UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

INFLUENCIA DO ENXERTO OMENTAL LIVRE
AUTOGENO NO TRATAMENTO DE LESAO OSSEA
INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE NO OSSO RADIO DE
COELHO (Oryctolagus cuniculus familiaris)

Leandro William Borges

Médico Veterinario

UBERLANDIA — MINAS GERAIS - BRASIL
Agosto /2018



LEANDRO WILLIAM BORGES

INFLUENCIA DO ENXERTO OMENTAL LIVRE
AUTOGENO NO TRATAMENTO DE LESAO OSSEA
INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE NO OSSO RADIO DE
COELHO (Oryctolagus cuniculus familiaris)

Dissertagao apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria (Programa de Pods-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal de Uberlandia-
PPGCYV - UFU), como parte das exigéncias
para obtencdo de titulo de mestre em
ciéncias veterinarias

Area de concentragdo: saude animal
Orientador: Prof. Dr. Francisco Claudio Dantas Mota

Co-orientadora: Profé. Dr2. Karen Renata Nakamura Hiraki

UBERLANDIA — MINAS GERAIS — BRASIL
Agosto - 2018



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

B732i
2018

Borges, Leandro William, 1983

Influéncia do enxerto omental livre autdgeno no tratamento de lesdo
ossea induzida experimentalmente no osso radio de coelho (Oryctolagus
cuniculus familiaris) [recurso eletronico] / Leandro William Borges. -
2018.

Orientador: Francisco Claudio Dantas Mota.

Coorientadora: Karen Renata Nakamura Hiraki.

Dissertagdao (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de Pos-Graduag@o em Ciéncias Veterinarias.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2019.1214

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Veterinaria. 2. Coelhos. 3. Ossos - Enxerto. 4. Regeneracdo Ossea.
I. Mota, Francisco Claudio Dantas, 1975, (Orient.). II. Hiraki, Karen
Renata Nakamura, (Coorient.). III. Universidade Federal de Uberlandia.
Programa de Pos-Graduag@o em Ciéncias Veterinarias. IV. Titulo.

CDU: 619

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy — CRB-6/947



SERVIGO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Ata da defesa de Dissertagdo de MESTRADO ACADEMICO junto ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia.

Defesa de: Dissertagao de mestrado académico n° PPGCV/015/2018
Data: 28/08/2018

Discente: Leandro William Borges - Matricula — 11612MEV016

Titulo da Dissertagéo: INFNLUE'NCIA DO ENXERTO OMENTAL LIVRE AUTOGENO, NO
TRATAMENTO DE LESAO OSSEA INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE NO OSSO RADIO
DE COELHO (Oryctolagus cuniculus familiaris)

Area de concentragao: SAUDE ANIMAL
Linha de pesquisa: ANESTESIOLOGIA E CIRURGIA
Projeto de Pesquisa de vinculagdo: METODOS DE REPARACAO DE FALHAS OSSEAS

No dia 28 de Agosto do ano de 2018 as 09:00 horas no Anfiteatro do Hospital Veterinario — Campus Umuarama da
Universidade Federal de Uberlandia, reuniu-se a Comissdo Julgadora, designada pelo Colegiado do Programa de
Pos-Graduagao em Ciéncias Veterinarias, composta pelos Professcres(as)/Doutores(as): Geison Morel Nogueira —
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA; Paulo Vinicius Tertuliano Marinho — INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAQ, CIENCIA E TECNOLOGIA DO SUL DE MINAS GERAIS, CAMPUS MUZAMBINHO e Francisco
Claudio Dantas Mota orientador(a) do(a) candidato(a).

Iniciando os trabalhos o(a) presidente da comissdo Dr./Dra. Francisco Claudio Dantas Mota concedeu a palavra
ao(a) candidato(a) para uma exposi¢do do seu trabalho, contando com o tempo maximo de 50 minutos. A seguir
o(a) senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, acs examinadores, que passaram a
argliir o{a) candidato(a), durante o prazo maxime de (30} minutos, assegurando-se ac mesmo igual prazo para
resposta. Ultimada a arglicdo, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Comissdo Julgadora, em
sessao secreta, considerou o(a) candidato(a) A k:“{‘i \J.n.dn

Esta defesa de dissertacdo de mestrado & parte dos requisitos necessarios a obtengdo do titulo de mestre. O
competente diploma sera expedido apés cumprimento dos demais requisitos, conforme Regulamento do Programa,
Legislagé@o e a Regulamentacgao Interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar o(a) Presidente encerrou os trabalhos as '\l horas e 0(] minutos, lavrou esta ata
que sera assinada por todos os membros da Comissdo Examinadora. Uberiandia, 28 de Agosto de 2018.

n Morel Nogueira Prof. Dr. Pa Yinicius Tertuliano Marinho

EDERAL DE UBERLANDIA INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGAQ, CIENCIA E
TECNOLOGIA DO SUL DE MINAS — CAMPUS MUZAMBINHO

2R

o

Prof. Dr. Francisco Claudio Dantas Mota

ORIENTADOR

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EM CIENCIAS VETERINARIAS
Rua Ceara. s/n° Bloco 2D - Sala 03 - Campus Umuarama - 38400-902 - Uberlandia — MG
Fone: +55 — 34 — 3218-2494 E-mail: mesvel@iufu br Enderege Eletrénica: htip.//www mestrado. famev. ufu br



Leandro William Borges - nascido na Cidade de Contagem, estado de Minas
Gerais aos vinte seis dias do més de outubro de um mil novecentos e oitenta e trés.
Graduado em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
no ano de 2014, foi bolsista de iniciagdo cientifica da Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) de 2012 a 2013, e da
Coordenagao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) de 2013 a
2014. Pés-graduado em clinica cirurgica de animais de companhia pelo Programa de
Residéncia Uniprofissional em Medicina Veterinaria da  Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) em 2016, no mesmo ano ingressou no mestrado pelo Programa
de Pdés-Graduagao em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal de Uberlandia
(PPGCV-UFU), foi bolsista (CAPES) de 2016 a 2018. Pesquisador na area de
cirurgia experimental com foco em enxertia aplicada a ortopédica veterinaria,
trabalhou com enxerto omental livre autégeno em de defeitos 6sseas no Radio de
coelhos, sendo este o tema da dissertacao de mestrado. Atualmente é docente do
curso de Medicina Veterinaria no Centro Universitario do triangulo, (UNITRI) campus
Uberlandia, ministrando as disciplinas de Anatomia dos animais domeésticos,

Anestesiologia e principios de cirurgia e clinica cirurgica de pequenos animais.



“Bem-aventurado aquele que teme ao SENHOR e anda nos seus caminhos. Pois

comeras do trabalho das tuas maos, feliz seras, e te iréa bem. ”

Salmo 128:1,2)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agrade¢o a Deus pelo dom da vida e por ter me abengoado
até aqui.

Aos meus pais Ideltino Borges e Maria Borges, pelos ensinamentos e o apoio
em todos os meus objetivos. Vocés s&o o meu exemplo de dignidade e fé.

A minha esposa Suelen Borges e minha filha Alice Borges, pela compreenséo
e parceria em todos os momentos. Vocés além de ser a minha familia, sdo a razao
da minha existéncial

Ao meu orientador Professor Dr. Francisco Claudio Dantas Mota, pelos
ensinamentos, paciéncia e amizade ao longo destes anos. Vocé € para mim um
exemplo de profissional!

A professora Dra. Karen Nakamura, minha co-orientadora, que disponibilizou
recursos e se dispds a me ajudar na execugao deste trabalho.

Ao professor Dr. Marcelo Beletti, que em um momento de dificuldade me
estendeu a mao e me ajudou a concluir as avaliagdes histologicas.

Aos professores Dr. Marcio Bandarra, Dr. Geison Nogueira, Aracelle Alves,
Dr. Joao Paulo Sault, e Dra. Vanessa Faiad, pelo apoio e ajuda durante as
atividades da Pos-graduacgao.

A toda a equipe do Hospital veterinario, principalmente aos amigos Anténio,
Raquel, Cristiane, dona Maria e Joao de Assis da técnica cirurgica, Solange e
Raquel da recepgéo, Felipe, Wilson e Amanda do laboratério de analises clinicas,
Bruno e Werlles do RX e Igor do laboratério de patologia veterinaria.

Aos meus colegas de Pdés-graduagao, Bruna Souza, Felipe Sales, Marcelo
corrijo e Rodrigo, pela parceria e ajuda.

As amigas Lais Basso e Fernanda Muraro, pela ajuda fundamental durante
toda a fase experimental.

Ao meu Amigo Douglas Alves, que é como um irmao, mais velho é claro, pela
ajuda de sempre!

A amiga Renata Miranda, pela ajuda com as analises clinicas.

Ao amigo Professor Dr. Ricardo Ramirez, pela ajuda com as analises
estatisticas.

Aos técnicos do laboratorio de histologia UFU, Ester e Fabricio pelos

ensinamentos sobre a confecgao de cortes histoldgicas.



Aos gestores Amado Junior e Professor Dr. Diego Delfiol, ex e atual diretores
executivos do Hospital Veterinario -UfU respectivamente, pelo apoio e
disponibilizagdo de recursos junto ao hospital veterinario em prol da pesquisa e
extensao.

A universidade Federal de Uberlandia (UFU), principalmente a faculdade de
medicina veterinaria (FAMEV), pela oportunidade de aprendizado e apoio,
disponibilizando a estrutura e recursos que possibilitaram a execugao deste trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela ajuda financeira por meio da bolsa de estudo ao longo de dois anos.

A todos a minha gratidao !'!!



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt n et e st ea et nn st s eaensen e nnens 13
2. JUSTIFICATIV A .ottt e et e e et e e e e e e e e e e e nneeeennnees 15
B.OBUETIVO ...ttt e e e et e e e e e e e e e 16
4, REFERENCIAL TEORICO .......ooooiieeeeeeeeee e 17
g B =3 o (o T 1= o S 17
4.2 Regeneracgao de lesdes Osseas e suas complicagdes ............cccccvvveeeeeennn.. 18
4.3 ENXEITOS OSSEOS ...evvvitiiiiiiiiie et 20
4.4 ENXErto OMENTAI .....cooiiiiiiiiie e 21
4.5 Fosfatase alcalina 0SSea.........uuueiiiiiiiiie e 23
5. METODOLOGIA ... cereeiesssmneessssressssssssssesssssssnsesessssssssssssnssesssssssnsnsssssssnnsensnns 24
ST I o] =T SRRSO 25
5.2 Pré-operatorio.........cccccevvviiiiiieiiiiieeeeieeeeeeeee Erro! Indicador nao definido.
5.3 Procedimento CIrUIGICO.........uuiiiiiiiiiii ettt 26
5.4 POS-0PEIratOriO ..ottt e e e e e e e ann 29
5.5 Avaliagao radiografiCa..........cooviiiiiiiiiiiiiiiieee et 30
5.6 Dosagem fosfatase alcalina 6ssea (FAQO) .......cooevviiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeaieas 31
5.7 BEULANASIA .. ..o 32
SRR ANYZ= 1 [F=Tox=To g aF=Tod Ko XS TeTo] o (o= PR 32
5.9 ANAlISE MICTOSCOPICA. ... ueeieiiieeeeeee i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eannes 32
5.10 Andlise EstatistiCa...........ooeeiiiiiiiii e 33
6 RESULTADOS ... issmrss s s s ssmn s s samn s s mmn e s e smn e e s e n e e e e nnns 34
6.1 Observacoes trans e pOs-0peratorias .............coevvveveevvvreeviieeeeeeeeeeeeeeeererenanans 34
(SR ANVZ 1 [E=Tot= To J o g F= o] o T-T e o] o[- TS 34
6.3 Dosagem da fosfatase alcalina 0ssea (FAQO)........ccooeeiiiiiiiiiiiii e, 34
6.4 Avaliagao radiografiCa...........ceeeiiiiiiiciie e 35
6.5 Avaliagao hisStolOQICa.........cceeiiiiiiiiiiiieee e 37
7. DISCUSSAD ......cererirerieesssssesessss st sssse s s s s sss st st sssss st ssssssssssnsnsnens 41
8. CONCLUSAD ...t e ssase st ssss st sttt ssanssssesssnsnens 46
9. REFERENCIAS........cocuceeietrertccceessseseessss e sssssssssesesssssssssssssssessasssssssessasasssssnssssns 48
3| 1 57

ANEXO | - Autorizacéo da Comiss&o de Etica na Utilizagdo de Animais — CEUA. .. 58



LISTA DE ABREVIATURAS

ML — microlitros;

Mm — Micrémetros;

CEUA — Comité de Etica na Utilizacdo de Animais;
CFMV - Conselho Federal de Medicina Veterinaria;
cm — centimetros;

CT — Coto 6sseo0;

DO - Dia Zero;

D45 - Dia quarenta e cinco;

D90 - Dia noventa;

DP — Desvio Padréo;

EDTA - Ethylenediamine Tetraacetic Acid (Acido Etilenodiamino Tetra-acético);
FA — Fosfatase Alcalina;

FAO - Fosfatase Alcalina Ossea;

Gl — Grupo Controle;

Gl — grupo tratado com o enxerto omental;
gl — Grau de liberdade;

HE — Hematoxilina e Eosina;

IM — Intramuscular;

IQR - Intervalo Interquartil;

Kg — quilogramas;

kV- quilovolt;

mg — miligramas;

MG — Minas Gerais;

mL- mililitros;

mm? - Milimetros quadrados;

NaCl — Cloreto de sddio;

OC - Ossificagao endocondral;

OD - Omento degenerado ou em absorgao;
OE — Osso esponjoso;

Ol — Ossificagao Intramembranosa;

ON - Osso neoformado;

p — p valor;

pH - Potencial Hidrogenionico;



PO - Pés-operatério;

PPGCV - Programa de Pdés-graduagao e Ciéncias Veterinarias;
SC - Subcutanea;

TC - Tecido conjuntivo;

U/L — Unidades internacionais por litro;

UFU — Universidade Federal de Uberlandia;



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Imagens fotograficas das principais etapas do procedimento cirdrgico
experimental de criagdo de falha éssea segmentar de 01 cm no radio de coelhos........

Figura 2 - Imagens fotograficas ilustrando o procedimento cirdrgico para obtengéo
do enxerto omental livre autégeno por meio da celiotomia em coelho Nova
ZEIANAIA. ...

Figura 3 - Imagens fotograficas ilustrando o transplante do enxerto omental livre
autoégeno para o leito receptor, sintese de musculatura e pele.........cccevvveviveviiivieiviennee

Figura 4 - Imagens “print screen” do programa AutoCAD® 2016, ilustrando as etapas
executadas para a obtencdo da area em mm2 da falha no osso radio, de coelho Nova
ZEIANAIA. .. ..o

Figura 5 - Representacido grafica apontando a similaridade na concentragdo
plasmatica da fosfatase alcalina éssea em relagao aos grupos (controle e tratamento)
e ao tempo de acompanhamento (0, 45 € 90 dias)..........ceeeveiieriiiiiir e

Figura 6 - Imagens radiograficas obtidas no DO, D45 e D90, do osso radio, de coelho
daragca Nova Zelandia, do Gl..........ooooiiiiiiiii et e

Figura 7 - Imagens radiograficas obtidas no DO, D45 e D90, do osso radio, de coelho
daragca Nova Zelandia, do Gll...........oooiiiiiiiiiie ettt e e ae e

Figura 8 - Representacdo grafica mostrando a redugédo da porcentagem das areas
radiolucentes das lesdes visualizadas nas imagens radiograficas aos 45 e 90 apos
suas indugdes e a similaridade em relagédo aos grupos (controle e tratamento).............

Figura 9 - Fotomicrografia do processo de regeneragao da falha 6ssea de coelho
Nova Zelandia do Gl, 45 dias apds procedimento Cirlrgico. ..........oovevveeieieeeseeieieieeeenn

Figura 10 - Fotomicrografia mostrando a ossificagado endocondral no osso radio, de
coelho Nova Zelandia do Gl, 90 dias apds procedimento Cirlrgico. ..........ccccceeeeeeevenenenn..

Figura 11 - Fotomicrografia evidenciando infiltrado mononuclear em meio ao enxerto
omental na falha 6ssea, de coelho Nova Zelandia do Gll, 45 dias apds procedimento
(o] £ U o] (oo N R

Figura 12 - Fotomicrografia de falha 6ssea em processo de regeneragdo no 0sso
radio, de coelho Nova Zelandia do Gll, 90 dias apds procedimento cirurgico.................

27

28

29

31

35

36

36

37

38

39

39

40



INFLUENCIA DO ENXERTO OMENTAL LIVRE AUTOGENO NO TRATAMENTO
DE LESAO OSSEA INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE NO OSSO RADIO DE
COELHO (Oryctolagus cuniculus familiaris)

Resumo - O tecido 6sseo é fundamental na locomogéo, protegcéo dos 6rgaos
internos e na produgao de células do sistema hematopoiético e imunoldgico dos
animais. As lesdes neste tecido, principalmente nos animais de companhia,
normalmente ocorrem devido a traumas. As fraturas tém sido bastante discutidas na
ortopedia veterinaria, principalmente quanto aos métodos de tratamento, tempo de
recuperacao e complicagdes. Uma opg¢ao no tratamento das lesdes 6sseas sao os
enxertos. Com o objetivo de se estudar a influéncia do enxerto omental livre
autégeno na reparacgao de falha éssea utilizou-se 32 coelhos adultos, machos, nao
castrados da raca Nova Zelandia, com idade entre 6 e 7 meses, divididos em dois
grupos (Gl controle e Gl tratados com enxerto omental) com 16 animais cada.
Falhas 6sseas segmentares de 1cm foram criadas cirurgicamente no terco médio da
diafise radio direito. No mesmo momento cirurgico realizou-se também a celiotomia
para obtengcdo do enxerto a partir do omento, inclusive nos animais do Gl. Os
animais do GIl tiveram as falhas dsseas cobertas com o enxerto omental livre
autégeno. Imediatamente apos as cirurgias, aos 45 e 90 dias, os animais tiveram os
respectivos antebragcos radiografados para posterior avaliagdo do processo de
regeneracao o0ssea. Também foi realizada coleta de sangue para a dosagem da
fosfatase alcalina 6ssea nos dias 0 (antes das cirurgias), 45 e 90 (apés as cirurgias).
Metade dos animais de cada grupo foram eutanasiados aos 45dias e aos 90 dias
respectivamente para realizacdo da coleta de amostra da area anteriormente
lesionada visando a confecgdo de laminas histolégicas. Nao houve diferenga nos
niveis séricos da FAO entre Gl e Gll aos 45 e nem aos 90 dias (p=0,42), nem na
avaliagao radiografica comparando os grupos (p=0,99). Histologicamente também
nao foi notada diferenga no processo de regeneragao 6ssea entre Gl e Gll, exceto
pela presenca de residuos do enxerto omental em absor¢io, sugerindo uma reagao
tipo corpo estranho. O enxerto omental autégeno livre, no tratamento de falhas
O0sseas com 1cm de extensdo no osso Radio de coelhos Nova Zelandia, nao
influenciou o processo de regeneragao 6ssea.

Palavras-chave: Enxerto omental, Células Gigantes, Ostectomia, Regeneragao
ossea.



INFLUENCE OF SELF-FREE OMENTAL GRAFT IN THE TREATMENT OF
BONE INJURY EXPERIMENTALLY INDUCED IN THE RADIO OF RABBIT
(Oryctolagus cuniculus familiaris)

Abstract - Bone tissue is essential in locomotion, internal organs protection
and in the hematopoietic and immunological systems cells production of animals.
Lesions in this tissue, especially in pet animals, usually occur due to trauma.
Fractures have been widely discussed in veterinary orthopedics, mainly regarding
treatment methods, recovery time and complications. An option in the treatment of
bone lesions are the grafts. with aim to study the influence of the autogenous free
omental graft on the repair of bone defect, 32 male, uncastrated New Zealand rabbits
aged between 6 and 7 months were divided into two groups (Gl control and Gl
treated with free omental graft) with 16 animals each. 1 cm Segmental bone defects
were surgically criated in the middle third of the right Radio. At the same surgical
procedure, the celiotomy was also performed to obtain the graft from the omentum,
including the GI animals. The GIl animals had bony defects covered with autogenous
free omental graft. Immediately after the surgeries and at 45 and 90 days, the
animals had their respective forearms radiographed for later images evaluation.
Blood samples were also collected for the measurement of bone alkaline
phosphatase on days 0 (before surgery), 45 and 90 (after surgery). Half of the
animals in each group were euthanized at 45 days and 90 days, respectively, to
collect samples from the previously injured area, aiming the preparation of
histological laminae. There was no difference in bone alkaline phosphatase serum
levels between Gl and Gll at 45 and 90 days (p = 0.42), nor at the radiographic
evaluation comparing the groups (p = 0.99). Histologically, no difference was also
observed in the regeneration process of bone defects between Gl and Gll, except for
the presence of residues from the omental graft under absorption, suggesting a
foreign body reaction. The autogenous free omental graft, on treatment of 1 cm
extension bone defects in New Zealand rabbit Radio, did not influence the bone
regeneration process.

Key words: Bone regeneration, Giant cells, Ostectomy, Omental graft.
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1. INTRODUCAO

O tecido 0sseo além de proporcionar apoio ao musculo esquelético, é
fundamental na locomogéo, protecao das estruturas internas do corpo e na produgao
de células do sistema hematopoiético e imunoldgico dos animais. Os ossos também
funcionam como depésito de minerais armazenando-os e liberando-os, mantendo
equilibrados seus niveis nos fluidos corporais (ETTINGER; FELDMAN, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

As lesdes Osseas nos animais de companhia, em sua maioria sdo decorrentes
de traumas e vem sendo bastante discutidas na ortopedia veterinaria, principalmente
no que diz respeito aos métodos de tratamento, tempo de recuperacéo e possiveis
complicagdes.

O processo de regeneragao 6ssea comega logo apoés a fratura, e envolve uma
série de eventos subsequentes. Estes induzem a liberagdo de fatores de
crescimento, mediadores e células inflamatérias, que juntos estimulam a mitose, a
diferenciacao celular e a angiogénese no local da lesdo (REDDI, 1998; FERREIRA
et al.,, 2018). Tais eventos levam a formagao de um calo fibrocartilaginoso que une
provisoriamente as extremidades dos ossos fraturados (BRINKER; PIERMATTEI;
FLO, 1986)

A regeneragdo 0ssea pode ocorrer de duas formas, através da consolidagao
Ossea primaria ou direta (sem formagédo de calo 6sseo) e secundaria ou indireta
(com formacgao de calo 6sseo) (SCHENK, 2003). Posteriormente, as tracdes e as
pressdes exercidas sobre a fratura estimulam a remodelagédo do calo 6sseo e sua
completa substituicdo por tecido 6sseo, sem formacgao cicatricial (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Quando a cicatrizagao no local fraturado ndo ocorre, da-se o0 nome de nao
unido 6ssea que pode ser classificada como viavel ou ndo viavel, e um dos fatores
predisponentes € a unido tardia, que € quando a consolidacao ndo ocorre no tempo
estimado (DENNY; BUTTERWORTH, 2006; MILLIS; JACKSON, 2007).

Varios sdo os fatores que podem contribuir com o processo de n&o unido
0ssea, como erros na execugao da técnica cirurgica, ma qualidade do material
utilizado, disturbios no paciente e complicagdes pods-operatérias (NIIKURA et al.,
2013).
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O tratamento da ndo unido 6ssea é variado, dependendo de cada caso,
podendo ser feito através da simples imobilizagcdo com talas, fixagao interna e o
emprego de adjuvantes como os enxertos. Desta forma compete aos ortopedistas
intervirem no momento ideal e com a técnica cirurgica adequada (MARSH, 1998;
MILLIS; JACKSON, 2007; JOHNSON, 2007).

Uma alternativa no auxilio do tratamento das fraturas e suas complicagbes
sao os enxertos (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 1986). Segundo Salbego (2010)
utiliza-los pode resultar em beneficios ao receptor, considerando suas propriedades
biologicas e mecanicas.

Os enxertos sao utilizados como coadjuvantes no tratamento dos processos
patologicos de nao unido 6ssea, e podem apresentar fatores osteogénicos,
osteoindutores e osteocondutores, o que os tornam fundamentais na composicao de
estruturas para que o processo de regeneragao ocorra (JOHNSON, 2007; MILLIS;
MARTINEZ, 2007; SALBEGO, 2010).

Eles s&o classificados em aloenxertos, xenoenxertos e autoenxertos, sendo
este ultimo considerado padrdo ouro devido ao seu potencial em reunir fatores
fundamentais para o processo de regeneragao 6ssea, além da auséncia de reagao
imunoldgica por ser histologicamente compativel com o leito receptor (PINHEIRO;
GERBI, 2006; TANAKA et al, 2008; BARCKMAN et al., 2013).

Como alternativa ao uso dos enxertos 6sseos no tratamento de fraturas, unido
retardada e ndo unido 6ssea, o omento autdlogo tem sido experimentado, e desde
entdo alguns resultados se mostraram promissores quanto a sua aplicabilidade e
beneficios aos pacientes. Entre os beneficios esta o fato de ser rico em células
mesenquimais, a capacidade de promover angiogénese e acelerar o processo de
regeneracao Ossea, reduzindo a morbidade e complicagbes pds-operatorias
(MORAN et al, 1987; OLOUMI et al, 2006; SAIFZADEH et al, 2009; SMOLEC et al,
2010; BALTZER et al, 2015; REE et al, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Disturbios na cicatrizagdo Ossea sdo comumente vivenciados na pratica
ortopédica veterinaria, sendo a condigdo inicial para o desenvolvimento de
complicagbes, que sao responsaveis por alta morbidade, considerando que nem
sempre sua reparagao € possivel. O uso dos enxertos tem auxiliado os cirurgides na
tentativa de reestabelecer a fisiologia 6ssea normal dos pacientes. Porém, em
alguns casos néo sao efetivos, devido a pouca quantidade obtida, grande morbidade
ao doador, e possiveis reagbdes imunoldgicas que podem levar ao retardo e
insucesso da técnica. Assim, ha uma necessidade de se estudar métodos
alternativos, que sejam eficazes, praticos e com a menor morbidade possivel.

Acredita-se que o enxerto omental autdgeno livre, possa acelerar o processo
de reparagdo em grandes falhas ésseas. Se comprovada sua eficacia, esta técnica
se tornara um método efetivo no tratamento dessas afecgdes, até mesmo aquelas

com perdas 0sseas.
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3. OBJETIVO

Objetiva-se com este estudo avaliar os resultados da utilizagdo do enxerto
omental autégeno livre no processo de reparacao de falhas 6sseas segmentares de
1cm criadas experimentalmente na diafise do radio de coelhos da ragca Nova

Zelandia.
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4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 Tecido 6sseo

E um sistema vivo, que proporciona apoio aos musculos esqueléticos e juntos
constituem um sistema de alavancas, que amplia as for¢cas geradas na contragao
muscular. Tem como fungao proteger as visceras, abrigar a medula 6ssea, essencial
para produgdo de células do sistema hematopoiético e imunoldégico. Os o0ssos
também funcionam como depdsito de minerais, tais como calcio, fosfato e outros
ions, assim, eles tém a capacidade de armazenar ou liberar tais minerais para
manter constante e equilibrada sua concentragdo nos fluidos corporais (ETTINGER,;
FELDMAN, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; DENNY; BUTTERWORTH,
2006).

O tecido 6sseo é formado por um tecido conjuntivo especializado, composto
por células e material extracelular calcificado, denominado matriz éssea (parte
inorganica). As células que compdem o0s 0ssos sdo os osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Os osteoblastos sdo de origem mesenquimal, sintetizam colageno tipo |,
proteoglicanas e glicoproteinas que sdo a parte organica da matriz 6ssea. Além
disso participam da calcificagéo, reabsor¢gao 6¢ssea na fase inicial e na comunicagao
com os ostedcitos, eles ficam dispostos lado a lado na superficie Ossea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Os ostedides ou matriz 6ssea, sdo formados através da polimeralizagédo do
colageno produzido pelos osteoblastos. Este é um tecido muito parecido com a
cartilagem, diferindo apenas pela alta capacidade em fixar sais de calcio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Durante a formagao do ostedide muitos osteoblastos ficam presos e recebem
o nome de ostedcitos (GUYTON; HALL, 2006), estes ficam dispostos em lacunas,
mantendo contato com as células vizinhas por canaliculos, s&do essenciais para a
manutencdo da matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) e também estéo
relacionados a homeostasia do calcio (DENNY; BUTTERWORTH, 2006). Depois de
alguns dias da formagao do ostedide, inicia-se a deposi¢ao de sais de calcio sobre
as fibras colagenas (GUYTON; HALL, 2006), este calcio chega através da corrente

sanguinea (KIERSZENBAUM; TRES, 2012). Ap6s semanas ou meses esses sais
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depositados passam por processos de substituicdo e adicdo de atomos que os
convertem em cristais de hidroxiapatita (GUYTON; HALL, 2006).

Os osteoclastos sdo células gigantes e moveis, multinucleadas que ajudam
no remodelamento e na reabsorgdo 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), ficam
em equilibrio com a deposicao, exceto nos ossos em crescimento, onde a taxa de
deposi¢cado é maior que a de reabsorgao (GUYTON; HALL, 2006).

Os ossos sao formados por partes sem cavidades visiveis, denominado osso
compacto, e partes com muitas cavidades, o chamado osso esponjoso, ambos tém a
mesma composi¢ao histolégica basica, mas recebem esta divisdo macroscoépica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A histogénese Ossea ocorre por um processo denominado ossificacao
intramembranosa, que origina no interior de uma membrana conjuntiva, ou pela
ossificagdo endocondral, quando se inicia sobre um molde de cartilagem hialina, que
posteriormente e substituido por tecido 6sseo formado por células do tecido
conjuntivo adjacente. Em ambos os casos o primeiro tecido ésseo formado é do tipo
primario que é gradualmente substituido por tecido ésseo secundario ou lamelar
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

4.2 Regeneracgao de lesdoes 0sseas e suas complicagoes

As fraturas sdo compreendidas como solugcdes de continuidade causadas,
geralmente, por traumas, doengas metabdlicas, enddcrinas, tumorais ou infecciosas
(FERREIRA et al., 2018). Acompanhando as fraturas vem as lesées em variados
graus nos tecidos adjacentes. Estas injurias desencadeiam a liberagao e influxo de
muitos mediadores e células inflamatdrias para o local da lesdo, que estimulam a
mitose, a diferenciagdo célular e a angiogénese no local da fratura. Apds certo
tempo ocorre a formagao de um calo fibrocartilaginoso que une provisoriamente as
extremidades dos ossos fraturados substituindo o coagulo inicial (BRINKER;
PIERMATTEI;, FLO, 1986). Este processo € o evento padrdo que se segue
(SCHENK, 2003; DENNY; BUTTERWORTH, 2006), ocorre geralmente de forma
ordenada (MILLIS; JACKSON, 2007), composta pela ativagao, proliferagdo celular e
de diferenciagao tecidual, que contribui para o crescimento e desenvolvimento do

osso fraturado, levando a restauracéo (SCHENK, 2003).
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O processo de regeneragdo Ossea comega logo apdés a fratura com a
formacdo do coagulo sanguineo e pela degranulagdo subsequente das plaquetas
liberando os fatores de crescimento (REDDI, 1998), associado a atuagcdo dos
macréfagos que retiram os debris celulares auxiliando na reparagao tecidual
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A consolidacdo de uma fratura pode se dar de duas formas, pela
consolidagédo 6ssea primaria ou direta, onde ha pouca formagao de calo e a fixagao
da fratura é estavel, sendo esta a forma esperada de reparacao (MILLIS; JACKSON,
2007). Também pode ocorrer a consolidagéo 6ssea secundaria ou indireta, e neste
tipo ha primeiramente a formagao de um calo intermediario (fibrocartilaginoso), que
posteriormente sofre calcificagdo, porém €& um processo que ocorre de forma lenta e
gradual (SCHENK, 2003), com formagao de um calo ésseo exuberante, devido por
exemplo, a uma estabilidade relativa no foco da fratura (MILLIS; JACKSON, 2007).
Por fim, as tragbes e as pressdes exercidas sobre a fratura, geram estimulos para a
remodelacdao do calo 6sseo e sua completa substituicdo por tecido 6sseo, sem
formacgéo cicatricial (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

De acordo com Marsh (1998) o tempo necessario para a reparagdo de uma
fratura depende de inumeros fatores, tais como a idade do paciente, a abordagem
clinica e ou cirurgica, ossos envolvidos, tipos de fraturas e doengas sistémicas
concomitantes. Dessa forma para cada caso ha um tempo de consolidagao 6ssea
aceitavel. Sendo assim, o termo unido retardada é empregado quando a
consolidagado dssea ocorre, poréem de forma mais lenta do que o considerado normal
(DENNY; BUTTERWORTH, 2006; MILLIS; JACKSON, 2007), isso de acordo com a
comparagao de um mesmo tipo de fratura, numa mesma espécie animal, com a
utilizagdo de sistemas de estabilizagdo semelhantes (MILLIS; JACKSON, 2007).

N&o unido oOssea, € o termo requerido quando a unido n&o ocorre a
consolidagcdo da fratura cessa. Sendo a unido tardia, fator predisponente para essa
condigao (DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

As nao unides 6sseas podem ser classificadas como viaveis, que sao aquelas
que apresentam ainda certa formagado de calo e reagdo 6ssea. Ou podem ser
classificadas como nao viaveis, estas sao mais raras e s&o caracterizadas pela
interrupgéo do fluxo sanguineo no local da fratura (MILLIS; JACKSON, 2007).
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A nao unido é fator predisponente para a formacao da pseudoartrose, que é
quando ocorre a formacdo de um tecido fibroso entre as superficies 6sseas
fraturadas (MILLIS; JACKSON, 2007; FERREIRA et al., 2018).

Varios sdo os fatores que podem contribuir com o processo de n&o unido
O0ssea, como estabilizacdo mecanica deficiente, reducao inadequada, tratamento
cirargico inapropriado, fixagao insuficiente, erros técnicos cirurgicos, fragmentagao e
perda Ossea, fratura exposta, exposicao cirurgica excessiva, infeccao, radioterapia
prévia, doengas genéticas e metabdlicas (NIIKURA et al., 2013).

O tratamento das nao unides € variado, dependendo de cada caso, podendo
ser feito através de imobilizacdo com talas, fixacdo interna ou com o uso de
adjuvantes como os enxertos 6sseos (MARSH, 1998; MILLIS; JACKSON, 2007).

4.3 Enxertos 6sseos

Os enxertos sédo utilizados como auxiliares no tratamento de fraturas, perdas
e defeitos 6sseos (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 1986). Segundo Salbego (2010)
utiliza-los pode resultar em beneficios ao receptor, considerando suas propriedades
biolégicas e mecanicas, que em alguns casos sao a unica alternativa no reparo de
lesbes com extensa perda éssea.

Séo utilizados no tratamento dos processos patolégicos de nao unido éssea,
por apresentarem fatores osteoindutores, que auxiliam na sinalizagao da fratura para
que células mesenquimais dos tecidos adjacentes (do hospedeiro ou do enxerto)
migrem para o local, se tornem osteoblastos e sofram diferenciagdo em tecido
cartilaginoso ou 6sseo (JOHNSON, 2007; MILLIS; MARTINEZ, 2007). Os fatores
osteocondutores funcionam como base para o crescimento tecidual bem como o
aparecimento de microcirculagdo (SALBEGO, 2010), sendo o enxerto, fundamental
na composi¢gao da estrutura para que este crescimento ocorra (MILLIS; MARTINEZ,
2007).

Eles podem ser classificados de acordo com sua origem, como autélogos
(auto enxertos, retirados do proprio animal), homdlogos (aloenxertos, retirados de
um animal da mesma espécie) e heterolégos (xenoenxertos, retirados de animais de
outra espécie) (CALASANS — MAIA, 2009; MILLIS; MARTINEZ, 2007).

Os autoenxertos sao considerados os melhores, devido ao seu potencial em

reunir fatores fundamentais para o processo de regeneragdo Ossea, como por
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exemplo: a osteocondugado, osteoindugdo e osteogénese, além da auséncia de
reacao imunoldgica por ser histologicamente compativel (TANAKA et al, 2008). A
sua obtencdo e transplante para o leito receptor implica em alguns riscos para o
paciente, uma vez que o mesmo deve passar por dois procedimentos diferentes no
mesmo ato cirurgico, o que consequentemente pode resultar em aumento da
morbidade (CALASANS — MAIA, 2009; ALIEVI et al.,2007).

Os aloenxertos podem apresentar uma incorporagdo incompleta ao 0sso
lesionado, resultando em alguns casos, em consideravel formagdo de tecido
conjuntivo fibroso na interface implante-osso (BARCKMAN et al., 2013).

Os xenoenxertos tem se mostrado uma boa alternativa considerando que o
seu emprego evita que um mesmo paciente passe por mais de um procedimento
cirargico reduzindo-se a morbidade (PINHEIRO; GERBI, 2006). Entretanto, algumas
desvantagens devem ser consideradas quanto a sua utilizagdo, como a transmiss&o
de doengas, respostas imunes e falhas na consolidagédo (LAURCERIN; SAADIQ,
2008). Outro ponto é a dificuldade em processar e armazenar esses enxertos, pois
ambos dependem de insumos e equipamentos especificos, que tornam a sua
obtencéo onerosa (CASTIGLIA et al., 2009).

4.4 Enxerto omental

O omento € uma expansao do peritdnio, se estende da curvatura maior do
estdbmago ao colon transverso, formando uma estrutura semelhante a um avental
sobre a maior parte do intestino delgado. Suas fungdes incluem armazenamento de
gordura, acolchoamento dos o6rgaos viscerais, suporte de linfonodos e protegéo
contra traumas e disseminacgao de infecgcdes (VAN DE GRAAFF, 2003).

Comecgou a ser utilizado em cirurgias no século XlIX, inicialmente para o
reparo de lesbes de 6rgaos intra-abdominais (SENN, 1988). A primeira vez que foi
utiizado em uma cirurgia extra cavitaria, bem-sucedida, foi descrita por Morison
(1903). Posteriormente O’Shaughnessy (1937) relatou o seu emprego, pediculado,
para o tratamento de angina e identificou o seu potencial angiogénico, a partir da
observacao de neovascularizagdo em estruturas adjacentes ao retalho transposto.

A partir de 1960, o estudo da aplicabilidade do omento extraperitoneal

expandiu-se para as diversas especialidades cirurgicas (KIRICUTA, 1963). Em
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ortopedia, comegou a ser utilizado no reparo de defeitos 6sseos, tratamento de
osteomilite, cobertura de proteses e prevengao de aderéncia apos tendlise (AZUMA
et al., 1976; HULTMAN, 2002)

Moran et al. (1987) relataram o emprego de retalho livre do omento maior no
tratamento de osteoradionecrose mandibular em humano, no qual concluiram que o
enxerto omental se mostrou como uma boa alternativa no tratamento da
osteoradionecrose, promovendo suporte vascular e linfatico, resolvendo a infegao e
restaurando a fungcdo mandibular com minima morbidade, reduzindo inclusive a
hospitalizacao do paciente.

Na medicina veterinaria, técnicas cirurgicas reconstrutivas e vasculares
utilizando enxertos omentais comegaram a ser desenvolvidas em 1990 (HOSGOOD,
1990), e desde entdo a aplicabilidade cirurgica do omento como enxerto no
tratamento de diversas afeccdes nos animais vem sendo estuda.

O potencial angiogénico do enxerto omental foi relatado por Oloumi et al.
(2006) em estudo no qual utilizaram o enxerto omental livre sobre orificios de 2mm
no cortex medial do platé tibial em coelhos, e apds analise histologica constataram a
formagéo de osso preenchendo o defeito 6sseo com intensa neovascularizagao da
matriz nos animais do grupo tratado.

O enxerto omental livre também foi utilizado por Saifzadeh et al. (2009) em
um modelo experimental de ndo unido éssea em cédes, onde foram criadas falhas
transversais completas de 2mm na diafise do radio. Os animais do grupo tratado
tiveram uma melhor recuperagdo com formacao 6ssea preenchendo as falhas,
enquanto que, no grupo controle houve o desenvolvimento de n&o unido hipertrofica
mostrando uma diferenga clara entre os animais tratados e néo tratados. Baseando-
se neste resultado, estes autores concluiram que o enxerto omental livre tem
aplicacao clinica no tratamento de fraturas em pacientes com risco de
desenvolvimento de unido retarda ou ndo uniao éssea.

Em um trabalho utilizando o coelho como modelo experimental foram criados
defeitos criticos na diafise do radio os quais foram preenchidos com enxerto omental
autégeno. A avaliagado das radiografias por densitometria ao longo do tratamento
apontou uma diferenca significativa entre o grupo tratado e o controle, permitindo
concluir que o enxerto omental autégeno promoveu uma melhor regeneragéo das
falhas 6sseas deste grupo (SMOLEC et al, 2010).
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Baltzer et al. (2015) utilizaram o enxerto omental livre autégeno associado a
placas 6sseas no tratamento de fraturas diafisarias em cdes com menos de 6kg e
obtiveram bons resultados, os animais que receberam o enxerto omental livre
autégeno apresentaram menos complicagdes pds-operatorias que os animais que
receberam somente o implante. Estes autores sugeriram ainda que novas
investigagdes sobre o uso de enxerto omental para estimular a cicatrizagdo 6ssea,
deveriam ser realizadas empregando diferentes preparacdes de omento como o
isolamento e cultura de células, além de diferentes tamanhos de falhas dsseas e
avaliagcao histopatoldgica do local da enxertia para avaliar a reagdes teciduais.

O enxerto omental livre autégeno também foi utilizado em associagdo com
enxerto de 0sso esponjoso, como coadjuvante em artrodeses tarsais e carpais com
implante de placas 6sseas em cdes, e apds 9-12 semanas 0s animais tratados com
esta associacdo apresentaram melhores escores que 0os animais que receberam
somente o enxerto de 0sso esponjoso. Os autores concluiram que o enxerto omental
livre pode ser utilizado em associagdo com o enxerto de 0SSO esponjoso para
aumentar a artrodese carpal e tarsal em caes, reduzindo o risco de maiores
complicagdes, como a necessidade de reintervencao para a retirada dos implantes e
tratamento de infec¢cdes (REE et al, 2016).

No Brasil, o primeiro relato da utilizacdo de enxerto omental em ortopedia
veterinaria foi no tratamento de lesdo 6ssea na tibia de uma cadela, na qual um
retalho de omento maior foi levado ao foco da fratura via tunel subcuténeo. A
paciente com 10 anos de idade apresentava um quadro de unido retardada,
exposicao 6ssea associada a perda extensa de massa muscular, éssea e de pele da
tibia direita apds duas intervencdes cirurgicas prévias sem sucesso. Oitenta dias
apo6s a colocagdo do enxerto omental pediculado, houve consolidagcdo 6ssea da tibia
e retorno do apoio do membro (FERRIGNO et al., 2010)

4.5 Fosfatase alcalina 6ssea

A fosfatase alcalina (FA) é uma glicoproteina de membrana com atividade
enzimatica encontrada em diversos tecidos, com concentragbes maiores no figado e
ossos (GARNERO; DELMAS, 1993; AKESSON, 1995; USTARIZ, 1998). Ela atua em

reagdes bioquimicas como a hidrolise dos ésteres fosféricos de alcoois, fenodis e
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mononucleotideos. No figado estd nas células que formam a parede dos ductos
biliares, onde participa da digestdo de lipidios. Nos ossos, é produzida pelos
osteoblastos, células fundamentais no processo de regeneracdo da fisiologia
estrutural 6ssea (USTARIZ et al.,1998).

O aumento sérico de FA pode estar relacionado a colestase, utilizacdo de
drogas ou hormoénios, aumento de atividade osteoblastica, animais em crescimento,
filhotes que ingeriram e absorveram colostro e fémeas gestantes (DIAL, 1995).

Em coelhos (Oryctolagus cuniculus) a FA apresenta concentracdes
plasmaticas variaveis entre 70 -145 Ul/L (QUESENBERRY, 1994) e 4-16 UI/L
(QUESENBERRY; CARPNTER, 2003), o que dificulta uma padronizagéo quanto aos
valores de referéncia.

As isoformas da Fosfatase Alcalina estdo presentes em diversos tecidos,
porém com maior atividade no figado, ossos, intestino, rins e placenta. Elas podem
ser diferenciadas pelas suas caracteristicas eletroforéticas, mediante a inibicao por
levamisole e teste de inativagéo pelo calor (DIAL, 1995; DUNCAN et al., 1994;
STEVEN; SCOTT, 2002).

A Isoforma éssea esta presente na membrana plasmatica de osteoblastos,
acredita-se que esteja envolvida com a formagao e a mineralizagdo da matriz 6ssea.
Sua atividade sérica é proporcional a formagdo de colageno e geralmente
correlaciona-se bem com o crescimento 6sseo (GARNERO; DELMAS,1993;
FARLEY; BAYLINK,1995; VIEIRA, 1999). A fosfatase alcalina dssea (FAO)
predomina durante a infancia e a adolescéncia, enquanto a hepatica € maior em
adultos e idosos (CHRISTENSON, 1997).

Para a diferenciacao das isoformas Ossea e hepatica foram desenvolvidas
técnicas como inativagao pelo calor, inibicao por L-fenilalanina e uréia, precipitacao
por germe de lecitina e eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida
(GARNERO; DELMAS, 1993; FARLEY; BAYLINK, 1995; CHRISTENSON, 1997;
VIEIRA, 1999).

5. METODOLOGIA
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Todos o0s procedimentos realizados neste estudo foram previamente
aprovados pelo Comissdo de FEtica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia sob o numero de registro CEUA/UFU 076/16.

5.1 Animais

Foram utilizados 32 coelhos adultos, com idade entre 6 e 7 meses, machos
nao castrados da raga Nova Zelandia, com massa corporal entre 3,0 e 4,0 kg,
provenientes de um criador particular de Uberaba, MG. Eles foram mantidos em
gaiolas individuais, no alojamento experimental do hospital Veterinario da UFU,
recebendo ragdo uma vez ao dia e agua a vontade. Apds um periodo de 30 dias de
alojamento, utilizado para adaptagcdo ao ambiente e socializagdo com os
pesquisadores, os animais foram submetidos a avaliagdes clinicas, hematoldgicas e
exames radiograficos do antebrago direito nas posi¢cdes latero-medial e dorso-
palmar, para descartar qualquer anormalidade que pudesse interferir nos resultados
do experimento.

Os coelhos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 16 animais,
grupo | controle (Gl) e grupo Il (Gll) tratado com enxerto omental livre autégeno.
Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos com oito animais cada e avaliados aos
45 e 90 dias de pdés-operatdrio (PO) respectivamente.

Os animais do grupo controle foram identificados de GI1 a GI16, sendo de
GI1 a GI8 avaliados até 45 dias de PO e os GI9 a GI16 até 90 dias de PO. Os

animais do Gll seguiram o mesmo padrao.

5.2 Pré-operatério

Para a indugdo das falhas, os animais foram anestesiados com a associagao
de cloridrato de cetamina (90,0 mg.kg™, IM) e cloridrato de xilazina (10,0 mg.kg™, IM)
e anestesia locorregional por meio do bloqueio do plexo braquial do respectivo
membro com cloridrato de lidocaina (7 mg.kg™"). Para analgesia pré-operatéria foi
administrado cloridrato de tramadol (2,0 mg.kg™, IM) e o anti-inflamatdério flunixina

meglumina (1,0 mg.kg™, IM).
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A regido da pele entre a articulagdo escapulo umeral e metacarpo direito e a
regiao ventral do abdome foram tricotomizadas, e submetida a anti-sepsia com

clorexidine alcodlico 0,5%.

5.3 Procedimento cirurgico

Todos os animais de ambos os grupos foram submetidos a criagdo da lesdo
0ssea, seguido da celiotomia para obtencao do omento, ambas no mesmo momento
cirurgico. Para realizagdo do procedimento cirurgico, os coelhos permaneceram em
decubito lateral direito, foi realizada uma incisdo de pele na regido cranio medial, de
aproximadamente 3,0 cm no ter¢co médio do antebraco direito. O tecido subcutaneo
e 0 musculo extensor radial do carpo foram identificados e afastados lateralmente.
Com o auxilio de duas pingas Backaus o terco médio diafisario do radio foi exposto e
isolado das demais estruturas (Figura 1A). Foi utilizado uma régua metélica para
demarcar a area do radio a ser ostectomizada. Em seguida, sobre constante
irrigagédo com solugao de Ringer Lactato (Figura 1B) removeu-se um segmento
o6sseo com auxilio de disco diamantado acoplado a uma mini retifica elétrica, (Figura

1C), criando uma falha segmentar de 1 cm no radio (Figura 1D).
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Figura 1 - Imagens fotograficas das principais etapas do procedimento cirdrgico experimental de
criacdo de falha 6ssea segmentar de 01 cm no radio de coelhos. A- Presenga das pingas Bakaus
expondo e isolando o terco médio do radio (seta vermelha). B- Ostectomia com auxilio de disco
diamantado acoplado a mini retifica elétrica sobre irrigagdo (seta vermelha). C- Demarcagao de uma
area de 1 cm do radio a ser ostectomizada (seta vermelha). D- Falha 6ssea criada apds remogéo de
um segmento de 01 cm do radio (elipse amarela).

Para obtencdo do enxerto omental foi realiza uma incisédo retro umbilical de 2
cm na linha media abdominal ventral (figura 2A), incidindo pele, subcuténeo e linha
alba (figura 2B). Apos a abertura da cavidade foi exteriorizado um seguimento do

omento maior (figura 3C), obtido um fragmento de aproximadamente 3 cm? (Figura
2D).
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Figura 2- Imagem fotografica ilustrando o procedimento cirurgico para obtencdo do enxerto omental
livre autégeno por meio da celiotomia em coelho Nova Zelandia. A- regido abdominal preparada para
incisdo. B- incisdo retro umbilical medindo 2cm (elipse branca), C- exteriorizagdo do omento maior
(setas vermelhas), D- fragmento de omento medindo aproximadamente 3cm?2

Os animais do grupo tratado (Gll) tiveram as falhas 6sseas cobertas com
enxerto omental livre autégeno (figura 3 A e B). O mesmo foi coletado e
transplantado imediatamente para o leito receptor. Em seguida os tecidos
adjacentes a lesao 6ssea do Radio foram aproximados com fio de poliglactina 910 n°
3-0 (figura 3C) em pontos padrao X, a sintese da pele foi realizada com pontos
padréo Wolf com nailon n2 3-0 (figura 3D). Na regido da celiotomia, a musculatura
abdominal foi suturada com pontos em padrao X, o tecido subcutaneo reaproximado
com pontos em padrao zig-zag, ambos utilizando o fio poligalactina 910 n°® 3-0 e a

pele suturada com nylon n° 3-0 em pontos tipo Wolf.
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Figura 3- Imagem fotografica ilustrando a transplantacdo do enxerto omental livre autégeno para o
leito receptor, sintese de musculatura e pele. A- fragmento de omento preparado para a enxertia
sobre a lamina de bisturi (seta amarela) e a falha 6ssea segmentar do Radio (seta vermelha). B-
Fragmento de omento cobrindo a lesdo 6ssea (seta vermelha). C- Reaproximagdo da musculatura
sobre o enxerto e falha dssea (seta vermelha). D- Sintese de pele com pontos em padrao wolf (elipse
vermelha).

5.4 Pés-operatorio

As feridas cirurgicas foram higienizadas uma vez ao dia com gaze umedecida
em solugéao fisioldgica a 0,9% com posterior aplicagao tépica de Rifamicina por sete
dias. Para controle da dor foi administrado o cloridrato de tramadol (2,0 mg.kg™, SC),
a cada 12 horas, o flunixina meglumina (1,0 mg.kg™, SC), a cada 24 horas, ambos

por trés dias e enrofloxacino (10 mg.kg™', SC), a cada 12 horas, durante 5 dias.
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5.5 Avaliagao radiografica

No pos-operatorio imediato todos os animais de ambos os grupos tiverem
seus antebragos direitos radiografados na incidéncia latero-medial, na voltagem de
48,0 kV, distancia de 1,0 metro foco filme e 0,16 segundos de exposigcédo, sempre
com o mesmo aparelho de raio X e filmes da marca Kodak MXG/Plus®.

O exame radiografico foi repetido com 45 e 90 dias de PO em todos os
animais de acordo com os periodos de acompanhamento pré-estabelecidos, sempre
utilizando a mesma técnica.

Os filmes radiograficos foram visualizados em negatoscopio e as imagens
capturadas utilizando camera digital modelo Cyber-shot, SONY, 6 megapixels, zoom
Optico de 3x, mantida em tripé ha uma distancia constante de 10 cm foco/fiime. As
imagens foram transferidas para uma planilha do software AutoCAD® 2016 (figura
4.A), onde a area de lesao do radio de cada individuo foi obtida em mm? e avaliadas
de acordo com os periodos de observagao pré-estabelecidos (45 e 90 dias). Para tal
utilizou-se a ferramenta “Polyline”, que consiste em delimitar manualmente todo o
perimetro da falha 6ssea visualizada na imagem (figura 5.B). Posteriormente a area
delimitada foi selecionada e executado o comando “LIST” na proépria planilha, o qual
efetuou o calculo da area (figura 5.C e D). Para minimizar o erro, a planilha utilizada
foi configurada especificamente para este fim empregando-se a ferramenta “SCALE”

para padronizar o tamanho reduzir a discrepancia entre as imagens radiograficas.
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Figura 4 - Imagens “print screen” do programa AutoCAD® 2016, ilustrando as etapas executadas
para a obtengédo da area em mm2 da falha no osso radio, de coelho Nova Zelandia. A- Transferéncia
da imagem radiografica para a planilha do AutoCAD 2016; B- Delimitacao da falha éssea com a
ferramenta Polyline, (elipse em vermelho); C- Selegdo da area delimita e comando LIST (elipse em
vermelho) para o calculo da area; D- Resultado do calculo da area em mm2 (quadro cinza seta
vermelha).

5.6 Dosagem fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

Para a dosagem da fosfatase alcalina e suas fragdes, foram coletados 2 ml de
sangue por meio de pungao da veia marginal da orelha em tubos especificos para
exame bioquimico, antes das cirurgias (dia 0), aos 45 e 90 dias apds. A partir do
sangue foi obtido o soro por centrifugagéo e determinada a fosfatase alcalina total
(FA). A fracdo dssea foi obtida utilizando kit da GtLab® pelo método cinético com
leitura semiautomatica no aparelho BioPlus 2000 e desnaturagcdo pelo calor
respectivamente, de acordo com protocolo do fabricante. 10 yL do soro foram
aquecidos a 56°C durante 15 minutos em banho Maria, visando promover o fim da

atividade da isoenzima de origem 6ssea em quase 100 %. Ao fim deste processo o
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soro foi novamente analisado no aparelho BioPlus 2000 utilizando kit GtLab® onde
se obteve o valor da leitura, ao subtrair este da primeira leitura determinou-se a

concentragcéo da fosfatase alcalina 6ssea (FAO).

5.7 Eutanasia

Todos os animais de ambos os grupos, foram submetidos a eutanasia de
acordo com seus periodos de observacao (45 e 90 dias). Para tal, foram
previamente anestesiados com associacdo de cloridrato de cetamina (90 mg.kg™ IM)
e cloridrato de xilazina (10 mg.kg' IM), e posteriormente aplicacdo de tiopental
sodico a 2,5% na dose de 50 mg.kg'por via endovenosa. Apds constatacdo da
parada respiratoria foi administrado cloreto de potassio dose efeito por via
endovenosa até a confirmagdo da parada cardiaca e morte. A eutanasia procedeu
seguindo as normas recomendadas no Guia Brasileiro de Boas Préticas para a
Eutanasia em animais (CFMV, 2012).

5.8 Avaliagao macroscopica

Apos a eutanasia, durante a coleta do material para avaliagdo histologica o
antebrago direito e regido abdominal, especificamente as regides das feridas

cirurgicas foram avaliadas quanto a cicatrizacao, reagdes e coloragao teciduais.

5.9 Analise microscopica

Foram coletados os seguimentos do terco médio do radio, correspondentes
as regides das falhas, estes fragmentos foram fixados em formol a 10% tamponado,
por um periodo minimo de 48 horas, a temperatura ambiente. A descalcificagao foi
realizada em EDTA com pH 7,4, sendo este trocado a cada 2 dias durante 45 dias.
Apos a descalcificagdo as amostras foram enxaguadas em agua destilada,
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina, segundo técnicas de rotina
praticadas no laboratoério de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Foram confeccionadas 5 laminas para cada peca, com cortes seriados
longitudinais de cinco micrémetros de espessura, com 60 micrdmetros entre si. Os
cortes histolégicos foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em

microscopio Olympus BX 40® acoplado a camera Olympus OLY-200%, ligada a um
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computador PC com placa digitalizadora Data Translation 3153®, onde as imagens

foram analisadas e capturadas.

5.10 Analise Estatistica

Foram realizadas as andlises estatisticas dos valores obtidos da fosfatase
alcalina 6ssea e da area de lesdo no radio obtida pelas imagens radiograficas nos
respectivos dias de observacao (0, 45 e 90 dias). Para analise dos dados referentes
as areas das falhas obtidas no software AutoCAD® 2016, os valores em mm? foram
convertidos em porcentagem, sendo a medida da area obtida no dia zero (DO),
considerada 100% e assim sucessivamente. As analises foram realizadas com
auxilio do software R (RTM Foundation for Statistical Computing, Austria).
Inicialmente testou-se a normalidade dos residuos (teste de Shapiro) e
homocedasticidade das variancias (teste de variancia) de todos os parametros
estudados. As concentragdes de FA éssea foram comparadas entre os grupos de
tratamento (gl=1), os dias apds a lesdo (gl=2) e a interagdo destes fatores (gl=5)
pelo teste de ANOVA com medidas repetidas no tempo e pos-teste de Tukey,
apresentando seus resultados como média + DP. A porcentagem da area de lesao
obtida pelas analises das imagens radiograficas foi comparada entre os grupos de
tratamento (gl=1), os dias apds a lesdo (gl=2) e a interagdo destes fatores (gl=5)
pelo teste de Friedman, pds-teste de Dunns e seus resultados apresentam-se como
mediana = intervalo interquartil (IQR). A significancia foi fixada para todos os testes
em 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Observacgoes trans e pos-operatoérias

O procedimento cirurgico foi bem tolerado pelos animais, sendo o bloqueio
dos nervos do plexo braquial com lidocaina efetivo, evitando administragéo adicional
de quetamina e xilazina. Todos os animais apresentaram apoio do membro operado

em todo o periodo pds-operatério, com auséncia de fraturas.

6.2 Avaliagdo macroscopica

Na avaliagdo macroscépica foi observado nos animais tratados a presenca de
um tecido semelhante ao adiposo e muscular aderidos no local das lesdes, enquanto
gue nos controles apenas a aderéncia do tecido muscular adjacente era observada

na area da lesao.

6.3 Dosagem da fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

Os resultados da concentracdo da FAO obtida a partir da fosfatase alcalina
total (FA), por meio da desnaturagdo pelo calor, ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os periodos analisados (0, 45 e 90 dias) (p=0,41) e nem entre os
grupos (Gl e Gll) (p=0,42) (Figura 5)
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Figura 5- Representagao grafica apontando a similaridade na concentracdo plasmatica da fosfatase
alcalina 6ssea em relagéo aos grupos (controle e tratamento) e ao tempo de acompanhamento (0, 45
e 90 dias).

6.4 Avaliacao radiografica

As radiografias das lesdes nos animais Gl e GIl, foram submetidas as
avaliagbes descritiva e em planimetria digital, o que possibilitou a comparagao das
falhas Osseas tanto dia 0, 45 e 90 dias, respectivamente. As imagens obtidas no
pos-operatorio imediato (D0) mostraram falhas segmentares no osso Radio, com
1cm de extensdo, sem a presenca de esquirolas ou quaisquer outras estruturas
radiopacas em seus interiores (figura6 e 7 A).

Aos 45 dias apo6s as cirurgias (D45), as alteragdes foram similares nos
animais dos Gl e Gll. Observou-se na maioria dos individuos de ambos os grupos,
aumento de radiopacidade na regido periosteal da ulna adjacente a falha, bem como
nas regides dos cotos, com preenchimento parcial da falha {figura 6 e 7 B).

Com 90 dias de pds-operatorio (D90), a maioria dos individuos, tanto do Gl
quanto do Gll, apresentavam preenchimento das falhas por material radiopaco,
compativel com tecido &sseo, proveniente das extremidades. As alteragdes

radiograficas foram semelhantes independente do tratamento (figuras 6 e 7 C).
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Figura 6. Imagens radiograficas obtidas no DO, D45 e D90, do osso radio, de coelho da raga Nova
Zelandia, do Gl. A- falha segmentar do osso radio medindo 1cm; B- aumento da radiopacidade na
regido dos cotos preenchendo parcialmente a falha e reagdo periosteal na ulna adjacente; C-
preenchimento da falha por material radiograficamente compativel com osso neoformado.

Figura 7. Imagens radiograficas obtidas no DO, D45 e D90, do osso radio, de coelho da ragca Nova
Zelandia, do Gll. A- falha segmentar do osso radio medindo 1cm; B- aumento da radiopacidade na
regido dos cotos preenchendo parcialmente a falha e reagdo periosteal na ulna adjacente; C-
preenchimento da falha por material radiograficamente compativel com osso neoformado.
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Na avaliagdo por planimetria digital no programa AutoCAD®16, os valores
referentes as areas radiolucentes das imagens radiograficas das falhas Osseas,
convertidos em porcentagem, foram analisadas estatisticamente. Os resultados
demonstraram que as areas das falhas Osseas diminuiram significativamente
(p<0,01) aos 45 e 90 dias, sendo a redugao percentual de, 57+46% e de 73+21%
respectivamente, entretanto ndo houve diferenca entre esses periodos de

acompanhamento (p=0,13) e nem em relagcéo aos Gl e Gll (p=0,99) (Figura 8).

Figura 8- Representagao grafica mostrando a redugéo da porcentagem das areas radiolucentes das
lesbes visualizadas nas imagens radiograficas aos 45 e 90 apds suas indugdes e a similaridade em
relagdo aos grupos (controle e tratamento).

6.5 Avaliagao histoldgica

Na avaliagdo dos cortes histoldégicos da regido da falha éssea induzida no
radio, corados com HE, notou-se em ambos os grupos Gl e Gll, uma evolugéo
semelhante quanto ao processo de regeneragéo 0ssea, tanto aos 45, quanto aos 90
dias respectivamente.

Nas laminas do Gl, analisadas aos 45 dias de pds-operatorio, observou-se
ossificagao intramembranosa (Ol) préxima aos cotos e endocondral (OC) espalhada

pela falha Ossea, ambas originando osso esponjoso (OE) (figura 9A).
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Frequentemente foi possivel observar neoformacgao 6ssea a partir do coto, com uma

area de transigcdo entre o osso compacto e o osso neoformado que apresentava

osteoblastos, caracterizando ossificagao intramembranosa (figura 9B).
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Figura 9. Fotomicrografia do processo de regeneracédo da falha 6ssea de coelho Nova Zelandia do
Gl, 45 dias apo6s procedimento cirtrgico. A- observar ossificacdo endocondral (OC) proxima ao coto
(CT) formado por osso cortical e entremeado no osso esponjoso neoformado (OE); B- mostra selecédo
do quadro amarelo em A, onde se pode notar osso neoformado (ON), ossificacdo intramembranosa
(Ol), a transicao (linha tracejada em preto) entre o osso compacto do coto (CT) e osso neoformado

(ON). Coloragao com HE.

Aos 90 dias, 60% das laminas do Gl apresentavam regides de ossificagao
endocondral (OC) com hipertrofia de condrécitos e pontos de calcificagdo da matriz
cartilaginosa e osso esponjoso preenchendo todo o interior das falhas (figura 10). No
entanto ainda era possivel observar pequenas areas com tecido conjuntivo (TC) e
atividade osteoblastica moderada. Nos 40% restante, a falha estava parcialmente
preenchida com o0sso esponjoso com origem nas extremidades e o centro das
lesdes era coberto por uma faixa de tecido conjuntivo, porem menor que o

observado aos 45 dias.
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Figura 10. Fotomicrografia mostrando a ossificagdo endocondral no osso radio, de coelho Nova
Zelandia do GI, 90 dias ap6s procedimento cirdrgico. Em A é possivel observar processo de
ossificagao endocondral (OC), neoformacao 6ssea (ON) e osso esponjoso (OE); B mostra selegéo do
quadro amarelo em A, onde é possivel notar condrécitos hipertrofiados (setas vermelhas) e
calcificagao da matriz cartilaginosa (setas pretas). Coloragao com HE.

Nas laminas dos individuos pertencentes ao Gll analisados aos 45 dias,
notou-se tecido conjutivo interposto entre as extremidades osseas da falha, com
areas de ossificagdo endocondral e intramembranosa, 0ssO esponjoso e
osteoblastos ativos proximo aos cotos. No centro da falha, interposto ao tecido
conjutivo era possivel notar um infitrado mononuclear e celulas gigantes
entremeados ao enxerto omental caracterizando processo de absorgao, semelhante

ao que ocorre na presenga de corpo estranho, ou seja, o omento atuou como

barreira para o processo de ossificagao (figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografia evidenciando infiltrado mononuclear em meio ao enxerto omental na falha
Ossea, de coelho Nova Zelandia do Gll, 45 dias ap6s procedimento cirdrgico. Em A é possivel
observar omento sendo absorvido com presenca de infiltrado mononuclear (OD), tecido conjuntivo
(TC), osso neoformado (ON), ossificagdo intramembranosa (Ol); Em B observa-se ampliagdo da
regido demarcada pelo quadro amarelo em A, onde € possivel notar presenca de mononucleares
(seta vermelha) e célula gigantes (seta preta). Coloragdo com HE.
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Nos individuos do Gll analisados aos 90 dias de pds operatorio, nao foi
observada evolugao satisfatoria quando comparado aos analisados aos 45 dias do
mesmo grupo, nos quais notou-se a presencga de tecido conjutivo em processo de
ossificagao no interior da falha 6ssea junto ao enxerto omental que se apresentava
em avancado processo de absorgdo permeado por infiltrado mononuclear e celulas
gigantes, ainda impedindo o avango da ossificagdo proviniente das extremidades da
falha 6ssea (figura 12). Somente em 37% dos individuos deste grupo notou-se a

falha 6ssea quase totalmente preenchida por neoformagéao éssea.

Figura 12. Fotomicrografia de falha 6ssea em processo de regeneragao no osso radio, de coelho
Nova Zelandia do Gll, 90 dias apés procedimento cirurgico. Em A é possivel notar regiao de falha
6ssea em processo de regeneracdo, omento em processo avanga de absorgdo (EO), tecido
conjuntivo em processo de ossificagdo (TC) e conto de tecido ésseo cortical (CT); Em B observa-se
ampliacdo da regido demarcada pelo quadro amarelo em A, onde é possivel notar coto da falha
6ssea (CT), tecido conjuntivo em processo de ossificagdo (TC), residuo de enxerto omental no interior
da falha 6ssea (EO), com infiltrado mononuclear (seta vermelha). Coloragdo com HE.
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7. DISCUSSAO

O coelho (Oryctolagus cuniculus) foi um dos primeiros animais utilizados em
experimentacdo animal. Existem relatos de sua utilizagdo por Pasteur em 1884,
quando demonstrou que cées podiam ser imunizados contra o virus da raiva, por
meio da inoculacdo de conteudo medular dissecado de coelhos infectados
experimentalmente com este patégeno (COUTO, 2002).

A raca Nova Zelandia foi escolhida por ser reconhecidamente ddécil, de facil
manejo e sua uniformidade nos resultados das provas experimentais. Além disso é
uma das espécies mais utilizadas em pesquisas que envolvem a fisiopatologia
Ossea, pois se comparados a outros animais de laboratério, apresentam uma
regeneragcao mais rapida deste tecido (COUTO, 2002; LACRETA JUNIOR, 2010).

Por serem machos, os animais foram mantidos em gaiola individuais visando-
se evitar brigas e mutilagdes. A opcao de se trabalhar com animais machos foi no
intuito de evitar a influéncia de fatores hormonais e reprodutivos, ja que fémeas
podem apresentar, além de pseudogestagcdo, quando mantidas proximas umas das
outras, alteragdes hormonais a depender da fase do ciclo estral (COUTO, 2002).

Varios pesquisadores utilizaram o coelho como modelo experimental para a
execucao de técnicas que envolveram lesdes o0sseas. Os objetivos foram em geral,
avaliar a eficiéncia e aplicabilidade de enxertos, técnicas cirurgicas ortopédicas, uso
de fatores de crescimento e utilizagdo de materiais bioldgicos e sintéticos como
indutores de crescimento 6sseo. Para tal a ostectomia do osso radio foi uma das
técnicas mais praticadas (MIRANDA et al., 2005; CIANI et al., 2006; DEHGHANI et
al., 2008; KASTEN et al., 2008). A ostectomia do radio € amplamente utilizada
devido a estabilidade proporcionada pela sinostose com a ulna, que mesmo apos a
retirada de um segmento se mantem estavel sem a necessidade de imobilizagdo do
membro (DEL CARLO et al., 2001; MORAES et al., 2004).

O protocolo anestésico proposto neste estudo foi semelhante ao praticado por
Oloumi e colaboradores (2006) no qual utilizaram, com sucesso, 90 mg.kg™ de
cetamina em associagdo com 10 mg.kg™" de xilazina por via intramuscular.

Para complementar a anestesia, no presente estudo optou-se ainda pelo
bloqueio dos nervos do plexo baquial com lidocaina, o que proporcionou analgesia

satisfatéria, reduzindo significativamente o desconforto dos animais a manipulagao
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cirdrgica e no pos-operatério imediato durante o exame radiografico. O bloqueio do
plexo braquial nesta espécie se mostrou viavel e eficiente, dada a facilidade de
administracao, custo do anestésico e o efeito obtido.

A opcao por utilizar uma dose maior de cetamina e xilazina que a praticada
em outros experimentos (MORAES et al., 2004; LACRETA JUNIOR et al., 2010)
ocorreu porque segundo Lacreta Junior et al. (2010) em estudo no qual também
realizaram ostectomia no Radio de coelhos, 30 mg.kg'de cetamina associada a 2
mg.kg™' de xilazina foram insuficientes na tranquilizacdo e analgesia dos animais,
sendo necessario, para complementar, o emprego de anestesia volatii com
isofluorano por meio de mascara. No presente estudo o protocolo anestésico foi
efetivo e seguro sem necessidade de administracdo de doses complementares
minimizando os riscos de complicagbes anestésicas, o que foi posteriormente
confirmado, ja que nao houveram perdas decorrentes das anestesias.

As cirurgias realizadas neste experimento para a indugcdo das falhas
segmentares de 1 cm nos radios dos coelhos foram bem-sucedidas, com duragéo
meédia de 15 de minutos demonstrando a reprodutibilidade da técnica anteriormente
praticado por outros pesquisadores (DEL CARLO et al., 2001; JUNQUEIRA et al.,
2003; CIANI et al., 2006; LACRETA JUNIOR, 2010).

As celiotomias para a obtencdo dos enxertos a partir do omento maior
duraram em média 5 minutos, sem quaisquer intercorréncias, o que contribuiu na
rapida recuperagdo com auséncia de morbidade adicional. Este mesmo achado foi
descrito por Saifzadeh et al. (2009), em trabalho no qual também realizaram
celiotomia para coleta de enxerto a partir do omento maior.

Durante as observagbes poés cirurgicos, nao foram observadas complicagdes,
o protocolo estabelecido com antibidtico, anti-inflamatério, analgésico e curativo
topico se mostrou eficaz.

Na avaliagdo macroscopica, realizada durante a coleta do segmento do radio
para avaliagéo histolégica, ao fim dos periodos preestabelecidos, notou-se a
cicatrizagdo completa das feridas cirurgicas nos antebragos e na regido abdominal,
com restabelecimento inclusive da cobertura pilosa. Vilardo (2007), em estudo
realizado com coelhos, ndo recomendou sutura da pele com fio de nailon nesta

espécie, devido ao risco de reacao inflamatéria tecidual, com formacao de edema e
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exsudato, entretanto no presente estudo o fio de nylon utilizado nas suturas da pele
do antebrago e regido abdominal ndo acarretou disturbios na cicatrizagao.

A dosagem dos biomarcadores do metabolismo 6sseo € uma importante
ferramenta clinica no acompanhamento dos processos de formagao e absorgao
6ssea. E um procedimento relativamente rapido e menos invasivo, se comparado a
densitometria e a biopsia respectivamente (CHRISTENSON, 1997).

A FAO é um dos biomarcadores da formacgao o6ssea (SARAIVA; LAZARETTI-
CASTRO, 2002). E segundo Dial (1995), o seu aumento nos niveis plasmaticos, esta
relacionado ao aumento da atividade osteoblastica.

Acreditava-se que, caso o enxerto omental livre autdgeno apresentasse um
efeito benéfico no processo de regeneragcao éssea, e consequentemente haveria um
aumento significativo nos niveis plasmaticos da FAO nos animais do Gll, fato que
nao ocorreu.

O discreto aumento da concentragdo da FAO aos 45 dias de poés-operatoério
em ambos os grupos, pode ser explicado pela presenca de osteoblastos ativos na
superficie da matriz 6ssea neoformada, notada no interior das falhas neste periodo
através do exame microscopico. Segundo Ustariz et al. (1998) a FAO esta presente
na membrana plasmatica de osteoblastos e relacionada a capacidade de
mineralizagdo. Atua controlando os inibidores da mineralizagdo, aumentando a
concentracdo local de ions fosfatos, removendo-os de outras proteinas, atuando
como transportador idnico.

O exame radiografico possibilitou a avaliagédo das alteragdes ocorridas nas
falhas 6sseas durante o periodo de acompanhamento. Varios autores utilizaram esta
ferramenta para o0 mesmo fim em seus estudos, nos quais as avaliagbes foram
realizadas por meio de visualizagdo e interpretacdo das alteragdes radiograficas
encontradas, como por exemplo, reagdes periosteais e presenca de material
radiopaco no interior das falhas (BARROS et al., 2001; DEL CARLO et al., 2001;
CIANI et al., 2006; DEHGHANI et al., 2008; KASTEN et al., 2008). No entanto neste
estudo, além da avaliagdo descritiva, optou-se pela mensuragdo da area
radiolucente das falhas e a comparagao das medidas encontradas nos dias 0, 45 e
90, por meio de planimetria digital e teste estatistico respectivamente. Acredita-se

que com esse método, a avaliagédo tenha sido mais precisa.
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A analise estatistica apontou reducido da radiolucéncia nas lesbes somente
em relagdo ao tempo (p<0,01), fato semelhante ao encontrado no experimento de
Lacreta Junior et al. (2010), ao estudar o comportamento de falhas O&sseas
segmentares de 1 cm induzidas experimentalmente nos ossos Radio de coelhos,
onde observaram que esse tipo de falha se encontrava parcialmente preenchido por
material radiopaco 30 dias apods suas indugdes.

Em relagcdo a utilizagdo do enxerto omental livre autdgeno, n&o houve
diferenca radiografica (p=0,99) em nosso trabalho, contrariando os resultados
apresentados por outros autores, nos quais este mesmo tipo de enxerto foi
associado a uma melhor regeneragao ossea.

Smolec et al. (2010) em trabalho no qual preencheram falhas ésseas criticas
induzidas no radio de coelhos, com enxerto omental livre autégeno, constataram na
avaliagao radiografica por densitometria, 6 semanas apds as cirurgias, melhor
regeneracao das falhas quando comparado ao controle. Entretanto, as falhas foram
visivelmente menores do que as induzidas no presente estudo, o que pode ter
favorecido o processo de regeneracdo. Vale ainda ressaltar que nao foi realizada
avaliagcao histologica do local da enxertia, para avaliar a interagao entre o enxerto e
o leito receptor, como o realizado neste trabalho onde foi possivel notar a presenga
do enxerto omental em processo de absor¢cao no interior da falha.

Saifzadeh et al. (2009) em um modelo experimental de n&o unido 6ssea em
caes, no qual também utilizaram o enxerto omental livre autdégeno, constataram por
meio do exame radiografico a consolidagdo das lesdes aos 4 meses no grupo
tratado enquanto que no grupo controle persistiu a ndo unido. Neste caso, as les6es
induzidas foram de 2mm transversais no Radio e o enxerto omental foi colocado
sobre o defeito. Em outro estudo realizado por Baltzer et al. (2015) o enxerto
omental livre autégeno também foi colocado sobre fraturas diafisarias no Radio de
caes, fixadas com placas, apresentando resultado semelhante. Ja no presente
trabalho o enxerto omental foi colocado dentro da falha, o que provavelmente
impediu um processo de consolidacao satisfatorio, pois 0 mesmo atuou como corpo
estranho, conforme constatado no exame histologico.

Segundo Bigham-Sadedegh et al. (2012) o enxerto omental livre autégeno
teve um efeito benéfico sobre falhas d&sseas segmentares de 1cm

experimentalmente induzidas e estabilizadas com placas, no radio de cées com
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peso aproximado de 25 kg. Ainda de acordo com esses autores, o omento favoreceu
a angiogénese, proporcionando um microambiente favoravel a produgcédo de células
osteo-progenitoras (osteoblastos) a partir de células mesenquimais no leito receptor.
O que nao ocorreu em nosso estudo, provavelmente pela maior dimensao do defeito
0sseo proporcionalmente ao nosso modelo experimental, onde o enxerto omental
ainda estava presente aos 90 dias permeado por infiltrado mononuclear e celulas
gigantes, impedindo o avango da ossificagao proviniente das extremidades da falha
ossea.

Os achados histolégicos quanto ao processo de regeneragado 6ssea foram
semelhantes no Gl e Gll, tanto aos 45, quanto aos 90 dias de pds-operatdrio. O
predominio da ossificagdo intramembranosa proximo aos cotos e a ossificagao
endocondral espalhada mais ao centro das falhas, proximo ao enxerto, foram
semelhantes as acorridas em trabalhado realizado por Junqueira et al. (2003), no
qual utilizaram matriz 6ssea desmineralizada na enxertia de falhas Osseas
semelhantes as do presente estudo na mesma espécie animal. Segundo Nidoli et al.
(1999), a predominancia de ossificagdo intramembranosa na periferia do enxerto
pode ser explicada pela maior tensao de oxigénio neste local, devido a presenca de
vasos dos tecidos adjacentes. Ja a ossificagdo endocondral neste caso predomina
nas areas com menor capilaridade e consequentemente, menor tensao de oxigénio.

Um achado comum no GlI, em ambos os periodos, foi a presenga do enxerto
omental em processo de absor¢do, entremeado por infiltrado mononuclear e células
gigantes, atuando como uma barreira ao processo de ossificagdo no interior das
falhas, caracterizando uma reacado do tipo corpo estranho. Acredita-se que esta
alteracao possa ter prejudicado a regeneragcdo 6ssea, como o relatado por Silva et
al. (2009) em trabalho cujo a tromboplastina originaria do cérebro de coelhos,
utilizada na confecgcao de gel com plaquetas, enxertado em falhas ésseas parietais
em coelhos, também causou reacao tipo corpo estranho com caracteristicas
semelhantes as encontradas no presente estudo.

O processo de absor¢cdo do enxerto, observado no Gll pode ser devido a
auséncia de uma origem vascular, fato que pode ter contribuido com o processo de
degeneragcdo do mesmo no leito receptor.

Na maioria dos trabalhos consultados o enxerto omental livre foi utilizado com

sucesso, no entanto vale resaltar que as falhas induzidas nestes experimentos foram
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menores ou monocorticais. Oloumi et al. (2006), por exemplo trabalharam com falhas
monocorticais de 2mm na tibia de coelhos. Sotoudeh et al. (2013) utilizaram o
enxerto omental livre isoladamente, e em associagdo com nanofibras de poli L-acido
lactico sobre orificio cortical de 3mm induzido na tibia de coelho. Saifzadeh et al.
(2009), também utilizaram este mesmo padrédo de enxerto sobre falhas transversais
completas de 2mm na diafise do radio de caes. Ree et al., (2016) relataram sobre o
sucesso da omentalizagdo em artrodeses e Baltzer et al., (2015) em fraturas fixadas
com placas em cédes. Em ambas as situagdes, os resultados foram favoraveis. A
diferenca nestes casos em relagdo ao presente experimento, e que além das falhas
Osseas terem sido menores, 0s enxertos permanegcam externos a elas.

Acreditamos que falhas menores como as observadas na literatura
consultada, provavelmente dificultaram a penetragdo dos enxertos omentais em
seus interiores, permanecendo estes externos a lesdo, servindo como plataforma
para o crescimento periosteal,

Ja no presente estudo a extensdo da falha induzida favoreceu a presencga
fisica do enxerto omental dentro da les&o, atuando como barreira, promovendo uma
maior diferenciacdo de células mesenquimais em células com caracteristicas

fibroblasticas, ao invés de células osteogénicas.

8. CONCLUSAO
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O enxerto omental autégeno livre, no tratamento de falhas ésseas de 1cm de
extensdo na diafise do osso Radio de coelhos Nova Zelandia néo influenciou o
processo de regeneragcao. Na avaliagédo histolégica constatou-se que este enxerto,
atuou como um corpo estranho dentro da falha éssea, contudo nao interferiu nos

resultados entre os grupos, que foram semelhantes.
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ANEXO | - Autorizacéo da Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais — CEUA.
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Rua Ceara, SN - Bloco 2T 13- CE°
Campus Umuarama — Uberiandia/MG - Rard(VolP)3423
e-mai.ceua@propp.ufu br, www comissoes propo. ufu.br
ANALISE FINAL N° 142/16 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMFU 076/16

Projeto Pesquisa: "ENXERTO LIVRE AUTOGENO DE OMENTO NO TRATAMENTC
DE LESAD OSSEA EXPERIMENTAL EM RADIO DE COELHOS™.

Opmmdonaommaehnanasm&mm
animais nos kmites da redacdo e da mbﬁ\ida
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um
MPROTDO&OEEPEMAPRWADO.

0OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAC DA MESMA.
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