagdo com o grupo controle, o qual recebeu apenas alginato de célcio. Apos
18 semanas houve reparagdo quase completa do grupo experimental quando avaliada pela tomografia

computadorizada.
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Contribuicao das células-tronco na cicatrizacdo de enxertos 0sseos

Como a cicatrizacdo de um enxerto 6sseo cortical passa por um periodo critico durante a
incorporacdo, em que o enxerto é gradativamente absorvido para posterior formacdo de 0sso novo,
tornando-se fraco e vulneravel a ruptura (MILLIS; MARTINEZ, 2007), um dos recursos utilizados pelo
ortopedista para evitar complicagdes € a aplicacdo de material de osteossintese que reforce a estabilidade
das interfaces receptor-enxerto (DIAS et al., 2008). Mas além disso, a utilizacdo de adjuvantes que
acelerem o processo de cicatrizacdo para diminuir o risco de fratura é extremamente bem-vindo. A
aplicacdo de CTM em enxertos 0sseos vem sendo utilizada justamente com esse intuito, pois além de
sua capacidade em se diferenciar em células 6sseas, também sdo capazes de recrutar FCs ao foco de
fratura, estimulando, assim, o recrutamento adicional de outras CTM presentes no tecido désseo e
potencializando o processo de reparo 6sseo (PAGLIOSA; ALVES, 2007). Estes autores comentam que
ndo ha davidas de seus beneficios, sendo a MO como principal fonte de obtencao para uso em enxertos
0sse0s.

Del Carlo et al. (2007) compararam a consolidagdo de aloenxertos ¢sseos corticais de cées
associados a diferentes adjuvantes. No grupo 1 (controle) somente o aloenxerto foi colocado na falha
tibial. No grupo 2 preencheu-se as interfaces enxerto-hospedeiro apenas com autoenxerto esponjoso. No
grupo 3 associou-se ao autoenxerto esponjoso, a proteina 6ssea morfogenética (BMP) e por fim no grupo
4, associou-se CT da MO com BMP. A precocidade da radiopacidade no enxerto e a completa integracao
das interfaces foram verificadas em maior intensidade nos grupos 4, 3, 2 e 1, respectivamente.
Microscopicamente, a maior formagdo de 0sso deu-se, pela ordem nos grupos 4, 2, 3 e 1. Os autores
concluiram que o grupo apresentando associa¢do das CT da MO com a BMP contribuiram para a
precocidade da formacgdo Ossea, determinando osteogénese e osteoinducdo nas interfaces,
respectivamente.

Gomes (2008) avaliou a cicatrizagdo 0ssea do autoenxerto da crista iliaca associada a terapia
celular da MO. Defeitos 6sseos foram criados na mandibula de coelhos, sendo o grupo controle tratado
apenas com o autoenxerto da crista iliaca e o grupo experimental com o autoenxerto associado as células
mononucleares da MO aut6gena do fémur. Pela andlise radiografica, observou-se aumento gradativo da
densidade Gssea com 85,71% dos animais do grupo experimental e 42,85% do grupo controle
apresentando formacao de ponte 6ssea 28 dias ap6s a cirurgia. Na analise histopatoldgica, aos 15 dias,
os enxertos eram facilmente visualizados e a atividade das células fagocitarias era intensa. Ja aos 30
dias, a sua visualizacdo era mais dificil e, quando possivel, apenas um resquicio era notado. Com base
nos resultados obtidos os autores sugerem que a adicdo de células mononucleares da MO favorece a
cicatrizagdo do autoenxerto em defeitos mandibulares de coelhos.

Salbego (2010) n&o obteve consolidagéo esperada nas interfaces enxerto-hospedeiro aos 90 dias
de pds-operatorio, nem observou diferenca clinica, e radiografica nos grupos tratados com auto ou

aloenxertos corticais associados ou ndo a CT da MO. O autor comenta que ndo se pode afirmar que a
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terapia celular ndo tenha sido um bom adjuvante, pois os cées tiveram restricdo na deposi¢édo de carga
no foco de fratura, proveniente do reduzido exercicio pds-operatorio e isso pode ter influenciado
diretamente no resultado da consolidacdo, uma vez que o efeito de compressdo axial atua como
importante adjuvante na unido dos segmentos 0sseos.

Oliveira (2008), submeteu coelhos a enxertia osteocondral alégena conservada em glicerina a
98%. Aos 45 dias de pos-operatdrio, o grupo no qual foi associado células mononucleares da MO e
BMP ao enxerto apresentou melhores resultados quanto a formacao de cartilagem hialina entre o enxerto
e leito receptor quando comparado ao grupo controle que sé recebeu a enxertia. A aplicacdo intra-
articular de células mononucleares da MO associada a BMP estimulou a osteointegracdo do enxerto
osteocondral alégeno, mas sem regeneracdo completa da cartilagem.

Em um estudo semelhante, Souza (2009), também submeteu coelhos a enxertia osteoncondral
alogena, entretanto, no grupo tratado aplicou apenas CT da MO por via intra-articular associado ao
enxerto. Aos 45 e 90 dias de pds-operatorio, 75% dos animais do grupo controle (tratado apenas com o
enxerto) apresentaram capsula articular espessa e em 41,66% aderida aos tecidos adjacentes. O enxerto
encontrava-se osteointegrado em 33,33% e 58,33% com alteragdes 0sseas. J& no grupo tratado, o enxerto
aderiu-se ao leito receptor, sendo que em 91,66% n&o foi observado processo de degeneracéo, e em
58,33% notou-se ossificagdo endocondral junto ao 0sso subcondral com consolidagdo dssea. Mais uma
vez, a associacdo de enxertos 6sseos com células-tronco mostrou resultados superiores com estimulacéo
de fibrocartilagem e cartilagem hialina com integracdo do implante no leito receptor.

Prata (2010), quantificou histomorfometricamente a repara¢do do 0sso alveolar de ratos apds a
enxertia de uma associacdo de 0sso autdgeno e/ou 0sso bovino composto, associados a CTM da MO.
Os resultados sugeriram que quando associou-se as CTM aos enxertos 6sseos acelerou-se a neoformacao
Ossea, principalmente quando associadas ao 0sso autdgeno.

Li; Li (2005) utilizaram CTM da medula 6ssea cultivadas e diferenciadas em osteoblastos,
associadas a enxerto 6sseo alégeno desmineralizado no preenchimento de falha mandibular de coelhos.
No decorrer das semanas, exames radiograficos foram realizados para avaliacdo da cicatriza¢do, sendo
gue na décima segunda semana dificilmente se observava a falha no grupo experimental, o qual
apresentava densidade semelhante ao do osso mandibular do coelho. J& no grupo controle, na porgao
abaixo da falha ainda era possivel observar regides radiolucentes.

Muitas pesquisas em que se associam as CTM a enxertos 0sseos, realizam tal procedimento
durante o transoperatdrio, no entanto, uma possibilidade para essa associacdo € o método de co-cultivo
que também tem-se apresentado como uma boa proposta. Gongalvez (2010) analisou “in vitro” a
integracdo entre CTM co-cultivadas com fragmentos de ossos liofilizados (FOLs) atraves de dois
métodos de cultivo: co-cultivo convencional e co-cultivo rotatdrio. A técnica de crescimento celular no
FOL em estufa rotatoria possibilitou maior adeséo e proliferacdo celular no enxerto quando comparada
ao cultivo convencional, demonstrando que essa alternativa de cultivo provavelmente aumenta a

eficiéncia de terapia celular associada a enxertos 0sseos.
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Portinho (2006) realizou defeitos na calota craniana de camundongos, sendo que no grupo 1
reconstruiu-se a mesma com osso liofilizado bovino e CTM e no grupo 2 apenas 0sso liofilizado. O 0sso
liofilizado do grupo 1 era deixado na placa de cultivo 24 horas antes do procedimento. Houve diferenca
significativa entre os grupos, sendo que do ponto de vista de regeneracdo histolégica, os enxertos
contendo CTM indiferenciadas apresentaram resultados melhores, quando comparados aqueles sem
combinagdo com células. O autor concluiu que o emprego de CTM pode significar uma melhoria na
qualidade dos enxertos 6sseos e uma otimizagao no tempo para a integracao desses enxertos.

Consideragdes finais

A maioria dos estudos realizados até 0 momento tem mostrado resultados promissores no que
se refere a aplicacdo de células-tronco adultas na cicatrizagéo de fraturas e de enxertos 0sseos. Gragas
ao seu potencial osteogénico o tempo de cicatrizagdo diminui e isso reflete em um menor risco de
complicag@es no periodo pos-operatorio, como ndo unido e enfraquecimento do enxerto, com posterior
fratura.

A obtencdo de células-tronco a partir do tecido adiposo é uma alternativa & medula 6ssea com
algumas vantagens, como a facilidade de coleta, abundancia de contetdo e menor processo doloroso.
Nos anos de 2007 a 2010 foram utilizados no LATECER fracédo celular mononuclear da MO e FVE do
tecido adiposo, porém, a partir de 2011 iniciaram-se as pesquisas utilizando células cultivadas de tecidos
que oferecem menor morbidade na colheita, como tecido adiposo e polpa dentéria.

A possibilidade de utilizar tanto as fracGes totais das células-tronco dos tecidos, quanto a sua
expansdo em cultura e diferenciacdo permitem sua aplicacdo de acordo com a realidade de cada centro

cirtrgico, sendo que independente do processamento realizado, a cicatrizacdo podera ser beneficiada.
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Figura 1. CTM derivadas do tecido adiposo de coelhos. (A) ADSCs da bolsa adiposa interescapular aos 21 dias de

cultivo em laboratério. (B) ADSCs do tecido adiposo perirrenal aos 21 dias de cultivo.
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Vértebra coccigea como alternativa a autoenxertia dssea tradicional — Avaliacéo
tomografica e biomecanica em cées ex vivo
Coccygeal vertebra as an alternative to traditional autograft bone - tomography and

biomechanical study in ex vivo dogs

Gabriele Maria Callegaro Serafini' Ney Luis Pippi'

RESUMO

A enxertia 6ssea € um recurso muito utilizado pelo ortopedista veterinario para
reconstrucdo de membros acometidos por perda total de segmento ésseo cortical. Entretanto, a
auséncia de banco de ossos e a presenca de autoenxertos com dimensfes estruturais
insuficientes sdo contratempos temidos na escolha deste recurso. Devido a isso, este trabalho
teve como objetivo investigar as caracteristicas estruturais da vértebra coccigea sugerindo-a
como possivel alternativa para autoenxertia 6ssea. Para tal, foram utilizados oito cées ex vivos,
sendo cada cdo doador de duas amostras de cada um dos seguintes grupos de enxertos 6sseos:
porcao cranio-dorsal da asa do ilio direita e esquerda (grupo A), fragmento da 102 costela direita
e esquerda (grupo C), 42 e 52 vértebras coccigeas (grupo Co) e porcao diafiséria da tibia direita
e esquerda (grupo T), resultando em 16 amostras por grupo. Tais enxertos foram submetidos a
exame de tomografia computadorizada para mensuracdo de 0SSO esponjoso e 0sso cortical e
teste biomecanico para avaliagdo da resisténcia. A vértebra coccigea ofereceu boa resisténcia
0ssea e apresentou elevado percentual de 0sso esponjoso, conferindo a ela, alem de provéavel
grande poder osteogénico, também de suporte estrutural.

Palavras-chave: ortopedia, falha 0ssea, enxerto corticoesponjoso.
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ABSTRACT

Bone grafting is a resource widely used by veterinary orthopedic surgeon for
reconstruction of affected limbs for total loss of cortical bone segment. However, the absence
of bone bank and the presence of autografts with insufficient structural dimensions are feared
setbacks in choosing this resort. Because of this, this study aimed to investigate the structural
characteristics of coccygeal vertebra suggesting it as an possible alternative to bone autograft.
For this, were used eight, ex vivos, dogs, with each dog donor of two samples of each bone
grafts following groups: cranial-dorsal portion of the right and left iliac crest (group A), 10t
fragment of the right and left ribs (group C), 4" and 5" coccygeal vertebrae (group Co) and
diaphyseal portion of the right and left tibia (group T), resulting in 16 samples per group. Such
grafts underwent computed tomography for measurement of cancellous bone and cortical bone
and biomechanical test to evaluate the resistance. The coccygeal vertebra offered good bone
strength and showed high percentage of cancellous bone, conferring to it, in addition to probable
large power osteogenic also structural support.

Keywords: orthopedics, bone loss, corticalcancellous graft.

INTRODUCAO

O uso de enxertos 6sseos € um procedimento bem sedimentado na ortopedia veterinaria
(DENNY & BUTTERWORTH, 2006), visto serem biocompativeis, de facil aplicacdo e
acondicionamento. E 0 método de eleicdo na reposicéo de perdas ou falhas 6sseas em fraturas
e ressec¢cOes amplas, assim como no preenchimento de espacos gerados por defeitos corticais,
como nas fraturas multifragmentares (DRAGO, 2011).

Um enxerto 0sseo ideal oferece células osteogénicas que produzem 0sso novo, além de
fatores osteoindutores, que induzem as células mesenquimais indiferenciadas a se

diferenciarem em células dsseas. Oferece ainda, uma matriz osteocondutora, a qual atua como
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estrutura para o crescimento interno de 0sso novo e suporte mecanico para a estrutura 0ssea.
Dependendo do tipo de enxerto, ele pode realizar uma ou mais func@es, sendo que a escolha
por um ou outro vai depender das fun¢des requeridas (MILLIS & MARTINEZ, 2007).

Os enxertos corticoesponjosos sao considerados o “padrdo ouro” da enxertia dssea
(PORTINHO, 2006), pois quando implantados no hospedeiro, apresentam acdo osteogénica,
osteocondutiva e osteoindutiva (BAUER & MUSCHLER, 2000), alem de suporte estrutural
(DENNY & BUTTERWORTH, 2006). As costelas e a porcdo craniodorsal da espinha iliaca
sdo os locais doadores mais comuns, podendo ser utilizados como autoenxertos a fresco ou
como aloenxertos conservados (PIERMATTEI et al., 2009).

Os enxertos costais podem ser utilizados no reparo das fraturas fragmentares e
na substituicdo de defeitos segmentares, sendo a nona e a décima costelas as mais faceis de
coletar em decorréncia da pouca musculatura subjacente (STEVENSON, 1996). Devido a sua
anatomia curva, a costela oferece a vantagem de ser utilizada em falhas de sinfise mandibular,
entretanto, a sua coleta acarreta o risco de lesdo pleural e possiveis complica¢fes no tratamento
pos-operatdrio dessa lesdo (GOMES, 2008).

A asa do ilio pode ser utilizada em forma de lascas no interior das articulacdes para
auxiliar na estabilizagdo em artrodeses, assim como em forma de bloco para preenchimento de
defeitos corticais. O enxerto é esculpido para que se encaixe no defeito e deve-se fixa-lo
rigidamente com parafusos de revestimento ou cerclagens (STEVENSON, 1996).

Tanto a asa do ilio como a costela apresentam caracteristicas compativeis com a de
um enxerto 6sseo corticoesponjoso, entretanto devido ao formato curvado de ambas ndo se
recomenda suas aplicacdes em sitios receptores que suportem peso (YEH et al., 1991). Diante
disso, despertou-se o interesse pela realizacdo deste estudo, o qual tem por objetivo avaliar a

resisténcia e caracteristicas estruturais da vértebra coccigea, partindo-se da suposic¢éo de que
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ela é de facil obtencdo, apresenta as caracteristicas esperadas em um enxerto 6sseo ideal e

possui formato e diametro adequado para ser aplicada em defeitos 6sseos de segmento total.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidos do setor de Patologia Veterinaria da instituicdo (UFSM), oito cées
adultos, ex vivos, de ambos os sexos, de diferentes racas, com massa corporal media de 7,5 kg
(£ 2,02 quilogramas) e idade media de 9,00 anos (z 3,87 anos) e livres de doencas ou alteracdes
Osseas. De cada cdo coletou-se a por¢do cranio-dorsal da asa do ilio direita e esquerda (grupo
A), porcdo do terco proximal da 102 costela direita e esquerda (grupo C), 42 e 52 vértebras
coccigeas (grupo Co) e porcdo diafisaria da tibia direita e esquerda (grupo T). Com isso, cada
grupo foi composto por 16 amostras.

Foram removidos os tecidos moles e peridsteo de todos 0s segmentos 6sseos (enxertos),
sendo que nas vértebras coccigeas, as apofises e o arco dorsal também foram seccionados, assim
como os discos intervertebrais curetados, permanecendo o corpo da vértebra. De acordo com o
comprimento da 42 vértebra coccigea de cada cdo, foi determinado 0 mesmo comprimento dos
outros segmentos 6sseos do mesmo animal, a fim de que cada cdo fornecesse sempre
comprimentos iguais de cada segmento.

Nos segmentos das costelas, realizaram-se dois cortes transversais na regido do tergo
proximal. Na asa do ilio, realizaram-se dois cortes dorsoventrais (um préximo a articulacdo
sacro-iliaca e outro mais cranial) e um corte ventral, no sentido craniocaudal, imediatamente
abaixo da regido mais espessa dessa por¢do, mimetizando o mesmo local de seccdo que se
utilizaria esse enxerto na rotina. Na tibia, mensurou-se o comprimento da mesma e a partir do
seu ponto médio realizaram-se dois cortes transversais resultando em um segmento 0sseo da
regido diafisaria. Por fim, as extremidades da 5% coccigea foram seccionadas para deixar no

mesmo comprimento da 42. Posteriormente, 0s enxertos foram lavados em solugdo de NaCl
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0,9% para remocao de pequenas sujidades, colocados em sacos plasticos vedados e congelados
em freezer a -80°C.

Apols a obtencdo do numero suficiente de amostras, os enxertos 0sseos foram
transportados em caixa térmica para realizacdo de tomografia computadorizada (Figura 1A)
com cortes axiais de 0,625 mm de espessura e posteriormente devolvidos ao freezer até a
realizacdo dos ensaios biomecanicos.

A tomografia computadorizada teve por objetivo permitir a mensuracdo da propor¢éao
de 0ss0 esponjoso e 0sso cortical de cada enxerto. As imagens foram registradas no computador
e processadas em uma estacdo de trabalho. A partir desse exame de imagem, obteve-se varias
seccOes transversais de cada segmento 0sseo, onde em cada sec¢do foi possivel observar um
contorno composto por 0sso cortical; e um centro, composto por 0sso esponjoso (Figura 1B).
Como a figura geométrica que melhor se assemelha a essas sec¢des € o circulo, obteve-se a area
total desse circulo e posteriormente a area central (correspondente a area de 0SS0 esponjoso).
Por fim, ao subtrair-se a area total da area de 0sso esponjoso, obteve-se a area de 0sso cortical
(correspondente a area de uma coroa circular em termos matematicos).

Para a obtencdo do valor do raio a ser empregado na formula da area, somou-se o valor
da espessura de o0sso cortical com a metade do valor da espessura do 0sso esponjoso. Com 0
objetivo de diluir erro, mensurou-se a espessura de 0sso cortical em quatro pontos diferentes e
dividiu-se por quatro para obter a média. J&, a espessura do 0sso esponjoso foi mensurada em
duas direcGes diferentes e dividida por dois (Figura 1C). Com isso, o célculo da média das
espessuras de cada 0sso permitiu transformar o formato quase circular das sec¢des desses 0Ss0s
em um circulo perfeito, com area extremamente proxima ao formato original.

Além disso, sabendo-se que 0s segmentos Gsseos ndo apresentam forma regular ao
longo de todo o seu comprimento, em cada segmento 0sseo realizou-se a area de trés seccoes

diferentes (duas delas mais proximas as extremidades e uma mais central) e suas médias
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aritméticas foram obtidas. Diante dos valores das areas de 0sso esponjoso e 0sso cortical,
atraves de uma regra de trés simples, calculou-se a porcentagem equivalente a cada tipo de
0SS0.

Para o célculo da asa do ilio, verificou-se por meio da observacdo de pixels que a
quantidade de osso cortical é aproximadamente 75% da area de uma coroa circular. Diante
disso, faz-se o célculo da area da coroa circular considerando somente 75% desta (Figura 1D).

Através das imagens fornecidas pela tomografia computadorizada, mensurou-se o
diametro de cada enxerto em trés locais diferentes (proximo as duas extremidades e no centro).
Em cada local, a espessura foi mensurada em duas dire¢fes: de 0 a 180° e de 90 a 270° e sua
média obtida.

Apbs o periodo de 90 dias (x5 dias) de congelamento, cada segmento dsseo foi
submetido ao ensaio biomecanico na maquina EMIC com capacidade de compressao/flexdo de
até 100kN e velocidade de 10 mm/minuto. Para isso, seis horas antes do ensaio, 0s segmentos
foram retirados do freezer e submersos em solucdo de NaCl 0,9% para reidratagcdo. Apds esse
procedimento, cada implante foi posicionado perpendicularmente a base da méaquina para sofrer
forca compressiva até a ruptura. O momento da ruptura foi considerado como o valor da carga
maxima registrada imediatamente antes do momento em que a amostra falhava em resistir a
pressao exercida pela maquina. Tal momento também era observado por um pico maximo no
grafico seguido de um declinio. Para andlise estatistica da resisténcia biomecénica e percentual
de osso esponjoso foi utilizada a analise de variancia ANOVA e o teste de médias de Scott-

Knott com p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Um dos cuidados a ser observado na escolha de um enxerto 6sseo de segmento total, €

0 seu diametro, pois se espera que seja proximo ao do 0sso hospedeiro, promovendo aposi¢do
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quase completa (MILLIS & MARTINEZ, 2007). A média do diametro das extremidades e no
centro dos enxertos foi, respectivamente, de 0,73 e 0,78 cm no grupo A; 0,59 e 0,57 cm no
grupo Co; 0,38 € 0,38 cm no grupo C e 0,86 e 0,86 cm no grupo T. Tal medida foi tomada em
trés locais diferentes, pois observou-se que, especialmente, a vértebra coccigea ndo apresentava
espessura uniforme ao longo do seu comprimento, sendo ligeiramente mais fina no centro e
mais larga nas extremidades. Diante dos valores encontrados, pode-se considera-la, sobre o
ponto de vista estrutural, adequada para substituicdo de segmento ésseo total na tibia, pois o
didametro de sua extremidade aproximou-se de 70% da espessura tibial. Paralelamente, em um
estudo de comparacdo de diametros 6sseos, os autores desse trabalho concluiram que tanto o
radio quanto a ulna também sdo compativeis com o diametro da vértebra coccigea autdloga,
com aposi¢do proxima de 100% entre as extremidades dsseas.

A autoenxertia de vértebras coccigeas vascularizadas (82, 9% ou 10° vértebra) ja foi
descrita com sucesso em defeitos tibiais criados de cdes. Entretanto, quando transferido sem
anastomose vascular, ndo houve unido éssea (YEH et al., 1991). Esse resultado sugere que de
fato a revascularizagdo imediata favorece a “pega” do enxerto, mas a estabilidade e contato
6sseo sao fundamentais. O fracasso do tratamento acima citado, foi atribuido pelos autores, ao
diametro reduzido do enxerto transferido em relacéo a diafise da tibia, além da falta de fixacéo
rigida. O ndo cumprimento dessas duas condicfes associada a falta de vascularizag¢do imediata,
determinou o fracasso da enxertia 6ssea. Nesse sentido, o trabalho aqui apresentado, utilizou a
auto enxertia da 42 e 52 coccigeas, as quais apresentam diametro maior, aumentando a superficie
de contato entre os fragmentos.

Em defeitos mandibulares o emprego das vértebras coccigeas tambem foi relatado
com sucesso. YEH & HOU (1994), preencheram a falha mandibular de um cdo com o enxerto
autogeno vascularizado da 8% veértebra coccigea. Consideraram o sitio doador de baixa

morbidade quando comparado aos outros locais de coleta, mas salientam que o comprimento
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desse enxerto € limitado. Esse fato foi observado nas coccigeas aqui estudadas, pois o
comprimento restrito variou de 0,81 a 1,22 cm. Entretanto, considera-se a possibilidade da
utilizacdo de vértebras associadas em conjunto, desde que se efetue a correta curetagem do
disco intervertebral, evitando a interferéncia na consolidacéo entre esses implantes.

De forma semelhante, AGUIAR et al. (2007) também reconstruiram a mandibula de
um felino acometido por perda dssea, através da autoenxertia da 142 vértebra coccigea associada
a gordura abdominal e imobilizacdo com pinos de Steinmann. Doze meses ap0s a reconstrucdo
mandibular, os exames radiograficos revelaram unido 6ssea completa.

Com relacgdo a costela, observou-se nesse trabalho, que além de curva, sua espessura
é delgada, fator que impede a mesma de ser utilizada como autoenxerto de segmento total de
0sso longo. Contrariamente, a asa do ilio ofereceu espessura compativel com a desejada,
entretanto, como uma de suas extremidades € curva, deve-se secciona-la para torna-la plana,
para permitir a aposicdo com o0 0sso hospedeiro e isso deixa seu comprimento limitado. Tanto
as costelas quanto a asa do ilio, adequam-se melhor em defeitos mandibulares (LUNARDI et
al., 2001, BRAGA-SILVA et al., 2005, GOMES, 2008, EL-DAHARAWY et al., 2010), fendas
alveolares (MENDONGCA et al., 2011) e rinoplastias (SANTOS JUNIOR et al.,
2008).

A andlise das propriedades mecanicas dos enxertos corticoesponjosos € recomendada,
pois uma vez transplantados, sdo submetidos, principalmente, a esforgos de compresséo. Dessa
forma, o teste de compressdo axial € 0 mais indicado para testar resisténcia de um enxerto 6sseo
(CASTANIA, 2002). No presente estudo, a média de forca necessaria para produzir ruptura nos
segmentos 0sseos foi maior no grupo T (5.979,58+1.605,98N), seguida do grupo A
(748,51+352,17N), grupo Co (632,31+215,22N) e grupo C (565,35+272,95N).

Esses valores foram analisados estatisticamente, tanto com relacdo a forca de

compressdo entre 0s grupos, quanto com relacao a resisténcia dos implantes por milimetro de
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0ss0. Em ambas as analises, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos da asa do ilio,
coccigea e costela, mas sim da tibia. Contudo, o grupo da tibia proposto nesse trabalho teve a
funcéo de grupo controle, informando a resisténcia original do local receptor do enxerto. Dessa
forma, sua superioridade biomecénica com relacdo aos enxertos corticoesponjosos era
esperada, visto apresentar estrutura predominantemente cortical. Os 0ssos corticais apresentam
apenas 5 a 30% de porosidade, ao contrario do 0sso esponjoso que pode chegar a 90% (HULSE;
HYMAN, 2007). Essa caracteristica, confere ao 0sso cortical maior resisténcia a deformacao e
como resultado suporta mais carga que 0 0sso esponjoso antes de ocorrer a fratura (MOMIN et
al., 2013).

Ainda embasado nas caracteristicas de um bom segmento de enxerto, atenta-se para que
ndo so a resisténcia é fato importante. Espera-se sim, que um enxerto corticoesponjoso possua
uma quantidade de osso cortical capaz de garantir suporte estrutural, mas que haja 0sso
esponjoso suficiente para fornecer células osteogénicas (MILLIS & MARTINEZ, 2007).

Entre os trés enxertos estudados, ndo houve diferenga quanto a resisténcia a compressao
axial, mas sim em relacdo a quantidade de 0sso esponjoso. O segmento de asa do ilio apresentou
69% de sua estrutura composta por 0Sso esponjoso, enquanto as coccigeas 42% e costelas 26%.
Como j& mencionado, o fragmento da tibia, utilizado como controle, era constituido
predominantemente por o0sso cortical, garantindo resisténcia estatisticamente superior aos
demais segmentos.

A proporcao elevada de 0sso esponjoso encontrada na vértebra coccigea revela sua
grande capacidade osteogénica, a qual foi confirmada por MCDUFFEE & ANDERSON
(2003), que pesquisaram o potencial osteogénico, através de cultura celular in vitro, de cinco
sitios doadores em equinos: metafise da tibia, esterno, tuberosidade coxal, 42 vértebra coccigea
e periosteo da diafise tibial. Os melhores rendimentos celulares foram da tuberosidade coxal,

periosteo e a 42 vértebra coccigea.
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Cabe ressaltar a importancia dos autoenxertos 0sseos, por possuirem, potencialmente,
o0s principais fatores favoraveis a incorporacéo: osteoinducdo, osteoconducédo, osteogénese e
auséncia de reacdo imunologica (MENDONCA et al., 2011). Dessa forma, utilizando-se das
coccigeas, tais propriedades sdo mantidas e os pacientes beneficiados com o tratamento de
menor morbidade e melhores condicdes de sucesso.

Diante das caracteristicas analisadas, cabe ressaltar que a vértebra coccigea reuniu
atributos inerentes aos enxertos corticoesponjosos de segmento 0sseo total. Sua espessura e seu
formato reto e cilindrico, permitem adequada aposicdo Ossea entre os fragmentos e sua
resisténcia biomecanica associada ao elevado percentual de 0sso esponjoso, Ihe confere suporte

estrutural e grande poder osteogénico.

CONCLUSAO

Os enxertos da costela, asa do ilio e coccigea nao diferem estatisticamente quanto a
resisténcia a compressdo axial. Entretanto, a 42 vértebra coccigea apresenta maior quantidade
de osso esponjoso do que as costelas e conformacao cilindrica melhor ajustavel aos 0ssos longos
do que a asa do ilio, tornando-se uma boa opcao para substituicdo de segmento ésseo total de

0ss0s longos.
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Asa do ilio

Vértebra coccigea

Costela

Figura 1 — A — Segmentos 6sseos posicionados para exame de tomografia computadorizada. B
— Seccdo transversal de cada segmento 6sseo. Observar contorno em tom rosa demonstrando a
espessura do osso cortical; e em tom azulado a de 0sso esponjoso (exceto na tibia). C —
Demonstracdo da mensuracao da espessura de 0sso cortical em quatro pontos distintos e de 0sso
esponjoso em duas direcdes. D — Asa do ilio apresentando-se com aproximadamente 75% da

area de uma coroa circular, correspondente a area de 0sso cortical.



5. DISCUSSAO

O interesse pela vértebra coccigea ancorou-se na possibilidade de se obter uma
alternativa de autoenxerto corticoesponjoso, o qual pudesse ser utilizado em fraturas com perda
de segmento 0sseo total. Sabe-se que uma das dificuldades na colheita de autoenxertos para
esse fim é a obtencdo de um tamanho compativel com o desejado (CASTANIA, 2002).

A caracteristica corticoesponjosa da Vvértebra coccigea também incentivou sua
investigacdo, pois enxertos dessa natureza sao considerados o “padrdo ouro” da enxertia 6ssea
(PORTINHO, 2006), devido sua agédo osteogénica, osteocondutiva, osteoindutiva (BAUER e
MUSCHLER, 2000) e de suporte estrutural (DENNY e BUTTERWORTH, 2006). Além disso,
por se tratar de um enxerto do préprio animal, adicionam-se outras vantagens, como
incorporacdo superior aos enxertos aldgenos, auséncia de problemas imunologicos e isencao de
banco de ossos (CASTANIA, 2002).

Optou-se pela 42 e 52 vértebras coccigeas devido a suas espessuras, pois sabe-se que
estas vértebras tornam-se mais finas na medida que avancam distalmente. Dessa forma,
constatou-se que a 4® e 5% ainda apresentam diametro adequado para substituicdo de um
segmento ésseo total para alguns ossos longos (Figura 1). Ao preservar as trés primeiras
coccigeas, permite-se que o animal mantenha um segmento de cauda, porém, como amputacdes
de cauda perto da base sdo realizadas para tratamento de algumas doencas sem geralmente
acarretar complicacdes ao animal (HEDLUND, 2008), tais vértebras também poderiam ser
removidas caso fosse necessario um enxerto de espessura maior.

Durante as coletas, removeu-se as apofises e 0 arco dorsal das coccigeas, pois pensando
na aplicacdo préatica desse enxerto, € o corpo vertebral que fara contato com o 0sso receptor e
sustentacdo do peso. Dessa forma, tais estruturas ndo ofereceriam resisténcia adicional ao
enxerto e atrasariam a incorporacdo éssea devido ao processo de reabsorcdo para posterior
formagéo de 0sso novo (MILLIS e MARTINEZ, 2007).

No que se refere ao diametro do enxerto 6sseo, Millis e Martinez (2007) aconselham
que ele seja 0 mais proximo possivel do 0sso receptor, pois isso sera um dos atributos que
auxiliara na incorporagdo. Embora a 4% e 5% vértebras coccigeas ndo tenham oferecido um
diametro de 100% com relacdo a tibia, é possivel que a espessura alcangada seja o suficiente
para promover a consolidacdo Ossea. Além disso, Yeh et al. (1991) sugerem macerar as
vértebras coccigeas distais a escolhida para a enxertia, que seriam descartadas, e preenché-las
nas interfaces do osso doador com o osso receptor, de modo a fornecer mais células

osteogénicas que contribuirdo para a cicatrizacao.
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Para a cicatrizagdo bem-sucedida de um enxerto de segmento total, Millis e Martinez
(2007) salientam que além do didmetro também é necessaria estabilizacdo rigida dos
fragmentos 6sseos e boa vascularizacao local. Yeh et al. (1991) ao utilizarem a autoenxertia de
vertebras coccigeas vascularizadas e ndo vascularizadas (82, 9% ou 10° vértebra) em defeitos
tibiais, s6 obtiveram cicatrizacdo 6ssea adequada, nos enxertos nos quais os vasos foram
anastomosados. Os autores atribuem a falha da consolidagédo ao diametro reduzido do enxerto
transferido em relacdo a diafise da tibia e falta de fixacdo rigida. Em funcéo disso, com base no
presente estudo, sugere-se a autoenxertia da 4% e 52 coccigeas em defeitos tibiais, que por
apresentarem didmetro maior, conferem maior superficie de contato entre os fragmentos.

Em defeitos mandibulares tanto a autoenxertia vascularizada da 82 (YEH e HOU, 1994),
guanto a autoenxertia da 142 vértebra coccigea associada a gordura abdominal (AGUIAR et al.,
2007) foram utilizadas para preenchimento de defeitos mandibulares em cdo e felino,
respectivamente. Em ambos 0s casos a cicatrizagdo foi apropriada e sem complicagdes.

Yeh e Hou (1994) consideraram o comprimento limitado da vértebra coccigea, o que
dificultaria sua aplicacdo em grandes falhas Osseas. Esse inconveniente foi observado nas
coccigeas estudadas, em que o comprimento maximo encontrado foi de 1,22 cm em um céo de
porte médio. No entanto, considera-se a possibilidade da utilizacdo de duas ou mais vértebras,
desde que se efetue a correta curetagem do disco intervertebral, evitando a interferéncia na
consolidacdo entre esses implantes, além da estabilidade rigida, a qual pode ser oferecida pela
aplicacdo de placas dsseas.

Pode-se considerar como uma desvantagem da vértebra coccigea, o efeito cosmético
adverso causado pela necessidade da caudectomia. Entretanto, essa desvantagem pode ser
compensada pela seguranca dada ao paciente no momento da coleta, devido a facilidade de
obtencdo da mesma e baixa morbidade do sitio doador quando comparado aos enxertos mais
comuns (YEH e HOU, 1994). Na coleta da costela, por exemplo, o dificil manuseio do periosteo
devido a sua aderéncia a costela pode acarretar em abertura do térax durante a coleta (SANTOS
JUNIOR, et al., 2008).

Durante a coleta das costelas foi possivel observar que seu formato curvado e espessura
delgada séo impeditivas para autoenxertia em defeitos de segmento total de osso longo. Quanto
a asa do ilio, embora ofereca espessura apropriada, seu comprimento é escasso, pois como uma
de suas extremidades é curvada, é necessario secciona-la, tornando-a plana para a aposi¢édo
Ossea. Ambos enxertos possuem estrutura morfoldgica mais apropriada para uso em defeitos
mandibulares (GOMES, 2008), fendas alveolares (MENDONCA et al., 2011) e rinoplastias
(SANTOS JUNIOR et al., 2008).
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Quanto a reidratagdo de segmentos 6sseos apds a conservacdo, a mesma tem sido
realizada por diferentes periodos de tempo e resultados varidveis (AMENDOLA et al., 2008).
Seguindo recomendacéo de Salbego e Raiser (2006), os segmentos 0sseos deste trabalho foram
reidratados por um periodo de seis horas antes dos testes compressivos, como forma de restaurar
as caracteristicas mecénicas do 0sso. O mesmo periodo de reidratagdo foi seguido por
Améndola et al. (2008) e Melo Filho et al. (2011) em suas amostras 6sseas antes dos ensaios
biomecanicos. Recomenda-se a reidratacdo com solucdo de NaCl a 0,9% pura ou associada a
iodo povidine na proporcao de 50:1 em frascos estéreis e com tampa para manter a assepsia
(AMENDOLA et al., 2008). Neste trabalho utilizou-se a solugo salina a 0,9% pura e os frascos
utilizados eram apenas higienizados e sem tampa, pois 0s segmentos ndo seriam implantados
posteriormente.

Os ensaios biomecanicos tém se tornado cada vez mais comuns na avaliacao da rigidez
de segmentos ésseos (SALBEGO, 2010), pois uma vez implantados sdo submetidos aos
diversos tipos de forca. Portanto, torna-se necessario que o cirurgido saiba que sua técnica
oferecida apresentara condicdes estruturais adequadas (DALLABRIDA et al., 2005).

Para obtencdo de resultados mais confidveis nos testes biomecanicos com 0ssos é
preciso atencdo a alguns detalhes, como fonte dos o0ssos, procedimentos de colheita, métodos
de estocagem, preparagdo das amostras e os testes propriamente ditos (AN et al., 2000). Dessa
forma, atentou-se para que os cédes doadores das amostras estivessem livres de doencas que
interferissem na resisténcia dssea, padronizou-se o tempo e 0 método de conservacdo dos
segmentos 6sseos sob congelamento a -80%C e todos os testes de compressdo foram realizados
na mesma maquina e com a mesma velocidade de compressdo. Escolheu-se conservar 0s
segmentos 6sseos devido a indisponibilidade de realizar os exames tomograficos e ensaios
biomecanicos com uma amostra de cada vez a fresco. O método de preservacao escolhido foi o
congelamento, pois este método provoca efeitos minimos nas propriedades materiais do 0sso
(MILLIS e MARTINEZ, 2007).

A maquina EMIC utilizada nesse estudo para mensurar resisténcia 0ssea era conectada
aum computador dotado do software Tesc, especifico para receber as informagdes geradas pelo
teste de compressdo. Dessa forma, os ensaios foram registrados atraves de uma curva de forca
x deformacéo, onde foi possivel definir a carga maxima que 0s enxertos suportaram antes da
ruptura (SCHWARZ, 1996). Através das imagens fornecidas por esse sistema, observou-se,
durante os ensaios, que conforme os segmentos 0sseos eram comprimidos, o grafico
apresentava uma curva ascendente até atingir um pico de forga, onde ocorria a fratura, e em

seguida, a curva declinava. No grupo da asa do ilio e das vertebras coccigeas, onde foram
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encontrados valores superiores de percentual de 0sso esponjoso em comparacdo a tibia e
costela, o patamar desse pico de forca era mantido por mais tempo até iniciar o declinio (Figura
2). Tal evento deve-se a porosidade do 0sso esponjoso, pois apds atingir o ponto de queiscéncia,
as trabéculas dsseas vao sofrendo fratura e colapso de forma gradativa. Além disso, a ruptura
ao longo da camada cortical dos segmentos da tibia era melhor identificada, ao contrério dos
demais.

De acordo com os resultados de resisténcia obtidos, observou-se que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos da asa do ilio, coccigea e costela, mas sim da tibia. A
superioridade biomecénica do grupo da tibia j& era aguardada, pois nesse estudo, tal grupo teve
a funcdo de controle, servindo apenas para informar a resisténcia original de um possivel 0sso
receptor de enxerto. Com relacdo aos demais grupos, chama-se a atencdo para as vértebras
coccigeas que além de obterem um bom desempenho no teste de resisténcia, também obtiveram
um alto percentual de 0sso esponjoso. Tais caracteristicas sdo justamente as almejadas em um
enxerto corticoesponjoso: uma camada cortical para assegurar suporte estrutural e uma camada
esponjosa para garantir células osteogénicas (MILLIS e MARTINEZ, 2007).

O percentual de 0sso esponjoso e de 0sso cortical dos enxertos 6sseos deste trabalho foi
quantificado através da tomografia computadorizada que € um exame que permite uma
qualidade de imagem de alto nivel, permitindo melhor precisdo na delimitacdo das corticais
osseas (BITTAR, 2002). Com isso a tomografia permitiu mensurar a espessura de cada tipo de
0ss0 com precisdo em varios locais e direcdes ao longo de cada segmento 6sseo 0 que aumentou
a acuracia dos resultados.

A obtencdo das medidas de 0sso esponjoso e de 0sso cortical através da TC também foi
relatada por Momin et al. (2013). Os autores obtiveram tais medidas de mandibulas de homens
e mulheres em cinco seccdes, desde 6 mm anterior até 18 mm posterior ao forame mentoniano.
As medidas de 0sso esponjoso foram de 5,5 a 11,1 mm e de 4,8 a 10,3 mm; e de 0sso cortical
foram de 4,5 a 5,3 mm e de 3,8 a 5,2 mm em homens e mulheres, respectivamente. Na
implantodontia, o conhecimento da espessura desses tipos de 0ssos € essencial para o
planejamento pré-operatdrio de colocacdo de implantes, ja que a espessura do 0sso cortical tem
grande influéncia sobre a estabilizacdo inicial da fixa¢do do implante no paciente.

Neste trabalho objetivou-se ter conhecimento de tais proporcfes de 0ssos, a fim de
estimar o potencial osteogénico de cada enxerto. Observou-se que, estatisticamente, todos os
grupos diferiram entre si, sendo o das vértebras coccigeas composto por 42% de 0SS0 espon;joso.
Esse valor elevado revela a grande capacidade osteogénica da vértebra, a qual foi confirmada

por Mcduffee e Anderson (2003) que ao realizarem cultura celular in vivo do 0sso esponjoso
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da 4% coccigea de equinos concluiram que é um local doador com boas propriedades
osteogénicas, pois apresentou grande quantidade de 0sso esponjoso denso com bom potencial
osteoncondutor.

Cabe ressaltar ainda que as vertebras coccigeas estudadas neste trabalho além de terem
apresentado elevada resisténcia biomecénica e significativo percentual de 0sso esponjoso,
também demonstraram-se morfologicamente propicias para a aposi¢cdo Ossea devido a
espessura e formato reto e cilindrico. Essas caracteristicas tornam a 42 e 52 vertebras coccigeas
boas candidatas a autoenxertia corticoesponjosa de segmento 6sseo total.

Quando se fala em enxertos 0sseos, sejam eles corticais ou corticoesponjosos €
necessario lembrar que o tempo de incorporacdo dos mesmos € sempre longo e passa por um
periodo critico, onde o enxerto é gradativamente absorvido e substituido por 0sso novo. Essa
fase deixa o enxerto enfraquecido e com risco de fraturas (MILLIS e MARTINEZ, 2007). Nesse
sentido, devido a capacidade de diferenciacdo das células-tronco em linhagens osteogénicas,
sua aplicacdo associada a enxertos 6sseos vem sendo empregada com o intuito de otimizar o
tempo de integracdo dos enxertos e, consequentemente, diminuir os riscos de complicacgdes.

Considerando a revisdo bibliografica realizada nesse trabalho, por meio da qual
verificou-se os estudos realizados com a associacdo das células-tronco aos enxertos 0sseos, foi
possivel observar que independentemente do local de coleta ou do processamento dado,
geralmente elas contribuem com a reducdo no tempo de cicatrizagdo. Segundo Portinho (2006),
0 emprego de células-tronco mesenquimais pode significar uma melhoria na qualidade dos
enxertos 6sseos e uma otimizacdo no tempo para a integracdo desses enxertos.

Essa observagéo foi comprovada nos trabalhos de Li; Li (2005), Portinho (2006), Gomes
(2008), Souza (2009) e Prata (2010), os quais mostraram cicatrizagdo 6ssea superior nos grupos
onde os enxertos foram acrescidos de células-tronco, com aceleracdo da neoformacéo dssea e
aumento da densidade.

Os trabalhos realizados até 0 momento trouxeram resultados que incentivam o uso das
células-tronco na incorporacdo de enxertos 0sseos. Para Cristante e Narazaki (2011), o estudo
das células-tronco é provavelmente o campo de estudo mais promissor de toda a medicina que,
em um espago curto de tempo, ira revolucionar todas as especialidades meédicas, tanto clinicas

quanto cirargicas, solucionando enfermidades hoje de dificil tratamento.
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Figura 1 — Demonstracdo da aposicdo da vértebra coccigea com o radio de um mesmo cédo. A
aposicao entre essas extremidades Osseas é proxima de 100% (A). Demonstracdo da aposi¢do

da vértebra coccigea com a tibia de um mesmo cdo. A aposicao entre essas extremidades 6sseas

é préxima de 70% (B).
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Figura 2 — Grafico da forca x deformacéo, apds ensaio biomecénico, da tibia, costela, vértebra
coccigea e asa do ilio, respectivamente. Observar que no grafico da vértebra coccigea e da asa
do ilio, que possuem valores superiores de 0sso esponjoso, o patamar do pico de forga é mantido
por mais tempo até iniciar o declinio. Tal evento deve-se a porosidade do 0sso esponjoso, pois
apos atingir o ponto de queiscéncia, as trabéculas dsseas vao sofrendo fratura e colapso de forma
gradativa.



6. CONCLUSAO

Considerando os resultados desse trabalho foi possivel concluir que:

- A 4% e a 52 vértebras coccigeas de cdes apresentam caracteristicas desejaveis em um
autoenxerto corticoesponjoso de segmento 0sseo total, pois apresentam significativa camada de
0SSO esponjoso, elevada resisténcia compressiva, espessura e formato adequados para serem
utilizadas em determinados 0ssos longos quando comparadas aos segmentos da costela e da asa

do ilio.
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8 APENDICES

APENDICE A - Percentual de 0sso esponjoso e 0sso cortical de cada segmento 6sseo. A
letra “D” refere-se aos segmentos do lado direito do céo e da 42 vértebra coccigea e a letra

“E” refere-se aos segmentos do lado esquerdo do céo e da 52 vértebra coccigea.

Percentual de 0sso esponjoso (OE) e osso cortical (OC) de cada segmento 6sseo

ASA DO ILIO COCCIGEA COSTELA TIBIA

CAO1D OE: 73% OE: 38% OE: 23% OE: 0%
OC: 27% OC: 62% OC: 77% OC: 100%

CAO1E OE: 70% OE: 35% OE: 20% OE: 0%
OC: 30% OC: 65% OC: 80% 0OC:100%

CAO2D OE: 89% OE: 47% OE: 35% OE: 0%
0OC: 11% OC: 53% OC: 65% OC: 100%

CAO2E OE: 84% OE: 49% OE: 50% OE: 0%
OC: 16% OC: 51% OC: 50% OC: 100%

CAO3D OE: 67% OE: 41% OE: 19% OE: 0%
OC: 33% OC: 59% OC: 81% OC: 100%

CAO3E OE: 52% OE: 47% OE: 19% OE: 0%
OC: 48% OC: 53% OC: 81% OC: 100%

CAO 4D OE: 54% OE: 37% OE: 24% OE: 0%
OC: 46% OC: 63% OC: 76% OC: 100%

CAO4E OE: 57% OE: 31% OE: 27% OE: 0%
OC: 43% OC: 69% OC: 73% OC: 100%

CAO5D OE: 62% OE: 45% OE: 23% OE: 0%
OC: 38% OC: 55% OC: 77% OC: 100%

CAOS5E OE: 67% OE: 48% OE: 26% OE: 0%
OC: 33% OC: 52% OC: 74% OC: 100%

CAO6D OE: 72% OE: 41% OE: 24% OE: 0%
OC: 28% OC: 59% OC: 76% OC: 100%

CAOGE OE: 74% OE: 41% OE: 26% OE: 0%
OC: 26% OC: 59% OC: 74% OC: 100%

CAO7D OE: 72% OE: 44% OE: 14% OE: 0%
OC: 28% OC: 56% OC: 86% OC: 100%

CAO7E OE: 71% OE: 41% OE: 13% OE: 0%
OC: 29% OC: 59% OC: 87% OC: 100%

CAO 8D OE: 72% OE: 44% OE: 36% OE: 0%
OC: 28% OC: 56% OC: 64% OC: 100%

CAO8E OE: 65% OE: 43% OE: 37% OE: 0%
OC: 35% OC: 57% OC: 63% OC: 100%
MEDIA | OE:69% (+9,75) | OE: 42% (+4,95) | OE: 26% (+9,49) OE: 0% (+0)

OC: 31% (+9,75) | OC:58% (+4,95) | OC: 74% (+9,49) OC: 100% (+0)
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APENDICE B - Valores do ensaio biomecanico de cada segmento dsseo. A letra “D”

refere-se aos segmentos do lado direito do cdo e da 4" vértebra coccigea e a letra “E”

refere-se aos segmentos do lado esquerdo do céo e da 52 vértebra coccigea.

TESTE DE COMPRESSAO AXIAL (NEWTONS)

ASA DO ILIO COCCIGEA COSTELA TIBIA
CAO1D 273,52 413,54 322,36 3.301,8
CAO1E 677,29 286,55 410,28 4.711,7
CAO2D 481,92 433,07 208,40 5.698,3
CAO2E 631,70 569,83 354,93 5.268,5
CAO3D 706,59 970,35 885,68 7.222.2
CAO3E 892,20 677,29 976,86 7.893
CAO4D 687,06 638,21 338,64 4.653,1
CAO4E 651,24 670,78 221,42 5.770
CAO5D 462,38 742 41 661,01 4.275,4
CAOG5E 595,88 647,98 615,42 6.404,9
CAO6D 563,32 455,87 459,12 6.727,3
CAOGE 530,76 534,02 556,81 6.922,7
CAO7D 928,02 563,32 478,66 4.672,6
CAO7E 794,51 494,94 547,04 4.812,7
CAO8D 1.592,3 960,58 957,32 8.322,8
CAO8E 1.507,6 1.058,3 1.051,8 9.016,4
MEDIA | 748,51 (+352,17) | 632,31 (¥215,22) | 565,35 (+272,95) | 5.979,58 (+1.605,98)




