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RESUMO

Objetivo: Analisar o comportamento histologico do ELB, produzido
conforme protocolo desenvolvido pelo autor principal, em seres
humanos no decorrer de 49 meses através da afericdo da propor-
¢do enxerto/osso neoformado em relagdo ao total de area minera-
lizada. Métodos: Série de casos com 12 pacientes, oito femininos
(66%) e quatro masculinos (34%), totalizando 13 bidpsias, nos
quais utilizou-se ELB e que posteriormente houve necessidade de
reintervencao cirfirgica, no periodo de 2000 a 2011. As laminas pro-
duzidas, coradas com hematoxilina-eosina (HE), foram analisadas
por patologista e digitalizadas para a avaliacdo proposta. Resultados:
A média etaria foi de 57 anos e o tempo médio de seguimento de 49
meses (6-115). A proporgdo média de ELB foi de 42% (13-85) e de
osso neoformado de 58% (15-87) em relagdo ao total de area mine-
ralizada. Conclusdes: O presente estudo demonstra que o ELB utili-
zado apresenta caracteristica osteocondutora e biocompatibilidade.
O ELB apresentado é op¢ao terapéutica a ser utilizada em cirurgias
ortopédicas que necessitem preenchimento de deficiéncias osseas.

Descritores —Transplante Osseo; Humanos; Liofiliza¢ao.

ABSTRACT

Objective: To analyze the histological behavior of bovine
lyophilized grafts (BLG) produced according to a protocol
developed by the first author, in humans over a 49-month period
by measuring the graft/bone neoformation ratio in relation to the
total mineralized area. Methods: This was a case series involving
12 patients: eight females (66%) and four males (34%), totaling
13 biopsies. BLG was used, and surgical reintervention was
subsequently required during the period 2000 to 2011. The slides
produced were stained with hematoxylin-eosin (HE), were analyzed
by a pathologist and were digitized for the proposed evaluation.
Results: The mean age was 57 years and the mean follow-up was 49
months (range: 6-115). The average proportion of BLG was 42%
(range: 13-85) and neoformed bone, 58% (range: 15-87) in relation
to the total area mineralized. Conclusions: This study demonstrated
that the BLG used presented osteoconductive characteristics and
biocompatibility. BLG is a therapeutic option that can be used in
orthopedic surgery in which bone defects need to be filled.

Keywords — Bone Transplantation;, Human, Freeze Drying

INTRODUCAO

A utilizagdo de transplantes 6sseos em cirurgias ortopé-
dicas e odontoldgicas tornou-se indispensavel em diversos

procedimentos, dentre os quais as revisdes de artroplastia
total de quadril (RATQ) e de joelho (RATI)!). O teci-
do 6sseo, apesar do alto poder de reparo, nem sempre
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responde adequadamente quando acometido por extensas
osteolises®. Nesses casos, altamente prevalentes em
ortopedia, ha necessidade da busca de substitutos
osseos de alta qualidade ou por outros biomateriais
que possam preencher e restabelecer estas lacunas®.
Um fator determinante relacionado a qualidade de
um enxerto como substituto 6sseo ¢ o processo de
neoformagio Ossea desencadeado no hospedeiro®. Os
eventos bioldgicos responsaveis pela osteointegracdo
sdo osteogénese, osteoinducdo e osteocondugdo™. A
biopsia ¢ o método padrdo ouro para determinar os
fendomenos ocorridos no enxerto, sendo que os estudos
radiograficos apenas fornecem uma ideia macroscopica
do que ocorre microscopicamente.

Atualmente estdo disponiveis diferentes tipos de en-
xertos 0sseos para cirurgias ortopédicas reconstrutivas:
autdlogos, homologos e heterdlogos — xenogénicos —,
podendo ser esterilizados e preservados por congelagao
ou liofilizagdo, entre outros meios®®. O enxerto autd-
logo ¢ considerado, sob o ponto de vista de integracao,
o substituto ideal e preferencial; entretanto, limitagdes
como quantidade disponivel e o risco de complicagdes
—locais e sistémicas, variando de 21% a 49% — sdo ine-
rentes a intervengao necessaria para sua retirada, restrin-
gindo sua aplicabilidade"'*!D, O alogénico congelado
¢ bastante utilizado nas RATQ, mas nem sempre esta
disponivel, além de, apesar de rigidos controles, acarre-
tar riscos de transmissao de doengas infecto-contagiosas
e tumorais®!*!9 Os enxertos heterdlogos, especifica-
mente enxerto liofilizado bovino (ELB), sdo uma opg¢ao
que vem sendo utilizada em diversas areas médicas,
em razdo da facil obten¢do, grande disponibilidade e
alta similaridade com o 0sso humano®. Para diminuir a
antigenicidade e preservar apenas a matriz proteico-mi-
neral, o ELB ¢ lavado, decelularizado e desengordurado,
sendo desidratado ap6s. O 0sso bovino — matéria-prima
para obteng¢do do enxerto proposto — possui composi¢ao
quimica, porosidade, tamanho, forma e comportamento
biologico semelhantes ao humano, fornecendo estru-
tura de suporte e osteocondugdo, além de prover alto
conteudo de calcio e fosforo, os quais sdo essenciais
para a neoformagio do tecido 6sseo. Diversos traba-
lhos mostram experiéncias desse tipo de enxertia em
animais("*>'?; entretanto, somente um realizou andlises
histologicas em humanos®?. Os resultados dos estudos
em animais dificilmente sdo aplicaveis em humanos
devido as diferengas fisico-bioldgicas existentes. Assim,
trabalhos que venham a elucidar o comportamento de
xenoenxertos em seres humanos sao de grande valia.

A hipétese fundamental do trabalho relacionada ao

uso do ELB produzido conforme protocolo desenvolvi-
do pelo autor principal ¢ sua aplicabilidade como supor-
te estrutural temporario que permita a osteocondugdo e
a integra¢do do osso neoformado nas areas deficientes,
promovendo um preenchimento satisfatorio. Nosso es-
tudo se justifica ja que ha pouca informacao detalhada
a respeito do tema e os dados disponiveis sdo contro-
versos!722),

O presente estudo tem como objetivo analisar o com-
portamento histologico deste ELB especificamente, em
seres humanos, no decorrer de 49 (seis a 115) meses
através da afericdo da proporcao entre o enxerto € 0 0Sso
neoformado em relagdo ao total de drea mineralizada.

MATERIAIS E METODOS

O desenho do estudo ¢ uma série de casos que ana-
lisou os achados histologicos do ELB produzido con-
forme protocolo desenvolvido pelo autor principal 12,
em parceria com a empresa Baumer (Mogi Mirim — Sdo
Paulo — Brasil) e com o Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), em modelos humanos. O protocolo,
utilizado para producdo deste, foi uma modificacao
baseada no de Kakiuchi et al®® da Universidade de
Osaka, Japao, publicado em 1996. Apo6s as modifica-
¢oes, o ELB manteve praticamente inalterada a natureza
quimica (composigao proteico-mineral) e estrutural da
matéria-prima, promovendo a obten¢cdo de um produto
adequado ao uso que se destina, portanto, com aplica-
bilidade em humanos¥,

O grupo em estudo ¢ formado por 12 pacientes, tota-
lizando 13 amostras, coletado de julho de 2000 a janeiro
de 2011 (média de 49 meses). O ELB foi utilizado iso-
ladamente como enxerto nos casos que havia deficién-
cias 6sseas importantes — avaliadas subjetivamente pela
equipe ortopédica — decorrente de patologia aguda ou
cronica preexistente. O critério de inclusdo foi neces-
sidade de utilizacdo de ELB em cirurgias primarias ou
reintervencdes a que porventura os pacientes tenham
sido submetidos. A maioria desses apresentava boas
condic¢des clinicas e nenhuma patologia que contraindi-
casse quaisquer intervencdes cirargicas; entretanto, cabe
fazer alguns esclarecimentos: do paciente JARS, devido
ao grande volume de ELB utilizado na primeira cirurgia,
foi possivel coletar duas biopsias de areas distintas, sen-
do contado como dois casos; o paciente SG, apresentava
sinais evidentes de infec¢@o na primeira cirurgia, sendo
a RATQ realizada no mesmo procedimento da enxertia.

As biopsias foram coletadas no momento da rein-

\

tervencdo (por causa ndo relacionada a enxertia).
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E importante frisar que de maneira alguma foi realizado
qualquer procedimento com exclusivo objetivo de retira-
das de fragmentos 6sseos para andlise do comportamento
do enxerto. O tempo de seguimento foi estimado a partir
da intervengao primdria até o momento da biodpsia. Sete
dessas foram colhidas por agulha de Yamshidi, guiadas
por intensificador de imagem, apresentando formato
cilindrico e medindo aproximadamente 6mm de compri-
mento por 2mm de didmetro; as seis restantes, sob visao
direta com o auxilio de saca-bocado ou cureta. Todas
foram imediatamente imersas no fixador apropriado du-
rante o ato cirirgico e enviadas para posterior analise,
conforme protocolo. No laboratorio de patologia, as pe-
cas foram fixadas durante 12 a 16 horas em formalina
tamponada a 10%, com volume 10 vezes superior ao da
amostra. Sequencialmente, foram lavadas para retirar
o excesso de fixador e transferidas para um descalcifi-
cador, que promove a retirada do fosfato de célcio do
tecido dsseo, utilizando acido nitrico 10% (155ml de
acido nitrico a 65% e 845ml de dgua destilada) durante
aproximadamente 24 horas. Apos, foram lavadas com
agua destilada por seis horas para a retirada do acido e
submetidas a inclusdo em parafina fundida a 60°C, for-
mando blocos. Em seguida, as 1aminas foram preparadas
a partir de cortes seriados transversais de 200um, em
média, com ldmina de ago, sendo corados com solugdo
de hematoxilina-eosina (HE). Durante esse processo, a
HE evidencia o ELB levemente azulado, destoando das
areas com neoformacao dssea que se mostram rosadas
na microscopia (Figuras 1 e 2). Assim, apés a digitali-
zagao das imagens, ¢ possivel visualizar claramente as
areas ocupadas por cada composto e mensura-los.

Um médico do Servigo de Patologia — cegado em
relacdo aos casos — foi responsavel pela analise his-
tologica das laminas, discriminando — conforme cri-
térios proprios — os seguintes achados: reabsor¢do do
enxerto, presenga de sinais inflamatorios e/ou infec-
ciosos (presenca de neutrofilos), neoformacgao Ossea e

Figura 1 — Enxerto liofilizado bovino (ELB) corado em azul com hemato-
xilina-eosina (HE). Aumento 10x. HCPA 2011.
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Figura 2 Areas azuladas correspondentes ao enxerto liofilizado bovmo
(ELB) corado com hematoxilina-eosina (HE). Aumento 100x. HCPA 2011.

fibrose. Apds isso, um segundo grupo de pesquisadores,
independentes e da mesma forma cegados em relagao
aos casos, digitalizou as laminas e realizou a aferi¢ao
das areas mineralizadas ocupadas pelo ELB e pelo osso
neoformado. As micrografias foram obtidas através de
um microscopio (Axiolab E, Carl Zeiss, Gottingen, Ale-
manha) que possui uma camera (Sony Inc., Japao) de
alta defini¢cdo acoplada. As imagens foram inseridas em
programa grafico especifico (ImageJ 1.40 — National
Institutes of Health, EUA, http://rsb.info.nih.gov/ij/)
para a exata quantificacdo de cada area. Os pardmetros
histomorfométricos foram descritos na forma de pixels
por um sistema de analise semiautomatico, sendo esses
dados repassados para o programa Excel for Windows,
no qual foram definidas as proporc¢des de cada compo-
nente dentro do total de area mineralizada.

A analise estatistica foi realizada através do progra-
ma estatistico SPSS 13 for Windows (SPSS Inc. Chica-
go, IL, EUA). As analises descritivas sdo apresentadas
na forma de média, valores maximo e minimo, para
variaveis quantitativas, e na de porcentagem, para as
qualitativas.

A todos pacientes selecionados foram esclarecidos
previamente os riscos, beneficios e propoésito do pro-
cedimento cirargico e bidpsias Osseas, assinando termo
de consentimento informado concordando com todas as
etapas. Este estudo foi realizado pelo Grupo de Quadril
do Servigo de Ortopedia e Traumatologia do Depar-
tamento de Cirurgia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Sul (UFRGS), tendo colaboracdo do Servico de
Patologia da Institui¢do. A realizagdao deste estudo foi
aprovada pela comissdo em ética e pesquisa do grupo
de pos-graduagao (GPPG) do HCPA.
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RESULTADOS

Analise global

Todos os dados demograficos sdo descritos na
Tabela 1. A média etaria do grupo foi 51 anos (24 a 82),
sendo composta de quatro (34%) individuos masculinos
e oito (66%), femininos. A duracdo média de internagao
hospitalar foi de 10 (3-38) dias e o seguimento médio
foi de 49 meses (6-115).

Analise histologica

As laminas apresentaram um padrao histoldgico ho-
mogéneo quando analisadas microscopicamente pelo
patologista conforme critérios proprios (Tabela 2). Ne-
nhuma delas apresentou resposta inflamatdria exacerba-
da na periferia do ELB, o que afasta a hipotese de rejei-
¢do do organismo a corpo estranho. Neutréfilos foram
detectados apenas na lamina da paciente SG. Em todas
as amostras, foi evidenciada presenga de quantidade
variavel de fibrose (Figura 3), sinais de enxerto parcial-
mente reabsorvido (Figura 4) e de neoformagdo Ossea
evidentes (Figura 5). Nas laminas analisadas ha pre-
sencga de tecido dsseo avital, que corresponde ao ELB,
corado em azul, e de tecido vitalizado (com células nu-
cleadas), representado osso neoformado. A integracao
entre o osso original, o ELB e as 4reas de neoformagao
Ossea sao microscopicamente bem definidas e ocorrem
em grandes blocos, mas mantendo um limite claro entre
cada um (Figura 6).

Analise especifica

A digitaliza¢do das laminas mostra uma proporgao
média de 42% (13 a 85%) de enxerto liofilizado bovino
e 58% (15 a 87%) de neoformacdo 6ssea em relacao
ao total da area mineralizada (Tabela 3). E importan-
te destacar que dois pacientes apresentaram diferencas
importantes em relagdo as outras amostras com uma

Tabela 1 - Dados demograficos.
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relagdo propor¢do ELB/osso neoformado de 85/15% e
76/24%, sendo as laminas revisadas, a fim de excluir
quaisquer erros de medidas.

Analise radiografica

Os exames radiograficos de todos os pacientes mos-
tram consolidagao satisfatoria no perimetro do enxerto.

Tabela 2 - Andlise histoldgica das laminas.
Absorcao

ELB
+

Neoformacao

Fibrose L
Ossea local

Neutréfilos

ALL -
JARS 1 -
JARS 2 -

MTRC -

EG -

AMB -

TGG -

AACS -

MB -

SG +

MH -

HJCS -

MAR -

+

[+

I e o o e e e E S

o o o o o o o o S E o

o B B o R o o e

+ [+ [+

+: presente, -: ausente. HCPA 2011

/s
i X AR i TL AT e F
Figura 3 - Fibrose representada pelas areas claras esbranquicadas no
centro imagem. Aumento 200x. HCPA 2011.

Paciente Sexo Idade (anos) Procedimento Diagnédstico Internacao (dias) | Evolucao (meses)
1 1 24 OF Pseudoartrose fémur 9 6
2 25 ATC Artrose talocalcaneana 3 59
3 2 82 RATQ Desgaste material 10 9
4 2 51 RATQ Desgaste material 9 72
5 2 64 RATQ Desgaste material 10 43
6 2 30 OF Cisto 6sseo simples 14 68
7 2 79 RATQ Desgaste material 38 19
8 2 55 ATQ Coxartrose 7 82
9 2 60 RATQ Desgaste material 12 50
10 1 45 oT Desgaste material 3 35
11 1 43 OF Pseudoartrose fémur 11 16
12 1 48 RATQ Desgate material 7 115

1 - Masculino, 2: Feminino; OT: Osteossintese de Tibia, OF: Osteossintese de Fémur, ECO: Exérese de Calo Osseo, ATC: Artrodese Talocalcaneana, ATQ: artroplastia total de quadril, RATQ: reviséo

de ATQ. HCPA 2011
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Figura 4 — Enxerto liofilizado bovino (ELB) (areas azuis) cercado por tecido
6sseo neoformado (areas rosadas). Aumento 200x. HCPA 2011.

Figura 5 — Enxerto liofilizado bovino (ELB) parcialmente reabsorvido (areas
azuis) cercado por tecido 6sseo neoformado (areas rosadas). Aumento
200x. HCPA 2011.

-?P' o r

Figura 6 — Limites bem definidos entre o enxerto liofilizado bovino (ELB)
azulado e osso neoformado rosado. Aumento 400x. HCPA 2011.

Rev Bras Ortop. 2012;47(6):770-5

Tabela 3 - Proporgoes aferidas.

ELB Neoformacéo Seguimento*
ALL 37% 63% 6
JARS 1 34% 66% 59
JARS 2 34% 66% 59
MTRC 23% 77% 9
EG 32% 68% 72
AMB 60% 40% 43
TGG 85% 15% 68
AACA 26% 74% 19
MB 13% 87% 82
SG 76% 24% 50
MH 47% 53% 62
HJCS 38% 62% 16
MAR 39% 61% 115
* meses
DISCUSSAO

A possibilidade da utilizagdo do enxerto liofilizado
bovino (ELB), como alternativa ao autdlogo em cirur-
gias ortopédicas, ¢ investigado ha tempo, principalmente
em modelos animais®. O presente estudo contribui com
informagdes adicionais extremamente relevantes em re-
lagdo a utilizagdo do ELB, produzido conforme protocolo
desenvolvido pelo autor principal, em seres humanos,
uma vez que demonstra sua osteointegragdo. Trabalhos
prévios avalizam o uso desse ELB tanto em animais!!>'®),
quanto em seres humanos®*'®. Meyer et al®" trouxeram
os primeiros dados relativos a osteointegracao histologica
relacionados com ELB — Tutobone® — em seres humanos.
Tais resultados mostraram-se promissores, motivando-
-nos a avaliar nossas bidpsias e comparar os resultados
obtidos com os disponiveis na literatura.

Em nosso estudo, que tem um desenho semelhante
ao de Meyer et al®V, encontramos nas laminas analisa-
das uma proporcao de 42% de preservagdo do ELB e
58% relacionado com areas de neoformacgdo Ossea em
relacdo ao total de area mineralizada no periodo médio
de 49 meses. Esses dados sdo muito semelhantes aos
apresentados por esse autor, que relata ter havido 47%
de preservagdo do Tutobone® e 53% de neoformagdo
6ssea no decorrer de 11 meses em nove amostras.

A presenca de ELB nas biopsias nos permite inferir que
o0 enxerto proposto apresenta inegavel osteocondutividade,
sendo apenas parcialmente reabsorvido em seres humanos,
diferentemente do completo remodelamento que ocorre em
animais. Nao achamos correlagdo linear entre o tempo de
seguimento e as propor¢des de ELB/neoformagao dssea
em relacdo ao total de drea mineralizada, ndo sendo pos-
sivel definir um padrdo exato de comportamento, ja que
na amostra com nove meses de seguimento tivemos uma
taxa maior de osso neoformado do que na de 62 meses.
Também relevante foi o fato de uma lamina apresentar
maior taxa de neoformacgao 6ssea (87%) ter sido uma das
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de maior tempo de seguimento (82 meses). Com isso, €
possivel afirmar que o ELB utilizado promove osteoin-
tegragdo satisfatoria, eficiente e duradoura com o tecido
6sseo humano no periodo de seguimento aferido.

E interessante destacar que em duas amostras ocorreram
diferencas importantes em relagdo as outras, as quais se
confirmaram ap6s nova analise: relagdo ELB/neoformagao
ossea de 85/15% e 76/24%, mostrando menor atividade
osteoblastica perienxerto. Houve menor remodelamento
6sseo nesses casos, sugerindo algum fator bioldgico ou me-
canico limitante na reparagdo dssea. Um deles ¢ portador da
sindrome de Albright com grande comprometimento 6sseo
e metabolico, podendo ser este um fator relacionado com
a menor neoformagio 6ssea. E importante salientar que
mesmo essas amostras nao apresentaram diferenca em rela-
¢do a taxa de consolidagdo, nem piores desfechos clinicos.

Isso nos faz pensar que o tipo e a quantidade de enxerto
aplicado ndo sdo os unicos responsaveis pela capacidade
de neoformacgao 6ssea local, mas que cada organismo, com
suas diferentes caracteristicas biologicas, tem influéncia na
resposta do processo de osteointegragdo. Elucidar isso ndo é
o objetivo deste estudo, mas poderia justificar esse compor-
tamento. A auséncia de reagdo de corpo estranho em todas
as laminas demonstra biocompatibilidade do enxerto liofi-
lizado bovino desenvolvido por nosso grupo neste estudo.
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