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RESUMO

Na clinica de pequenos animais é comum o aparecimento de pacientes apresentando fraturas
com perdas Osseas significantes ou casos patoldgicos como unido retardada e nao unido 6ssea.
Muitos s@o os relatos cientificos a respeito das técnicas de preparacdo de enxertos, mas ha
necessidade de avaliacdo de novas técnicas que sejam mais facilmente empregadas, de facil
obtencdo e que possibilitem uma consolidacdo 6ssea mais rdpida e efetiva. Desta maneira,
justificou-se a realizacdo de um modelo animal experimental que testou a associacdo do
xenoenxerto com plasma rico em plaquetas (PRP), além da possibilidade de formacdo de mais
uma opg¢ao de banco de ossos para enxertia. Os fragmentos foram coletados da epifise distal
de fémures de bovinos, e, em seguida, fragmentados, desmineralizados e processados
quimicamente. Foi criada uma falha 6ssea de um cm no ter¢co médio no radio de coelhos, os
quais foram divididos em trés grupos. O grupo um foi o grupo controle (GI), o segundo grupo
tratado com xenoenxerto desmineralizado processado quimicamente (GII), e o terceiro
preenchido com o mesmo enxerto e acrescido de plasma rico em plaquetas (GIII). O local do
enxerto foi avaliado radiograficamente e histologicamente com 30 e 60 dias de pOs-
operatdrio. A 4rea ostectomizada preenchida com o xenoenxerto foi substituida com grande
quantidade de tecido 6sseo, de forma organizada e precoce quando comparada ao grupo
controle, com nenhuma rejei¢do. Ja a associacdo de xenoenxerto com PRP ndo resultou em

um processo de consolidagdo satisfatoria.

Palavras-chave: Acido Cloridrico. Consolidagdo 6ssea. Enxerto Osseo. Fatores de

crescimento.



ABSTRACT

In the clinics of small animals is common the appearance of patients with fractures with
significant bone loss or pathological cases as delayed union and non-union bone. There are
many scientific papers about preparation techniques grafts, but still a need to evaluate new
techniques that are more easily used, easy to obtain and which enable a faster and more
effective bone consolidation. Thus it has been justified conducting an experimental animal
model that tested the association of xenograft with platelet-rich plasma (PRP), as well a
possibility of forming another option of a bone bank for grafting. The fragments were
collected from the distal femur epiphysis of bovines, then they were fragmented,
demineralized and processed chemically. A bone failure of one cm was created in the middle
third in rabbit radio, which were divided into three groups. The first was the control group
(GI), the second one was treated with chemically processed demineralized xenograft (GII),
and the third was filled with the same graft and added with platelet-rich plasma (GIII). The
graft site was evaluated radiographically and histologically at 30 and 60 postoperative days.
The ostectomy area filled with the xenograft was replaced with large amount of bone tissue,
in an organized and precocious way when compared to the control group, with no rejection.
However the association of xenograft with PRP did not result in a satisfactory consolidation

process.

Keywords: Hydrochloric acid. Bone consolidation. Bone graft. Growth factors.
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1 INTRODUCAO

A reparacdo Ossea € um processo de cicatrizagdo especializado que envolve a
regeneracdo do osso (HAVERSTOCK; MANDRACCHIA, 1998), no entanto, podem ocorrer
situagdes em que a estabilizacdo dos fragmentos 6sseos por dispositivos de fixacdo metalica
nido sdo suficientes para promoverem a cura de uma fratura (BIRNBAUM et al., 2002;
FINKEMEIER, 2002; Den BOER et al., 2003), o que resulta em distirbio de consolidag¢ao
(MANDT; GERSHUNI, 1987).

A ndo consolidacdo de defeitos Gsseos representa ainda um grande desafio aos
profissionais da satde de diversas areas (NASCIMENTO et al., 2010), sendo esta a condi¢ao
inicial para o desenvolvimento da pseudartrose, € por sua vez, ainda € responsavel por alto
numero de complicagdes, pois nem sempre se observa a sua cura, mesmo apos a aplicacdo de
recentes técnicas cirdirgicas (NOLTE et al., 2001).

O tratamento das ndo unides € variado, dependendo de cada caso, podendo ser feito
através da simples imobilizacdo com talas, fixacdo interna com implantes metilicos ou com o
uso de adjuvantes tais como os enxertos 0sseos (MARX et al., 1998; MILLIS; JACKSON,
2007).

Os enxertos auxiliam na reformulacdo do osso através de quatro mecanismos distintos:
suporte mecanico, osteoconducdo, osteogénese e osteoindu¢do (MARTINEZ; WALKER,
1999). Sdo caracterizados pelo transplante de tecido Osseo, sendo bastante utilizado na
Medicina Veterindria (JOHNSON, 2007). Sendo os enxertos autélogos considerados “padrao-
ouro” para reconstru¢do do esqueleto e para regeneragdo Ossea guiada, devido a suas
propriedades osteocondutivas, osteogénicas e osteoindutivas, além da auséncia de rejei¢do
imunoldgica. No entanto, a utilizacdo destes resulta em algumas desvantagens como
quantidade e 4reas doadoras limitadas, o potencial de morbidade da é4rea doadora e a
consideravel reabsor¢do e tempo cirdrgico adicional (BUCHARDT, 1983).

Uma alternativa para estas situacdes € o uso de xenoenxertos, no entanto, a taxa de
sucesso € baixa por apresentarem acdo apenas osteocondutora (WORTH et al., 2005). Ja a sua
associacdo ao plasma rico em plaquetas (PRP) pode representar uma opg¢do disponivel para
modular e acelerar o processo de reparo, pois desta forma € fornecido uma matriz
osteocondutiva natural e promotores de crescimento, presentes no PRP (MARX et al., 1998),
que podem auxiliar no processo de consolidacdo Ossea, além do possivel aumento da

velocidade e densidade a formacgdo de tecido 6sseo.
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Objetivou-se avaliar os resultados da aplicacdo do xenoenxerto trabecular bovino
desmineralizado e granulado associado ou ndo ao plasma rico em plaquetas no processo de

reparagdo de falhas dsseas criadas experimentalmente na diafise de radio de coelhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido dsseo

O osso é um tecido conjuntivo especializado que compde juntamente com a
cartilagem, o sistema esquelético. Tais tecidos possuem trés fungdes primordiais: mecanica
(sustenta a estrutura muscular), protetora (para 6rgdos vitais e medula 6ssea) e metabdlica
(reserva de fons para todo o organismo, principalmente cédlcio e fosfato) (BARON et al.,
1993).

No osso estdo presentes células como os ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. Os
ostedcitos se posicionam em lacunas no interior da matriz 6ssea, sdo células que ndo se
diferenciam, cujo papel principal é a manutencdo da regeneracdo Ossea em constante
funcionamento. Os osteoblastos sdo células que depositam o 0sso e que sintetizam a parte
organica (colageno e proteoglicanas) da matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A
deposi¢do ocorre em duas etapas. Primeiramente, os osteoblastos secretam a matriz. Esta
matriz contém substdncia proteica que polimeriza para formar fibras coldgenas bem
resistentes, que passam a ser, portanto, os constituintes principais desta matriz recém-
formada. Apos a matriz proteica ter sido formada, ocorre a precipitacao de sais de cédlcio nos
intersticios desta matriz, compondo, desta maneira, a estrutura dura que conhecemos. A
deposicdo dos sais necessita da combinagdo do calcio com o fosfato para assim formar o
fosfato de calcio, e a lenta conversdo deste composto em hidroxiapatita, que pode ter a
duracdo de semana ou meses. Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas
relacionadas com a reabsorcdo do tecido Osseo e que participam dos processos de

remodelacdo dos ossos (GUYTON, 1988).

2.2 Consolidacao 6ssea

A reparagdo Ossea é um processo de cicatrizacdo especializado que envolve a
regeneracao do osso (HAVERSTOCK; MANDRACCHIA, 1998). Ela ocorre inicialmente
pelo crescimento de tecido de granulacdo entre os fragmentos 6sseos, sofre diferenciacdo e
transforma-se em tecido conectivo denso. Tecido cartilaginoso desenvolve-se dentro desse
tecido originando o calo fibrocartilaginoso que causa diminuicdo da mobilidade
interfragmentéria, o que possibilita mineralizac¢do inicial do calo. Em fase mais avancada, as

células osteoprogenitoras do periosteo e enddsteo distante do sitio da fratura iniciam a
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producdo de tecido osteoide que substitui o calo fibrocartilaginoso pelo calo 6sseo (JORGE;
GOUVEIA, 1989). No entanto, para que ocorra o processo de reparacdo dssea, € necessario
manter o alinhamento do eixo longitudinal do osso, impedindo que forcas externas de rotagdo,
de cisalhamento, de flexdo, de distensdo e de compressao atuem sobre o foco da fratura,

retardando a cicatrizacdo (LESSER, 1984).

23 Complicacgoes ortopédicas

A ndo consolidacdo Ossea estd presente em situagdes em que o processo de
cicatrizacdo Ossea cessou antes que a fratura se repare completamente (BRASHLAR, 1965;
BRIGHTON, 1984). E condigdo inicial que pode evoluir para a pseudoartrose (BRIGHTON
et al., 1981; BRIGHTON et al. 1975), que € uma falsa articulacdo com presenca definitiva de
tecido fibroso ou fibrocartilaginoso entre os fragmentos 0sseos.

A etiologia da ndo consolidacdo Ossea e da pseudoartrose inclui vérios fatores tais
como: idade do paciente, estado nutricional, configuracdo e local da fratura, presenca de
doencas metabdlicas concomitantes, infeccdo, administracio de drogas e grau de
acometimento de tecidos moles (ROBELLO; ARON, 1992), incluindo também fatores fisicos
como intervalos muito grandes entre as extremidades das fraturas e o uso de métodos de
fixacdo inadequada que impedem a anastomose da vascularizacdo intramedular,
vascularizacao do calo mole e formacgdo do calo 6sseo. (KADERLY, 1993).

Unido retardada é definida como uma fratura que n@o apresentou completa reparagdo no tempo
normalmente requerido pela fratura. Ja no processo de ndo-unidio, a reparagdo parou, ndo apresentando
progresso em sequéncia de radiografias. (SCHMAEDECKE, 2003). A fratura ndo ira consolidar
sem intervencdo cirdrgica, sendo o desenvolvimento da unido retardada ou ndo unido uma
complicagdo muito séria, tornando-se muitas vezes necessdria a amputacio do membro

(EGGER, 1998).

2.4 Enxertos 0sseos

Os enxertos 0sseos sdo utilizados como auxiliares no tratamento de fraturas, perdas e

defeitos Osseos (BRINKER; PIERMATTEI;, FLO, 1986). Segundo Salbego (2010),

apresentam algumas vantagens em sua utilizacdo como as propriedades bioldgicas e
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mecanicas, que em inimeras circunstancias tornam-se a unica alternativa no reparo de lesdes
com grave perda dssea.

Os enxertos 6sseos podem ser classificados de acordo com sua origem, como
autélogos (autoenxertos, retirados do préprio animal), homdlogos (alo enxertos, retirados de
um animal da mesma espécie) e heterolégos (xenoenxertos, retirados de animais de outra
espécie) (MILLIS; MARTINEZ, 2007; CALASANS-MAIA et al., 2009).

Os enxertos ainda sao classificados através de sua composi¢ao estrutural, dessa forma
se o enxerto € proveniente de osso compacto é denominado enxerto cortical, se € proveniente
de um tecido trabecular de alta celularidade, ¢ denominado enxerto esponjoso e do tipo
corticoesponjoso, quando apresentam ambas as caracteristicas (SALBEGO, 2010; SOARES
et al., 2013).

Os enxertos sao usados como coadjuvantes no tratamento dos processos patoldgicos de
ndo unido Ossea, por apresentarem fatores osteoindutores, que auxiliam na sinalizacdo da
fratura para que células mesenquimais dos tecidos adjacentes (do hospedeiro ou do enxerto)
migrem para o local, se tornem osteoblastos e sofram diferenciacdo em tecido cartilaginoso ou
0sseo (JOHNSON, 2007; MILLIS; MARTINEZ, 2007) e fatores osteocondutores, que servem
como base para crescimento tecidual bem como aparecimento de microcirculagdo
(SALBEGQO, 2010), sendo que o enxerto fornece a estrutura para que este crescimento ocorra
(MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Os enxertos aut6logos esponjosos estimulam a formacao 6ssea devido ao fornecimento
de células vivas e fatores de crescimento, sdo histocompativeis, porém nao possuem estrutura
mecanica e ndo podem ser estocados. (SANTOS; RAHAL, 2004).

A obtencdo dos enxertos autdlogos apresentam riscos para o paciente, uma vez que o
mesmo tem que passar por mais de um procedimento cirtrgico, deste modo hi aumento da
morbidade poés-operatoria, e normalmente a regido doadora ndo apresenta quantidade
necessaria para o enxerto (CALASANS-MAIA et al., 2009; ALIEVI et al., 2007). A taxa de
complicagdes pos operatoria varia de 9% até 49%, podendo gerar diversos inconvenientes
para o paciente tais como: infec¢des, hematomas, seromas, hérnias e dor persistente
(MAKRIDIS et al., 2012).

Os aloenxertos sdo os mais utilizados, porém sua incorporacio ao osso lesionado nem
sempre € completa, apresentando em alguns casos consideravel formacdo de tecido conjuntivo
fibroso na interface implante-osso (BARCKMAN et al., 2013).

Os xenoenxertos obtidos a partir de ossos bovinos t€m se mostrado uma boa

alternativa aos auto enxertos, uma vez que fazendo uso destes, é possivel evitar que o paciente
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passe por mais de um procedimento (PINHEIRO; GERBI, 2006) ou que outro animal da
mesma espécie tenha que ser submetido a um procedimento invasivo. Conforme Buser,
Martin e Belser (2004), os xenoenxertos bovinos, apresentam propriedades fisicas e
bioldgicas semelhantes aos de outras espécies além de apresentarem, segundo Khojasteh et
al., (2013), uma boa capacidade osteocondutora. As vantagens também incluem a quantidade
de material disponivel, que é em geral abundante, a facilidade de uso, e resultados
biomecanicos positivos (LAURENCIN; EL-AMIN, 2008), com rigidez e resisténcia elevadas
(MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Apesar das vantagens, as desvantagens também devem ser consideradas, tais como a
transmissdo de doengas, respostas imunes, falhas na consolidacdo dos enxertos
(LAURENCIN; EL-AMIN, 2008), dor durante a realizacao de atividades e durante a palpagdo
do local (LEDFORD et al., 2013). O armazenamento em banco de ossos é complicado, sendo

na maioria das vezes estocado em frizeres especificos, o que torna uma alternativa cara e

trabalhosa (CASTIGLIA et al., 2009).

2.5  Processamento quimico

Os ossos podem passar por diversos tratamentos tanto fisicos, tais como irradiacdo,
congelamento e autoclavagem, quanto por processos quimicos que envolvem o uso de
substancias para esterilizagao do enxerto. Dessa forma, este enxerto fica mais seguro, uma vez
que a esterilizagdo previne transmissdo de doengas e diminui a reacdo imunoldgica do
organismo a ser enxertado, bem como propicia métodos mais baratos de preservagdo para que
0s 0ssos possam ser utilizados como enxertos (CASTIGLIA et al., 2009).

O processamento do xenoenxerto pode resultar em dois tipos distintos de material: o
inorganico e o organico. O inorginico ndo contém proteinas e células, sendo caracterizado
pelo elevado contetido de hidroxiapatita. A remocdo das proteinas € obtida através de
tratamento térmico com temperatura acima de 300 °C, entretanto, a elevacdo da temperatura
diminui a bioabsor¢do do material. J4 o xenoenxerto tratado com &acidos em concentracio
ideal leva a remocdo de células, e proteinas nao coladgenas, deixando um arcaboucgo proteico
constituido praticamente de coldgeno tipo I e pequena quantidade de fatores de crescimento,
como a proteina morfogenética 6ssea (SANADA et al., 2003).

No processamento quimico, o método desenvolvido por Volpon e Costa (2000) é
bastante utilizado em aloenxertos, pois tal método gera enxertos com capacidade

osteocondutora boa e € de certa forma uma alternativa, mesmo que com menor desempenho,
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ao enxerto de osso autélogo. O processamento se inicia com a utilizacdo de alcool absoluto
para desidratacdo, éter etilico para desengorduramento, dgua oxigenada para clareamento,
seguido de esterilizacdo em 6xido de etileno. Os enxertos tratados desta forma apresentam
baixo custo e nao requerem equipamentos especificos, podendo ser realizados na pratica
laboratorial basica (CASTIGLIA et al., 2009).

Segundo Castiglia e colaboradores (2009), o processamento quimico apesar de mostrar
indmeras vantagens, tais como a melhor preservacdo do contetdo celular, e outras ja citados
acima, quando submetido a esteriliza¢do por 6xido de etileno pode provocar amalgamacao das
microfibras, isto é, quando a superficie dssea fica menos preservada e os orificios vasculares
menos nitidos.

O processo de desmineralizacdo, segundo Fernandez et al. (1989), € realizado com
acido cloridrico (HCl), apos retirado todo o tecido mole e lavados em 4gua corrente. Segundo
Volpon, Xavier e Gongalves (1982) este processo pode auxiliar na melhora da qualidade
osteoindutora do enxerto, além de diminuir a estimulacdo antigénica (RILEY et al., 1996).

O processo de granulacdo permite a utilizacdo de maior quantidade de enxerto na falha
Ossea, uma vez que quando granulado, € capaz de preencher a falha de forma mais
homogénea, o que resulta em maior quantidade de osso neoformado (URIST et al., 1970).
Volpon, Xavier e Gongalves (1982), ao fazerem uso do aloenxerto granulado descalcificado,
em defeitos 6sseos no radio de coelhos, observaram corre¢do completa em nove semanas,
enquanto outros estudos como o de Tuli e Singh (1978), que usaram cilindros Osseos
descalcificados, demoraram 12 semanas para que houvesse preenchimento do mesmo modelo

de falha Ossea.

2.6 Plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autdégena e barata de fatores de
crescimento, preparado a partir de pequena quantidade de sangue total retirado do préprio
paciente, no periodo pré-operatério (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002). O PRP
apresenta em sua constituicdo plasma, leucdcitos e plaquetas. No plasma estdo contidos
diversos fatores de coagulacdo (GOLDBERG, 1997), os leucdcitos conferem resisténcia
natural aos agentes infecciosos e imunolédgicos, e as plaquetas que sofrem degranulacdo nos

sitios de lesao liberando os fatores de crescimento (MARX; GARG, 1999).
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Os fatores de crescimento influenciam a divisdo celular, a sintese de matrizes e a
diferenciacdo tecidual, auxiliando na formacdo de cartilagem e na reparagdo de tecidos
musculares e esqueléticos (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002).

Estudos t€ém demonstrado a importancia dos fatores de crescimento na reparacao
Ossea, por apresentarem acdo osteoindutora, agindo nas células osteoprogenitoras
diferenciando-as e auxiliando na osteogénese (LEMOS; ROSSI JUNIOR; PISPICO, 2015).

Pelo menos trés fatores sdo derivados dos granulos plaquetéarios: fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento e transformacao beta (TGF-
) e fator de crescimento semelhante a insulina [IGF] (GIANNOBILE, 1996) e outras
proteinas que modulam a inflamacao e reparagao de feridas (SILVA et al., 2013).

PDGF € uma glicoproteina cujas atividades sdo mitogénese, angiogénese, ativacao de
macrofagos e promoc¢do de quimiotaxia (MARX; CARLSON, 1996). O aumento de sua
quantidade inicial propicia maior atividade das células osteocompetentes do que ocorreria no
enxerto ou coagulo apenas, determinando rapidez na formagdo 6ssea e melhor qualidade do
trabeculado (BRANDAO, 2005).

TGF-B é uma superfamilia que inclui TGF- 81, TGF-82 e proteinas morfogenéticas
Osseas (BMP). Presume-se que TGF-81 e B2 sejam langados pelas plaquetas apds a formagao
do coagulo na fratura, estando associados a proliferacdo de tecido periosteal no periodo inicial
da consolida¢do. No entanto, sua acdo mais intensa ocorre durante a proliferacdo celular
cartilaginosa e a ossificacdo endocondral (MARX; GARG, 1999; LIEBERMAN; DALUISKI;
EINHORN, 2002).

O IGF é mitogénico para as células da linhagem osteoblastica e estimulador da
osteogénese a partir dos osteoblastos diferenciados. Quando combinado com outros fatores de
crescimento, como PDGF ou TGF-8, pode acelerar a osteogénese (GIANNOBILE, 1996).

A atuacdo desses fatores de crescimento locais e sistémicos nas diferentes fases da
regeneracdo (inflamagdo, reparo e modelacdo) é imprescindivel para o recrutamento de
células imediatamente apds a injuria, assim como para potencializar a producdo de tecido
0sseo e a adesdo de células tronco mesenquimais, responsdveis pelo processo de consolidacao
e reparacdo tecidual (ANDRADE et al., 2016). Sendo o uso na reconstrucao de tecido 6sseo
um avango, visto que plaquetas autélogas foram utilizadas inicialmente apenas com func¢des
hemostaticas, prevenindo ou tratando hemorragias secundarias a trombocitopenia (DONATTI
et al., 2013).

Embora existam trabalhos com o PRP liquido, estudos tem demonstrado que sua forma

em gel facilita sua acdo sobre as lesdes, proporcionando uma ac¢do mais local e homogénea.
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O gel pode ser obtido através da adi¢do de substancias como trombina, gluconato e o cloreto
de célcio, que promovem também a ativagdo das plaquetas. (BARBOSA et al., 2008; SILVA,
et al., 2013).
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3 METODOLOGIA

Todos os procedimentos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica na
Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia, sob nimero de protocolo:

075/14, conforme Anexo A.

3.1 Grupos experimentais

Para realizacdo deste experimento foram utilizados 48 coelhos adultos, machos, da
raca Nova Zelandia, com peso entre 3,0 kg a 4,5 kg, provenientes de um criadouro particular
de Uberlandia, MG. Todos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo dgua e racdo a
vontade. Ap6s um periodo de 15 dias de alojamento, utilizado para adaptacdo ao ambiente e
socializacdo dos animais com os pesquisadores, os coelhos foram submetidos a avaliacOes
clinicas, hematoldgicas (hemograma, leucograma e contagem plaquetiria) e exames
radiograficos do antebraco esquerdo nas posicdes latero-medial e dorso-palmar, para
verificacdo de qualquer deformidade 6ssea. Os animais considerados aptos a participar do
projeto foram os que nao apresentaram nenhuma anormalidade nestas avaliacdes.

Os coelhos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos com 16 individuos cada
um, sendo o primeiro Grupo Controle (GI), o segundo tratado com xenoenxerto bovino
desmineralizado (GII) e o udltimo tratado com xenoenxerto desmineralizado associado a
concentrado de plaquetas (GIII). Cada grupo foi subdividido em dois grupos de oito animais
cada, sendo os coelhos avaliados com 30 dias de pos-operatorio (PO) numerados de um a oito

e os de 60 dias de PO identificados do nove ao 16.

3.2 Coleta do xenoenxerto trabecular

O xenoenxerto trabecular foi obtido da epifise distal de oito fémures de bovinos
(Figura 1A), abatidos em frigorificos sobre servigo de Inspecdo Federal. As epifises foram
levadas para o laboratério de cirurgia experimental do hospital veterinario da UFU, onde se
removeram os resquicios de tecidos moles, superficie articular e toda a cortical do osso. A
porcao do osso esponjoso foi serrada em blocos, de 2 a 3 cm3. Foi realizada uma limpeza
mecanica nos fragmentos com dgua corrente e escova para remog¢ao de tecidos aderidos, em

seguida acondicionados em alcool absoluto. (Figura 1B)
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Figura 1 — Imagens fotograficas do preparo do xenoenxerto trabecular bovino

Fonte: A autora.

A- Imagem fotografica do fémur de bovino seccionada no eixo longitudinal, expondo o osso trabecular. B-
Imagem fotografica do osso esponjoso de bovinos em forma de cubos, imerso em dlcool absoluto.

3.3  Processamento quimico do xenoenxerto trabecular

O protocolo utilizado para o processamento quimico dos 0ssos esponjosos foi baseado
nos trabalhos descritos por Volpon e Xavier (1982), Volpon e Costa (2000) e Castiglia et al.,

(2009), obedecendo a seguinte sequéncia:

Lavagem em 4gua corrente e filtrada por duas horas;
Fixacdo em élcool absoluto por 48 horas;

Manuten¢ao em 4gua oxigenada (40 volumes) até o clareamento.

AN W NN =

Remocdo da gordura em éter etilico (trocas sucessivas até o desaparecimento das

goticulas sobrenadantes);

5 Descalcificagdo em acido cloridrico 0,5 N, a temperatura ambiente, trocado
diariamente, por cinco dias. A descalcificacdo foi controlada testando-se digitalmente
a consisténcia do o0sso, até que ficassem macios ao tato.

6 Lavar em solucdo tampao de sulfato de sédio 5% por 20 minutos;

7 Lavar em solucdo de Ringer Lactato por 20 minutos;

8 Conservagdo em dlcool etilico 70% (Figura 2).
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Figura 2 — Imagem fotografica do aspecto final dos blocos de osso esponjoso bovino apos

descalcificagdo e processamento quimico

Fonte: A autora.

Observar o aspecto claro dos blocos de osso esponjoso submersos no alcool 70% e a auséncia de goticulas de
gordura.

3.4  Pré-operatorio

ApOs jejum hidrico e s6lido de duas e quatro horas, respectivamente, os animais foram
anestesiados com solu¢do de cloridrato de cetamina (35,0 mg/kg, IM), cloridrato de xilazina
(10,0 mg/kg, IM) e morfina (2,5 mg/kg, IM), além de anti-inflamatério cetoprofeno (3,0
mg/Kg, IM) e antibioticoterapia profildtica com cefazolina sodica (30,0 mg/Kg, IM), 30
minutos antes do procedimento cirdrgico. Realizou-se também bloqueio do plexo braquial do
membro esquerdo, com lidocaina 2%. A regido da pele entre a articulacdo escapulo-umeral e
do metacarpo foi tricotomizada, e submetida a antissepsia com alcool 70% seguida da

aplicacdo de iodopovidine topico.

3.5 Coleta e preparo do concentrado de plaquetas

A coleta de sangue para a obtencdo do plasma rico em plaquetas foi realizada apenas
nos animais do grupo III, e durante o procedimento cirtrgico da criacdo da falha dssea. Foi
considerado apto ao experimento, o animal em que o nimero de plaquetas estava dentro do
padrio estabelecido de 250-650 x 10*/uL, (QUESENBERRY, 1994), avaliado no Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Uberlandia.

ApOs anestesia, tricotomia e antissepsia com alcool 70% da regido toricica esquerda,

foi efetuada uma puncdo intracardiaca para colheita de 9,0 mL de sangue de cada animal, com
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uma agulha 21G (0,8 x 25 mm) (Agulha S-Monovette, Sarstedt Brasil, Santana do Parnaiba, Sdo
Paulo, Brasil) e trés tubos para hemossedimentacdo de polipropileno (130 x 8,0mm) (Tubo ESR S-
Sedivette Sarstedt Brasil, Santana do Parnaiba, Sao Paulo, Brasil) contendo 0,7mL de citrato de s6dio

0,106 molar (Figura 3).

Figura 3 - Tubo de hemossedimentacdo a vacuo de 3,5 mL, com agulha de coleta especifica,

utilizado para coleta de sangue por punc¢do intracardiaca

Fonte: A autora.

Tubo de hemossedimentagdo e agulha utilizados para puncéo intracardiacada de coelhos para realizacdo de PRP.

Para preparo de 1,0 mL de PRP, foram utilizados trés tubos da amostra (Figura 4A),
submetidos a primeira centrifugacdo a 2.000 rotacdes por minuto (rpm), durante 20 minutos.
Essa primeira centrifugacao foi para separacdao dos componentes do sangue em: hemaécias, que
foram sedimentadas no fundo do tubo e zona intermedidria bem diferenciada contendo

leucdcitos e plaquetas, além de sobrenadante contendo poucas plaquetas (Figura 4B).

Figura 4 - Tubo de hemossedimentagdo contendo 3,0 mL de sangue de coelhos da raca Nova

Zelandia, antes e apds centrifugacdo a 2.000 rpm por 20min

Fonte: A autora.

A- Observar o volume e homogeneiza¢do do plasma e soro sanguineo, antes da primeira centrifugacdo. B- Tudo
de hemossedimentac@o apds primeira rotacio a 2.000 rpm por de 20 min. Observar a separag¢do de plama e soro
sanguineos. A seta branca mostra o sobrenadante pobre em plaquetas, e, a preta, a deposi¢do das hemadcias ao
fundo do tubo.
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Foi, entdo, desprezado de cada tubo 1,0 mL do sobrenadante e colhido de cada um dos
tubos, com uma pipeta automatica, o plasma sobrenadante restante, porém, sem que se
coletasse a zona intermediaria, rica em leucécitos (Figura 5A). Este material foi transferido
para um unico tubo, sem anticoagulante, com volume de 4,0 mL e dimensdes de 12,7 mm x
75 mm e centrifugado pela segunda vez a 2000 rpm durante 10 minutos. O material restante
(hemacias e faixa leucocitaria) foi descartado. Apds a segunda centrifugacao desprezou-se 1,5
mL sobrenadante, restando entdo 1,0 mL de plasma com o botdo plaquetario sedimentado ao
fundo (Figura 5B). Este sobrenadante foi homogeneizado delicadamente para as plaquetas se

distribuirem ao plasma.

Figura 5 - Tubos de hemossedimentacdo a vicuo contendo sangue de coelho da Raca Nova

Zelandia, ap6s processo de centrifugacdo e confeccao de PRP

Fonte: A autora.

A- A seta preta identifica a zona intermedidria com o corddo leucocitario (linha branca) e acima o plasma com as
plaquetas, apds processo de centrifugacdo a 2000 rpm, por 20 minutos. Em B, ap6s a segunda centrifugagdo, a
presenca do botdo plaquetério depositado no fundo do tubo.

Antes do encaminhamento das amostras para implanta¢do no leito, foi realizada uma
contagem automatica de plaquetas em analisador hematolégico veterinario pocH 100iVDiff,
andlise da morfologia 6tica (DANTAS et al,. 2010) através do método de Ress-Ecker.
Finalmente, para promover a agregacdo plaquetiria e transformar o estado liquido para
gelatinoso, houve adi¢do de 40 pL cloreto de cédlcio a 10% para cada 1,0 mL de PRP, e em
seguida mantido por 30 segundos em banho-maria a 37,0 °C, conforme descrito por Nunes

Filho et al. (2007).
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Imediatamente ap6s agregacdo, o gel de plaquetas foi misturado ao xenoenxerto ja

fragmento e utilizado para preencher a falha 6ssea dos animais do grupo GIII (Figura 6).

Figura 6 — Associa¢do do PRP, Cloreto de Célcio a 10% e xenoenxerto trabecular granulado e

desmineralizado

Fonte: A autora.

Xenoenxerto desmineralizado bovino associado a PRP, notar o formato em gel.

3.6  Procedimento cirirgico

Todos os animais foram submetidos a criacdo da lesdo 6ssea. Para realizacdo do
procedimento cirtirgico, os coelhos permaneceram em dectbito lateral esquerdo, e entdo foi
realizada uma incisdo de pele na regido cranio medial, de aproximadamente 3,0 cm no terco
médio do antebraco esquerdo (Figura 7A). O tecido subcutaneo e o musculo extensor radial
do carpo foram identificados e afastados lateralmente, com afastador de Hohmann. Uma
lamina de bisturi n° 24 foi colocada entre o rddio e a ulna no ponto da sec¢do, para evitar o
contato do disco com a ulna (Figura 7B). Apds exposi¢ao do ter¢co médio da diafise do radio,
removeu-se um segmento 6sseo de 1,0 cm com auxilio de disco diamantado acoplado a
perfuratriz elétrica, sobre constante irrigagdo com solu¢do de Ringer Lactato (Figura 7C),
que fora medido com um molde estéril de sonda uretral n° 06, elaborado com auxilio de uma

régua metalica (Figura 8).
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Figura 7 - Imagens fotograficas das principais etapas do procedimento cirdrgico experimental

de criacdo de falha 6ssea de 01 cm no radio de coelhos.

Fonte: A autora.

A- Incisdo cranio medial do antibraco esquerdo de coelhos sobre a regifio diafisaria do radio. B- Afastamento do
musuclo extensor radial do carpo com afastador de Hohmann e isolamento da ulna do rddio com ldmina de
bisturi n® 24. C- Osteoectomia com auxilio de disco diamantado acoplado a perfuratriz elétrica.

Figura 8 - Imagens fotogréficas da criacdo de molde para ostectomia parcial de radio e

remogdo de fragmento de 01 cm do radio de coelho

Fonte: A autora.

A- Corte de 01 cm de sonda uretral estéril n° 06 utilizada como molde para osteoectomia. B- Fragmento de radio
ostectomizado. C- Falha dssea criada apds remocdo de um fragmento de 01 cm do radio.
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Nos animais do grupo controle (GI) houve apenas remoc¢do do fragmento 6sseo do
radio.

No GII, a lesdo foi preenchida com xenoenxerto processado que fora retirado do 4lcool
70% e lavado na solucdo de Ringer Lactato por 30 trinta minutos. A quantidade de
xenoenxerto foi a mesma pra todos os grupos, ou seja, trés fragmentos de 0,5 x 0,8 mm;
(Figura 9 A e B), que foram fragmentados com o auxilio de uma goiva e colocado sobre a

falha 6ssea (Figura 9C).

Figura 9 - Imagem fotografica do processo de preparacdo do xenoenxerto para enxertia

Fonte: A autora

A- Bloco de xenoenxerto bovino de aproximadamente 0,5 x 0,8 cm imediatamente antes de sua fragmentacao.
B- Aspecto do xenoenxerto bovino granulado, usado para preencher a falha 6ssea. C- Preenchimento da falha
6ssea com xenoenxerto trabecular bovino desmineralizado e processado quimicamente.

No GIII o xenoenxerto foi preparado de maneira semelhante ao grupo II, no entanto,
associado ao gel de plasma rico em plaquetas aut6logo (Figura 10A).

Em todos os animais houve aproximacdo da musculatura com fio de poliglactina 910
n° 3-0 em ponto simples continuo e a pele com néilon n° 3-0 em pontos simples separados

(Figura 10B e C).
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Figura 10 — Implantacdo de xenoenxerto trabecular bovino desmineralizado associado a gel de

PRP, e sutura da musculatura e pele do antebraco de coelho

Fonte: A autora.

A- Observar o gel de PRP associado ao xenoenxerto, depositado no leito receptor (seta amarela). B-
Aproximagdo da musculatura com ponto simples continuo com fio poliglactina 910, n° 3-0. C- Aspecto final do
pos-operatério imediato, com sutura em ndilon 3-0, pontos simples separados.

3.7  Pos-operatorio

As feridas de pele foram higienizadas duas vezes ao dia com gazes embebidas em
solucdo fisiologica a 0,9%, e posterior aplicacdo topica de rifamicina por um periodo de sete
dias. Para analgesia foi administrado morfina (2,5 mg/kg, SC), de oito em oito horas durante
trés dias, o cetoprofeno (3,0 mg/kg, SC), a cada 24 horas, por trés dias e cefazolina sddica (30

mg/kg, IM), de 12 em 12 horas, durante sete dias.

3.8  Avaliacdo radiografica

No periodo pds-operatério imediato, os animais dos trés grupos tiveram seus
antebragos esquerdos radiografados na incidéncia latero-medial, na voltagem de 48,0 kV,
distancia de 1,0 m e 0,16 segundos de exposi¢do, sempre com o mesmo aparelho de raios X e
filmes da marca Kodak MXG/Plus®. O exame radiografico, com a mesma técnica, foi
repetido com 30 e 60 dias de PO para todos os animais dos trés grupos. Avaliou-se a
neoformacdo Ossea, presenca de fissuras ou fraturas, a presenga e nivel de reabsorcdo do

enxerto. As alteracdes macroscépicas foram detalhadas no Protocolo I (APENDICE A).
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3.9 Eutanasia

Ap6s os periodos pré-estabelecidos de 30 e 60 dias de pos-operatério, os animas foram
submetidos a eutandsia com aplicacdo de sobredose (50mg/Kg) de tiopental sddico a 2,5% de

acordo com a resolugao 1000 de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (2002).

3.10 Analise histolégica

Apés a eutanasia, nos periodos pré-estabelecidos de PO, foram coletados o terco
médio do radio, correspondente a regiao da ostectomia, e armazenados em frascos individuais
contendo formol a 10% por um periodo minimo de 48 horas, a temperatura ambiente. ApOs
esse acondicionamento os fragmentos foram lavados em 4gua corrente e entdo a
descalcificacdo foi realizada com acido tricloroacético a 8% durante 30 dias, sendo efetuada a
troca do fluido descalcificador a cada sete dias. A descalcificacdo foi completa quando os
ossos obtiveram flexibilidade semelhante a borracha. Em seguida foram lavados com solugao
de sulfato de s6dio 5%, durante 40 minutos, e finalmente, submetidos a 4gua corrente por
cinco minutos. O acondicionamento das amostras até a inclusdo em parafina foi em alcool
70% por no minimo 24 horas.

Foram confeccionada trés laminas para cada peca, com cortes longitudinais de cinco
micrometros de espessura, com 60 micrometros entre si. Os cortes histologicos foram corados
pela hematoxilina e eosina, e analisadas em microscépio Olympus BX 40® acoplado a cAmera
Olympus OLY-200%, ligada a um computador PC com placa digitalizadora Data Translation
3153®, onde as imagens foram analisadas para verificagio das principais alteracdes
histolégicas.

Para avaliacdo histolégica, foi seguido o protocolo II (APENDICE B), registrando-se
as alteracOes observadas. Os achados foram analisados de forma semiquantitativa através de
uma avaliacdo subjetiva, onde cada estrutura foi analisada sem que o examinador soubesse
previamente qual material estava sendo analisado, utilizando-se os parametros reunidos no

Quadro 1.



Quadro 1 — Parametros e legendas da analise histologica
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Neoformacao éssea Porcentagem - %
Calcificacido endocondral Presenca
Adipdcito Sim (S)
Xenoenxerto Nao (N)
Intensidade
Reabsorcido do xenoenxerto Lenta (L)
Avancada (A)
Presenca
Tecido Conjuntivo Pouco (P)
Muito (M)
Fibrina Quantidade
Tecido de Granulacao Ausente (0)
Fibrose Pouco (+)
Infiltrado mononuclear Moderado (++)
Infiltrado polimorfonuclear
Necrose Elevado (+++)

Fonte: A autora.

3.11 Analise estatistica

A base de dados, assim como a constru¢do de tabelas, foi realizada através das
planilhas eletronicas do programa Microsoft Excel versdao 2007. Na base de dados, cada
amostra possuia as informagdes contidas no Apéndice C.

Os dados obtidos sobre neoformagdo Ossea foram analisados em cada tempo por meio
da analise de varidncia One Way. Ja calcificagdo endocondral, adipocitos, reabsor¢do do
xenoenxerto, tecido conjuntivo, fibrina, tecido de granulacio, fibrose, infiltrado mononuclear,
infiltrado polimorfonuclear e necrose sendo dados ordenativos foram analisados, em cada
tempo (30 e 60 dias), por meio da analise de variancia ndo paramétrica pelo de teste de
Kruskal-Wallis. O nivel de significincia foi fixado em 5% (p<0,05) para rejei¢do de hipotese
de nulidade. As médias foram comparadas pelo teste t Student. As anélises e graficos foram

realizados com auxilio do programa BioStat 5.3 (AYRES et al., 2007).
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4 RESULTADOS

4.1  Observacoes trans e pos-operatorias

O procedimento cirdrgico foi bem tolerado pelos animais, sendo o bloqueio dos nervos
do plexo braquial com lidocaina efetivo, evitando administracdo adicional de quetamina e
xilazina. Todos os animais apresentaram apoio do membro operado em todo o periodo pds-

operatdrio, com auséncia de fraturas.

4.2  Numero de plaquetas, leucdcitos e hemacias no pré-cirdrgico e apds a preparaciao

do plasma rico em plaquetas

Foi possivel obter no experimento, em 13 (81,25%) animais, o incremento plaquetario
superior a 338%, como proposto por Marx et al. (1998) e obtido por Kim et al. (2002). Em 14
animais (87,5%), obteve-se nimero de plaquetas no PRP superior a 500.000 mm>,
considerado por Obarrio et al. (2000) e Whitman, Berry e Green (1997) nimero ideal.

O ndmero minimo de incremento plaquetario foi 2,02, e o maximo 5,64, sendo
considerado para Kim et al. (2012), um bom incremento plaquetario de apenas 1,5 vezes.

Em 13 (81,25%) animais, verificou-se auséncia de leucdcitos na contagem apds
processamento, e 16 (100%) animais apresentaram poucos leucécitos quando comparados a
quantidade presente no sangue total (Tabelas 01 e 02).

Avaliando a presenca de hemacias, 16 (100%) animais ndo tiveram presenca de

hemaicias no PRP. A alta quantidade de plaquetas, associada a baixa presenga de leucdcitos e

hemécias evidencia um processo de producdo de PRP adequado.
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Tabela 1 - Valores individuais do hemograma dos oito primeiros coelhos do grupo II, no

periodo pré-operatdrio imediato e apds a preparacao do concentrado de plaquetas

WBC RBC HGB PLT
10°/uL.  105/uL.  g/D1  103/uL

01 Pré op 4,5 5,72 13,6 172
01 PRP 0,0 0,00 0,0 656
02 Pré op 74 4,44 10,3 255
02 PRP 0,6 0,00 0,0 781
03 Pré op 6.8 5,02 11,4 216
03 PRP (¥) 0,0 0,00 0,0 556
04 Pré op 54 4,96 10,8 383
04 PRP 0,0 0,00 0,0 1149
05 Pré op 6,7 4,39 10,4 252
05 PRP 0,1 0,00 0,0 891
06 Pré op 6 5,52 13,2 308
06 PRP (*%) 0,7 0,00 0,1 1417
07 Pré op 6,7 4,73 10,4 365
07 PRP 0,1 0,00 0,0 1631
08 Pré op 4,6 4,13 9,6 229
08 PRP (*) 0.4 0,00 0,0 464

Fonte: A autora.

Tabela com valores dos hemogramas, leucogramas e contagem de plaquetas dos coelhos do grupo com 30 dias,
antes (Pré op) e depois (PRP) do preparo do PRP. Notar em destaque (¥*) os processos em que se obteve
incremento plaquetario abaixo de 338%. Em destaque (**), o preparo que ndo obteve eliminacdo total de
leucdcitos.
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Tabela 2 - Valores individuais do hemograma dos oito dltimos coelhos do grupo II, no

periodo pré-operatdrio imediato e apds a preparacao do concentrado de plaquetas

WBC RBC HGB PLT
10°/uL  105/uL.  g/dL  103/puL

09 Pré op 4,3 53 12,5 289
09 PRP 0,3 0,00 0,0 1063
10 Pré op 6,7 4,42 9,9 125
10 PRP 0,9 0,00 0,0 527
11 Pré op 3,7 4,96 11,7 186

11 PRP (*) 0,0 0,00 0,0 522

12 Pré op 10,1 5,37 114 275

12 PRP (*%) 1,5 0,01 0,0 891

13 Pré op 4,1 4,52 10,5 312

13 PRP (*¥%) 2,0 0,00 0,0 1061

14 Pré op 4 5,68 13,1 254
14 PRP 0,2 0,00 0,0 1292
15 Pré op 6,5 5,77 13,7 181
15 PRP 0.4 0,00 0,0 1021
16 Pré op 5.8 5,26 12,7 365
16 PRP 0,1 0,00 0,0 1003

Fonte: A autora.

Tabela com valores dos hemogramas, leucogramas e contagem de plaquetas dos coelhos do grupo com 60 dias,
antes (Pré op) e depois (PRP) do preparo do PRP. Notar em destaque (*) o processo em que se obteve
incremento plaquetirio abaixo de 338%. %. Em destaque (**), o preparo que ndo obteve elimina¢do total de
leucdcitos.
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4.3  Avaliacao radiografica

As andlises radiogrificas realizadas na regido da ostectomia foram diferentes,
considerando os respectivos tempos pos-operatdrios e grupos de tratamento.

No grupo controle, apés 30 dias de procedimento, pdde-se verificar que as falhas
Osseas apresentaram-se quase todas radioluscentes, com minima presenga de material
radiopaco, originando-se das extremidades proximal e distal (Figura 11A).

J4 50% (quatro) dos coelhos do grupo com implantacdo do xenoenxerto, apés 30 dias
de procedimento, apresentaram a regido ostectomizada com discretas 4areas radiopacas
oriundas das extremidades (Figuras 11B). Dois animais (25%) apresentaram a d&rea
ostectomizada totalmente preenchida por material radiopaco (Figura 12) e os outros 25%
(dois) apresentaram preenchimento parcial com material radiopaco de forma homogénea e
regular, oriundos do coto proximal e distal.

A avaliacdo da associagdo do xenoenxerto com PRP, apés 30 dias de cirurgia,
evidenciou, de maneira undmime, que as areas ostectomizadas apresentaram quase todas
radioluscentes, com nenhuma ou discreta presenca de material radiopaco originando-se das

extremidades proximal e distal (Figura 11C).

Figura 11 — Imagens radiograficas do membro anterior esquerdo de coelhos, na projecado

mediolateral, apos 30 dias da ostectomia do radio, dos grupos I, II e II respectivamente

Fonte: A autora.

A— Grupo controle. Notar discreta presenga de material radiopaco nas extremidades dos cotos. B- Grupo II
(xenoenxerto) Notar presenca de discretas areas radiopacas oriundas das extremidades. C- Grupo III (associagido
de xenoenxerto e PRP na falha dssea). Notar a auséncia de material radiopaco na falha dssea.
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Figura 12 — Imagem radiogréfica na projecao mediolateral, representando o antibraco

esquerdo dos dois coelhos do grupo II, apds 30 dias da ostectomia do radio.

Fonte: A autora.

Notar presencga de tecido radiopaco preenchendo toda a falha 6ssea.

As avaliacdes dos animais com 60 dias de pds-operatério também apresentaram
diferencas nitidas, conforme descri¢do abaixo. No grupo controle, pdde-se verificar que as
areas ostectomizadas apresentaram-se parcialmente preenchidas por material radiopaco mais
homogéneo e regular, originando-se das extremidades proximal e distal dos cotos (Figura
13A).

J4 no grupo com implantagdo do xenoenxerto, 75% (seis) dos animais a area
ostectomizada apresentou, em quase toda a sua extensdo, aspecto radiopaco com discreta area
radioluscente (Figura 13B).

A avaliagdo da associagdo do xenoenxerto com PRP evidenciou que a éarea
ostectomizada apresentou, em quase toda sua extensdo, areas radioluscentes com discreta
presenca de material radiopaco homogéneo originando-se das extremidades proximal e distal

(Figura 13C).
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Figura 13 - Imagens radiograficas do antibraco esquerdo de coelhos, na projecao mediolateral,

apo6s 60 dias da ostectomia do radio, dos grupos 1, II e II respectivamente

Fonte: A autora.

A- Grupo controle. Notar presenca de material radiopaco homogéneo, oriundo das extremidades dos cotos
proximal e distal. B- Grupo II (xenoenxerto). Notar presenca de tecido radiopaco preenchendo quase toda area
ostectomizada. C-. Grupo III. Notar discreta presenca de material radiopaco no interior da falha dssea.

4.4  Avaliacao histologica

A andlise microscopica do tecido foi determinada em fung¢do das alteracdes
inflamatorias (presenca de infiltrados mononucleares e polimorfonucleares) e dos processos
reparatérios (presenca de fibrose, tecido conjuntivo), porcentagem de neoformagdo Ossea e
nivel de absor¢cdo do xenoenxerto.

No GI, aos 30 dias, observou-se uma média de 15% de neoformacdo Ossea,
proveniente dos cotos do radio, e nenhum animal apresentou preenchimento completo da
falha 6ssea. Trés (37,5%) animais apresentaram calcificagdo endocondral e nenhum (100%)
apresentou adipdcitos, necrose tecidual e polimorfonucleares. Oito (100%) animais
apresentaram pouco (+) infiltrado mononuclear e seis (75%) mostraram muita presenca de
tecido conjuntivo preenchendo a falha dssea. (Figura 14A).

No GI, aos 60 dias, observou-se uma média de 27,5% de neoformacido Ossea,
proveniente dos cotos do radio, e nenhum animal apresentou preenchimento completo da
falha 6ssea. Um (12,5%) animal apresentou calcificagdo endocondral e trés (37,5%)
apresentaram adipOcitos. Nenhum apresentou necrose tecidual e polimorfonucleares. Quatro

(50%) animais apresentaram pouco (+) infiltrado mononuclear e seis (75%) apresentaram
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muita presenca de tecido conjuntivo preenchendo a falha 6ssea. Cinco (62,5%) apresentaram

areas de ossificacdo intramembranosa (Figura 14B).

Figura 14 - Fotomocrigrafias do processo de reparacdo dssea de radio de coelhos

Fonte: A autora.

A (GI 30 dias) - Tecido conjuntivo no interior da falha 6ssea (destaque azul) e infiltrado mononuclear (destque
amarelo). B (GI 60 dias) - Processo de ossificagdo intramembranosa. Coloracao HE.

No GII, aos 30 dias, observou-se uma média de 34,37% de neoformacio Ossea,
proveniente dos cotos do rddio e no centro da lesdo, e nenhum animal apresentou
preenchimento completo da falha 6ssea. Um (12,5%) animal apresentou calcificagdo
endocondral e nenhum (100%) apresentou necrose tecidual e polimorfonucleares. Em um
(12,5%) animal foi verificado presenca de adipdcitos e quatro (50%) animais apresentaram
muitoinfiltrado mononuclear e cinco (50%) apresentaram muita presenca de tecido conjuntivo
preenchendo a falha 6ssea, em volta dos fragmentos de xenoenxerto em processo inicial de
reabsor¢do. Fibrose foi verificada em grande quantidade em seis (75%) animais (Figura
15A).

No GII, aos 60 dias, observou-se uma média de 35,62% de neoformacio Ossea,
proveniente dos cotos do raddio e no centro da lesdo, € nenhum animal apresentou
preenchimento completo da falha 6ssea. Um (12,5%) animal apresentou calcificagdo
endocondral e nenhum (100%) apresentou necrose tecidual e polimorfonucleares. Em um
(12,5%) animal foi verificado presenca de adipdcitos e sete (87,5%) animais apresentaram
pouco infiltrado mononuclear e muita presenca de tecido conjuntivo preenchendo em torno do
tecido 6sseo neoformado. Fibrose foi verificada em grande quantidade em seis (75%) animais

e em todos havia processo de reabsor¢do avangada dos xenoenxertos (Figura 15B).
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Figura 15 - Fotomocrigrafias do processo de reparacdo dssea de radio de coelhos com

associacao de xenoenxerto

Fonte: A autora.
A (GII 30 dias) - Xenoenxerto em processo de reabsorcdo (destaque azul) e de tecido 6sseo neoformado em sua
volta (destaque amarelo). B (GII 60 dias) - Tecido 6sseo neoformado, com presenga de trabéculas dsseas (seta
preta) e tecido conjuntivo preenchendo o restante da falha 6ssea (destaque azul).

Em especial no GII houve intensa neovasculariza¢do e aos 30 dias ja se evidenciavam

condrocitos e formagdo de periosteo (Figura 16).

Figura 16 - Fotomicrografias do processo de reparacio 6ssea de radio de coelhos com

associacdo de xenoenxerto

Fonte: A autora.

A — (GII 30) Formacéo de tecido 6sseo (amarelo) com presenga de condrdcitos, e neovascularizagdo evidente
(seta preta), objetiva 4x. B — (GII 30) Notar presenca de condrécitos (circulos) e possivel formacido do
peridsteo, caracterizado camada de tecido conjuntivo denso modelado com muitas fibras coldgenas (seta).
Coloragio HE.

No GIII, aos 30 dias, observou-se uma média de 11,25% de neoformacido éssea,

proveniente dos cotos do radio, e nenhum animal apresentou preenchimento completo da
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falha 6ssea. Um (12,5%) animal apresentou calcificacdo endocondral e nenhum apresentou
necrose tecidual, adipdcitos e polimorfonucleares. Sete (87,5%) animais apresentaram muito
infiltrado mononuclear e quatro (50%) apresentaram pouca presenca de tecido conjuntivo
preenchendo a falha 6ssea, em volta dos fragmentos de xenoenxerto em processo reabsorcao.
Fibrose foi verificada em grande quantidade em trés (37,5%) animais (Figura 17A).

No GIII, aos 60 dias, observou-se uma média de 21,8% de neoformacido Ossea,
proveniente dos cotos do rddio e em pequena parte em volta do xenoenxerto, € nenhum
animal apresentou preenchimento completo da falha 6ssea. Um (12,5%) animal apresentou
calcificacdao endocondral e nenhum (100%) apresentou necrose tecidual e polimorfonucleares.
Em dois (25%) animais foi verificado presenca de adipécitos e seis (75%) animais
apresentaram muito infiltrado mononuclear e muita presenca de tecido conjuntivo em volta de

xenoenxerto (Figura 17B).

Figura 17 - Fotomocrigrafias do processo de reparacdo dssea de radio de coelhos com

associacdo de xenoenxerto ¢ PRP

Fonte: A autora

A (GIII 30 dias) - Presenca de xenoenxerto em processo de reabsorc¢io lenta (destaque azul), envolto por tecido
conjuntivo com infiltrado mononuclear (destaque amarelo). B (GIII 60 dias) - Em azul presenca de grande
quantidade de xenoenxerto, presenca de pequena trabécula dssea neoformada (destaque preto) e grande
infiltrado mononuclear (destaque amarelo). Aumento na objetiva de 100x, com coloracido HE.
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4.5  Avaliacao estatistica

Neoformacio Ossea:

A anélise aos 30 dias de neoformacdo ¢ssea ndo demonstrou diferenca entre os grupos
estudados (p=0,14), enquanto para avaliacdo aos 60 dias houve diferenca significativa entre os

grupos GII e GIII (p=0,017), onde GII se apresentou maior (Figuras 18 e 19).

Figura 18 — Comparacdo da porcentagem de neoformacgdo dssea das falhas nos radios de

coelhos

Neoformacao Ossea - 60 dias
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Fonte: A autora.

Valores médios da porcentagem de neoformacdo Ossea para todos os grupos. Letras mindsculas diferentes
representam valores significativamente diferentes (p<0,05) entre os grupos.

Infiltrado mononuclear:

A andlise aos 30 dias n3o demonstrou diferenca entre os grupos estudados (p=0,0751),
enquanto para avaliacdo aos 60 dias houve diferenca significativa entre os grupos GI e GIII
(p=0,0008), sendo o GIII com presenca de maior infiltrado mononuclear, conforme

apresentado na figura 20.



Figura 19 - Comparacio de infiltrado mononuclear nas falhas nos radios de coelhos
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Valores médios de ranqueamento de infiltrado mononuclear para todos os grupos. Letras minudsculas diferentes
representam valores significativamente diferentes (p<0,05) entre os grupos.

Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica.
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5 DISCUSSAO

5.1 Modelo animal

O coelho (Oryctolagus cuniculus) foi o modelo animal escolhido para este
experimento, por ser uma das espécies mais utilizadas em pesquisas que envolvem a
fisiopatologia dssea frente a diversos tratamentos e pela facilidade de manejo, pequeno porte,
baixo custo e principalmente pelo fato de que quando comparados a outras espécies, a sua
fase de remodelacdo dssea é mais rapida (LACRETA JUNIOR, 2010).

A opg¢ao de trabalhar com coelhos machos foi para evitar interferéncias hormonais
que, por ventura, pudessem ocorrer em fémeas nas fases de estro e pro-estro.

A escolha do numero de animais envolvidos baseou-se em principios bioéticos, e de
compara¢do com pesquisas semelhantes, utilizando o minimo de coelhos para validacdao dos

dados (LEOPIZZI et al., 1998).

5.2 Protocolo cirirgico e anestésico

O protocolo anestésico utilizado foi de facil administracdo, seguro e eficiente por
manter os animais anestesiados e com respiracdo espontianea. A associacdo de cetamina e
xilazina associado ao bloqueio do plexo braquial promoveu relaxamento muscular adequado
para realizacdo dos procedimentos cirtrgicos e analgesia no trans e pos-operatorio imediato,
além de evitar uma sobrecarga anestésica, evitando doses suplementares dos farmacos
utilizados e o uso de anestesia geral inalatdria, sugerido por Lacreta Junior et al. (2010) ao
realizarem grandes falhas 0sseas no radio de coelhos.

Apenas um animal do grupo III veio a obito no trans cirtrgico. Acredita-se que a
coleta de sangue intracardiaca associado a aplicacdo de o -2 agonista (xilazina) pode ter
promovido uma faléncia cardiaca, visto que este grupo farmacolégico promove agdo
depressora do miocardio.

A técnica cirurgica proporcionou facil acesso ao osso radio, bem como a realizacdo da
ostectomia. Foi necessario um cuidado para ndo realizar incisdo em tenddes e tecido mole
adjacente que pudessem comprometer o apoio do animal no pés-operatério. O tempo cirdrgico a
partir da incisdo de pele e seu fechamento ndo excedeu 20 minutos.

De acordo com Hulse e Hyman (2007), é fundamental a preservacdo dos tecidos

proximos ao foco de fratura ou defeito 6sseo, uma vez que o suprimento inicial de nutrientes
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provém deles. Sendo assim, a preservacdo da veia cefilica, bem como auséncia de incisdo na
musculatura em volta da 4rea ostectomizada foi fundamental para suprimento vascular inicial.
Pela docilidade dos animais, foi possivel acompanhar e administrar os farmacos no
poOs-operatério e observar que a administracao de anti-inflamatério nao esteroidal Cetoprofeno
e do opiode Morfina foi importante para a recuperacdo ripida dos animais, promovendo

analgesia adequada.

5.3  Processamento quimico

O processamento de desengorduramento do xenoenxerto com acido cloridrico e todo o
processo quimico promoveu a perda dos elementos celulares e enziméticos do enxerto,
deixando um arcabouco proteico com colageno tipo I e de fatores de crescimento, como a
proteina morfogenética Ossea, por isso deve ter atuado apenas como elemento osteocondutor
(VOLPON 2007). Possivelmente a medula 6ssea do radio receptor, juntamente com a
vascularizacdo em volta, agiram favorecendo a osteogénese nos grupos GII (SANADA , 2003
e CALASANS-MAIA et al.,, 2009). Além do que a desmineralizagdo expde as proteinas
indutoras (prot. morfogenéticas do o0sso) presentes na matriz orginica do tecido Osseo

(SASKA, 2008).

5.4  Achados radiograficos

Conforme citado por Volpon e Costa (2000), o osso desmineralizado € praticamente
radiotransparente, sendo pouco visivel nas radiografias. Nosso resultado corrobora com a
literatura, afirmando a eficiéncia do processo de descalcificacdo dos xenoenxertos, pois em
todas as radiografias de pds-operatorio dos grupos GII e GIII o local da falha Ossea estava
radioluscente.

Fernandez e colaboradores (1989), em seu trabalho com enxerto 6sseo homdlogo em
falhas oOsseas de 02 cm em radio de coelhos, observaram que no grupo controle houve
neoformacdo Ossea apenas em um animal, quando avaliados com 56 dias, sendo a falha
preenchida com tecido conjuntivo no restante dos animais. Em nosso experimento, apesar de
trabalhar com defeito de 01 cm, também nao houve fechamento da falha 6ssea aos 60 dias de
poOs-operatorio nos animais do grupo controle. Possivelmente, pode ser explicado pelo
expressivo tamanho da falha, apesar da rapida resposta de neoformacao dssea dessa espécie,

indicando que o tempo nao ¢ suficiente para total consolidagao.
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Outro fator importante é a estabilidade do local implantado, no caso de fraturas
estaveis, hda um aumento da sobrevivéncia de células dos enxertos (SANTOS; RAHAL,
2004). Neste trabalho, apesar de ndo se tratar de fratura, e sim defeito dsseo significativo,
pode-se afirmar que houve estabilidade no membro avaliado, visto que as imagens
radiograficas de pds-operatério imediato demonstram que as ulnas se mantiveram intactas,
sem fraturas ou fissura, e sdo elas as responsaveis pela firmeza do membro anterior nessa
espécie. Também podemos afirmar devido ao acompanhamento no pds-operatério, em que os
animais apoiaram os membros sem resisténcia e nao houve fratura espontanea até a eutanasia
dos coelhos.

Os animais do grupo III, ao serem submetidos a andlise histoldgica, apresentaram na
regido de osteoectomia presenca do xenoenxerto em fase de reabsorcdo, auséncia de tecido
trabecular O0sseo e intensa invasdo de tecido conjuntivo, o que condiz com os achados
radiograficos em todos os periodos analisados.

Avaliando a imagem radiografica do GIII, a area ostectomizada apresenta-se quase
toda radioluscente com discreta presenca de material radiopaco, originando-se das

extremidades proximal e distal, em todos os animais do experimento.

5.5  Achados histologicos

Através da andlise histoldgica foi possivel verificar que o xenoenxerto administrado de
forma isolada promoveu uma resposta satisfatoria.

Buchardt (1983), em seu trabalho sobre a biologia da reparacdo do enxerto 6sseo,
afirma que enxertos esponjosos sdo revascularizados mais rdpida e completamente do que
enxertos corticais. Neste experimento observamos a intensa neovascularizacdo nos animais
submetidos a administracdo do xenoenxerto esponjoso, fato observado ja no periodo de 30
dias. Saska et al. (2009), em seu trabalho com implanta¢do de xenoenxerto bovino em 0sso
parietal de coelhos, também verificou essa revascularizacdo. Tal explicacdao pode ser devido a
capacidade de osteocondug¢do do enxerto, onde hi suporte para crescimento tecidual e
crescimento de microcirculacao (SALBEGO, 2010).

Em todos os periodos avaliados, com a presenca de xenoenxerto, a neoformagao dssea
originou-se da borda do osso basofilico desvitalizado e se estendeu sobre a superficie do

biomaterial, juntamente com evidéncias de reabsor¢do, dados também verificados por

Calasans-Maia et al. (2009). O xenoenxerto adquire uma coloracdo arroxeada, pois sofre
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alteracdes quimicas que o torna mais acido, pelo processo de descalcificacdo com o acido
tricloracético. Ou seja, ele retém mais hematoxilina, caracteristica denominada de basofilia.

De acordo com Saska et al. (2009), a reabsor¢ao do xenoenxerto pode ser ocasionada
pela instabilidade do mesmo em seu leito depositado, entretanto, o enxerto deve ser aplicado
sem compressdo dentro do local recipiente e mantido pela pressdao dos tecidos moles
circundantes (SANTOS; RAHAL, 2004). Portanto, ¢ de fundamental importancia a fixacao do
enxerto no seu local implantado. Neste experimento, por se tratar de xenoenxerto
fragmentado, acredita-se que houve pequena mobilidade dos granulos do xenoenxerto, porém,
a sutura da musculatura fixou de maneira favoravel particulas com o leito receptor. Também,
de acordo com Millis e Martinez, (2007), outra causa de reabsorcdo € a presenca de
osteomileite no foco de implante, entretanto, € necessario que o ferimento esteja livre de
infeccdo. A minima incidéncia de infiltrado polimorfonuclear em todas as anélises demonstra
o efetivo cuidado antisséptico no pré e pds-operatorios.

Ja para Buchardt (1983), a rejei¢cdo de um enxerto dsseo € histologicamente expressa
pela ruptura dos vasos, um processo inflamatdrio, incluindo linfécitos, encapsulamento
fibroso e reabsorc¢do periférica do xenoenxerto, fraturas ndo consolidadas no pds-operatorio, e
fraturas de fadiga. A anélise histoldgica evidenciou um processo de reabsor¢dao ndo apenas
periférica, e também ndo houve encapsulamento do xenoenxerto em nenhuma lamina
avaliada. Juntamente com a informacao de auséncia de fraturas de fadiga até aos 60 dias de
avaliacdo pOs-operatdria, concluimos ndo haver rejeicao do enxerto transplantado.

De acordo com Stevenson (1999), Bauer e Muschler (2000), a incorpora¢do do
aloxenoenxerto espojoso no local receptor, envolve varios estagios distintos, sendo que a
formacdo de osteoide e reabsorcdo osteocldstica ocorrem simultaneamente sobre a superficie
das trabéculas Osseas do xenoenxerto. Tanto no GII quanto GIII, verificamos tal
acontecimento, visto que havia neoformacio 6ssea e simultaneamente processo de reabsor¢do
nos pequenos fragmentos de xenoenxerto. Possivelmente a granulacio favoreceu essa acdo,
pois os fragmentos possuem grande nimero de poros interconectados que permitem a
proliferagdao celular e vascular e formacdo de tecido de granulacdo em seu interior
(CALASANS-MAIA et al., 2009).

Por fim, por acdo de citoquinas, nomeadamente a IL-1 e IL- 2, e de vérios fatores de
crescimento [ex. TGF-, BMPs, fatores de crescimento tipo insulina (IGF)- -1 e IGF-II, fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF)], ocorre a diferenciacdo das células
mesenquimatosas multipotenciais (MSCs) na linha osteoblastica com formacao de osteoide e

matriz extracelular 6ssea, sendo que a maturacdo e remodelacdo Ossea constituem as dltimas
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fases deste processo, de forma idéntica a biologia da formagdo do calo dsseo apds fratura
(ANDERSON, 2001). Em nenhum animal presenciamos a formacdo de tecido 6sseo idéntico
ao tecido bioldgico, verificando a transicdo do tecido 6sseo do radio remanescente. Como
também nao foi verificada no grupo controle, acredita-se que o defeito 6sseo foi muito grande
perante o tempo de avaliacdo, o0 mesmo avaliado por Fernandez et al. (1989) , avaliando 56
dias de pds operatorio com falha de 02 cm no radio de coelhos.

Além da fixacdo do enxerto no local implantando, de acordo com Santos e Rahal
(2004), a quantidade de volume administrado € muito importante, pois com preenchimento
excessivo de enxerto ndo ha aumento osteogé€nico e um preenchimento parcial promove
atraso. Desta forma, acreditamos que o volume de xenoenxerto administrado neste
experimento, apenas o volume suficiente para preencher a falha dssea, foi necessario para
obter o efeito osteogénico do osso transplantado.

Por outro lado, na anélise histolégica da associagdo do xenoenxerto ao PRP, houve
um aumento expressivo de infiltrado mononuclear. Os macréfagos sao células que
participam da defesa imunoldgica contra infeccdes e tumores e na produgdo de citocinas,
fatores de crescimento e angiogénese. Participam da imunidade inata, processam e
apresentam antigenos, estimulando, desta forma, os linfécitos T. Ja os linfécitos T e B,
através de mediadores quimicos e citocinas, migram para as regioes inflamadas exibindo
uma relacio de reciprocidade com os macréfagos na inflamacio cronica (MOURAO,
2013). Como no grupo de implantacdo de xenoenxerto isolado ndo houve aumento
expressivo de mononucleares, acredita-se que sua presenca na associacdo com PRP foi
relacionada a um processo de inflamacao, e ndo a rejeicdo do xenotransplante.

Outro aspecto importante foi a escolha do tamanho do enxerto, pois, de acordo com
Weigel (1993), o tamanho da particula Ossea tem importancia na vascularizacdo e
sobrevivéncia das células do enxerto. Existem evidéncias de que fragmentos menores que 0,7
mm nao estimulam a osteogénese adequadamente e que podem induzir o granuloma por corpo
estranho (FOX, 1984). Nesse experimento, os fragmentos foram granulados em superiores a
0,7mm e nenhum animal apresentou granuloma por corpo estranho, corroborando com a
literatura. Mukai e Mukai (2016) também relatam efeito satisfatorio da aplicacdo de
xenoenxerto bovino granulado em seio maxilar humano. As particulas pequenas apresentam a
capacidade de absor¢do mais facil, dessa forma ndo competem com o tecido dsseo que esta se
formando (CAVENAGO, 2011).

Os animais do grupo III, ao serem submetidos a analise histologica, apresentaram na

regido de osteoectomia presenca do xenoenxerto em fase de reabsorcdo, auséncia de tecido
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trabecular 0sseo e intensa invasdo de tecido conjuntivo, o que condiz com os achados
radiograficos em todos os periodos analisados. Estes achados se devem provavelmente a um
desequilibrio na liberagdo de metaloproteinases (MMP’s) as quais foram responsaveis por
reabsorc¢ao de tecido 6sseo.

As MMPs, também chamadas de matrixinas, sdao uma familia de enzimas que digerem
proteinas da matriz extracelular e que apresentam func¢des importantes em diversos processos
bioldgicos, como morfogénese, e em todos os estagios da cicatrizagdo: reparacdo tecidual e
remodelagdo em resposta a injdria, ou seja, sdo importantes na remodelacio da ferida
(ARAUIJO et al., 2011). Alguns organismos infecciosos também podem produzir proteinases,
que sdo entdo classificadas como exdgenas. Como exemplo, podemos citar as Pseudomonas
aeruginosas que produzem duas MMPs: alcalino protease e elastase (OLLIVIER, 2004).
Apresentam propriedades estruturais funcionais diferentes, porém todas exibem capacidade de
degradar uma ou mais moléculas constituintes da matriz extracelular.

As MMPs sdo imprescindiveis em todos os estdgios da cicatriza¢do, e apresentam
habilidade para sintetizar colageno e outros membros da MEC. Agem em tecido cardiaco,
sistema nervoso, pulmoes e até mesmo no estroma corneal. Nas doencas, podem representar
prejuizos no mecanismo regulatorio primério da destrui¢do tecidual, como artrite reumatoide
ou deposicdo (ex. fibrose e cicatrizagao) (ARAUJO et al., 2011). A sua expressdo e atuacao
na cérnea pode ser influenciada por fatores de crescimento de forma positiva ou negativa
(GILGER et al., 2007), secretados pelas plaquetas (WANG; AVILA, 2007), e de acordo com
Alio et al. (2007), elas se encontram em maior concentracdo no PRP. Nas doencas, podem
representar prejuizos no mecanismo regulatério primario da destrui¢do tecidual (ex. artrite
reumatoide) ou deposi¢do (ex. fibrose e cicatrizagdo).

O uso de colirios de plasma rico e pobre em plaquetas influencia a expressao de
metaloproteinases de matriz envolvidas no processo de reparacdo corneal, na maioria das
vezes aumentando a sua expressdo (KIM et al., 2012). Esse resultado corrobora com Quinderé
et al. (2008), que cita que talvez a presenca de substancias como as metaloproteinases,
liberadas pelo conteddo inflamatorio, possam interferir na deposi¢do de coldgeno tipo IV de
acordo com a intensidade de conteido inflamatdrio no local. Hip6tese que pode justificar a
neoformagdo Ossea insatisfatoria, evidenciada pelo aumento de células mononucleares no
grupo GIII, tanto com 30 e 60 dias de pds-operatdrio.

Na fase proliferativa da cicatrizagdo, € essencial que ocorra um equilibrio entre a acao
e a inibicdo das MMPs, pois, como foi observado por Fujiwara et al. (2005), foi encontrado

um aumento na producdo de colageno e MMPs em cultura de fibroblastos derivados de
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queloides, quando comparada com a de fibroblastos de pele normal. Conjuntamente, as
MMPs sdo capazes de degradar todas as proteinas da MEC, portanto, essas enzimas estao
envolvidas em varios processos patoldgicos sist€émicos (FORTUNA et al., 2007), sendo
possivel a acdo de degradacao no xenoenxerto.

Oliveira (2005) avaliou comparativamente a neoformacdo Ossea e o perfil de
metaloproteinases durante o reparo de defeito critico em cranio de ratos tratados com
xenoenxerto desmineralizado. No grupo teste houve atraso no processo de reparo, ossificacdo
incompleta e substituicdo das particulas do biomaterial por tecido conjuntivo fibroso, apds 21
dias. Nos primeiros 14 dias apds a cirurgia, o infiltrado inflamatério predominante era
composto de células mononucleares e poucas células gigantes multinucleadas. A analise
zimografica demonstrou que a atividade MMP-2 e -9 foram significativamente maiores no
grupo teste que no grupo controle. Embora ndo houve quantificacdo e isolamento das
metaloproteinases neste experimento, acredita-se que seu aumento tenha sido expressivo.

Silva et al. (2007) também concluiram que a associacdo do PRP a hidroxiapatita ndo
aumentou a velocidade de formacgdo 6ssea e Sanchez et al. (2005) adicionaram PRP com
xenoenxerto e nao notaram diferenca na densidade 6ssea em mandibulas de caes.

Para serem ativadas, as MMPs requerem Ca" para sua ativacio, sendo o tecido sseo
um local com bastante predominancia deste ion, além da ativacdo do PRP com gluconato de
célcio, potencializando entdo sua expressao (OLLIVIER, 2004).

O protocolo de obtencdo do PRP realizado conforme Andrade et al., (2016) obedeceu
as técnicas assépticas, pois nenhum animal apresentou caseum e, através da microscopia,
concluimos que também ndo apresentaram osteomielite, nem presenca de infiltrado
polimorfonuclear. E importante relatar a baixa de leucécitos presentes no PRP, pois eles
podem interferir no processo de cicatrizagdo tecidual (BOSWELL et al., 2012;
WASTERLAIN et al., 2012). De acordo com Zandim et al. (2012), os neutréfilos também
podem alterar o tecido onde o PRP foi implantado, pois expressam enzimas que liberam
citocinas pro-inflamatérias que aumentam o catabolismo e diminuem a sintese de matriz
celular. O mesmo se aplica aos heterdfilos, presentes na constituicdo hematopoiéticas dos

coelhos.

5.6  Obtencao do PRP

A técnica com a utilizacdo dos tubos de hemossedimentacdo, descrita por Andrade et

al. (2016), possibilitou, depois da primeira centrifugacdo, a formagdo de uma coluna alta de
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sedimentacdo adequada a individualiza¢do das camadas de células formadas. Esta coluna alta
permitiu a visualizacdo e aspiracdo do plasma contendo plaquetas acima do anel leucocitario
formado, bem como a exclusdo dos leucécitos do processo de obten¢do do PRP, obtendo uma
concentracdo favoravel de plaquetas e leucécitos.

A concentragdo de plaquetas foi ideal, de acordo com Whitman, Berry e Green (1997),
pois 13 dos 16 animais apresentaram mais de 3x o nimero de plaquetas no concentrado, se
comparado ao seu hemograma coletado no pré-operatdrio. Entretanto, Alio et al. (2012)
referem boa resposta terapéutica com aumento na concentracdo de plaquetas de 1,6 a 2,5;
assim como Kim et al. (2012), com incremento plaquetario de apenas 1,5 vezes. De acordo
com Marx et al. (1998) e Whitman, Berry e Green (1997), para a realizacdo ideal de PRP, o
animal precisa ter de 500.000 a 1.000.000 plaquetas por microlitro; e apds a confec¢do do
agregado, a concentracdo plaquetaria deve ser 338% superior ao numero de plaquetas.

O decréscimo no nimero plaquetério foi relatado por GRAGEDA et al. (2005) no PRP
de ovelhas e por WEIBRICH et al. (2002) em PRP humanos, obtidos em separadores
especificos para PRP. Uma justificativa da reducdo no PRP poderia ser pela possibilidade de
agregacdo plaquetéria, ja que as plaquetas agregadas podem nao ser contadas (GRAGEDA et
al., 2005).

Sugere-se um novo modelo experimental que avalie também os animais com 90 dias e

que identifique e quantifique as metaloproteinases, se presentes.
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6 CONCLUSAO

1. A descalcificagdo de osso esponjoso bovino com 4cido cloridrico foi eficiente, ndo

provocando reagdes de rejeicdo, mesmo se tratando de um xenotransplante.

2. A associacdao de PRP e xenoenxerto bovino, descalcificado, processado quimicamente e

granulado impediu o crescimento de tecido dsseo em lesdes dsseas em radio de coelhos.

3. O xenoenxerto bovino administrado em lesdes de radio de coelhos promoveu uma

neoformacgdo 6ssea mais efetiva, se comparado ao grupo controle.
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a
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experimentacdo n° 118/14, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Estudo comparativo do enxerto heterélogo granulado
desmineralizado e processado quimicamente, associado ao plasma
rico em plaquetas e a medula Ossea autégena, no tratamento de
falhas osseas diafisarias de radio de coelhos”, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Francisco Claudio Dantas Mota
esta de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal
conforme regulamentacdes do Conselho Nacional de Controle e
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reuniéo de 06 de fevereiro de 2015,
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APENDICE A - Protocolo I - Avaliacdo radiogrifica

Controle ( ) Xenoenxerto ( ) Xenoenxerto +PRP (

Pré-operatorio: ( ) Pés-operatdrio: 30 dias ( )
60 dias ( )

Coelho n°

INTERPRETACAO RADIOGRAFICA

e Posicao latero-medial

)

60

e Posicao dorso-palmar

e Observacoes
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APENDICE B - Protocolo II - Avaliacio microscépica

Controle ( ) Xenoenxerto ( ) Xenoenxerto +PRP ()

Pré-operatério: ( ) Pés-operatdrio: 30 dias ( )
60 dias ( )

Coelho n°

Avaliacao da viabilidade e contagem celular

Avaliacao da area do radio submetido a ostectomia
1. Fibrina: O, +, ++, +++

2. Tecido de granulacdo: O, +, ++, +++

3. Fibrose (tecido conjuntivo fibroso): 0, +, ++, +++
4. Necrose: 0, +, ++, +++

5. Infiltracdo mononuclear: 0, +, ++, +++

5.4. Polimorfonucleares: 0, +, ++, +++

Aspecto da transicio entre extremidade o6ssea e a regiao do
ostectomia:

radio submetida a

Observacoes:




APENDICE C - Protocolo III - Tabela de avaliacio microscépica

- | Calcificaciio L. - Tecido | Fibrina | Tecido de | Fibrose Infiltrado Int:iltrado
Grupo | Animal N?formaogao endocondral Adipdcitos | Xenoenxerto | Reabsor¢ao conjuntivo | (0,+,++, | granulagido | (0,+,++, morno- polimorfo- Necrose
ossea (%) (S/N) (S/N) (L/A) nuclear nuclear (0,+,++,+++)
(S/N) (PIM) )| ObdhA) | ) (0,+,++,+++) | (0,+,++,+++)
I-30 1
I1-30 2
I-30 3
I1-30 4
I-30 5
I1-30 6
I1-30 7
I-30 8
m-3 | 9
m-30 | 10
m-30 | 11
m-30 | 12
m-3o | 13
m-30 | 14
m-30 | 15
m-30 | 16
m-30| 17
mr-30| 18
m-30| 19
m-30| 20
mr-30| 21
Imr-30| 22
mr-30| 23
Imr-30| 24
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