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RESUMO

O uso do omento vem sendo utilizado como estrutura de reparo tecidual desde o
século XIX e a partir do século XX tem sido descrito, em meio extraperitoneal, para o
tratamento de diversas afec¢des em varias especialidades cirurgicas, inclusive no
reparo de fraturas 6sseas.O objetivo deste trabalho é compreender a influéncia do
enxerto omental extraperitoneal no tratamento de lesdes Osseas induzidas
experimentalmente em coelhos com foco nas transformagdes estruturais, anatémicas,
do retalho de omentotranslocado e fixado em lesdo éssea e avaliar seu potencial de
metaplasia neste meio. Inicialmente este trabalho foi submetido ao Comité de Etica
na Utilizagdo de Animais (CEUA) sob numero de protocolo 076/16. Foram utilizados
32 coelhos adultos, machos da raga Nova Zelandia, os animais foram divididos em
dois grupos com 16 animais cada, sendo Gl (controle) e GlI (tratamento). Todos os
animais (Gl e GllI) foram submetidos a criagao de lesdo 6ssea de 01 cm no radio direito
e a celiotomia para remogao do fragmento do omento maior para o enxerto, porém,
somente o GIl (recebeu o enxerto omental). O acompanhamento do reparo das
fraturas deu-se através da avaliagdo radiografica dos animais enxertados e nao-
enxertados nos diferentes tempos. O presente estudo mostrou que nao houve
diferenga estatistica entre o grupo tratado Gll e o controle Gl (p=0,2257). Contudo,
nota-se uma reducéo na area da fratura 6éssea apos 45 dias da indugao da fratura em
ambos os grupos (p<0,0001). O exame radiografico € uma excelente ferramenta no
acompanhamento do reparo de fraturas em animais de experimento.

Palavras-chaves: Consolidacdo de Fratura. Enxerto autégeno. Regeneracéo Ossea.

Tecido Osseo.



ABSTRACT

The use of omentum has been used as a tissue repair structure since the 19th century
and since the 20th century it has been described in the extraperitoneal environment
for the treatment of several conditions in several surgical specialties, including repair
of bone fractures. The objective of this work is to understand the influence of the
extraperitonealomental graft in the treatment of experimentally induced bone lesions
in rabbits focusing on the structural and anatomical changes of the
translocatedomentum flap and fixed in bone lesion and to evaluate its metaplastic
potential in this medium. Initially this work was submitted to the Committee on Ethics
in the Use of Animals (CEUA) under protocol number 076/16. Thirty-two male New
Zealand rabbits were used, the animals were divided into two groups with 16 animals
each, being Gl (control) and GlI (treatment). All animals (Gl and Gll) were submitted
to the creation of a bone lesion of 1 cm in the right radius and to the celiotomy to
remove the fragment of the major omentum for the graft, but only the Gll (received the
omental graft). The follow-up of fracture repair occurred through the radiographic
evaluation of grafted and non-grafted animals at different times. The present study
showed that there was no statistical difference between the treated group Gll and the
Gl control (p = 0.2257). However, a reduction in bone fracture area was observed 45
days after fracture induction in both groups (p <0.0001). Radiographic examination is
an excellent tool in the follow-up of fracture repair in experimental animals.

Keywords: Autogenous graft. Bone Regeneration. Bone Tissue. Fracture
Consolidation
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1. INTRODUCAO

O tecido 0sseo ¢é ativo e esta em constante remodelagéo, € capaz de suportar
partes moles do corpo, proteger os orgaos vitais, dar sustentagdo aos musculos,
armazenar ions, além de produzir células hematopoiéticas. E constituido de tecido
conjuntivo formado por células e material extracelular calcificado (STEVENS; LOWE,
2001; PORTINHO et al., 2008).

As fraturas sao as lesbes que mais acometem o sistema locomotor. Em
grande parte dos animais esta patologia esta associada a traumas, tombos e
acidentes automobilisticos (CLAES et al., 2012).

Varios fatores podem levar a processos de ndo unido e unido retardada,
como imobilizagdo inadequada, excesso de implantes, uso de material inadequado,
medicamentos e manejo incorreto no pos-operatério (BENNET, 1998;
SCHMAEDECKE et al., 2003).

A cicatrizacdo O6ssea ocorre subsequente a lesdo, com a liberagao de
mediadores, células inflamatérias e fatores de crescimento que irdo induzir o processo
da mitose juntamente com a diferenciacao celular e a formacao de novos vasos no
local (REDDI, 1998; FERREIRA et al., 2009).

Um dos métodos de tratamento utilizados em fraturas e suas complicacdes
sdo os enxertos (BRINKER et al., 1986). Eles sao utilizados como forma de tratamento
em processos patoléogicos de n&o unido o&ssea, pois apresentam fatores
osteoindutores e osteocondutores, 0 que os tornam importantes aliados no processo
de cicatrizagdo (JOHNSON, 2007; SALBEGO, 2010).

Alguns trabalhos vém sendo efetuados com a utilizagdo de omento como
enxerto em tratamento de lesdo 6ssea, devido a sua conhecida capacidade em induzir
a formagao de novos vasos e consequentemente acelerar o processo de cicatrizagcao
(OLOUMI et al., 2006; SAIFZADEH et al., 2009).

O emprego do omento maior como enxerto pediculado tem se mostrado
bastante importante na recuperagao de casos de nao unidao e unido dssea retarda no
Brasil. No entanto a sua utilizagdo como enxerto livre ainda ndo esta bem elucidada,
sendo assim, ha uma necessidade de estudos mais aprofundados visando um melhor
entendimento sobre a sua aplicabilidade em casos ortopédicos complicados

(SAIFZADEH et al., 2009).
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O exame radiografico € um importante aliado do Médico Veterinario no
diagnostico e acompanhamento de afecgdes ortopédicas. Ele é fundamental para que
seja tomada a decisdo quanto ao tipo de tratamento em cada caso especifico, como
por exemplo, classificacdo da fratura, melhor técnica e tipo correto de implante a ser
utilizado e no pds-operatério para acompanhar a formacédo do calo ésseo e a
recuperacéo funcional (EGGER apud SLATTER, 2007).

12



2. OBJETIVO

Avaliar através de analise radiografica a interferéncia do enxerto omental livre
autégeno sobre grandes falhas 6sseas criadas experimentalmente no tergo médio do

radio de coelhos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O Tecido Osseo

O osso assume fungdes vitais no organismo animal, serve como
armazenamento de fosforo e de, aproximadamente, 99% do calcio do corpo, sua
cavidade medular é o local de hematopoiese, e em individuos adultos armazenamento
de gordura, mantém a integridade estrutural do esqueleto e é essencial para manter
a locomogao e a protecao de 6rgaos vitais, serve como arcabougo para a origem e
insercdo dos musculos que o circundam e permite transmissao das cargas pelo eixo
de suporte do peso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; DYCE et al., 2004; FEITOSA,
2008; GRIFFON apud BOJRAB, 2014).

O tecido osso se compde basicamente de substancia mineral, na forma de
hidroxiapatita de calcio, e por colageno do tipo | numa substancia fundamental de
glicosaminoglicanos. A matriz colagenosa é conhecida como ostedide (essa matriz &
produzida pelo principal tipo celular do 0sso, o esteoblasto (uma célula que reveste as
superficies formadoras de tecido 6sseo. Mais tarde, essas células terminam
encarceradas no interior da matriz e passam a chamar-se osteécitos (JONES et al.,
2000).

Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode se apresentar como compacto, na
regido mais periférica dos ossos, denominada cortical, e esponjoso ou trabecular, com
rede de trabéculas contendo espacos intercomunicantes que abrigam a medula 6ssea
(figura 1). As superficies dsseas internas e externas s&o revestidas respectivamente
pelo enddsteo e periosteo. O peridsteo constitui membrana de grande importancia
para a integridade dos ossos (CORMACK, 2003; KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

14



Figura 1 — O tecido 6sseo e suas estruturas.
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Fonte: adaptado (KONIG; LIEBICH, 2016).

E sabido que um dos tecidos que mais se remodela & o tecido 6sseo. Tecido
este, conjuntivo especializado, vascularizado e dinamico, que se modifica ao longo de
toda a vida do individuo. Quando lesado, possui uma capacidade unica de
regeneragao e reparagdo sem a presencga de cicatrizes, mas em algumas situagoes
devido ao tamanho do defeito causado, o tecido 6sseo néo se regenera por completo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O sistema esquelético é dividido em esqueleto axial, que compreende cranio,
coluna vertebral, costelas e esterno, e o esqueleto apendicular, que é dividido em
membro anteriores, posteriores, ou seja, bragcos e pernas, respectivamente. Na
composicao do esqueleto d6sseo, existem quatro tipos de o0ssos, que sao
caracterizados como: longos (comprimento € maior que a largura e espessura), curtos
(comprimento é diferente da largura e espessura), planos (comprimento € diferente da
largura e maior que a espessura), irregulares (ndo possuem forma harménica, néo se
enquadrando em nenhum outro tipo de 0sso) e pneumatico (contém espacos de ar ou
seios). O sistema 6sseo constitui a maioria das estruturas no sistema esquelético, e o
esqueleto representa aproximadamente 20% do peso total corporal (HAMILL;
KNUTZEN, 2012).

15



Ainda de acordo com Hamill e Knutzen (2012), os ossos tem em sua
composi¢do uma matriz de sais inorganicos e colageno, que € encontrado em todo o
tecido conjuntivo. Os minerais calcio e fosfato, aliados ao colageno, constituem cerca
de 60 a 70% do tecido 6sseo e a agua constitui aproximadamente 25 a 30% do peso

0sseo.

3.2 Fraturas Osseas

O osso tem resisténcia a quebra similar a do ago médio. Porém, ele é elastico
e relativamente leve, representando 10% do peso corporal. Uma fratura ocorre quando
0 0SS0 € sujeito a forgas maiores do que seu limite de resisténcia, resultando em perda
de continuidade. Nessas situagdes, 0 papel dos cirurgides ortopédicos é diminuir as
fungdes biomecanicas do osso até que sua integridade funcional seja restabelecida
(GRIFFON apud BOJRAB, 2014).

As fraturas sdo descritas e classificadas de acordo com sua localizacao,
extensdo, diregdo, posigcdo e numero de linhas de fraturas e fragmentos 6sseos
resultantes. Cada regiao do esqueleto possui suas proprias caracteristicas de fratura
e, consequentemente, sistemas de classificacdo proprios. A fratura € inicialmente
classificada em completa ou incompleta. A fratura completa apresenta uma solucao
de continuidade em todo o diametro 6sseo e a fratura incompleta apresenta um
segmento da cortical intacto (ROGERS, 2002).

As fraturas ainda sao classificadas como fechadas/interna e ou
aberta/expostas. Na fratura fechada (figura 2a) pode haver pouco ou nenhum
movimento ou deslocamento dos ossos quebrados sem penetragdo no tecido
superficial. No entanto, na fratura exposta (figura 2b), ha deslocamento de
extremidades fraturadas com o osso penetrando nos tecidos que circundam o local,
inclusive na pele, que fica lacerada. Os dois tipos de fratura podem ser graves se nao
forem tratados adequadamente. Os sinais e sintomas sao deformidade, sensibilidade
pontual, edema e dor durante os movimentos ativos e passivos (EGGER apud
SLATTER, 1998; PRENTICE, 2012).

16



Figura 2 — Desenho representativo de fratura fechada e fratura exposta.
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Fonte: adaptado (MACHADO, 2014).

De acordo com Jones et al. (2000), ainda existem mais 6 tipos de fraturas:
fratura transversa (quando o trago de fratura atravessa o 0sso numa linha mais ou
menos reta); fratura cominutiva (quando existem muitas partes fraturadas); fraturas
impactada (raramente ocorre, mas neste tipo de fratura um fragmento ésseo se projeta
forcadamente para dentro de outro osso); fratura em galho verde (quando o peridsteo
permanece intacto e mantém no lugar as extremidades do osso); fratura por tensao
(quando o osso se encontra sob repetida tensdo, aumenta a atividade de
remodelagem — que possivelmente esta direcionada para o reparo das micro lesdes.
Quando a tensao continua, formam-se os calos periosteais e endosteais, que ajudam
a fortalecer o osso, ao mesmo tempo que ocorre a remodelagem ativa) e por ultimo,
fratura patoldgica (fratura que ocorre nao como resultado de qualquer traumatismo
pouco habitual, mas porque o osso sofreu debilitagdo precedente por alguma outra

moléstia, como exemplo cita-se a distrofia fibrosa, ou tumores 6sseos) (figura 3).
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Figura 3 — Variagdo dos tipos de fraturas demonstradas em osso longo.
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Fonte: adaptado (BIOSOM, 2017).

O diagnéstico clinico das fraturas baseia-se no histérico do trauma, na
dificuldade de movimentacao e na conformacao anormal do membro, na claudicagao
sem apoio durante a locomog¢ao, na presenca de crepitacdo e manifestacao de dor
durante o exame fisico. Para o diagndstico correto, devem ser feitas projegbes
radiograficas em diferentes posicionamentos (COSTA; SCHOSSLER, 2002).

3.3 Reparo das Fraturas

A regeneragdo Ossea representa uma série de eventos bioldgicos
orquestrados por um grande numero de mediadores e elementos celulares que levam
ao recrutamento, proliferacdo e difusdo de células (EINHORN; GERSTENFELD,
2014). A maioria das fraturas esqueléticas se consolidam em média durante 8
semanas sem grandes preocupagdes clinicas, salvo se ndo houverem fatores que
comprometam este restabelecimento tecidual, como neoplasias (MARSELL,;
EINHORN, 2011; SICCO; TASSO, 2017).

Convencionalmente, se a cura da fratura ndo for detectavel a 4 meses, a
fratura pode ser considerada como uma uniao tardia. Se a falha na consolidagéo da
fratura persistir por mais de 6 meses, ela pode ser considerada como nao
sindicalizada. O processo dindmico subjacente a cicatrizacdo 6ssea envolve as

interacdes celulares, citocinas e a matriz éssea, requerendo eventos reparadores,

18



consistindo em resposta inflamatoria precoce, formacao de calo forte e unido éssea
seguida de remodelacdo (GOMEZ-BARRENA et al., 2015).

O reparo do tecido 6sseo € dividido em duas fases: cicatrizacdo éssea
primaria, onde ocorre a inflamacédo, que tem duas subfases: vascular e celular,
progredindo com a formagao direta de osso no local da fratura; cicatrizacdo Ossea
secundaria, caracterizada por uma sucessao de estagios e pela formagdo do calo
0sseo intermediario antes da formagao do osso. Neste ultimo, o processo assemelha-
se com a cicatrizacdo de tecidos moles e é dividida em trés fases (inflamacéao,
reparagdo e remodelacdo). Cada uma dessas fases da cicatrizacdo tem
caracteristicas histoldgicas unicas, e cada uma delas pode ocorrer isoladamente ou
em concomitancia com outras para conseguir a unidao do osso (figura 4) (DUTTON,
2012; GRIFFON apud BOJRAB, 2014).

Figura 4 — Fases da Cicatrizacdo Ossea Secundaria.
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Legenda: (1) Fase Inflamatéria (mais intensa e mais curta da cicatrizagdo, em sequéncia o tecido é
comeca a ser preenchido por tecido de firmeza e resisténcia crescentes, eventualmente permitindo a
formacao do osso, o tecido de granulacdo); (2) Fase de Reparagao (é substituido por um calo fibroso
cartilaginoso); (3) Frase de Reparagao (que posteriormente se mineraliza, tornando-se um calo duro);
(4) Fase de Remodelagao (¢ a mais longa da cicatrizagdo, resultando em desaparecimento gradual
do calo). Fonte: adaptado ((GRIFFON apud BOJRAB, 2014).

Entre as interagbes bioldgicas mais importantes envolvidas no processo de
cicatrizagao 6ssea, a comunicagao cruzada entre o sistema esquelético e imunolégico
recebe grande atencdo, o suficiente para estabelecer um campo interdisciplinar

chamado osteoimmunologia. A modulagdo adequada da resposta inflamatoria que
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ocorre apos a lesdo tecidual pode ser considerada um importante regulador da
cascata de reparo 6sseo, levando a ativagdo, mobilizacdo e recrutamento de
osteoprogenitores para os locais lesados (GREENBLATT; SHIM, 2013).

As fases de recuperagdo necessitam das chamadas “moléculas
sinalizadoras”, que regulam a atividade e diferenciacdo das diversas células
envolvidas. Essas moléculas, basicamente sdo o fator de crescimento de
transformacao beta (TGF-B), proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF),
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), citocinas (interleucina-1, ou IL-1,
IL-6), fator de necrose tumoral (TNFa), metaloproteinases, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), e angiopoietina (DIMITRIOU et al., 2005).

Alguns fatores podem atrasar ou mesmo impedir a unido dos fragmentos
0sseos, como a severidade e a localizagdo da fratura, a natureza do suprimento
sanguineo para o 0sso, a extensdo da lesdo em tecidos moles, perda dssea, contato
com o ar e contaminacao, ou mesmo presencga de tumor. Outros fatores sistémicos
podem estar envolvidos, como alcoolismo, fumo, idade e diabetes (HADJIARGYROU
et al., 1998).

3.4 Omento/Epiplon

O omento ou epiplon € um 6rgado abdominal de que ha muito sdo conhecidas
as caracteristicas imunologicas e regenerativas que justificam o seu uso recorrente
em cirurgia. O 6rgdo em causa, € composto por trés componentes base: o omento
maior, 0 omento menor e a Bursa omental (HOSGOOD, 1990). O tecido é fonte de
células tronco onipotentes (células capazes de se diferenciarem em outros tipos
celulares de mesma origem embrionaria) e apresenta grande potencial angiogénicos
(CLARO-JUNIOR et al., 2014).

A utilizacdo do omento data de épocas remotas da civilizagao egipcia, esses
povos o0 usavam como fonte de pressagios durante o processo de embalsamento de
corpos humanos. Quanto a sua aplicagédo em procedimentos cirurgicos, pensa-se que
0 seu uso tenha surgido em 1829, quando De Lamballe, um cirurgidao do exército de
Napole&o, isolou perfuragdes intestinais com omento, diminuindo o risco de morte por

peritonite dos soldados (KOPPE et al., 2014).
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O omento é composto por 4 tipos de células: células endoteliais, que delimitam
0os abundantes vasos sanguineos omentais; aglomerados de células imunitarias,
particularmente macréfagos e linfécitos imaturos e maduros, denominados
vulgarmente por “milky spots”; adipdcitos, constituindo a maior parte das células
omentais; células mesenquimatosas, responsaveis pela producdo de fatores de
crescimento e transmissores relacionadas com a atividade de “policiamento” que o
omento executa no abdomen, pois estas reconhecem antigenos e providenciam a
resposta adequada a lesao ou infecdo (AGNER et al., 2001; KIERSZENBAUM, 2004).

Em cirurgia o omento tem diversas utilizagbes como em defeitos de
preenchimento, zonas de elevado risco de infegcao pds-operatoria, na reconstrucéo de
paredes tanto abdominal como toracica, particularmente quando ha risco de isquemia
(KOPPE et al., 2014; DIAS, 2016). Omentalizar consiste, portanto, em suturar pregas
de omento a 6rgdos ou estruturas especificas que se podem localizar em diversos
pontos do organismo, com o intuito de reabsorver secre¢gbes ou de acelerar a
revascularizacao e cicatrizagao (HOSGOOD, 1990).

Os estudos do epiplon, realizados principalmente nestes ultimos 50 anos,
tiveram como foco as suas caracteristicas anatbmicas, fisioldgicas, metabdlicas,
angiogénicas, imunogénicas, assim como particularidades moleculares. Varios
estudos se preocuparam, inclusive, em comparar as diferencas entre o tecido adiposo
do grande omento e do meio subcutaneo. Entretanto, ndo ha estudos comparativos
com foco nas propriedades adaptativas teciduais do grande omento no meio
extraperitoneal. Nao esta claro se o epiplon transposto, além de vascularizar o sitio
receptor e preencher defeitos, sofre uma metaplasia capaz de regenerar,
funcionalmente, estruturas danificadas, a partir de sua vasta concentracao de células
tronco, ou apenas um processo adaptativo mantendo o mesmo padréo tecidual e
funcional presente no meio intraperitoneal (KAMEI et al., 2010).

Estas informagbes sdo de grande importancia para se obter maior precisao
na indicacdo e na forma de utilizacdo e, ainda, melhorar a previsibilidade dos
resultados tardios e evolutivos das areas reparadas com esta estrutura. O
conhecimento das propriedades adaptativas do grande omento extraperitoneal pode,
ainda, servir de base para futuros estudos, em que esta estrutura podera ser utilizada
como arcabougo estrutural e meio de transporte para a regeneragéo tecidual e até
reconstrugao de novos orgaos (DHANASEKARAN et al., 2012).
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3.5 Fraturas em animais domésticos de companhia

Fraturas e ou traumas diversos podem ser observadas em todos os tipos de
0ss0, especificamente sobre os 0ssos radio e ulna, esses danos podem ocorrer de
forma conjunta ou individualmente (RUDD; WHITEHAIR, 1992).

Dentre os fatores que levam a danos désseos, os acidentes automobilisticos
sao os considerados mais incidentes, pois além dos danos aos sistema esquelético,
na sua grande maioria os animais acometidos sofrem politraumatismo, colaborando
com cerca de 13% do total de caes atendidos em hospitais norte americanos
(KALOTA,1980).

Além dos acidentes automobilisticos, outros acidentes podem acontecer em
caes animais de companhia domeésticos, como saltos de moveis, escadas, do colo do
proprietario, brigas entre coactantes por exemplo (MUIR, 1997).

Fraturas de radio e ulna em animais de pequeno, médio ou grande porte, na
maioria das vezes consolidam-se bem frente a um bom método de imobilizacao
(NUNAMAKER, 1985). Dentre os fatores que causam a nao consolidagcao e ou uniao
retardada a falta de fornecimento sanguineo seja o principal fator etiolégico. Estudos
em caes comprovam que a ma circulagao de radio em caes de diversos tamanhos
apresenta maior comprometimento de regeneracéao tecidual em fungédo de um menor
suprimento sanguineo, em especial na porcao distal deste osso (WELCH et al., 1997).
Além disso, Brianza et al. (2006) cita que a ndo unido ou unido retardada pode se dar
pelas diferencas morfométricas entre os dois ossos. Fundamentando a predisposig¢ao

das racas pequenas em desenvolver solugdes de continuidade dos ossos em questao.

3.6 Raio X e Fraturas Osseas

Os raios X foram descobertos por Wilhelm Konrad von Rontgen, em 1895, e
ha relatos da sua utilizagdo em medicina veterinaria desde 1896. A radiografia € um
registro fotografico visivel produzido pela passagem dos raios X através de um objeto
que é registrado em uma pelicula radiografica (CARTER, 1995).

Este método de diagndstico tem sido aplicado de forma essencial na medicina
veterinaria, uma vez que o animal ndo se comunica para explicar a enfermidade que

0 acomete, diante disso, 0 médico veterinario precisa de evidéncias para fornecer um
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diagnostico preciso e consequentemente instituir o melhor tratamento (DRUMOND,
2012).

Ainda de acordo com Godoy et al. (2010) e Drumond (2012), a radiologia é
um dos exames mais solicitados dentro da clinica médica e cirurgica na medicina
veterinaria, este exame permite a visualizagdo de estruturas nao visiveis a olho nu,
podendo ser utilizado na identificagdo de corpos estranhos, no diagnostico de fraturas,
presenca de neoplasias, conformagao anatémica dos tecidos, definigdo de quantidade
fetos na gestacao entre outros.

Antigamente, os aparelhos de raio-x eram restritos a hospitais de grande porte
e ou hospitais veterinarios universitarios, porém, atualmente, as clinicas veterinarias
particulares vém cada mais empregando esse instrumento de diagnostico em seus
estabelecimentos em fung¢ao da alta demanda de casos que necessitam desta opgao
de diagnéstico. Com o objetivo de aumentar cada vez mais a praticidade, muitos
equipamentos ja sdo construidos visando a sua area de atuagao, como os aparelhos
portateis, aplicados comumente na clinica de grandes animais, uma vez que
transportar o animal de grande porte oferece extrema dificuldade (FARROW, 2006).

O monitoramento do reparo 6sseo em fraturas experimentais, com o objetivo
de investigar novas técnicas de tratamento de fraturas, € usualmente realizado por
meio de procedimento radiografico. Esta analise permite a visualizagéo bidimensional
da estrutura tridimensional do tecido de reparo 6sseo, possibilitando o entendimento
das alteragdes no tecido 6sseo (MILANETTI et al., 2011).

Farrow (2006), considera que o radiologista enfrenta um dilema no paciente
traumatizado, tratando-se do correto reconhecimento da fratura. Embora isso pareca
simples, requer que o profissional tenha um detalhado conhecimento anatémico da
regido para nao confundir variagcbes anatdbmicas normais ou superposi¢cao de outras

patologias com a lesao traumatica
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4. MATERIAL E METODOS

Inicialmente este trabalho foi submetido ao Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e aprovado sob

numero de protocolo 076/16 (anexo ).

4.1 Analise Estatistica

Foram utilizadas como medidas resumos a média, a mediana e o desvio-
padrdao, minimo e maximo para apontar as variabilidades da reducao das falhas
osseas. No estudo utilizou-se a analise de variancia (ANOVA). Para confirmagéo da
diferenca significante entre os grupos, foram realizadas compara¢ées multiplas
(comparacdes entre os dois grupos tratados e nao tratados em fungao do tempo e do
tratamento) pelo teste de ANOVA TWO WAY para identificagdo dos grupos com
diferengas entre si. Para todos os testes, o nivel de rejeigdo da hipotese de nulidade
foi 0,05 (nivel de significancia de 95%) de acordo com os padrdes para os estudos

bioldgicos.

4.2 Calculo da area das lesoes

No pdés-operatério imediato todos os animais de ambos os grupos tiveram
seus antebracos direitos radiografados na incidéncia latero-medial, na voltagem de
48,0 kV, distancia de 1,0 metro (foco filme) e 0,16 segundos de exposigao, sempre
com o mesmo aparelho de raio-X e filmes da marca Kodak MXG/Plus®.

O exame radiografico, com a mesma técnica, foi repetido aos 45 dias de pods
operatorio em todos os animais de ambos os grupos. Os filmes radiograficos foram
visualizados em negatoscépio e as imagens capturadas utilizando camera digital
modelo Cyber-shot, SONY, 6 mega pixels, zoom 6ptico de 3x, mantida em tripé ha
uma distancia constante de 10 cm foco/filme.

As fotos foram transferidas para uma planilha do software AutoCAD® 2016
(figura 5a), onde a area de lesdo no osso radio de cada individuo foi obtida em mm2.

Para tal utilizou-se a ferramenta Polyline, que consiste em delimitar manualmente todo
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o perimetro da falha 6ssea por visualizada na fotografia (figura 5b). Posteriormente a
area delimitada foi selecionada e executado um comando (LIST) na prépria planilha,
o qual efetuou o célculo da area (figura 5¢ e d). Para minimizar o erro a planilha
utilizada foi configurada especificamente para este fim, aplicando-se um fator de

corregao visando reduzir a discrepancia entre as fotos com imagens radiograficas.

Figura 5 - Imagens “print screen” do programa AutoCAD® 2016, mostrando as etapas

necessarias para a area (mmz2) da falha no osso radio de coelhos Nova Zelandia.

Specify next point or [Arc/CleselHal fuddth/Length/Undafidth] -
Specify next point or [Arc/CloserHal fuléth/Length/tndafildth] :
o :

S SCALELSTEDT LUFOLTLINE Layer: “0F°
(=) PUBLISHCOULATE tasce: Rodel spate
= AUTOPURLIEH Handle = 341
ﬂ:uﬁu!’.mu..‘(u
LGHTLIST fonstast width 0. oom
wer [n539 |

Legenda: (A) Transferéncia da foto com a imagem radiografica para a planilha do AutoCAD; (B)
Delimitagdo da falha 6ssea com a ferramenta Polyline; (C) Sele¢do da area delimita (Azul) e comando
(LIST) para o calculo da area; (D) Resultado do calculo da area em mm2(quadro preto).
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4.3 Animais

Para realizacdo deste experimento, foram utilizados 32 coelhos adultos,
machos da raga Nova Zelandia, com massa corporal entre 3,0 kg a 4,0 kg,
provenientes de um criador particular de Uberaba, MG. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, recebendo agua e ragao ad libitum. Apos um periodo
de 45 dias de alojamento, utilizado para adaptacdo ao ambiente e socializagdo com
0s pesquisadores, eles foram submetidos a uma avaliagdo clinica, para descartar

patologias que pudessem comprometer o experimento.

4.4 Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em dois grupos com 16 animais cada (figura 7),
sendo o grupo | o controle e o grupo |l submetido ao tratamento com enxerto omental

livre autégeno.

Figura 6 — Fluxograma de distribuicdo dos grupos controle e tratamento.
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4.5 Procedimento Cirargico

Os animais foram submetidos a jejum de sdlidos e liquidos de duas e quatro
horas, respectivamente. Em seguida, anestesiados com a associagao cloridrato de
quetamina (50 mg/kg/IM), cloridrato de xilazina (10 mg/kg/IM) e acepromazina (01
mg/kg/IM) e bloqueio do plexo braquial direito com lidocaina (7mg/kg). Para analgesia
pré-operatoria foi administrado morfina (2,5mg/kg/SC), o anti-inflamatério cetoprofeno
(03 mg/Kg/IM). Para antibioticoterapia profilatica foi administrado enrofloxacino sddica
(10 mg/Kg/lV) 30 minutos antes da cirurgia.

Para realizagao da cirurgia, os animais foram posicionados em decubito
dorsal, realizou-se ampla tricotomia da regido abdominal ventral e no membro toracico
direito desde a articulagdo escapulo-umeral até a articulagédo radiocarpal, seguida de
anti-sepsia com solugéo alcodlica de Digliconato de Clorexidina 0,5%.

Todos os animais (tratados e nao tratados) foram submetidos a criagao de
lesdo 6ssea no radio direito e posteriormente a celiotomia, mesmo aqueles que nao
receberam o enxerto omental. Para tal foi realizada uma incisdo de pele e subcutaneo
com aproximadamente 03 cm na regido cranio medial no terco médio do antebraco
direito. Para acessar o 0sso, os musculos e tenddes foram afastados com auxilio de
pincas de backhaus. Apds a exposicao do radio, em seu ter¢co médio foi induzida uma
falha de 01 cm com um disco diamantado acoplado a uma perfuratriz elétrica, sob

constante irrigagdo com solucao de Ringer Lactato (figura 7a, b e c).
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Figura 7 — Procedimento de criagao de fratura do osso radio de coelho.

Legenda: (A) Incisdo de pele para acesso ao osso radio (B) Exposi¢cdo do osso radio do membro
anterior direito para criagdo de fratura induzida; (C) Marcacdo da area de fratura induzida de 01 cm no
osso radio do membro anterior direito; (C) Fratura induzida de 01 cm em osso radio do membro anterior
direito.

Imediatamente apds a inducéo da lesédo éssea procedeu-se a celiotomia para
obtencdo do enxerto omental. Foi realizada uma incisdo de pele, subcutaneo e
musculatura na regiao pré-umbilical da linha média abdominal, seguida de localizagao,
exteriorizagao e excisdao de um fragmento de 03 cm? do omento maior para o enxerto.
Nos animais nao tratados o omento foi apenas exteriorizado e reposicionado na
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cavidade, com o objetivo de se estabelecer uma morbidade semelhante entre todos
os individuos (tratados e nao tratados). A sintese de pele, subcutaneo e musculatura

apos a celiotomia foi realizada de maneira rotineira (figura 8a, b e c).

Figura 8 — Acesso, exposi¢ao e excisao de omento maior para confecgao de
enxerto omental livre.

& £

Legenda: (A) Incisao de pel;‘.(B) Exposigcdo de omento maior; (C) Exciséo de 3cm de omento maior.

O fragmento de omento foi imediatamente transplantado para o leito receptor
recobrindo a falha 6ssea do radio dos animais tratados. O enxerto omental foi fixado
juntamente com a musculatura adjacente, recobrindo a lesdo 6ssea por meio de
sutura simples interrompida com fio poligalactina 910 n° 3-0. O tecido subcutaneo e
pele foram suturados de maneira rotineira, padrao zig zag com fio poligalactina 910 n°

3-0 e padrao Wolf com fio nylon n° 3-0, respectivamente (figura 9a, b, c e d).
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Figura 9 — Preenchimento de falha éssea com enxerto omental livre.

Legenda: (A) Recobrimento da falha dssea do radio com enxerto omental livre; (B) Fixagdo do enxerto
omental livre junto da musculatura; (C) Término da fixagdo do enxerto omental junto a musculatura com
sutura do tipo simples interrompido; (D) Fechamento de pele com sutura do tipo Wolf.

4.6 Pés-operatorio

As feridas cirurgicas de pele foram higienizadas uma vez ao dia com gaze
embebida em solugao fisiolégica a 0,9%, e em seguida aplicagado tépica de rifamicina
spray por um periodo de sete dias ininterruptos a cada 24 horas. Para controle da dor
foi administrado o cloridrato de morfina (2,5 mg/kg/SC), a cada oito horas durante trés

dias, também foi administrado o antinflamatério cetoprofeno (03 mg/kg/SC), a cada 24
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horas, por trés dias e enroflaxacino sédica (10 mg/kg/SC), a cada 24 horas, pelo

periodo de cinco dias.

4.7 Avaliagao Radiografica

No pds-operatério imediato todos os animais de ambos os grupos tiveram
seus antebracgos direitos radiografados na incidéncia médio-lateral, na voltagem de
48,0 kV, distancia de 1,0 metro (foco filme) e 0,16 segundos de exposi¢cado, sempre
com o mesmo aparelho de raio X e fiimes da marca Kodak MXG/Plus®. O exame
radiografico, com a mesma técnica, foi repetido com 45 dias apds o procedimento

cirurgico para todos os animais de ambos o0s grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Optou-se por coelhos Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) neste estudo,
por ser uma das espécies mais utilizadas em pesquisas, inclusive nas de reparo 6sseo
experimental (LACRETA JUNIOR, 2010; SMOLEC et al., 2010; SOTOUDEH et al.,
2012). Além disso, € um animal de facil manejo, pequeno porte, baixo custo de
aquisicao e principalmente por apresentar uma regeneragdo O0ssea mais rapida,
quando comparado a outros modelos experimentais (LACRETA JUNIOR, 2010;
PEARCE et al., 2010).

O protocolo analgésico e anestésico utilizado para realizagdo da osteotomia
do radio nos animais do experimento mostrou-se seguro e eficiente durante todo o
periodo transoperatorio, conferindo seguranga durante todo o procedimento. As bases
farmacoldgicas e doses aqui empregadas, estdo de acordo com os critérios de
anestesia e analgesia de animais utilizados em protocolos experimentais da
Universidade de Sao Paulo (USP) (SEABRA et al., 2015).

Nas avaliagdes das imagens radiograficas e mensuragao da reducéo da area
de lesdo do tratamento aqui empregado com enxerto omental livre autégeno
calculados no dia 0 e aos 45 dias no reparo 6sseo do radio de coelhos observou-se
que quanto ao tratamento tanto para o Gl (controle) e Gll (tratamento), ndo houve
diferenga estatistica significativa (p=0,2257) respectivamente. No entanto, ambos os
grupos Gl e Gll apresentaram radiopacidade compativel com regeneragbes 0sseas
incompleta a completa da area osteotomizada em funcdo do tempo aos 45 dias,
demonstrando, portanto, diferencga estatistica significativa (p<0,0001) (figura 10).

O tamanho da falha 6ssea realizada neste experimento de 01 cm no radio de
coelhos esta de acordo com o tamanho da falha 6ssea praticado por Lacreta Junior et
al. (2010) também de 01 cm no mesmo 0sso € na mesma espécie. Na comparagao
entre os dois trabalhos, a diferenga € que no presente estudo houve a inclusdo do
enxerto omental, e no estudo mencionado houve somente a realizacdo da osteotomia
sem aplicagdo de nenhum tipo de enxerto. Mas ambos os trabalhos concordam que
houve reparo 6sseo em fungdo do tempo, sem a aplicacdo de materiais
osteoindutores.

32



Figura 10 — Avaliacdo radiografica da area osteotomizada nos animais tratados e n&o
tratados no dia 0 e 45. Os dados representam a médias + DP das medidas de area
(mm2) de 16 animais. *(p<0,0001), obtido pelo teste Two-way ANOVA.

*

404 * ‘

304

Area da fratura éssea (mm?)
(]
T

7 - T T
Controle (Dia 0) Controle (Dia 45) Tratado (Dia 0) Tratado (Dia 45)

Legenda: (DP) desvio padrao; (*) apresentam diferenca significativa em fun¢do do tempo obtido pelo
teste Two-way ANOVA (p<0,0001). N&o apresenta diferenca significativa em funcéo do tratamento pelo
teste Two-way ANOVA (p=0,2257).

De de acordo com Sadegh et al. (2013), ao trabalhar com diversos tipos de
enxertos 0sseos, inclusive enxerto omental livre autégeno, este considera que uma
série de fatores biolégicos e mecanicos podem estar relacionados com a n&o unido e
ou uniao retardada da fratura. Especificamente quanto a fatores mecéanicos, o mesmo
considera que o tipo de lesdo, o tamanho da area de lesao e o tipo de 0sso podem
interferir no processo de regeneragao 6ssea. Ao realizar uma fratura circular de 4mm
de didmetro em tibias de cdes o mesmo encontrou diferenca significativa (p<0,05) em
todos os tratamentos. No presente estudo, infere-se que os dados nao significativos
aqui observados em fungao do tratamento possam estar relacionados ao tamanho da
fratura realizada de 01 cm, o que nos faz deduzir e concordar que o tamanho da fratura
possa ter influenciado em um resultado n&o significativo como aqui apresentado.

Apesar dos resultados aqui apresentados nao terem sido significativos com o

uso do enxerto omental, varios estudos tém sido empregados para entender a
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dindmica e os beneficios deste material no reparo 6sseo de fraturas tanto em humanos
quanto em animais com resultados satisfatorios (OLOUMI et al., 2006; SMOLEC et
al., 2010; SOTOUDEH et al., 2012; BIGHAM-SADEGH et al., 2012; SADEGH et al.,
2013; CLARO JUNIOR et al., 2014; BALTZER et al., 2015).

Oloumi et al. (2006), testaram a agdo do enxerto omental livre autdgeno sobre
lesdes de 2mm de didmetro em tibias de coelhos, e observaram melhor evolugcido do
calo 6sseo e formagao de novos vasos nos animais tratados em comparagao ao grupo
ndo tratado. Resultado similar também foi encontrado no trabalho de Smolec et al.
(2010), demonstrando que a aplicagdo do enxerto omental autégeno sobre fraturas
criticas induzidas no radio de coelhos, favoreceu a formacédo de calo 6sseo nos
animais tratados. Ambos os trabalhos diferem do presente estudo no tamanho da area
da fratura e no tempo de avaliagdo. Mas concordam, no método de diagndstico (raio-
X) empregado para avaliagdo e mensuragao da consolidagéo dssea.

Sadegh et al. (2013), demonstrou em seu estudo com o uso de enxerto
omental autégeno que as vantagens desse tecido tém ligagao direta com a presenca
dos fatores de crescimento e os mediadores angiogénicos que sao liberados pelo
omento, principalmente as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), justificando
portanto, os resultados satisfatorios alcangados por Oloumi et al. (2006) e Smolec et
al. (2010).

Acredita-se ainda que o tratamento empregado no presente estudo pode ter
sido afetado pelo deslocamento do enxerto omental para dentro da falha dssea,
atuando como uma barreira fisica, impedindo o crescimento 6sseo, e favorecendo o
da les&o por tecido conjuntivo (DAHLIN et al., 1994; SCHORTINGHUIS et al., 2004),
o que favoreceria a diferenciacao de células mesenquimais presentes no omento, em
células com caracteristicas fibroblasticas, ao invés de células osteogénicas (HULTH,
1980; ASHHURST, 1986).

Nas (figuras 11 e 12) é possivel observarmos radiografias com projecoes
meédio-lateral do membro toracico operado, visualizando em ambos 0s grupos
formacao 6ssea completa ou incompleta apés 45 dias do procedimento, em ambos os
grupos Gl e GIll. Embora ndo se observe diferencas significativas em fungdo do
tratamento para os grupos, nota-se uma maior intensidade na radiopacidade nos
animais do grupo tratado, quando comparado ao grupo controle, o que é atribuido a

uma melhor mineralizagdo do osso neoformado neste grupo. Acreditamos que este
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fato se deva as propriedades regenerativas do omento devido grande quantidade de
fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), bem como da atividade
transformadora do fator de crescimento beta-1 (TGF-b1) dentro e ao redor de sua
estrutura, resultando em abundante produgao de colageno, material fundamental de

sustentagao para a maioria dos tecidos, inclusive para o osso (OLOUMI et al., 2006).

Figura 11 — Avaliagao Radiografica de dois animais do Gl (controle) ao dia O e aos 45

dias.

DIAO DIA 45

Legenda: (A,C) Radiografia em projegédo médio-lateral de osso radio direito demonstrando falha éssea
(osteotomia sem enxerto omental) de 01cm no dia 0 dos animais 12 e 19 respectivamente; (B) Imagem
com 45 dias de pds operatério demonstrando formagéo de calo 6sseo com ponte 6ssea entre os
fragmentos de fratura com neoformacgéao, reagédo de periéteo ainda com visualizagdo da falha dssea;
(D) Falha 6ssea mais evidente com discreta neoformagéo 6ssea e ragéo de peridsteo.
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Figura 12 — Avaliagdo Radiografica de dois animais do Gll (tratamento) ao dia 0 e aos
45 dias.

TN

DIA D DIA 45

Legenda: (A,C) Radiografia em projecdo médio-lateral de osso radio direito demonstrando falha 6ssea
(osteotomia com enxerto omental) de 01cm no dia 0 dos animais 08 e 33 respectivamente; (B) Imagem
com 45 dias de pds operatério demonstrando formagao de calo 6sseo, reagao de peridésteo ainda com
visualizagéo da falha 6ssea e falha dssea mais evidente (D).

Esta pesquisa concorda com as consideragées de Yang et al. (2002), ao
relatar que a radiografia € um método basico e eficiente para avaliar a cura de fraturas
Osseas, tanto em uso clinico quanto em estudos em animais, permitindo a visualizacao

da formagao de calo apds mineralizagao, densidade ou dimensdes ésseas.
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6. CONCLUSAO

Neste experimento, concluiu-se que o tratamento com enxerto omental

autégeno, nao demonstrou ser eficiente dentro da metodologia aplicada.
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Anexo | - Parecer de Aprovacdo da Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA).

@ Universidade Federal de Uberlandia
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-G
Comissao de Etica na Litilizacao de Animais (CELIA)
Rua Ceara, S/M - Bloco 2T, zala 113 = CEP 38405-315

Campus Umuarama = UberiAndia/MG = Ramal (WVolP) 3423;
e-mail:ceva@propp.ufu.br; www.comissoes. propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°® 142/16 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/MUFLU OTGME

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

Pesquisador Responsdvel: Francisco Cldudio Dantas Mota.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da reda¢ao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa deverd encaminhar para a CEUA um relatdrio final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS5: 0 CEUAUFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE

ANALISE E APROVACAO DA MESMA,

Uberlandia, 8 de julho de 2016.
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