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AVALIACAO DA REVASCULARIZACAO DE FRAGMENTOS OSSEOS BOVINOS
AUTOCLAVADOS E IMPLANTADOS COM E SEM A PRESENCA DO OMENTO
EM SITIOS INTRACORPOREOS DE COELHOS (Oryctolagus cuniculus) COMO
MODELO DE BIORREATOR IN-VIVO

RESUMO - As falhas Osseas, principalmente as criticas, representam entidade a
parte. Para que se possa gerar reconstituicdo de falhas 0sseas criticas € necessario
o auxilio de métodos de enxertia que promovam osteoinducéo e osteoconducio. E
frequente a busca de substitutos 6sseos de forma a aprimorar técnicas ja existentes
que promovam osteogénese visando o rapido restabelecimento de suas fungdes. O
enxerto autdégeno isolado pode ser insuficiente nas falhas 6sseas criticas apesar de
ser a melhor opcéo, causa maior morbidade na recuperagéo do paciente. O omento
tem sido frequentemente estudado na cirurgia devido suas diversas propriedades
vasculares vantajosas em locais pouco vascularizados, melhorando a cicatrizagao e
controle de infeccdo. Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
angiogénica e osteoindutora de fragmentos &sseos xendgenos autoclavados
implantados, com ou sem a presenca de omento no espaco subcutaneo (S1),
espaco subcutédneo juntamente com o omento (S2) e regido intradéssea (S3) em
coelhos.

Utilizou-se 30 animais em um Unico grupo onde cada animal recebeu os
fragmentos d6sseos em trés sitios corporeos diferentes (S1, S2 e S3) e foram
avaliados por métodos histoldgicos sua atividade angiogénica e osteogénica. Diante
dos resultados obtidos foi possivel observar que, o material implantado foi rejeitado
devido a reacdo de corpo estranho ter sido intensa e persistente por todos os
tempos (7, 15, 30, 45, 60 dias) de avaliacdo em todos os locais de implantacdo. Nao
houve osteogénese em nenhum dos locais de implantacdo. Foi possivel comparar a
angiogénese entre locais de implantagcédo avaliando a infiltracdo vascular no interior
dos fragmentos Osseos, onde S2 apresentou melhores resultados, com inicio de
infiltracdo vascular aos 7 dias, enquanto que os demais grupos se iniciaram aos 30
dias. Conclui-se com este estudo que diante desta metodologia de preparo de
implante 6sseo xendgeno, provavelmente ndo houve remocdo completa da
antigenicidade, nem mesmo a preservacdo das BMPs, mas foi possivel afirmar que
0 contato com o omento foi capaz de aumentar a angiogénese nos fragmentos
implantados em compara¢do com os demais locais.

Palavras-chave: Enxerto, omento, xendégeno



EVALUATION OF REVASCULARIZATION OF AUTOCLAVED BOVINE BONE
FRAGMENTS AND IMPLANTED WITH AND WITHOUT THE PRESENCE OF THE
OMMENT IN INTRACORPHORUS SITES OF RABBITS (Oryctolagus cuniculus)
AS A BIORREATOR IN-VIVO MODEL

ABSTRACT - Bone failures, especially criticism, represent a separate entity. In order
to generate reconstitution of critical bone defects it is necessary to use grafting
methods that promote osteoinduction and osteoconduction. The search for bone
substitutes is frequent in order to improve existing grafting techniques for the rapid
restoration of their functions. The isolated autogenous graft may be insufficient in the
critical bone faults although it is the best option, it causes greater morbidity in the
recovery of the patient. The omentum has frequently been studied in the surgery due
to its several advantageous vascular properties in places little vascularized,
improving the cicatrization and control of infection. The purpose of this study was to
evaluate the angiogenic and osteoinductive capacity of implanted autogenous
xenogene bone fragments, with or without the presence of omentum in the
subcutaneous space (S1), subcutaneous space together with the omentum (S2) and
intraosseous region (S3).

Thirty animals were used in a single group where each animal received the
bone fragments at three different body sites (S1, S2 and S3) and their angiogenic
and osteogenic activity were assessed by histological methods. In view of the results
obtained, it was possible to observe that the implanted material was rejected
because the foreign body reaction was intense and persistent at all times (7, 15, 30,
45, 60 days) of evaluation at all implantation sites. There was no osteogenesis at any
of the implantation sites. It was possible to compare the angiogenesis between
implantation sites by evaluating the vascular infiltration within the bone fragments,
where S2 presented better results, with vascular infiltration beginning at 7 days, while
the other groups started at 30 days. It was concluded from this study that in view of
this xenogen graft preparation methodology, there was probably no complete
removal of the antigenicity, not even the preservation of the BMPs, but it was
possible to affirm that the contact with the omentum was able to increase the
angiogenesis in the fragments in comparison with the other sites.

Key words: Graft, omentum, xenogen
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A) osteotomia do osso iliaco direito, no sentido dorsal para ventral, com serra
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1. INTRODUCAO

A recuperacdo da funcdo de um membro locomotor traumatizado representa
desafio para o profissional, devido as particularidades de cada tipo de fratura, e o
sucesso terapéutico sera alcancado somente quando todas as dificuldades forem
superadas. As falhas Osseas, principalmente as criticas, decorrentes de fratura
cominutiva, ndo unides, cisto 6sseo e da remocdo de segmento 0sseo portador de
neoplasia, representam entidade a parte, visto que as técnicas de tratamento
cirirgico convencionais para preservacdo do membro séo trabalhosas, dificeis de
serem realizadas e, por diversas vezes, insatisfatérias, culminando em amputacao
para melhoria da qualidade de vida do paciente.

N&do obstante, alguns pacientes apresentam mais de um membro
comprometido, dificultando sobremaneira o tratamento. Nestes casos, a amputacao
fica em tese descartada para ambos os apéndices locomotores. A exigéncia dos
proprietarios de animais de companhia também é relevante, pois buscam
alternativas para preservacdo do membro nesses casos, e fazem-se necessarias
alternativas que possibilitem a reconstrugdo tecidual, evitando a amputacéo.
Ademais, tanto em casos isolados como de multiplos membros comprometidos, é
fundamental que haja celeridade no tratamento, eficiéncia na consolidagdo das
fraturas e na resolucédo da osteomielite, que corrigueiramente estd associada, e para
tal, contar com quantidade consideravel de tecido 0sseo viavel com capacidade
osteoindutora é conditio sine qua non.

A engenharia de tecido 6sseo € a utilizacdo de material tridimensional que
induz a formacdo de tecido 6sseo ou age como carreador das células Osseas.
Biomateriais modernos ndo devem somente preencher espagco e sim provocar
resposta biolégica especifica.

A busca incessante por um material que possa ser utilizado como substituto
0sseo é tema frequente em publicacfes cientificas na area de reconstrucdo 0ssea.
Relativamente a Ortopedia Veterinaria, esta necessidade se torna ainda maior, pela
dificuldade de se promover repouso adequado aos pacientes e, dessa forma,
impedir sobrecarga precoce ao osso fraturado, mesmo ap0s a osteossintese. A
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associacdo entre implantes e enxertos € muito relatada na literatura, devido a
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inexisténcia de material ideal para preenchimento de falhas 6sseas criticas. Nesse
contexto, a somatoria dos efeitos € esperada para obter resultado satisfatorio, ou
seja, boa estabilizacdo (osteossintese) e quantidade ideal de tecido 0sseo viavel na
falha, o que promoveria rapida deambulacdo e consolidacdo, minimizando as
chances de quebra dos implantes.

O omento é uma reflexdo peritoneal larga, ampla, que apesar das numerosas
aplicacdes cirargicas, como retalhos, ainda continua sendo em grande parte
desconhecido e certamente subestimado frente as diversas propriedades requeridas
como, por exemplo, neovascularizagdo, ativagdo de células tronco, carreamento de
mediadores inflamatérios, dentre outros. Devido a este retalho ser amplamente
vascularizado, ele é considerado bom leito receptor, sua obtencdo é relativamente
simples e rapida, apresentando pequeno indice de complicacées.

A utilizacdo do osso xendgeno bovino autoclavado se reforca pela facilidade
de se obter banco de ossos de baixo custo e possibilidade de estoque. No entanto,
sera que O 0sso autoclavado e a associacdo com o omento aceleraria a
neovascularizacao deste fragmento 6sseo? Como sera a resposta biolégica com a
presenca do omento? Seria possivel utilizar sitios intracorpéreos de coelhos como
biorreatores in vivo? Caso essas respostas sejam afirmativas, ha a possibilidade de
se realizar estudo futuro com a utilizacdo deste conjunto (0sso bovino associado ou
nao ao enxerto de omento em diferentes sitios intracorpdreos), no intuito de formar
tecido 0sseo autdégeno viavel para posterior uso na reconstrucao de falhas 6sseas

extensas do préprio paciente?

2. REVISAO DE LITERATURA

Estudos estdo sendo realizados em busca de substitutos 0sseos
biocompativeis de origem bioldgica e/ou sintética, além de aprimorar as técnicas de
enxertia ja existentes e métodos que promovam a reparagdo de tecidos vivos
lesionados, visando o rapido restabelecimento de suas fungbes mecéanicas e
fisiolégicas (GUTIERRES et al.,, 2006; TURRER; FERREIRA, 2008; RAPOSO DO
AMARAL et al., 2010; FREITAS et al., 2012). Segundo Salgado, 2002 e Gondim,

2007, o reparo de uma lesdo esta determinado a condi¢cdes como, bom suprimento
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sanguineo, estabilidade mecanica, presen¢a de um arcabouco tridimensional e KIM
et al., 2006 enfatiza que regides em que a morfologia e dimensdo do defeito séo
extensas e criticas ao reparo, 0 mecanismo regenerativo torna-se limitado.

Avanco muito importante foi conquistado em 1965 quando Urist publicou seu
trabalho sobre a teoria da inducdo éssea, e até hoje se busca por métodos no
escopo de acelerar, de forma eficiente a inducéo da formacéo de novo tecido 6sseo
para utilizacdo em falhas estruturais 6sseas.

O o0sso € capaz de se regenerar e reconquistar sua estrutura original, sem
que haja area com tecido cicatricial (REMEDIOS, 1999). Apesar desse potencial, a
perda de tecido 6sseo ainda é importante agravante para o tratamento das unides
retardadas, ndo unides, fraturas maltiplas, cominutivas, nas ostectomias, artrodeses,
no preenchimento de cavidades e defeitos 0O0sseos segmentares extensos,
neoplasias 0sseas e osteomielites, consideradas as principais incidéncias de falhas
O0sseas na rotina da clinica cirtrgica, tanto na medicina veterinaria quanto na
humana. Para que se possa gerar reconstituicdo de falha 6ssea € necessario, em
algumas ocasifes, auxilio de métodos de enxertia que promovam osteoinducéo e
osteoconducado, gerando muitas vezes, grande desafio para o cirurgido (COOK;
RUEGER, 1996; REZENDE et al., 1998; ALIEVI et al., 2007).

Os materiais osteoindutores estimulam as células indiferenciadas do 0sso
lesionado a converterem-se fenotipicamente em células osteoprogenitoras
chamadas osteoblastos, responsaveis pela neoformacdo Ossea. Os materiais
osteocondutores ndo tém a capacidade para formar 0sso ou induzir sua formagao,
limitam-se, a fornecer base biocompativel inerte, que preenche a falha e orienta
novas células originadas por proliferacdo da linhagem osteoprogenitora das bordas
do defeito a promoverem a neoformacéo de tecido 6sseo (COOK; RUEGER, 1996;
KEATING; MCQUEEN, 2001).

A osteoconducdo é um processo tridimensional de crescimento de capilares,
tecido perivascular e células mesenquimais do leito recipiente para dentro da
estrutura do enxerto (MARTINEZ; WALKER, 1999; SLOTTE et al., 2003).
Juntamente, faz-se necessario ambiente favoravel e estimulo indutivo, como
fragmento 0sseo ou célula osteogénica para que a reparacdo 0ssea seja rapida e
efetiva (ALEXANDER, 1987).
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Os biomateriais podem atuar como um arcaboucgo e, assim, estimular a
migracdo e proliferacdo celular (PIATTELLI et al., 2000). Dentre os métodos de
“‘enxertia 0ssea”, ja é sabido que o enxerto 0sseo autdgeno é considerado o “padréo
ouro” e, apesar de biologicamente o proprio individuo ser a melhor fonte para a
obtencdo desse material, sua coleta muitas vezes pode ser limitada (GOLDBERG,;
STEVENSON, 1987; GUTIERRES et al, 2006; INTINI et al, 2008). A
biocompatibilidade do enxerto autégeno (doador/receptor) para com o leito receptor
gera aceleracdo na regeneracao 0ssea por evitar rejeicdo, comparativamente aos
demais tipos (alo e xenoenxertos), possuir matriz celular que estimula a
osteogénese, osteoconducao e a osteoindugéo, resultando no sucesso da formacéo
e fusé@o 6sseas (GUTIERRES et al., 2006; CAUBET et al., 2011).

Nos casos de falhas ésseas criticas e extensas, essa opcdo de enxerto
isolado pode ser muitas vezes insuficiente. Apesar de ser biologicamente a melhor
opcdo, a enxertia autéloga gera como inconveniente a necessidade de dois tempos
cirirgicos, lesdo de tecido normal para obtencdo do enxerto, maior tempo
anestésico, maior dor e morbidade na recuperacdo do paciente e, ndo obstante, a
maior chance de contaminacgfes trans-cirirgicas (RANZANI et al., 1996; MELO et
al., 1998; REZENDE et al., 1998; MILLIS; MARTINEZ, 2003; ALIEVI et al., 2007,
FREITAS et al., 2012).

Os implantes 6sseos alégenos ou xendgenos sao excelentes opcdes devido a
similaridade com o osso autbgeno em termos de estrutura e funcdo (MAUNEY JR et
al., 2004). Porém, para o uso de enxertos ndo autdgenos € necessario preparo
prévio como maceracdo ou liofilizacdo, desproteinizacdo e posteriormente
esterilizacéo, seja em autoclave, radiacdo gama ou oxido de etileno, com o objetivo
de minimizar a imunogenicidade, o risco de transmissao de doencas do doador para
o receptor, além de facilitar o armazenamento do material (BAUER; MUSCHLER,
2000; DUARTE; SCHAEFFER, 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

Grande variedade de materiais utilizados na enxertia éssea esta disponivel
para utilizacdo de forma isolada ou combinada, segura e previsivel, sendo o0s
autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e materiais aloplasticos como fosfatos de
calcio, particulas de vidro bioativo e hidroxiapatita os mais conhecidos e estudados
(HANDSCHEL et al., 2009; SOHN et al., 2009).
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Para o sucesso na aplicacdo de implantes, enxertos ou biomateriais, dois
fatores sdo de suma importancia, primeiro a sua biofuncionalidade, que esta
relacionada com a capacidade de desempenhar determinada funcdo do organismo
ou parte dela, e segundo, sua biocompatibilidade, que serd baseada nas reacfes
ocorridas no local onde sera implantado (PROUBASTA; MUR; PLANELL, 1997
SILVA, 2006; CHEN, 2013).

Apés a implantacdo do biomaterial num individuo, ocorrera formacdo de
hematoma na circunvizinhancga, juntamente com a liberacdo de fluido rico em
glicoproteinas, que revestira e aderirh a essa estrutura. Pelo mecanismo de
quimiotaxia, células como neutrdfilos, eosindéfilos, mondcitos e macréfagos séo
recrutadas para o local (reacao de corpo estranho) que, além de atividade fagocitica,
estimulam a acdo dos linfocitos, fibroblastos, osteoclastos e células
polimorfonucleares (DAVIES; HOSSEINI, 2000).

Em seguida, inicia-se o0 processo de angiogénese, com a migracao e
proliferacdo de células endoteliais que formardo rede de capilares que constituira o
suporte vascular no local (DAVIES; HOSSEINI, 2000), que levara a acdo das
citocinas (IL-1 e IL-2) e fatores de crescimento (TGF-B, PDGF, IGF, BMP’s),
proporcionando a diferenciacdo celular das mesenquimatosas pluripotenciais em
matriz 6ssea e 0sso imaturo (GUTIERRES et al., 2006).

A maturacéo e remodelacao que finalizam este processo se assemelham com
a fisiologia da formacéo do calo 6sseo decorrente a fratura (ANDERSON, 2001).
Com a descoberta da importancia da angiogénese e dos fatores de crescimento nos
mecanismos de formacao Ossea, abre-se amplo campo de estudo de novas
aplicacbes clinicas ndo s6é no tratamento de pseudoartroses e cirurgias
reconstrutivas 0sseas, mas também nos casos de osteopenia e osteoartrose
(GUTIERRES et al., 2006).

Mimetizar as condi¢cOes fisiolégicas de um organismo para incentivar a
proliferacdo e diferenciacdo das células sdo realizadas por biorreatores, devendo
fornecer de maneira continua, nutrientes, fatores bioquimicos, oxigénio e o estimulo
fisico adequado para as ceélulas, bem como facilitar a difusdo de compostos
guimicos para o interior da matriz formada com o scaffold e remover

ininterruptamente os subprodutos do metabolismo celular (KOROSSIS, 2005).
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Os scaffolds sdo matrizes porosas de biomateriais de compostos naturais,
sintéticos ou mistos, que fornecem suporte inicial para a adesdo, crescimento,
proliferacdo, diferenciacdo celular (AGRAWAL; RAY, 2001; SACHLOS;
CZEMUSZKA, 2003%; LIU et al., 2007) e angiogénese (KARP et al., 2003). Scaffolds
de biomateriais naturais podem apresentar imunogenicidade, impurezas, com
propriedades dificeis de serem controladas (LIU; MA, 2004) e sua confeccéo
desafiadora, em formar estruturas homogéneas, reproduziveis e com boas
propriedades mecéanicas (O’'BRIEN, 2011).

Idealmente, devem possuir propriedades mecanicas semelhantes com as da
regido do corpo onde sera implantado (O’'BRIEN, 2011). Scaffolds de hidroxiapatita e
de fosfato tricélcico, costumam ser utilizados no reparo de tecido 6sseo devido a sua
elevada semelhanga com a fase mineral do osso (O'BRIEN, 2011). Séo vérias as
técnicas de reconstrucéo tecidual e vascular e, nesse contexto, 0 omento tem sido
estudado por proporcionar vantagens cirdrgicas, maximizando as chances de éxito
(HOSGOOD, 1990; CHUNG et al., 2009). Existem relatos do século XIX
evidenciando a utilizacdo do omento em cirurgias diversas, como as
gastrointestinais, urinarias, vasculares, plasticas e reconstrutivas, tanto em humanos
como em animais (HOSGOOD, 1990; PLATELL et al.,, 2000; GOES; MACEDO,
2013).

Apesar das numerosas aplicacdes cirargicas, o omento ainda continua sendo
em grande parte desconhecido e certamente um 6rgao subestimado (HOSGOOD,
1990). Em estudo feito por Goldsmith em 1967, ficou evidente a ocorréncia da
paténcia vascular do pediculo do omento em 30 dias apds sua transferéncia por
meio de tunel para o subcutaneo de humanos.

Em 1973, o mesmo autor descreveu em outro estudo a capacidade
angiogénica do retalho de omento na superficie cerebral em cées, além de
comprovar que a passagem através de tunel subcutaneo € possivel sem efeitos
deletérios ao pediculo. Huyghe et al. (2015) desvendaram a estrutura microscopica
do omento e relataram que, além de grande quantidade de células adiposas, possui
células mesoteliais, fibras de colageno, células de defesa como macréfagos,

neutrofilos e linfécitos B, e observaram que sua estrutura é toda fenestrada,
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concluindo que estas fenestras possuem importante fungcdo de gerar aderéncia no
tecido lesionado ou infeccionado, propiciando prote¢ao ao local.

Hosgood (1990) descreveu a utilizacgdo do omento maior em cirurgia
veterinaria baseada nas aplicabilidades da medicina, como na reconstru¢cdo da
parede toracica e abdominal, na protecdo de vasos e nos procedimentos
reconstrutivos. Ross e Pardo (1993), descreveram a primeira técnica de
prolongamento de omento maior no cdo baseados na anatomia da vascularizacao
do omento e recentemente, Doom et al. (2016) aprimoraram a técnica, e além de
demonstrarem as variedades anatbmicas entre ragas caninas, comprovaram a
manutenc¢ao da viabilidade vascular do retalho em diferentes locais.

Devido a sua flexibilidade e ser facilmente moldavel, além de possuir grande
area de superficie, podendo fornecer pediculo vascular adequado, proporciona
diversas vantagens para utilizagdo em locais pouco vascularizados. O omento
possui excelente vascularizagdo intrinseca, capaz de aumentar o fluxo sanguineo no
local implantado, gerando maior aporte de oxigénio, carreando fatores humorais
como citocinas, fatores de crescimento e angiogénicos, que Sao importantes no
combate da infeccdo, além de acelerar a reparacdo de tecidos (ARNOLD et al.,
1976; HOSGOOD, 1990; ROA et al., 1999; FERRIGNO et al., 2010).

O aumento do fluxo sanguineo também leva ao acumulo de neutrdfilos,
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, que sédo importantes na cicatrizacao
de feridas e a resisténcia a infeccdo (ARNOLD et al., 1976; HOSGOOD, 1990; ROA
et al., 1999; FERRIGNO et al., 2010). Em estudo realizado por Kawamura (2013) é
relatado a associacdo do omento no aumento de sobrevida de células tronco
pluripotenciais transplantadas. O omento também é considerado uma excelente
fonte de células tronco mesenquimais, apresentando melhor resultado proliferativo
em estudo realizado por Pinto Filho et al.,, 2015. A habilidade em induzir a
angiogénese aumenta a disponibilidade de sangue, oxigenando o local onde é
implantado e aumenta o recrutamento dos antimicrobianos no sitio de infeccdo em
casos de osteomielite, bem como favorece a reparacdo 6ssea (O'SHAUGHNESSY
et al., 2007; FERRIGNO et al., 2010).

Roa et al. (1999), Ferrigno et al. (2010) e Stegen et al. (2015) exemplificaram

0S sSucessos e insucessos na utilizacdo do omento nos casos relatados e deixaram



8

explicito que ainda ha muita coisa a aprimorar e estudar na aplicagdo deste 6érgao.
Apesar de na medicina o uso do omento j& ser muito utilizado e bem definido nas
cirurgias relacionadas a tecidos moles, os estudos e a utilizacdo na ortopedia ainda
sdo escassos. Devido sua ampla funcionalidade, ha muitas utilidades e viabilidades
a serem estudadas e melhor compreendidas.

Diversas modalidades de enxertos e implantes bioldgicos e suas formas de
conservacao e aplicacdo estdo descritas na literatura. Cavassani (2001), em estudo
feito em ratos apds implantar no tecido subcutédneo e intramuscular fragmentos
6sseos autdlogos de 3 mm? conservados em glicerina 98% durante 30 dias,
observou, apés 30 dias de cirurgia, grande atividade osteogénica devida a presenca
expressiva de osteoblastos e células indiferenciadas. Ndo obstante, a presenca de
tecido conjuntivo altamente vascularizado demonstra que mesmo em local distante
de tecido 6sseo € possivel obter atividade osteogénica no implante ésseo. O autor
discute que esse fato sé seria possivel ocorrer devido as proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs) terem sido preservadas pelo método de conservacdo, permitindo a
inducao da atividade osteogénica.

Em estudos onde osso cortical bovino foi implantado de formas distintas no
subcuténeo de ratos, a biocompatibilidade foi confirmada diante de resultados onde
ocorreram em todos 0s casos, reacgfes inflamatdrias de corpo estranho de baixa
intensidade, auséncia de necrose ou abscesso no local da implantacdo, com
presenca de reacdo inflamatéria inicial em média com 10 dias, além de formacao
neovascular (SICCA, 2000; CAVASSANI, 2001; OLIVEIRA, 2003; BENGTSON,
2006), apresentando atividade osteogénica nos casos em que havia presenca de
BMP (CAVASSANI, 2001; BENGTSON, 2006). Esses resultados mostram que o
subcutédneo foi ambiente com potencial para vascularizar o material biolégico
(avascular) em questdo, e induzir a diferenciagcdo e multiplicacdo celular local a
depender da metodologia aplicada (SICCA, 2000; CAVASSANI, 2001; OLIVEIRA,
2003; BENGTSON, 2006).



3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Com este estudo objetivou-se avaliar a capacidade angiogénica e
osteoindutora de fragmentos dsseos xendgenos autoclavados e implantados, com

ou sem a presenca de omento, de forma ortotopica e heterotépica em coelhos.

3.2 Objetivos Especificos

Investigar se os sitios intracorporeos (subcutaneo, subcutaneo junto com
omento e intrailiaco) atuariam como biorreatores in vivo, proporcionando a
revascularizacao dos fragmentos 0sseos, quica osteogénese ectopica;

Investigar por meio de avaliagdo macroscopica e histopatolégica se os sitios
intracorporeos (subcutaneo, subcutaneo junto com omento e intrailiaco) atuariam
como biorreatores in vivo, proporcionando a revascularizacdo e osteoinducao dos
fragmentos 6sseos ou proporcionariam somente reacdo do tipo corpo estranho
diante destes fragmentos 6sseos xendgenos autoclavados.

4. JUSTIFICATIVA

A reconstituicdo de falhas Gsseas extensas ainda € desafiadora na medicina
veterinaria, e pode ocorrer devido falha de implantes, instabilidade, ndo unides,
osteomielite, entre outros, culminando em amputacdo do membro acometido em
algumas situacdes. Desta forma, faz-se necessario o emprego de alternativas que
minimizem tais problemas acima citados e, nesse contexto, o uso de biomateriais ou
implementagdo de métodos e técnicas terapéuticas que auxiliam a incrementar e
acelerar a regeneragdo Ossea e a recuperagdo total da funcdo motora sé&o
fundamentais.

Se houver a comprovacdo que 0 uso de material 0sseo xendgeno
autoclavado, implantando no préprio paciente (que possui a falha 6ssea), utilizando-

0 como um biorreator (in vivo), foi capaz de se tornar vascularizado, tornando-o
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fisiologicamente vidvel, capaz de promover osteoinducdo e/ou osteoconducdo
equivalente ou préximo ao material 6sseo autdgeno, maximizara a probabilidade que
seu posterior uso no local da falha 6ssea promova chances maiores de consolidacéo

da fratura, de forma mais acessivel.

5. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - UNESP - Campus de
Jaboticabal - SP. Executado de acordo com as normas exigidas pelo CONCEA

(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Protocolo n° 7.903/16.

5.1 Animais

Para o experimento foram utilizados 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus)
jovens adultos, 15 fémeas e 15 machos, da raca Nova Zelandia Branco com peso
corpoéreo aproximado de 3,3 kg. Os animais, previamente ao estudo, foram mantidos
por periodo de 15 dias para que pudessem se adaptar ao novo ambiente. Durante
todo o experimento foram mantidos individualmente em gaiolas metalicas dentro de
biotério, em condicfes sanitarias adequadas, protegidos de estimulos auditivos
intensos, com ventilagdo adequada, acesso a luz solar matinal e luminosidade
natural. Tiveram livre acesso a alimentacdo com racdo comercial adequada para a
espécie, gramineas (feno de coast-cross), planta forrageira Boehmeria nivea (Rami)

e agua potavel, além de inspecao fisica e sanitaria diarias.

5.2 Fragmentos Osseos Esponjosos Bovinos (Xendgeno).

Os fragmentos foram obtidos da por¢éo 0ssea corticoesponjosa do umero, fémur
e da tibia de bovinos, oriundos de frigorifico comercial. Os 0ssos, apds dissecacéo
manual minuciosa com bisturi, tesoura e pingcas de disseccdo com dente foram
limpos com jato de agua pressurizada, removendo todos os tecidos moles aderidos

ao periosteo. Em seguida, foram delimitadas areas de maior abundancia de 0sso
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corticoesponjoso (epifises). Ato continuo, cortes transversos foram realizados,
confeccionando porcdes dsseas de tamanhos irregulares, em seguida foram
delimitadas as areas mais homogéneas das trabéculas Osseas e mensuradas,
confeccionando cortes retangulares de tamanho uniforme.

As porcdes retangulares foram novamente lavadas em agua pressurizada, no
intuito de remover particulas de tecidos moles e gordura. Apds esta lavagem,
confeccionaram-se por meio de serra 6ssea manual fragmentos em formato de
cubos com dimensdes aproximadas de 125 mm?2. Todo o material confeccionado foi
mantido congelado (-20°C) durante 60 dias como forma de preservacdo até o
processo de esterilizacdo (autoclavagem) (Figura 1). Para a esterilizacdo, os
fragmentos foram acondicionados em envelopes duplos de grau cirargico?® e

autoclavados? em baixo ciclo a 121°C durante 15 minutos.
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Figura 1. Imagem fotografica dos retangulos de 0sso corticoesponjoso bovino e os
cubos confeccionados a partir deles. Fonte: Laboratorio de Ortopedia da FCAV —
UNESP, Jaboticabal, SP.

5.3 Locais de Implantagcdo — Sitios intracorpdreos

Como padronizacdo, todos os animais do estudo foram submetidos a
implantacdo de fragmentos 0sseos esponjosos de bovino (xendégeno) autoclavados.
Utilizou-se um grupo de 30 animais, 15 machos e 15 fémeas, que foram

identificados aleatoriamente com numeracao de um a 30, seguido de F para fémeas

1 EsterilCare® Embalagens para esterilizacéo, Votorantim - SP
2 Autoclave Phoenix Luferco - Industria e Comércio de Equipamentos Cientificos Ltda. Araraquara-SP
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e M para machos nas gaiolas e na parte interna das orelhas com caneta
dermogréficas.

Tanto nos machos quanto nas fémeas foram realizadas trés intervencdes
cirdrgicas para a alocacdo de dois fragmentos 0sseos xendégenos em cada uma
delas, sendo um fragmento para andlise histolégica e um para analise em
microscopia eletrénica a depender dos resultados histolégicos, e denominou-se de
Subgrupo cada um desses trés locais.

Subgrupol (S1): espaco subcutaneo, em regido proxima a artéria epigastrica
superficial caudal direita.

Subgrupo 2 (S2): espaco subcutaneo juntamente com o omento que foi
conduzido por abertura na musculatura lateral esquerda do abdome.

Subgrupo 3 (S3): Regido intradssea do osso iliaco direito.

5.4 Procedimento

Os animais nao passaram por jejum prévio devido ao seu alto metabolismo e
por ser espécie que ndo apresenta émese (FLECKNELL, 1996).

No pré-operatério foi realizada terapia antimicrobiana com enrofloxacina a 2,5%*
na dose de 10 mg/kg, por via subcutanea. Os animais foram submetidos a anestesia
seguindo o protocolo com uso de acepromazina 0,2% ° (0,1 mg/kg/IM) como
medicacdo pré-anestésica, cetamina® (40 mg/kg/IM), midazolam”’ (0,5 mg/kg/IM) e
morfina® (1 mg/kg/IM) como anestesia e controle analgésico no transoperatorio.
Previamente ao ato operatério, o0 campo cirargico de cada Subgrupo foi amplamente
e completamente depilado (tricotomia) (Figura 2) e realizado antissepsia com

clorexidine a 2%?° intercalado (trés vezes cada) com alcool 70%?%°,

8 SecurLine® 2 mm Caledonia,- Michigan, EUA

4 Chemitril 2,5%® Chemitec Agro-Veterinaria, Sdo Paulo — SP.

5 Aceproven 0,2%® Venco, Saude Animal, Londrina — PR.

6 Dopalen® Ceva, Saude Animal Ltda, Paulinia — SP.

7 Dormonid® Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S. A, Rio de Janeiro — RJ.
8 Dimorfin® Cristdlia, Itapira — SP.

9 Riohex® Rioquimica, Sdo José do Rio Preto — SP.

10 Rialcool 70® Rioquimica, Sdo José do Rio Preto — SP.
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Figura 2: Imagens fotograficas de coelho (Oryctolagus cuniculus), ilustrando as
areas submetidas a tricotomia e 0s posicionamentos na mesa cirdrgica, em decubito
dorsal em A e ventral em B, para 0s acessos cirurgicos das regides designadas para
a implantacéo dos fragmentos 6sseos bovinos. O traco vermelho representa o local
onde foi alocado o fragmento do subgrupo 1 (S1), traco azul representa o subgrupo

2 (S2) e o traco preto o subgrupo 3 (S3).

5.5 Descricao da técnica de implantacéo.

No subgrupo S1, foi realizada incisdo de aproximadamente um centimetro na
linha mediana abdominal ventral no sentido craniocaudal, proximo a artéria
epigastrica superficial caudal, incluindo pele e tecido subcutaneo. Apoés divulsao,
com parcimdnia, para criar espaco lateral a esquerda da incisao, o fragmento 6sseo
(S1) foi implantado (Figura 3) e realizou-se, para auxiliar na minimizagdo de sua
mobilidade, suturas em padrdo simples interrompido no tecido subcutdneo e
musculatura ao redor do fragmento 6ésseo, utilizando fio nylon 4-0* sem haver
contato do fio de sutura com o fragmento 6ésseo. Utilizando o mesmo fio*, a
aproximacéo do subcutaneo foi realizada com um Unico ponto em padrdo Sultan e a

cutis suturada com pontos simples interrompidos.
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Figura 3: Imagens fotograficas do transoperatorio (decubito dorsal, cabeca
localizada a direita das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo S1
(fragmentos 0sseos bovino no subcutaneo) ilustrando: A) vista da incisdo de pele e
presenca dos fragmentos Osseos (S1) (seta), alocado na regido da artéria
epigastrica superficial caudal direita. B) aspecto apdés a locacdo dos fragmentos

0sseos (S1) (seta) antes da confeccdo das suturas para minimizar sua mobilizacao.

No subgrupo S2, o acesso a cavidade abdominal foi realizado por celiotomia
mediana (padrdo) em regido pré-umbilical. Ap6s localizacdo do omento,
confeccionou-se abertura no peritdnio e na parede muscular esquerda do abdome,
seguindo orientacdo na mesma linha de sua origem vascular (omento). O lado
esquerdo e local da abertura muscular foi escolhido em detrimento a anatomia e raiz
vascular do omento nessa espécie, também provinda da curvatura maior do
estbmago, evitando sua tor¢ao vascular.

Ato continuo, o omento foi delicadamente tracionado para o subcutaneo com
auxilio de pingca de disseccdo atraumdtica. Utilizando o omento, os fragmentos
osseos foram englobados numa espécie de “bolsa’ e, por meio de sutura em padréo
bolsa de tabaco, com fio nylon 4-0% se obliterou a referida “bolsa” de omento,
mantendo os fragmentos 0sseos em seu interior, ou seja, revestido e em contato
intimo 360° com o omento. Esta fixagdo teve por escopo primeiramente minimizar a
chance dos fragmentos 0sseos se desprender do omento e também, manté-los com

0 maior contato fisico possivel. Em seguida, a “bolsa” foi fixada externamente ao
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abdome, no muisculo reto abdominal esquerdo com o mesmo fio* e padrdo de sutura
simples interrompida (Figura 4).

Figura 4: Imagens fotograficas do transoperatorio (decubito dorsal, cabeca
localizada a direita das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo S2
(fragmentos 6sseos bovino no subcutdaneo com omento) ilustrando: A) exposicédo do
omento apés celiotomia. B) imagem demonstrando a borda da linha mediana da
celiotomia na seta pontilhada e na seta continua € apontada a abertura lateral
esquerda da musculatura do abdome onde o omento foi conduzido para o espaco
subcutaneo para que os fragmentos fossem acomodados na “bolsa” confeccionada

como observado em B e em C consecutivamente ja fechada.

No subgrupo S3, a crista iliaca direita foi abordada por acesso corrigueiro
(PIERMATTEI e JOHNSON, 2004). O osso iliaco foi submetido a osteotomia parcial
no sentido longitudinal (osteotomia no sentido dorsal para ventral) com auxilio de
serra oscilatéria elétrica cirirgicall. Por meio de alavanca, utilizando-se elevador
periosteal de Freer, criaram-se duas hemi porgdes iliacas (osso iliaco
osteotomizado), abertas dorsalmente, porém permaneceram unidas ventralmente, e
os fragmentos 0Osseos (S3) foram cautelosamente alocados, permanecendo em
contato com o 0sso esponjoso das duas faces 6sseas (hemi porcdes iliacas) (Figura
5). Para evitar que os fragmentos se deslocassem do local implantado, durante a
sutura de aproximacgdo da musculatura em padrdo Sultan, foi realizado ancoragem
ao peridsteo da margem dorsal das hemi porcdes iliacas, como forma de barreira

11 Serra Ossea Oscilatéria, Comedica - Comercio de Materiais CirGrgicos Veterinario Ltda. Campinas
-SP
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(fisica) muscular. Os tecidos subcutdneo e dérmico foram suturados seguindo a
mesma padronizacao ja citada nos subgrupos anteriores.

Figura 5: Imagens fotograficas do transoperatdrio (decubito ventral, cabeca
localizada a esquerda das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo
S3 (fragmentos 6sseos bovino na regido intradssea do osso iliaco direito) ilustrando:
A) osteotomia do osso iliaco direito, no sentido dorsal para ventral, com serra
oscilatoria elétrica cirtrgica (seta amarela) e, em B) os fragmentos 6sseos bovino

(seta azul) alocados entre as hemi por¢cdes dsseas (setas amarelas) do osso iliaco.

No pés-operatério os animais receberam terapia antimicrobiana a base de
enrofloxacino a 2,5%° (10 mg/kg/SC) a cada 24 horas durante 10 dias, e analgesia
com cloridrato de tramadol 50 mg/mL*? (4 mg/kg/SC) de 12 e 12 horas durante cinco
dias. Todas estas medicacdes foram realizadas pela via subcutanea. O uso de anti-
inflamatorios (AINE’s) ndo foi adotado. O curativo das feridas cirurgicas foram feitos
diariamente com solucédo de NaCl a 0,9%?3 e rifamicina spray'# até a remocéo dos

pontos de cutis aos 10 dias de pds-operatorio.

5.6 Avaliagdes

Foram avaliados seis animais por periodo, sendo trés de cada grupo (machos
e fémeas) aos sete, 15, 30, 45 e 60 dias respectivamente, onde foram coletadas

12 Medicagdo Genérica, laboratério Unido Quimica — Farmacéutica Nacional S/A, Sédo Paulo - SP
13 JP Industria Farmacéutica S/A, Ribeirdao Preto - SP
14 Rifotrat® - Natulab Laboratoério S/A, Sdo Paulo - SP
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amostras dos trés subgrupos para avaliagdo macroscopica e microscopica. Os
animais foram submetidos a eutanasia com propofol*® pela via intravascular na dose
10 mg/kg seguido de KCl a 10% na dose de 1 mL por kg , em alguns casos foi
necessario realizar sobredose dos farmacos descritos. Ato continuo, as amostras
(S1, S2 e S3) foram coletadas com ampla margem para avaliagéo histolégica.

Para controle de avaliagdo comparativa foi utilizado amostra (fragmentos
0sseos) denominadas de “amostra controle”, constituida de material 6sseo
xenogeno (ACX).

ACX: Foi utlizado o mesmo material implantado (fragmentos d&sseos
xenogenos autoclavados de bovino).

5.7 ANALISE HISTOLOGICA

5.7.1 Processamento histopatoldgico

Imediato a coleta, as amostras foram acondicionadas para fixacdo em formol
10% tamponado!’ por periodo de 48 horas. Apds a fixacdo, as pecas foram
descalcificadas em solucéo de acido nitrico P.A.18 (Dinamica®) a 10% durante sete
dias. Apos descalcificagcdo as amostras foram lavadas em agua corrente overnight.
Posteriormente, foram desidratas em alcool 70%?*!, 80% e absolutos!® P.A. I, Il e I,
60 minutos em cada.

A sequir, foram diafanizadas em xilol absoluto P.A.2° I, Il e IlIl, por 50 minutos
cada. E finalmente impregnadas e incluidas em parafina histologica | e I, 60 minutos
cada.

Ato continuo foram emblocadas e cortes histolégicos foram realizados em

micrétomo semiautomatico?® com quatro micrometros de espessura.

15 Provive® 1% - Laborat6rio Claris, Barueri - SP

16 Equiplex® Aparecida de Goiania - GO

17 QuimiSul — Produtos Quimicos e laboratério, Joinville - SC

18 Dinamica® Produtos Quimicos, Diadema, SP

19 Rioalcool Absoluto 99,3%® Rioguimica, Sdo José do Rio Preto — SP.
20 | EICA® RM 2155. Leica Biosystems Inc. Buffalo Grove - IL, USA.
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Os cortes foram colhidos em laminas histolégicas e corados pelas técnicas de
hematoxilina e eosina e tricromico de Masson, logo apos os cortes foram cobertos
com resina histologica e laminula de vidro.

As coloracoes foram feitas de acordo como os protocolos estabelecidos no
Laboratorio de Pesquisa do Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —
Campus de Botucatu — SP.

5.7.2 Avaliacao histopatoldgica

O grau de inflamacédo foi determinado a partir da contagem de células
inflamatorias (linfécitos, macréfagos, granulécitos e plasmdécitos) presentes na area
de andlise, seguindo, apds adaptacdo, os critérios de Noetzel et al. (2006) e

Panzarini et al. (2007) (Tabela 1).

Tabela 1 - Escores quanto a resposta celular inflamatéria.

Resposta
Celular Caracterizacao
Inflamatoria
Escore 0 Auséncia de células inflamatérias no local de analise.
Inflamacdo discreta - menos de 25 células inflamatdrias
Escore 1 ’ -
presentes na area de analise.
Inflamacdo moderada - entre 25-50 células inflamatérias
Escore 2 ; .
presentes na area de analise.
Inflamacdo severa - entre 51-75 células inflamatérias
Escore 3 ’ -
presentes na area de analise.
Formacdo de abscesso - mais de 75 células inflamatérias
Escore 4

presentes na area de analise.

A formagdo de novo tecido 6sseo junto ao fragmento 6sseo foi categorizado

seguindo, apés adaptacao, os critérios de Moretton et al. (2000) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Escores quanto a formagéo de novo tecido 6sseo.

Tecido
Osseo Caracterizacéo
Neoformado

Escore 0 Auséncia de formacao de novo tecido ésseo.

Discreto - Presenca de pequenas trabéculas 6sseas, cobrindo
=score 1 menos de 25% da area do fragmento 6sseo.

Moderado - Novo tecido 6sseo formado, cobrindo pelo menos
Escore 2

50% da area do fragmento 0sseo.

Extenso - Cobertura completa da area do fragmento ésseo,
Escore 3 com a formacdo de uma ponte 0ssea em torno do material

testado.

A reacdo a presenca de corpo estranho (células gigantes inflamatérias
proximas aos fragmentos Osseos) também foi caracterizada, seguindo, apos
adaptacéo, os critérios de Saghiri et al. (2016), (Tabela 3).

Tabela 3 - Escores quanto a presenca de células gigantes inflamatorias (reacdo de
corpo estranho).

Células

Gigantes Caracterizacao
Inflamatérias

Escore 0 Auséncia de células gigantes inflamatorias.

Presenca de células gigantes inflamatorias proxima ao
fragmento.

Escore 1

Os aspectos histopatoldgicos foram descritos de acordo com 0s respectivos
tempos de colheita das amostras de cada subgrupo. Foram avaliados os seguintes
aspectos baseado nas reacdes descritas nas Tabelas 1, 2 e 3 e relatado as
atividades relacionadas a: Inflamacéo, tipo e intensidade do infiltrado inflamatorio,

presenca e persisténcia de células gigantes do tipo corpo estranho; vascularizagéo
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do fragmento Osseo, intensidade e localizacdo; ossificagdo, presenca de
osteoblastos e ou ostedcito vivo (com nucleo) na regido do fragmento ésseo.

5.8 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados referentes as avaliagBes histoldgicas foram submetidos a analise
descritiva qualitativa dos efeitos biologicos baseado nas Tabelas de escores
(Tabelas 1, 2 e 3) e o tempo de infiltracdo vascular foi tabulado em Tabela para
discusséo.

Os resultados foram comparados entre os subgrupos (ACX, S1, S2, S3) onde
se avaliou a influéncia do omento e de cada regido implantada frente aos achados
microscopicos do fragmento 6sseo bovino autoclavado, como a sua vascularizacao,
incremento celular, absor¢do e/ou deposicdo 6ssea, a atividade celular e capacidade
de revitalizacdo Ossea, buscando comparar a reacao inflamatéria local e a formacéo
vascular intratrabecular.

Para que houvesse resultados comparativos fidedignos utilizou-se amostra
controle (ACX) como comparativo, evidenciando o incremento ou déficit de
caracteristicas pré e poés-implantagcdo nos sitios intracorpéreos, proporcionando
assim, comparacgao dos tipos celulares, presenca ou auséncia de vascularizacéo e

arquitetura 6ssea das estruturas coletadas.

6 RESULTADOS

6.1 Anélise Macroscopica

As amostras foram analisadas macroscopicamente desde o aspecto externo
do local implantado, avaliando caracteristicas como inflamacdo, edema, seroma,
abscesso e deiscéncia de sutura.

Dos 30 animais avaliados somente dois apresentaram discreto seroma na
regido da crista iliaca operada. Os demais animais ndo apresentaram nenhuma

alteracdo macroscoépica em nenhum dos locais operados.
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6.2 Analise histopatolégica do Subgrupo S1 — Fragmento Osseo Bovino no

espaco subcutaneo.

Na Tabela 4 sdo ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao

tempo de analise e seus efeitos observados no interior do fragmento.

Tabela 4 - Atividade no Interior do Fragmento S1

Reacéo/Tempo 7 dias 15dias 30dias 45dias 60 dias

Inflamacéao Presente Ausente Presente Presente Presente

Reacao de Corpo Presente Presente Presente Presente Presente

Estranho
Vascularizacao Ausente Ausente Ausente Presente Presente
Atividade Ossea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Degeneracao Presente Presente Presente Presente Presente

Os aspectos histopatolégicos foram idénticos tanto nos animais machos como
nas fémeas; e se repetiram entre os animais de cada subgrupo experimental, ou
seja, as caracteristicas histopatologicas foram semelhantes nas amostras analisadas
dentro de cada tempo e subgrupo experimental. As alteracBes inerentes a cinética
inflamatdria e reacional encontram-se descritas abaixo.

Aos sete dias de pos-cirargico notou-se na periferia do fragmento 6sseo reacéo
inflamatoria crénica ativa neutrofilica moderada (escore 2 da Tabela 1), com
presenca de células gigantes do tipo corpo estranho (Figura 6) (escore 1 da Tabela
3). No tecido reacional na interface entre o implante e o leito receptor, observou-se
neovascularizagdo moderada composta por capilares sanguineos envolvidos por
tecido conjuntivo frouxo, com deposi¢do de fibras colagenas entre os fibroblastos
reacionais (Figura 7).

No interior dos fragmentos 0sseos, também aos sete dias de pos-cirurgico,
notou-se a presenca de grande quantidade de hemacias e discreta rede de fibrina

(Figura 8). Além disso, também foram observadas raras células inflamatorias
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(neutrdfilos e macrofagos). Nao houve presenca de neovascularizagdo no interior do
fragmento consequentemente nem formacdo de tecido 6sseo (escore 0 da Tabela
2). Observou-se também nesse periodo evidente degeneracdo dos fragmentos

0sseos (Figura 6).

Figura 6: Fotomicrografia da periferia do fragmento 6sseo implantado do subgrupo
S1 aos sete dias de pos-operatério. Notar a célula gigante do tipo corpo estranho
(seta longa) e a fragmentacdo da matriz éssea do fragmento ésseo (seta curta).

Coloracdo Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x.
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Figura 7: Fotomicrografia da periferia do fragmento 6sseo implantado do subgrupo
S1 aos sete dias de pos-operatorio. Notar os fibroblastos reacionais (seta longa) e a

fragmentacdo da matriz 6ssea do fragmento (seta curta). Coloracdo Hematoxilina
Eosina na objetiva de 20x.
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Figura 8: Fotomicrografia da regido intrafragmentar do fragmento ésseo implantado
do subgrupo S1 aos sete dias de pés-operatorio. Notar a rede de fibrina e hemacias

(seta longa) e a fragmentacédo da matriz 6ssea do fragmento (seta curta). Coloracdo
Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.
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A avaliagdo histopatologica dos Subgrupos aos 15 dias de pés-cirargico foi
possivel se observar no tecido reacional ao redor dos fragmentos 6sseos a formacao
de delgada capsula de tecido conjuntivo composta por cinco a 10 camadas de
fibroblastos organizados ao redor dos fragmentos.

No interior dos fragmentos 6sseos ndo havia células inflamatorias e/ou
neovascularizagéo. A ossificagdo também estava ausente (escore 0 da Tabela 2).

A degeneracdo do fragmento também estava presente neste periodo de
avaliacao (15 dias de pos-operatorio).

Ao redor dos fragmentos notou-se discreto infiltrado inflamatdrio crénico ativo
(neutrdfilos, linfécitos, mondécitos e macréfagos — escore 1 da Tabela 1). Células
gigantes do tipo corpo estranho também foram observadas (escore 1 da Tabela 3).

No tecido ao redor dos fragmentos 6sseos observou-se a permanéncia de
neovascularizacao de forma moderada.

A avaliacdo aos trinta dias de pds-operatério evidenciou evolucdo do
processo de encapsular o fragmento 6sseo. A capsula de tecido conjuntivo se

encontrava mais espessa e evidente (Figura 9).

Figura 9: Fotomicrografia da periferia do fragmento ésseo implantado do subgrupo
S1 aos 30 dias de pés-operatdrio. Notar a espessa capsula conjuntiva (seta longa) e
a regidao de neovascularizagdo (seta curta). Coloracdo Hematoxilina Eosina na

objetiva de 10x.
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Néo foi observado no interior dos fragmentos 0sseos a presenca de
neovascularizacdo nem ossificacdo (escore 0 da Tabela 2), porém neste periodo de
avaliacdo (30 dias de poés-operatorio) havia no interior da matriz 6ssea grande
quantidade de células inflamatorias neutrofilicas (Figura 10) (escore 3 da Tabela 1),
e células gigantes do tipo corpo estranho estavam presentes.

< P 1
e Y -

Figura 10: Fotomicrografia da regido intrafragmen

tar do fragmento 6sseo implantado
do subgrupo S1 aos 30 dias de pés-operatorio. Notar a rede de fibrina, heméacias e
células inflamatorias (seta longa). Coloragdo Hematoxilina Eosina na objetiva de
20x.

Aos 45 dias de poOs-operatorio, observou-se no interior do fragmento 0sseo
presenca de tecido conjuntivo vascularizado. O infiltrado inflamatério nesse tempo
experimental foi do tipo cronico ativo (escore 1 da Tabela 1), localizado no interior do
tecido conjuntivo reacional. Ndo houve presenca de ossificacdo neoformada (escore
0 da Tabela 2).

Ao redor do fragmento a cdpsula conjuntiva apresentava-se mais organizada,
comparativamente aos periodos anteriores, com deposicdo de fibras coldgenas no
seu interior, porém ainda se observava células inflamatorias.

A matriz 6ssea dos fragmentos deste subgrupo continuava a se degenerar e

células gigantes, do tipo corpo estranho, estavam presentes (Figura 11).
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Figura 11: Fotomicrografia da regido intrafragmentar (fragmento ésseo implantado
do subgrupo S1) aos 45 dias de pos-operatério. Notar a matriz éssea do fragmento
degenerada (seta longa) e as células gigantes do tipo corpo estranho (setas curtas).

Coloracdao Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x.

Aos 60 dias de pos-cirargico, para o Subgrupo S1 (fragmento 6sseo no tecido
subcuténeo), observou-se tanto no tecido reacional na interface entre o implante e o
leito receptor, quanto no interior do fragmento a presenca de tecido conjuntivo
vascularizado maduro.

No interior do tecido conjuntivo notou-se infiltrado inflamatério crénico ativo
composto por eosindfilos, neutrdéfilos, linfécitos, plasmdécitos e mondcitos.

A matriz 6ssea dos fragmentos deste subgrupo encontrava-se neste tempo
experimental (60 dias de poés-operatorio) em avancado estagio de degeneracao,
havendo amostras nas quais ndo era possivel a sua identificacao.

Células gigantes ao redor da matriz degenerada e também fagocitando os
debris celulares foram observadas de forma frequente (Figura 12) (escore 1 da
Tabela 3).



Figura 12: Fotomicrografia da regido intrafragmentar do fragmento 6sseo implantado
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do subgrupo S1 aos 60 dias de pds-operatorio. Notar a matriz 6ssea do fragmento

envolvida pelo tecido conjuntivo (seta longa) e célula gigante do tipo corpo estranho

(seta curta). Coloracdo Hematoxilina Eosina na objetiva de 10x.

6.3 Analise histopatolégica do Subgrupo S2 — Fragmento Osseo Bovino no

espaco subcutaneo com omento.

Na Tabela 5 sdo ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao

tempo de andlise e seus efeitos observados no interior do fragmento.

Tabela 5 - Atividade no Interior do Fragmento S2

Reacédo/Tempo 7 dias 15dias 30dias 45dias 60 dias
Inflamacéao Presente Presente Presente Presente Presente
Reacéo de Corpo Presente Presente Presente Presente Presente
Estranho
Vascularizagéo Presente Presente Presente Presente Presente
Atividade Ossea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Degeneracao Presente Presente Presente Presente Presente
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Os aspectos histopatolégicos foram idénticos tanto nos animais machos como
nas fémeas; e se repetiram entre os animais de cada subgrupo experimental, ou
seja, as caracteristicas histopatoldgicas foram semelhantes nas amostras analisadas
dentro de cada tempo/subgrupo experimental. As alteracdes inerentes a cinética
inflamatdria e reacional encontram-se descritas abaixo.

Aos sete dias de pds-cirdrgico observou-se ao redor do fragmento 6sseo o
omento, que se apresentava com discreta neovascularizacdo na regido proxima ao
fragmento. Na periferia do fragmento 6sseo foi possivel se ver reacao inflamatéria
eosinofilica moderada (escore 2 da Tabela 1), com presenca de células gigantes do
tipo corpo estranho (escore 1 da Tabela 3). No tecido reacional na interface entre o
implante e o leito receptorobservou-se neovascularizacdo discreta composta por
capilares sanguineos envolvidos por tecido conjuntivo com discreta proliferacdo de
fibroblastos.

No interior do fragmento désseo, também aos sete dias de pds-cirargico,
notou-se a presenca de grande quantidade de hemacias e rede de fibrina em
guantidade moderada. De forma multifocal havia aglomerados de eosinofilos, bem
como fibroblastos reacionais e neovascularizacdo de forma discreta que vinham da
periferia do fragmento.

A matriz 6ssea encontrava-se em processo de degeneracdo com respectiva
fragmentacdo. Nao houve, neste periodo, formacao de tecido 6sseo (escore 0 da
Tabela 2).

No periodo de 15 dias de p4s-cirurgico, ao redor dos fragmentos ésseos havia
tecido conjuntivo reacional, apresentando capsula que continha fibroblastos
reacionais e infiltrado inflamatério crénico ativo discreto, composto por neutrofilos,
linfécitos, plasmacitos, mondcitos e macréfagos. Células gigantes, do tipo corpo
estranho, também estavam presentes (escore 1 da Tabela 3).

No interior dos fragmentos 0sseos havia grande quantidade de tecido
conjuntivo vascularizado de forma difusa e exuberante composto por fibroblastos,
neovasos e fibras colagenas, que se originavam na parte externa do omento, além
disso, havia também de forma multifocal infiltrado inflamatério crénico ativo no
interior do fragmento. Células gigantes, do tipo corpo estranho, estavam presentes.

A matriz 6ssea dos fragmentos encontrava-se em processo de degeneracdo e
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fragmentacdo. A ossificacdo também ndo ocorreu nesse tempo experimental (15
dias) (escore 0 da Tabela 2).

Trinta dias apoés a realizacao da cirurgia de implantacdo do fragmento 0sseo,
ao redor do fragmento havia tecido conjuntivo vascularizado (Figura 13) que se
originou no omento. Nesta regido havia moderado infiltrado inflamatério cronico ativo

composto por neutrofilos, linfocitos, plasmacitos, mondcitos e macréfagos.

Figura 13: Fotomicrografia da regido intrafragmentar do fragmento ésseo implantado
do subgrupo S2 aos 30 dias de pds-operatério. Notar o tecido conjuntivo
vascularizado no interior do fragmento (seta). Coloracdo Hematoxilina Eosina na

objetiva de 20x.

Da mesma forma, e com as mesmas caracteristicas histoldgicas, havia no
interior do fragmento 6sseo tecido conjuntivo vascularizado e infiltrado inflamatorio.
Células gigantes do tipo corpo estranho estavam presentes (Figura 14).

A matriz 6ssea do fragmento estava degenerada e fragmentada, e nao foi
observada presenca de ossificacao (escore 0 da Tabela 2).

Aos 45 dias de pos-operatorio, observou-se tanto ao redor do fragmento
0sseo, bem como no seu interior, a presenca de tecido conjuntivo vascularizado
(Figura 15). O infiltrado inflamatério era linfo-plasmocitario e se encontrava

principalmente no interior do fragmento 6sseo de forma moderada e multifocal. Na
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periferia do fragmento a inflamacdo era praticamente ausente. No interior do
fragmento o tecido conjuntivo vascularizado possuia presenca de coldgeno em sua
organizacdo. A matriz 0ssea estava degenerada e fragmentada, em geral ao redor

dos fragmentos observavam-se células gigantes do tipo corpo estranho (escore 1 da

Figura 14: Fotomicrografia da regido intrafragmentar do fragmento ésseo implantado
do subgrupo S2 aos 30 dias de pos-operatorio. Notar a célula gigante do tipo corpo
estranho (seta longa) e a degeneracdo da matriz 6ssea do fragmento (seta curta).

Coloragao Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x.

S2 aos 45 dias de pds-operatério. Notar 0 omento (seta longa) e o tecido conjuntivo

no interior do fragmento 6sseo (seta curta). Coloragdo Hematoxilina Eosina na
objetiva de 10x.
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Aos 60 dias de pds-cirurgico, para o Subgrupo S2 (fragmento 6sseo no tecido
subcutdneo com omento), observou-se diminuicdo do infiltrado inflamatorio, no
entanto, havia grande quantidade de células gigantes do tipo corpo estranho,
principalmente na interface entre o implante e o leito receptor.

O tecido conjuntivo vascularizado ainda estava presente no interior do
fragmento (Figura 16) e a degeneragdo da matriz 6ssea, bem como a sua

fragmentacao continuavam a acontecer. A ossificacdo néo foi observada.

\ § P AR ) \" -\'"j
Figura 16: Fotomicrografia da regido intrafragmentar do fragmento ésseo implantado

do subgrupo S2 aos 45 dias de poés-operatorio. Notar o infiltrado inflamatorio
linfocitario (seta longa) e o tecido conjuntivo vascularizado. Coloracdo Tricrdmico de

Masson na objetiva de 10x.

6.4 Analise histopatolégica do Subgrupo S3 - Fragmento 6sseo bovino

intradsseo.

Na Tabela 6 sao ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao

tempo de analise e seus efeitos observados no interior do fragmento.
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Tabela 6 - Atividade no Interior do Fragmento S3

Atividade no Interior do Fragmento

Reacdo/Tempo 7 dias 15dias 30dias 45dias 60 dias

Inflamacéao Presente Presente Presente Presente Presente
Reacao de Corpo Presente Presente Presente Presente Presente
Estranho
Vascularizacéo Ausente Ausente Presente Presente Presente
Atividade Ossea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Degeneragao Presente Presente Presente Presente Presente

Os aspectos histopatolégicos foram idénticos tanto nos animais machos como
nas fémeas; e se repetiram entre os animais de cada grupo experimental, ou seja,
as caracteristicas histopatolégicas foram semelhantes nas amostras analisadas
dentro de cada tempo/grupo experimental. As alteracdes inerentes a cinética
inflamatoria e reacional encontram-se descritas abaixo.

Aos sete dias de pds-cirdrgico observou-se ao redor do fragmento Gsseo
intensa reacao fibrinosa e hemorragia (Figura 17). Na periferia do fragmento 6sseo
foi possivel se ver reacdo inflamatoria crbnica ativa discreta, composta por
neutrofilos, linfécitos, mondcitos e macrofagos (escore 1 da Tabela 1), com presenca
células gigantes do tipo corpo estranho (escore 1 da Tabela 3). No tecido reacional
na interface entre o implante e o leito receptor, sem presenca de neovascularizacéo.

No interior do fragmento 0sseo, também aos sete dias de pds-cirargico,
notou-se a presenca de grande quantidade de hemacias e de fibrina.

Na regido da fratura 6ssea (osteotomia do osso iliaco) havia presenca intensa
de células sanguineas, proliferacdo de fibroblastos e neovascularizacdo. Nessa
mesma regido o infiltrado inflamatério era minimo e do tipo crénico ativo, presenca
de células gigantes do tipo corpo estranho, que se encontravam préximas a matriz
O0ssea degenerada do fragmento. Ndo se notou, neste periodo, formacao de tecido
0sseo (escorre 0 da Tabela 2).

No periodo de 15 dias de pos-cirargico, notou-se ao redor dos fragmentos

0sseos intensa reacao fibroblastica e neovascular (Figura 18).
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Figura 17: Fotomicrografia da reglao mtrafragmentar do fragmento 0sseo implantado
do subgrupo S3 aos 07 dias de pds-operatério. Notar a grande quantidade de fibrina

(seta). Coloracdo Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.

Figura 18: Fotomlcrgrafla da perlferla do fragment 0sseo implantado do subgrupo
S3 aos 15 dias de pés-operatério. Notar a linha de crescimento endocondral do 0sso
receptor (seta longa) e a matriz 6ssea degenerada do fragmento envolvida por
tecido conjuntivo (seta curta). Coloracdo Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.



34

O infiltrado inflamatorio era discreto, crénico ativo, composto por neutrdfilos,
eosindfilos, linfocitos, plasmdcitos, mondcitos e macréfagos. Células gigantes do tipo
corpo estranho também estavam presentes.

No interior dos fragmentos Osseos havia grande quantidade de fibrina e
hemorragia, no entanto, nesse tempo experimental, ndo se observou tecido
conjuntivo no interior da matriz. N&do foi visibilizado neovascularizacdo e nem
ossificacdo nesse tempo experimental (15 dias).

Trinta dias apdés a realizagdo da cirurgia observou-se, ao redor do fragmento,
presenca de tecido conjuntivo vascularizado bem organizado, com deposi¢cédo de
fibras colagenas e diminuicdo do numero de fibroblastos, mimetizando uma
“capsula” ao redor do fragmento.

No interior do fragmento 0Osseo havia intenso infiltrado inflamatdrio
linfoplasmocitadrio que acompanhava a intensa degeneracdo da matriz éssea
(fragmento) (Figura 19). Notou-se tecido conjuntivo vascularizado no interior da
matriz e células gigantes ao redor da matriz degenerada, porém sem identificar

presenca de ossificacdo (escore 0 da Tabela 2).

Figura 19: Fotomicro.grafia da regido intrafragmentar do f.ragmento 0sseo implantado
do subgrupo S3 aos 30 dias de poés-operatorio. Notar o infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario (seta curta) e a matriz 6ssea do fragmento degeneradas (seta
longa). Coloracdo Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.
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Aos 45 dias de pds-operatério, notou-se ao exame histopatoldgico
significativa diminuicdo da inflamacao tanto dentro, quanto ao redor do fragmento
0sseo. O processo inflamatério era focal e do tipo linfocitario, e em geral se
localizava em regifes proximas a matriz degenerada. Nao havia ossificacdo e nem o
povoamento do interior da matriz do fragmento por células hematopoiéticas, que
continuava a apresentar processo de degeneracao.

Aos 60 dias de pds-cirargico observou-se na interface entre o implante e o
leito receptor maior organizacao da “capsula” de tecido conjuntivo vascularizado com
maximizacdo da deposicdo de fibras colagenas e diminuicdo do processo
inflamatdrio que era do tipo crénico e discreto. No interior do fragmento observou-se
0 mesmo padrdo histopatologico. Ndo houve povoamento das lacunas 6sseas por
células hematopoiéticas e nem ossificacdo (escore 0 da Tabela 2). A matriz 6ssea
do fragmento permanecia com processo degenerativo e ao seu redor observou-se

células gigantes do tipo corpo estranho.

7. ANALISE DOS RESULTADOS

Diante dos resultados obtidos neste estudo, é possivel notar (Tabela 4) que
diante do escopo do trabalho em avaliar a formag&o neovascular (angiogénese) e
infiltracdo vascular do fragmento 6sseo, 0 grupo S2 (subcutéaneo junto com omento)
apresentou melhores resultados. Porém, mesmo apresentando bons resultados de
neovascularizacéo, o fragmento ésseo foi encapsulado e a reacao de corpo estranho
foi progressiva em todos os animais, sugerindo que o fragmento 6sseo foi rejeitado e

reabsorvido na espécie estudada, diante da metodologia utilizada neste trabalho.



Tabela 7 - Tabela de
0sseo.
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relacdo entre tempo e vascularizacdo interna do fragmento

Tempo / Grupo S1 S2 S3
7 Dias AUSENTE PRESENTE AUSENTE
15 Dias AUSENTE PRESENTE AUSENTE
30 Dias AUSENTE PRESENTE PRESENTE
45 Dias PRESENTE PRESENTE PRESENTE
60 Dias PRESENTE PRESENTE PRESENTE

8. DISCUSSAO

A utilizacdo de biomateriais € crescente em todas as areas da cirurgia. A
compreensao de suas reacdes, diante das diversas formas de preparo e aplicacao,
necessaria para que tenhamos alternativas acessiveis para atender as diversas
situacdes em que nos deparamos.

Neste modelo de estudo em coelhos, fragmentos de osso bovino foram
confeccionados como um modelo de scaffold seguindo as caracteristicas descritas
por Agrawal; Ray (2001), Sachlos; Czemuszka, (2003%) e Liu et al (2007). Como
forma de conservacédo foram mantidos congelados durante 60 dias pois segundo
Brown e Cruess (1982) o congelamento néo interfere na osteoindugdo,Como forma
de desproteinizacdo antigénica e de esterilizacdo seu preparo foi realizado em
autoclave. A estrutura mecéanica do fragmento foi mantida diante da metodologia
realizada. Os resultados demonstram que os fragmentos implantados nos locais
descritos no trabalho proporcionaram resposta tecidual semelhante entre eles no
quesito resposta inflamatéria, reacdes de corpo estranho e formacdo neovascular,
podendo afirmar que o material apresentou biocompatibilidade semelhante aos
enxentos comerciais seguindo os resultados de estudos realizados em ratos por
Sicca et al. (2000), Cavassani et al. (2001) e Bengtson et al. (2006).

Diante da metodologia de preparo dos fragmentos utilizados neste estudo,
pode se afirmar que ndo foi possivel preservar as funcdes bioldgicas como a

capacidade osteoindutora, devido a atividade osteogénica ser ausente em todos 0s
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grupos. Tal fato estaria relacionado a exposicéo a alta temperatura ter degenerado
todas as propriedades biologicas, mantendo somente a matriz mineralizada. Em
estudo feito por Cavassani et al. (2001), que implantaram 0sso bovino conservado
em glicerina a 98% no subcutaneo de ratos, os autores relatam que houve atividade
osteoindutora e associou este fato de a glicerina além de remover a antigenicidade
foi capaz de preservar as func¢des osteoindutoras, destacando-se principalmente a
preservacao das BMPs.

Apesar de que altas temperaturas possam afetar a propriedade osteoindutora,
a desproteinizagdo pode ser influenciada. Oliveira et al. (2003) compararam a
desproteinizacdo de osso bovino a altas temperaturas sendo 100°C e a 1000°C,
posteriormente implantado no subcutaneo de ratos.

Neste estudo as amostras foram preparadas em autoclave a 121°C e
implantadas além do subcutdneo com e sem a presenca do omento, em sitio
intradsseo. Os resultados histologicos foram semelhantes aos observados por
Oliveira et al. (2003) que discutem que as reacdes de corpo estranho mais intensa
estdo ligadas a preservacao de parte do componente organico no material tratado a
100°C, sendo responsavel pela inducdo de tecido reacional composto, em sua
maioria, por macréfagos e concluiram que em ambos o preparo o material foi
considerado inerte por ndo ativar o sistema imune e gerando somente reacao local,
porém o0 0sso cortical bovino desproteinizado a 1.000°C proporcionou resultados
mais favoraveis em relacdo ao desproteinizado a 100°C, tanto na analise histoldgica
como enzimética, possivelmente devido a desproteinizacao mais eficiente.

O grupo em que havia a presenca do omento (S2) se destacou devido a sua
precocidade na neovascularizacéo tanto externa como porcéo interna do fragmento,
confirmando as observacdes relatadas por Goldsmith (1973) em que é possivel
obter uma patente vascular do omento fora da cavidade abdominal. O omento é
excelente fonte de células tronco mesenquimais, apresentando bom resultado
proliferativo em estudo realizado por Pinto Filho et al. (2015). Destacando-se os
relatos na literatura, a evidéncia da alta capacidade do omento neste estudo em
promover a angiogénese foi apresentada no grupo S2 onde, aos sete dias, foi
possivel observar inicio de neovascularizagcédo na porc¢éo interna do fragmento, o que

s6 ocorreu nos demais grupos a partir dos 30 dias.
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Essa precocidade em promover patente vascular através do omento
corrobora a observacao feita por Ferrigno et al. (2010) que utilizaram o omento em
fratura complexa e obtiveram consolidacdo precoce pelo tempo estimado, e 0s
autores relacionaram este fato a presenca do omento no foco de fratura,
aumentando a vascularizacdo local, consequentemente acelerando o processo de
cicatrizagcdo dssea.

Diante dos efeitos observados na histopatologia, € descrito que apés a
implantacdo do biomaterial num individuo, neste caso um tecido 0sseo, inicia-se a
reacdo inflamatdria caracterizada pelo hematoma e liberacdo de fluido rico em
glicoproteinas. Pelo mecanismo de quimiotaxia, células como neutrdfilos, eosindfilos,
monocitos e macrofagos séo recrutadas para o local gerando a reacdo de corpo
estranho, que, além de atividade fagocitica, estimulam a acdo dos linfécitos,
fibroblastos, osteoclastos e células polimorfonucleares (DAVIES; HOSSEINI, 2000).

Ato continuo, o processo de angiogénese inicia-se com migracao e
proliferacdo de células endoteliais formando rede de capilares que constituird o
suporte vascular no local (DAVIES; HOSSEINI, 2000), ativando a acdo das citocinas
(IL-1 e IL-2) e fatores de crescimento (TGF-B, PDGF, IGF) e juntamente & BMP,
proporcionard a diferenciacdo celular das mesenquimatosas pluripotenciais em
matriz 6ssea e 0sso imaturo (GUTIERRES et al., 2006). Nos resultados deste estudo
todos esses efeitos foram observados exceto o inicio de osteogénese. Este fato é
correlacionado a ndo preservacao da BMP nos fragmentos 6sseos implantados. A
reacdo de corpo estranho, apesar de nao intensa, foi constante, e os fragmentos
foram encapsulados seguido da degeneracdo do fragmento com processo de
reabsorcdo Ossea progressiva. A reacdo de corpo estranho constante pode ser
justificada pela desproteinizacdo insuficiente através do uso de autoclave,
ressaltando o que cita Liu; Ma, 2004 em que Scaffolds de biomateriais naturais
podem apresentar imunogenicidade e impurezas, com propriedades dificeis de
serem controladas.

Em relacdo ao grau de degeneracdo das amostras analisadas, ndo é possivel
descartar a hipdtese de, pelo fato da origem desses ossos serem de frigorifico, ndo
€ possivel saber quanto tempo ficou fora de refrigeracdo do abate até seu preparo,

podendo ter grande influéncia nos resultados deste trabalho.
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9. CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo que diante desta metodologia de preparo de
implante 0sseo xendgeno, provavelmente ndo houve remocdo completa da
antigenicidade, nem mesmo a preservacao das BMPs, mas foi possivel afirmar que
0 contato com o omento foi capaz de aumentar a angiogénese nos fragmentos

implantados em comparagcao com os demais locais.
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