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TM: Tricrébmio de Masson

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

VEGF: fator de crescimento vascular endotelial
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RESUMO

Este estudo objetivou descrever a reparacao 6ssea ao se utilizar enxerto esponjoso
liofilizado de céo, e determinar se a associacao de plasma rico em plaquetas (PRP)
ou medula Ossea autégena (MO) ao enxerto seria benéfica ao processo de
regeneracao 0ssea. Foi feita ostectomia segmentar no radio de 42 coelhos machos,
da raca Nova Zelandia Branco, com 160 a 170 dias de idade e peso variando de 2,6
a 3,5Kg. Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o preenchimento
da falha: GE, enxerto puro; GEM, enxerto associado a MO; GEPRP, enxerto
associado ao PRP e, controle, falha vazia. Para andlise histologica foi feita eutanasia
de metade dos animais de cada grupo 45 dias ap0s a cirurgia e o restante aos 90
dias. Obtiveram-se radiografias no pés-operatério imediato, aos 45 e 90 dias. No
periodo de acompanhamento ndo foram observadas fistulas ou secrec¢des. Ocorreu
integracao do enxerto e formacao de ponte 6ssea radiografica em 84,2 % e 75% das
interfaces, respectivamente. O preenchimento 6sseo foi maior nos animais dos
grupos tratados em relacdo ao grupo controle (p < 0,05), o qual apresentou atividade
0ssea, porém, com preenchimento incompleto das falhas em cinco animais (n=6).
Histologicamente observou-se predominancia de unido 6ssea e cartilagem
mineralizada (20, n=36), boa integracdo do enxerto (28, n=36) e grande quantidade
de osso novo formado. A associacdo de MO ou PRP ao osso liofilizado foi benéfica
ao processo de consolidacdo, gerando maior formacdo de ponte déssea entre o
enxerto e o 0sso hospedeiro em comparacdo ao GE (p> 0,05). A adicdo de MO
induziu maior preenchimento do enxerto, radiograficamente perceptivel, em relacéo
demais grupos aos 45 dias (p<0,05). O GEPRP apresentou maior quantidade de
0SS0 novo aos 45 dias e maior substituicdo do enxerto pelo 0sso novo em relagcéao
aos grupos experimentais GE e GEM. A liofilizacdo e esterilizacdo forneceram
enxertos com baixa antigenicidade e livres de contaminacdes. O enxerto 6sseo
esponjoso canino liofilizado mostrou-se osteointegravel e com propriedades de
osteoconducdo e osteoinducdo. Ainda, atuou como bom preenchedor de falhas

0sseas guiando o processo de regeneracao.

Palavras-chave: cirurgia, enxerto 0sseo esponjoso, liofilizacao.
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ABSTRACT

This study aimed to describe the bone repair using canine freeze-dried cancellous
bone graft , and determine whether the association of platelet rich plasma (PRP) or
autogenous bone marrow (BM) graft would be beneficial to the process of bone
healing. Segmental ostectomy was made on the radio of 42 male rabbits, New
Zealand White, with 160 and 170 days of age and weighing 2.6 to 3.5 kg. The
experimental groups were divided according to the filling gap: GE, only cancellous
bone graft; GEM, cancellous bone graft with MO; GEPRP, cancellous bone graft with
PRP, and control, empty gap. For histological analysis euthanasia was performed on
one half of the animals in each group 45 days after surgery and in the remaining it
was made 90 days after. Radiographs were obtained in the immediate postoperative
period, at 45 and 90 days. In the follow-up period there were no fistulas or secretions.
Cancellous bone graft integration and radiographic bridging occurred in 84.2% and
75% of the interfaces, respectively. The bone fill was greater in GE, GEM e GEPRP
than in control group (p < 0,05), which showed bone activity, however, with
incomplete filling of gaps in five animals (n=6). Histologically there was
predominance of mineralized cartilage and bone union (20, n = 36), good graft
integration (28, n = 36) and large amount of new bone formed. The association of
PRP or MO to the graft was beneficial to bone healing process, creating bone
bridging between the graft and host bone greater than GE (p> 0.05). The addition of
bone marrow induced higher radiographically graft filling than the other groups at day
45 (p <0.05). GEPRP had higher amounts of new bone at 45 days and increased
replacement by new bone graft than others experimental groups. Freeze-drying and
gamma irradiation provided low antigenics grafts and free of contamination. The
freeze-dried canine cancellous bone graft showed to be osteointegrative as well as
osteoconductive and osteoinductive properties. Furthermore, it served as good bone

gaps filler guiding the healing process.

Keywords: surgery, cancellous bone graft, freeze- drying.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enxertos ou substitutos 0sseos representa um procedimento
frequentemente utilizado para acelerar a regeneracdo 60ssea em uma extensa gama
de condi¢cbes na ortopedia bem como em cirurgias bucomaxilofaciais, incluindo as
nao-unides, unibes atrasadas, preenchimento de falhas Osseas resultantes de
fraturas cominutivas ou fraturas nao reconstrutiveis, preenchimento alveolar apos
extragdo dentaria, preenchimento de lesfes Osseas cisticas, dentre outros
(FINKEMEIER, 2002).

Os enxertos diferem entre si de acordo com sua estrutura e composicao
podendo basicamente prover um ou mais dos componentes essenciaiS como matriz
O0ssea osteocondutora; proteinas osteoindutoras e células vivas osteogénicas
(DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012). Para agregar fungdes ao
enxerto, € comum sua combinacdo com outros componentes que estimulem a
regeneracdo 6ssea como, por exemplo, plasma rico em plaquetas, que fornece
fatores de crescimento e medula 6ssea, que fornece células osteoprogenitoras
(HERNIGOU et al., 2005; MAIA; SOUZA, 2009).

Atualmente, um grande numero de enxertos e substitutos 0sseos esta
disponivel para utilizacéo, variando do enxerto autdgeno a implantes produzidos pela
engenharia de biomateriais (DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

Embora o enxerto 6sseo autégeno mantenha-se como “padrdo ouro” para
estimular a reparacdo 6ssea, a dor e recuperacdo pos-operatorias associadas ao
sitio de coleta, necessidade de intervencao cirargica adicional e fornecimento muitas
vezes insuficiente de enxerto associada a esta técnica, gera a necessidade de se
buscar diferentes estratégias e substitutos 6sseos. Uma alternativa utilizada em
detrimento ao enxerto autdgeno é a enxertia alégena, ou seja, oriunda de outros
individuos, porém da mesma espécie (FINKEMEIER, 2002).

Enxertos aldégenos e xendgenos podem ser armazenados em bancos de
0ssos, tornando-se facilmente disponiveis durante o ato cirdrgico em grandes

guantidades. Ademais, ndo causam danos as estruturas 6sseas do hospedeiro nao



havendo necessidade de cuidados poOs-operatorios relacionados a coleta do enxerto
(FINKEMEIER, 2002).

Para formacdo de banco de 0ssos € necessario que este tecido seja
devidamente processado e armazenado (ROOS; CAMISA JUNIOR; MICHELIN,
2000). A liofilizacdo tem se mostrado cada vez mais um método eficiente na
conservacao de tecidos para uso em longo prazo (GALIA et al., 2005). Trata-se de
um método de preservacao por desidratacdo causando minima alteracao bioquimica
do tecido (BOSS, 2004).

O osso esponjoso liofilizado é rotineiramente armazenado em bancos de
0sso0s na medicina e utilizado como enxerto. Sua aplicacao é feita tanto de maneira
alégena como xendgena tendo em vista a semelhanca fisico-quimica apresentada
por estes ossos de diferentes origens apés a liofilizagdo (GALIA et al., 2009). ApGs o
processamento, 0 0SSO esponjoso mantém propriedades ostecondutoras e
osteoindutoras (DINOPOULQOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012). Por ser
facilmente adaptavel ao leito receptor, ja que pode ser esculpido ou triturado em
pequenos pedacos, mostra-se uma alternativa Gtil para preenchimento de falhas
0sseas ou mesmo para somar a quantidade de enxerto autdlogo quando o
suprimento deste é limitado (FINKEMEIER, 2002).

Embora na medicina veterinaria existam necessidades semelhantes aquelas
encontradas na medicina no que diz respeito a enxertia, o 0sso liofilizado esponjoso
ainda é pouco utilizado na veterinaria (MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Este estudo prop6s avaliar radiografica e histologicamente o comportamento
do osso esponjoso canino liofilizado na consolidacdo 6ssea, utilizando o coelho
como modelo experimental. Adicionalmente, foram avaliados os possiveis beneficios
a consolidacao Ossea resultantes da associacdo do 0sso esponjoso liofilizado canino
ao plasma rico em plaquetas e a medula 6ssea autégena.

Espera-se, através dos resultados obtidos, evidenciar os beneficios do uso de
0SS0S esponjoso canino na ortopedia veterinaria. Estas informacdes serdao de grande

valia para a producdo de bancos de 0ssos esponjosos no futuro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Regeneracao 0ssea

A reparacdo 0ssea é um processo complexo, porém bem ordenado, iniciado
em resposta a injurias, resultando em reestabelecimento da estrutura e fungdo do
esqueleto (DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005).

Em termos classicos, a consolidacdo éssea é dividida em priméria ou direta e
secundaria ou indireta (DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005).

Na maioria das vezes o tipo de consolidacdo que ocorre é indireto. Neste
processo, assim como na regeneracdo de outros tecidos, séo identificadas fases
distintas e que se sobrepdem, sendo estas: fase inflamatoria, fase reparadora e fase
remodeladora (CROSS, 2012).

Quando ocorre a injuria ao 0sso, ha ruptura de vasos e formacdo de
hematoma, que inicia entdo a fase inflamatéria. Ha influxo de células inflamatérias e
liberacdo de interleucinas (IL-1 e IL-6) e TNF-a os quais tém efeito quimiotatico para
outras células inflamatérias (KON et al., 2001). Células mesenquimais pluripotenciais
oriundas do periosteo e tecidos moles adjacentes sdo induzidas a se diferenciarem
em fibroblastos, condroblastos e osteoblastos que iniciardo a reparacdo 6ssea.
Estas células produzirdo tecido fibroso, cartilagem e tecido 6sseo respectivamente,
de acordo com a via de ossificacdo que a consolidacdo assumir (TSIRIDIS;
UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007; CROSS, 2012). A angiogénese a estimulada por
diversos fatores de crescimento e é critica na manutencdo do processo de reparacao
(GERSTENFELD et al., 2003).

A consolidacdo secundaria ocorre por meio da formacdo de calo 6sseo
formado por tecidos progressivamente mais rigidos e com maior capacidade de
estabilizar o foco da lesdo (CROSS, 2012). Quando da consolidacdo secundaria a
reparacdo Ossea pode ocorrer por meio de ossificacdo intramembranosa ou
endocondral de acordo com a estabilizacdo mecanica interfragmentaria. Quando ha
relativa estabilidade, a diferenciacéo de células mesenquimais pode ser diretamente

para o fendtipo osteoblastico, havendo assim a producdo rapida e direta de 0sso



novo formando um calo ésseo rigido. A ossificacdo endocondral ocorre em sitios
mecanicamente menos estaveis. Neste caso as células mesenquimais se
diferenciam em condroblastos, havendo a producdo primeiramente de cartilagem
que posteriormente se calcifica (calo 0sseo macio) (DIMITRIOU; TSIRIDIS;
GIANNOUDIS, 2005).

A medida que o processo reparativo progride até seu vago ponto final, ha sua
sobreposicao ao processo de remodelacdo no qual ha reabsorcdo Ossea e lento
reestabelecimento do sistema Haversiano. Ao longo de anos 0 0sSso continua esta
remodelagao se aproximando de sua forma original (CROSS, 2012).

Para que ocorra consolidacdo primaria dois requisitos fisicos devem estar
presentes, incluindo ambiente interfragmentério estavel, com deformidade angular
interfragmentéria (do inglés “strain”) menor que 2% e menos de 1 mm de distancia
entre os fragmentos 6sseos (CROSS, 2012).

Durante este processo pouca ou nenhuma resposta periosteal e formacgao de
calo 6sseo é percebida (TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007).

Quando ha 1 mm ou menos entre os fragmentos 6sseos, ha a formacéo de
0sso lamelar o qual preenche o pequeno espaco interfragmentéario. O osso lamelar é
orientado de forma transversal em relacdo ao eixo 6sseo longitudinal. Por volta da
terceira semana apds a injuria 6ssea pode ser observado o remodelamento
longitudinal Haversiano através do osso lamelar (CROSS, 2012).

Quando h& auséncia de espaco e movimentacao interfragmentaria, ndo ha a
formacdo de osso lamelar entre os fragmentos. O reestabelecimento dos canais
Haversianos ocorre diretamente atravées da linha de fratura restaurando a
continuidade 6ssea (CROSS, 2012).

Estas classificacdes remetem a eventos histoldégicos observados durante a
reparacdo Ossea. Ainda assim, estudos relacionados a este tema fornecem
entendimentos mais profundos no aspecto bioquimico — molecular que estéo,

contudo, além do escopo da presente pesquisa.



2.2 Enxertos Osseos

Quando o cirurgido ortopédico se depara com a necessidade de reposicao
0ssea, frequentemente faz o uso de enxertos 0sseos dos mais diferentes tipos ou
mesmo de substitutos 0sseos. Atualmente, enxertos 0sseos sao utlizados em
aproximadamente 2,2 milhdes de procedimentos ortopédicos anualmente na
medicina e, na veterinaria da mesma forma sua utilizacdo é cada vez mais presente
na rotina do cirurgido ortopédico (MILLIS; MARTINEZ, 2007; DINOPOULOS;
DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

Os enxertos 6sseos possuem diferentes propriedades sendo que a escolha
do cirurgido a respeito de qual o tipo adequado a ser utilizado deve ser baseada no
que serd requerido do enxerto (suporte estrutural, formacdo O6ssea, ambos), na
disponibilidade do enxerto, na condi¢éo do leito receptor e, por fim, o custo deve ser
ponderado. Ademais, € necessario ter em mente que fixagdo estavel & necesséria
independente do enxerto para se obter bom resultado no tocante a regeneracao
ossea (FINKEMEIER, 2002).

2.2.1 Classificacoes

Os enxertos 6sseos sao classificados de acordo com seu local de origem e
composicao. De acordo com Denny e Butterworth, (2006), enxertos 60sseos podem
ser obtidos do proprio individuo (autélogo/autégeno), de individuos da mesma
espécie (homodlogo/alégeno) ou ainda de individuos de espécies diferentes
(heterdlogo/ xendégeno), sendo que os dois Ultimos devem passar por algum tipo de
processamento para conservacao e estocagem em banco de 0ssos previamente a
implantacéo no hospedeiro.

Em relacdo a composicdo, tecidos 0§sseos esponjosos, corticais,
corticoesponjosos e osteocondrais, podem ser utilizados para enxertia. O tecido
esponjoso consiste de tecido 0sseo trabecular removido do interior de ossos longos
na regido metafisaria, sendo mais comumente utilizado para preenchimento de
falhas 0sseas. Ja o tecido cortical € composto por 0sso compacto, que promove

principalmente suporte estrutural. O cortico-esponjoso é a associagcdo dos dois



anteriores, enquanto que o tecido osteocondral resulta da associacdo entre
cartilagem articular e osso subcondral (MILLIS; MARTINEZ, 2007).

2.2.2 Funcodes

As caracteristicas bioldgicas de cada enxerto variam, fazendo que 0s mesmo
apresentem diferentes propriedades de osteoinducéo, osteoconducao, osteogénese
e suporte estrutural (DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

A osteoindugdo é o processo pelo qual células tronco mesenquimais
pluripotenciais e células osteoprogenitoras séo induzidas a diferenciarem-se em
osteoblastos, que entdo proliferam e produzem matriz mineralizada. Esta indugcao
ocorre apds exposicdo das células mesenquimais a matriz 6ssea e a varias
moléculas incluindo a proteina 6ssea morfogénica (BMP) e outros fatores de
crescimento (CAVASSANI; MORAES; PADILHA FILHO, 2001; MILLIS; MARTINEZ,
2007; DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

A osteoinducdo estd presente em maior intensidade em enxertos frescos.
Apdés serem submetidos ao congelamento ou liofilizacdo, os enxertos corticais
alébgenos ou xendgenos perdem a capacidade osteoindutora. No caso dos 0Ss0S
esponjosos a capacidade osteoindutora também é reduzida pelo processamento,
muito embora haja certa manutencdo desta funcdo (DINOPOULOS; DIMITRIOU;
GIANNOUDIS, 2012).

Outra propriedade importante dos enxertos 0sseos € a osteoconducdo,
processo tridimensional de crescimento de capilares, tecidos perivasculares e
células osteoprogenitoras do leito receptor para o interior do enxerto, o qual servira
de molde para o intracrescimento desses tecidos (GOLDBERG; STEVENSON, 1987;
CORNELL; LANE, 1998; MARTINEZ; WALKER, 1999; FINKEMEIER, 2002). A
osteoconducdo € dependente da arquitetura do enxerto, sendo mais rapida em
tecido esponjoso do que em tecido cortical, devido a maior porosidade do primeiro
(CORNELL; LANE, 1998).

A osteogénese € a formacdo de osso novo por ceélulas do enxerto que
sobreviveram a transferéncia do local doador para o leito receptor. Por resultar da

transferéncia de células vivas, sO ocorre em enxertos autdogenos (MILLIS;



MARTINEZ, 2007; DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012). Alguns
estudos in vitro sugerem que 60% das células transplantadas, mantidas em solucéo
salina a temperatura ambiente podem sobreviver até trés horas apos a coleta
(MILLIS; MARTINEZ, 2007).

O 0ss0 esponjoso autdbgeno é mais osteogénico em comparacao ao enxerto
cortical autégeno. Embora os enxertos preservados ndo possam produzir 0SSO
imediatamente devido a auséncia de células vivas viaveis, enxertos frescos e
preservados podem contribuir para regeneracao 0ssea por meio da osteoinducao e
osteoconducao (FINKEMEIER, 2002; MILLIS; MARTINEZ, 2007).

O suporte estrutural é outra propriedade que um enxerto pode apresentar. E
uma caracteristica observada apenas nos enxertos corticais, autégenos ou nao, 0s
quais tém basicamente a funcdo de prover suporte estrutural e osteoconducdo
(WEIGEL, 1996; ZILIOTTO et al., 2003; MILLIS; MARTINEZ, 2007; PADILHA FILHO;
PENHA; SOUZA, 2008). Eles conferem primariamente sustentacdo mecanica,
agindo como preenchedores de espagco ou escoras de sustentacdo de peso,
juntamente com o dispositivo de fixagdo interna rigida que o fixa ao leito receptor
(FINKEMEIER, 2002). Os aloimplantes corticais sao excelentes meios de suporte
mecanico, possuem potencial osteocondutor embora este seja maior em 0SS0S
€esponjosos, porém, estimulam pouca resposta osteogénica por serem acelulares. A
dificuldade encontrada frente ao uso desta técnica € a grande variacdo dos
tamanhos dos esqueletos dos animais, o que reduz consideravelmente a
possibilidade de se encontrar um doador que seja compativel com a conformacgéao
fisica do animal receptor.

Osso esponjoso, tanto autdgeno quanto alégeno, € um bom preenchedor de
lacunas e falhas ésseas, contudo ndo proporciona substancial suporte estrutural
imediato. Alguns autores afirmam que este tipo de enxerto pode fornecer algum
suporte mecanico em relacdo a compressao (FINKEMEIER, 2002; DINOPOULOS;
DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).



2.2.3 Coleta dos enxertos

O enxerto 0sseo esponjoso pode ser colhido da metéafise de qualquer osso
longo e pode ser implantado de maneira autdogena. Os sitios de coleta mais comuns
incluem a crista iliaca, Umero proximal e tibia proximal. Porém, esta técnica muitas
vezes fornece quantidade insuficiente de material, além de aumentar o risco de
infec¢des cirdrgicas, de dor pds-operatdria e a ocorréncia de transtornos durante o
procedimento para reposicionamento do animal para coleta (SANTOS; RAHAL,
2004; DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

O osso cortical autdogeno tem seu uso limitado, devido a dificuldade que se
enfrenta em encontrar um local doador que ndo cause prejuizo pds-operatorio ao
paciente. Segmentos 6sseos corticais autdgenos podem ser coletados da ulna ou
das costelas, por exemplo, sem maiores complicacdes. Ainda assim, permanecem
0s inconvenientes de um segundo procedimento cirdrgico, reposicionamento do
paciente, aumento do tempo de anestesia e dor e necessidade de cuidados poés-
operatorios relacionados ao sitio de coleta (DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Quando se trata de enxertos corticais e esponjosos alégenos ou xendgenos,
sua coleta deve ser feita em animais jovens, porém, esqueleticamente maduros,
livres de doencas neoplasicas ou infecto-contagiosas. O doador pode ter sido
submetido a eutanasia ou ter vindo a Obito desde que a coleta dos enxertos seja
realizada imediatamente (DENNY; BUTTERWORTH, 2006). Estes sdo armazenados
em bancos de tecido 6sseo para enxertia.

Bancos de ossos fornecem comodidade e praticidade ao cirurgido visto que
possibilitam a rapida obtencdo de fragmentos 6sseos em grandes quantidades e
formas variadas para serem utilizados como enxerto no procedimento cirargico
(ROOS; CAMISA JUNIOR; MICHELIN, 2000).

Os enxertos obtidos em bancos de ossos devem ser processados e
conservados de forma que possam ficar armazenados até o momento do
procedimento cirdrgico no qual serdo utilizados. Existem diversos meétodos de
conservacao de 0ssos tais como glicerina, mel, congelamento, tintura de iodo a 2%,

liofilizacdo e esterilizagcdo em oxido de etileno e irradiacdo gama (ALIEVI, 2006).



Devido ao fato de tais ossos terem sido retirados de outros individuos para
uso alégeno ou mesmo xendgeno, ha o risco de transmissdao de doencas e
contaminagdo dos enxertos durante a manipulacdo. Sendo assim, quando da
escolha do doador, ha a necessidade de se seguir rigorosamente os critérios de
inclusdo para doacdo de o0ssos no tocante a auséncia de doenca infecciosa
sistémica ou neoplasica do doador, sendo também necessaria a escolha de métodos
confidveis de conservacdo de tecidos visto que alguns deles ndo apresentam
eficiéncia na eliminacado de todos os tipos de micro-organismos, sobretudo de formas
esporuladas (ALIEVI, 2006; ROOS; CAMISA JUNIOR; MICHELIN, 2000).

Tendo em vista que durante a estocagem dos 0ssos por longos periodos
pode haver contaminacdo destes tecidos, € imperativa a realizacdo de avaliacdes
microbiologicas periddicas a fim de averiguar a integridade dos enxertos
(FARRINGTON et al. 1998).

2.3 Liofilizacao

Para o procedimento cirargico de enxertia é necessario que 0S 0SS0S para
implante sejam previamente retirados do animal doador e preservados de uma forma
adequada (PAPAS, 1968; ROOS; CAMISA JUNIOR; MICHELIN, 2000). Diferentes
métodos de processamento e armazenamento de tecido 6sseo tém sido propostos e
intensamente estudados. Entre esses métodos esta a liofilizacdo, que permite o
processamento, a esterilizacdo e 0 armazenamento de enxertos 0sseos
(FEOFILOFF; GARCIA, 1996).

A técnica de liofilizacdo consiste basicamente no congelamento rapido do
0sso, previamente lavado e desengordurado, seguida da retirada da umidade do
tecido. Esta desidratacdo ocorre pelo fenbmeno da sublimacé&o, ou seja, passagem
da agua do estado solido diretamente para o gasoso, sem passar pelo estado
liquido. Este fendbmeno é obtido por meio do liofilizador, o qual mantém em seu
interior condicbes de baixa temperatura e pressdo necessarias para que ocorra a
sublimacdo. Desta forma ocorre minima alteragcdo bioquimica do tecido e
preservacdo de sua estrutura celular, o que ndo ocorreria no processo de
desidratacéo convencional por evaporacdo (CRENSHAW, 1991; BOSS, 2004).
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Por ndo se tratar de um processo estéril, o material liofilizado requer
subsequente esterilizacdo o0 que permite desta forma seu uso com seguranca para
posterior enxertia cirargica. A esterilizacdo € realizada preferencialmente por
irradiacdo gama ou autoclavagem (FEOFILOFF; GARCIA, 1996; HACHIYA et al.,
1999; CORNU et al., 2000). Segundo alguns autores, tanto a liofilizagdo como o
processo de esterilizacao resultam em alteracdes biomecanicas e maior fragilidade
do enxerto 6sseo (STEVENSON, 1998, CORNU et al., 2000). Ainda assim, vale
ressaltar que alguns autores afirmam que o processo conjunto de liofilizacdo e
reidratacdo do 0sso ndo altera sua propriedade biomecénica de compresséo
(MACEDO et al., 1999), sendo necessarios mais estudos a respeito.

A liofilizagdo tem se mostrado cada vez mais um método eficiente na
conservacao de tecidos para uso em longo prazo (GALIA et al., 2005; VULCANI,
MACORIS; PLEPIS, 2008). O osso liofilizado pode ser armazenado por um periodo
de aproximadamente cinco anos (CRENSHAW, 1991), além disso, pode permanecer
em temperatura ambiente (PAPAS, 1968; TOMFORD et al., 1983). Esses fatores
facilitam sobremaneira 0 manuseio transoperatério, o envio do material para
hospitais de diferentes localidades e sua estocagem, que pode ser feita em pacotes
ou pequenos frascos de vidro bastando que sejam acondicionados em locais limpos
e secos (OLIVEIRA et al., 2007).

O processo de liofilizacdo 6ssea proporciona diminuicdo da antigenicidade do
enxerto e consequentemente menor risco de rejeicdo pelo receptor. Adicionalmente,
a liofilizacdo, associada a esterilizacdo, € considerada um dos processamentos de
tecidos com menor risco de transmissdo de doengas (KUBLER et al., 1993),

propriedade esta de suma importancia tanto na medicina, quanto na veterinaria.

2.4 Medula 6ssea

A medula 6ssea tem como uma das principais e mais conhecidas funcdes a
hematopoiese de células eritréides, granulociticas, megacariociticas e linfocitarias.
Nos animais em crescimento, o tecido medular e consequentemente a hematopoiese
ocorre no interior dos 0ssos longos e chatos. A medida que o animal envelhece,

ocorre sua substituicdo por tecido adiposo, confinando a medula ativa nos locais
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onde h& osso esponjoso, tais como, epifises e metafises de 0ssos longos e crista
illaca (MULLER et al., 2009).

No estroma medular sdo encontradas células tronco hematopoiéticas as quais
sao pluripontentes, com capacidade de diferenciagdo em células sanguineas e
células do sistema imunolégico (HERNIGOU et al., 2005).

Adicionalmente, a medula 6ssea contém em seu estroma precursores de
células osteogénicas. Também conhecidas como células-tronco mesenquimais
(MSCs) ou unidades formadoras de col6nias fibroblasticas, tratam-se de células
tronco nao-hematopoiéticas multipotentes que tém a capacidade de se renovar e
diferenciar em vérias linhagens de tecido conjuntivo, incluindo osso, cartilagem,
tecido adiposo, tenddo e musculo, 0 que a torna uma esperanca para o tratamento
de diversas doencgas (MULLER et al., 2009).

Sabe-se que as MSCs desempenham papel fundamental durante a
consolidacdo Ossea, sendo recrutadas de diversos tecidos, incluindo a medula
Ossea, periésteo, endosteo, tecidos moles adjacentes para se diferenciarem em
células da linhagem osteogénica (osteoblastos) e gerando assim a formacdo 6ssea
(DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005).

A reducdo do numero de células progenitoras na medula 6ssea, decorrente
de alguma alteracéo fisiol6gica nos animais, ou em fumantes e alcodlatras no caso
de humanos, esta associado a atrasos na consolidacdo 6ssea (POULTON et al.,
1993; HERNIGOU et al., 2005).

Amostras de medula 6ssea de tibia apresentando ndo-unido 6ssea possuem
guantidade significativamente menor de células progenitoras comparadas com a
medula o6ssea de pacientes normais (HERNIGOU; BEAUJEAN, 1997). Esta
deficiéncia pode também ocorrer mediante trauma, infeccdo, falhas teciduais e
comprometimento vascular, assim como é obsevado em nédo-unides. Desta forma, a
reparacao normal do tecido 6sseo pode ser limitada pelo decréscimo na populacao
de MSCs locais, sendo importante nestes casos a incorporacdo de celularidade
multipotente ao sitio de reparacdo (HERNIGOU et al., 2005).

A capacidade osteogénica da medula 6ssea foi inicialmente demonstrada em
coelhos por Goujon (1869). Em virtude disso, aspirados de medula 6ssea tém sido

utilizados para estimular a formacado O0ssea por meio da provisdo de MSCs e de
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fatores de crescimento secretados por estas células. Este potencial tém sido
explorado por meio de seu uso isoladamente ou em associacdo com enxertos
(FINKEMEIER, 2002; HERNIGOU et al.,, 2005; DINOPOULOS; DIMITRIOU;
GIANNOUDIS, 2012).

A colheita de medula éssea pode ser realizada na crista iliaca, no trocanter
maior do fémur, na area transiliaca, e na regido epifisaria proximal do umero. O
material deve ser coletado em condi¢cdes assépticas, com o paciente sob anestesia
geral e devem ser utilizadas seringas contendo anticoagulantes para realizar a
succdo do estroma medular (MULLER et al., 2009). O aspirado de medula 6ssea
pode ser submetido a centrifugacdo com intuito de promover a separacao entre as
células medulares e o restante do plasma (DINOPOULOS; DIMITRIOU;
GIANNOUDIS, 2012).

Injecdes de medula O6ssea autdgena possuem diversas vantagens: é uma
técnica segura, relativamente simples e de baixo custo; esta associada a poucas
complicagBes no sitio de coleta e, a possibilidade de ser aplicada por via percutanea
pode encorajar os cirurgides a instituir um tratamento precoce e pouco invasivo nos
casos em que se deseja otimizar a regeneracdo Ossea (FINKEMEIER, 2002;
HERNIGOU et al., 2005).

A aplicacdo de medula 6ssea isoladamente tem potenciais inconvenientes
como a tendéncia do material injetado de escorrer para fora do foco da fratura. Por
este motivo, muitos autores tém estudado a viabilidade de se aplicar a medula 6ssea
associada a um carreador, um enxerto 6sseo (FINKEMEIER, 2002). Assim, a
associacdo de medula 6ssea a enxertos 0sseos pode ter importante papel na
regeneracao 6ssea tendo em vista a incorporacdo de celularidade multipotente ao

enxerto.
2.5 Plasmarico em plaquetas (PRP)
As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados, discoéides,

derivados dos megacariocitos. Esses fragmentos apresentam importante funcéo no

processo de coagulacdo do sangue e sdo essenciais no processo inflamatorio, na
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reparacao tecidual através da interacdo célula-célula e liberacdo de mediadores
quimicos (MAIA; SOUZA, 2009).

As plaguetas apresentam em seu interior diversas substancias como,
glicogénio, lisossomos e dois tipos de granulos: granulos densos, que contém
adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina e célcio; e
granulos alfa, que contém fatores de coagulacado, fatores de crescimento (FC) e
outras proteinas (EVERTS et al., 2006).

Normalmente as plaquetas estdo no estado inativo necessitando de um
gatilho para ativagdo (MAIA; SOUZA, 2009). Apos ativacao, as plaguetas mudam
sua forma emitindo pseuddpodes e realizam degranulagcdo. Com isso liberam para o
meio extracelular diversas substéncias como serotonina, fibrinogénio, enzimas
hidroliticas, célcio e, principalmente, os fatores de crescimento, sendo estes, TGF- 3
(fator de crescimento e transformacgéao beta), PDGF (fator de crescimento derivado
da plaqueta), EGF (fator de crescimento epidermal), TGF- a (fator de crescimento de
transformacéo alfa), VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), CTGF (fator de
crescimento de tecido conjuntivo), FCF (fator de crescimento fibroblastico) e IGF-I
(fator semelhante a insulina) (EVERTS et al., 2006; MAIA; SOUZA, 2009).

Os FC sao proteinas solUveis que interagem com as células por meio de
receptores de membranas e vias intracelulares regulando seu metabolismo. Séo de
fundamental importancia no processo de reparacgao tecidual, tanto de tecidos moles
guanto do tecido Osseo, estimulando quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacéo
celular, neovascularizacéo e deposi¢cédo da matriz extracelular (EVERTS et al., 2006).

Atuam em combinacdo ou isoladamente proporcionando beneficios ao
processo de consolidacdo o6ssea. O IGF-I, por exemplo, € mitogénico para as células
da linhagem osteoblastica e estimulador da osteogénese a partir dos osteoblastos
diferenciados. Quando combinado com outros FC, como PDGF ou TGF- B, pode
acelerar ainda mais a osteogénese (GIANNOBILE, 1999).

A diferenciacao e proliferacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos
também sao estimuladas. Notadamente o TGF- 31, FGF e EGF criam uma condicéo
ideal para este processo. De modo similar, a diferenciacdo de células
osteoprogenitoras é aumentada pela acdo mitogénica do PDGF em associacdo ao
TGF- B e EGF (EVERTS et al., 2006).
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Condrdcitos e osteoblastos tém grande quantidade de receptores para TGF- 3
o0 qual esta associado a proliferacdo de tecido periosteal no periodo inicial da
consolidacdo Ossea, sendo observada acdo mais intensa deste fator durante a
proliferacdo celular cartilaginosa e a ossificacdo (LIEBERMAN; DALUISKI;
EINHORN, 2002; EVERTS et al., 2006).

Baseados nas numerosas propriedades relacionadas a reparacdo tecidual
dos FC derivados das plaquetas, estes componentes sdo alvo de constantes
estudos com intuito de verificar a possibilidade utiliza-los na modulacdo da
reparacao 0ssea (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002; EVERTS et al., 2006).

Para tanto, atualmente é frequente uso do plasma rico em plaquetas (PRP).
Trata-se de um pequeno volume de plasma contendo altas concentragbes
plaquetarias, acima da concentracdo basal do sangue (DINOPOULOS; DIMITRIOU;
GIANNOUDIS, 2012). Anitua et al. (2004) ressaltaram que concentragcdes superiores
a 300.000 plaquetas pL-1 sédo suficientes para o PRP. Ja outros autores sugerem
gue o PRP deva ser preparado para se obter concentracdes de plaquetas de trés a
oito vezes maiores que o0s niveis fisiolégicos, variando para cada espécie
(GONSHOR, 2002; KEVY; JACOBSON, 2004).

O PRP € obtido a partir de uma amostra de sangue total autégeno submetido
a centrifugacbes e isolamento do plasma (EVERTS et al., 2006). A forca
gravitacional e tempo destas centrifugacdes sdo bem estabelecidos para humanos,
contudo, para obtencdo do PRP em outros animais existe ainda uma grande
variacao e falta de padronizacdo nos métodos de preparo (GIMENO et al.,2006).

Antes de ser utilizado é necessario que se promova a ativacao das plaquetas
presentes no PRP. A ativacdo pode ser realizada por agentes fisioldgicos (ex:
trombina, tromboxano, colageno, ADP, fator ativador de plaguetas, serotonina e
epinefrina) e farmacolégicos (ex: o ionoforo de calcio, o cloreto de calcio e os
analogos de endoperoxido ciclico). A ativacdo das plaquetas deve ser realizada
préoximo ao momento da aplicacdo terapéutica, de forma a assegurar adequada
concentracéo e viabilidade dos FC (MAIA; SOUZA, 2009).

O PRP é uma fonte de facil aquisicdo e de baixo custo de fatores de
crescimento oriundos das plaquetas (MAIA; SOUZA, 2009). Tem sido amplamente

utilizado em diversos procedimentos oftalmicos, ortopédicos, odontologicos, cirurgias
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plasticas reparadoras, resumidamente, procedimentos que envolvam reparacdo de
tecidos de modo geral (MAN; PLOSKER; WINLAND-BROWN, 2001; OYAMA et al.,
2004; EVERTS et al.,, 2006; GIMENO et al., 2006; BARBOSA et al., 2008;
MAIA;SOUZA, 2009). Ainda assim, na literatura os efeitos do PRP reportados tem
sido controversos. Embora haja um evidente potencial de seu uso como estimulador
na osteogénese é necessario maior entendimento a respeito desta fonte de FC para
gue se possa utilizar com maior propriedade esta terapia que tem se tornado cada
vez mais popular (EVERTS et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi detalhar os achados clinico-cirdrgicos,
radiograficos e histopatologicos da reparacdo Ossea apds enxertia com 0SSO
esponjoso canino liofilizado em falhas 6sseas provocadas em radio de coelhos. Os
objetivos especificos foram:

a) Averiguar a confiabilidade do processamento do 0SSO esponjoso canino
pela liofilizag&o/ esterilizacao;

b) Determinar as propriedades inerentes ao 0Sso esponjoso canino liofilizado
em relacao ao processo de regeneracao 0ssea;

c) Determinar se a associacao de plasma rico em plaquetas ou medula 6ssea
autdgena ao enxerto 0sseo esponjoso foi benéfica ao processo de regeneracao

Ossea.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 INSTALACOES

Os procedimentos cirargicos deste estudo foram realizados na sala de
Técnica Operatoria do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria de Pequenos
Animais do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) — UNESP — Campus de Jaboticabal. Os exames
radiograficos foram feitos no Setor de Diagndstico por Imagem desta mesma
instituicéo.

As laminas histolégicas foram confeccionadas junto ao Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV — UNESP — Campus de Jaboticabal.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 42 animais, da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus),
raca Nova Zelandia Branco, machos, adultos jovens (160 a 170 dias de idade), com
peso corpéreo variando entre 2,6 e 3,5kg. Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais e alimentados com racao especifica e agua ad libitum.

Utilizaram-se ainda, trés cadaveres de céo para extracdo de 0sso destinado a
enxertia.

Os protocolos de pesquisa foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria — UNESP — Campus de

Jaboticabal'.

4.3 OBTENCAO DO ENXERTO OSSEO ESPONJOSO DE CAO

As amostras de 0sso esponjoso para enxertia foram coletadas da metafise de

tibia, fémur,e Umero de caes jovens de médio e grande porte, de racas variadas,

! Protocolo nimero: 018421/11
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submetidos a eutanasia ou, aqueles que vieram a 6bito por causas néo infecciosas
ou neoplasicas, no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da UNESP-
Jaboticabal (Quadro 1).

Quadro 1: Caracteristicas dos cdes utlizados para coleta de 0sso esponjoso

destinado a enxertia em coelhos.

Raca Peso Motivo do Obito

Labrador 30 Kg Atropelamento/fratura e luxacéo

grave de coluna

Sem racga definida 35 Kg Atropelamento/ pneumotérax

Labrador 35 KG Atropelamento/fratura e luxacéo

grave de coluna

Apos tricotomia da regido, foi realizado o acesso cirargico para a retirada do
umero, fémur e tibia bilateralmente. Os ossos foram lavados em agua corrente e,
todo peridsteo, tecido fibroso e muscular aderido foi removido com a utilizagdo de
bisturi. Ato continuo, serrou-se” transversalmente os 0ssos, mantendo a distancia de
aproximadamente 1lcm entre cada corte, desde a regido metafisaria em direcdo a
didfise Ossea, até o ponto onde ndo houvesse mais 0SSO esponjoso no canal
medular.

Utilizando-se uma serra oscilatéria e oste6tomo, a cortical O0ssea dos
segmentos obtidos foi removida, restando apenas 0sso esponjoso trabeculado, em
“bloco”. Este bloco foi lavado em agua corrente, com auxilio de uma lavadora de alta
presséo’, a fim de eliminar toda medula éssea.

Em seguida procedeu-se o desengorduramento do tecido esponjoso por meio
de banhos quimicos em solu¢gdo homogénea de etanol e cloroférmio (proporgéo 1:1),
durante quatro horas cada banho, a temperatura de 4° C (Figura 1A). Apds cada

banho quimico os blocos 0sseos foram novamente lavados em agua sob alta

2 Serra oscilatéria Dremel®Multimax mm20-02H
% Lavadora de Alta Pressdo Doméstica Intech Machine HL1600 - 1450 Libras
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pressdo. Desta forma, foram obtidos segmentos ésseos esponjosos livres de

qualquer outro tecido (Figura 1B).

A B

Figura 1. Imagem fotogréafica do processamento de 0sso esponjoso de cao para
enxertia. A) Enxertos 6sseos imersos em solucdo de etanol e cloroférmio
(1:1). B) Tecido 6sseo esponjoso canino apds processamento.

As amostras de tecido 6sseo esponjoso canino foram liofilizadas, em um
liofilizador industrial*, cedido pelo Departamento de Tecnologia de Produtos de
Origem Animal da UNESP- Jaboticabal. As amostras foram inicialmente congeladas
em freezer convencional (-18° Celcius). Em seguida, colocadas em bandejas dentro
do liofilizador, que iniciou a reducdo da temperatura até -60° Celcius, estabilizando a
pressdo em torno de 4x10™" atm. O material permaneceu sob estas condicdes de
temperatura e pressao por 16 horas para que fosse completamente desidratado.

Apos liofilizacdo, as amostras permaneceram em um dessecador para
gue fosse evitado o contato com umidade do ar ambiente. Os blocos de 0sso
esponjoso foram embalados individualmente em papel grau cirGrgico®> e
adicionalmente em embalagem plastica, a fim evitar que a umidade ambiente

atingisse 0s enxertos.

4 Liofilizador industrial. MarcaEdwards.Modelo Pirani 501
*Steriflex - Papel grau cirirgico com filme laminado de poliéster
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Os enxertos foram esterilizados por meio de irradiacdo gama®, na
dosagem de 25 kGy, e mantidos em temperatura ambiente até o0 momento de sua

utilizacéo (Figura 2).

Figura 2. Imagem fotografica do osso esponjoso de cao liofilizado e
esterilizado por irradiagdo gama.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 42 coelhos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo
com os tratamentos utilizados na falha 0ssea induzida experimentalmente no radio

destes animais:

® EMBRARAD — Empresa Brasileira de Radiagées LTDA — Irradiador Industrial JS- 7500, nimero de
série IR 106 - Cotia - SP
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% GE - Grupo experimental enxerto esponjoso/ n=12 coelhos;

s GEM — Grupo experimental enxerto 6sseo esponjoso associado a medula
ossea/ n=12coelhos;

« GEPRP - Grupo experimental enxerto 6sseo esponjoso associado ao plasma
rico em plaguetas/ n=12coelhos;

+ Grupo controle (C)/ n= 6 coelhos;

A identificagdo dos animais foi feita por meio de nimeros, sendo os animais 1
ao 12 pertencentes ao GE, os animais 13 ao 24 pertencentes ao GEM, os animais
25 ao 36 pertencentes GEPRP e o restante, 37 ao 42, grupo C.

Os diferentes tratamentos foram avaliados clinica, radiogréfica e
histologicamente. Para avaliacdo histologica, metade dos animais de cada grupo foi
submetida & eutandsia no 45° dia apGs o procedimento cirdrgico e a outra metade no
90° dia. Avaliacdes radiograficas foram realizadas no pés-operatorio imediato, no 45°

dia e no 90°.

4.5 IMPLANTACAO DO ENXERTO

4.5.1 Pré-Operatorio

Os coelhos foram submetidos a um periodo de adaptacdo as gaiolas e ao
novo ambiente por um periodo de aproximadamente 10 dias.

Por ndo possuirem a capacidade de realizar Emese, ndo foi necessario jejum
hidrico ou alimentar previamente ao procedimento cirirgico (HARCOURT-BROWN,
2002).

4.5.2 Anestesia

Os animais foram pré-medicados com acepromazina’ (0,5 mg/kg) associada a
metadona® (0,3 mg/Kg) por via intra muscular. Apés tricotomia do membro torcico e

canulacdo da veia auricular, procedeu-se a inducdo anestésica dos coelhos com

" Acepran 1%®/ VETNIL - Louveira - SP
® Mytedon 10 mg/mL®/ Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA -ltapira - SP
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propofol® (4 mg/kg) por via intravenosa, intubacdo orotraqueal e manutencao

anestésica com isoflurano™®.

4.5.3 Procedimento Cirurgico

O animal foi posicionado em decubito dorsal com o membro toracico direito
estendido caudalmente. Procedeu-se antissepsia do campo cirdrgico utilizando
clorexidine 2% e protecdo da extremidade do membro com uma atadura coberta
posteriormente com um dedo de luva estéril (Figura 3 A e B)

Procedeu-se uma incisao de aproximadamente 2,5 cm sobre a pele, na regiao
dorsal do radio, seguida da divulsdo do tecido subcutaneo e musculatura, o que
permitiu entdo a exposicao da diéfise do radio. Ato continuo, foi feita uma ostectomia
parcial de 1 cm de extensdo na diafise radial, distando 2 cm da articulacdo radio-
carpica, utilizando-se uma serra oscilatéria* para osteotomias e paquimetro para as
mensuragfes. Para evitar a termonecrose 0ssea, foi feita irrigacdo do local de
osteotomia com solucao fisiolégica 0,9% durante este procedimento. O segmento do
radio foi removido, juntamente com seu periésteo, obtendo-se desta forma uma falha
Ossea de 1 centimetro de extenséo (Figura 3 C e D).

Para preenchimento da falha éssea, um dos blocos de 0sso esponjoso
liofilizado foi previamente hidratado com solugcdo salina 0,9 % durante 5 a 10
minutos. Em seguida foi esculpido com uso de lamina de bisturi e pinca Goiva para
assumir o formato exato da falha 6ssea confeccionada no radio dos coelhos (Figura
4). Os enxertos, apdés serem esculpidos, adquiriram medidas semelhantes as da
falha 6ssea em cumprimento largura e altura.

No grupo controle (C), a falha déssea nao foi preenchida com o enxerto,
permanecendo vazia. Em todos os grupos tratados (GE, GEM e GEPRP), a falha
ossea foi preenchida com o enxerto (Figura 3 E e F). Contudo houve diferentes

tratamentos entre os grupos, detalhados a seguir.

° Propovan 10 mg/mL ®/ Cristélia Produtos Farmacéuticos LTDA — Itapira-SP
19 Medicamento genérico, Isoflurano 1ml/Aml/ Instituto Biochimico Ind. Farm. LTDA — Itatiaia - RJ
! Micro serra sagital/ Dentscler — Ribeirdo Preto — SP.
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Figura 3: Imagens fotograficas da confeccdo de falha 6ssea em coelhos seguida de
enxertia. A) Membro toracico direto tricitomizado. B) Posicionamento do
animal para o procedimento cirdrgico: decubito dorsal com membro
tracionado caudalmente. C) Remocao segmento 6sseo com o periodsteo (seta
continua) apos osteotomia. D) Aspecto da falha ¢6ssea do radio apos
ostectomia. E/F) Falha 6ssea preenchida com enxerto 6sseo esponjoso de
cao (seta pontilhada).
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: . 0

Figura 4: Imagem fotografica da reidratacédo (A) e “moldagem” (B) do enxerto
0sseo prévias ao momento da enxertia. Em B, notar a semelhanca
do enxerto com segmento 6sseo removido do radio (seta).

X Grupo Enxerto Osseo Esponjoso (GE):

No grupo GE, o 0sso esponjoso canino liofilizado puro, ou seja, sem
associagao a qualquer outro componente, foi utilizado para preenchimento da falha
0ssea no radio dos coelhos.

X Grupo enxerto 6sseo esponjoso associado a medula 6ssea (GEM):

Nos animais do GEM, a falha 6ssea foi preenchida com enxerto esponjoso,

como citado no item anterior, associado a 1mL de medula éssea autdgena

concentrada colhida da crista iliaca.

Coleta de medula 6ssea:

Previamente ao ato cirargico o animal, jA anestesiado, foi posicionado em
decubito esternal. Procedeu-se antissepsia com clorexine a 2 % e isolamento da
crista iliaca com panos de campo esterilizados. Uma agulha hipodérmica (40x12mm)
foi inserida na crista iliaca e rotacionada cuidadosamente até a cavidade medular.
Uma amostra de 2mL de medula 0ssea foi aspirada com o auxilio de uma seringa de

20mL contendo heparina.
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Com o intuito de preservar o seu potencial osteogénico, a amostra foi
centrifugada (1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente) imediatamente ap6s
sua coleta. Posteriormente a remocédo do sobrenadante, 1mL do sedimento foi
homogeneizado e aplicado sobre o enxerto 0sseo, o qual ficou embebido em

medula 6ssea concentrada, e na falha 6ssea.

X Grupo enxerto 0sseo esponjoso associado ao plasma rico em
plaquetas — PRP (GEPRP):

Nos animais do GEPRP, a falha Ossea foi igualmente preenchida com o
enxerto esponjoso com o diferencial de que apdés sua acomodacao na falha, foi
adicionado o PRP gel em toda extensdo do enxerto e bordas dos fragmentos

06sseos.

Preparacao do PRP:

Apoés a sedacado dos coelhos para intervencao cirdrgica, realizou-se tricotomia
da regido da tragueia e veias jugulares e antissepsia com solucdo de clorexidine
alcodlico. Os animais foram posicionados em decubito esternal com o pescoco em
extensdo dorsal maxima para permitir a visibilizacdo adequada das veias jugulares
(Figura 5 A). Procedeu-se a puncado venosa e coleta de 9 mL de sangue utilizando
uma seringa de 10 mL previamente preenchida com 0,2 mL de citrato de sodio. A
amostra foi acondicionada em 3 tubos estéreis com tampa com capacidade para 4,5
mL. Dois tubos foram preenchidos com 4 mL de sangue, sendo estes destinados a
preparacdo do PRP e, um terceiro tubo foi preenchido com com 1 mL da amostra a
gual foi destinada a contagem de plaquetas.

ApoOs averiguar contagem plaquetaria dentro dos parametros fisioldgicos para
a espécie, iniciou-se a preparacdo do PRP. A os tubos foram centrifugados*?, com a
tampa fechada, a 1600 rpm durante 10 minutos, resultando na separacdo de

hemacias e plasma contendo leucdcitos e plaquetas (Figura 5 B).

12 Modelo 206 Baby | centrifuge / Fanem® - SP.
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Em uma capela de fluxo laminar, os tubos foram destampados para que o
plasma fosse pipetado e transferido para outro tubo estéril (Figura 5 C). O plasma foi
submetido a centrifugacdo com 2000 rpm por 10 minutos, resultando duas partes de
plasma: a superior, consistindo o plasma pobre em plaquetas (PPP) e a parte
inferior, um botdo plaquetario. O PPP sobrenadante foi descartado de modo que
permanecesse apenas uma pequena quantidade de aproximadamente 1 mL do PPP
e 0 botdo plaquetéario (Figura 5 D). O botdo de plaquetas foi resuspendido,
resultando assim no PRP. Realizou-se contagem plaquetaria do PRP a partir de uma
aliquota de 80 pL da amostra. Todas ponteiras utilizadas foram previamente
esterilizadas e os tubos foram abertos somente em capela de fluxo laminar.

O PRP foi ativado por meio de adicéo de gluconato de célcio™, proximo ao
momento de sua utilizacdo terapéutica. Apos ativacdo, o PRP tomou aspecto de gel
e estava pronto para aplicacéo (Figura5 E e F).

Em todos os grupos (GE,GEM,GEPRP e C), a sutura da musculatura e
subcutaneo foi realizada com fio poliglecaprone 25 nimero 4-0, em padrdo simples
continuo. Para a sutura de pele foi utilizado néilon cirdrgico™ nimero 4-0 em padréo

“u” continuo.

4.5.4 Pos-Operatorio

Durante o periodo de 7 dias os animais foram submetidos a antibioticoterapia
com enrofloxacina 10%' na dose de 5 mg/Kg (diluido em 1mL de solucdo
fisiol6gica), via subcutanea, a cada 12 horas. Ademais, para analgesia fez-se uso de

cloridrato de tramadol*’

na dose de 4 mg/Kg via subcutanea, a cada oito horas nos
primeiros trés dias e , a cada 12 horas durante dois dias subsequentes.
N&o foi necessaria a utilizacdo de nenhum tipo de bandagem , tampouco colar

elizabetano.

'3 Gluconato de célcio 100mg/mL/ Hipolabor- Sabara —-MG

4 caprofyl ETHICON® Johnson & Johnson LTDA.

!> Nylon SHALON® Fios Cirtirgicos LTDA - S&o Luis de Belos Montes - GO

16 Chemitril Injetavel 10 %®/ Chemitecc agroveterinaria LTDA — S&o Paulo —SP.
7 Cloridrato de Tamadol 50 mg/mL ® Hipolabor - Sabara -MG.



Figura 5: Obtencdo de PRP em coelhos. (A) Posicionamento do animal para
puncéo jugular. (B) Amostra sanguinea apos primeira centrifugacéao.
(C) Volume de plasma obtido, acondicionado em outro tubo. (D)
Aspecto do plasma apos a segunda centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. (E) Aspecto do PRP apés ativacdo. (F) PRP
envolvendo o enxerto 6sseo esponjoso No trans-operatorio (seta).
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4.6 AVALIACOES POS- IMPLANTACAO

4.6.1 Avaliacao Clinica

Os animais foram observados diariamente até o0 momento da eutanasia, a fim
de verificar qualquer reacao tecidual na cicatriz cirargica.

No 3° e no 7° dia pOs-operatdrios os animais foram submetidos a palpacao no
local da enxertia com intuito de verificar a presengca ou auséncia de reacdo que
evidenciasse dor. Nestes mesmos dias, foi avaliada de forma minuciosa a presenca

de edema e secrec¢fes na ferida cirurgica.

4.6.2 Avaliacdo Radiogréafica

Todos os animais tiveram seus membros toracicos radiografados*® no periodo
pos-operatorio imediato, aos 45 dias e, aos 90 dias.

Foram utilizadas as projecbes médio-lateral e cranio- caudal. A técnica
utilizada foi com mA= 100, KV= 40 e mAs = 3,2, havendo pequenas variacdes de
acordo com o tamanho de cada animal.

A radiopacidade do enxerto, considerada como seu grau de preenchimento,
foi determinada por meio mensuracdo da densidade 6ptica da radiografia na regido
da falha 6ssea - preenchida com o enxerto (GE, GEM e GEPRP) ou vazia (C).

A incorporacdo do enxerto nas interfaces, reabsorcdo e formacdo de ponte
O0ssea foram avaliadas e graduadas em: ndo observado (0), observado com
moderacao (+) e intensamente observado (++) ( MORAES, 2006).

A incorporacao foi considerada presente ( moderada ou intensa) quando se

notava perda do delineamento das bordas do enxerto e dificuldade de distincédo entre

8 Aparelhos de radiografia marca Siemens, modelo tridoros 812E com capacidade para 800mA,
equipado com grade antidifusora Polter-Bucky. Filme TGM/RA montado em chassi metalico com
écrans Lanex Regular. Revelacao dos filmes: processadora automética modelo Kodak X-OMAT 2000
Processor.
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enxerto e borda da falha éssea. Naqueles animais em que estas caracteristicas nao
foram observadas, a incorporacéo foi considerada ausente.

No que concerne a formacao de ponte 0ssea, considerou-se somente aquelas
gue se formaram entre radio e enxerto na por¢céo onde o radio ndo entra em contato
com a ulna, ou seja, face cranial, craniolateral e craniomedial. Classificou-se a ponte

6ssea em “néo observada”, “moderada” ou “intensa”.

% Densitometria Optica:

A densitometria éptica (DO) foi realizada por meio de um densitbmetro
digital*®. Este aparelho emite um feixe de luz o qual foi posicionado na regiéo da
pelicula radiogréfica onde se desejava avaliar a densidade em relagdo a passagem
de luz, avaliando consequentemente o grau de radiopacidade daquela regido. Neste
caso, realizou-se a DO em trés pontos da falha 6ssea sendo calculada em seguida a
meédia dos trés valores numéricos obtidos.

A média da densidade 6ptica foi convertida em um valor numérico de 0 a 10,
denominado indice de Mineralizac&o (IM). Este indice foi considerado entdo como o
grau de radiopacidade da regido da falha 6ssea. O IM foi determinado em funcéo do
valor obtido com a DO, sendo inversamente proporcional a este valor*.

Para que fosse possivel realizar a comparacao entre o grau de radiopacidade
do enxerto nas radiografias dos diferentes animais, foi necessario padronizar uma
radiopacidade maxima (IM=10) e minima (IM= 0) de cada radiografia. Assim,
realizou-se a mensuracdo da DO na area mais radiolucente, referente ao IM=0
(Figura 6, B) e, a mensuracdo da DO na area mais radiopaca, referente ao IM= 10
(Figura 6, A). Estes valores foram lancados no grafico tracando assim uma reta. O
IM foi determinado neste grafico no qual o eixo X foi constituido por valores de
mineralizacdo de 10 a 0, enquanto que o eixo Y vertical apresentou os valores de

densidade 6ptica. A média de densidade Optica obtida em cada radiografia na regiédo

!9 Densitdmetro Digital-CQ-01/ MRA IndUstria de Equipamentos Eletrdnicos LTDA — Ribeirdo Preto-
SP.

*MACORIS, D. G. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,UNESP, Julio de Mesquita Filho —
Campus de Jaboticabal). Comunicacao Pessoal, 2012.
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do enxerto foi inserida neste grafico de forma que, no cruzamento deste valor com a
reta foi obtido o valor de IM (Figura 6, C e D).

Figura 6: Exemplo de célculo do indice de Mineralizacdo (IM). A: area mais radiopaca
da radiografia (média). B: 4rea mais radiolicida da radiografia (média). C:
Média da densitometria Optica obtida na falha 6ssea (1.04). D: Valor do IM
obtido = 6,8.

4.6.3 Avaliacdo Histoldgica

Seis animais de cada grupo tratado (n=12) e trés do grupo C (n=6) foram
submetidos a eutanasia aos 45 dias pOs- operatorios. O restante dos animais, ou
seja , seis nos grupos tratados e trés no controle, foram eutanasiados aos 90 dias.
Os animais foram sedados com xilazina 2%, 5 mg/kg intra-muscular. A ato
continuo, foi induzida a parada cardio-respiratéria com uso de propofol** dose-efeito,
via intra-venosa e, por ultimo, foi feita aplicacdo de 10 ml de cloreto de potassio.

Imediatamente apds o sacrificio, foram coletados segmentos do membro
toracico dos animais (rddio e ulna), sendo as osteotomias realizadas a

aproximadamente 1,5 cm proximal e distal do local da falha 6ssea.

2 Xilazin®/ Syntec do Brasil LTDA- Horlandia- SP
2! Propovan®/ Cristalia — Itapira-SP
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As amostras foram fixadas em formalina 10% e processadas conforme
descrito no anexo |. Foram feitos cortes histolégicos paralelos ao eixo axial do radio
(contendo enxerto ou néo) e ulna. As laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) e Tricromio de Masson (TM) para anélise em microscopia de luz?.

As seccdes de cada espécime foram avaliadas com uma escala de graduacao
histologica de 14 pontos para determinar a qualidade da unido enxerto/osso (0-4),
aparéncia e qualidade formacdo de cortex e (ponte 6ssea) e remodelamento ésseo
(0-4), e o grau de incorporacao do enxerto (0-6), seguindo metodologia de Salkeld et
al. (2001) modificada (Anexo Il, Tabela 1).

4.6.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos na analise radiografica quantitativa foram avaliados
estatisticamente. O delineamento utilizado foi o de parcelas subdivididas, testando o
fator grupo (4 niveis) nas parcelas e o fator tempo (3 niveis) nas subparcelas, com
12 repeticdes nos grupos tratados (GE, GEM, GEPRP) e 6 repeticbes no grupo
controle.Havendo diferencga significativa entre as meédias, estas foram comparadas
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %.

Para os dados radiograficos qualitativos (formacdo de ponte Ossea e
incorporacdo do enxerto nas interfaces) foi feita a comparacdo das frequéncias
observadas dos escores em cada grupo por meio do Teste de Qi-quadrado ao nivel
de significancia de 5%.

Os escores histologicos foram analisados pelo teste de kruska-wallis ao nivel

de significancia de 5%.

#2 Microscopio modelo Axio Scope. Al — Carl Zeiss
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5. RESULTADOS

Os valores relacionados ao preparo do PRP encontram-se na Tabela 2,
Anexo Il

5.1 AVALIACAO CLINICA

Durante o periodo de acompanhamento clinico dos animais nao foram
observadas fistulas ou reac¢fes inflamatérias intensas. A cicatrizacdo das feridas
cirdrgicas ocorreu em meédia apls sete dias, ndo sendo observadas secrecoes,
purulentas ou ndo, em todo o periodo de avaliagdo.

A palpacdo do local de enxertia, seis animais demonstraram inquietude no
momento do exame no 3° dia (dois animais do GE, trés do GEPRP e 1 do C) e, 6 no
exame do 7° dia ( dois animais do GE, dois do GEPRP, 1 do GEM e 1 do C).

5.2 AVALIACAO RADIOGRAFICA

A sequir serdo descritos os achados radiograficos dos grupos tratados (GE,
GEM, GEPRP) quanto a incorporacdo do enxerto, formacdo de ponte déssea e
reabsorcdo do enxerto. Em seguida, os achados radiograficos do grupo controle

serdao explanados.

5.2.1 Avaliacdo da incorporac¢édo do enxerto

A incorporacdo do osso canino liofilizado foi avaliada radiograficamente nas
interfaces enxerto/osso proximal e distal nos animais dos grupos tratados totalizando
108 interfaces (72 aos 45 dias pos-operatérios e 36 aos 90 dias).

O enxerto apresentou excelente incorporacédo nas interfaces da falha ossea.
Observou-se incorporacdo em 84,2% das interfaces avaliadas, independente do
momento da avaliacdo radiografica (45 e 90 dias), em 48,1% a incorporacao foi

considerada intensa e, em 36,1 % moderada.
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Observou-se integracédo precoce do osso enxertado e evolucdo positiva da
integracdo. Aos 45 dias pdés-operatorio houve incorporacdo do enxerto em 62
(86,1%) interfaces dentre um total de 72 interfaces avaliadas. Observou-se
distribuicAo homogénea em relacéo a integracao intensa e moderada aos 45 dias.
Em 30 (41,6 %) a integracédo foi considerada intensa e em 32 (44,5 %) moderada. J&
aos 90 dias a maior parte das interfaces apresentou integracao intensa. Em um total
de 36 interfaces, 22 (61,1%) foram classificadas como integragdo intensa e, 7
(19,4%) moderada (Tabela 3 e Figura 7).

Tabela 3: Frequéncia de observacdes dos escores em relacdo a integracdo do
enxerto nas interfaces dos grupos GE, GEM e GEPRP e em cada
momento pds-operatdrio.

Grau de integracdo do enxerto 45 dias 90 dias Total
Ausente 10 7 17
Moderada 32 7 39
Intensa 30 22 52
Total de interfaces avaliadas 72 (36 coelhos) 36 (18 coelhos) 108

Houve indice relativamente baixo de falhas de enxertia. Dentre as 108
interfaces avaliadas somente em 17 houve auséncia de incorporacéo
radiograficamente perceptivel. Nestes animais observou-se persisténcia de linha
radiolucente entre enxerto/osso (Figura 8).

A comparacdo das frequéncias das observacdes em relacdo a integracao do
enxerto entre 0s grupos tratados ndo revelou diferenca estatistica ao nivel de

significancia 5% (Tabela 4)
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P.O. 45d 90d

Figura 7: Imagens radiograficas mostrando o aspecto radiografico da evolucdo da
consolidacdo do defeito segmentar produzido no radio dos animais dos grupos
tratados e da integracdo do enxerto. Notar que no pos-operatorio imediato (A, D e
G) é possivel delimitar o contorno dos enxertos 6sseos e a transicao enxerto/radio.
Aos 45 dias ap6s a enxertia, enxerto incorporado em pelo menos uma das
interfaces (E e H) ou em ambas (B) e aos 90 dias ap6s a cirurgia, enxerto
completamente integrado (C, F e I). P.O.: p6s-operatério imediato. GE, GEM e
GEPRP: grupos experimentais.
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Figura 8: Aspecto radiografico da falha 6ssea demonstrando auséncia

de incorporacdo do enxerto. As imagens mostram a primeira
e a ultima avaliacdo radiografica a qual os animais foram
submetidos. Em A/B e C/D, observar a presenca de linha
radiolucente em ambas as interfaces 90 dias apds a
enxertia. Em E/F, da mesma forma observa-se linha
radiolucente (seta) 90 dias poés-operatérios e discreta
reabsorcdo do enxerto. Em G/H, notar linha radiolucente
(seta) em uma das interfaces aos 45 dias pds-operatorios e
incorporagdo moderada na outra interface. P.O.: pos-
operatorio imediato. GE, GEM e GEPRP: grupos
experimentais.
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Tabela 4: Frequéncia dos escores observados em relacédo a integracado do enxerto
nas interfaces de cada grupo tratado e em cada grupo tratado nos
diferentes tempos pds-operatorios.

GE GEM GEPRP
45 dias 90 dias Total 45 dias 90 dias Total 45dias  90dias  Total
(n=24) (n=12) (n=36) (n=24) (n=12) (n=36) (n=24) (n=12) (n=36)
N&o 2 3 5 4 1 5 4 3 7
observada
Moderada 10 2 12 14 2 16 8 3 11
Intensa 12 7 19 16 9 15 12 6 18

GE: grupo enxerto 6sseo canino liofilizado puro
GEM: grupo enxerto associado a medula 6ssea autdégena
GEPRP: grupo enxerto associado ao PRP

5.2.2 Avaliacdo da formacéo de ponte 0ssea

A formacgdo de ponte Ossea foi avaliada em cada interface individualmente,
totalizando 108 interfaces (72 aos 45 dias pos-operatoérios e 36 aos 90 dias).

De um modo geral as interfaces dos grupos tratados apresentaram boa
consolidagdo Ossea visto que em 75% houve a formacdo de ponte Oéssea
radiograficamente perceptivel, sendo a maioria dentre estas (54,6%) classificada
como intensa (Figura 9 e Tabela 5).

Nas radiografias obtidas 45 dias apés a enxertia, grande parte das interfaces
avaliadas apresentaram-se em bom estado de consolidacdo. Neste tempo de
avaliacdo, observou-se formacéo de ponte dssea entre o enxerto e o radio em 54
(74,9 %) das 72 interfaces, sendo em 41 (56,9 %) verificada intensa formacéo de
ponte 6ssea e em 13 (18 %) moderada formacao (Figuras 9, 10, 11 e 12).

Aos 90 dias poés- operatérios o indice de formacdo de ponte éssea se
manteve semelhante. Em 27 (75 %) das 36 interfaces a formacdo de ponte foi
visualizada, sendo em 18 (50 %) interfaces intensa e em 9 (25%) moderada (Figuras
9 el3).
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Figura 9: Frequéncia de observagfes dos escores em relagdo a
formacdo de ponte Ossea nas interfaces dos grupos
tratados e em cada momento pds-operatorio.

P.O. 45d

GE

Figura 10: Aspecto radiografico da formacédo de ponte 0ssea aos 45
dias pos-operatorios em animais do grupo GE. P.O.: p0Os-
operatorio imediato.
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P.O. 45d

GEM

Figura 11: Aspecto radiografico da formacao de ponte 6ssea aos 45
dias pos-operatorios em animais do grupo GEM. P.O.:
pos-operatorio imediato.

P.O. 45d

GEPRP

Figura 12: Aspecto radiografico da formacédo de ponte 0ssea aos 45
dias pos-operatorios em animais do grupo GEPRP. P.O.:
pos-operatorio imediato.
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P.O. 45d 90d

GE

GEPRP

Figura 13: Aspecto radiogréfico da formacdo de ponte 6ssea aos 45 dias e 90 dias pos-
operatorios. Observar ponte 0ssea classificada em moderada (seta, C) em animal
do GE aos 90 dias e, em “ndo observada” aos 45 dias (B), muito embora houvesse
a presenca de reacdo 0ssea no radio sugestiva de inicio de formacdo de ponte.
Nos animais dos grupos GEM e GEPRP é possivel observar intensa formacéo de
ponte Gssea aos 45 dias que se remodela aos 90 dias.
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Em 27 (25%) interfaces dos animais dos grupos tratados, independente do
momento pds-operatodrio, a formagédo de ponte foi classificada em “ndo observada”
pois ndo foi possivel visibilizar nas por¢des cranial, craniolateral e craniomedial do
radio/enxerto a formacao de cortex. Contudo, com excecéo de dois animais (coelho
1 e 28), nestas interfaces observou-se a formacéo de ponte 6ssea entre radio, ulna e
enxerto na regido do espaco inter6sseo e aparente conducdo da consolidacédo e
preenchimento do enxerto 6Sseo esponjoso por esta via.

Este tipo de ponte 6ssea envolvendo a ulna, associado ou ndo a ponte entre
radio e enxerto somente, foi visibilizado radiograficamente em 22 dentre os 36
coelhos dos grupos tratados.

A comparacédo entre 0s grupos tratados aos 45 dias mostrou que a formagao
de ponte Ossea intensa foi observada em um ndmero maior de interfaces nos grupos
GEPRP (16 interfaces) e GEM (14 interfaces) em comparacdo com o grupo GE (11
interfaces). Ainda neste mesmo momento, a presencga de ponte 0ssea , seja intensa
ou moderada, foi observada em 20 e 19 interfaces no GEPRP e GEM
respectivamente e em 15 no grupo GE. Todavia, ao nivel de significancia de 5%,
estas frequéncias, bem como aquelas observadas aos 90 dias pés-operatérios, ndo
foram consideradas estatisticamente significantes.

A comparagao geral entre os grupos tratados, independente do tempo,
revelou maior quantidade de interfaces nas quais ndo se observou formacédo de
ponte 6ssea no grupo GE (14 interfaces) em comparacdo aos demais grupos
tratados, grupos GEPRP e GEM (8 e 5 interfaces respectivamente). Estas
frequéncias ndo foram consideradas estatisticamente significantes ao nivel de

significancia de 5%. A tabela 5 resume estes resultados.

Tabela 5: Frequéncia das observacdes em relacdo a formacao de ponte 6ssea nas
interfaces de cada grupo tratado nos diferentes tempos pos-operatorios.

GE GEM GEPRP
45 dias 90 dias Total 45 dias 90 dias Total 45 dias 90 dias Total
N&o observada 9 5 14 5 0 5 4 4 8
Moderada 4 3 7 5 3 8 4 3 7

Intensa 11 4 15 14 9 23 16 5 21
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5.2.3 Reabsorc¢éo do enxerto

Discreta reabsorgcéo do enxerto, radiograficamente perceptivel, foi constatada
em oito animais dos grupos tratados, sendo 4 do grupo GE, 2 do grupo GEM e 2 do
grupo GEPRP. Estas alterag6es foram consideradas discretas, exceto no coelho 6

(GE) no qual foram observadas em maior intensidade.
5.2.4 Achados radiogréaficos qualitativos no grupo controle
Os animais do grupo controle apresentaram as falhas ésseas totalmente

radiolucentes no pos-operatorio imediato, apenas com a radiopacidade do tecido

muscular adjacente (Figura 14).

Figura 14: Aspecto radiografico da falha éssea dos animais
do grupo controle, em projecdo meédio-lateral,
imediatamente apds a cirurgia.

Nos seis animais deste grupo (n=6) foi possivel visibilizar sinais radiograficos
compativeis com crescimento 6sseo, em maior ou menor intensidade aos 45 dias e
90 dias apds a cirurgia. Entretanto, em cinco dos seis animais deste grupo, foi
possivel verificar o preenchimento incompleto da falha &ssea resultando em
depressao 0ssea remanescente no local da ostectomia. Em dois animais observou-
se formagéo intensa de ponte 0ssea aos 90 dias muito embora em um destes tenha
sido identificado um halo radiopaco remanescente na regido do espaco interésseo
(Figuras 15 e 16).
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45d 90d

Figura 15: Aspecto radiogréfico da consolidacdo 6ssea dos animais do
grupo controle com acompanhamento até o 90° dia pos-
operatério. Em A e B, imagens da falha 6ssea do coelho 37
aos 45 e 90 dias pds-operatérios, respectivamente. Em C e D,
imagens da falha 6ssea do coelho 38 aos 45 e 90 dias pos-
operatorios respectivamente.

Figura 16: Aspecto radiografico da consolidacdo Ossea dos animais do grupo controle com
acompanhamento até o 45° dia pos-operatorio. A, B e C mostram o grau de consolidacéo
o0ssea dos coelhos 40, 41 e 42 respectivamente, aos 45 dias ap0s a cirurgia. Notar falta
de preenchimento completo da falha éssea em A e C. Em B formacéo intensa de ponte
o0ssea com halo sem preenchimento remanescente na regido interéssea.



43

5.2.5 indice de mineralizacdo das falhas 6sseas (preenchimento)

A mensuracdo da densidade Optica foi realizada nas radiografias com
projecdo médio-lateral do membro dos coelhos, em trés locais da falha Ossea,

abrangendo toda sua extenséao (Figura 17).

OOO

Figura 17: Imagem radiografica do membro toracico de coelho do
grupo GE destacando a regido da falha 6éssea submetida a
densitometria Optica. “A” representa a falha d&ssea
preenchida com enxerto 0sse0 esponjoso canino e 0s
circulos demonstram os locais onde a densidade o6ptica foi
mensurada.

A analise do IM médio nos momentos pos-cirdrgicos (incluindo todos os
grupos) mostrou IM aos 45 dias (5,54) e aos 90 dias (5,32) pdés-operatérios
estatisticamente maiores que aqueles observados nas radiografias feitas
imediatamente apds o procedimento cirargico (3,79). Contudo, o IM médio obtido
aos 45 dias nao foi considerado significativamente diferente do IM médio obtido aos
90 dias, muito embora o primeiro tenha um valor maior que o segundo (Tabela 6 ).

Na avaliacdo da média do IM por grupo, o IM minimo obtido foi de 1.02, em
um animal do grupo C e, o maximo de 7.93 em um animal do GEM, aos 45 dias
(Tabela 7).

Os grupos tratados obtiveram indices de mineralizacdo estatisticamente
maiores do que grupo controle (p> 0,05). Embora n&do tenham sido consideradas

significativos (p > 0,05), a média do IM do grupo GEM (5,12) foi a maior dentre os
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grupos tratados, seguida pela média do GEPRP (4,95) e GE (4,83). A Tabela 8

resume estes resultados.

Tabela 6: Médias gerais do indice de mineralizagdo (IM) dos grupos GE, GEM,
GEPRP e C em relacdo aos momentos de observacado: pos-operatorio
imediato, 45 dias e 90 dias ap0s a cirurgia, e valor minimo e maximo do IM
em cada momento.

Momentos Média do IM IM minimo IM méximo
Pés-operatério 3,79 1,02 5,6
45 dias 5,54 3,35 7,93
90 dias 5,32 3.4 7,57

IM: Indice de mineralizac&o

Tabela 7: Médias gerais do IM em cada grupo experimental e, valor minimo e maximo
do IM de cada grupo.

Grupos Média do IM IM minimo IM maximo
C 3,80 1,02 6,28
GE 4,83 1,84 7,11
GEM 5,12 1,64 7,93
GEPRP 4,95 3,18 6,63

IM: Indice de mineralizag&o
GE: grupo enxerto 6sseo puro; GEM: grupo enxerto 6sseo associado a medula 6ssea autégena; GEPRP: grupo enxerto 6sseo

associado ao PRP; C: grupo controle.

Tabela 8: Resumo da analise de variancia do indice de mineralizacdo observado
entre momentos e grupos e da interagdo entre momento x grupo*.

Momentos Controle GE GEM GEPRP Média Geral de
cada momento
Pos-Operatorio 2,76 4,05 3,60 4,23% 3,792
45 dias 4,49 5,52°8¢ 6,34°5¢ 5,30”" 5,54°
90 dias 4,47 4,99 5,71 5,69 5,32"
Médias Gerais 3,79" 4,83° 5,12° 4,95°

de cada grupo

* Médias seguidas das mesmas letras nas colunas (letras minUsculas somente) ou nas linhas (letras mailsculas somente) ndo
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %.
GE: grupo enxerto 6sseo puro; GEM: grupo enxerto 6sseo associado a medula 6ssea autégena; GEPRP: grupo enxerto 6sseo

associado ao PRP.
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Dentro dos grupos tratados (GE, GEM e GEPRP), foi feita a analise da
evolucédo do IM de cada grupo ao longo dos tempos observados radiograficamente,
ou seja, pos operatorio imediato (PO), 45 e 90 dias. Esta analise mostrou que do PO
aos 45 dias, o GEM apresentou evolucéo estatisticamente maior que os demais
grupos (p<0,05%).

Comparando-se o PO e 90 dias, da mesma forma o GEM apresentou
diferenca maior que os demais grupos, embora nao tenha sido considerada
estatisticamente diferente dos demais grupos.

A evolucdo observada de 45 dias para 90 dias foi maior no GEPRP (0,76),
embora nao tenha sido detectada diferenca estatistica frente aos demais grupos.

Estes resultados encontram-se resumidos na Tabela 9.

Tabela 9: Resumo da diferenca do indice de mineralizacdo
observado entre momentos de cada grupo*.

Grupos GEM GE GEPRP
Momentos
PO - 45 dias 2,74" 1,47° 1,06"
PO - 90 dias 2, 7% 1,53" 1,14%
45 dias — 90 dias -0,19" 0,12" 0,76"

* Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%
GE: grupo enxerto 6sseo puro; GEM: grupo enxerto 6sseo associado a medula éssea

autégena; GEPRP: grupo enxerto 6sseo associado ao PRP; PO: pés-operatério imediato.
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5.3 ANALISE MORFOLOGICA

5.3.1 Achados macroscopicos

ApoOs a eutanasia, o local da falha 6ssea no radio dos coelhos foi observado
macroscopicamente a fim de verificar o comportamento do enxerto 6sseo esponjoso
canino no 0sso hospedeiro.

Em todos os animais dos grupos tratados verificou-se continuidade do radio
com o enxerto. O local de enxertia apresentou dificil distincdo visual em relagdo ao
restante do radio. Em muitos casos, apenas a palpacao foi possivel fazer a distingédo
devido a presenca de certo grau de trabeculacdo no local da implantacdo (Figura
18).

Nos animais do grupo controle péde-se perceber uma depressao no radio,
equivalente ao preenchimento 6sseo incompleto da falha 6ssea, com excecdo de

dois animais (coelho 39 e 41) os quais tiveram boa formacao de ponte éssea.

Figura 18: Aspecto macroscépico do enxerto 6sseo
esponjoso canino implantado em radio de
coelho, 90 dias ap6s a cirurgia. A
musculatura foi rebatida proximalmente
(direita) para expor o local da enxertia.
Notar a continuidade radio-enxerto.

5.3.2 Achados histolégicos

A graduacédo histologica (Anexo II) resultou em escores totais maiores nos
grupos GE e GEPRP em relacdo ao GE. Contudo observou-se queda do escore total
grupo GEPRP aos 90 dias (Tabela 10 e 11).
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A analise estatistica dos escores gerais (0-14) e dos escores parciais
(qualidade da unido, formacédo de cortex e incorporacdo do enxerto) pelo Kruskal-
wallis ao nivel de significancia de 5% né&o encontrou diferencas significantes entre os
grupos (GE, GEM, GEPRP e C) e os tempos 45 e 90 dias pés- operatorios.

As medianas dos escores de cada grupo tratado em cada tempo pOs-
operatério encontram-se na Tabela 10 e a mediana geral dos escores na Tabela 11.
Os escores do grupo controle encontram-se na Tabela 12.

Tabela 10: Graduacédo histologica da consolidacdo 0ssea nos grupos tratados em
cada periodo pés-cirdrgico

Grupos Qualidade da Formacédo de Incorporacgao do Escore total
uniéo ponte 0ssea enxerto (0-14)
(0-4) (0-4) (0-6)
45 dias
GE 25
GEM 2
GEPRP 2.5 2 4.5
90 dias
GE 2 1 4.5 7.5
GEM 3 2 3.5
GEPRP 3 1 2.5

Os valores sdo medianas dos escores. A descrigao dos escores se encontra no Anexo |l.

GE: grupo enxerto 6sseo puro; GEM: grupo enxerto 6sseo associado a medula 6ssea autégena; GEPRP: grupo enxerto

6sseo associado ao PRP.

Tabela 11: Escores gerais dos grupos tratados incluindo todos os periodos de
avaliacao histologica por grupo (45 dias e 90 dias)

Grupos Tratados Qualidade da unido Formagcé&o de ponte Incorporacéo Escore de
(0-4) 0ssea do enxerto consolidacéo
(0-4) (0-6) (0-14)
GE 1 1 35 7
GEM 2 2 3 8
GEPRP 2 2 35 8

Os valores apresentados sdo medianas dos escores. A descricdo dos escores se encontra no Anexo 1.
GE: grupo enxerto 6sseo puro; GEM: grupo enxerto 6ésseo associado a medula 6ssea autégena; GEPRP: grupo enxerto ésseo

associado ao PRP
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A seguir é feita uma descricdo dos achados histoldgicos dos grupos tratados

e exposicao dos escores por meio de graficos e em seguida do grupo controle.

5.3.2.1 Qualidade da unido

A unido entre enxerto e 0sso hospedeiro ocorreu em todas as laminas
analisadas dos grupos tratados, sendo que em 20 animais (n= 36) observou-se
prevaléncia de unido 0ssea e cartilagem jA mineralizada (escores 3 e 4) e em 15
unido com prevaléncia de tecido cartilaginoso e fibrocartilaginoso (escore 2).
Observou-se uma evolucédo positiva de qualidade de unido de 45 dias para 90 dias
pos-operatorios, ou seja, de uniao com predominancia fibrocartilaginosa para uniao

com predominancia 6ssea (Figura 19, 20 e 21).

35 L
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Figura 19: Escores atribuidos para “gqualidade da unidao” (0-4 - eixo y) dentro
dos grupos tratados GE, GEM e GEPRP (n=12). Dentro de cada
grupo, as primeiras 6 colunas representam os escores dos animais
eutanasiados aos 45 dias (n=6) e o restante daqueles eutanasiados
aos 90 dias (n=6), ambos em ordem crescente.



Figura 20: Aspecto histolégico da wunido com prevaléncia de tecido
fibrocartilaginoso. Fotomicrografia Optica da interface osso/enxerto.
Observar unido fibrocartilaginosa entre a regido do enxerto e radio de
coelho (GEM aos 45 dias). Notar o avanco de medula 6ssea em
direcéo as trabéculas do enxerto. Coloracédo HE. R: radio; U: ulna; C:
cortical do radio de coelho; E: enxerto 0sseo canino; F: tecido
fibrocartilaginoso.

49



Figura 21: Aspecto histolégico da unido O0ssea. Fotomicrografia Optica da
interface osso/enxerto, de animais dos grupos GEM (1) e GEPRP
(2) 90 dias apoés a enxertia. Notar 0sso hospedeiro (C) continuo
com osso novo (N) formado por entre as trabéculas do enxerto
(E). Na imagem 1 é possivel visibilizar trabéculas remanescentes
do enxerto e em 2, 0 enxerto j& substituido por 0sso novo. A linha
identifica a transicdo entre o osso do coelho e a falha dssea
preenchida com enxerto. OE: ossificacdo endocondral.Coloracao
HE.
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5.3.2.2 Formacdo de ponte 6ssea/cortex

Em nenhum dos animais foi observada a auséncia de ponte 0ssea (escore 0).
Na maioria dos animais (29 dentre 36), tanto aos 45 dias quanto aos 90 dias, foi
possivel visualizar processo de organizacdo entre cortex e canal medular. Em 17
animais (escore 1) esta organizacdo apresentava-se em grau inicial e em 12 mais
avancado e evidente de organizagao (escore 2). A formacdo completa e bem distinta
de cortex e canal medular foi observada em 7 animais (escore 3 e 4) sendo a ponte
completa observada somente no grupo GEPRP aos 45 dias, em 2 animais (Figura
22 e 23). Entretanto nos animais do GEPRP eutanasiados aos 90 dias observou-se
queda no escore de formacdo de ponte dssea em relacdo aqueles animais de 45
dias (Tabela 10 e Figura 22).
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Figura 22: Escores atribuidos para “formacédo de ponte 6ssea” (0-4 - eixo y)
dentro dos grupos tratados GE, GEM e GEPRP (n=12). Dentro de
cada grupo, as primeiras 6 colunas representam o0s escores dos
animais de 45 dias (n=6) e o restante de animais de 90 dias (n=6),
ambos em ordem crescente.
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Figura 23: Aspecto histologico da formacdo de ponte 6ssea. Acima, fotografia da
lamina histologica permitindo visualizacao do radio (R) continuo com o
enxerto 0sseo esponjoso canino e a ulna (U) do coelho do grupo
GEPRP, 45 dias ap0s a enxertia. Abaixo, fotomicrografia Optica da
interface osso/enxerto. Observar a formacdo da ponte 0ssea (sentido
indicado pelas setas) composta por grande quantidade de 0sso novo.
Nota-se o fechamento sub-total da ponte restando apenas discreta
guantidade de tecido fibroso (F) interposto ao osso novo Notar a
grande quantidade de osso novo (N) e resquicios do enxerto (E).
Coloracao HE. OE: ossificagdo endocondral; M: medula 6ssea.
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5.3.2.3 Incorporacdo do enxerto

A maior parte dos animais (28/ n=36), independente do grupo e tempo poés-
operatorio, apresentou nesta avaliacdo boa incorporacdo com formacdo de 0sso
novo continuo com o 0sso hospedeiro, decréscimo da quantidade de enxerto e
aumento da quantidade de osso novo caracterizando processo de substituicdo do
enxerto por 0sso novo (escores 3, 4 e 5). Notou-se ainda, presenca de linhas de
osteoblastos produzindo 0sso novo e intensa revascularizagdo do enxerto, sendo
possivel a visualizacdo de grande quantidade de vasos em meio as trabéculas
0sseas e reorganizacao de medula 6ssea no tecido neoformado (Figura 25, 26, 27)

Em 8 animais (n= 36) observou-se presenca de pouca ou moderada formagéao
de osso novo (escore 1 e 2). Nenhum animal apresentou auséncia de formacao
0ssea e incorporagdo (escore 0).

Estes resultados estao expressos no Figura 24.

@ GE [l GEM [ GEPRP

Figura 24: Escores atribuidos para “incorporacdo do enxerto” (0-6 - eixo y)
dentro dos grupos tratados GE, GEM e GEPRP (n=12). Dentro de
cada grupo, as primeiras 6 colunas representam os escores dos
animais sacrificados aos 45 dias (n=6) e o restante daqueles
sacrificados aos 90 dias (n=6), ambos em ordem crescente.



Figura 25: Aspecto histolégico da incorporacéo do enxerto e formacédo de
0sso novo. Acima, fotografia da lamina em coelho do grupo
GEM 45 dias ap0s a enxertia. Abaixo, fotomicrografia éptica da
regido central do enxerto. Notar presenca de linhas de
osteoblastos (setas pretas) e unido entre 0 0SSO NoOvVO
produzido e enxerto 6sseo (circulo). Observar o crescimento de
vasos dentro das trabéculas do enxerto (seta amarela). Notar
ainda, osteoclasto realizando reabsorcdo Ossea (seta verde).
Coloracdo HE. F: tecido fibroso; N: osso novo; E: enxerto
0sseo canino; R: radio; U: ulna;
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Figura 26: Aspecto histoldégico da incorporacdo do enxerto e formacédo de 0sso
novo. Animal do grupo GEPRP, 45 dias ap0s a enxertia. A imagem
mostra area com excelente incorporacdo do enxerto (E) com 0 0Sso novo
(N) formado ao longo de suas trabéculas e reorganizacdo medular em
meio ao tecido 6sseo neoformado. Coloracdo HE (1) e TM (2). M: medula
0ssea.



Figura 27: Fotomicrografias da regido do enxerto de animal do grupo GE, 45

dias apés a enxertia. Na imagem 1, notar a intensa
vascularizacdo formada em meio as trabéculas do enxerto. A
imagem 2 mostra inicio de organizacdo de medula 0ssea (*) no
tecido fibroso presente no interior das trabéculas. Coloracéo HE.
F: tecido fibrosocartilaginoso; N: osso neoformado; V: vaso
sanguineo; E: enxerto 6sseo canino.
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5.3.2.4 Achados histoldgicos do grupo controle

Nos animais do grupo controle (n=6), a formacéo 6ssea presente foi avaliada,
da mesma forma que os demais grupos, dentro dos escores apresentados no Anexo
II. A variavel incorporacdo do enxerto ndo se aplica a este grupo, portanto, este
grupo nao apresenta escore geral de consolidacao de 0-14.

As medianas dos escores para “qualidade da unido” e “formacdo de ponte
0ssea” dos animais eutanasiados aos 45 dias (n=3) e 90 dias (n=3) encontram-se na
Tabela 12. Observar aspecto histolégico da unido fibrosa em animal do grupo C na
Figura 28.

Tabela 12: Medianas dos escores do grupo controle

Grupo Qualidade da unido Formacao de ponte
(0-9) Ossea
(0-4)

Controle
(45 dias pos- 3 2
operatoério)

Controle
(90 dias pos- 3 3

operatoério)




Figura 28: Aspecto histologico da falha 6ssea de animal do grupo controle, 45 dias
apos a cirurgia. Acima, fotografia da lamina histolégica mostrando radio
(R), tecido formado na falha Ossea e ulna (U). Abaixo, fotomicrografia
Optica da interface do osso do coelho (C) e com a falha éssea permitindo
visualizar seu preenchimento com tecido fibroso (F). M: medula éssea/
canal medular. Coloragao HE.

58



59

6. DISCUSSAO

A utilizacédo de enxertos mantidos a temperatura ambiente mostrou-se pratica
conforme ja mencionado por outros autores (ROECK; DRABU, 2001; ZHI; ZU-BING,
2005). A facilidade no armazenamento e transporte, acesso aos enxertos durante os
procedimentos cirdrgicos e a possibilidade de armazenamento por longos periodos
proporcionados pela liofiizagdo (ROECK; DRABU, 2001) assume marcada
relevancia, notadamente quando se leva em consideracdo a otimizacdo de
procedimentos cirargicos ortopédicos.

Em relacdo ao preparo dos enxertos para utilizagdo neste estudo, ndo se
encontrou dificuldades na busca de cdes que se adequassem aos critérios de
incluséo para doagdo de 0ssos. A maioria dos doadores tratava-se de animais
jovens com injurias graves em decorréncia de atropelamento tais como luxacdes e
fraturas graves de coluna vertebral e alteracdes hemodinamicas e respiratérias.

As amostras 0Osseas coletadas para enxertia mantiveram seu formato e
estrutura trabecular apds o processamento. Macedo et al. (1999) demonstraram que
0 processo de liofilizagdo conjunto com a reidratacdo néo alteram as propriedades
biomecanicas de compressao do 0sso esponjoso bovino.

Por meio de avaliacdes subijetivas, palpacédo e observacdo das amostras do
0SS0 canino, foi possivel perceber que a consisténcia dos enxertos tornou-se mais
rigida, provavelmente devido ao ressecamento provocado pela desidratagao,
apresentando uma resisténcia maior a compresséao digital, embora permitisse ainda
o corte e adaptacdo ao leito receptor. O corte dos blocos de 0sso esponjoso pbde
ser realizado com maior facilidade apés a reidratacdo dos enxertos. Conrad et al.
(1993) notaram que a reidratacdo dos enxertos esponjosos humanos pode reduzir
sua rigidez e resisténcia a compressdo. Caracteristicas semelhantes foram
percebidas com os enxertos caninos muito embora seja necessaria a execucao de
testes biomecéanicos para analise exata destes dados.

Vale ressaltar que o intuito da aplicacdo deste tipo de enxerto, segundo
Finkemeier (2002), ndo é o de promover suporte mecanico e sim o de fornecer

suporte estrutural para o intracrescimento 6sseo e vascular e induzir a formacgéao
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o0ssea. O seu uso em condicbes que exijam suporte mecanico a compressao,
embora realizado em algumas situacdes, deve ser feito com cautela (LASANIANOS;
MOUZOPOULOS; GARNAVOS, 2008).

Ainda, no que concerne ao preparo dos 0sso0s, seu desengorduramento
previamente a liofilizacdo, € indicado e utilizado durante o preparo de enxertos
alégenos ou xendgenos com intuito de se remover 0s possiveis agentes
imunogénicos, como células medulares e gordura. Além disso, a completa remocéao
celular elimina virtualmente o risco de transmisséo de doencas tumorais (GALIA et
al., 2005; ZHI; ZU-BING, 2005).

No presente estudo, apds lavagem com agua corrente sob alta presséo, 0s
0SS0S esponjosos ndo aparentavam possuir gordura aderida em meio as trabéculas.
Todavia, ao se fazer o desengorduramento por imersao em solucdo homogénea de
alcool e cloroférmio, notou-se quantidade consideravel de gordura remanescente
formando sobrenadante espesso na solucdo. Galia et al. (2005) e Zhi e Zu-Bing,
(2005) ndo mencionam a quantidade de banhos necessarios para a completa
retirada da gordura dos enxertos, recomendando banhos sucessivos provavelmente
devido a variacdo na quantidade de gordura entre os fragmentos 0sseos de cada
doador. Esta variagdo também foi observada neste estudo, sendo as imersdes para
desengorduramento realizadas até que o sobrenadante deixasse de se formar, o que
ocorreu em média com 2 a 3 banhos.

Durante o acompanhamento clinico a reacao de incobmodo observada quando
da palpacdo da ferida cirdrgica constatada em 12 animais (n=42) foi interpretada
como presenca de dor. Contudo, nenhum dos animais apresentou tal reacao fora do
gue se considera normal para o pés-cirurgico de uma intervencéo ortopédica.

Na avaliacdo tecidual microscopica observou-se infiltrado inflamatorio em
apenas duas laminas. Radiograficamente, o 0sso do coelho adjacente ao enxerto
mostrou-se com aspecto saudavel, ou seja, sem sinais radiograficos de osteomielite.
Ademais, no pos-operatorio as medicacdes restringiram-se a analgesia e
antibioticoterapia durante sete dias, ndo tendo sido estabelecida terapia com anti-
inflamatorios. De acordo com o que Bubenik e Smith (2007) afirmam, tratamento de
infeccbes Osseas exige a administracdo de antibidticos ou antifungicos por um

periodo prolongado (meses), 0 que nao foi realizado nos animais desta pesquisa.
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Tais observacgdes clinicas, radiograficas e histolégicas, nos permitem afirmar
gque o desengorduramento, a liofilizagdo ocasionaram adequada reducdo da
antigenicidade do 0sso esponjoso canino e, a irradiacdo gama subsequente, na dose
de 25 kGy, gerou esterilizagéo eficiente das amostras 0sseas.

Pesquisas realizadas por diversos autores corroboram os achados deste
estudo. Galia et al. (2005) implantaram enxertos de osso humano liofilizado no fémur
de ratos observando infiltrado inflamatério em apenas um dos 16 animais do grupo
experimental. Da mesma forma, nos estudos de Salkeld et al. (2001) e Galia et al.
(2008) ndo sao reportados indicios de rejeicdo de enxertos 6Osseos liofilizados
implantados de maneira alégena e xendgena, respectivamente.

Os achados radiograficos e histoldgicos da presente pesquisa mostraram que
0 0SS0 canino processado de acordo com o protocolo sugerido apresentou excelente
osteointegracdo. Radiograficamente notou-se integracdo de 84,2 % das interfaces
avaliadas. Embora a avaliagdo tecidual microscopica seja de fundamental
importancia na confirmagao da osteointegracao, alguns autores como, por exemplo,
Lasanianos, Mouzopoulos e Garnavos (2008) utilizaram somente graduacdo
radiografica por escores como método de avaliagdo da incorporacdo de enxertos
esponjosos liofilizados alégenos aplicados como preenchedores 0sseos nos casos
de fraturas por impactacéo do platé tibial. Estes autores concluiram que 0s enxertos
foram completamente incorporados pelos pacientes em um periodo de 8 a 12
semanas, resultados estes semelhantes aos constatados nos animais deste estudo.

A integracdo 6ssea de enxertos pode ser caracterizada histologicamente por
presenca de trabéculas 6sseas em reabsorcdo ou necroticas, envolvidas por tecido
0sseo neoformado, medula hematopoiética e células adiposas (GALIA et al., 2008).
No presente estudo, histologicamente a osteointegracdo do enxerto foi constatada
em 28 animais (n=36), sendo observado crescimento de 0sso novo envolvendo as
trabéculas do osso esponjoso canino (escores 3, 4 e 5, Anexo lll) e unido do 0sso
novo com o enxerto. Linhas de osteoblastos mostraram-se predominantes, posicao
gue estas células assumem quando da producédo de 0sso novo. Em alguns animais
aos 90 dias observou-se gque as trabéculas 6sseas ja haviam sido completamente
substituidas por tecido 6sseo neoformado, sendo possivel identificar o processo de

organizagdo de medula 0ssea em estagio inicial ou mais avangado. Os achados
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histolégicos demonstraram claramente e, permitem afirmar, que o enxerto 0sseo
liofilizado canino é osteointegravel quando aplicado de maneira xendgena e,
provavelmente o sera quando da aplicacéo alégena.

De um modo geral, a unido entre o enxerto e o 0sso do coelho ocorreu com
prevaléncia de tecido Osseo e cartilagem mineralizada. Houve um indice
relativamente baixo de interfaces que ndo apresentaram continuidade do enxerto
com o 0sso hospedeiro (17 dentre 108), radiograficamente perceptivel. Entretanto,
radiograficamente pode ser dificil ou mesmo impossivel discernir finas juncdes
fiborosas ou cartilaginosas em inicio de mineralizacdo, podendo somente a
observacdo histoldégica mostrar a verdadeira composicdo tecidual prevalente
(CROSS, 2012). Desta forma, o estudo histolégico permitiu observar que nestas
interfaces houve a maior prevaléncia de tecido fibrocartilaginoso (escore 2, anexo lll)
e ndo a auséncia de preenchimento.

Suposicdes foram feitas a fim de explicar esta unido retardada
fibrocartilaginosa. Uma possibilidade seria a aposicao de forma nao justaposta do
enxerto na falha 6ssea resultando em um pequeno espago entre 0 enxerto e o radio,
0 que dificultaria a mineralizagdo. Outra possibilidade seria a de ter ocorrido lesdes
vasculares mais intensas durante as intervencgdes cirargicas destes animais. Tais
lesbes poderiam ter algum papel como causadoras do atraso da mineralizacao
observado nestas interfaces visto que, condroblastos sao formados sob tensfes de
oxigénio locais menores e, somente a medida que a tensdo de oxigénio aumenta,
juntamente com o crescimento vascular, é que a mineralizacéo da fibrocartilagem é
iniciada (CROSS, 2012).

Outra funcdo desempenhada pelo o0sso esponjoso canino foi a de
osteoconducao. Sua estrutura macro e microscopica trabecular agiu como um guia
no processo de consolidagéo por permitir a infiltracdo vascular e migracéo celular de
elementos envolvidos na formacdo éssea. Formaram-se pontes 6sseas conduzidas
sobre o enxerto radiograficamente visibilizadas na maior parte das interfaces (75 %).
Além disso, a presenca do enxerto na falha 6ssea dos animais dos grupos tratados
gerou preenchimento radiografico estatisticamente maior em comparacdo aos

animais do grupo controle (p < 0.05).
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A ampla vascularizacdo do enxerto constatada por avaliacdo histoldgica,
aliada a presenca de neoformacéo 6ssea notadamente quando observadas por entre
a estrutura trabecular tridimensional do osso esponjoso, segundo Kraus (2012) sao
achados que confirmam a propriedade osteocondutora de enxertos, neste caso, do
enxerto esponjoso canino. Estes achados vao ao encontro de constatacdes feitas
por Judas et al. (2005) os quais demonstraram a capacidade osteocondutiva de
enxertos 0sseos esponjosos liofilizados de coelhos aplicado de forma alégena.

Oliveira et al. (2007) também observaram a capacidade osteocondutora do
osso liofilizado de ratos, afirmando adicionalmente a respeito de sua capacidade
osteoindutora.

As propriedades osteoindutivas dos enxertos liofilizados desmineralizados
estdo bem documentadas (LOHMANN, et al.,, 2001; BAUER; MUSCHLER, 2003).
Por outro lado, os enxertos liofilizados mineralizados seriam basicamente
osteocondutivos, ndo sendo capazes de induzir neoformagcdo Ossea quando
implantados heterotopicamente, na musculatura, por exemplo (PIATTELLI et al.,
1996).

Segundo Lohmann et al. (2001), isto ndo negaria a possibilidade de em uma
implantacdo ortotdpica (em sitios 6sseos) o o0sso liofilizado mineralizado apresentar
capacidade de osteoinducdo. Suspeita-se que os fatores de crescimento, incluindo
as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), que sdo sabidamente osteoindutivas,
seriam liberados durante a reabsorcdo osteoclastica do enxerto. Ademais, seria
improvavel que a liofilizacdo destruisse tais fatores bioativos e indutores do
crescimento 0sseo visto que a liofilizacdo € comumente utilizada na preservacao
destes componentes quando estes sdo extraidos do 0sso.

Dinopoulos, Dimitriou e Giannoudis (2012) descrevem o potencial
osteoindutor remanescente do 0sso esponjoso apos liofilizacdo e afirmam que a
osteoconducao € eficiente somente quando ambos, substancias osteoindutoras e
elementos osteogénicos estédo presentes na mesma regiao.

Baseado nessas informacdes, os achados histolégicos do presente estudo
sugerem fortemente que o 0sso esponjoso liofilizado canino apresente capacidade
de induzir a formacdo Ossea. Todavia, 0os autores consideram importante a

realizacdo de estudos microscopicos de marcacéo celular para ratificar o potencial
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osteoindutor destes enxertos ndo desmineralizados quando aplicados em sitios
0Sseos.

Os escores histologicos atribuidos a formacéo 6ssea identificada nos animais
do grupo controle remetem a atividade 6ssea de boa qualidade. Estes resultados
fazem jus ao metabolismo 6sseo de animais higidos. Na comparacdo dos animais
pertencentes aos grupos tratados com aqueles do grupo controle, observou-se nas
radiografias que embora tenha ocorrido crescimento 6sseo em todas as falhas
O0sseas vazias, este crescimento foi muitas vezes desorganizado gerando
preenchimento incompleto da falha, ou mesmo, crescimento além dos limites das
corticais adjacentes. Macroscopicamente, quando da coleta das amostras dsseas
para analise histolégica, notou-se uma depressdo onde havia sido retirado o
segmento 6sseo nos animais do grupo C. Em contrapartida, nos animais dos grupos
tratados observou-se a continuidade do radio como um todo, sendo dificil a
identificac&o visual do local de enxertia.

O 0sso esponjoso canino atuou como bom preenchedor de falhas dsseas
guiando o processo de regeneracdo Ossea. Este é um aspecto importante
clinicamente, quando se deseja restabelecer o formato anatémico exato da estrutura
0ssea danificada (DINOPOULOS; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2012).

Em relagdo as comparacgdes entre 0os grupos tratados, notaram-se resultados
melhores nos grupos GEM e GEPRP em comparacéo ao grupo GE. A medula éssea
e 0 PRP proporcionaram unido com maior prevaléncia de tecido 6sseo ou cartilagem
jd mineralizada (Figura 19) e maior formacdo de ponte Ossea entre o radio e o
enxerto em comparacao ao uso isolado do osso liofilizado (p > 0.05).

Histologicamente notaram-se medianas maiores nos grupos NOsS quais o
enxerto estava associado a algum outro componente no escore geral (GEM= 8,
GEPRP=8 e GE=7, Tabela 11) e no escore aos 45 dias (GEPRP=9, GEM=8 e GE=7,
Tabela 10).

Notadamente, no que diz respeito a formacdo de ponte Ossea, foram
observados valores maiores radiograficamente nos grupos GEM e GEPRP (31 e 28,
respectivamente, n=36, Tabela 5) em comparacdo ao GE (22, n=36, Tabela 5).
Observou-se na maior parte dos animais pertencentes ao GE, aumento da

densidade 0ssea ao longo das bordas externas do enxerto, ou seja, ponte 6ssea em
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estagio inicial. Em contrapartida, nos animais dos grupos GEPRP e GEM houve
predominancia de ponte 0ssea organizada de forma bem evidente, sendo observada
ponte completa em animais do GEPRP somente (aos 45 dias).

Nos animais do GEPRP eutanasiados aos 45 dias, a associacdo do PRP ao
enxerto gerou resultados histolégicos melhores em relacao ao enxerto utilizado puro
ou associado a medula 6ssea. O PRP determinou maior quantidade de o0sso
neoformado e maior substituicdo do enxerto pelo osso novo em relagdo aos grupos
experimentais GE e GEM, sendo muitas vezes dificil a distingdo entre enxerto e 0Sso
novo.

Estes achados tornaram possivel perceber que a associacdo de medula
0ssea ou PRP ao osso liofilizado foram benéficas ao processo de consolidagéo.
Provavelmente, houve a esperada estimulacdo da formacdo O6ssea proporcionada
pela incorporagcédo de células mesenquimais oriundas da medula 6ssea ao sitio de
lesdo e pelos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas contidas no PRP
(HERNIGOU et al., 2005; EVERTS et al., 2006).

Sabe-se que a medula 6ssea contém células-tronco osteoprogenitoras que
sao capazes de formar osso quando combinadas com elementos de uma matriz
O6ssea (MILLIS; MARTINEZ, 2007). Segundo Bruder et al. (1998) as células
osteoprogenitoras da medula 6ssea diferenciadas podem produzir 0SS0 novo sem
estabelecer elementos de cartilagem inicial. Essa aposi¢ao direta do 0sso resultaria
em consolidacao rapida do defeito 6sseo. Tal fenébmeno poderia explicar o maior
preenchimento radiografico aos 45 dias (p< 0,05) constatado no presente estudo
nagueles animais nos quais o enxerto foi associado a medula 6ssea.

Vale ainda ressaltar que as células mesenquimais estdo distribuidas de
maneira esparsa na medula 6ssea (TIEDEMAN et al., 1991) e métodos que tornem
possivel concentrar a populacéo de células osteoprogenitoras, como a centrifugacéo
da medula realizada neste estudo, podem favorecer a osteogénese, uma vez que a
formacdo Ossea estaria diretamente relacionada ao numero de células tronco
mesenquimais (CONNOLLY et al., 1989).

Foi observado na literatura que defeitos 0sseos segmentares podem
consolidar de forma bem-sucedida apos a adicdo de PRP ou medula 6ssea cultivada

ou fresca diretamente ou em combinagdo com carreadores, tais como, esponjas de
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gelatina, matriz éssea desmineralizada, proteina morfogénica 0ssea ou implantes
ceramicos (CONNOLLY et al., 1989; TIEDEMAN et al., 1991; BRUDER, et al., 1998;
BARROS et al., 2001; HERIGOU et al., 2005). Entretanto, ndo foram encontradas
pesquisas envolvendo o uso do osso mineralizado liofilizado de cédo, podendo o
presente estudo compor a escassa literatura neste topico especifico.

O o0sso esponjoso do cado atuou como um adequado carreador da medula
Ossea aplicada e do PRP, evitando que estes componentes se espalhassem para
areas distantes da falha, complicacdo comumente observada conforme Finkemeier
(2002) descreve, sobretudo no caso da medula 6ssea.

No que concerne a coleta da medula 0ssea, a crista iliaca é descrita por
alguns autores como sendo o melhor lugar para sua coleta (BARROS et al., 2001).
Concordantemente, neste estudo observou-se a possibilidade de coleta de no
minimo 2 mL de medula, a qual péde ser facilmente aspirada mediante puncdo da
crista iliaca de coelhos. Fatores como a facilidade de coleta, baixas taxas de
complicagBes relacionadas a coleta e custo praticamente ausente, podem encorajar
os cirurgifes a procederem a injecdo de medula 6éssea autdbgena em associacdo ao
enxerto 6ésseo canino liofilizado.

Em relacdo ao plasma rico em plaquetas preparado para uso neste estudo,
obteve-se a partir de 8 mL de amostra de sangue total dos coelhos, um volume
médio de PRP de 0,7 mL, sendo a contagem média de plaquetas obtidas de
3.731.000 plaquetas/ uL (Tabela 2, Anexo IIl). Na contagem plaquetéaria prévia ao
preparo do PRP, todos os pacientes apresentaram niveis dentro dos padrdes
fisiologicos para a espécie, variando de 250.000 a 678.000 plaquetas/ L
(CARPENTER, 2006). Este fator contribuiu para a adequada concentracdo de
plaquetas visto que uma trombocitopenia pode ser considerada fator limitante para o
preparo do PRP (MAIA; SOUZA, 2009).

As amostras de PRP coagularam, formando um gel, apds ativagcdo com
gluconato de caélcio. Portanto, € possivel inferir que a intensidade e tempo de
centrifugacéo utilizados foram adequados, proporcionando um PRP com adequada
concentracéao e viabilidade plaquetaria (GIMENO et al., 2006).

Todavia trés amostras de PRP preparadas para aplicacdo em animais que

seriam eutanasiados aos 90 dias foram submetidas a maior tempo de espera apos
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ativacdo do PRP em decorréncia da curva de aprendizado no preparo do
componente. Estas amostras apresentaram contracdo do coagulo, diferente dos
demais e ndo se entremearam adequadamente do enxerto 0Sseo esponjoso
assumindo aspecto borrachoso. Além disso, segundo Maia e Souza (2009) a
ativacdo do PRP deve ser feita imediatamente antes da sua utilizacdo terapéutica
para adequado aproveitamento dos FC. Acredita-se que isto possa ter prejudicado a
eficiéncia do PRP nestes trés animais e consequentemente provocado queda nos
escores do GEPRP aos 90 dias no tocante a formacédo de ponte 6ssea, incorporacado
do enxerto e no escore total (Tabela 10).

Na literatura foram encontradas pesquisas mostrando a eficacia do PRP,
pesquisas mostrando indicios de maior promocédo a formacao 6ssea, entretanto sem
diferencas estatisticas e por ultimo, relatos com falha na identificacdo de efeitos
favoraveis do PRP (BARROS et al., 2001; SILVA et al., 2007; ISHIDA et al., 2007;
KAJIKAWA et al., 2008; MAIA; SOUZA, 2009; ROCHA et al., 2011)

Desta forma, neste estudo optou-se por realizar uma analise adicional e mais
exata das tendéncias observadas em relacdo tanto ao grupo experimental GEPRP
quanto ao GEM. SupbBe-se que a avaliagdo por escore possa ndo ter sido sensivel
suficiente a ponto de detectar alteragfes sutis na consolidacdo éssea geradas pela
associacdo destes componentes ao enxerto. Estudos quantitativos de contagem
celular, mensuracdo da area de formacdo de osso novo, area de vascularizacao
estdo sendo realizados na tentativa de se esclarecer melhor e com maior exatiddo
estas tendéncias positivas, tanto em relagcdo ao PRP quanto em relacdo a medula

Ossea associadas ao enxerto 6sseo canino liofilizado.
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. CONCLUSOES

Por meio deste estudo foi possivel concluir que:

e O processamento do 0sso esponjoso canino por meio da liofilizacdo e
esterilizacdo forneceu enxertos com baixa antigenicidade e estéreis.

e O enxerto 6sseo esponjoso canino liofilizado mostrou-se osteointegravel e
com propriedades de osteoconducéo e osteoinducao.

e O 0sso esponjoso canino atuou como bom preenchedor de falhas 6sseas
guiando o processo de regeneracgdo, sendo o preenchimento da falha maior
nos grupos tratados em comparacdo ao grupo controle, no qual as falhas
0sseas permaneceram vazias.

e A associacdo de medula 6ssea ou PRP ao osso liofilizado foi benéfica ao
processo de consolidacédo, gerando maior formacdo de ponte 6ssea aos 45
dias entre o enxerto e o 0sso hospedeiro em comparacédo com a implantacéo
somente do enxerto liofilizado.

e A adicdo de medula éssea induziu maior preenchimento radiograficamente
perceptivel do enxerto no intervalo do pds-operatorio imediato aos 45 dias em
comparacao ao uso do enxerto isoladamente ou em associacédo ao PRP.

e O PRP associado ao enxerto proporcionou maior formacédo de 0sso novo aos
45 dias e maior substituicdo do enxerto pelo 0sso novo em relacdo ao uso do

enxerto isoladamente ou associado a medula 6ssea.



69

8. REFERENCIAS

ALIEVI, M. M. Implante 6sseo cortical alégeno conservado em mel na
reconstrucdo de falha 6ssea diafisaria em fémur de caes. 2006. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinéria) - Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2006.

ANITUA, E.; ANDIA, I.; ARDANZA, B.; NURDEN, P.; NURDEN, A.T. Autologous
platelet source of proteins for healing and tissue regeneration. Thrombosis and
Haemostasis, Stuttgart, v. 91, n. 1, p. 4-15, 2004.

BARBOSA, A. L. T.; DEL CARLO, R. J.; GOMES, H. C.; OLIVEIRA, A. C,;
MONTEIRO, B. S.; DEL CARLO, B. N. Plasma rico em plaquetas para a reparagao
de falhas 6sseas em cédes. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 38, n. 5, p. 1335-1340,
2008.

BARROS, S. V. S. G.; DEL CARLO, R. J.; VARGAS, M. I.; GALVAO, S. R.; MAIA
FILHO, A. Auto-enxerto percutaneo de medula 6ssea em coelhos. I. coleta, preparo
e aplicacdo. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 31, n. 6, p. 1013-18, 2001. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0103-84782001000600016>.

BAUER, T. W.; MUSCHLER, G. F. Bone graft materials: an overview of the basic
science. Clinical Orthopaedics and Related Research, Philadelphia, v. 371, p. 10-
27, 2003.

BOSS, E. A. Modelagem e otimizacéo do processo de liofilizacao: aplicacao para
leite desnatado e café sollvel. 2004. 129 f. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2004.

BRUDER, S. P.; KRAUS, K. H.; GOLDBERG, V. M.; KADIYALA, S. The effect of
implants loades with autologous mesenchymal stem cells on the healing of canine
segmental bone defects. Journal of Bone and Joint Surgery, Boston, v. 80, n. 7, p.
985- 986, 1998.

BUBENIK, L. J.; SMITH, M. Infeccbes ortopédicas. In: SLATTER, D. Manual de
cirurgia de pequenos animais. 3. ed. Barueri: Manole, 2007. cap. 132, p. 1862-
1874.

CARPENTER, J. W. Formulario de animales exo6ticos. 3. ed. Buenos Aires: Inter-
médica, 2006. p. 416.



70

CAVASSANI, M. M.; MORAES, J. R. E.; PADILHA FILHO, J. G. Funcéo
osteoindutora de fragmentos 0sseos conservados em glicerina a 98%: estudo
experimental em ratos. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 31, n. 3, p. 445-448, 2001.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0103-84782001000300013>.

CONNOLLY, J.; GUSE, R.; LIPPIELLO; L.; DEHNE, R. Development of an
osteogenic bone-marrow preparation. Journal of Bone and jJoint Surgery, Boston,
v. 71A, n. 5, p. 684-691, 1989.

CONRAD, E. U.; ERICKSEN, D. P.; TENSER, A. F.; STRONG, D. M.; MACKENZIE,
A. P. The effects of freeze-drying and rehydration on cancellous bone. Clinical
Orthopaedics, Philadelphia, n. 290 p. 279-284, 1993.

CORNELL, C. N.; LANE, J. M. Current understanding of osteoconduction in bone
regeneration. Clinical Orthopaedics and Related Research, New York, n. 355,
siuppl., p. S267-S273, 1998.

CORNU, O.; BANSE, X.; DOCQUIER, P. L.; LUYCKX, S.; DELLOYE, Ch. Effect of
freeze-drying and gamma irradiation on the mechanical properties of human
cancellous bone. Journal of Orthopaedic Research, Hoboken, v. 18, n. 3, p. 426-
431, 2000.

CRENSHAW, A. H. Bone grafting. In: CANALE, S. T.; DAUGHERTY, K.; JONES, L.
J. Campbell’s operative orthopaedics. Missouri: Mosby Year Book, 1991. p. 12-22.

CROSS, A. R. Fracture biology and biomechanics. In: TOBIAS, K. M.; JOHNSTON,
S. A. N. Veterinary surgery small animal. St. Louis: Elsevier, 2012. cap. 41, p. 565-
571.

DENNY, H. R.; BUTTERWORTH, S. J. Enxertos 0sseos. In: . Cirurgia
ortopédica em cdes e gatos. 4. ed. Sdo Paulo: Roca, 2006. cap. 40, p. 352- 382.

DIMITRIOU, R.; TSIRIDIS, E.; GIANNOUDIS, P. V. Current concepts of molecular
aspects of bone healing. Injury, Bristol, v. 36, n. 12, p. 1392-1404, 2005.

DINOPOULOS, H.; DIMITRIOU, R.; GIANNOUDIS, P. V. Bone graft substitutes: what
are the options?. The Surgeon, Edinburgh, p. 1-10, 2012. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.surge.2012.04.001>.

EVERTS, P. A. M.; KNAPE, J. T. A.; WEIBRICH, G.; SCHONBERGER, J. P. A. M,;
HOFFMANN, J.; PVERDEVEST. E. P.; BOX, H. A. M.; ZUNDERT, A. van. Platelet-
rich plasma and platelet gel: a review. The Journal of Extra-Corporeal
Technology, Portland, v. 38, n. 2, p. 174-187, 2006.



71

FARRINGTON, M.; MATTHEWS, I|.; FOREMAN, J.; RICHARDSON, K. M,
CAFFREY, E. Microbiological monitoring of bone grafts: two years’experience at a
tissue bank. Journal of Hospital Infection, Londres, v. 38, p. 261-271, 1998.

FEOFILOFF, E. D.; JESUS-GARCIA, R. Técnicas de obtencdo, processamento,
armazenamento e utilizacdo de homoenxertos 6sseos Protocolo do Banco de Ossos
da Escola Paulista de Medicina. Revista Brasileira de Ortopedia, Sao Paulo, v. 31,
n. 11, p. 895-903, 1996.

FINKEMEIER, C. G. Bone-grafiting and bone graft substitutes. The Journal of Bone
and Joint Surgery, Needham, v. 84, n. 3, p. 649-58, 2002.

GALIA, C. R.; MACEDQO, C. A. S.; ROSITO, R.; MOREIRA, L. F. Osteointegracao de
enxertos liofilizados impactados. Acta Ortopédica Brasileira, Sdo Paulo, v. 17, n. 2,
p. 24-8, 2008.

GALIA, C. R.; ROSITO, R.; MELLO, T. M.; MACEDO, C. Uso de enxerto 0sseo
homadlogo e heterdlogo em diafise femoral de ratos: comparacéo entre enxerto 0sseo
congelado e liofilizado. Revista Brasileira de Ortopedia, Sdo Paulo, v. 40, n. 3, p.
141-146, 2005.

GALIA, C. R.; MACEDO, C. A. S.; ROSITO, R.; MELLO, T. M.; DIESEL, C,;
MOREIRA, L. F. Caracterizacao fisico-quimica de ossos liofilizados de origem bovina
e humana. Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides, Rio de Janeiro, v. 36, n.
2, p. 157-160, 2009.

GERSTENFELD, L. C.; CULLINANE, D. M.; BARNES, G. L.; GRAVES, D. T
EINHON, T. A.; Fracture healing as a post-natal developmental process: molecular,
spatial, and temporal aspects of its regulation. Journal of Cellular Biochemistry,
New York, v. 88, n. 5, p. 873-84, 2003.

GIANNOBILE, W. V. Periodontal tissue regeneration by polypeptide growth factors
and gene transfer. In.: . Tissue engennering: applications in maxillofacial
surgery and periodontics. lllinois: Quintessense, 1999. p. 231-243.

GIMENO, F. L.; GATTO, SILVIA, FERRO, J. CROXATTO, J. O.; GALLO, J. E.
Preparation of platet-rich plasma as a tissue adhesive for experimental
transplantation in rabbits. Thrombosis Journal, London, v. 4, n. 18, p. 1-7, 2006.

GOLDBERG, V.; STEVENSON, S. Natural history of autografts and allografts.
Clinical Orthopaedics and Related Research, New York, n. 225, p. 7-16, 1987.



72

GONSHOR, A. Technique for producing platelet-rich plasma e platelet concentrate:
background and process. International Journal of Periodontics and Restorative
Dentistry, Chicago, v. 22, n. 6, p. 547-557, 2002.

GOUJON, E. Recherches expérimentales sur les propriétés du tissu osseux. Journal
de I'Anatomie, v. 6, p. 399-412, 1869.

HACHIYA, Y.; SAKAI, T.; NARITA, Y.; IWATA, H.; YOSHIZAWA, H.; HACHIYA, K;
MURITA, C. M. Status of bone banks in Japan. Transplantation Proceedings,
Philadelphia, v. 31, n. 5, p. 2032-2035, 1999.

HARCOURT-BROWN, F. Textbook of rabbit medicine. Oxford: Butterworth-
Heinemann, 2002. p. 122.

HERNIGOU, P.; BEAUJEAN, F. Bone marrow in patients with pseudarthrosis: a
study of progenitor cells by in vitro cloning. Revue de Chirurgie Orthopédique et
Réparatrice de I'Appareil Moteur, Paris, v. 83, n. 1, p. 33-40, 1997.

HERNIGOU, P.; POIGNARD, A.; MANICOM, O.; MATHIEU. G.; ROUARD, H. The
use of percutaneus autologous bone marrow transplantation in nonunion and
avascular necrosis of bone. The Journal of Bone and Joint Surgery, Needham, v.
87, p. 896-902, 2005.

ISHIDA, K.; ISHIDA, K.; KURODA, R.; MIWA, M.; TABATA, Y.; HOKUGO, A,;
KAWAMOTO, T.; SASAKI, K.; DOITA, M.; KUROSAKA, M. The regenerative effects
of platelet-rich plasma on meniscal cells in vitro and its in vivo application with
biodegradable gelatin hydrogel. Tissue Engineering, New York, v. 13, n. 5, p. 1103-
1112, 2007.

JUDAS, F.; FIGUEIREDO, M. H.; CABRITA, A. M. S.; PROENGCA, A. Incorporation of
Impacted Morselized Bone Allografts in Rabbits. Transplantation Proceedings,
Orlando, n. 37, p. 2802-2804, 2005.

KAJIKAWA, Y.; MORIHARA, T.; SAKAMOTO, H.; MATSUDA, K.; OSHIMA, Y.
YOSHIDA, A.; NAGAE. M.; ARAI, Y.; KAWATA, M.; KUBO, T. Platelet rich plasma
initial mobilization circulation derived tendon healing. Journal of Cellular
Physiology, Philadelphia, v. 215, n. 3, p. 837-845, 2008.

KEVY, S. V.; JACOBSON, M. S. Comparison of methods for point of care preparation
of autologous platelet gel. The Journal of Extra Corporeal Technology, Stuttgart,
v. 36, n. 1, p. 28-35, 2004.



73

KON, T.; CHO, T. J.; AIZAWA, T.; YAMAZAKI, M.; NOOH, N.; GRAVES, D,
GERSTENFELD, L. C.; EINHORN, T. A. Expression of Osteoprotegerin, Receptor
Activator of NF- B Ligand (osteoprotegerin ligand) and related proinflammatory
cytokines during fracture healing. Journal of Bone and Mineral Research
Washington, v. 16, n. 6, p. 1004-1014, 2001.

KRAUS, K. H. Bone grafts and substitutes. In: TOBIAS, K. M.; JOHNSTON, S. A. N.
Veterinary surgery small animal. St. Louis: Elsevier, 2012. cap.49, p. 676-684.

KUBLER, N.; REUTHER, J.; KIRCHNER, T.; PRIESSNITZ, B.; SEBALD, W.
Osteoinductive, morphologic, and biomechanical properties of autolyzed, antigen-
extract-ed, allogeneic human bone. Journal Oral Maxillofacial Surgery,
Philadelphia, v. 51, n. 12, p. 1346-1357, 1993.

LASANIANOS, N.; MOUZOPOULOS, G.; GARNAVOS, C. The use of freeze-dried
cancelous allograft in the management of impacted tibial plateau fractures. Injury
International Journal of the Care of Injured, v. 39, n. 10, p. 1106-1112, 2008.

LIEBERMAN, J. R.; DALUISKI, A.; EINHORN, T. A. The role of growth factors in the
repair of bone. The Journal of Bone and Joint Surgery, Boston, v. 84, n. 6, p.
1032-1042, 2002.

LOHMANN, C. H.; ANDREACCHIO, D.; KOSTER, G.; CARNES JR., D. L
COCHRAN, D. L.; DEAN, D. D.; BOYAB, B. D.; SCHWARTZ, Z. Tissue response
and osteoinduction of human bone grafts in vivo. Archives of Orthopaedic and
Trauma Surgery, New York, v. 121, p. 583-590, 2001.

MACEDO, C. A. S.; GALIA, C. R.; SILVA, A. L. B.; CESAR, P. C.; SANCHES, P. R.
S.; DUARTE, L. S.; MULLER, L. M. Comparacéao da resisténcia a compressao do
0sso bovino congelado e liofilizado. Revista Brasileira de Ortopedia, Sdo Paulo v.
34, n. 9/10, p. 529-534, 1999.

MAIA, L.; SOUZA, M. V. Componentes ricos em plaquetas na reparacéo de afeccdes
tendo-ligamentosas e osteoarticulares em animais. Ciéncia Rural, Santa Maria, V.
39, n. 4, p. 1279-1286, 2009.

MAN, D.; PLOSKER, H. WINLAND-BROWN, J. E. The use of autologous platelet-
rich plasma (platelet gel) and autologous platelet-poor plasma (fibrin glue) in
cosmetic surgery. Plastic and Reconstructive Surgery, Baltimore, v. 107, n. 1, p.
229-237, 2001.

MARTINEZ, S. A.; WALKER, T. Bone grafts. Veterinary Clinincs of North America
Small Animal Practice, Philadelphia, v. 29, n. 5, p. 1207-1219, 1999.



74

MILLIS, D. L.; MARTINEZ, S. A. Enxertos 0sseos. In: SLATTER, D. Manual de
cirurgia de pequenos animais. 3. ed. Barueri: Manole, 2007. cap. 133, p. 1875-
1891.

MORAES, P. C. O uso do ultrasson pulsado de baixa intensidade em falhas
O0sseas produzidas experimentalmente em radio de coelhos, preenchidas ou
ndo com cimento de fosfato de calcio. 2006. 44 f. Tese (Doutorado em Cirurgia
Veterinaria) — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, 2006.

MULLER, D. C. M.; PIPPI, N. L.; BASSO, P. C.; SANTOS JUNIOR, E. B.; GUERRA,
A. C. O. Técnicas e sitios de coleta de medula 6ssea em caes e gatos. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 39, n. 7, p. 2243-2251, 2009.

OLIVEIRA, A. C. P.; COLLARES, M. V. M.; GALIA, C. R.; EDELWEISS, M. 1,
PINTO, R. A.; KNEIBEL, L. Comparagdo entre enxerto 6sseo autélogo, homdlogo
congelado e homoélogo liofilizado em modelo experimental de cranioplastia. Revista
da Sociedade Brasileira de Cirurgia Craniomaxilofacial, Sdo Paulo, v. 10, n. 4, p.
140-146, 2007.

OYAMA, T.; NISHIMOTO, S.; TSUGAWA, T.; SHIMIZU, F. Efficacy of platelet-rich
plasma in alveolar bone grafting. Journal of Oral and Maxillofacial Surgery.
Philadelphia, v. 62, n. 5, p. 555-558, 2004.

PADILHA FILHO, J. G.; PENHA, L. H. C.; SOUZA, S. F. Uso do enxerto 6sseo
cortical bovino conservado em glicerina a 98% na osteotomia femoral em gatos.
Ciéncia Animal Brasileira, Goiania, v. 9, n. 4, p. 1071-1078, 2008.

PAPAS, A. M. Currente methods of bone storage by freenzing and freeze-drying.
Cryobiology, Maryland Heights, v. 4, n. 6, p. 358- 375, 1968.

PIATTELLI, A.; SCARANO, A.; CORIGLIANO, M.; PIATTELLI, M. Comparison of
bone regeneration with the use of mineralized and demineralized freeze-dried bone
allografts: a histological and histochemical study in man. Biomaterials, Surrey, v. 17,
n.11, p. 1127-1131, 1996.

POULTON, T. B.; MURPHY, W. D.; DUERK, J. L.; CHAPEK, C. C.; FEIGHLIN, D. H.
Bone marrow reconversion in adults who are smokers: MR imaging findings.
American Journal of Roentgenology, Springfield, v. 161, n. 3, p. 1217-1221, 1993.

ROCHA, F. S.; RAMOS, L. M. A.; BATISTA, J. D.; ZANETTA-BARBOSA, D,
DECHICHI, P. Enxerto bovino organico associado ao PRP em calvaria de coelhos.
Arquivos Internacionais de Otorrinolaringologia, Sdo Paulo, v. 15, n. 2, p. 208-
213, 2011.



75

ROECK, N.; DRABU, K. J. Impaction Bone Grafting Using Freeze-DriedAllograft in
Revision Hip Arthroplasty. The Journal of Arthroplasty, v. 16, n. 2, p. 201-206,
2001.

ROOS, M. V.; CAMISA JUNIOR, A.; MICHELIN, A. F. Procedimentos de um banco
de ossos e a aplicabilidade dos enxertos por ele proporcionados. Acta Ortopédica
Brasileira, S&o Paulo, v. 8, n. 3, p. 122-127, 2000.

SALKELD, S. L.; PATRON, L. P.; BARRACK, R. L.; COOK, S. D. The effect of
osteogenic protein-1on the healing of segmental bone defects treated with autograft
or allograft bone. The Journal of Bone and Joint Surgery, Needham, v. 83A, n. 6,
p. 803-816, 2001.

SANTOS, F. C.; RAHAL, S. C. Enxerto 0sseo esponjoso autélogo em pequenos
animais. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 34, n. 6, p. 1969-1975, 2004.

SILVA, S. B.; FERRIGNO, C. R. A.; STERMAN, F. A.; BACCARIN, D. C. B;
YAZBEK, K. V. B.; MURAMOTO, C.; AMAKU, M. Plasma rico em plaquetas
combinado a hidroxiapatita na formacdo do calo 6sseo em fraturas induzidas
experimentalmente no radio de cdes. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 37, n. 4, p.
1045-1051, 2007.

STEVENSON, S. Enhancement of fracture healing with autogenous and allogeneic
bone grafts. Clinical Orthopaedics and Related Research, New York, v. 355,
suppl., p. S239-S246, 1998.

TIEDEMAN, J. J.; CONNOLLY, J. F.; STRATES, B. S.; LIPPIELLO, L. Treatment of
nonunion by percutaneus injection of bone marrow and demineralized bone matrix an
experimental study in dogs. Clinical Orthopaedics and Related Research,
Philadelphia, n. 268, p. 294-302, 1991.

TOMFORD, W. W.; DOPPELT, S. H.; MANDIN, H. J.; FRIEDLAENDER, G. E. 1983
bone bank procedures. Clinical Orthopaedics Related Research, Philadelphia, n.
174, p. 15-21, 1983.

TSIRIDIS, E.; UPADHYAY, N.; GIANNOUDIS, P. Molecular aspects of fracture
healing: Which are the important molecules? Injury, Bristol, v. 38, n. 1, p. 11-25,
2007.

VULCANI, V. A. S.; MACORIS, D. G.; PLEPIS, A. M. G. Membranas biologicas
homologas preservadas em solucéo alcalina seguida de liofilizacao, glicerina a 98%
e por liofilizagéo para implantacdo em equinos. Ciencia Rural, Santa Maria, v. 38, n.
5, 2008.



76

WEIGEL, J. P. Enxerto 6sseo. In: BORJAB, M. J. Mecanismos da moléstia na
cirurgia de pequenos animais. 2. ed. Sdo Paulo: Manole, 1996. p. 791-798.

ZHI, L.; ZU-BING, L. Repair of mandible defect with tissue engineering bonein
rabbits. ANZ Jounal of Surgery, Richmond, v. 75, n. 11, p. 1017-1021, 2005.

ZILIOTTO, L.; DALECK, C. R.; PADILHA FILHO, J. G.; SOUZA, A. P.; FANTINATTI,
A. P.; DINIZ, P. P. V. P. Utilizacdo de implante 6sseo cortical al6geno conservado
em glicerina para preservacdo de membro toracico: estudo experimental em caes.
Acta Cirurgica Brasileira, Sao Paulo, v. 18, n. 2, p. 107-115, 2003.



77

ANEXO |

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DAS AMOSTRAS

Fixacao

A fixagdo das amostras coletadas foi realizada em formalina 10%. O tempo de

imersao variou de um dia a uma semana.

Descalcificacdo

Apés a fixacdo, as amostras dsseas foram descalcificadas para permitir o
corte no micrétomo. Utilizou-se como descalcificador uma solugédo de acido férmico
30% e citrato de sédio 20 %. As amostras permaneceram imersas nesta solucéo e
foram observadas a cada dois dias quanto a consisténcia. Ap6s um periodo médio
de oito dias as amostras apresentavam consisténcia tal que permitia o corte
longitudinal com navalha. Este corte durante a descalcificacdo foi necessario para
gue o descalcificador penetrasse em toda a amostra, inclusive no enxerto canino, o
gual apresentou descalcificagcdo mais lenta que o osso de coelho.

Tao logo as amostras (osso de coelho contendo enxerto 0sseo canino)
adquiriram consisténcia borrachosa, estas foram lavadas e permaneceram imersas
em agua por um dia a fim de se retirar todo descalcificador remanescente.

O periodo médio total de descalcificacdo de 12 dias.

Desidratacéo

As amostras foram desidratadas em etanol por meio de imersbes
consecutivas de uma hora e 20 minutos, cada imerséo. Utilizou-se nesta sequencia:
alcool 80%, alcool 90%, alcool 95%, alcool absoluto I, alcool absoluto I, alcool Il e
por ultimo, solucdo de alcool absoluto e xilol, na qual as amostras permaneceram

por 12 horas.
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Diafanizacao e inclusdo

O agente diafanizador utilizado foi o xilol. Foram realizados trés imersdes de
uma hora em xilol 1, xilol Il e por ultimo xilol Ill. Em seguida as amostras foram
incluidas em parafina e emblocadas para corte em microtomo. Cada bloco de
parafina continha um antimero da amostra, que ja havia sido seccionada ao longo do
eixo longitudinal do radio e da ulna no momento da descalcificagdo. O antimero da
amostra foi posicionado na parafina de modo que os cortes realizados no micrétomo
resultassem em cortes histolégicos do eixo longituninal do radio (contendo o enxerto)

e ulna.
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ANEXO 1l

Tabela 2: Resultados da contagem plaquetaria das amostras
sanguineas coletadas dos animais do GEPRP para
preparo do PRP e quantidade plaquetas e volume obtido
apoés seu processamento.

Coelho Contagem de plaquetas da amostra  Contagem obtida no PRP Volume de
sanguinea (x 10°plqt/pL) PRP (mL)
(x 10%plqt/pL)

25 456 6.007 0,4
26 484 2.860 0,4
27 489 8.324 0,4
28 678 6.949 0,4
29 509 3.605 0,8
30 392 2.312 0,8
31 428 2.764 0,8
32 250 1.316 0,7
33 340 1.595 0,8
34 451 3.165 0,9
35 390 2.219 0,8

36 229 3.654 0,8
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