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ARTIGO ORIGINAL

RESPOSTA OSTEOGENICA SISTEMICA
NO ESTIMULO MEDULAR OSSEO

OSTEOGENIC SYSTEMIC RESPONSE AT BONE MARROW STIMULATION

Fasiano ResoucaAs Riseiro, FERNANDO GoMES TAVARES, CARLA KomoN DE Souza, MARCELLO MARTINS DE Souza, JAQUES WAISBERG

RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da resposta osteogénica sistémica,
causada pelo estimulo da medula 6ssea a distancia, na consoli-
dacéo de falha 6ssea. Método: 36 coelhos adultos jovens foram
divididos aleatoriamente em trés grupos (A, B, C) e submetidos a
ostectomia do rédio direito, com retirada de 4mm de fragmento
6sseo. Os animais do grupo A foram submetidos ao estimulo da
medula dssea pela sua ablacdo do fémur esquerdo. Os animais
do grupo B foram submetidos ao estimulo da medula éssea pela
introducéo de fio de Kirschner com 1,5mm de espessura, no interior
do canal medular femoral esquerdo. Os animais do grupo C foram
utilizados como grupo controle. Foram realizadas radiografias se-
manais até a 42semana pds-operatéria, quando os animais foram
sacrificados. Foi realizado estudo histomorfométrico do calo 6sseo
formado no local da ostectomia. As radiografias foram avaliadas
para analise da evolugao da consolidagao dssea. Resultados: Os
grupos que sofreram estimulo medular a distancia tiveram menor
numero de células ésseas, comparativamente ao grupo contro-
le. No estudo radiografico ndo houve diferenca na evolugdo da
consolidacéo entre os grupos. Concluséo: O estimulo da medula
6ssea a distancia influenciou desfavoravelmente a consolidagéo
de falha 6ssea em coelhos.

Descritores: Coelhos/cirurgia. Medula ¢ssea. Consolidacao da
fratura. Calo 6sseo.

Citacao: Ribeiro FR, Tavares FG, Souza CK, Souza MM, Waisberg J. Resposta
osteogénica sistémica no estimulo medular 6sseo. Acta Ortop Bras. [periddico na
Internet]. 2009;17(2):29-34. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

O processo de reparagao da fratura envolve fatores locais e
sistémicos.'® A resposta osteogénica sistémica foi observada apds
estimulos distantes do foco de fratura, como na leséo da medula
6ssea*® e/ou na perda sanguinea®'°. Tavares et al.* descreveram
consolidacao mais rapida em coelhos submetidos a ostectomia
do radio associado ao estimulo da medula éssea a distancia,
com a colocacao de fio de Kirschner intramedular femoral. Uma
das hipdteses que podem justificar este fendmeno é a agdo dos
fatores de crescimento, que sao produzidos no local da regene-
ragao medular e liberados na circulagao.>® Existem outros fatores
que séo liberados na circulagao por intermédio da regeneragao da
medula 6ssea, como o 14 amino acid peptide — osteogenic growth
peptide (OGP). O OGP sintético com estrutura idéntica a original

ABSTRACT

Obijective: To assess the influence of systemic osteogenic response
caused by remote stimulation of bone marrow in a bone gap union.
Method: 36 young adult rabbits were employed. The animals were
randomly divided into 3 groups (A, B, C) and submitted to ostec-
tomy of the right radius, removing 4mm of bone. The animals on
Group A had their bone marrow stimulated by ablation on the left
femur. Animals on Group B had their bone marrow stimulated by
introducing a 1.5mm-thick Kirschner wire into the shaft of the left
femur. The animals on Group C served as controls. X-ray images
were taken on a weekly basis until the 4th post-surgical week, when
the animals were sacrificed. Histomorphometric study of the bony
callus formed at the ostectomy site was conducted. The x-ray ima-
ges were evaluated in order to analyze the evolution of bone union
at the ostectomy site. Results: The groups with remote bone marrow
stimulation had a smaller number of bone cells as compared to the
control group. On radiographic studies, no difference in terms of
evolution of union was evident between the groups. Conclusion:
Remote stimulation of bone marrow had an unfavorable influence
on bone gap union in rabbits.

Keywords: Rabbits/surgery. Bone marrow. Fracture healing. Bony
callus.
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estimulou a proliferagao e ativagao da fosfatase alcalina de células
osteoblasticas in vitro e aumentou a massa ¢ssea em ratos.'""'*

A perda sanguinea também esté diretamente relacionada com a
estimulacéo e ativacdo da medula éssea. A produgéo de células
eritropoiéticas pode estar associada a producéo de células osteo-
génicas, pela correlagao das suas stem cells, ou pela liberagcao de
fatores que afetam a diferenciacéo e proliferacao dos componentes
celulares estromais da medula éssea.’Um exemplo € a perda éssea
que ocorre a partir da menopausa onde embora geralmente seja
atribuida sua causa as alteragdes hormonais da mulher, é possivel
que o0 sangramento menstrual repetitivo mantenha a atividade oste-
oblastica da medula 6ssea contribuindo na manutengao da massa
esquelética.’®' llizarov et al.'® concluiu que a perda sanguinea de
1% do peso corpdéreo dos coelhos acelerava o processo de repa-
racao 6ssea da osteotomia fibular.
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ia do H

Servigo de Ortopedia e

ital do Servidor Publico Estadual “Francisco Morato de Oliveira” .

Enderego para Correspondéncia: Rua Borges Lagoa, 1755, 10 andar - sala 180 - V.Clementino -Sao Paulo, SP, Brasil. CEP 04038-034. Email: fabianoreboucas@globo.com

Trabalho recebido em 21/02/08 aprovado em 05/08/08

Acta Ortop Bras. 2008; 17(2):29-34

29



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da resposta os-
teogénica sistémica, causada pelo estimulo da medula éssea a
distancia, pela consolidagéo de falha dssea.

METODO

O experimento foi realizado no Setor de Cirurgia Experimental do
Hospital do Servidor Publico Estadual “Francisco Morato de Oli-
veira” de Sao Paulo, seguindo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (COBEA), filiado ao International Council
for Laboratory Animal Science (ICLAS). Foram utilizados 36 coe-
lhos adultos jovens, da raga Nova Zelandia Branca, machos, com
média de peso de 2,9kg (2,5 a 3,3kg), distribuidos aleatoriamente
em trés grupos (A, B e C) com doze animais cada. O protocolo
anestésico consistiu de injegéo intramuscular de solugdo composta
de: cloridrato de cetamina (40mg/kg) e cloridrato de xilazina (5mg/
kg)."”No momento da anestesia foram administradas 40.000 Ul/kg
intramuscular de penicilina benzatina. Os coelhos n&o apresenta-
ram sinais clinicos de desconforto ou dor durante o procedimento
cirtrgico.

Os animais foram posicionados na mesa cirlrgica em decubito
lateral esquerdo, e foi realizada a tricotomia parcial do antebrago
direito. Realizou-se 0 esvaziamento venoso do membro com faixa
elastica (Figura 1) e garroteamento na raiz do brago.

Figura 1 - Esvaziamento venoso do membro anterior direito com faixa eldstica.

Apos anti-sepsia e assepsia de todo o membro foram colocados
panos estéreis e praticou-se incisao reta de 2,5cm de extensdo na
face dorso-radial do antebraco direito, a partir de 1,5cm de distan-
cia proximal a articulagéo radio-céarpica. Realizou-se dissecacdo
entre os musculos abdutor longo do polegar e extensor radial do
carpo até a exposigdo éssea do radio. Com caneta de marcagéo
cirlrgica criou-se duas marcagdes no radio para delimitacdo do
local correto para ostectomia (Figura 2).

ST_—
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Figura 2 - Marcagdes do local da ostectomia no rddio do membro anterior direito
do animal.
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Com utilizagao de mini-serra de aco de 0,5mm de espessura,
procedeu-se a ostectomia retirando-se cilindro de 4mm deste 0sso,
a distancia de 2,5cm proximalmente a articulagéo radio-cérpica,
protegendo-se as partes moles e a ulna, e irrigando-se o local com
5ml de soro fisiologico (Figura 3).

Figura 3 - Ostectomia do rddio com mini-serra de ago protegendo-se partes moles
do membro anterior direito do animal.

Os musculos e a tela celular subcutanea foram aproximados com
fio de sutura absorvivel de &cido poliglicélico (Vicryl 3.0%), para mi-
nimizar sangramento pés-operatério e evitar interposigdo muscular
na falha éssea criada. Suturou-se a pele com fio inabsorvivel de
nailon monofilamentar (Mononylon 4.0%). A estabilizagdo do radio
nao foi necessaria, devida sua forte ligacéo a ulna pela membrana
interossea.

Nos animais do grupo A, aproveitando-se o mesmo ato anestésico,
foi realizado estimulo da medula éssea pela sua ablagéo parcial
do fémur esquerdo com a aspiragdo de 3ml do contetido do canal
medular, utilizando-se seringa de 20ml e agulha de pungao para
bidpsia. A agulha foi posicionada dentro do canal medular femoral
esquerdo através do trocanter maior até o fémur distal, e a aspira-
céo foi feita a medida que se retirava a agulha (Figura 4). O material
coletado do canal medular femoral foi desprezado.

Figura 4 - Ablagdo da medula 6ssea por aspiragdo do fémur do animal.

No grupo B, também se aproveitando do mesmo ato anestésico,
foi realizado estimulo da medula 6ssea pela introdugao de fio de
Kirschner com 1,5mm de espessura colocado no interior do canal
medular femoral esquerdo. O fio foi inserido percutaneamente
pelo trocanter maior, em direcédo a diéfise, onde ficou sepultado
(Figura 5). Confirmou-se o local de sepultamento do fio com ra-
diografias antero-posterior e lateral.

Acta Ortop Bras. 2008; 17(2):29-34



Figura 5 - Insercdo percutanea de fio de Kirschner no canal medular femoral
do animal.

No grupo C, utilizado como grupo controle, ndo foi realizado esti-
mulo a distancia da medula éssea.

No pds-operatério imediato foram realizadas radiografias em po-
sicéo antero-posterior e lateral do antebraco direito (grupos A, Be
C) (Figura 6) e fémur esquerdo (grupo B) (Figura 7). As radiografias
do antebrago foram repetidas, a cada sete dias até o 21° dia com
aparelho de 36kV, 0,025mAs e 100mA. O filme (Kodak®), modelo
T-MAT G/RA de 18x24cm foi posicionado a 30cm de distancia da
ampola do aparelho de raios X.

Figura 6 - Radiografia lateral do antebraco operado mostrando a ostectomia
realizada no rddio.

Figura 7 - Radiografia antero-posterior do fémur operado mostrando fio de
Kirschner intramedular (seta).
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Foram excluidos do estudo os animais que tiveram complicagoes
operatérias: um coelho do grupo A (fratura concomitante da ulna)
e um coelho do grupo B (ostectomia incompleta do radio).

No pés-operatoério, os animais foram alojados em gaiolas individu-
ais, onde receberam racéo comercial e &gua ad libitum.

Todos os coelhos foram sacrificados no final da 42 semana de pos-
operatério, com pentobarbital sédico intravenoso, na dose letal de
200mg/kg.'®Em seguida o antebraco de cada animal foi radiogra-
fado nas posicodes de antero-posterior e lateral (Figura 8).

Figura 8 - Radiografia lateral apds a quarta semana do antebrago operado do
animal, notando-se calo ésseo no radio.

Procedeu-se a dissecagao do antebrago dos animais e a resseccao
do radio em conjunto com a ulna (Figura 9).

= - =
Figura 9 - Antebraco do animal dissecado, com ressecgao do radio em conjunto
com a ulna.

Apds armazenamento em recipientes com formol a 10% tamponado
adequadamente identificados, a regiao da ostectomia foi submetida
a analise histomorfométrica.

ESTUDO HISTOMORFOMETRICO

Realizou-se a descalcificagdo das pegas em acido nitrico a 7%
e incluidas em parafina. Foram realizados cortes histolégicos de
3um de espessura em sentido coronal em micrétomo rotatério nos
blocos de parafina contendo as amostras de calo ésseo, e que
foram corados pela técnica de tricromio de Masson para anélise
histomorfométrica. A qualificagdo dos diversos tipos de tecidos
do calo 6sseo foi realizada em sistema analisador de imagem
(Kontron Electronic 300%).

Em cada animal foram somadas as &reas de tecido cartilagineo,
0sseo e fibroso, obtendo-se a area total do calo 6sseo. A fragao de
area de cada tipo de tecido foi obtida pela relagéo entre a fragao
de &rea do tecido em questao dividida pela area do calo ésseo
(Figura 10).
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Flgura 10- Fotom/crograﬂa do calo Gsseo com dellmltagao dos tectdos de fibrose,
cartilagem e dsseo.

ESTUDO RADIOGRAFICO

As radiografias semanais foram analisadas pelo sistema do escore
radiografico de Lane e Sandhu'® para avaliagao da evolugéo da

RESULTADOS

A porcentagem de células de fibrose, cartilagem e osso encontrada
no estudo histomorfométrico do calo ésseo nos animais dos grupos
A, B e C esta relacionada nas Tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 - Porcentagem de células de fibrose, cartilagem e osso encontradas no
estudo histomorfométrico do calo dsseo das amostras dos animais do grupo A

Animal Fibrose (%) Cartilagem (%) | Osso (%)
1 2,5 14,5 83
2 8 17 75
3 2 19 79
4 15 29 56
5 5 30 65
6 0 20 80
7 4 17 79
8 5 15 80
9 10 15 75
10 16 14 70
11 4 20 76

Tabela 3 - Porcentagem de células de fibrose, cartilagem e osso encontradas no
estudo histomorfométrico do calo dsseo das amostras dos animais do grupo B

consolidacéo 6ssea no local da ostectomia por medico ortopedista Animal Fibrose (%) Cartilagem (%) | Osso (%)
sem acesso aos dados do estudo (Tabela 1). 1 05 2 975
2 0,6 9.2 90,2
Tabela 1- Escore radiografico de acordo com Lane e Sandhu19 3 8,5 17,5 74
4 3 14 83
Formagao 6ssea Pontos 5 2 26 72
Sem evidéncia de formagéo 6ssea 0 6 8.5 4 87,5
Formagéo de o0sso (25% do defeito) 1 ; g ;g gz
Formac&o de 0sso (50% do defeito) 2 9 16 15 69
Formagéo de 0sso (75% do defeito) 3 10 5 25 70
Formagéo de 0sso (100% do defeito) 4 " 1,4 22 76,6

Consolidagéo

Com trago de fratura completo 0

Com trago de fratura incompleto 2

Auséncia de trago de fratura 4
Remodelagéo

Sem evidéncia de remodelagéo 0

Remodelagéo intramedular 2

Remodelacéo cortical 4

Andlise Estatistica

Foram utilizadas como medidas resumos a média, a mediana e o
desvio-padrdo, minimo e maximo para apontar a variabilidade.?
No estudo histomorfométrico utilizou-se a anélise de variancia
(ANOVA) 2" Na aplicagdo deste teste, a homogeneidade entre os
grupos foi verificada pelo teste de Levene. Na presenca de dife-
renca significante entre os grupos, foram realizadas comparagoes
multiplas (comparagdes entre grupos dois a dois) pelo teste de Bon-
ferroni para identificacdo dos grupos com diferengas entre si.
Para as notas do escore radiogréfico de Lane e Sandhu' utilizou-
se o teste ndo paramétrico de Medidas Repetidas para Dados
Ordinais.®?" Por meio desta técnica foram avaliados os efeitos
de grupo (comparagao entre os trés grupos), efeitos de momento
(comparacao entre as semanas) e efeitos de interacdo (compor-
tamentos diferenciados em fungao de outra variavel).

Para todos os testes, o nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade
foi 0,05 (nivel de significancia de 95%) de acordo com os padroes
para os estudos bioldgicos.

32

Tabela 4 - Porcentagem de células de fibrose, cartilagem e osso encontradas no
estudo histomorfométrico do calo dsseo das amostras dos animais do grupo C

Animal Fibrose (%) Cartilagem (%) 0ss0 (%)
1 16,5 13,5 70
2 3 12 85
3 0 0 100
4 0,05 0,05 99,9
5 0 11 89
6 3 8 89
7 2 18,5 79,5
8 1,5 19,5 79
9 10 15 75
10 3 15 82
11 5 0,5 94,5
12 3,5 12,5 84

Comparacéo do percentual de células de fibrose

N&o houve diferenca no percentual de células de fibrose entre os
trés grupos (p=0,455) (Tabela 5).

Tabela 5 - Medidas do percentual de células de fibrose nos grupos A, Be C

Grupo

A B (o

Média 6,5 47 4,0

Mediana 5,0 3,0 3,0

% Fibrose Desvio padréo 52 47 4.8

| Minimo 0 0,5 0
Maximo 16 16 16,5

p-valor = 0,455

Acta Ortop Bras. 2008; 17(2):29-34



Comparacao do percentual de células de cartilagem

Observou-se diferenca estatisticamente significante das meédias
do percentual de células de cartilagem entre os diferentes grupos
(p=0,022) (Tabela 6).

Tabela 6 - Medidas do percentual de células de cartilagem nos grupos A, Be C

A tabela 9 mostra as comparagdes mdultiplas dos grupos dois
a dois. Os resultados revelaram que os animais do grupo A
apresentaram percentual significantemente (p=0,017) menor
de células ¢sseas do que os animais do grupo C (controle)
(Tabela 9, Figura 12).

Tabela 9 - Comparagdes muiltiplas entre os grupos de animais A, Be C em relacao

Grupo . . )
A B c a presenga de células osseas.
Média 19,1 15,5 10,5 Grupo Nivel descritivo
Mediana 17,0 15,0 12,3 Grupo de comparagdo (p-valor)
% Cartilagem | Desvio padrdo 5,6 8.6 6,9
[ Minimo 14 2 0 A B 0,505
Maximo 30 26 19,5 A c 0,017*
p-valor = 0,022
~ ~ - B C 0,408
Na Tabela 7 s&o apresentadas comparagdes multiplas, de grupos | i Significant
dois a dois, para identificar os grupos que apresentaram diferengas
entre si. Os resultados revelaram que o grupo A apresentou per-
centual significantemente (p=0,02) maior de células de cartilagem
do que o grupo C (controle) (Tabela 7, Figura 11). 92
90—
Tabela 7 - Comparag6es miltiplas entre os grupos de animais A, B e C em relagao ]
a presenga de células de cartilagem ,:88
Grupo Grupo de comparacéo Nivel descritivo (p-valor) 23_,86_
A B 0,730 8847
A c 0,020° €927
B C 0,299 < 80—
* = Significante ; 78—
g767
8
£ 74 1
24 72
o] 70
=20 68— T T T
9 A B C
313_ Grupo
&
% 16 Figura 12 - Percentual médio de células dsseas e intervalos de confianga para
8 144 os diferentes grupos de animais.
(]
°
§‘2‘ No estudo radiografico observou-se diferenga entre as sema-
£ 10| i nas, independente dos grupos estudados, nao se realizando
- ol comparacao entre 0os grupos para cada semana, nem com-
paragao entre as semanas para cada grupo, pois nao houve
67 efeito de interacao (p=0,098). Nesse teste nao foi constatada
4 | | | diferenca entre os grupos, independente da semana (p=0,359).
A B c (Tabela 10)
Grupo

Figura 11 — Percentual médio de células de cartilagem e intervalos de confianga

Tabela 10 - Medidas repetidas para dados ordinais para os grupos A, B e C nas
semanas 1,2, 3e4.

para os diferentes grupos de animais. Grupo
resultado A B C
Comparacao do percentual de células 6sseas N| % |[N| % N %
. . L 0 9 |818% | 10 | 90,9% | 10 | 83,3%
Observou-se diferencga estatisticamente significante (p=0,02) Semana 1 1 > 1182% | 1 91% > 1 16.7%
das médias do percentual de células 6sseas entre os diferentes 0 * > [ 18.2% ’
grupos (Tabela 8). Semana 2 1 9 [81,8% | 4 | 364% | 5 | 41,7%
' . . 2 2 | 182% | 3 | 27,3% 5 | 41,7%
Tabela 8 - Medidas do percentual de células 6sseas nos grupos A, B e C. 3 > 18.2% 5 16.7%
1 1 8,3%
Grupo Semana 3 2 5 | 455% | 3 | 27.3% | 4 | 33.3%
A B c 3 6 [555% | 4 [ 364% | 4 [333%
Média 74,4 79,8 85,6 4 4 | 36,4% 3 | 250%
Mediana 76,0 76,6 84,5 3 3 1273% | 2 | 182% 2 16,7%
% Osso Desvio padrdo 7.9 9,7 9.4 Semana 4 4 7 |636% | 6 | 545% | 6 | 50,0%
Minimo 56 69 70 6 1 9,1% 3 | 27,3% 4 | 33,3%
— Efeito de interagdo: p-valor= 0,098
Méaximo 83 97,5 100 Efeito de grupo (diferenga entre os grupos): p-valor= 0,359
p-valor = 0,02 Efeito de momento (diferenga entre as semanas): p-valor < 0,001

Acta Ortop Bras. 2008; 17(2):29-34
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ATabela 11 mostra os resultados das comparacoes multiplas entre
as semanas, e nota-se diferenca significante (p<0,001) entre todas
as semanas.

Tabela 11 - Comparagées miltiplas entre as semanas.

Grupo Grupo Nivel descritivo

de comparagéao (p-valor)
semana 1 semana 2 <0,001*
semana 1 semana 3 <0,001*
semana 1 semana 4 <0,001*
semana 2 semana 3 < 0,001
semana 2 semana 4 <0,001*
semana 3 semana 4 < 0,001

* = Significante

DISCUSSAO

O estudo da consolidacéo 6ssea e dos fatores de crescimento que
a influenciam sao crescentes na intengao de acelerar a recuperagao
dos pacientes com fraturas. Autores vém realizando experimentos
natentativa de isolar substancias produzidas nos organismos e que
estariam relacionadas com a formagéo 6ssea.® 142

Neste experimento foram utilizados trés grupos animais: grupo A,
submetido a ostectomia e ao estimulo da medula éssea a distancia
por sua ablagao, para avaliar a resposta osteogénica sistémica apds
processo de regeneragéo medular intenso; grupo B, submetido a
ostectomia e ao estimulo da medula 6ssea a distancia pela colo-
cacao de um fio de Kirschner intramedular, para avaliar a resposta
osteogénica sistémica apds processo de regeneragdo medular
menor e grupo C, grupo controle, utilizado para comparacao. Nos
trés grupos realizamos o esvaziamento sanguineo e garroteameto
do membro operado com faixa eléstica para reduzir sangramento.
O processo de regeneragao da medula 6ssea pode causar a libe-
racdo de fatores osteogénicos na circulagdo*®, porém julgamos
nao ser suficiente para influenciar na consolidacéo de falha 6ssea
a distancia. O estimulo indireto por sangramento isolado, inde-
pendente de qualquer trauma esquelético ou da lesdo da medula
6ssea, também pode estar associado com acentuada osteogé-
nese. Mesmo pequena perda sanguinea pode induzir moderada
estimulagao da eritropoiese e consequente ativagao da medula
6ssea.®'? Pode-se especular que a hematopoiese compensatoéria
ocorre em resposta ao sangramento e, em certas condicoes, é
mediada por aumentada osteogénese e possiveis atividades das
células estromais da medula 6ssea. Lippiello et al.® afirmaram que
a perda sanguinea esta associada com a liberagéo de fator circu-
latério, osteopoietina de acordo com esse autor, que acionaria a
diferenciacao e proliferagao dos componentes celulares estromais
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Estudos adicionais necessitam ser realizados para confirmar os
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dimento dos mecanismos sistémicos que possam influenciar na
consolidacéo de fraturas.
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obtidos concluiu-se que o estimulo da medula ¢ssea a distancia,
associado a redugao do sangramento intra-operatério, influenciou
desfavoravelmente a consolidacéo de falha éssea em coelhos.
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