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LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Campo cirurgico expondo a regido de face medial da metafise
proximal da tibia apos osteotomia unicortical por escariagdo com fresa seis mm
de didmetro, obtendo a falha 6ssea planejada neste experimento.

Figura 2 - Campo cirurgico expondo a regido de face medial da metafise
proximal da tibia esquerda apds recobrimento da falha éssea de 6 mm de
didmetro com enxerto omental autégeno livre.

Figura 3: Exame radiografico da regiao proximal da tibia esquerda de ovino, em
projecao mediolateral do grupo tratado. A - area radioluscente circular, indicando
regiao osteotomizada de 6 mm de didmetro, com borda 6ssea bem definida no
dia zero; B - area radioluscente circular, indicando regido osteotomizada de 6
mm, com radiopacidade em borda e diminui¢cao de definicado do contorno, aos 60
dias pos-operatorios.

Figura 4: Diferenca significativa na mensuragdo radiografica das areas
osteotomizadas entre membros tratados e controle, nos distintos tempos poés-
operatorios.

Figura 5: Imagem histolégica da bidpsia 6ssea. Area de transi¢ao da ossificagao
intramembranosa e regido osteotomizada, corada por Tricrémico de Gomori em
aumento 4X. Detectou-se centro de ossificagcdo, reconhecido a partir da

presencga de ostedcitos, demonstrado na imagem por seta.
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ANALISE RADIOGRAFICA E HISTOLOGICA DA REPARAGAO OSSEA
COM ENXERTO OMENTAL AUTOGENO LIVRE NA OSTEOTOMIA
UNICORTICAL DA TiBIA DE OVINOS

RESUMO - O enxerto omental autégeno estimula o crescimento do 0sso em
resposta a lesdo, sendo um fator coadjuvante na cicatrizagcdo promovendo
importante atividade angiogénica e aceleramento da reparagédo Ossea.
Objetivou-se avaliar a influéncia do enxerto de omento autdgeno livre no
processo de reparagao 6ssea, por meio de analise radiografica e histoldgica das
regides submetidas a osteotomia unicortical. Seis ovelhas adultas foram
utilizadas para o estudo. Uma osteotomia unicortical de seis milimetros de
diametro foi produzida na face medial da tibia, em ambos os membros, por meio
de escariagdo. O membro direito foi utilizado como controle, sendo a tibia
esquerda recoberta por omento livre autégeno, compondo o grupo tratado. A
avaliagdo da reparacdo Ossea e reducao da area osteotomizada foram
realizadas por meio de analises radiografica nos dias zero, 15, 30, 45 e 60 pos-
operatorio e histoloégica aos 60 dias. A partir das analises radiografica e
histolégica, observou-se diferenca estatistica (p<0,0001) nos membros tratados
aos 60 dias, havendo redugdo da area de injuria 6ssea recoberta com enxerto
omental em relagdo aos membros controles. Na biopsia, o grupo controle
apresentou 83,33% (5/6) dos membros com tecido conjuntivo preenchendo toda
a area osteotomizada, 66,66% (4/6) com osso neoformado nas bordas e 33,33%
(2/6) com preenchimento total da area por osso neoformado. Apenas um
membro 16,66% (1/6) apresentou tecido adiposo aderido ao peridsteo — omento.
O grupo controle apresentou tecido conjuntivo preenchendo toda a lesdo em
100% (6/6) das amostras, com presenca de osso neoformado na borda e nao
houve nenhum preenchimento total da falha por osso neoformado. Conclui-se,
com este estudo, que o enxerto de omento autégeno livre em tecido 6sseo, pos
osteotomia em ovinos, apresentou agdo adjuvante na regeneragao Oéssea,
estimulando e acelerando o processo fisioldégico, de acordo com as analises
radiograficas e histologicas aos 60 dias pds-operatorios, sendo um modelo com
potencial translacional que pode contribuir para o desenvolvimento de novas
abordagens em regeneracao éssea.

Palavras-Chave: fratura, medicina regenerativa, modelo experimental,

ortopedia, ruminantes



RADIOGRAPHIC AND HISTOLOGICAL ANALYSIS OF BONE REPAIR WITH
FREE AUTOGENOUS OMENTAL GRAFT IN UNICORTICAL OSTEOTOMY
OF THE TIBIA IN SHEEP

ABSTRACT - The autogenous omental graft stimulates bone growth in response
to injury, acting as a coadjuvant factor in healing by promoting significant
angiogenic activity and accelerating bone repair. This study aimed to evaluate
the influence of the free autogenous omental graft on the bone repair process
through radiographic and histological analysis of regions subjected to unicortical
osteotomy. Six adult sheep were used in the study. A unicortical osteotomy
measuring six millimeters in diameter was performed on the medial surface of the
tibia in both limbs, using curettage. The right limb was used as the control, while
the left tibia was covered with the free omental graft, forming the treated group.
The bone repair response was evaluated through radiographic and histological
analyses on days 15, 30, and 60 postoperatively. At 60 days, statistical
differences (p<0.0001) were observed between treated and control limbs, with a
significant reduction in the injury area in those covered with the omental graft
compared to the controls. In the biopsy, the control group showed 83.33% (5/6)
of the limbs filled with connective tissue throughout the osteotomized area,
66.66% (4/6) with newly formed bone at the edges, and 33.33% (2/6) with total
filling by newly formed bone. Only one limb (16.66%; 1/6) had adipose tissue
adhered to the periosteum. The treated group showed connective tissue filling
the lesion in 100% (6/6) of the samples, with newly formed bone at the edges in
all of them, but no complete filling of the defect with new bone. It is concluded
that the use of the free autogenous omental graft in bone tissue after osteotomy
in sheep showed adjuvant action in bone regeneration, stimulating and
accelerating the physiological process, according to radiographic and histological
analyses at 60 days postoperatively. This represents a model with translational
potential that could contribute to the development of new approaches in bone
regeneration.

Keywords: experimental model, fracture, orthopedics, regenerative

medicine, ruminants



10

INTRODUGCAO

O tratamento de condigdes pds-traumaticas ésseas com complicagdes
como nao unides, unides tardias e perda é6ssea ainda € um desafio, sendo
necessaria a estabilizac&o e restauracao do alinhamento das estruturas dsseas
na maioria dos casos e ainda com a utilizagdo de adjuvantes para preenchimento
e auxilio na consolidagéo éssea, como os enxertos (FINKEMEIER, 2002).

Para que haja cicatrizagao 6ssea é necessario que o processo fisioldgico
intrinseco acontega e para isso € importante que técnicas ideais de estabilizagao
sejam aplicadas (SCHMAEDECKE et al., 2003). Além disso, existem diversas
técnicas com uso de materiais biodegradaveis que auxiliam a reparagéo e
recuperacao de fraturas como bifosfonados, preparados ricos em fatores de
crescimento, proteinas morfogénicas 6sseas (ASTUR et al., 2016) e enxertos
(FRIEDLAENDER, 1987) de baixo custo e disponiveis (NNAJI; NWAKUCHE,
2015).

Enxerto € um tecido transplantado a outra regido com a intengcédo de
reparagao. Inicialmente, os enxertos eram utilizados com a fungao de fornecer
estabilidade mecanica ao 0sso, mas seu uso evoluiu e passou se a utilizar com
as finalidades de estimulacdo ao crescimento do osso em resposta a leséo
sofrida (MARTINEZ; WALKER, 1999), sendo assim, o enxerto de omento tem
sido bastante estudado em todo mundo (NNAJI; NWAKUCHE, 2015).

O omento tem funcdo central nos mecanismos de protecao
intraperitoneal, em virtude da sua fungao imunoldgica inata, alta capacidade de
absorcao e aderéncia a estruturas adjacentes, sendo um fator coadjuvante na
cicatrizagcdo promovendo importante atividade angiogénica. Por ter essa
caracteristica, varios cirurgides utilizam o omento de diversas maneiras, desde
reconstrugdo de diversos tecidos a indugédo de cicatrizagdo (PLATELL et al.,
2000).

Objetivou-se, neste estudo, avaliar a influéncia do enxerto de omento
autégeno livre no processo de reparagao 6ssea, por meio de analise radiografica

e histologica das regides submetidas a osteotomia unicortical.
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REVISAO DE LITERATURA

Estrutura e organizagao do tecido 6sseo

O osso é uma substancia viva, com vasos sanguineos, linfaticos e nervos.
Sendo assim, cresce e esta sujeito a doencgas e fraturas tendo a capacidade de
se regenerar. A estrutura organica do osso € composta de células e tecido fibroso
€ sao0 0s sais inorganicos que proporcionam rigidez e a opacidade ao exame
radiografico (GETTY, 2008). O osso compacto, que € composto de matriz densa
com poucos espacgos entre os elementos, forma a parte externa das diafises e
epifises (JUNIOR; BARCHA, 2003).

Os ossos tém a fungao de sustentagao para o corpo, alavanca e insergcées
para os musculos, protegdo para algumas visceras como pulmdes, coragao,
encéfalo e medula espinhal, contém a medula éssea que esta relacionada com
a produgdao das células sanguineas e reserva minerais (GETTY, 2008;
FRANDSON; WILKE; DEE, 2009a).

Na diafise de ossos longos se encontra a cavidade medular (GETTY,
2008), esses possuem epifise que se refere a qualquer extremidade de um osso
longo, diafise que é o eixo cilindrico do osso longo e esta situada entre as duas
epifises e por fim a metafise de um osso maduro, que € a area fletida adjacente
a epifise. A cartilagem ou disco epifisario € uma camada de cartilagem hialina
dentro da metafise de um osso imaturo que separa a diafise da epifise. Esta é a
Unica area em que um osso pode alongar (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009a).

O periésteo reveste a superficie externa do osso, exceto onde ha
cartilagem, é uma lamina de tecido conectivo com poténcia osteogénica
(GETTY, 2008) muito vascularizado e bem inervado. Osteoblastos do peridsteo
sao responsaveis pelo aumento do diametro dos ossos e assim séo células
responsaveis pela reparagao de fraturas (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009a).

O enddsteo € uma membrana fibrosa fina que limita a cavidade medular
€ 0s canais nutritivos maiores do osso (canais haversianos) (GETTY, 2008). A
cavidade medular € determinada pela agao dos osteoclastos. Ambos, peridsteo
e endosteo contém osteoblastos e osteoclastos (FRANDSON; WILKE; DEE,



12

2009a). Os osteoblastos e os osteoclastos situam-se livres na superficie da
matriz 6ssea (JUNIOR; BARCHA, 2003).

O osso maduro é composto por células 6sseas chamadas de ostedcitos,
envolvidas por matriz intercelular composto de material calcificado. Os ostedcitos
estdo em pequenas cavidades no osso denominadas lacunas. Um sistema de
pequenos canais, chamado canaliculos, conecta as lacunas dentro da
substancia do osso (FRANDSON; WILKE; DEE, 200b).

Os osteoclastos sao células responsaveis por reabsorcido o6ssea em
condigdes normais ou anormais. Sao grandes, multinucleados, derivados de
macrofagos e através da agao da absorgao dssea liberam acidos organicos e
enzimas (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b). Ja os osteoblastos secretam a
maior parte da matriz e acabam circundados por ela, passando a ser chamados
de osteocitos (JUNIOR; BARCHA, 2003).

Ossificagcao é a formagao de osso verdadeiro por deposi¢cao de sais de
calcio em uma matriz ostedide. A calcificacédo refere-se ao depdsito de sais de
calcio em qualquer tecido. A sequéncia da formacdo éssea consiste em
osteoblastos que originam o tecido ostedide que é subsequentemente calcificado
sob a influéncia da enzima fosfatase alcalina (KONIG; LIEBICH, 2016). O
ambiente em que estabelece o tecido désseo determina se o tipo de ossificagcédo
€ endocondral ou intramembranosa sendo a vascularizagdo importante também
nessa fase (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b; HANKENSON et al., 2011).

A ossificagdo endocondral € aquela que procede a presenca de
cartilagem, é o que acontece durante o desenvolvimento fetal, onde toda a
cartilagem produzida é substituida por matriz 6ssea (KONIG; LIEBICH, 2016).
Ocorre a invasado por vasos sanguineos no ambiente avascular cartilaginoso
guiado por células condroclasticas com progenitores de osteoblastos que
desempenham deposi¢cdo de calcio nas ilhas de superficie da cartilagem
(HANKENSON ET AL., 2011). O centro de ossificagdo se desenvolve a partir de
um eixo médio no osso longo (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b).

Ja a ossificacdo intramembranosa, embora diferente também requer
vascularizagcdo (HANKENSON et al., 2011), tem sua constituigdo a partir de uma
membrana fibrosa, ou matriz, que € um infiltrado de ostedcitos. As camadas de
periosteo de cada lado do osso formam entdo um osso adicional. Como 0ssos

longos dos membros e grandes ossos chatos em animais adultos, que sao
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envoltos de o0sso compacto ou o0sso cortical e um nucleo 6ésseo esponjoso
(FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b). As lamelas do osso intramembranoso
possuem a mesma estrutura basica que de osso endocondral (JUNIOR;
BARCHA, 2003).

Reparagao 6ssea

A perda de continuidade 6ssea é chamada de fratura 6ssea (FRANDSON;
WILKE; DEE, 2009b). Imediatamente apds a lesdo, o volume do leito vascular
aumenta devido a vasodilatagao, essa hiperemia contribui para o edema, mas
também contribui com a formagao do coagulo que precede a formagéo do calo
6sseo temporario (HANKENSON et al., 2011).

Apesar do extravasamento de sangue nas extremidades que sofreram
injuria, segue-se por um periodo de hipoxia e necrose. O 0sso necrotico €
absorvido e a irrigagao é regularizada a medida que acontece a cicatrizagao
(HANKENSON et al., 2011). Quando o espago entre as bordas ésseas pos-
fratura € pequeno e ndo ha movimentagao entre elas acontece a cicatrizagéao
Ossea primaria, mas, quando as bordas estdo muito distantes ocorre a
cicatrizacdo Ossea secundaria, devido a maior movimentagéo 6ssea (KONIG;
LIEBICH, 2016).

Na reparagdo 0ssea, ocorre a angiogénese, que é a formacéo de novos
vasos locais a fim de nutrir e facilitar o transporte de nutrientes. A sua importancia
na regeneragao também se da por transporte a células precursoras 6sseas. A
angiogénese € regulada por fatores de crescimento, incluindo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (HANKENSON et al., 2011).

Os osteoblastos presentes na superficie do 0sso, no periésteo e enddsteo
alinham as cavidades da medula e dividem de forma rapida os canais
haversianos produzindo uma enorme quantidade de tecido ostedide chamado
calo 6sseo (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b). O tecido ostedide preenche o
espacgo entre as extremidades Osseas e a cavidade medular, envolvendo as
extremidades do osso e formando uma ponte que geralmente impede o
movimento entre os segmentos (FRANDSON; WILKE; DEE, 2009b).
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O calo inicial € maleavel, constituido de tecido conectivo fibroso que sofre
calcificacdo e reorganizagdo originando osso compacto (KONIG; LIEBICH,
2016), sendo o tecido 6sseo continuamente remodelado através da acgao e
funcdo dos osteoblastos, que orquestram a reabsor¢cdo e deposicao Ossea
(SILVA et al., 2015).

Se o processo de cicatrizagdo ndo é normal ou é interrompido acontecem
condicbes patologicas da consolidacdo (HANKENSON et al.,, 2011). Sendo
assim, a regularizagdo na circulagcdo e microcirculagdo sdo de extrema

importancia para todo o processo de reparagao (Saifzadeh et al., 2009).

Enxertos 6sseos

Os enxertos séo tecidos extraidos e transportados para outras regides,
podendo ser utilizados em receptores diferentes dos doadores ou até mesmo
entre o mesmo doador e receptor, com a intencdo de auxilio em reparagéo
tecidual. Os diversos enxertos 6sseos antes eram utilizados com a funcao de
estabilizacdo 6ssea, mas, apods estudos, observou-se sua capacidade de
estimulacdo a cicatrizacdo em resposta a injuria sofrida (MARTINEZ; WALKER,
1999).

Conhecer a definicao de enxertos 6sseos € necessario para entender as
fungdes, indicagdes, contraindicagdes e fungdo bioldgica de varios tipos de
enxertos 0sseos. Esses enxertos sdo nomeados de acordo com a sua origem e
composi¢ao (FRIEDLAENDER, 1987).

O enxerto autégeno (autoenxerto) € um tecido coletado do doador
e implantado no local receptor no mesmo individuo. Algumas caracteristicas
deste tipo de enxerto sdo histocompatibilidade com o sistema imunoldgico do
hospedeiro e baixo risco de transmissdao de doengas. O enxerto alégeno
(aloenxerto) é aquele em que um tecido é transplantado de um individuo para
outro da mesma espécie. J& o xenoenxerto (xenogénico) é um tecido
transplantado entre individuos de diferentes espécies (MARTINEZ; WALKER,
1999).
Os enxertos esponjosos consistem em osso trabecular altamente celular

que é colhido nas cavidades medulares associadas a regides metafisarias de
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0ssos longos. Esses enxertos estimulam a cicatrizacdo 6ssea, mas néao
fornecem suporte mecanico ou estrutural imediato para o 0sso
(FRIEDLAENDER, 1987; MARTINEZ; WALKER, 1999).

Os enxertos corticais consistem em osso cortical externo denso que
fornece suporte estrutural, bem como “andaimes” para o crescimento de novo
osso. Os enxertos corticoesponjosos sdo uma mistura de osso cortical e
esponjoso. Enxertos compostos sdo uma combinacgéo de 0sso esponjoso fresco
usado com aloimplantes preservados. Os enxertos osteocondrais incluem
cartilagem articular e osso. O enxerto fresco € colhido no momento do uso e o
enxerto preservado € colhido antes de ser utilizado, sendo esterilizado e
armazenado. Os métodos de esterilizagdo mais utilizados incluem a esterilizacéao
quimica com oOxido de etileno, congelamento e irradiacdo (FRIEDLAENDER,
1987).

Os enxertos vascularizados sao colhidos com vasos sanguineos intactos
e sao anastomosados no local do receptor. Com um enxerto livre, o suprimento
de sangue nao estad mais intacto e ocorre vascularizagdo, com a angiogénese
originada no local do hospedeiro (MARTINEZ; WALKER, 1999).

Enxerto omental

As pesquisas sobre a biologia do osso buscando coadjuvantes da
osteogénese levou ao desenvolvimento de uma variedade de produtos feitos
para estimular e promover os fatores bioldgicos necessarios para a consolidagao
(FOSTER et al., 2009), mas a disponibilidade e custo de alguns tornam seu uso
quase impossivel. Sendo assim, desenvolver um material biodegradavel, de
baixo custo e disponivel que possa promover a cicatrizagdo 0ssea € de suma
importancia, portanto o omento tem sido bastante estudado em todo mundo
(NNAJI; NWAKUCHE, 2015).

O omento maior € um érgéao rico em vasos e plexo linfatico, tendo como
funcdo a protecdo dos o6rgdos da cavidade abdominal. Durante anos,
profissionais utilizaram este tecido tentando promover a reconstituicdo e
protecado de outros tecidos ou 6rgaos (MORAN; PANJE, 1987). Este tecido &

estudado desde o século XIX e a partir do século XX outras pesquisas de
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diversas especialidades tém sido realizadas no meio extraperitoneal (CLARO
JUNIOR et al., 2014). O omento maior tem sido utilizado como produto na
estimulacao da cicatrizagao 6ssea (OLOUMI et al., 2006), ja que apresenta uma
fungdo imunologica de liberacdo de células de defesa, além de localizar e
restringir infecgdes, aderindo ao foco da inflamacao (PLATELL et al., 2000).

Para utilizagdo do omento em regides extra peritoneais, ha a necessidade
de realizagdo da laparotomia, o que pode ser limitante, além de submeter o
paciente a outro procedimento cirurgico (KOS et al., 2006). Puma et al. (2003)
preconizaram o uso da laparoscopia para casos em que o paciente esteja
debilitado, diminuindo assim o trauma cirurgico.

Alguns estudos de Nnaji e Nwakuche (2015) mostraram que o uso de
retalho omental pode desempenhar um papel importante na cicatrizagao 6ssea
de cabras anas da Africa Ocidental, acelerando a osteogénese. O tecido pode
ainda ser utilizado em conjunto com outros materiais como os substitutos do
enxerto 0sseo sintético, como forma de melhorar a formagao de tecido ésseo e
o reparo de defeitos 6sseos (Sotoudeh et al., 2012).

O omento tem propriedade angiogénica, atividade anti-inflamatéria e
sintese de colageno. A angiogénese é mediada pelo fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF) assim como fator de crescimento transformador beta-
1 (TGF —b1) resultando em produgdo abundante de colageno (OLOUMI et al.,
2006). Porém, o principal fator angiogénico produzido pelo omento € o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), sendo o tecido com maior
concentragao e secregao dessa substancia em modelos experimentais (STREET
et al., 2002; ZHANG et al., 1997).

O enxerto livre de omento maior tem sido utilizado em tratamento de
osteoradionecrose mandibular e reconstrugdo, promovendo cicatrizagdo,
angiogénese e analgesia em medicina humana (MORAN; PANJE, 1987);
tratamento para osteomielite cronica (AZUMA et al., 1976); recobrimento pds-
anastomose intestinal extraperitoneal em ratos (PIERIE et al., 2000);
reconstrugao pos-lesées de cabeca e pescoco em humanos (PANJE; PITCOCK;
VARGISH, 1989).
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste estudo estdo de acordo com os
principios éticos na experimentagdo animal conforme regulamentagdes do
Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) —

Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o numero de protocolo 081/17.

Animais

O experimento foi realizado utilizando seis ovinos, fémeas, adultas, sem
raca definida, com peso médio de 54,4 + 8,8 kg, em condi¢des de higidez fisica
e osteoarticular ao exame clinico, provenientes da Fazenda Experimental Capim
Branco — UFU. Durante o estudo, foram mantidos em piquete de 200 m? no
Hospital Veterinario - UFU, receberam agua tratada ad libitum, feno de coast
cross, silagem de milho e sal mineral. Apds duas semanas de adaptacao, os
animais foram submetidos a avaliagdo hematoldgica, coproparasitologica e
citologica vaginal prévias ao estudo.

A analise citoldgica vaginal foi realizada para identificagao da fase do ciclo
estral com objetivo de padronizagdo dos animais e diminuicdo de interferéncia
hormonal no processo de reparagao 6ssea, uma vez que o estradiol participa do
processo de ossificagcdo. Todas as ovelhas foram avaliadas em um mesmo
momento, com conten¢gdo manual dos animais para garantir seguranca e facilitar
a coleta. O material foi coletado por meio de um swab estéril introduzido na
vagina, realizando movimentos circulares para obtencdo de muco e células
epiteliais. Em seguida, o conteudo coletado foi espalhado em laminas de vidro
limpas, formando um esfregagco uniforme. As laminas foram imediatamente
fixadas com alcool absoluto por 10 minutos e, apds a secagem, submetidas a
coloracao pelo método pandtico rapido. A analise microscopica foi realizada em
microscopio Optico, observando-se a morfologia celular, presenca de muco e
células inflamatérias. A avaliagdo citoldgica revelou predominio de células

epiteliais superficiais anucleadas ou com nucleo picnético, com auséncia de
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células inflamatdrias, indicando que todas as ovelhas se encontravam na fase
de estro.

Os grupos, tratado e controle, foram compostos pelos mesmos animais (n
=6), sendo o membro pélvico esquerdo destinado ao Grupo Tratado e o membro

pélvico direito ao Grupo Controle.

Procedimentos cirurgicos

Apos 16 horas de jejum alimentar e 12 horas de jejum hidrico, os animais
foram submetidos a tricotomia e antissepsia na face medial da tibia em toda sua
extensao e regiao abdominal ventrolateral direita.

Os animais foram submetidos a protocolo anestésico, realizando-se
medicagédo pré-anestésica com acepromazina 0,1 mg/kg, via intramuscular e,
ap6s 10 minutos, a indugdo com cloridrato de cetamina 2,0 mg/kg e cloridrato
xilazina 0,05 mg/kg, ambas por via intravenosa. A manutengao anestésica foi

realizada com isofluorano 2% em circuito aberto, apds intubagao orotraqueal.

Osteotomia unicortical da tibia

Os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo, para
realizacao das osteotomias dos membros tratado e controle, bem como da
laparotomia ventrolateral do flanco direito. Foram utilizadas as faces mediais das
tibias direita e esquerda.

Realizou-se incisdo curvilinea de pele e subcutaneo na face medial da
metafise proximal da tibia de aproximadamente dois centimetros (cm). A incisdo
foi procedida ventralmente a borda articular proximal da tibia e caudalmente a
tuberosidade da crista tibial, para realizagdo do acesso cortical. Nesta regiao
efetuou-se a osteotomia unicortical utilizando miniperfuratriz com fresa 6ssea
(BRD®) redonda de seis milimetros (mm) de diédmetro, introduzida até alcangar
regiao esponjosa 0ssea, sob irrigacdo com solugao salina estéril (Figura 1). As
regides osteotomizadas receberam, posteriormente, limpeza com solucéo salina

estéril, para remogédo de pequenos fragmentos dsseos, prévia a aplicagdo do
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enxerto no membro pélvico esquerdo e sintese de subcutdneo com o fio

poliglactina (Vicryl) 3-0 e da pele com nylon 2-0, no padrao colchoeiro.

¢ el
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Figura 1. Campo cirargico expondo a regido de face medial da metafise proximal da tibia apds
osteotomia unicortical por escariacdo com fresa seis mm de diametro, obtendo a falha
6ssea planejada neste experimento.

Laparotomia e enxerto omental

Para obtencao do enxerto de omento maior, foi realizada laparotomia de
aproximadamente seis cm na regido ventrolateral do flanco direito, 15 cm ventral
ao processo transverso das vertebras lombares e quatro cm caudal a 13° costela.
Apds o acesso a cavidade, identificacdo e exteriorizacdo do omento maior,
coletou-se um fragmento de 3,0 x 3,0 cm? para o recobrimento da osteotomia no
membro pélvico esquerdo, do grupo tratado (Figura 2). O membro pélvico direito
foi utilizado como controle ndo sendo recoberto por enxerto, apds a osteotomia.

Apos a coleta do fragmento de omento maior, que foi mantido envolto em
gaze embebida em solugdo salina estéril, transportado diretamente até sua
aplicacao sobre a regiao osteotomizada do membro pélvico esquerdo, onde o
enxerto foi aplicado diretamente sobre a superficie cortical, sem ancoragem em
tecidos adjacentes, realizando-se a rafia dos planos nas incisbes dos membros,

conforme descrito acima.
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Figura 2. Campo cirurgico expondo a regido de face medial da metafise proximal da tibia
esquerda apds recobrimento da falha 6ssea de 6 mm de didmetro com enxerto omental
autogeno livre.

O fechamento da cavidade abdominal iniciou-se pela aposigao do
peritdnio juntamente com o musculo transverso do abdome, utilizando-se fio
absorvivel poliglactina (Vicryl) 2-0 no padrao de sutura simples continuo. Em
seguida, realizou-se a sutura das camadas musculares: obliquo interno e obliquo
externo do abdome em um unico plano de sutura, utilizando fio absorvivel
poliglactina (Vicryl) 2-0 no padrdo simples continuo. O plano subcutaneo foi
suturado com fio absorvivel poliglactina (Vicryl) 3-0 em padrao simples continuo
e a pele foi suturada com fio ndo absorvivel nylon 2-0 em padrao Reverdin.

Os animais receberam acompanhamento pds-operatério durante todo o
experimento. Foram submetidos a antibioticoterapia com ceftiofur sédico 2,2
mg/kg, a cada 24 horas, via intravenosa, por 10 dias. A terapia analgésica e
antiinflamatadria foi realizada com cetoprofeno 3,0 mg/kg, a cada 12 horas, via
intravenosa, durante cinco dias. A higienizacdo das feridas cirurgicas foi
executada com solucdo de iodopolividona 1%, até a retirada dos pontos com 10

dias.
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Analise radiografica

O processo de reparacdo 6ssea foi acompanhado através de exame
radiografico dos membros tratado e controle nos dias zero, 15, 30, 45 e 60 pos-
operatorio, na projecao mediolateral. Utilizou-se a técnica de voltagem de 45,0
(kV), distancia de 1,0 m foco filme e 0,12 segundos de exposi¢cao, com o aparelho
Kodak MXG/Plus ®.

A analise das imagens radiograficas foi realizada com base na
observacdo do preenchimento das areas radioluscentes indicativas da
osteotomia (Figura 3). Com auxilio de software de imagem AUTOCAD®, a partir
da borda das areas osteotomizadas, nas imagens salvas em modelo digital JPG,
mensurou-se o didametro da area em seu maior eixo, observou-se a
radioluscéncia circular, indicando a regiao osteotomizada de 6 mm, bem como o
aumento da radiopacidade em borda e diminuicdo ou manutencao de definicao
do contorno da area osteotomizada.

Apo6s a tabulacdo dos dados, foi desenvolvida a comparacdo dos
resultados entre os grupos controle e tratado, com relagdo a mensuracao da area

radioluscente por dias de avaliacao radiografica.

Figura 3. Exame radiografico da regido proximal da tibia esquerda de ovino, em projecao
mediolateral do grupo tratado. A - area radioluscente circular, indicando regiao
osteotomizada de 6 mm de didametro, com borda éssea bem definida no dia zero; B -

area radioluscente circular, indicando regido osteotomizada de 6 mm, com
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radiopacidade em borda e diminuicdo de definicdo do contorno, aos 60 dias pos-

operatorios.

Biopsia 6ssea

Para realizagdo das coletas, os animais foram submetidos ao
mesmo protocolo anestésico utilizado na elaboragao das osteotomias.

As biopsias foram efetuadas através de acesso cirurgico na face medial
do tergo diafisario proximal da tibia, guiados por exame radiografico prévio, para
identificagdo do sitio das lesbes Osseas.

As ostectomias foram promovidas com miniperfuratriz sob irrigagcao de
solucao salina estéril, coletando-se um fragmento 6sseo de aproximadamente
1,0 x 1,0 cm? e conservados em frascos individuais, contendo formol a 10%, por
24 horas e fixado posteriormente em solugéo de alcool 70%.

As amostras foram descalcificadas em solugdo aquosa de acido nitrico
70%, trocada a cada trés horas durante quatro dias. Apds a descalcificagao as
amostras foram enxaguadas em agua destilada, desidratadas, diafanizadas e
incluidas em parafina, segundo técnicas de rotina.

Foram confeccionadas duas laminas para cada amostra, totalizando 24
ldminas, com cortes longitudinais de cinco micrémetros de espessura, e 60
micrédmetros entre si. Metade das amostras foram coradas por hematoxilina e

eosina e a outra parte por tricromico de Gomori.

Analise histologica

A analise histolégica das amostras coletadas através de bidpsia déssea
aos 60 dias pos-operatorio foi conduzida de forma descritiva por intermédio de
verificagdo em microscopio Olympus BX 402. Foram coradas, a principio, em
hematoxilina eosina para verificagdo da presenca de tecido ésseo neoformado.
Posteriormente, utilizou-se as laminas coradas com Tricrémio de Gomori, para

melhor reconhecimento das estruturas celulares presentes na falha éssea.
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Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism® versao
5.0. Os dados quantitativos (medidas 6sseas) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), apds a conferéncia de sua normalidade. O pds-teste de
Tukey foi utilizado para interpretagao entre os grupos experimentais, sendo o

nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

Animais - Avaliagao clinica

Nao se verificou complicagcdes procedentes da laparotomia nos animais
manejados no estudo. Ao longo da totalidade do experimento, os animais foram
avaliados manifestando normoquesia, normofagia, normodipsia e
comportamento dentro da normalidade.

Nos membros tratados, constatou-se aumento de volume com
consisténcia firme e sensibilidade dolorosa sobre a regido de osteotomia, no
quinto dia pds-cirurgico, em contraste com os membros controles que néao
manifestaram alteracdes inflamatérias.

Os ovinos ndo demonstraram claudicagcdo e nao se observou nenhuma
conversao pos-cirurgica com a cicatrizagdo tegumentar aos dez dias de pos-

operatério, em todos os membros.

Analise radiografica

Foi possivel interpretar e mensurar o preenchimento 6sseo das areas
osteotomizadas a partir das imagens radiograficas obtidas nos dias zero, 15, 30,
45 e 60, com auxilio do software de imagens.

A partir da equiparagado entre os membros tratado e controle, em mm

diametro do maior eixo da area osteotomizada por momentos de avaliagao
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radiografica, observou-se diferenca estatistica (p<0,0001) nos membros tratados
aos 60 dias, indicando a redugéo da area de injuria 6éssea tratada com enxerto

omental em relagdo aos membros controle (Figura 4).
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Figura 4. Diferencga significativa na mensuragéo radiografica das areas osteotomizadas entre
membros tratados e controle, nos distintos tempos pés-operatérios.

Analise histologica

A analise histolégica da regido submetida a osteotomia do membro
controle destacou a presencga de tecido conjuntivo compondo toda a lesao em
100% (6/6) das amostras, acompanhado por osso neoformado na zona limitrofe
da lesdo Ossea. As laminas referentes ao membro controle ndo evidenciaram
preenchimento integro da falha por tecido 6sseo recém-formado.

O fragmento biopsiado do membro tratado revelou preenchimento da
area osteotomizada por tecido conjuntivo em cerca de 83,33% (5/6) de sua
extensdo e auséncia deste em 16,66% (1/6). Visualizou-se osso neoformado nas
periferias em 66,66% (4/6), com preenchimento total da area por osso
neoformado em 33,33% (2/6) dos membros deste grupo. Foi possivel identificar
a presenca de tecido adiposo aderido ao peridosteo em um membro tratado
16,66% (1/6).

Tendo esta analise como referéncia foi possivel verificar a ocorréncia de
ossificagdo intramembranosa nos membros tratado e controle, visualizada

através da substituicdo do tecido conjuntivo por osso neoformado, caracterizado
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pela presencga de ostedcitos, detectados nas laminas coradas com Tricrébmico de

Gomori (Figura 5).
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R ¢
Figura 5. Imagem histologica da bidpsia Ossea. Area de transicdo da ossificacdo
intramembranosa e regido osteotomizada, corada por Tricrbmico de Gomori em

aumento 4X. Detectou-se centro de ossificagédo, reconhecido a partir da presenca de
ostedcitos, demonstrado na imagem por seta.
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DISCUSSAO

No presente estudo de pesquisa, apesar da utilizagdo de injuria éssea de
6mm, superior a de 5mm utilizada por Paretsis et al. (2016), pode-se observar
que em dois membros tratados houve a completa ossificagdo, sendo este, mais
um estudo utilizando modelos animais, avaliando tamanho do defeito ésseo e
substancias indutoras com fatores de crescimento (EINHORN, 1999) em ovinos.

O tempo de 60 dias pds-operatorios para confeccdo da bidpsia dssea,
neste estudo, foi descrito previamente por Paretsis et al. (2016), sendo
satisfatorio para se obter imagens com aumento da densidade éssea apés
realizacao de ostectomia na tibia de ovinos, peculiar de cicatrizagao éssea,
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expondo diferenca significativa entre os grupos aos 60 dias. Também se
observou que em caes, a neoformacgao 6ssea ja pode ser observada aos 56 dias
de acordo com Bigham-Sadegh et al. (2012).

Para Kos et al. (2006), o uso do omento tem desvantagens pelo fato de
ser um procedimento cirurgico que requer laparotomia. Apesar disso, ndo foram
identificadas complicagdes relacionadas a técnica cirurgica empregada neste
estudo.

Na avaliagdo clinica, constatou-se aumento de volume local e
sensibilidade dolorosa em regido cirurgica nos membros tratados, podendo
associar a ativagao do omento por contato com o tecido lesionado, levando a
expansao da sua area, assim como a producao e liberacdo dos fatores de
crescimento, angiogénese, fatores quimiotaticos e células progenitoras
favorecendo a cicatrizagao do tecido lesionado (BALTZER et al., 2015; LITBARG
et al., 2007). Apesar da ocorréncia desse processo inflamatério, ndo houve
reconhecimento de necrose constatado a partir da avaliagdo histolégica dos
membros tratados com enxerto, mostrando maior correlagdo com o emprego do
enxerto na forma livre sem anastomose (DOURADO, 2005).

Neste estudo, as imagens radiograficas foram realizadas visando a
obtencdo, mediante acompanhamento periddico, mensuragdes quinzenais das
areas osteotomizadas, investigando alteragcbes sugestivas de neoformacéo
O0ssea. Tendo em vista que, a analise radiografica constitui o método padréo para
verificacdo da densidade 6ssea (ARHIV, 2010), sendo esta técnica empregada
no presente estudo, demonstrando ser eficaz e de simples execucao.

Por meio da analise histologica aos 60 dias, apenas uma das amostras
apresentou omento afixado ao osso cortical, adjacente a regido submetida a
osteotomia, de modo distinto ao descrito na literatura. Estudos anteriores
relataram que coelhos submetidos a falha 6ssea e tratados com enxerto de
omento em um dos membros revelaram, apos 14 dias, formacéo de novos vasos
sanguineos e calo mole de grande volume, em comparagédo ao membro nao
tratado, sendo o omento modificado em tecido denso aderido a cortical 6ssea
(OLOUMI et al., 2006). Alem disso, o uso de omento livre autdégeno inserido
sobre a lesdo Ossea nao resultou em necrose e ainda potencializou a

cicatrizagao 6ssea, conforme observado em caes (SAIFZADEH et al., 2009).
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CONCLUSAO

Conclui-se, com base neste estudo, que o enxerto de omento autégeno
livre aplicado em tecido Osseo, apos osteotomia em ovinos, exerceu agao
adjuvante na regeneragcdo Ossea, estimulando e acelerando o0 processo
fisiolégico de reparo. Essa conclusdo € sustentada pelas analises radiograficas
e histologicas realizadas aos 60 dias pds-operatorios, indicando que se trata de

um modelo promissor, passivel de investigacdo em estudos futuros.
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