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I N T R O D U Ç Ã O 



I - INTRODUÇÃO -

Um dos grandes desafios da moderna cirurgia ortopédi ·­
ca tem sido o da preservação de membros afetados pela destrui­
ção de largas porções do seu esqueleto, através do emprego de 
enxerto ósseo. 

Inúmeros pesquisadores sondaram os mais variados cami­

nhos que levassem ã correção dessas perdas ósseas,. começando 

pelo enxerto autólogo, passando pelo homólogo e pelo heterôlo 
go preservados, e chegando até,mais recentemente, ao emprego 
de corrente elétrica como estímulo da osteogênese reparadora.· 

Todavia, problemas de ordem imunológica, ainda não to­
talmente esclarecidos, desautorizam o emprego indiscriminado 
dos enxertos homólogos e heterólogos, enquanto que a estimula 
ção elétrica da osteogênese, além de não estar ainda perfeita­
mente sistematizada, não se presta para a correção de grandes 

�

perdas 
 

osseas. 
Tem havido uma concordância geral de que esforços de -

vam ser envidados no sentido de melhor conhecer e, se possí - 
vel, melhorar as qualidades do enxerto autólogo, sem dúvida, o 
melhor até hoje estudado. 

Por outro lado, grande parte das perdas Ósseas a serem 
corrigidas se localizam nas diâfises dos ossos longos, regiões 
sujeitas a esforços de natureza mecânica, como tensão ou car­
ga axial, quer pela tração muscular, quer pelo peso do corpo 
ou do próprio membro. 

Assim, seria desejável que o enxerto Ósseo, além de 

prover o leito e o material para o desenvolvimento da neo-os - 

teogênese, fornecesse também um certo grâu de apoio mecânico, 
visto que uma imobilização muito próxima da rígida parece ser 
favorável à integração do enxerto. 

Evidentemente, o osso esponjoso nao oferece um forte 
apoio mecânico,de modo que o objetivo deve ser melhorar as qu� 
lidades de integração do enxerto cortical. Embora de maneira um 
tanto quanto empírica, tentativas nesse sentido foram realiza­
das há mais de 30 anos. Assim é que Moore (1949) desenvolveu 
o chamado Enxerto Retardado ("Delayed Graft"), com resultados
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clínicos animadores. 

A técnica desse tipo de enxerto foi trazida dos Esta­

dos Unidos pelo Prof. Domingos Define, que a introduziu no Bra 

sil. Seu discípulo, Prof. J. P. Marcondes de Souza trouxe-a pa 

ra Ribeirão Preto, onde a empregou na correção de vários casos 

de pes eudartrose congênita de tíbia, ·ps·eúdartrose pôs-traumá­

tica de ossos longos, pseudartrose pós-osteomielÍtica com gran 

de perda diafisária de ossos longos, obtendo em quase todos os 

casos resultados muito bons. 
Existe um outro tipo de enxerto autólogo que, possivel 

mente, oferece melhor resultado, devido à própria condição '.de 

manter um pedículo muscular que garante a sua irrigação. � o 
caso do enxerto músc ulo-pediculado proposto por Davis (1952, 

1954, 1971), cujos resultados em operações de artrose do qua­
dril, realizados no nosso serviço foram excelentes. 

O mesmo tipo de enxerto foi utilizado por Judet e cols. 

(1961) e por Meyer e cols. (1973,1974) que relataram bons re -

sultados com o seu uso em operações de síntese de fraturas do 

colo femural por via p·bsterior. 

No entanto ·o enxerto músculo-pediculado apresenta limi 

tação quanto à distância em que pode ser mobilizado, já que só 

pode ser transplantado para área próxima da doadora. 

Igualmente, o avanço das técnicas de microcirurgia po� 

sibilitou o emprego de enxertos de grandes segmentos Ôssec:s,vas 
cularizados ("free vascularized graft"), no reparo de lesões 

ósseas extensas, como foi referido por Ostrup e .',: Fredreckdon 

(1974), Taylor e cols. (1975) e Weyland e cols. (1977). Esses 

autores relataram vários casos em que transplantaram grandes 

segmentos ósseos vascularizados, por meio de microsutura arte­

rial e venosa, para preencher vams defeitos provocados por 
ressecções maciças de ossos afetados por tumores. O sucesso 

desses procedimentos parece ser inconteste, de modo que este 

deve ser um dos caminhos futuros, inclusive porque Tschopp 

(1976), em um amplo estudo experimental, demonstrou a extraor­
dinária viabilidade do método. Todavia, a realização do enxer­

to ósseo vascularizado exige equipamento e treinamento espe -
ciais, além de apresentar limitações de ordem topográfica. 
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Com base nos nossos bons resultados clínicos ;ioliltidos 

com o enxerto cortical retardado, impunha-se uma comprovação ex: 

perimental do seu comportamento, quanto à integração, a curto 

prazo, em relação ao enxerto fresco. O presente trabalho foi 

idealizado com as finalidades de comparar as velocidades de 

integração e de revascularização do enxerto cortical fresco 

(EF) e do enxerto cortical retardado (ER), bem como comparar 

a �tividade metabólica dos dois tipos de enxertos. 

O levantamento bibliográfico que realizamos abrangeu 

4 tópicos principais: Enxertos õsseos em Geral, Enxerto Õsseo 

Retardado, Emprego da Tetraciclina como Marcador Osseo e Empre 

go dos Radioisótops como Processo de Avaliação da :::: ln:tegr�ção 

de Enxerto. 

No que se refere aos Enxertos Õsseos em Geral, o levan 

tamente não foi completo porque este não era o objetivo princi 
. 

-

pal deste trabalho. Igualmente, o levantamento dos ·. :trabalhos 

referentes ã Tetraciclina e aos Radioisótpos foi dirigido no 

sentido de se obter conhecimento do que nos interessava 

de perto. 

mais 

Já no que tange ao Enxerto Retardado, o levantamento 

foi completo e o pequeno número de trabalhos citados reflete a 

pouca atenção que esta variedade de enxerto tem despertado,mui 

to embora seu emprego pareça ter ampla aceitação por alguns 

autores de renome. 



L I T ,.E R A T U R A 
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II - LITERATURA 

A - Enxertos Õsseos em Geral -

a) Origem da Osteogênese nos Enxertos Õsseos:

Duhamel (1839) empreendeu um estudo experimental no 

qual implantou fios de prata subperiostalmente e observou, se 

manas mais tarde, que esses fios estavam totalmente cobertos 

por novo osso. Concluiu que o novo osso era produzido às cus­
tas de uma atividade osteogênica do periósteo. Flourens(1842) 

demonstrou conclusivamente esta propriedade do periõsteo. 

Ollier (1867) relatou os resultados de seus traba -
lhos experimentais com transplantes de osso com periósteo ín­

tegro. Com base nas suas observações, concluiu que, em cir 

cunstâncias apropriadas, o osso e o periósteo sobrevivem e po 

dem se tornar osteogênicos. Ele acreditava que o elemento im­

portante no caso era o periósteo. 
Barth (1893), após uma série de trabalhos experimen 

tais com enxertos Ósseos autólogos, chegou ã conclusão de que 

neles tanto o osso como o periósteo morrem, sendo substitui -

dos por tecido circunvizinho produtor de osso. 

G. Axhausen (1907-1909) após uma série de estudos 

clínicos e experimentais, concluiu que nos enxertos ósseos o 

osso morre mas, o periósteo sobrevive, conservando alto poder 

osteogênico em muitos casos. Referiu ainda que os enxertos au 

tólogos e homólogos não são essencialmente diferentes, apenas 

diferindo na velocidade de integração, mas que os ,,,,. enxertos 

frescos são superiores aos enxertos heterÓlogos são pratica -

mente inúteis, não devendo ser usados. 

Phemister (1914), referindo os resultados de um am­

plo trabalho experimental, afirmou que a osteogênese nos en -

xertos ósseos ocorre ã partir da camada interna do periósteo, 

do endósteo e, em uma extensão menor, das células sobreviven­
tes, ósseas e fibrosas, dos canais de Havers. A viabilidade 

das células dos enxertos depende largamente da sua capacidade 

de conseguir nutrição e, em alguma extensão, do seu gráu de 
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especialização celular. O periósteo, por estar localizado su­
perficialmente e por ser constituido de tecido frouxo, recebe 

nutrição suficiente para sobreviver e proliferar, apenas �as 

custas de embebição. As células ósseas, por estarem envoltas 

por uma larga barreira de matriz calcificada impermeável, so­

frem necrose e reabsorção. 

Levander (1934-1935) mostrou que a reorganização dos 

transplantes Ósseos ocorre a partir de células , éonjtintiivas 
pluripotenciais circunvizinhas, induzidas, provavelmente, por 

substâncias liberadas pela necrose do enxerto. 

Paralelamente, Engstr�n e Orell (1943), estudando o 
implante subcutâneo de osso homólogo conservado a 190 9 C, mos­

traram que nenhuma célula sobrevivia àquela temperatura e co� 

cluiram que toda a osteogênese verificada no enxerto possível 

mente era proveniente da transformação de células circunvizi­
nhas. 

Abbott e cols. (1947), analisando os dados fornecidos 

por uma série de biópsias, em humanos que haviam sido previ� 

mente submetidos a operações de enxertia Óssea, concluíram que 

elementos celulares maduros, tanto do osso esponjoso como do 

osso cortical, frequentemente sobrevivem ao transplante, As 

células sobreviventes, capazes de produzir novo osso,são aque 

las localizadas no periósteo e no endósteo. 
O osso cortical compacto tem menor poder osteogené -

tico que o osso esponjoso, porque neste Último a superfície 

revestida por endósteo é muito maior do que no primeiro. As­

sim, em relação a um mesmo volume de osso transplantado,o nµ­

mero de elementos celulares sobreviventes é maior no osso es­

ponjoso. 

Lacroix (1947) acreditava na existência de substân -

cias indutoras liberadas pela necrose do enxerto e denomino� 
-as Osteogeninas. Embora não tenha conseguido isolá-las, seus

extratos alcoólicos de osso produziam novo osso quando inje -

tados em músculo.

Heiman e cols. (1949) questionaram a existência das 
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Osteogeninas, pois conseguiram os mesmos efeitos que Lacroix 
apenas com injeções de alcool puro, e Lindahl e Orell (1951) 
e J\f. Axhausen (1.9 56) mostraram definitivamente que os extra­
tos alcoólicos de osso não têm a menor influência sobre a neo 
-osteogênese.

Urist (1952), ao estudar o transplante de osso homó 
logo desvitalizado e descalcificado para a câmara anterior do 

olho de coelho, concluiu que um mecanismo de auto-indução ex­
plicava melhor os fenõmenos observados. Ele propos que os 
eventos se sucediam da seguinte maneira: estimuladas por pro­
dutos de degradação da matriz Õssea do enxerto, células prove 
nientes dos tecidos circunvizinhos cresceriam para dentro de­
le; entre essas células estariam histiócitos migrantes e cél� 
las conjuntivas perivasculares pluripotenciais. Os histióci -
tos seriam as células indutoras e as células perivasculares as 
induzidas, e ambas levariam ã neo-osteogênese. 

J\f. Axhausen (1956), em um estudo experimental em 
caes, no qual testou enxertos homólogos conservados a -1509C 
e transplantados para um leito muscular, encontrou dados que 
mostravam que dois tipos de osteogênese ocorrem nos enxertos: 
a proveniente de células sobreviventes do enxerto e a prove -
niente da indução de células mesenquimais pluripotenciais do 
receptor. Assim, a reorganização do enxerto se faria em duas 
fases distintas. Ka primeira, há uma rápida formação de osso 
novo, originário de células do periósteo, da medula.e dos ca­
nais Ósseos. Essa fase começa na primeira semana, :rio .,:enxerto 
autólogo, e na terceira semana, no enxerto homólogo, tendo a 
duração aproximada de quatro semanas. Já a segunda fase se 

inicia na 3a-,4a. semana no autÕlogo e na 8a. semana no homÕl� 
go e se origina de células conjuntivas pluripotenciais do lei 

to receptor. Quando o leito receptor ê Ósseo, esta fase é mais 
precoce. 

Duthie (1958), Hurley e cols. (1959) e Danis(1960), 
trabalhando com enxertos envoltos em membrana Millipore, de -
monstraram que a osteogênese se desenvolvia apenas no interi­
or do envoltório e não nos tecidos vizinhos. Is to ,; i.i;,ignifica 
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que ela era devida apenas à proliferação de células do pro -

prio enxerto, o qual não induzia qualquer proliferação além 
de seus próprios limites. A membrana Millipore, teoricamente, 

permitia a passagem de substâncias filtráveis, mas não de cé­

lulas. 

Todavia, Goldhaber (1961), num experimento semelhan 

te, em ratos, mostrou osteogênese fora dos limites do invólu­

cro, nos tecidos circunvizinhos. Isto indicava que a osteogê­
nese era originária de células do próprio receptor, em res -

posta a algum agente indutor difusível. BUring e Urist (1967) 
obtiveram achados semelhantes. 

Por outro lado,Chalmers (1959), estudando experime� 
talmente enxertos autÓlogos e homólogos, frescos e preserva -

dos, encontrou que grande número de células do enxerto fresco 
sobrevivem, iniciando os processos de neo-osteogênese rapida­

mente após o transplante. 

Igualmente, Burwell (1961), em estudos referentes a 
antigenicidade dos enxertos Ósseos homólogos, também encon 

trou que um número variável de células do enxerto sobrevive , 

sendo responsáveis pelos processos iniciais de neo-osteogêne­
se. O número de células sobreviventes no enxerto é função do 

processo de preservação utilizado. 

Ray e Sabet (1963), utilizando Timidina Tritiada co 
mo marcador celular e técnicas de auto-radiografia, num expe­

rimento com ratos recém-nascidos, demonstraram que no auto-en 
xerto tanto as células do enxerto como as do lei to .,receptor 

contribuem para a neo-osteogênese, mas que no enxerto homólo­

go é limitada e derivada quase que exclusivamente do próprio 

enxerto. 
Urist (1968), analisando os achados de um trabalho 

experimental em humanos, em cujo subcutâneo implantava frag -

mentos de osso cortical superficialmente descalcificados, su­

geriu que o provável agente indutor ("Bone Induction Princi 
ple") fica retido no osso pelos cristais de Hidroxiapatita 

sendo liberado mais facilmente apos a descalcificação. 

Bassett (1972a), discutiu as influências microambi­
entais sobre o comportamento celular nos tecidos transplanta­

do e receptor e afirmou que já havia provas de que células su 
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-perficiais dos enxertos poderiam sobreviver e dar origem a
alguma osteogênese, quando os enxertos eram devidamente manu­
seados. Por outro lado, achava duvidoso que um número signifi

cativo de .. o:;teôcitos osbrevivessein, e mesmo que o fizessem ,

não via como eles poderiam romper suas lacunas para se juntar

às células em proliferação ao redor do enxerto. Assim, as cé­

lulas responsáveis pela reorganização dos enxertos, na reali­

dade, vêm primariamente dos tecidos invasores do receptor, de
modo que a sobrevivência de células nao ,parece ser importan­

te ..
Enneking e Morris (1972) analizaram espécimes de 

biopsias de 11 pacientes submetidos a transplantes ósseos cor 

ticais autÓlogos, sendo 9 artrodeses de coluna e 2 ressec 
ções maciças por osteossarcoma. Eles observaram que nos gran­

des enxertos corticais a reabitação se dá por regiões, poden­

do ser mais acentuada numa do que noutra, mas se concentra na 
periferia e nos extremos do enxerto. Em suma, o padrão de rea 

bitação é irregular e disperso. 

Submetendo os dois grandes espécimes, obtidos dos 

casos de osteossarcoma, a testes de carga até o ponto de rotu 

ra, observaram que esta ocorria sempre em área de maior per -

centual de reabitação. Concluíram que as áreas de maior reabi 

tação são mais fracas e que a união entre o osso esponjoso re 
ceptor e o enxerto necrótico é usualmente mais forte que o 

próprio esponjoso. 

b) Tipos de Enxertos:

Segundo Chase e Herndon (1955), o primeiro enxer­
to Ósseo autólogo foi realizado por Von Walther, em 1820, e o 

primeiro enxerto homólogo foi obra de Macewen, em 1878. Esses 

dois procedimentos foram realizados de maneira empírica,mesmo 
porque somente os estudos de Ollier (1867), de Barth (1893) e 
de G. Axhausen (1907-1909) deram um cunho científico ao pro -

blema dos transplantes ósseos. 
Phemister (1914), com base em seus resultados clÍni 

cos e experimentais e em dados da literatura, afirmou que os 
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e.nxêrtçis ;Óss!3os h�mólogos funcionam da mesma maneira que os
autólogos, mas com poder osteogênico diminuido, e que os en -
xertos ósseos heterólogos funcionam como um "osso morto" ou
como um corpo estranho.

Albee (1923) relatou sua experiência com 3000 cirur 
gias de transplante ósseo, condenando os transplantes homólo­
gos e os heterólogos, e aceitando apenas os autólogos, com ba 

se nos seus resultados clínicos. ; 
Lexer (1924), em relato semelhante sobre sua expe -

ri.ência com 1000 cirurgias de transplante Ósseo, referiu que 

o enxerto autólogo fresco, coberto de periósteo é o mais indi
cado, porque nele certamente sobrevivem células. De acordo
com os seus achados, os transplantes homólogos podem ser uti­
lizados desde que o tecido do leito receptor seja capaz de ser.
estimulado a produzir osso; os transplantes heterólogos foram
condenados, em vista dos resultados desfavoráveis.

Orell (1934-1937) ·desenvolveu os chamados "Os Purum'! 
"Os Novum" e "boiled bone". O primeiro, osso de vitela desna­
turado por processos químicos, era implantado no espaço subp� 
riostal da tíbia do receptor, onde se cobria.com tecido de 
granulação óssea. Este Último era o "Os Novum", o qual facili 

tava a integração do primeiro quando implantados no local de­
finitivo. "Boiled Bone" era o osso romÓlogo fervido previamen 
te à sua utilização. 

Inclan (1942) relatoú excelentes resultados com 
transplante de osso homólogo e autólogo preservados em sangue 
citratado à temperatura de 2 a 5 9 C, Referiu que seus resulta­
dos não diferiam daqueles obtidos com enxertos autólogos fre� 

cos, tendo, com isso, inaugurado a fase dos Bancos de Osso. 
Wilson (1947-1951) relatou sua experiência com osso 

homólogo congelado a temperaturas de -20 a -29 9 C e externou a 
opinião de. que o osso assim preservado nao diferia do autólo­
go fresco. 

Bosworth e cols. (1953), num estudo clínico em que 
empregaram osso de Banco para a A!ttrodesti de tblu:n!à e:m casos 
de Tuberculose Espinal, encontraram incidência de falha do 
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enxerto e pseudartrose cerca de 3 vezes maior do que com o 
enxerto autólogo fresco. 

Campbell e cols. (1953), em.estudo experimental em 
caes, no qual testaram enxertos autólogos e homólogos frescos 

e congelados, homólogo fervido e "Os Purum", encontraram neo­
-osteogênese apenas nos enxertos autôlogos frescos, na série 
de enxertos implantados em leito muscular. Na série de enxer­

tos implantados em leito ósseo, encontraram ,1. neo,,àste'ogênese 
evidente apenas nos enxertos autôlogos, embora a absorção fos 
se maior nos homólogos e a invasão de osso do receptor na par 
te esponjosa do enxerto fosse idêntica em todos os tipos. Do 
ponto de vista de integração, todos os enxertos foram bem su­
cedidos, embora os autólogos tivessem,,um comportamento melhor. 

Siffert (1955), em estudo experimental com coelhos, 
em que transplantou enxertos autÓlogos e homólogos frescos pa 
ra leito ósseo ou muscular, descreveu a acentuada superiorida 
de do enxerto autôlogo sobre o homólogo, embora este também re 
integrasse. Contudo, julgou não haver qualquer evidência ,de 
que o enxerto estimulasse o crescimento de osso dos tecidos vi 

:z inhos. 
Vainio (1957), em experimentos com coelhos, nos 

quais realizava artrodese de coluna pela técnica de Albee, e� 
pregou enxerto ósseo autólogo fresco e homólogo congelado .An� 
lisando do ponto de vista histológico, observou que ao tempo 
em que o enxerto autólogo se mostrava já completamente regene 
rado, o enxerto homólogo conservava, ainda, sua forma e dimen 
sões originais. Além disso, observou que quando o periósteo �s 
tava íntegro no enxerto autólogo, a regeneração ocorria mais 
facilmente. Com base nos seus achados, Vainio acreditava que 
pelo menos uma parte das células do enxerto sobreviviam no en 

xerto autÕlogo. 
Burke-de-la-Camp (1959), com base em trabalhos clí­

nicos, afirmou que o enxerto autólogo fresco realmente é subs 
tituido por novo osso mais precocemente do que o homólogo co� 
gelado mas a diferença entre ambos não é. acen:tmada, nem,1pare­

ce ser importante. 
Carnesale e Spankus (1959) analisaram os resultados 

de 304 procedimentos cirúrgicos de enxertia óssea, dos quais 
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137 eram autólogos, ,143 eram homólogos preservados em Solução 
de Mertiolate e 24 eram mistos. 

A incidência de falha dos enxertos homólogos foi de 
cerca de duas vezes maior do que dos en.xertos autólogos, emb.2_ 

ra a incidência de infecção tenha sido muito menor nos homólo 
gos preservados em Mertiolate. 

Concluíram que o enxerto autólogo é indubitavelmen­

te superior ao homólogo, o qual é satisfatório em algumas si­
tuações, mas necessita de um maior período de proteção exter­
na para sua total integração. Como suplementação para os en -
xertos autólogos parece ser de valor. 

Chalmers (1959), num estudo experimental em ratos , 
realizou transplantes de enxertos autólogos frescos e homólo­
gos frescos e preservados ("freeze-dried"} com vistas a deter 
minar o gráu de antigenicidade do tecido ósseo em relação aos 
outros tecidos. 

Observou que o enxerto autÓlogo fresco desenvolv.ia 
grande atividade osteogênica, após rápida revascularização,e� 
quanto o homólogo fresco mostrava duas fases distintas de neo 
-osteogênese. Na �rimeira fase, que se inicia no 49 dia, sur­
ge osso do tipo entrelaçado ao redor do enxerto. Esse osso ,
proveniente de células osteogênicas do próprio enxerto, morre
no 89 dia. A segunda fase se inicia na 4a. semana e o osso PEº
duzido é do tipo lamelar, que permanece aderido ao enxerto e
parece derivar de células pluripotenciais do hospedeiro.

Na primeira fase foi possível observar infiltrado :in 
flamatório ao redor do enxerto, sendo essa a possível causa da 
morte do novo osso então de·senvolvido. Na segunda fase, o in­
filtrado inflamatório era menor. 

O osso homólogo preservado nao mostrava a primeira 
fase de neo-osteogênese e a segunda fase ocorria no 59 mês, e m 
alguns casos. Todavia, aquí a inflamação era menor que no en­
xerto fresco. O teste de rejeição ao enxerto homólogo secun­
dário de pele mostrou alta positividade nos animais que rece­
beram enxerto de osso homólogo. 

Maatz e Bauermeister (1961) desenvolveram o chama­
do Osso de Kiel. Este é um enxerto heterólogo, preparado com 



os,sovproveniente de boi, do qual se remove todo o material or 
gânico por meio de processos químicos que o tornam imunologi­
camente inativo. Com este tipo de enxerto os autores prepara­
vam placas, parafusos, pinos e outros implantes, tendo relat� 
do bons resultados. 

Burwell e cols. (196la-b, 1962a-b, 1963a-b,1964)rea 
lizaram uma série de trabalhos experimentais, em coelhos e r� 

tos, com a finalidade de esclarecer alguns aspéctos imunolÕgi 
cos relativos aos enxertos homólogos, pois acreditavam que 
sua menor osteogênese se devia a sua antigenicidade, e que e� 
ta pode ser atenuada com vistas a melhorar a oferta dos Ban -
cos de Osso. 

Assim, eles comprovaram que realmente o enxerto os­
seo homólogo tem considerável potencial antigênico e que a 
reação do organismo receptor é maior quando este já está sen­
sibilizado contra algum outro tecido do doador, como por exem 
plo, a pele. 

Demonstraram, também, que o enxerto cortical é mais 
antigênico que o esponjoso total (com medula Óssea), que a an 
tigenicidade deste diminui quando dele se retira o tecido me­
dular e que a antigenicidade de ambos pode ser diminuída ou 
anulada por alguns processos de conservação, os quais também, 
desafortunadamente, inibem sua capacidade osteogênica. 

Um achado interessante desses autores foi o de que 
qualquer tipo de enxerto homólogo passa por uma fase de ativi 
dade metabólica, na primeira semana, que corresponde ã primei· 
ra fase, de proliferação osteoblástica, de qualquer enxerto Õ5 
seo e que se deve ãs células sobreviventes do enxerto. A ini­
bição antigênica ocorre posteriormente e afeta a segunda fase, 
indutora, da osteogênese do enxerto. 

Finalmente eles testaram com sucesso o enxerto que 
denominaram homÓlogo-autÓlogo combinado e que se constituiade 
osso ilíaco homólogo, limpo do seu componente medular e pre -
servado, ao qual se ajuntava o tecido medular do receptor. ·O 
estudo comparativo deste enxerto com o autÓlogo mostrou que a 
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neo-osteogênese em ambos é praticamente idêntica, bem como a 
antigenicidade do primeiro fica praticamente anulada. 

Bassett e Creighton (1962) empreenderam um estudo 
experimental em cães, nos quais realizavam transplantes Ós­

seos corticais autôlogos e heterÕlogos preservados ("freeze -

-dried"), do tipo "inlay". Observaram que os enxertos heterô­

logos se reorganizavam e se remodelavam mais rapidamente que 

os autólogos, bem como não houve sinais sugestivos de "reação 
de rejeição" dos heterÓlogos. 

Bassett e cols. (1962) estudaram experimentalmente 

a integração dos chamados implantes de "osso inorgãnico", em 
cães, a longo prazo e do ponto de vista histológico. Observa 

ram que após o transplante os espaços vasculares dos implan -

tes (corticais) eram invadidos por tecido osteogênico do re -
ceptor, mas que nenhuma remodelação significativa ocorria no 

prazo de um ano. 

Todavia, os 
se remodelavam rápida 

transplantes de osso homólogo irradiado 

e progressivamente, de modo que o uso 

clínico dos implantes de "osso inorgãnico" nao parece indica­

do. 

Sieber (1954), De Tomasi (1955), Schoch (1956) e Bu 
ser (1959) acentuaram que o osso de Banco não pode substituir 

o enxerto autólogo fresco e que as indicações para o seu uso

devem ser cuidadosamente pesadas. Todavia, Magnolfi (1958)'l 
Ktippermann (1961), Arens (1964), Rehn (1964) e Schwemmer e 

Contzer (1964), se declararam completamente satisfeitos com 

o osso de Banco, aconselhando o seu uso quando necessário.
W. Axhausen (1962) chegou à conclusões semelhantes

às de Vainio (1957), após extensos estudos histológicos e co� 

cluiu que, da maneira como progridem as investigações, o Ban­
co de Osso se tornará desnecessário. 

Camera (1966) analisou o emprego clínico de osso de 

Kiel no tratamento de diversas lesões Ósseas, inclusive frat� 

ras. Relatou que esse tipo de enxerto não pode substituir o 
autólogo fresco, mas que hã casos em que o seu emprego é mui­
to Útil, como no preenchimento de cavidades de cistos Ósseos, 
em que se emprega o osso de Kiel esponjoso com excelentes re-
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-sultados. O osso de Kiel funcionaria por mecanismo de indu -
çao.

Kingma (1966) referiu que as falhas com o empregJdo 
osso de Kiel são muito numerosas, atingindo porcentagens de 
65% na sua casuística. Apesar de sua pequena ... ,ant;ig.enicidade 
nao deve ser utilizado em humanos, mesmo porque o seu uso ca­
da vêz menor atesta sua ineficiência. 

Witt (1966), igualmente, afirmou que a ·Única vanta­
gem do osso de Kiel é que ele pode ser preparado em uma fábri 
ca em larga escala. Na sua opinião, o seu emprego_ deve ser r� 
duzido ao máximo. 

Puranen (1966) considerou que os enxertos homólo -
gos preservados continuam sendo usados em todo o mundo, prin­
cipalmente por razões quantitativas, isto é, quando são nece� 
sárias grandes quantidades de enxerto para substituir um gran 
de segmento ósseo. Embora um enxerto homólogo seja preferível 
a uma prótese metálica, sempre permanece a dúvida quando se 
confrontam os dois materiais. 

Por essa razao, empreendeu um experimento no qual 
analisou o transplante de vários tipos de enxertos Ósseos (aE_ 
tólogo ,fresco; autÓlogo e homólogo congelados; autólogo manti 
do exposto ao ambiente da sala cirúrgica e conservado em solE_ 
ção fisiológica e em sangue total, pelo menos 1 hora antes do 
seu uso), em coelhos e ã luz da marcação com Tetraciclina, in 
vivo. Seus achados permitiram concluir que há uma nítida dife 
rença entre a capacidade osteogênica do enxerto autólogo fres 
xo e a dos outros tipos. 

Em primeiro lugar, o enxerto autÓlogo fresco se re­
organiza decididamente mais rápido; em segundo lugar, o novo 
osso formado a partir do leito receptor era sempre em maior 
quantidade quando o enxerto era autôlogo fresco, do que quan­
do era de outro tipo. 

Condenou a manutenção do enxerto autólogo .,eioposto 
ao ar por mais de uma hora ou em solução fisiológica por mais 
de duas horas, visto que esses processos promoviam sensívelre 
dução na capacidade osteogênica dos enxertos, os quais passa­
vam a se comportarem como os homólogos preservados. O autor 
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atribuiu esse melhor comportamento do enxerto autólogo fresco 

à sobrevivência de elementos celulares, inclusive osteócitos, 
de modo que ele não seria apenas um guia para o crescimento de 

osso a partir dos tecidos circunvizinhos, mas participaria ati 
vamente do processo neo-osteogênico. 

Sherk e Nicholson (1971) estudaram a influência de 
enxertos Ósseos autÓlogos e homólogos, estes Últimos de la. e 

Za. séries, na consolidação de fraturas de fêmur em ratos. De 
monstraram que as fraturas se consolidavam igualmente com to­
dos os tipos de enxertos e que a reação imune aos homólogos 
não parece influir nem na qualidade nem no periodo da consoli 
dação. Todavia, os enxertos autÓlogos participavam ativamente 
do processo de consolidação, possivelmente por indução de cê­

lulas do local receptor, enquanto que os enxertos homólogos 
permaneciam inertes, como corpos estranhos, não contribuindo, 
mas também não impedindo a consolidação. 

Cleaton-Jones e cols. (1971) estudaram o comporta -
mente de enxertos de osso homólogo irradiado e congelado,trans 
plantados para defeitos circunscritos produzidos na mandíbula 

e no fêmur de ratos. Observaram que eles não estimulam nem 
inibem a·osteogênese, não influindo no curso da iicàtrizqção 
dos defeitos Ósseos. 

Baadsgaard (1971) empregou osso de Kiel para obter 
um implante invadido por novo osso, do tipo "Os Novum". Assim, 
numa primeira operação, uma placa de osso de Kiel era implan­
tada no espaço subperiostal da tíbia de coelhos onde permane 
eia por 2 meses. Numa segunda operação, o osso de Kiel jâ in­
vadido pelo tecido de granulação Óssea, "Os Novum", transplaE_ 
tado para o local receptor desse mesmo animal. Observou que o 
osso de Kiel se mostrava totalmente envolt o em novo osso do 
receptor , com trabêculas atravessando-o completamente, o que 
parece ter facilitado sobremaneira a integração do implante. 

Bonfiglio e Wayburn (1972) descreveram a reação de 
rejeição ao enxerto homólogo de osso. Ela se manifesta por ex 
sudaté,1inflamatório celular que sugere um tipo de reação hi -

persensível tardia. O enxerto homólogo inicialmente prolifera, 
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mas depois o novo osso necrosa e se reabsorve, na medida em 
que o enxerto é circundado por tecido de granulação do recep­
tor. Procedimentos de desensibilização, na sua opinião, sao 
possíveis, de modo a permitir que o enxerto homólogo seja to­
lerado pelo receptor. 

Goldberg e Lance (1972) estudaram a revasculariza -
çao e a aposição de novo osso nos transplantes de osso autól� 

go e homólogo, em coelhos. Utilizaram segmentos de ilíaco .de 
espessura total como enxerto, que era colocado em um defeito 
produzido no mesmo osso, em local correspondente ao da retir� 
da do enxerto. Fazendo a avaliação por meio de radioisótopos, 
encontraram que o osso autólogo se revasculariza rapidamente e 
já mostra intensa atividade metabólica na 3a. semana. Os en -
xertos homólogos mostravam revascularização bem menor, discr� 
ta atividade metabólica e lenta progressão nestes dois proces 
sos. No entanto, a instituição de tratamento imunoss�pressor 
melhorou as características de integração do enxerto homólo -
go. 

Plenk e cols. (1972) empregaram implantes de ,,osso 
de Kiel impregnados com medula Óssea do receptor para corri -
gir defeitos ósseos produzidos no ilíaco de ratos e observa­
ram que esse tipo de enxerto mostrou acentuada produção de no 
vo osso. Por outro lado, o osso de Kiel puro mostrou quase ne 
nhuma neo-osteogênese. 

Salama e cols. (1973) estudaram, igualmente, o trans 
plante de osso heterÓlogo, dos tipos de Kiel e de Oswestry,i� 
pregnados com medula óssea do receptor, com o que conseguiram 
incrementar a estimulação da neo-osteogênese, a qual, todavia, 
parecia derivar apenas das células da medula óssea impregna -
das no implante. 

Elves e Salama (1974) obtiveram pronta resposta imu 
nológica ã presença de hetero-enxertos frescos do 1líaco, com 
seu total conteudo medular. A presença de anticorpos já foi 
detectada no 6 9 dia após o transplante do enxerto. Já o trans· 
plante do mesmo tipo de osso, lavado do seu conteudo medular, 
mostrou menor produção de anticorpos, que foi menor ainda com 
o osso de Kiel impregnado com medula do receptor. Esses anti­
corpos foram detectados por meio de técnicas de citotoxicida-
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-de.

c) Revascularização dos Enxertos õsseos:
Stringa (1957) realizou um detalhado estudo sobre 

a revascularização dos enxertos ósseos. Assim; ele realizava 
um tríplice transplante (enxertos autólogo, homólogo e heteró 
logo) para a cavidade medular do fêmur ou para o espaço sub,·.­
capsular renal, em coelhos, e analisava a evolução da revascu 
larização, em período variados, utilizando técnicas histolÓgi 
cas com corantes vitais (Azul de Berlin), 1,,imioro-iadtogrãfia 
com Micropaque e diafanização das peças pela técnica de Spal­
teholz. 

Observou que a revascularização dos enxertos heteró 
logos corticais era 6 vezes mais lenta do que a dos autólo -
gos e homólogos. Nestes Últimos, todavia, grandes áreas perma 
neciam avasculares por longo tempo (90 dias, final da experi­
ência). 

Encontrou ainda aspectos sugestivos de recanaliza -
ção de vasos pré-existentes, nos enxertos corticais autólogos, 
já na primeira semana de transplante. Na terceira semana já 
havia uma rede vascular intra-enxerto e na 12a. semana o en -
xerto já estava totalmente integrado, tendo praticamente des� 
parecido. Os enxertos corticais homólogos mostravam revascula 
rização sensivelmente menor, para os mesmos períodos, e os he 
terólogos mostravam praticamente nenhum vaso penetrando pro -
fundamente aofinal dos 90 dias. 

Concluiu que havia uma correlação direta entre o 
grau de revascularizáção e a integração do enxerto. 

Deleu e Trueta (1965) estudaram a revascularização 
de enxertos autólogos e homólogos transplantados para a câma­
ra anterior do olho de cobaios, utilizando, também, microan -
giografia e micro-radiografia. Concluíram que os melhores en� 
xertos eram o autólogo esponjos·o, seguido do autólogo corti -
cal, e que isto está na razão direta da rapidez de revascula­
rização. Enfatizaram que a velocidade de revascularização de­
pende não apenas da afinidade do enxerto com o leito receptor, 
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mas também das facilidades oferecidas pelo enxerto à penetração 

por vasos do hospedeiro, como é o caso do enxerto esponjoso. 

Ray (1973) chegou a conclusões semelhantes apôs estu­

dar o transplante autôlogo e homólogo de todo o fêmur de ratos 
de 1 dia de idade para um leito subcutâneo. Empregou, para suas 

análises, apenas a marcação com Timidina Tritiada, com o que de 

monstrou inclusive a sobrevivência de osteôcitos. 

BJ - Enxerto õsseo Retardado -

Orell (1937), conforme referimos anteriormente desen� 
volveu o chamado "Os Novum", que era, na realidade, o tecido O.§. 

teôide neoformado, profusamente vascularizado, que se desenvol­

via sobre placas de "Os Purum" (osso heterÕlogo • i . •  desvi tálizado 
por processos químicos) previamente colocadas no espaço subperi 

ostal da face ântero-medial da tíbia do receptor, onde permane­

ciam por um período variável de tempo de preparo, antes da uti­

lização definitiva. O próprio Orell chamou a esse processo, em 

mais de uma vêz, embora não de forma batismal, "Tranplante õs -
seo Retardado" ("Delayed Bone Transplantation"). 

Moore (1949) relatou os resultados do tratamento de 8 

pacientes portadores de Pseudoartrose Congênita, nos quais em -

pregara um processo que chamara de "Enxerto õsseo AUtógeno Re -

tardado", Esse processo consistia do seguinte: num primeiro ato 

cirúrgico era reparado, na tíbia ou no fêmur normal do pacien -

te, um enxerto na forma de uma janela cortical, com as dimen 

sões adequadas a sua utilização 

totalmente recortado e separado 

� 

posterior; este enxerto, apos 

do leito de origem, era recolo-

cado no mesmo local e aí permanecia por um período de 3 semanas. 

Após esse período, o enxerto era retirado cuidadosa -

mente, de modo a não lesar o tecido de granulação a ele aderido 

e fixado ao leito receptor da tíbia ou do fêmur doentes. 

O exame microscópico de secções do enxerto assim pre­

parado revelou a presença de osso adulto morto, envolto por um 

tecido osteôide de intensa atividade osteoblástica, que o inva­
dia em muitos pontos. 

A fosfatase alcalina, medida em 4 de seus pacientes , 
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mostrou uma elevação da ordem de até 15% durante o período de 

espera do enxerto. 

Seus resultados foram muito bons e ele concluiu que o enxer-

to retardado estimula a osteogênese e que, talvez, o 

to extra de fosfatase alcalina provido pelo osteóide 

ao osso morto fosse o fator estimulante. 

suprimen 

aderido 

Green (1949), discutindo o trabalho de Moore, consi 

derou que o seu processo podia ser considerado uma ., -evolução 

do "Os Purum - Os Novum" de Orell, com a vantagem de ser autó 

logo. 

Siffert e Barash (1961), em trabalho u �xperimental 

com cães e coelhos, estudaram o efeito do retardo sobre o 

transplante de enxerto autólogo do ilíaco para um defeito pr� 

viamente produzido na ulna. O que eles denominaram enxerto r� 

tardado era uma lâmina recortada da tábua externa do ilíaco e 
ao qual ficava aderida por meio de uma fratura incompleta(ga­

lho verde) de uma de suas bordas. Essa lâmina permanecia no 

local durante 3 semanas, sendo então transplantada, juntamen­

te com o calo ósseo a ela aderido, para o defeito produzido na 

ulna. 
� 

Seus achados levaram-nos a concluir que o calo ossro 

ligado ao enxerto morre, da mesma maneira que o enxerto, ?PÓS 

o transplante, de modo que a influência do retardo parece ser

pouca ou nenhuma.

Lima (1965), num estudo experimental em caes, em 

que comparou transplantes Ósseos corticais, frescos e retarda 

dos, encontrou que o enxerto retardado é revascularizado e r� 

organizado mais precocemente que o fresco. Todavia, empregou 

um período de retardo de 40 dias, que corresponde ao dobro do 

que recomendam os outros autores. 

Eyre-Brook e cols. (1969) relataram 3 casos de pse� 
doartrose congênita de tíbia tratados de acordo com a técni­

ca de McFarland (1939-1940), mas nos quais utilizaram enxer­

to cortical autÓlogo retardado, ao inves de fresco. Sua opi -

nião, com base em dados radiológicos, era de que o enxerto re 

tardado era integrado mais facil e rapidamente, fato que pro­
vavelmente se devia ao calo ósseo abundante que o enxerto le-
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-vava consigo, no momento do transplante.
De acordo com esses autores, o fato de o enxerto re 

tardado se integrar mais rapidamente representa uma grande van 
tagem, já que, usualmente, o enxerto fresco leva até 5 anos Qª 
ra se revascularizar por completo. 

Nelson (1972) estudou experimentalmente, de forma mi 
nuciosa, os efeitos do retardo sobre o transplante ósseo autó 

logo esponjoso e cortical, em coelhos. Empregou, para tanto , 
sofisticadas técnicas de marcadores fluorescentes, de marca­
ção com Tetraciclina e de microangiografia, além das técnicas 
histológicas padronizadas. 

O enxerto por ele utilizado, fresco ou retardado,era 
proveniente da asa ilíaca e constava de um cilindro de 0,5 cm 
de diâmetro, cujas bases eram as corticais interna e externa 
do ilíaco, entre as quais estava o osso esponjoso. Esse enxer 
to era transplantado para um defeito produzido na diáfise da 
ulna pela ressecção de um segmento de 1cm de comprimento. 

Observou que o enxerto retardado leva consigo uma 
grande quantidade de tecido de granulação osteóide ou calo Ó� 
seo e que o hematoma pós-cirúrgico representa uma "barreira " 
ã passagem dos vasos até o 39 dia do transplante. Após esse 
curto período, os vasos atingem o enxerto e "procuram" orifí­
cios de vasos pré-existentes, por onde penetram, o que fazem 
apenas depois de percorrer a superfície do enxerto por exten­
sao variável. 

A histologia mostrou que há células vivas em ambos 
os tipos de enxerto, mas os estudos com marcadores fluorescen 
tes e com a Tetraciclina revelaram que elas estão em inativi­
dade metabólica. 

Concluiu que o enxerto retardado se revasculariza e 
se reorganiza bem mais precocemente que o fresco, o que atri­
buiu ao fato de que o calo Ósseo formado sobre o enxerto re -
tardado aumenta consideravelmente a sua superfície de conta -
to, tornando-a mais porosa. Essa maior porosidade seria devi­
da a que o calo Ósseo confere ao enxerto um padrão esponjoso 
de arquitetura óssea superficial, além de lhe aumentar de mui 
tas vezes o grãu de celularidade·. 
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De seu relato depreende-se que esses achados e con­

clusões são muito mais pertinentes ao osso esponjoso, parecen 

do que o autor não se preocupou muito com a cortical. 

Campanacci e cols. (1975); num trabalho de -.revisão 

da literatura, citam, dentre vários outros processos, o enxer 

to cortical retardado usado como by-pass, ã McFarland, como 

sendo um dos métodos de escolha no tratamento da Pseudoartro­

se Congênita de Tíbia. 

c=1 - Tetraciclina - Seu Emprego como Marcador Õsseo.-

Segundo Sissons (1956), J.Belchier, em 1736, já ha­

via relatado que os ossos dos porcos alimentados com raiz de 

Rubia tinctoria apresentavam coloração avermelhada. Duhamel e 

Hunter, separadamente, por volta de 1750, realizaram estudos 

sobre o crescimento ósseo, empregando a Rubia tinctoria. 

Da raiz da Rubia tinctoria extraiu-se a '' "Alizài:dn 

red S", produto que purificado é hidrossolúvel, podendo ser 

administrado por qualquer via, usualmente a intrapeíitonial , 

em,,, solução aquos à a 1 % • 

Massler e Schour (1951), Craveri (1956), Erickson e 
Ogilvie (1958), Hoyte (19601 Johamussen (1961), Dixon e Hoy­

te (1963) empregaram a alizarina para medir o crescimento ôs­

seo ,. em trabalhos experimentais com diversos animais. Harris 

e cols. (1964) .compararam a impregnação com a alizarina, ava­

liada pela sua fluorescência ao microscópio de luz ultra-vio­

leta, em relação a dados de microscopia eletrônica e concluí­

ram que aquele corante leva a uma diminuição significante da 

osteogênese. 

Milch e cols. (1957) relataram suas observações de 

um trabalho experimental em que uti lizaram várias espécies ani 

mais e 3 tipos de Tetraciclina. Referiram que fluorescência de 

côr amarelo-ou rP. aparecia em todos os tecidos, exceto no cé­

rebro, quase imediatamente apôs injeção endovenosa e 30 minu­

tos após injeção intraperitonial de Tetraciclina. Esta fluo -

rescência desaparece de todos os tecidos, exceto dos ossos,ao 

final de 6 horas. Nos ossos a fluorescência permaneceu por t� 
do o período de experimentação (10 semanas) e, microscopica -
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-mente, sua localização se limitava às áreas de neoformação ó�
sea. Os autores já sugeriram que, possivelmente, a Tetracicli
na ou um seu derivado metabólico se ligava ao cálcio e/ou à ma
triz do osso neoformado.

Esses mesmos autores, 

biópsias, referiram que idêntido 
nos (Milch e cols. 1958). 

após analisarem espécimes de 

fenômeno se observava em huma 

Desde então, o método de marcaçao do osso com Tetra­
ciclina tem sido empregado com sucesso para medir a osteogêne­
se em inúmeras situações clínicas e experimentais (Harris,1960; 

Frost e cols.,1960; Vanderhoeft e col.
1
1963; Smeenk e ,> Gols. 

1963; Landry e Fleisch, 1964; Puranen, 1966; Lee, 1967; Enoki, 

1971; Osterman, 1972). 
Rokkanen e cols. (1963) afirmaram que do ponto de 

vista experimental tem grande importância o fato de que a Te -
traciclina só se deposita em osso jÓvem,neo-formado, não se 
depositando em cartilagem, osteóide ou osso necrótico, 

Muzii (1961) e Urist e Ibsen (1963) consideraram o 

método superior até mesmo à auto-radiografia, com base no fa­
to de que 99% da Tetraciclina se liga ao osso metabólico, lá -
bil, e apenas 1% se liga ao osso estrutural, estável, o que 
confere às faixas de deposição alto gráu de resolução Óptica. 

Urist e Ibsen (1963) e Urist e McLean (1963) estábe­

leceram, com bases experimentais, que a Tetraciclina se liga , 
de forma inalterada e por mecanismo de quelação, à átomos de 
cálcio situados superficialmente nos locais de nucleação dos 

cristais de apatita, no osso neoformado. No osso jóvem, recen­
temente formado e calcificado, os cristais de apatita são men� 

res e formam uma grande superfície de contato, suspensa em te­
cido de grande conteudo aquoso e alta reatividade da papàtita 

deficiente de cálcio. Daí a grande concentração de Tetracicli­
na nesses locais. 

Cerca de 24 horas apos a mineralização a apatita de­
ficiente de cálcio se transforma em hidroxiapatita, menos rea­
tiva. Seus cristais se tornam maiores e a matriz óssea perde 
água, tornando-se compacta. Isto aprisiona as moléculas de Te­
traciclina já depositadas e impede a penetração de novas molé-
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-culas.

Puranen (1966) afirma literalmente que a "Tetracicli 

na dada por boca ou parenteralmente é distribuida difusamente 

no organismo mas, após 24 horas já desapareceu dos tecidos mo­

les, permanecendo apenas nos tecidos calcificados. O osso mar­

cado com Tetraciclina aparece", ao microscópio de luz ultra-vi 

oleta, "como faixas de. nítidos limites, de côr amarela, que 

estão paralelas às lamelas e na própria substância destas. As 

faixas não cruzam lamelas ou linhas de cimento e sua largura é 

função direta da duração da administração de Tetraciclina e do 

grãu de mineralização do osteóide. Após � ,a suspensão da admi­

nistração, o osso marcado se cobre de osso nãO marcado, a me -

nos que o crescimento ósseo aposicional cesse. lima vêz deposi­

tada no osso, a Tetraciclina e sua fluorescência permanecem até 

que a reabsorção Óssea resulte no seu desaparecimento, o 'i. que 
implica em que no indivíduo adulto a fluorescência l pe.rmanece 

por anos, mas no indivíduo em crescimento desaparece rapidamen 

te". 

Tapp (1966a-b), após estudos experimentais em coe 

lhos, nos quais mediu o crescimento ósseo por meio da  marcação 

com Tetraciclina, concluiu que as principais limitações do mé­

todo são que nos animais muito jóvens as faixas de �epásíção 

no osso marcado têm limites indistintos e, neles, a remodela -

ção ocorre rapidamente. Nos animais próximos da maturidade o 

crescimento Ósseo é lento, razão da necessidade de se dar maio 

res intervalos entre as injeções (geralmente maiores de 14 di­

as). Todavia, considerou o método excelente para detectar alte 

raçoes nos processos básicos de formação e reabsorção Ósseas. 

Vanderhoeft e cols. (1962) e Harris e cols.(1962)co� 

sideraram que uma falha do método é o fato de que a quantifica 

ção da osteogênese, através da medida da espessura das faixas 

de deposição de Tetraciclina ou da distância entre duas fai 

xas, é di:ff:iéil e pode levar a dados incorretos. 

No entanto, Frost (1963) relatou bons resultados, em 

humanos, quando quantificou a osteogênese por meio da impregna 

ção com Tetraciclina e avaliou suas medidas por meio de compli 
cados testes matemáticos. 
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Puranen (1966), no seu estudo ã respeito da inte -

graçao de enxertos ósseos utilizou o método da Tetraciclina, 
mas, empregou um processo de avaliação semiquantitativo. 

No nosso meio, Enoki (1971) mediu o · Grê·scimento 
transversal do dente incisivo em ratos ;,normais e em ratos 
diabéticos .,aloxânicos, através da medida da largura dos ané­

is de depósição de Tetraciclina, empregando processos plani­

métrico e gravimétrico. Todavia, o dente do rato tem um cres 
cimento transversal semelhante ao de um Único ósteon, o que 
facilita sobremaneira a aplicação do processo. 

li 

Puranen (1966) e Ostermann (1972) consideraram que, 
para os experimentos mais complexos, a simples avaliação qua 
litativa, ou semiquantitativa, sem quantificação absoluta, das

faixas de deposição de Tetraciclina, já é muito satisfatória. 

D; - Radioisótopos como Processo de Avaliação Precoce da In­
tegração do Enxerto Õsseo -

Treadwell e cols. (1942) empregaram; pela primei­
ra vêz um radioisótopo (Estrôncio 85) para medir a atividade 

metabólica de tumóres Ósseo, pormeio da medida da radio-ati­

vidade com contador Geiger, com resultados positivos. Dessa 
maneira inauguraram a fase do emprego dos radioisótopos para 

tais fins. 

Fleming e cols. (1961), Skalaroff e Charkes (1963-
1964), Charkes e cols. (1964), Charkes e Sklaroff (1964) , Ch� 

kes e cols. (1966-1968) e McAfee e Subramanian (1969) desen-
volveram ,acentuadamente 

pregando principalmente o 

a técnica do mapeamento Ósseo, em­
Estrôncio (Sr 85) e o Fluor (F18), 

com a finalidade primeira de diagnosticar tumores metastáti­
cos do esqueleto. 

Subramanian e McAfee (1971)consideraram que o Sr85 

e o F18 eram pouco práticos para o uso clínico ou experimen­
tal, o primeiro por ter meia-vida muito longa e expor o pa -

ciente a doses desnecessárias de radiação, e o segundo 
ter meia-vida muito curta (+-2 horas). Passaram, então, 

pesquisar o Tecnécio (Tc99m), que já vinha sendo usado
mapeamentos de outros Órgãos desde 1969, e cuja obtenção 

por 
a 

para 
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relativamente simples e sempre possível, graças a um gerador 
de Molibdênio (Mo99m) que pode ser mantido em laboratório.

O Tc99m é um isótopo que apresenta propriedades fí­
sicas que o tornam quase ideal para o uso clínico e experime� 
tal, pois sua meia-vida é de 6 horas, emite radiação pura, mo 
noenergética, de raios gama facilmente detectada pelos apare­
lhos mapeadores e seu manuseio envolve a absorção, pelo oper� 

dor e pelo paciente, de doses· toleráveis de radiação. 
Do ponto de vista dos estudos esqueléticos, seu in-

conveniente é que ele não se fixa, in natura, no tecido os -
seo. Todavia, ele se combina facilmente com compostos polifos 

fatados, os quais, por sua vêz, têm avidêz pelo osso. Por e� 
sa razão, os autores desenvolveram o composto Tc99m-tripoli -

fosfato com o qual obtiveram bons resultados. 
Subramanian e cols. (1972a), em seguida, desenvolv!:_ 

ram o Tc99m-polifosfato de cadeia longa e Subramanian e cols.
(1972b), Castronovo e Callahan (1972) e Yano e cols.(1973), in

dependentemente, desenvolveram o Tc99m-hidrÕxidifosfonato. To
dos esses compostos polifosfatados apresentaram bom rendimen­

to e boa definição de imagem, embora tivessem como inconveni­
ente a síntese e o controle de qualidade relativamente difÍ -

ceis, além de apresentarem, ainda, excessiva avidez por ou -
tros tecidos, tais como o hepático e o renal. 

Perez e cols. (1972) desenvolveram o Tc99m-pirofos­

fato que apresentou excelentes resultados quanto ao rendimen­
to e ã definição de imagem, embora ainda mostrasse alta con -
centração hepática, fenômeno que parecia estar mais ligado ao 

modo de preparo da so lução. 
Hosain (1973) desenvolveu, então, um processo quími 

co muito simples e altamente reprodutível de preparo do 
Tc99m-pirofosfato, que o dotou de melhores qualidades físico­
-químicas para o uso em �apeamentos esqueléticos e de excelen 
te estabilidade química. 

Fletcher e cols. (1973) · e Rain e cols. (1973) de 
monstraram clinicamente que esse Últ imo produto apresenta al­

ta concentração esquelética e baixa concentração hepática, além

de "clearances" renal e do sangue rápidos, que permitem que o 
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exame cintilográfico seja realizado já 1 hora :pôs a adminis• -
tração do composto. 

Lavender e cols. (1972), Huriet e cols. (1973), Pa­
padimitrous e cols. (1974), Weber e cols. (1974), :.; ··Elowers 
(1974) ,Citrin e cols. (1974) e Rosenfield (1974), empregaram 
largamente o mapeamento esquelético com os compostos fosfata­
dos do Tc99m para o esclarecimento de várias afecções esquel� 
ticas, notadamente metástases de tumores ã distância ou tumo 
res do próprio esqueleto. 

Lavender e cols. (1972), Weber e cols. (1974), Ro -
senfield ·e cols. (1974) e Barrett e Smith (1974), realizarldo 
exames cintilográficos comparados, demonstraram a superiorid� 
de do Tc99m osbre o Fl8, quer quanto as suas características 
físicas, quer quanto à qualidade das imagens obtidas e ao ren 
dimento. 

Todavia, de acordo com Thrall e cols. (197 4) , as m� 
lhores imagens com o Tc99m são obtidas em jÔvens, cujo esque­
leto em crescimento acelerado capta intensamente o isótopo.Já 
nos velhos, como o metabolismo ósseo é menos acelerado,as ima 
gens esqueléticas.são prejudicadas pela radiação de fundo do 
Tdi:9.m circulante. De maneira geral, o isótopo tende a se con­
centrar em locais onde o metabolismo é elevado, como por exem 
plo as regiões periarticulares, os núcleos de ossificação e 
os tumor es ósseos. 

Stevenson e cols. (1974) empregaram o mapeamento Ós 
seo com o Tc99m, pelo processo linear e pela gama-câmara,para 
avaliar a integração de enxertos autólogos e homólogos. Eles 
produziam um defeito pela ressecção de um segmento de 1cm de 
comprimento na ulna de cães e aí introduziam o enxerto a ser 
testado. Realizavam exames cintilográficos periodicamente, co� 
parando-os com exames radiográficos da mesma data. O,;seus acha 
dos atestaram a precocidade dos dados fornecidos pela cintil� 
grafia, os quais, analizados por um computador, permitiram de 
finir graficamente um padrão de cicatrização Óssea. Por meio 
do gráfico obtido em cada caso em especial julgavam ser possí 
vel predizer a evolução da cicatrização de um osso 0fratura­
do ou de um enxerto, quando comparado com o gráfico-padrão. 
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Kelly e cols. (1975) realizaram um experimento no 

qual testaram a integração de enxertos autÕlogos e hhomÕiliogos 

em defeitos produzidos em ambos os ramos da mand,Íbula de cães; 

do mesmo modo, demonstraram a utilidade dos dados fonnecidds 

pela cintilografia, no que se refere à sua precocidade em re� 

lação aos achados radiológicos. Além disso, deixaram patente 

a maior confiabilidade da cintilografia em relação ã radiogra 

fia, tendo em vista a coincidência dos achados daquela com a 

observação macroscópica das peças obtidas após o 

dos animais. 

sacrifício 

Kelly e cols. (1976) referiram que o emprego de ra­

dioisótopos para avaliar a integração de enxertos é um método 

muito sensível, mas que não identifica os processos biolÔgi -

cos específicos que estão ocorrendo. 



M A T E R I A L E M :li T O D O 
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III - WLATERIAL E MliTODO -

Foram realizados dois grupos de experiências utili­
zando-se como animal de experimentação o cão. Ao todo foram 
operados 32 cães mestiços, fornecidos pelo Biotério Central.l.da 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. 

Grupo .!_ -
No grupo I foram operados 24 caes que foram dividi­

dos em 3 sub-grupos, quanto ao período de observação após o 
transplante dos enxertos. O sub-grupo Ia constou de 10 cães , 
o sub-grupo Ib de 8 cães e o sub-grupo Ic de 6 cães. Morre -
ram 5 cães, sendo 2 no sub-grupo Ia, 2 no sub-grupo Ib e 1
no sub-grupo Ic, de modo que restaram 19 cães para o estudo.

O peso mínimo dos cães foi de 12kg e o peso máximo 
de 18kg, com média de 15,5kg. 

Dos 24 cães, 14 eram machos e 10 eram fêmeas. Essa 
distribuição foi casual, ocorrendo por conta do Biotério Cen­
tral. Não houve preocupação com a idade dos cães, tendo em 
vista o tipo de animal que é fornecido pelo Biotério Central. 
Todavia, atentou-se para o estado nutricional e de saúde apa­
rentes dos animais, tendo sido rejeitados aqueles que estive� 
sem evidentemente magros ou debilitados. A dieta fornecida 
aos cães foi a já padronizada pelo Biotério Central e que 
constava, basicamente, de polenta e carne. 

Os cães foram operados à razão de 2 por 
cada cão foi operado duas vezes. Os procedimentos 

semana e 
,'.cirúrgicos 

foram todos realizados sob anestesia geral, que constou de in 
jeção endovenosa de Nemb utal (Abbott), na dose de 33mg/kg de 
peso. Essa dose em geral é suficiente para os atos cirúrgi­
cos de cerca de 1 hora de duração, sem necessidade de intuba­
çao. 

A primeira operação era destinada ao preparo do En­
xerto Cortical Retardado (ER). Esse procedimento, sempre rea-



29-

-lizado na tíbia direita, constava dos seguintes passos:

- Raspagem dos pelos das faces medial e lateral da perna direi

ta, desd� o joelho até o tornozelo; antissepsia com tintura
de iodo; colocação dos campos cirúrgicos.

- Incisão na face ãntero-medial da perna, no seu terço médio;

�xposição dos planos Ósseos que neste local são superfici -

ais;

- Incisão do periôsteo com bisturi, na face intera-medial da
tíbia, formando um retângulo de 2 x 0,5cm sobre a corti -

cal diafisâria.

- Osteotomia da cortical, seguindo a orientação do retãngulo

anteriormente traçado, com osteõtomos delicados de Lambot­

te, com largura das liminas de 4, 8 e 12mm. Essa osteoto -

mia era realizada de maneira lenta e progressiva, com apro­

fundamento homogêneo da limina do osteótomo de modo a se

evitar quebra da cortical.

- Destacado o enxerto, em forma 

lavado em solução fisiológica 

de janela cortical, ele era

e recolocado no leito,sem al-

terar sua orientação, mas deixando um desnível de cerca de
1mm em relação ã superfície diafisâria, o que facilitava

sua localitação pelo tato no momento de reutiliza-lo, como

mostra a fig. la e lb.
A ferida cirúrgica era fechada por planos utilizando-se os

planos musculares e fasciais profundos para cobrir o enxer­

to.
- Após a sutura da pele com fio Sutupak 00 (Johnson & John -

son), a ferida cirúrgica era coberta com gase e a perna en­

faixada.

Após essa primeira intervenção, que está represent� 

da na fig. 2, aguardava-se o término do período de 3 semanas 

de retardo e realizava-se a segunda operação, que consistia 

da transposição do ER para o local receptor. Esse segundo ato 

cirúrgico constava de duas etapas, cujos passos eram os se 

guintes: 

la. Etapa:-
- Preparo de ambas as pernas do cao, da mesma maneira que pa­

ra a primeira operação.
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Fig.l: Fotografia intra-operatória. Preparo do Enxerto Retardado. 

A) Observa-se o leito de onde foi retirada, temporariamente,a

janela cortial.

B) A janela cortical foi recolocada no seu leito, onde perma­

necerá por 3 semanas. Percebe-se que o enxerto fica salien

te cerca de 1mm em relação ao leito.·
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Incisão na perna direita exatamente sobre a cicatriz da in­

cisão anterior e dissecção dos planos profundos. 
- Localização do enxerto através da palpação do seu relevo e

retirada do mesmo com auxílio de um osteôtomo de Lambotte,

com cuidado para não remover o tecido de granulação a ele

ê, aderido, Apôs retirado o enxerto era deixado em soro fisio­

lógico até sua utilização, cujo tempo não ultrapassava de

15 minutos.
2a. Etapa:-

Operando-se agora na perna esquerda do mesmo cao, procedia­

-se da mesma maneira como voi visto para o preparo do ER, 

repetindo-se todos os passos igualmente até a obtenção de 

uma janela cortical de 2 x 0,5cm. Esta janela cortical se -

ria o Enxerto Fresco (EF), que constituiria o controle para 

o ER, como está representado esquematicamente na fig. 3.

- Obtida a janela cortical, ela era lavada em solução fisi.olÔ
gica e colocada no vazio de onde se havia retirado o ER, na

perna direita; esse leito era previamente curetado a fim de
ficar livre de qualquer tecido de granulação ou calo Ósseo.

- A seguir, o ER era recolocado agora no leito 

tamente antes na tíbia esquerda. Ambos os ER 

obtido imedia-

e EF, tinham

respeitada sua orientação, isto é, na face periostal conti­

nuava voltada para fora e sua extremidade proximal continua
va sendo proximal.

- Finalmente, as feridas operatórias eram fechadas da maneira
ja descrita anteriormente. Apôs as operações os cães rece­
biam injeções diárias de Ampicilina (Soma - 250mg, Novaquí­

mica), durante 4 dias. Após essa segunda operação obtinha -
mos o que mostra a fig. 3.

Os cães do sub-grupo Ia receberam 2 injeções de Te-

traciclina , sendo uma no final da la. semana após a cirurgia 
de transferência dos enxertos e outra na véspera do sacrifí -

cio, na semana seguinte. 

Os cães do sub-grupo Ib receberam 4 injeções de Ter 
ramicina, semanalmente, a começar do final da la. semana até 

(*) Terramicina (Oxitetraciclina, Pfizer). 
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o final da 4a. semana, na véspera do sacrifício.
Os cães do sub-grupo Ic também receberam 4 injeções 

de Tetracicl,ina,a saber: na la., na 2a., na 4a. e na 8a. sema 
nas, sendo esta Última na véspera do sacrifício. 

A dose de Tetraciclina empregada foi de S0mg/kg de 
peso, que é a dose mais frequentemente empregada pelos auto­

res (Frost,(1963); Puranen, (1966). Os cães assim operados e 

tratados com a Tetraciclina foram sacrificados após 2, 4 e 8 
semanas, conforme pertencessem aos sub-grupos Ia, Ib ou .ele, 
respectivamente. 

Após o sacrifício retirava-se dos cães ambas as tí­

bias, das quais se seccionavam as extremidades, de maneira a 
deixar apenas um segmento central de aproximadamente 4cm de 

comprimento, que contivesse a área do enxerto e mais uma mar­
gem de segurança. 

Esse segmento era totalmente limpo de suas t, partes 
moles, e, em seguida, seccionado em duas metades, 
mal e outra distal, que eram colocadas em solução 
10% para fixação. A metade proximal era destinada 

uma proxi­
de formal a 
ao exame 

histológico, com microscópio ótico comum enquanto que adis -
tal se destinava ao estudo da impregnação pela Tetraciclina , 
ao microscópio de luz ultra-violeta. 

Preparo da Peça paraExame HistolÓgico:-
A metade proximal anteriormente referida era seccio 

nada em duas partes, uma lateral e outra medial, segundo um 

plano longitudinal que passava pelo meio do enxerto, como mos 
tra a fig. 4. 

Das duas partes obtidas por meio dessa secçao longi 
tudinal escolhia-se aquela na qual o enxerto tivesse maiores 
dimensões a fim de processá-lo para o exame histológico. O 
segmento então obtido era, inicialmente, descalcificado pelo 

método do Ac. Fórmico-Citrato de Sódio (Luna, 1968). Cada pe­
ça era descalcificada em frascos individuais, à ;- temperatura 
ambiente, por um período de cerca de 6 semanas, sendo que o 
líquido descalcificador era trocado a cada 4-5 _dias. O ponto 
ideal de descalcificação era testado através do teste de 
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Sulkovitch no líquido descalcificador. Completada a descalci­
.ficação, a peça era lavada em água corrente por 24 horas, após 

o que era deixada em solução de formol a 10% saturada com Ca�
borrato de Cálcio, para neutralização total do Ac. Fórmico. Em

seguida, era colocada em solução de formol a 10% pura até o

momento do processamento para inclusão em blocos de pparafina

que se fazia pelas técnicas rotineiras de histologia. A Única

diferença, neste ponto, era que o agente clarificador utiliz�
do aquí era o Õleo de Cedro Natural (Merck), ao invés do Xil�
no. A vantagem do Õleo de Cedro Natural é que ele torna as

perças ósseas macias, facilitando os cortes com o micrótomo.

Não consideramos necessária a utilização de outro 

processo de coloração que o da Hemalumen-Etlsd.na (H.E.). 
A rotina do exame das lâminas consistia em examinar 

sempre lâminas pareadas, isto é, sempre as provenientes do 
mesmo animal, do lado de teste (E) e. do lado controle (D) ,uma 

em seguida ã outra (varias vezes cada uma). 
As fotografias foram obtidas com um microscópio Ni­

kon Apophot provido de equipamento fotomicrográfico Nikon AFM 
automático, e o filme utilizado foi Kodak Panatomic-X 135 de 

32 asa. 

Preparo da Peça para o Estudo da Impregnação com Te 
traciclina:-

A metade distal da peça obtida inicialmente era man 
tida.em solução de formol a 10% até o momento da sua utiliza­
çao, o que demorou de 2 a 6 semanas, visto que esse tipo de 

conservação não altera as propriedades de fluorescência da Te 
traciclina impregnada (Olerud e Lorenzi, 1970). 

O preparo final da peça começava no 49 dia antes da 

sua inclusão em acrílico. Assim, sem descalcificá-la, a peça 
era submetida a banhos de 24 horas de duração cada, em alco­

ol, a 50%, 80% e, finalmente, 99%, com o propósito de promo­
ver desidratação progressiva de camadas mais superficiais da 

cortical. 
No dia da inclusão em acrílico, elas eram submeti -

das a banhos de cerca de 20 minutos de duração cada, sem solu 
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-çoes de Acetona a 50%, 80% e 100%, com a finalidade de prep�
rar a  superfície cortical para receber o acrílico, do qual a
Acetona é um solvente (Frost, 1959a-b).

Um requisito muito importante para a boa inclusão em 
acrílico é que a ·peça Óssea a ser incluida seja ; ,1i°totalihente 
isenta de partes moles, inclusive periósteo, que impedem a 
aderência da resina. 

A resina aquí utilizada fo i do tipo Polylite (Refor 
plas), que é um polímero de estireno e consta de 3 componen -
tes: Resina de Estireno (semipastosa), Monômero de :: -Estireno 
(líquido) e Catalizador (peróxido de metil-etil-cetona). 

A inclusão de cada peça exigia um volume de resina 
de 10ml, aos quais se adicionava 1,5ml (15%) do monômero de 
0,15ml (1,5%) do catalizador. A adição dos componentes era 
feita em separados, isto é, adicionava-se primeiro o monômero 
ã resina, mexendo-se a mistura continuamente co m um bastão de 
vidro, até que se obtivesse a homogeneização completa. Então, 
adicionava-se o catalizador e se continuava a misturar. atê 
que toda a mistura estivesse novamente homogeneizada. 

AÍ vertia-se a resina em um frasco de vidro limpo 
de 15ml de capacidade. Com o. objetivo de eliminar as pequenas 
bolhas de ar que se formavam na resina durante a mistura, sub 
metia-se o frasco a vibração,em um vibrador de co ntato do ti­
po odontológico. 

A resina estando livre das bolhas, colocava-se a pe 
ça na resina, tomando-se o cuidado de fazer com que seu maior 
eixo coincidisse com o comprimento do frasco e que ficasse en 
volta por todos o s  lados pela mesma espessura de resina. 

Essa resina polimeriza ao redor de 15-20 minutos, a 
partir do momento da adição do catalizador, de modo que ela 
fica viável para a introdução da peça so mente durante os pri-
meiro s 5-10 minutos, tornando-se 

Aguardava-se 24 horas 
muito espessa depois disso. 

para que a resina estivesse 
totalmente polimerizada; então, quebrava-se o frasco de vi -
dro, retirando-se o cilindro de acrílico em cujo interior se 
achava a peça. Este cilindro era desgastado de mo do a adqui -
rir a forma de um paralelepípedo que facilitava a execução dos 
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cortes. ·Os cortes, da espessura de cerca de 1mm, foram execu­
tados por uma máquina provida de um disco de aço ·diamantado 

que girava à razão de até 2.000. rpm, sendo continuamente re -

frigerado por 2 jatos laterais de água. (Fig. 5). 

De cada peça obtinha-se 2 cortes que eram depois 
desgastados em lixas progressivamente mais- finas, de n9s,320, 
360 e 400, do tipo cuja cola é insolúvel em água. A lixa era 

colocada sobre uma placa de vidro quadrada de 30cm de lado e 
0,8cm de espessura, que ficava apoiada em um plano ligeirame� 

te inclinado de modo a permitir o escoamento do líquido de 1� 

vagem dos detritos. Esse líquido de lavagem, que escorria so­

bre a lixa a partir do ponto mais elevado do plano inclinado 

por meio de um equipo de soro comum, constava de solução aquo 
sa de detergente do tipo caseiro a 5%. (Frost, 1959a-b). 

Os cortes eram delicadamente lixados com os dedos en 
movimentos circulares largos, aproveitando-se toda a largura 
da lixa. O uso dos dedos permite uma melhor sensação tátil da 

pressão exercida sobre o corte. O corte era virado de lado a 
cada 20 movimentos circulares, de modo a permitir um desgaste 

uniforme, em suas ·duas faces; era desgastado na lixa n9 320, 

até a espessura média de 400 p.; daí até 200 Jl na lixa n9 360; 
então passava para a lixa n9 400, onde era desgastado até a 

espessura de 100-50 Jl, considerada boa para o exame da fluo -
rescência em microscópio ultra-violeta. 

Terminado o desgaste, o excesso de acrílico era COE 

tado com tesoura delicada e o corte era lavado em alcool e 
xilol e montado em lâmina e lamínula, com Bálsamo do Canadá , 

não fluorescente. As lâminas eram estocadas em ambiente frio 

e escuro, muito embora a fluorescência da Tetraciclina perdu­
re por um ano ou mais. 

As lâminas foram examinadas ao microscópio de 

rescência Zeiss com luz Osram HBO-200 de 200 watts, com 

tro ativador BG-12 e barreiras na combinação 65-47-41. 

fluo­

fil-

As fo.tografias foram obtidas com um equipamento 
fotográfico Nilon AFM, automático, acoplado ao microscópio e 

o .filme empregado foi Kodacolor EH-125 (High Speed) de 160 
asa. 
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.,,. . 
* -

fig.S: Fotografia da maquina utilizada para a execuçao dos 

cortes das peças incluidas em acrílico. Observar a navalha 

de aço diamantado, fixa em um eixo rígido que gira dentro 

da cobertura de proteção, impulsionado pelo motor ã esquer­

da. 

(*) Desenvolvida pelo Prof.Dr.Homero Habel Rodrigues do De­
partamento de Ciências Morfológicas da Faculdade de Far 
mácia e Odontologia de Ribeirão Preto - USP. 
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A rotina de exame das lâminas aquí 

que se procedeu para os exames histológicos, 

foi idêntica a 

isto é, examinou 
-se sempre as lâminas provenientes do mesmo animal, do lado

de teste (E} e do lado controle (D}, uma em seguida ã outra ,

várias vezes cada uma.

Numa mesma lâmina examinava-se 

cortical receptora, a fim de se 

gráu de difusão da Tetraciclina 

avaliar 

primeiramente toda a 

antes de mais nada o

no osso normalmente perfundi-
do. Em seguida, examinava-se o enxerto propriamente dito, co­

tejando sua aparência com a da cortical receptora. A avalia­

ção da impregnação da Tetraciclina foi feita de maneira semi­

quantitativa, conforme recomendado por Puranen (1966}. 

No enxerto eram observados os seguintes dados: 

- Intensidade da fluorescência nas bordas do enxerto e em va-

1· sos no seu interior;
Número de vasos, sua origem e aparente 

Ao primeiro Ítem era atribuído 

direção de progresso. 

de cruzes, 
um 

de 1 a 4, conforme a intensidade 

valor 

da 

em numero 
fluo17escên· -

eia fosse, respectivamente, Mínima ou Nenhuma, Escassa, Regu­

lar e Abundante. (Ver Quadro I). Os dados do segundo Ítem eram 

puramente descritivos. 

Grupo II -

No grupo II foram operados 8 caes que apresentavam 

as mesmas características dos cães do grupo I. Assim, não se 

fêz distinção de sexo e idade dos cães, cujo peso médio conti 

nuou ao redor de 15,5kg. 

Dos 8 cães, operados a razao de 2 por semana, 4 com 

punham o sub-grupo de teste (II-a} e 4 o de controle (II-b}. 

No sub-grupo II-a o ER foi preparado de maneira 

idêntica ao grupo I, na tíbia direita e transplantado 3 sema­

nas apos para a tíbia esquerda. A janela cortical obtida da 

tíbia esquerda no preparo do leito para o ER era desprezada , 
não sendo transplantada para a tíbia direita. Desse modo, na 

tíbia direita permanecia um defeito correspondente ao leito 

doador do enxerto retardado, como mostra a fig. 6. 
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No sub-grupo II-b foram operados 4 animais de manei 
ra semelhante aos do sub-grupo II-a. A diferença aquí era que 
o enxerto cortical (EF) obtido da tíbia direita era imediata­
mente transplantado para o defeito produzido simultaneamente
na tíbia esquerda. Igualmente, a janela obtida da tíbia es
querda, no preparo do leito para o EF proveniente da tíbia di
re ita, era desprezada, de modo que o defeito da tíbia direita
era deixado aberto, como mostra a fig. 7.

Em todos os animais dos dois grupos de ,Jexperimento 
foram realizados exames cintilográficos e contagem da radioa­
tividade absorvida na área doadora dos enxertos, tanto ER co­
mo EF, e no local receptor dos mesmos, no 159 e no 459 dias 
apos o transplante dos enxertos. 

Empregou-se para esse fim o isótopo Tecnécio (Tc99m

-pirofosfato), o mesmo utilizado para fins de diagnóstico clÍ
nico, na dose de 8 JICu. A cintilografia era realizada 3 horas
após a injeção endovenosa do isótopo, período necessário ã
captação do mesmo p elo osso. Efetuava-se,então,a contagem da
radioatividade três vezes em cada local; dos três valores ob
tidos extraia-se à média de contagem para cada local,sendo es
te Último o valor que se encontra lançado no Quadro II.

Em seguida às contagens, realizava-se o mapeamento 
linear em papel e em filme radiográfico. O aparelho utilizado 
para os exames cintilográficos foi um Scanner Pho-Dot (Nucle­
ar Chicago), com pico de isótopo620cpm e fator de supressão 
50%. 

Como a comparação entre os valores absolutos das 
contagens, além de mais difícil, poderia não dar idéia da evo 
lução dos fatos, optamos pela comparação em valores percentu­
ais. Desse modo, atribuindo o valor 100% à contagem obtida na 
tíbia direita, era calculado o valor percentual da diferença 
entre esta e a da tíbia esquerda. 

O cálculo obedeceu à seguinte fórmula: 
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E D 

X = ----------- f 100 

D 

na qual, E''·é o valor da contagem média obtida na tíbia esqtler 

da, D é o valor da contagem média obtida na tíbia direita e 
. 

X e o valor percentual da diferença entre ambas. 

Desse modo, o percentual obtido significa o quanto a 

contagem média no lado de teste (E) se diferencia da conta -

gem no lado controle(�). Os resultados das contagens médias 

e das diferenças percentuais se encontram no Quadro II. 
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IV - RESULTADOS 

Grupo I - Resultados do Exame Histológico: 
A análise dos cortes revelou uma sequência de even­

tos mais ou menos comuns aos dois tipos de enxerto� o ER e o 
EF. No entanto, ficaram comprovados diferenças de comporta -
menta entre ambos, que serao analisadas em seguida. 

Sub-Grupo Ia - Com 2 semanas após o transplante o ER conserv� 
va sua forma original e seus limites eram ain­

da muito nítidos. Ao seu redor observava-se diferenciação os­
teoblástica do tecido conjuntivo com neo-formação de trabécu­
las ósseas pouco calcificadas que se ligavam à superfície do 
enxerto e se extendiam no estroma vizinho (Fig.8). Em outras 
áreas da superfície do enxerto notavam-se numerosos osteocla� 
tos reabsorvendo o osso cortical necrótico do ER, tendo já 
produzido grandes lacunas de reabsorção, algumas delas já re­
véstidas por uma estreita camada de osso neo-formado margina­
da de osteoblastos. (Fig. 9). 

Nesta fàse era quase 
na superfície sub�periostal do 
figuras. 

nula a atividade osteoblástica 
enxerto, não evidenciada nas 

No osso receptor o periósteo mostrava moderada rea­
ção tendo já produzido uma camada de novo osso que elevava as 
bordas do leito receptor. 

O EF mostrava seus limites e forma muito nítidos e 
estava circundado por tecido fibroso de aspécto pouco denso. 
Não se notavam ainda sinais de diferenciação osteoblástica nes 
te tecido. A atividade osteoclástica era considerável, sendo 
possível observar um grande número de osteoclástos marginando 
o tecido cortical necrótico e já produzindo pequenas lacunas
de reabsorção, todavia bem menores das que as observadas no
ER. (Fig. 10).

Sub�Grupo Ib - Com 4 semanas os limites do ER eram bem menos 
nítidos do que o observado com 2 semanas, ha -

. vendo regiões em que ele se confundia em muitos sítios com o 
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Fig.8: Fotomicrografia de enxerto retardado, com 2 semanas 

apos o transplante. À direita, tecido Ósseo cortical necró 

tico (ER): à esquerda, neoformação Óssea (O). A neoforma -

ção já evidencia, em alguns pontos, arranjo trabecular(T). 

As setas indicam espaços medulares alargados contendo ele­

mentos celulares aparentemente viáveis em suas paredes. 

(H.E.lOOX). 



Fig 

apos 

tas) 

47,-

9: Fotomicrografia de enxerto retardado, com 2 semanas 

o transplante, evidenciando atividade osteoclástica(s�

sobre um tecido ósseo necrôtico (ER). Observam-se al-

guns osteoblastos viáveis nas bordas de espaços medulares 

onde já depositaram uma estreita camada de novo osso. 

(H.E.lOOX). 
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Fig. 10: Fotomicrografia de enxerto fresco com 2 semanas 
após o transplante, evidenciando atividade osteoclástica 
(setas) sobre o tecido Ósseo necrótico (EF). Na perife -
ria do enxerto observa-se uma proliferação fibroblástica 
que lembra o periósteo, embora não esteja produzindo no­
vo osso. (H.E.lOOX). 
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osso neoformado que havia substituido o osso necrótico já real 
sorvido. Um grande número de fenestrações longttudinais, tradu 
zindo espaços medulares alargados no enxerto abrigavam tecido 
conjuntivo ricamente vascularizado. A massa de tecido ósseo 
neoformado ao seu redor era bem mais volumosa do que na Za. se 
mana e invadia o canal medular quase até a cortical çposta.Seu 
aspécto era de tecido ósseo mais maduro, já disposto em trabé­

culas bem calcificadas (Fig.11). A medula óssea já estava reor 
ganizada, mostrando os seus componentes hemáticos e gordurosos 
normais. Não havia aqui também, atividade osteoblastica eviden 
te na superfície subperiostal do ER. O periósteo estava espes-
sado formando uma capa fibrosa que fechava por fora o leito 
receptor. Em vários cortes foram identificadas áreas eviden -
tes de metaplasia cartilaginosa do tecido neo-formado ( matriz 
condrÔide) que envolvia o enxerto. (Fig. 12). A atividade os -
teoclástica já era bem menos evidente do que na Za. semana. 

O EF na 4a. semana do transplante apresentava, ainda, 
sua forma original e os limites muito nítidos. No seu interior 
havia já algumas fenestrações longitudinais (espaços medula -
res alargados) contendo vasos e tecido mesenquimal. Estas fe -
nestrações eram menores e em menor número do que no ER. O osso 
neo-formado ao seu redor já tinha um volume maior do que com 
duas semanas e em alguns casos ocupava todo o diâmetro da cavi 
dade medular. O aspécto desse tecido neo-formado era de osso 
trabecular menos maduro do que o observado ao redor do ER nes­
ta mesma época. (Fig. 13). O limite entre o osso necrõtico do 
EF e o tecido ósseo neo-formado era bastante nítido, não haven 
do locais onde este Último houvesse substituído o primeiro.Aquí 
também a atividade osteoclástica já nao era tão evidente como 
no grupo anterior. 

Em suma, pelo que se deprendia do aspécto histológi­
co comparativo, o ER mostrava revascularização abundante en 
quanto que a do EF seria apenas regular. Igualmente, a taxa de 
neoformação Óssea e de remodelação do enxerto era maior no ER 
do que no EF, tanto com 2 como com 4 semanas. 

Sub-Grupo Ic - Com 8 semanas após o transplante o ER já esta-



Fig. 11: Fotomicrografia de enxerto retardado com 4 

semanas após o transplante. Na parte superior, neo -

-formação óssea (O) com trabéculas já bem calcifica­

das; na parte inferior tecido ósseo cortical necróti 

co (ER). Notar que a transição entre ambos os teci­

dos é evidente em alguns pontos (setas) e que espa -

ços medulares alargados (V) aparecem no tecido necró 

tico do enxerto. (H.E.lOOX). 
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Fig. 12: Fotomicrografia de enxerto retardado, com 4 

semanas após o transplante. À direi ta, tecido :;osseo 

cortical necrôtico (ER); no centro, extensa área de 

metaplasia cartilaginosa (C) ou matriz condróide; a 

esquerda tecido ósseo neoformado (O), disposto em tra 

bêculas bem calcificadas e que se continuam com a ma­

triz condrÔide. Nota-se zona de tecido osteóide na 

junção entre o osso neoformado e o tecido cartilagin� 
so. (H.E. lOOX) . 



Fig. 13: Fotomicrografia de enxerto fresco, com 4 se­

manas após o transplante. À direita, tecido Ósseo cor 

tical necrótico (EF); ã esquerda, neoformação ;Óssea 

(O), já configurando trabéculas, embora pouco calci fi 

cadas. A união entre o osso necrótico e o osso neofor 

mado é bem evidente (setas). (H.E.lOOX). 
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-va totalmente reorganizado. O enxerto original tinha sido

substituído por uma espessa placa de osso novo de aspécto m�

duro. Intimamente, o osso novo se dispunha num padrão de ar­

quitetura do tipo trabeculado, lembrando um segmento de osso

esponjoso. Em algumas trabéculas mais largas notava-se uma

tendência ao arranjo do tipo cortical (sistema Haversiano).

Os espaços entre essas trabéculas estavam preenchidos por t�

cido medular adulto, rico em elementos hemáticos e com algu­
mas células gordurosas (Figs. 14 e 15). O canal medular já

estava completamente recanalizado.

A observação sob aumento maior mostrava que na in­

timidade das trabéculas jóvens que substituía o enxerto, en­

tremeadas com o osso novo que as compunha, havia ilhas de te· 
cido Ósseo cortical morto remanescente do antigo enxerto. A 

fusão entre estes dois tecidos era perfeita, não havendo es­

paço real entre ambos (Fig. 16). 

Macroscopicamente era impossível perceber os limi­

tes do enxerto porque ele já nao existia como tal. 

Enquanto isso o EF era evidenciado na sua estrutu­

ra primitiva e seús limites eram ainda visíveis, embora com 

certa dificuldade. (Fig. 17). Muitas fendas (espaços medu­

lares alargados) marginados por osteoblastos e de grandes 

dimensões atravessavam-no longitudinalmente (Fig.18), embora 

ele fosse composto essencialmente de osso necrótico. Apesar 

disso a fusão entre o EF e a cortical receptora era evidente 

havendo inclusive espaços medulares que cruzavam de um para 

O' .. Outro. O osso neoformado que circundava o enxerto, de pa­

drão esponjoso, se continuava com osso esponjoso do canal m� 

dular, sem uma separação nítida entre ambos. O canal medular 

em sí já estava totalmente reorganizado. 

O aspécto do EF na 8a. semana lembrava, de perto , 

o ER na 4a. semana.
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Fig. 14: Fotomicrografia de enxerto retardado, com 8 se­
manas após o transplante, mostrando a completa substitui 
ção do ER por um tecido ósseo neoformado, semelhante ao 
osso esponjoso. � impossível demarcar os limites do en -
xerto retardado. Notar que o canal medular (abaixo) já 
está refeito e preenchido de tecido medular normal. 
(H.E. ca4X). 
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Fig. 15: Detalhe da fig. 14 - notar que o tecido Ósseo ne� 

formado trabeculado (T) substituiu totalmente o enxerto r� 

tardado nesta irea, oito semanas ap6s o transplante. V�em­

-se amplos espaços medulares (M) em meio ao trabeculado. 

(H.E.125X). 
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Fig.· 16: Outro detalhe da fig. 14. Nesta irea observam­

-se ilhas de osso necrótico (M), remanescentes do enxeE 

to retardado, envoltas pelo trabeculado de osso neofor­
mado (N), em meio a amplos espaços medulares._A seta ig 

dica a transição nítida entre o tecido 6sseo 1\neci6tioo 

e o neoformado (H.E.125X).
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Fig. 17; Fotomicrografia de enxerto fresco, com 8 sema­

nas após o transplante. Ainda se notam os limites do EF 

que exibe várias fendas longitudinais (espaços medula -

res alargados). Comparar este aspécto com o da fig. 14. 

(H.E. ca4X). 



Ef. 

• 

• 

Fig.18: Detalhe da fig.17 - As fendas visíveis sao espa­

ços medulares alargados, em cujas paredes se notam osteo 

blastos que não estão produzindo novo osso. O EF se cons 

titue essencialmente de tecido cortical necrôtico. 

(H.E.l00X). 
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Grupo I - Resultados do Exame da Fluorescência da Tetraciclina: 

Os resultados aquí observados foram satisfatórios no 

sentido de que houve uma razoável homogeneidade na intensidade 

de impregnação dent ro de cada grupo, no lado de teste e no de. 

controle. Parece não ter havido influência do sexo e da idade 

dos animais. 

Observou-se que, com raras exceçoes, a cortical nor­

mal do osso receptor apresentava sempre vários ósteons fluore� 

centes, o que significa a atividade osteoblãstica. Esses óste -
ons, todavia, apresentavam uma distribuição difusa que não pa­

recia obedecer a uma regra fixa e foram mais facilmente obser­

vados nos animais que receberam 4 injeções de Tetraciclina .Nos 

animais que receberam apenas 2 injeções,a frequência com que 

esses ósteons apareciam era bem menor. Este fato pode, apenas, 
estar significando que o maior número de injeções apresenta ma 

ior possibilidade de coincidir com o momento de proliferação 

osteogênica de determinados ósteons, dentro do fenômeno normal 

de "turn-over" ósseo. 

Todavia, não foi possível perceber nenhuma relação 

entre os eventos do "turn-over" normal e os eventos que carac­

terizavam a capacidade osteogênica do enxerto, tanto no ER co­

mo no EF. 

Sub-Grupo Ia - Com 2 semanas após o transplante e 2 injeções 
de Tetraciclina observou-se que enquanto a cor 

tical receptora mostrava um ou outro ósteon com evidente fluo­

resc�ncia de cor amarelo-ouro,' o enxerto, tanto o ER como o EF, 
nao mostrava:1. nenhum ósteon. Na maioria das vezes notou-se ap� 

nas uma fraca atividade fluorescente de cor amarelo-esverdea­
da nas paredes dos canais de Havers e Volkmann.(Fig. 19). A in 

tensidade da fluorescência era ligeiramente maior no ER em 2 

casos. Embora o novo osso periostal produzido nas bordas do 

leito receptor já mostrasse razoável fluorescência amarela, tal

fenômeno não ocorria na face periostal de ambos os tipos de en 
xertos. 

Sub-Grupo Ib - Com 4 semanas, notavà-se'clara faixa de fluo -
rescência de Tetraciclina em vasos do interior 
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Fig. 19: Fotomicrografia de corte desgastado de um espé­

cime de enxerto retardado, com 2 semanas apôs o trans - 

plante. Notar a tênue fluorescência em alguns canalícu -

los de Havers e Volkmann. Observar que o osso neoforrnado 

na face medular do enxerto (abaixo) já mostra regular 

fluorescência e que não ocorre neoformação ósseas às cu� 

tas do periôsteo (acima), embora este esteja espessado. 

(Impregnação com Tetraciclina, ZOX). 
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do ER. Esses vasos, todavia, não configuravam ósteons adultos, 
mas deviam corresponder às fendas  vasculares observadas nos 
exames histológicos. Eles se situavam na metade medular da 
espessura do enxerto e eram relativamente calibrosos, co mpara 
dos com os canalículos de Volkmann. 

No EF era possível perceber um ou outro vaso logo 
acima da face medular, esporadicamente; o restante do enxer­

to era preenchido pelos canalículos de Volkmann que mostra·­
vam a tênue fluorescência vista no sub-grupo Ia. 

Havia aqui, então, um nítido predomínio de impregna 
çao de Tetraciclina no ER, cuja fluorescência era bem mais in 
tensa do que no EF, onde ela se limitava, praticamente, à su­
perfície medular dó enxerto. (Fig. 20). 

Sub-Grupo Ic - Com 8 semanas, vasos apresentando intensa fluo 
rescência ocupavam, praticamente, toda a es -

pessura do ER. Embora não de forma maciça, eles se distribu -
iam por todo o enxerto, desde a sua face medular até à perios 
tal. 

Muitos desses vasos apresentavam 2 faixas de deposi 
çao de Tetraciclina, o que evidenciava que, em torno deles,jâ 
estavam se dispondo estruturas lamelares semelhantes a 

teons (Fig. 21), 
Ós -

Em algumas lâminas foi possível observar nitidamen­
te um vaso penetrando no enxerto pela sua face medular(Fig.Z�; 

bem como agrupamentos de vasos próximos ã sua face periostal. 
(Fig. 23) . 

Vários dos enxertos, plenos de vaso s fluorescentes, 
mostravam um aspécto que lembrava o da cortical receptora nor 
mal, diametralmente oposta. 

Jã no EF, embora houvesse vasos de calibre semelhan 
te ao s do ER, eles se situavam mais próximos à face medular, 
raramente ultrapassando a metade do enxerto. Além do calibre 
semelhante, o aspécto desses vasos não diferia muito dos va­
sos do ER, no que se refere à intensidade da fluorescência.Al 
guns, inclusive, mostravam 2 faixas de deposição de Tetraci -
clina. (Fig. 21), 



Fig. 20: 

A - ER: 

B - EF: 
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Fotomicrografia de cortes desgastados de espécimes de ER e EF com 
4 semanas após o transplante. 
notar os vasos de calibre regular que aparecem já profundamente si 
tuados no enxerto. A frequência desses vasos é evidentemente mai-
or aqui do que na fig. B. .. notar que o enxerto ªEresenta apenas canal1culos com tênue fluo -
rescência. (Irnpregnaçao com Tetraciclina, 40X). 

A 

B 



Fig. 21: 

A - ER: 

B - EF: 
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Fotomicrografia de cortes desgastados de espécimes de ER e EF, com 
8 semanas após o transplante. 
notar a presença de numerosos vasos de grande calibre, alguns já 
com disposição lamelar , ocupando toda a espessura do enxerto. 
vasos de grande calibre só existem junto à face medular do enxerto, 
predominando aquí apenas canais de Havers alargados. 
(Impregnação com Tetraciclina, 40X). 

A 

B 



Fig. 22: Fotomicrografia de corte desgastado de um enxe� 

to retardado com 8 semanas ap6s o transplante. JDethlhe 

de um vaso penetrando no ER a partir da face medular; é 

possível identificar a camada de osso produzida entre 2 

faixas de fluorescência. (Impregnação com Tetraciclina , 

lOOX). 
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Fig. 23: 

A­

B-
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Fotomicrografia de cortes desgastados d.e espécimes de enxerto retar 
dado, após 8 semanas de transylante. 
Detalhe de vasos situados proximos ã face periostal do enxerto e 
nos quais se notam 2 faixas fluorescentes. 
Detalhe de vasos situados próximos ã região de vizinhança entre o 
enxerto e a cortical receptora; notar que disposição do osso neofor
mado no interior dos vasos se assemelha. à de tm1 sistema lamelar. 

-

(Impregnação com Tetraciclina, lOOX). 

A 

B 
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Como ocorreu nos grupos anteriores, aquí também se 
' 

observou que o periósteo, não evidenciado nas figuras, tanto 
no ER como no EF, estava em aparente inatividade, por duas ra 
zões: primeiro, não se observou nenhum vaso proveniente da su 
�erfÍcie periostal que penetrasse no enxerto ; segundo, não se 
abservou novo osso produzido pelo periósteo do enxerto, embo­
_ra o periósteo do osso receptor, no limite do leito para o en 
�erto, mostrasse grande proliferação de osso densamente fluo­
rescente. 

A cortical do osso receptor, nas vizinhançai do lei 
to para o enxerto, mostrava intenso processo reparativo, ca -
racterfzado pelo grande número de Ôsteons com até 3 faixas de 
flu?rescência de Tetraciclina. (Fig. 24). 

Em alguns casos,a cortical do enxerto, tanto ER co­
mo EF, apresentava uma fratura que o dividia em 2 ou mais fra_g_ 
mentas grandes. Nesses casos, percebeu-se que a revasculariz� 
ção, de_notada pelos vasos com fluorescência em suas paredes 
ocorria, independentemente em cada fragmento e de manéira 
aparentemente mais acelerada. 

O Quadro I sintetiza os resultados obtidos no estu­
do da.impregnação pela Tetraciclina. Convencionamos um proce� 
so semiquantitativo para a avaliação das lâminas, através da 
atribuição de cruzes, de uma a quatro, conforme a fluorescên­
cia fosse Mínima ou Nenhuma(+), Escassa (++), Regu\ar (+++,) 
e Abundante (++++), como preconizou Puranen (1966). 

Grupo II - Resultados de Exames Cintilográficos: 
Os resultados da contagem da radioatividade 

� 

nas are 
as doadora e receptora dos enxertos encontram-se no Quadro II, 
onde se observa, inicialmente, que não houve uma uniformidade 
de nível de captação de is ótopo em todos. os cães. Assim, o ní 
vel de contagem variou significativamente de um cao para ou -
tro, bem como no mesmo cão, na primeira e na segunda conta 
gem. 

Desse modo, por exemplo, enquanto no cao n 9 371 a cm 
tagem da radioatividade na tíbia esquerda (local do ER) e no 
159 dia foi de 57890cpm, no cão n9 387 a contagem em local 
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Fig. 24: Fotomicrografia de corte desgastado de um espé­

cime de ER, com 8 semanas após o transplante, Detalhe da 

borda da cortical receptora onde se notam muitos vasos 

que exibem conformação osteônica, alguns com até 3 fai -

xas fluorescentes, na metade direita da fotografia. A me 

tade esquerda da fotografia retrata o osso neoformadoqie 

une a cortical receptora ao enxerto, que não aparece.Com 

parar este aspecto com o da fig. 21-A. (Impregnação com 

Tetraciclina, 40X). 
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correspondente foi de 9163cpm. 
Semelhante disparidade e vista também entre os caes 

n9 371 e n9 373, no lado direito e no lado esquerdo, nas con­
tagens realizadas no 459 dia e, entre vários outros animais. 

Para o mesmo animal, nota-se que o cão de n 9 426 

apresentou, na tíbia esquerda, no 159 dia, ncontagem de 

42560cpm; já no 459 dia, a contagem no mesmo local baixou pa­

ra 4687cpm. 
Os valores percentuais das diferenças entre as con­

tagens do lado de teste (E) e do lado controle (D) expressam 
melhor os eventos que ocorriam nfS áreas receptora e doadora ,1e� 
pectivamente, de ambos os tipos de enxertos. 

Assim e-que, no cômputo geral, essa diferença se 

situou entre um mínimo de 23,17% e um máximo de 49,43%, com 
média de 37,33%, no 159 dia, e um mínimo de 31,22% e um máxi­
mo de 39,36%, com média de 35,29%, no 459 dia para os ER. Hou 
ve, então, um decaimento médio de 2,04% do nível das conta 
gens entre o 159 e o 459 dias. 

Para os EF, o percentual da diferença teve um míni­
mo de 5,55% e um máximo de 7,24%, com média de 6,08%, no 15 9 

dia, e um mínimo de 13,71% e um máximo de 19,39%, com médiaée 

16,55%, no 459 dia. Aquí, ao contrário do observado nos ER, 
houve um incremento médio de 10,47% do nível das contagens e� 
tre o 159 e o 459 dias. 

Todavia, nota-se que no grupo dos ER, um real decai 
mento ocorreu em 2 casos, enquanto que nos outros 2 houve um 

aumento do nível das contagens tão significativo quanto o de­
caimento dos ante ri ores. (Veja Quadro II) . 

Comparando-se os níveis médios de contagem entre os 

grupos dos ER e dos EF, no 159 dia, percebe-se que a diferen­
ça entre ambos é acentuada, ou seja, 37,33% nos ER e 6, 0 !H 
nos EF. Jâ no 459 dia, a diferença entre os níveis médios de 
contagem caiu um pouco, mas permaneceu elevada, ou seja, de 

35,29% nos ER para 16,55% nos EF. 
Os cintilogramas têm valor para a avaliação dos re­

sultados quando olhados comparativamente, no mesmo animal, o 
lado de teste e o lado controle. Assim, na fig. 25, que repr� 
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-presenta o cintilograma do cao n9 426 (ER) obtido no 159 di�

nota-se a concentração nitidamente maior dos pontos no lado

de teste (esquerdo) em relação ao lado controle (direito).

D E 

Fig. 25: Fotografia de um cintilograma obtido no 159 dia 

após o transplante de um Enxerto Retardado (cão n9426) 

Observar a concentração de pontos nitidamente maior 

tíbia esquerda, local receptor do ER. 

nai i 
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V - DISCUSSÃO 

A avaliação histológica dos espécimes obtidos no Ex 

perimento I forneceu dados importantes. Os mesmos foram enri­

quecidos pelas informações provenientes da análise da impreg­

nação com Tetraciclina. Posteriormente, graças ao Experimento 

II foram acrescentados novos dados que vieram completar os en 

centrados no Experimento I. 

Os exames histológicos mostraram serem os eventos 

praticamente semelhantes, tanto no EF como no ER, com a dife­

rença que neste Último eles eram mais rápidos, ou precoces. 

Conforme o que se observou no Grupo I, o calo ósseo 

ou tecido de granulação óssea, aderido ao ER estava vivo e em 

franco processo de proliferação, ficando evidenciado pelo 

grande número de osteoblastos que o circundavam. A ,  atividade 

osteoblástica que era acentuada nesse grupo incidia, inclusi 

ve, sobre o calo Ósseo circundante do enxerto. Embora nao se 

tenham notado áreas de necrose aí, na 2a. semana, tal fenôme-

no pode ter ocorrido antes desse prazo. 

O fato de calo 
� 

o osseo aderido ao enxerto nao ter 

se necrosado após o transplante, está em desacordo com o que 

foi referido por Siffert e Barash (1961), ao afirmarem que o 

calo ósseo sempre morre, nao contribuindo para a neo-osteogê­

nese após o transplante. 

Quanto ao periôsteo do enxerto em nenhum momento se 

notou que ele estivesse em atividade proliferativa considerá­

vel, nem ao menos discreta, embora estivesse presente na maio 

ria dos cortes. Estes dados também estão em desacordo com os 

de G.Axhausen (1907-1909) e de W.Axhausen (1956), que têm si­

do aceitos como verdadeiros. 

A ideía de que o ER leva consigo grande quantidade 

de tecido de granulação óssea, ou osteóide, e que este tecido 

tem ampla participação no processo de integração do enxerto, 

como observaram Orell (1937) , Moore (1949), Lima (1965) e 

Nelson (1972), pareceu se confirmar. _verificamos a presença ce

tecido osteóide em franca proliferação osteoblástica, inclusi 
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-ve com áreas de metaplasia cartilaginosa, como se viu nos es

pécimes do Grupo Ib, constituindo o próprio calo Ósseo.

No Grupo Ib, o tecido de granulação óssea ao redor 

do ER era mais volumoso que no Grupo Ia e parecia invadir o 

enxerto, ocupando algumas das fendas vasculares, de tal manei 

ra que se tornou difícil distinguir se esse tecido era deriva 

do de células sobreviventes do próprio enxerto ou se era re -

sultante da invasão do enxerto por células mesenquimais indi­

ferenciadas do leito receptor. 
Parece-nos mais provável este Último mecanismo,por­

que, como havia mui tas fendas vasculares no interior do. enxer 

to,e essas fendas são abertas pelos osteoclastos a partir da 
periferia, é válido raciocinar que elas próprias tenham car -

reado as células mesenquimais para o interior do enxerto. AÍ 

elas proliferariam e depositariam novo osso nas paredes das 

fendas, reduzindo seu diâmetro e conservando pequena luz para 

a circulação sanguínea, como que refazendo um ósteon centra­
do por um canalículo de Havers, conforme concluiram Urist 

(1952), W. Axhausen (1956), e Enneking e Morris (1972). 

O EF nos Grupos Ia e Ib mostrava um gráu de revas­

cularização e de proliferação osteoblástica bem menor que o 

ER. Todavia, a existência já no Grupo Ia, de uma camada .de n� 

vo osso ao redor atesta ter ocorrido, claramente, um mecanis­

mo de estimulação de células mesenquimais indiferenciadas do 

leito receptor, no sentido da sua diferenciação, e este · dado 
está de acordo com as idéias de Levander (1934-1935), Urist 

(1952); W. Axhausen (1956), Goldhaber (1961) e outros. 

O mecanismo de indução que foi possível observar no 

EF não pode ser visto claramente no ER, por causa da grande 

proliferação de tecido neo-formado que mascarava aquele meca­

nismo. O mecanismo que tornou a integração dos ER mais rápida, 

deve ter sido resultante da somatória de efeitos da [_,prese}lça 

do osteóide aderido ao enxerto e da ocorrência de estimulação 
de células mesenquimais indiferenciadas a partir do leito re­

ceptor. Este duplo mecanismo explicaria a formação de um ma -

íor volume de novo osso ao redor do ER nos Grupos Ia e Ib. 
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Os espécimes do Grupo Ic mostraram conclusivamente, 
que o ER se integra e se refaz mais rapidamente que o EF. As­
sim,na 8a. semana após o transplante o ER já não se mostrava 
como um elemento individualizado, mas fazia parte integrante 
da cortical receptora, embora sua arquitetura ainda fosse a 

de um osso esponjoso, trabeculado, entre cujas malhas existia 
tecido medular. 

A observação microscópica com maior aumento desse1!:_ 
cido trabeculado revelava a existência de ilhas de tecido ós­
seo morto, envoltas pelo osso nêo-formado, um achado coinci -
dente com o de Enneking e Morris (1972). Isto significava que 
a reabitação do ER não fugia aos padrões clâssico·s observados 
para a reorganização de enxertos ósseos corticais, fazendo-se, 
em resumo, em dois passos principais: 
1 - Alargamento dos canais de Havers e de Volkmann, por meio 

da atividade osteoclástica, transformando-os em largos 
'.condutos que apareciam nos cortes longitudinais como fen­
das. 

2 - Invasão desses condutos por células mesenquimais do leito 
receptor, as quais depositam osso neo-formado em suas pa­

redes. 
O osso neo-formado depositado nos múltiplos condu -

tos resultantes do alargamento.dos canais de Havers e de 
Volkmann, progressivamente vai isolando, então, ilhotas de te 
cido morto, como procuramos esquematizar na fig. 26. 

O aspécto do EF na 8a. semana correspondia ao do ER 
na 4a. semana. Tendo em vista que a defasagem entre ambos os 
grupos era de 4 semanas, pode-se avaliar o atrazo na integra­
ção do EF em relação ao ER. 

Os dados fornecidos pelos estudo da impregnação com 
a Tetraciclina confirmaram o observado nos exames histolÔgi -

cos. Na Quadro I se percebe claramente uma tendência em os re 
sultados da leitura semiquantitativa da intensidade de fluo -
rescência nos ER se agruparem à direita, isto é, do lado das 
classes de maior intensidade. 

No Grupo Ia, com 2 semanas de transplante, o .,fato 
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a 

b 

FIG .2"�:rEPRESENTAÇAO ESQUEMÁTICA DA REABITAÇÃO.\DO. ENXERTO 
CôRTICAL, 

A) SUPERFfCIE DE CORTE DE UM SEGMENTO LONGITUDINAL DE Oli
SO CORTICAL, VÊEM�SE CANAláCULOS DE HAVERS E VoLKMANN,

B) ÜS CANALÍCULOS FORAM ALARGADOS PELA ATIVIDADE OSTEO -
CLASTICA,

e) Ü OSSO NEOFORMADO SE DEPOSITOU SOBRE ILHAS DE OSSO NE:,
CRÓTICO,
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de nao se. haver observado nenhum vaso de calibre significante 

penetrando nos enxertos, nem profundamente situados neles,ta� 

to no ER como no EF, significava que ambos ainda não estavam 
sendo convenientemente perfundidos nessa época. A tênue fluo­

rescência observada nas paredes dos canalículos de Havers e 

de Volkmann deve ser natural ou decorrente de artefato de téc 

nica, não se devendo ã impregnação com Tetraciclina, como de­

monstraram Milch e cols. (1957). Não houve, então, diferenças 
significativas entre o ER e o EF neste grupo, demonstráveis� 

la impregnação, embora histologicamente houvesse. 

A partir do Grupo Ib, todavia, a presença de vasos 

já situados na metade medular do enxerto, no ER, .. demonstrava 

que a irrigação desse Último já era satisfatória no final da 

4a. semana do transplante; este achado tornava-se co�patível 

com os achados histológicos nesse mesmo grupo, pois era a de­

monstração de que as fendas vasculares lá observadas ,Jestavam 
realmente sendo perfundidas e preenchidas por osso neoforma­

do. 

Por sua vez, o EF nesse grupo também mostrava vasos 
com paredes fluorescentes; esse achado era compatível com os 

dos exames histológicos e o fato de a fluorescência aquí ser 

mais discreta quando confrontada com o ER mostrou, igualmente 

estar o Último, na 4a. semana, melhor integrado no leito re -

ceptor. 
No Grupo Ic, os dados evidenciados pela fluorescên­

cia da Tetraciclina confirmaram o fato observado no Grupo Ib, 

ou seja, e ER se integra mais precocemente que o EF. 

Assim, com 8 semanas o ER já mostrava vasos ocupan­

do toda a sua espessura e não restritos a sua metade medular, 

significando que todo ele estava sendo perfundido integralmen 

te e produzindo osso neformado, de maneira compatível com o 

seu estádio de evolução histológica. Em vários casos a inten­
sidade da fluorescência era de tal ordem que a irrigação do 

enxerto apresentava-se praticamente igual à do osso normal. 

Mas, quanto à formação de ósteons, o ER nessa época, 

ainda se distanciava do osso normal, já que apresentava dispo 
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-sição lamelar (Fig.23) sem formar ósteons. Estes, em contra­

partida, eram bem evidentes nas bordas do osso receptor (Fig.

24), que se mantivera vivo durante toda a experiência.

Faltou nos nossos experimentos prosseguir com a in­

vestigação por um período maior, para poder determinar em que 

época o ER assumiria a capacidade de formar ôsteons. 

O EF mostrava uma razoável intensidade de fluores·_;::

cência; todavia, ela ainda estava restrita à metade medular do 

enxerto, lembrando o ER do Grupo Ib, atestando o atrazo com 

que o EF se integra. 

Do cômputo geral dos dados histológicos e da fluo­

rescência da Tetraciclina ficou a certeza de que o ER se re -

vasculariza e se reintegra cerca de 2 vezes mais rapidamente 

que o EF. A revascularização dos enxertos foi avaliada indire 

tamente, por meio dos dados histológicos e da impregnação com 

a Tetraciclina, que é considerado um bom processo, tanto para 

avaliar a atividade metabólica como a perfusão dos enxertos. 

Não foi possível determinar a ocorrência ou não de 

penetração de vasos neo-formados através de orifícios vascula. 
, 

res pré-existentes, como referiram Stringa (1965) e 0t�elson 

(1972). :,P , Ficou bem evidente que o periósteo não contribuiu 

para a revascularização, a qual se fêz, em todos os enxertos 

dos dois tipos, a partir da face endostal ou medular e, f,das 
regiões do enxerto vizinhas à cortical do leito receptor. Es 

te achado pode significar que as partes moles que cobriam o 

enxerto, principalmente os tecidos musculares, contribuem pou 

co para a sua revascularização, quando comparados ao pprpp:dio 

osso. 
A capacidade de firme adesão dos dois tipos de en -

xerto deve, também diferir. Embora não se tenha realizado es­

tudos mecânicos para testá-la, a imbricação do enxerto com o 

osso neo-formado, e 

idéia de quanto ela 

deste com o osso receptor, pode dar uma 

vale. Como essa imbricação sempre foi ma-

ior no ER, desde os estádios iniciais de sua integração, po -

de-se supor que sua adesão tenha sido sempre maior. 

Este Último fator parece ser importante quando se 
trata de substituir grandes segmentos ósseos por algum enxer-
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-to, pois quanto mais rapidamente o enxerto aderir ao osso
receptor mais rapidamente ocorrerá imobilidade completa entre
os vários segmentos, facilitando a continuação dos processos
de revascularização e reintegração.

A colocação dos enxertos no leito receptor da manei 
ra como se fêz no Experimento I deu-lhes alto gráu de imobili 
dade, de modo que este também pode ter sido um dos fatores qJ,e 
levou à rápida integração de ambos. 

O emprego de radioisótopos, visando a obtenção de 
imagens cintilogrâficas de enxertos em processos de integra -
çao, pareceu, pelo que pudemos apurar dos trabalhos consulta­
dos, um método de grande potencial ainda não totalmente explo 
rado (haja visto o pequeno número de trabalhos existentes a 
respeito). 

Os trabalhos de Stevenson e cols. (1974) e de Kelly. 
e cols. (1975-1976) mostram, sem deixar margem ã dúvida, que 
os dados fornecidos pela cintilografia podem ser mais preco­
ces e mais confiáveis.que os das radiografias convencionais , 
no estudo da integração de enxertos ósseos de vários .·:tipos. 
Possivelmente, essa precocidade de imagem visual se deve ao 
fato de que nos enxertos em integração há um volume considerá 
vel de tecido jôvem em intensa proliferação e portanto, com 
uma alta atividade metabólica. 

De acordo com Thrall e cols. (1974) são justame8te 
nessas áreas de alta atividade metabólica que o Tc99m tende a 
se concentrar dando imagens visuais com excelente definição ce

contornos, devido ao contraste com as áreas de menor captação 
de isótopo. 

No nosso Experimento II nao tivemos a intenção de 
comparar os achados cintilogrãficos com as radiografias JPmas, 
baseados nos dados dos autores anteriormente citados, apenas 
comparamos a imagem cintilogrâfica da área doadora com a área 
receptora de ambos os tipos de enxerto. 

O traumatismo cirúrgico do periôsteo da área doado­
ra dos enxertos dos 2 tipos testados produziu uma reaçao pe -
riostal que pareceu nítida tanto nos cortes histológicos como 
nos cortes desgastados para o estuda da impregnação com Tetra 
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-ciclina. Apesar de � 

a area doadora do ER ter sofrido 2 ttau 
mas cirúrgicos, o primeiro para o preparo e o segundo para a 

retirada do ER, não houve evidência histológica de que a rea­

ção periostal aí fosse muito maior do que na área do EF. Por 

isso, acreditamos que usar essa área como controle para o que 

se passava na área receptora, onde sem dúvida também há rea -
ção periostal pelo trauma cirúrgico, foi uma conduta adequada 

à situação. Assim, a contagem da radioatividade e a 
cintilográfica na perna direita (controle) se devem 

imagem 
exclusi-

vamente à reação periostal do osso doador, enquanto que na 
perna esquerda (teste) são resultantes da somatória da ativi­

dade da reação periostal do osso receptor,acrescida à do pró­
prio enxerto. 

Em todo o experimento, a concentração de isótopos na 

área receptora sempre foi sensivelmente maior do que na area 
doadora. No nosso entender, este achado é uma prova incontes­

te de que ambos os enxertos, por apresentarem maior atividade 

metabólica, estavam em franca integração e já produzindo novo 

osso no 159 e no 459 dias. 

Vale lembrar aqui que o traumatismo cirúrgico na 
área receptora e na área doadora, tanto do ER como do EF, fo­

ram contemporâneos. Embora a análise dos cortes histológicos 

tenha mostrado pequena quantidade de novo osso aposto ao EF, 
ao final da 2a. semana de observação, os dados do exame cinti 
lográfico e da contagem da radioatividade, mostraram que a d� 
posição desse novo osso é um processo ativo de proliferaçãoG 

teogênica. Sob esse ângulo, os dados da cintilografia dos EF 

no 459 dia mostraram que além de um processo ativo, a deposi­
ção de novo osso no EF também é progressiva. 

A queda observada na média dos percentuais de dife­

rença de contagem da radioatividade entre o lado de teste e o 
de controle no ER, do 15 9 dia para o 45 9 dia de observação,em 

bora pequeno, mostra-se significativo. Da mesma forma, o in -

cremento observado na média dos percentuais para o EF, numeri 

camente maior, foi igualmente significativo. 
Se compararmos os estudos histológicos com os dados 
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da cintilografia é fácil entender que o ER na 8a. semana (569 

dia) por estar já totalmente integrado, como mostra o quadro 

histológico, deverá apresentar atividade metabólica diminui -

da. Pelo mesmo raciocínio o EF nessa mesma época, ainda em f.§: 

se de integração, deverá demonstrar elevada atividade metabó­

lica, patente na cintilografia. 

Por essa razão, a pequena 

significaria justamente que eles já 

queda observada nos ER 

atingiram um _dete-rminado 
equilíbrio entre a absorção e a neo-formação de tecido ósseo, 

comportando-se como se fosse um osso adulto normal. Seguindo 

esse mesmo raciocínio, o razoável incremento observado nos EF 
significa que estes ainda não atingiram tal equilíbrio, de mo· 

do que a tendência é �ue os percentuais de diferença entre 

os lados de teste e de controle continuem a aumentar até atin 
gi-lo, como nos ER. 

A análise em conjunto de todos os dados l'forneci:idos 

pelos �xames histológicos, pela fluorescência da Tetracicli­

na e pela contagem da radioatividade e cintilografia,J mostra

com evidência que o Enxerto Cortical Retardado se revasculari 

za e se integra muito antes do que o Enxerto Cortical Fresco 

o faz, de tal modo que os resultados experimentais encorajam

ainda mais o seu emprego clínico, principalmente quando tam -

.bém se necessita de apoio mecânico que um enxerto 

certamente proveria.

esponjoso

Outra grande 
� 

vantagem desse tipo de enxerto e que 

ele é autólogo e esse fato se torna importante quando se ve, 

na literatura médica moderna, cada vez mais acesa a polêmica 
entre os defensores dos enxertos homólogos e os defensores dis 

enxertos autólogos, sendo que os estudos experimentais reali­

zados, como o nosso, demonstram a excelência destes Últimos. 
Quando analizamos os enxertos quanto ã fonte ou ori 

gem de obtenção, as informações bibliográficas revelaram a 

existência de uma grande polêmica em torno da questão, princi 

palmente nas décadas de 50 e 60. Nessa época, numerosos auto­

res defendiam os enxertos autólogos como os mais cabíveis de 
serem usados em cirurgia de enxertia Óssea (Sieber, 1954 e 
outros), enquanto por outro lado, muitos outros batiam-se pe-
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-los enxertos homólogos, argumentando serem eles praticamente

idênticos aos autólogos, do ponto de vista do estímulo da neo

-osteogênese (Magnolfi ,. 1958 e outros).

rea Todavia, trabalhos experimentais bem conduzidos 

lizados por Axhausen (1962) e Puranen (1966) mostraram, sem 

deixar margem à dúvidas, que os enxertos autólogos são inega­

velmente superiores a qualquer outro tipo de enxerto.Sherk e 

Nicholson (1971), ao analisarem o comportamento dos enxertos 
homólogos, demonstraram que estes não alteraram a evolução da 

consolidação de fraturas de fêmur em ratos, ao passo que os 

enxertos autologos participavam ativamente do processo. 
Estudos de caráter eminentemente imunológico como 

os de Burwell e cols. (1961 a 1964), de Bonfiglio e Wayburn 

(1972) e de Elves e Salama (1974), mostraram que o., sistema 
imunológico do receptor reage vivamente à presença de enxer -

tos ósseos homólogos e, principalmente, heterólogos, de modo 

que esses tipos de enxertos podem ser considerados como agen-
tes agressores. 

Tendo em vista o que foi exposto, podemos afirmar 
que o enxerto cortical retardado é superior a qualquer outro 

tipo de enxerto homólogo, ou mesmo heterôlogo como o do tipo 

testado por Baadsgaard (1971), na realidade um enxerto retar­
dado de Osso de Kiel. Aquí, o osso neo-formado sobre as pla-

cas de Osso de Kiel, portanto autólogo, se integrava 

bem, mas o destino final da placa de osso de Kiel não 

muito 

era 

muito diferente de qualquer outro implante desse tipo, pouco 

ou nenhum sinal de real integração ocorria. 
O enxerto cortical retardado, na forma por nós de -

senvolvida, apresenta não só a vantagem inicial de ser autólo 

go, como suas virtudes parecem suplantar de longe, a desvant� 

gem que representaria a necessidade da cirurgia prévia para 
o seu preparo.
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VI - CONCLUSÕES 

O esquema experimental utilizado e os métodos de 

avaliação empregados se coadunam com as seguintes conclusões: 

1 - O Enxerto Cortical Autôlogo Retardado se revasculariza e 

se integra no leito receptor cerca de duas vezes mais ra­
pidamente do que o Enxerto Cortical Autólogo Fresco. Os 

fenômenos que caracterizam a integração dos dois tipos 

de enxertos são comuns a ambos porém, mais precoces e rá­

pidos no primeiro. 

2 - O periôsteo parece nao desempenhar papel importante na 

reabitação do Enxerto Retardado, nem na do Enxerto Fresco. 

3 - A revascularização dos dois tipos de enxerto pareceu ser 

proveniente apenas das faces endostal e marginais da corti 

cal receptora. Houve predomínio da revascularização lon­

gitudinal, através do alargamento dos canais de Havers, 
com a subsequente penetração de células formadoras de no­

vo osso. 
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Com a finalidade precípua de 

integração e atividade metabólica do 
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avaliar a velocidade de 

Enxerto Õsseo Autólogo Re 

tardado, em relação ao Enxerto Õsseo Autólogo Fresco, foram 

realizados dois grupos de experimentos, utilizando-se caes adul 

tos como animal de investigação. 

No primeiro grupo, dividido em 3 sub-grupos, conforme 

o tempo de observação após o transplante fosse 2, 4 ou 8 sema­

nas, analisou�se os eventos sob o ponto de vista histológico e

da impregnação com Tetraciclina. Aqui, o experimento foi do ti

po auto-controle, em que um enxerto obtido de uma das · í.tíbias

era transplantado para a tíbia oposta, e vice-versa.

No segundo grupo, dividido em 2 sub-grupos, conforme o 

tipo de enxerto (Retardado ou Fresco), avaliou-se a ativida­

de metabólica dos enxertos utilizando-se a captação de radioi­

sótopo (Tc99m) e o mapeamento linear como processo de investi­

gação. Aquí o experimento foi do tipo hétero-controle, tendo 

sido um sub-grupo de Enxerto Retardado e outro de Enxerto 

Fresco. 

Os resultados mostraram claramente que o Enxerto Retar 

dado se revasculariza e se integra cerca de 2 vezes mais rapi­

damente do que o Enxerto Fresco, como se depreendeu da análi­

se dos.dados histológicos e de impregnação com .Tetràciclina. 

Talvez por isso mesmo, atinge um estado de equilíbrio ,entlle 

reabsorção e neoformação óssea muito antes do Enxerto Fresco , 

como mostrou a análise dos dados cintilográficos e de capta -

ção do radioisótopo. 
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IX - SUMMARY 

With the aim of evaluating the healing process and the 

metabolic activity of the Delayed Autdgenous Bone Graft, two 

groups of experimentas were performed. Adult dogs were used. 

In the first group divided in three sub-groups accor - 

ding to the timing after transplantation of the grafts (2 ,4·'-or 

8 weeks), histological changes were observed as well as those 

concerning to the fluorescence of tetracycline deposited in 

the newly_formed bone within the graft. This first experiment 

was of the auto-control type, in which the graft obtained from 

the right tibia was transplanted to the left one and vice 

ver­sa. 

In the second group, divided in two sub-groups accor - 

ding tiJ.,Jthe type of the graft used (Delayed or Fresh) the met!!. 

bolic activity of both types was evaluated by means of bone 

s canning and radioàcti vi ty counting in a linear e. ,, .. ,;sçann!)t ,_ 

employing Technetium-99m-pyrofosfate as bane - seeking isoto - 

pie compound. This experiment was of the hetero-control type. 

The results show that the delayed bone graft re-vascu­

larizes and heals about two times faster than the fresh one,as 

seen by the histological and fluorescence data. That might be 

the reason why the delayed graft reaches a status of balance 

between bane resorption and bone formation much before the 

fresh graft as shown by the scintillographic studies. 
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