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RESUMO

A cirurgia para preservacdo do membro ou Limb-sparing é uma técnica reconstrutiva
que envolve resseccdo da neoplasia 6ssea em bloco, associada ou ndo a artrodese da
articulacdo adjacente, com a fixacdo do enxerto 6sseo com placa ou haste intramedular
bloqueada. A utilizagdo de autoenxerto desvitalizado tem muitas vantagens quando
comparado aos aloimplantes, entre elas a diminuicdo da reacdo imunoldgica, auséncia
dos riscos de transmisséo de doengas, adequada conformacédo anatdmica e menor custo.
Dentre 0s meios utilizados para desvitalizacdo extracorpérea de autoenxerto cortical
6sseo, destaca-se o0 nitrogénio liquido, por manter as propriedades biomecanicas do 0sso
e promover a morte das células neoplasicas com apenas um ciclo de submersdo. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o nitrogénio liquido como método de
desvitalizacdo extracorpdrea de autoenxerto Osseo cortical diafisario de tibia em
ovelhas. Foram utilizados 12 animais, divididos em dois grupos com seis cada,
submetidos a osteotomia de um segmento dsseo de 7 cm, remoc¢do do peridsteo e
medula déssea e fixacdo do enxerto com placa de compressdo dindmica estreita e 8
parafusos corticais de 4,5 mm. No grupo controle (GC), o enxerto foi reimplantado logo
apos sua remocao. No grupo nitrogénio liquido (GNL), o enxerto foi desvitalizado em
nitrogénio liquido. Foram realizadas avalia¢des clinicas e radiograficas até o 180° dia de
pos-operatdrio. A taxa global de incorporacdo das interfaces enxerto/osso receptor foi
de 100% no GC, com um tempo médio de 75 dias, e de 91,67% no GNL, com tempo
médio de 84,54 dias, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. Com isso, €
possivel concluir que o nitrogénio liquido € um método adequado de desvitalizacdo
extracorporea de autoenxertos 0sseos corticais, ja que ndo interfere na taxa e no tempo
de incorporacao das interfaces.

Palavras-chave: enxerto dsseo, desvitalizacdo extracorpdrea, nitrogénio liquido, tibia,

ovelha.



ABSTRACT

The Limb-sparing surgery is a reconstructive technique that involves the bone
malignant tumor wide en bloc resection, associated or not with the adjacent articulation
arthrodesis, having the bone graft fixation performed by a plate or interlocking nail.
The use of devitalized autografts has many advantages when compared to allografts, as
the decrease of the immunological reaction, the lack of spreading diseases risks,
adequate anatomical conformation and lower costs. Within the utilized means to
devitalize cortical bone autograft, the liquid nitrogen stands out for maintaining the
biomechanical properties of the bone and to promote death of the tumor cells with just
one submersion cycle. The purpose of this study was to evaluate the liquid nitrogen as
an extracorporeal devitalization method of cortical diaphysis tibial sheep bone
autograft. Twelve animals were used, divided into two groups of six each, submitted to
osteotomy of a bone fragment of seven cm, removal of periosteum and bone marrow,
with posterior autograft fixation using a narrow dynamic compression plate with eight
cortical screws of 4,5 mm. On the control group (CG), the graft was reimplanted soon
after removal. On the liquid nitrogen group (LNG), the graft was devitalized on liquid
nitrogen. Clinical and radiographic evaluations were made until the 180" post-
operative day. The global incorporation rate of the graft / host bone interfaces was a
100% at the CG, with an average time of 75 days, and 91.67% at the LNG with an
average time of 84.54 days, having no statistical difference between the groups. It is
possible to conclude that the liquid nitrogen is an adequate extracorporeal
devitalization method of cortical bone autografts, since it has no interference on the
rate and time of the incorporation surfaces.

Keywords: bone graft, extracorporeal devitalization, liquid nitrogen, tibia, sheep.
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1 INTRODUCAO

Com avango do diagndstico por imagem, da quimioterapia adjuvante e das
técnicas operatorias, tem sido possivel o tratamento de neoplasias ¢sseas e de tecidos
moles visando & manutencdo funcional e duradoura do membro afetado (limb-sparing)
sem a necessidade de amputacdo. Normalmente, para a preservacdo do membro, séo
utilizadas préteses metalicas, aloimplantes, combinacdo de ambos, ou a substituicdo por
cimento 6sseo. A reconstrucdo bioldgica pode utilizar 0sso viavel ou ndo.

Biologicamente, a melhor fonte para a obtencdo desse material seria o préprio
animal, com a utilizacdo de enxerto autdgeno, porém essa manobra muitas vezes acaba
sendo preterida, pois aumenta a morbidade, a dor, os tempos cirurgico e anestésico e,
principalmente, ndo fornece volume suficiente para a reconstrucdo adequada de uma
grande falha dssea. Com isso, normalmente acaba sendo necessaria a utilizacdo de
aloimplantes preservados. Entretanto, existe o risco de reagdo imune ou transmissao de
doencas, aléem da necessidade da formacdo de um banco de 0ssos, 0 que aumenta 0S
custos e necessita de espaco apropriado.

Uma opcdo seria submeter o segmento 6sseo removido devido a presenca de
neoplasia a métodos fisicos de desvitalizacdo, eliminando definitivamente todas as
células neoplasicas, e mantendo apenas o arcabouco ésseo, visando a reconstrucédo
adequada do eixo 0sseo, sem a necessidade de manutencdo de banco de 0ssos ou a
utilizacdo de proéteses. Entre os metodos fisicos, cita-se a irradiacdo, a autoclavagem e a
pasteurizacdo, todos requerendo equipamentos especiais e/ou estrito controle de
temperatura, pois o calor pode causar o enfraquecimento e a perda da capacidade
indutora do 0sso.

Recentemente foi publicado um artigo no conceituado periédico The Journal of
Bone and Joint Surgery (British) descrevendo a utilizacdo, em 28 pacientes humanos,
do nitrogénio liqguido como meio de desvitalizacdo extracorporea do segmento 0sseo
neoplasico com posterior reinsercdao deste. Os resultados foram promissores, com taxa
de sucesso de aproximadamente 90%, e 0s autores sugeriram ser este um método
bastante simples e efetivo para a reconstrucdo bioldgica, sem chances de permanéncia

de células neoplasicas no segmento reinserido.
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Na medicina veterinaria, a autoclavagem ja foi utilizada, em um relato de caso,
como método de desvitalizacdo extracorpdrea de segmento 0sseo neoplasico. A
pasteurizacdo foi utilizada em alguns trabalhos veterinarios com resultados satisfatérios,
entretanto, ndo existem experimentos avaliando e comparando o nitrogénio liquido para
esse fim. O presente projeto foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o nitrogénio
liguido como método de desvitalizagdo extracorpOrea de autoenxerto Gsseo cortical
diafisario de tibia. Para isso, foram utilizadas ovelhas como modelo experimental, pois
além de ser uma espécie de facil manejo e criacdo, tém sido frequentemente utilizadas

para estudos de consolidacdo e incorporacdo 6ssea.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A amputacdo do membro em medicina veterinaria nem sempre é uma opgao
terapéutica em neoplasias 6sseas devido a doencas concomitantes, problemas
neuroldgicos ou pelo simples fato do proprietario ndo aceitar tal tratamento
(BURACCO et al., 2002).

Com o avango do diagndstico por imagem, da quimioterapia adjuvante e das
técnicas operatdrias tem sido possivel o tratamento de neoplasias Gsseas e de tecidos
moles visando a manutencdo funcional e duradoura do membro afetado sem a
necessidade de amputacdo (MORELLO et al., 2003). Normalmente, para a manutencao
do membro sdo utilizadas préteses metalicas (LIPTAK et al., 2006a; DAWE et al.,
2007), aloimplantes (MORELLO et al., 2001; LIPTAK et al., 2004), combinagdo de
ambos, ou a substituicdo por cimento ¢sseo.

Em geral, todas as técnicas de preservacdo do membro sdo procedimentos
cirurgicos delicados que requerem treinamento e habilidade, conhecimento das
potenciais complicacdes, dedicacdo do proprietario, animais cooperativos e doceis, e
boa relacéo entre o cirurgido, o oncologista e o proprietario (BURACCO et al., 2002).

Enxerto désseo, técnica de transplante de osso cortical ou esponjoso (HULSE &
JOHNSON, 2002), é um procedimento bem sedimentado na cirurgia ortopédica
veterinéria. E classificado pelo tipo de osso utilizado, sendo enxerto esponjoso, cortical
e cortico-esponjoso, e também de acordo com sua origem, havendo trés definigdes:
autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto (DENNY & BUTTERWORTH, 2006).

Enxertos e implantes 6sseos sdo amplamente utilizados em humanos e animais
para corrigir falhas 6sseas que ndo seriam passiveis de sintese mediante simples
aproximacao dos segmentos afetados (AMENDOLA, 2007). A diferenca entre os dois
termos estd no fato de que enxertos sdo praticados com material viavel ou vivo,
enquanto que implante esta relacionado com tecido ndo vivo ou ainda com material ndo
biolégico (STEVENSON, 1998; AMENDOLA, 2007).

Quanto a estrutura morfoldgica, o enxerto é dividido em: esponjoso, formado
por 0sso trabecular, poroso e de alta celularidade; cortical, 0sso compacto, denso e
relativamente acelular; e cortico-esponjoso, composto por ambos os tipos (SANTOS &
RAHAL, 2004).
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Ossos transplantados de um local a outro no mesmo animal sdo denominados
autégenos ou autoenxerto. Esses enxertos sdo histocompativeis com o sistema
imunolégico do hospedeiro e ndo causam rejeicdo (HULSE & JOHNSON, 2002). Ao
transplantar tecidos removidos de um animal a um individuo da mesma espécie,
denomina-se aloenxerto ou homoenxerto. J& o nhome xenoenxerto € utilizado quando
tecidos retirados de um paciente sdo transplantados a outro de espécie diferente
(DENNY & BUTTERWORTH, 2006).

O uso de banco de o0ssos corticais requer manutencdo periddica quanto a
esterilidade do implante conservado, coleta respeitando os principios de assepsia e uso
de animais livres de doencas contagiosas e neoplasicas (BURACCO et al., 2002;
ALIEVI et al., 2007), além de ndo ser ético e moralmente aceito em alguns paises
(BURACCO et al., 2002).

2.1 Funcéo dos enxertos e implantes 6sseos

Os materiais utilizados na enxertia 6Ossea podem atuar através de trés
mecanismos: osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. Os enxertos ndo contribuem
para a osteogénese, mas promovem osteoinducao e originam uma estrutura de suporte e
osteoconducdo (RAPPETI et al., 2007).

A osteogénese consiste na formacdo de osso pelas células que sobreviveram a
enxertia e inicia-se por volta de cinco dias apds a implantagdo. O enxerto esponjoso tem
grande potencial osteogénico por conter células quiescentes, células mesenquimais
indiferenciadas e osteoblastos ativos. Estima-se que apenas 10% das células desse tipo
de enxerto sobrevivam a transferéncia (SANTOS & RAHAL, 2004).

Osteoinducdo ocorre quando substdncias originarias do tecido &sseo
transplantado em forma de enxerto tém a capacidade de induzir células mesenquimais
do hospedeiro a se transformar em osteoblastos (SILVA et al., 2000).

A osteoconducdo é o processo tridimensional de intracrescimento dos capilares
em processo de brotamento, do tecido perivascular e das células osteoprogenitoras do
leito recipiente dentro da estrutura do implante ou enxerto (STEVENSON, 1998).
Enxertos corticais proporcionam suporte estrutural para osteoconducdo, pois possuem
rigidez e resisténcia adequadas, permitindo sua utilizacdo como uma placa de 0sso no
restabelecimento da continuidade 6ssea (DENNY & BUTTERWORTH, 2006).
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SILVA et al.(2000) citam que a incorporacdo do enxerto 6sseo compreende
cinco fases, sendo a primeira inflamatoria, com aumento de atividade osteoblastica. A
seguir, ha revascularizacdo do enxerto. Depois vem a osteoconduc¢do, que desempenha a
funcdo de arcabougco para o crescimento de vasos e de 0sso. Na sequéncia, a
osteoinducdo, em que células mesenquimais do hospedeiro sdo induzidas a se
transformar em osteoblastos. E, por fim, remodelacdo &ssea, caracterizada pela
formacéo e reabsorcéo continua de 0sso.

Os enxertos e implantes 6sseos funcionam como estrutura de sustentacdo de
peso quando estabilizados por meio de fixacdo interna, aplicados em grandes defeitos,
sejam eles resultantes de traumatismo ou da resseccdo em bloco de osso neoplasico
(STEVENSON 1998).

2.2 Preservagdo do membro (Limb-sparing)

Preservacdo do membro ou limb-sparing € um modo de cirurgia reconstrutiva
que envolve a resseccao tumoral em bloco e a reconstrucdo da coluna 6ssea, associada
ou ndo a artrodese da articulacdo adjacente (LIPTAK et al., 2006a; LIPTAK et al.,
2006b), com a fixagédo do enxerto dsseo atraves de uma placa (WATSON & LUCROY,
2002), haste intramedular bloqueada ou prétese (TSUCHIYA et al., 2005).

E uma técnica indicada para cdes que ndo sdo candidatos & amputacdo do
membro, como 0s de porte gigante, aqueles que desenvolveram afec¢cdes neurologicas,
osteoartrite severa, animais obesos ou simplesmente pelo fato de o proprietario
discordar de um método mais radical (WATSON & LUCROQY, 2002; LIPTAK et al.,
2004).

Esse procedimento € descrito para o terco distal do radio, proximal do Umero,
distal da tibia e proximal do fémur em cdes com osteossarcoma, mas 0s casos em que se
tem conseguido os melhores resultados sdo os de tumores do radio e da ulna. Isso se
deve em grande parte porgue a artrodese pancarpal é bem tolerada nos cées, enquanto a
artrodese nas articulagdes do ombro, joelho e tarso esta frequentemente associada a altas
taxas de complicacdes e a uma pobre funcdo locomotora do membro (LIPTAK et al.,
2004; LIPTAK et al., 2006a; LIPTAK et al., 2006b).

Devem-se escolher cuidadosamente os cdes a serem submetidos a técnica de

limb-sparing. O critério usado inclui animais com osteossarcoma restrito ao 0Sso
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(LIPTAK et al., 2004), em que o tumor envolve radiograficamente menos de 50% da
extensdo 0ssea, pacientes onde ndo ha sinais de metéstase e que tenham boas condicdes
de satide (WATSON & LUCROY, 2002).

2.3 Autoenxerto desvitalizado extracorporeamente

As técnicas de aloenxerto tém sido associadas a altas taxas de complicacdes,
como infecgéo, fratura, falha no implante e recorréncia do tumor. Isso ocorre tanto na
medicina, quanto na veterinaria. Como resultado, os cirurgides estdo buscando métodos
alternativos para reconstrugdo dos defeitos 0sseos, na tentativa de diminuir essas
complicaces, dentre eles a osteogénese por distracao utilizando fixador circular externo
e as técnicas de autoenxerto vascularizado, pasteurizado e esterilizado por irradiacdo
(LIPTAK et al., 2006a; LIPTAK et al., 2006b).

O uso de autoenxerto desvitalizado extracorporeamente ou 0SS0 autdégeno
reciclado, envolve a reimplantacdo do osso removido ap0s tratamento extracorpOreo
com calor (BOHM et al., 1998; BURACCO et al., 2002; MORELLO et al., 2003;
MANABE et al., 2004; KHATTAK et al., 2006; JEON et al., 2007a), congelamento
(YAMAMOTO et al., 2003; TSUCHIYA et al., 2004; TSUCHIYA et al., 2005;
SAKAYAMA et al., 2006; RAHMAN et al., 2009; TSUCHIYA et al. 2010) ou
irradiacido (BOHM & SCHERER, 1997; CHEN et al., 2002).

A utilizacdo de autoenxerto desvitalizado tem muitas vantagens quando
comparada aos aloimplantes, entre elas a diminuicdo da reacdo imunoldgica, a auséncia
dos riscos de transmisséo de doencas, 0 baixo custo, a facilidade de acesso (BURACCO
etal., 2002; YAMAMOTO et al., 2003; JEON et al., 2007a; TSUCHIYA et al., 2010) e
a adequada conformacdo anatdmica (JEON et al., 2007b; TSUCHIYA et al., 2010).

A utilizacdo de autoenxertos 0sseos desvitalizados extracorporeamente, deve
garantir, ndo apenas uma adequada margem de seguranca, mas a morte definitiva de
todas as células neoplasicas, sendo esta “conditio sine qua non” para esse método
(BOHM et al, 1998). Além disso, a técnica de desvitalizagdo extracorpdrea nio deve ser
utilizada em lesdes dsseas malignas destrutivas, e quando realizada em pacientes com
osteossarcoma estes devem passar por uma rigorosa selecdo (RAHMAN et al., 2009).

Conforme RAHMAN et al. (2009), as técnicas de desvitalizacdo extracorporeas

tém como desvantagens o fato de impedirem posterior analise histolégica das margens
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de seguranga do segmento “removido”, ja que este ¢ reimplantado. Segundo os autores
isso poderia interferir na escolha do protocolo quimioterapico mais adequado.

O nitrogénio liquido, cujo ponto de ebulicéo é a -196°C, atinge uma temperatura
mais baixa do que o uso de dxido nitroso (-89,7°C) e de didxido de carbono (-78,5°C),
portanto, pode levar a um congelamento mais profundo. Acredita-se que temperaturas
abaixo de -20°C causam a morte celular de mamiferos, por uma combinacéo de lesGes
intra e extracelulares, devido a distlrbios osméticos, eletroliticos e a formacdo de
cristais de gelo (PORGEL, 1993).

YAMAMOTO et al. (2003), em um estudo utilizando metatarsos de bovinos,
estabeleceram que o protocolo ideal, em relacdo a temperatura e ao tempo de preparacao
de autoenxertos dsseos desvitalizados, é de 20 minutos de imersdo em nitrogénio
liquido, seguida do descongelamento em temperatura ambiente de 20°C por 15 minutos
e imersdo em solucgéo salina 0,9% a 30°C por 15 minutos. Esse protocolo manteve a
estabilidade durante as mudancas de temperatura do autoenxerto, sem a ocorréncia de
fraturas. Quando o enxerto desvitalizado era colocado diretamente em solugdo salina
0,9%, os autores observaram a ocorréncia de fraturas pela fragilizacdo durante a brusca
troca de temperatura. Verificaram também que ndo existe perda da resisténcia do
autoenxerto apds o seu congelamento com nitrogénio liquido, e que um ciclo de
congelamento é suficiente para a morte das células neoplasicas.

TANZAWA et al. (2008) deixaram de usar 0sso autoclavado para reconstrucdo
de resseccOes tumorais, por conta da perda da forca dindmica do osso tratado com calor
alto (130°C). Passaram a utilizar a técnica de congelamento de autoenxerto por
nitrogénio liquido devido as suas vantagens, como simplicidade no manuseio,
osteinducdo, osteoconducdo, tempo curto de tratamento, preservacdo da matriz
cartilaginosa, ajuste adequado ao leito receptor, forca biomecénica suficiente, desejavel
reserva de 0sso e devido ao fato de ndo necessitar de uma formacéo de banco de 0ssos.

TSUCHIYA et al. (2005) desenvolveram, apds testes in vitro e in vivo, um
método de desvitalizacdo de autoenxerto 0sseo utilizando nitrogénio liquido. Os autores
testaram esse método em 28 pacientes humanos. A técnica utilizada consistia na excisao
em bloco do segmento désseo neoplasico, remogdo dos tecidos moles, curetagem do
tumor, incubacdo do segmento em nitrogénio liquido por 20 minutos, descongelamento
em temperatura ambiente por 15 minutos e em agua destilada por 10 minutos. Apds, 0

segmento desvitalizado era fixado ao seu leito original com placas metélicas, hastes
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intramedulares ou proteses. A funcdo do membro foi considerada excelente em 71,4%,
boa em 10,7%, regular em 10,7% e ruim em 7,1% dos pacientes. A unido dssea ocorreu
em média 6,7 meses ap0s a operacdo em 26 pacientes. Houve sete complicagdes, sendo
trés infeccbes profundas, duas fraturas e dois casos de recorréncia local, sendo todos
manejados com sucesso. Com isso, 0S autores sugeriram que esse método é simples e
efetivo para a reconstrucao bioldgica.

TSUCHIYA et al. (2004) obtiveram sucesso no transporte 6sseo de segmento
cortical desvitalizado com nitrogénio liquido experimentalmente em coelhos e em um
caso clinico numa crianga.

SAKAYAMA et al. (2006) verificaram que, dois anos apos a reimplantacdo de
um autoenxerto cortical desvitalizado utilizando nitrogénio liquido em uma crianga,
havia completa unido d6ssea sem recorréncia local e que, na analise histoldgica, foi
verificado neovasculariza¢do no 0sso cortical desvitalizado.

RAHMAN et al. (2009) e TSUCHIYA et al. (2010) ressaltam que, apesar dos
promissores resultados obtidos com a desvitalizagdo extracorporea com nitrogénio
liquido até agora, 0 acompanhamento clinico em longo prazo torna-se necessario, ja que
a técnica é utilizada em pacientes oncologicos.

RAHMAN et al. (2009) avaliaram a efetividade da reimplantacdo éssea do
enxerto, apds desvitalizacdo em nitrogénio liquido, em dez pacientes oncoldgicos
humanos, acometidos por tumores malignos. Apds aproximadamente 4,5 anos, nao
havia recorréncia local ou sistémica e o escore funcional médio era de 82,4%. Houve
incorporacdo nas interfaces proximais e distais em nove pacientes num periodo entre 6 e
10 meses.

TSUCHIYA et al. (2010), aperfeicoando a técnica de desvitalizagdo para evitar
a resseccdo em bloco, propuseram a manutencdo de um pediculo vascular e o
congelamento 6sseo utilizando manobras de rotacdo da extremidade para em seguida
submergir em nitrogénio liquido. Isso foi realizado em 33 pacientes humanos com
tumores malignos, com excelentes resultados funcionais em 75,7% dos casos.
Entretanto, obtiveram algumas complicacdes, sendo 4 infeccdes profundas, 3 fraturas, 3

recorréncias locais e 2 ndo unifes, porém todas tiveram um controle adequado.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi previamente analisado e liberado (Anexo A) pelo Comité de Etica
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Foram utilizadas 12 ovelhas adultas clinicamente sadias, Corriedale, pesando
entre 40 e 50 quilos, com idade estimada entre dois e trés anos, provenientes de uma
fazenda criadora de ovinos, na cidade de Alegrete - RS. Os animais foram alojados em
baias coletivas, com periodo de adaptacdo de, no minimo, 30 dias antes da cirurgia e
passaram por exame clinico geral e vermifugacdo. Também passaram por avaliacdo
bioquimica e hematolégica no Laboratério de Andlises Clinicas Veterinarias
(LACVET-UFRGS) e por exame radiografico das tibias. Permaneceram nas baias até o
término das avaliagdes aos 180 dias, com agua ad libitum, racdo comercial para ovinos e
feno de alfafa na quantidade e propor¢édo recomendadas para a espécie.

As ovelhas foram separadas aleatoriamente em dois grupos de seis animais cada,
sendo grupo controle (GC) e grupo nitrogénio liquido (GNL).

No GC seis ovelhas foram submetidas ao procedimento cirdrgico de osteotomia
de um segmento de 7 cm da diéfise tibial direita com serra oscilatéria’. Em seguida,
foram removidos o periosteo e a medula dssea, com elevador periosteal e pino de
Steinmann, respectivamente. O segmento cortical foi estabilizado com placa de
compressdo dinamica’ (DCP) de 4 mm de espessura, estreita, com 10 furos e oito
parafusos corticais”.

No GNL os animais foram submetidos a osteotomia da mesma maneira que 0
GC, mas o segmento de 7 cm da diéfise tibial direita foi imerso em nitrogénio liquido*
por 20 minutos, visando a desvitalizacdo dOssea extracorporea. Apds isso, 0 0sso foi
mantido em temperatura ambiente por 15 minutos e, em seguida, imerso em solucao
salina® 0,9% por mais 15 minutos. Uma placa de compressdo dinamica (DCP) de 4 mm
de espessura, estreita, com 10 furos e oito parafusos corticais foi utilizada para fixacao
do segmento 6sseo. O controle radiografico se deu no pds-operatorio imediato e aos
30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

! Synthes Brasil, S&o Paulo, SP.

2 Ortosintese, Sao Paulo, SP.

% Ortosintese, Sao Paulo, SP.

* Air Liquid Brasil, S&o Paulo, SP.

® Cloreto de Sddio 0,9%, Texon, Viamao, RS
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3.1 Procedimento anestésico

Os animais receberam, como medicacdo pré-anestésica (MPA), maleato de
acepromazina na dose de 0,1mg.kg™, e meperidina na dose de 3mg.kg™, ambos pela via
intramuscular (IM). Ap6s 15 minutos da MPA, a inducdo anestésica foi efetuada com
propofol na dose de 5mg.kg?, pela via intravenosa (1V), seguida de intubagdo
orotraqueal. A manutencdo anestésica foi feita com isofluorano em oxigénio a 100%,
utilizando um aparelho de anestesia inalatéria em circuito anestésico semiaberto.
Durante o procedimento cirdrgico foi administrado solucdo de ringer lactato em
gotejamento venoso de 15 ml.kg™ por hora e citrato de fentanila (2png.kg™ V), caso

houvesse superficializacdo do plano anestésico ou qualquer evidéncia de dor.

3.2 Procedimento cirdrgico

Apos inducdo anestésica, o animal foi posicionado na mesa em decubito lateral
com o membro a ser operado voltado para baixo, a antissepsia foi feita da maneira
habitual com alcool e povidine.

O acesso medial a diafise tibial foi iniciado com incisdo de pele e afastamento
dos tecidos moles adjacentes, com dois afastadores autoestaticos de Weitlaner. A regido
da diafise tibial foi exposta (Figura 1A), seguindo-se da incisdo do periosteo e sua
elevacdo com elevador periosteal. As osteotomias proximal e distal foram realizadas
com serra oscilatoria pneumatica (Figura 1B), sendo dessa forma retirado um fragmento
0sseo diafisario de 7 cm de comprimento (Figura 1C). Durante a seccdo dssea, a area foi
constantemente irrigada com solucdo salina 0,9% estéril em temperatura ambiente.
Apos a remocao do peridsteo, da medula 6ssea e do endosteo, o segmento 6sseo foi
lavado com solucdo salina 0,9%. Nos animais do grupo controle (GC), o enxerto foi
reimplantado em seu leito receptor sem qualquer processo de desvitalizacdo
extracorporea. Nos animais do grupo nitrogénio liquido (GNL), o enxerto 6sseo foi
submetido a congelamento extracorpdreo pela submersdo em nitrogénio liquido durante
20 minutos (Figura 2A), seguido de descongelamento em temperatura ambiente por 15
minutos (Figura 2B) e em solucdo salina 0,9% por mais 15 minutos (Figura 2C),
conforme protocolo estabelecido por TSUCHIYA et al. (2005).

Os autoenxertos 6sseos de ambos o0s grupos foram reimplantados utilizando-se

uma placa de compressdo dindmica (DCP) de 10 furos, considerando o 1° como o0 mais
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proximal e 0 10° o mais distal, e oito parafusos corticais com 4,5 mm de didmetro. A
placa media 170 mm de comprimento, 12 mm de largura e 4 mm de espessura. Foi
moldada antes da osteotomia, para que ficasse anatomicamente ajustada a superficie
Ossea/enxerto. Posteriormente, foi fixada ao enxerto com o auxilio de duas pingas de
Verbruggee para ser inserida no defeito 6sseo e, em seguida, ser fixada temporariamente
aos segmentos proximal e distal com pincas ortopédicas. Com um motor pneumatico
ortopédico, broca de 3,2 mm de didmetro e guia de broca neutro, foram confeccionados
os orificios em ambas as corticais. A seguir, a profundidade cortical foi mensurada e
confeccionou-se a rosca com macho, para posterior inser¢do dos parafusos corticais de
diferentes comprimentos, entre 20 e 22 mm (Figura 3A). Utilizou-se 6 parafusos
corticais de 4,5mm de diametro e comprimento de 20 a 36 mm, de acordo com a
espessura 6ssea dos leitos receptores, sendo 3 no fragmento proximal e 3 no distal, para
fixar a placa ao 0sso receptor. Os dois parafusos imediatamente adjacentes ao implante,
3° e 8° furos, foram inseridos primeiramente com efeito compressivo, sendo para tal
utilizado o guia de broca compressivo. A seguir, os demais parafusos foram inseridos de
maneira aleatéria (Figura 3B e 3C) intercalando-se 0s segmentos e sem efeito
compressivo, utilizando-se 0 guia de broca neutro.

Efetuada a fixacao da placa, o local foi copiosamente lavado com solucédo salina
0,9% estéril morna. O tecido subcutaneo foi suturado utilizando-se fio sintético
absorvivel de poliglactina 910, nimero 2-0 e padrdo continuo simples. Para

dermorrafia, foi utilizado mononailon 3-0 e padrao isolado simples.
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Figura 1 — Sequéncia da osteotomia tibial em ovelha. A) Acesso cirdrgico a tibia. B)
Osteotomia utilizando serra oscilatoria. C) Area ap0s a remocdo do
segmento Gsseo.
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Figura 2 — Imagem do processo de desvitalizagdo extracorpdrea de autoenxerto 6sseo
cortical. A) autoenxerto submerso em nitrogénio liquido. B) autoenxerto
descongelando em temperatura ambiente. C) autoenxerto descongelando
em solugdo salina 0,9%.
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Figura 3 — Sequéncia da fixacdo do autoenxerto tibial em ovelha. A) Fixacdo do
autoenxerto com dois parafusos. B) Vista lateral da fixacdo do autoenxerto
ao leito receptor. C) Vista obliqua da fixacdo do autoenxerto ao leito
receptor.
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3.3 Cuidados po6s-operatorios

Como terapia analgésica e antiinflamatéria no pds-operatorio imediato, 0s
animais receberam cloridrato de tramadol, 2 mg.kg™ IM, e meloxicam, 0,5 mg.kg™.
Como terapia antimicrobiana foi utilizada enrofloxacina, 5 mg.kg™ IM no pré, no pés-
operatorio imediato e a cada 12 horas durante 7 dias. Manteve-se o meloxicam pelo
tempo total de 5 dias. A analgesia foi realizada com morfina, 0,2 mg.kg™ a cada 12
horas, por 2 dias . Os curativos foram realizados diariamente, envolvendo limpeza dos
pontos com solucdo salina 0,9% estéril e cobertura com gaze e atadura, até a retirada
dos pontos de pele aos 7 dias.

3.4 Avaliagéo clinica

Os animais eram mantidos em baias individuais nos primeiros 10 dias apés a
cirurgia, para que houvesse um repouso adequado e observacdo da ingestdo hidrica e
alimentar, cuidados com a ferida cirargica e administracdo das medicacdes. Os animais
foram alimentados com racdo especifica e feno de alfafa, na quantidade indicada de
acordo com o peso de cada um.

Os animais foram avaliados quanto a deambulacdo através de observacao clinica

e quando havia mudancas essas eram registradas em planilha.

3.5 Avaliacao radiografica

Todos os animais foram submetidos a exame radiografico do membro pélvico
direito previamente a cirurgia, para descartar qualquer alteracdo Ossea. Apds o0
procedimento cirargico, foram feitas avaliacdes radiograficas do membro operado a
cada 30 dias, até o término do periodo de avaliacdo aos 180 dias, resultando em sete
exames radiograficos por animal.

Os exames radiograficos foram feitos apenas com contencéo fisica dos animais,
no setor de radiologia do HCV — UFRGS, com o mesmo aparelho radiografico, com
carga padrao e nas projec6es cranio-caudal e médio-lateral.

A unido radiografica era considerada presente a partir do momento em que
houvesse continuidade cortical completa na interface osso/autoenxerto e os calos

periosteal e endosteal apresentavam-se em remodelamento ativo.
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Os exames radiograficos foram avaliados através da Tabela 1 proposta por
Ehrhart et al. (2005) e adaptada para este trabalho, onde um experiente ortopedista, que
desconhecia a que grupo pertencia cada animal, avaliou e estabeleceu um escore de

pontuacdo para cada radiografia.

Tabela 1 — Escore para avaliacdo radiogréafica proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliagdo dos autoenxertos corticais desvitalizados
extracorporeamente e reimplantados em diéfise tibial de ovelhas.

Critérios para 0 escore Pontos

INCORPORACAO/UNIAO DO AUTOENXERTO
Interface Proximal

Perda do detalhe da linha de osteotomia. 2
Linha de osteotomia ainda visivel. 1
Linha de osteotomia larga. 0
Interface Distal
Perda do detalhe da linha de osteotomia. 2
Linha de osteotomia ainda visivel. 1
Linha de osteotomia larga. 0
QUALIDADE OSSEA DO AUTOENXERTO
Contorno do autoenxerto inalterado. 2
Presenca de leve reabsorcao da cortical, sem deformacéo e/ou fratura. 1
Marcante reabsor¢édo da cortical, deformacéo e/ou fratura. 0
QUALIDADE DO OSSO RECEPTOR
Marcante formacao de novo 0sso, com calo formando ponte dssea. 2
Formacédo de novo 0sso receptor, mas com ponte éssea pobre. 1
Sem producéo de novo 0sso. 0
ASPECTO E FIXACAO DA PLACA E PARAFUSOS
Implantes metalicos com aparéncia normal. 2
Lise ao redor dos parafusos. 1
Afrouxamento, migracdo ou quebra da placa e/ou parafusos 0
IMPRESSAO GLOBAL DA CONSOLIDACAO
Unido radiogréafica. 2
Evidéncia radiografica de calo, mas com unido retardada. 1

Minima ou sem evidéncia radiografica de unido. 0
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3.6 Avaliacdo macroscopica

Ao término dos 180 dias, dois animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia, com cloreto de potassio IV, apds anestesia geral com tiopental sédico 1V,
conforme determina o Conselho Federal de Medicina Veterinaria na resolucdo n® 714 de
junho de 2002.

Apo6s a remocdo das tibias foram observados a existéncia de reacdo dos tecidos
moles, a formacdo de calo 6sseo, a presenca de infeccdo, o aspecto e a estabilidade da
placa, dos parafusos e do autoenxerto 6sseo. A placa e os parafusos foram removidos e
a tibia foi fixada em formol a 10%, por um periodo minimo de 72 horas.

3.7 Avaliacao microscopica

A tibia foi seccionada transversalmente em seis locais para confeccdo de trés
fragmentos 6sseos que foram enviados para analise microscopica. As secgdes foram
feitas 1 cm acima e 1 cm abaixo das interfaces 0sso hospedeiro e enxerto, tanto
proximal quanto distalmente, e no meio do enxerto 0sseo.

Os segmentos foram descalcificados em solugdo de acido nitrico a 10% e
processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Os cortes histologicos
tinham a espessura de 5 micras e foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina
(HE). O material foi examinado em microscopio oOptico para analise descritiva dos

achados.

3.8 Anélise estatistica

Os dados foram tabulados em planilha do programa Excel e exportados para
andlise estatistica no programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), versdo
14.0. As varidveis quantitativas foram descritas pela média e desvio padrdo e
comparadas pelo teste ANOVA, sequido de Tukey para comparagdes multiplas. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05). A variavel incorporacdo
(sim/ndo) foi comparada pelo teste Qui-quadrado, realizando posteriormente as
comparagdes multiplas dos percentuais. As variaveis categéricas foram representadas

graficamente.
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4 RESULTADOS

4.1 Procedimento anestésico

O protocolo anestésico utilizado foi adequado para a realizacdo dos
procedimentos de osteotomia e osteossintese, promovendo analgesia, um bom
relaxamento muscular, manutencdo apropriada do plano anestésico e um retorno da
anestesia sem complicacdes. As medicacBes pos-operatdrias foram suficientes para
manter o controle analgésico e anti-inflamatério, sem que houvesse dor, falta de apetite

e infeccdo da ferida cirdrgica.

4.2 Procedimento cirdargico

O acesso a tibia foi adequado a exposicao 0ssea, osteotomia e reimplantacao do
enxerto. A osteotomia realizada provocou um sangramento leve, que foi controlado
facilmente apos compressao com gaze na regido da medula dssea.

A preparacdo inicial do enxerto, que consistia na remocdo da medula dssea e
restos do periosteo, foi realizada de maneira rapida e sem dificuldades nos dois grupos.
Devido a evaporacdo do nitrogénio liquido, houve a necessidade da sua reposicao
durante o processo de desvitalizacdo para que 0 enxerto permanecesse completamente
submerso. A quantidade total de nitrogénio liquido utilizada a cada cirurgia foi de até 1
litro.

Né&o foi observada diferenca entre os grupos com relacéo a resisténcia durante a
perfuracdo dos autoenxertos. Porém, aconteceram algumas complicagdes no momento
do macheamento para inser¢do dos parafusos corticais no enxerto de duas ovelhas, uma
de cada grupo. Na do GNL houve desprendimento de um fragmento 6sseo (10 mm de
comprimento x 4 mm de largura) na cortical lateral do enxerto no local de inser¢éo do
parafuso proximal. Essa falha ndo causou afrouxamento do parafuso tanto a curto
quanto a longo prazo. No animal do GC aconteceu uma falha semelhante, no local de
insercdo do parafuso proximal no enxerto, entretanto, ndo houve o desprendimento do
fragmento 6sseo. Nesse caso ndo foi verificado comprometimento da fixacdo da placa e

do parafuso. Nos dois animais a evolucao clinica, em relacdo ao apoio do membro e a
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deambulacdo, foi satisfatdéria e o processo de incorporacdo do enxerto ocorreu
adequadamente.

Em dois animais do GC, ao final do procedimento cirurgico foi verificado o
desalinhamento entre o enxerto e 0 0sso receptor distal, o enxerto ficou deslocado
cranialmente, em torno de 5 mm. Isso ndo comprometeu o apoio do membro no poés-
operatério, a deambulacdo, nem a evolucgdo satisfatoria do processo de incorporacéo do

enxerto.

4.3 Avaliacdo clinica

A terapia antimicrobiana utilizada no pré e pds-operatério, associada a limpeza
da ferida cirargica e sua protecdo com ataduras foram suficientes para prevenir
processos infecciosos, ja que nenhum animal apresentou sinais clinicos como febre,
inapeténcia ou drenagem de secrecdo purulenta durante o pds-operatorio.

Os animais ficavam em estacdo e eram capazes de se alimentar assim que se
recuperavam da anestesia. Manté-las em baias individuais nos primeiros 10 dias de pds-
operatorio facilitou os cuidados com a ferida cirurgica, 0 monitoramento da ingestdo
hidrica e alimentar, bem como a avaliacdo do estado geral de cada ovelha.

Ao longo dos primeiros dias apos a cirurgia as ovelhas ndo apoiavam o0 membro
operado ao caminhar, tocavam a ponta dos cascos de forma discreta no solo apenas para
se equilibrar, sem exercer carga de apoio. O uso funcional do membro aconteceu de
forma gradual a partir da segunda semana, e aos 30 dias de pds-operatorio tinham uma
deambulacéo claudicante. Aos 60 dias houve evolugdo para apoio completo durante a
deambulacgéo, exceto em uma ovelha do GNL. Esse animal mantinha o membro elevado
quando em estacdo. Com 120 dias ela demonstrava um apoio discreto do membro para
ficar em estacdo e para se equilibrar ao dar o passo. A partir dos 150 dias de pos-
operatorio ela apresentou um andar claudicante, entretanto, em momento algum teve
apoio completo do membro ao caminhar. Durante o periodo de avaliacdo 0s exames
ortopédicos realizados ndo demonstraram instabilidade da placa, enxerto ou 0sso

receptor, tampouco secrecao ou fistula na regido operada.



30

4.4 Avaliagdo radiogréfica

O fato de se fazer as radiografias sem contencéo quimica levou a necessidade da
repeticdo de alguns exames por falha no posicionamento ou baixa qualidade
radiogréafica. Apesar de ndo demonstrarem dor ou desconforto durante o exame, nos
animais mais agitados foi necessario, ao invés de duas pessoas, trés para o adequado
posicionamento.

Os resultados das avaliacbes radiograficas em relacdo aos parametros
incorporacdo das interfaces proximal e distal, qualidade 6ssea do autoenxerto, qualidade
do osso receptor, aspecto e fixacdo da placa e parafusos, impressdao global da
consolidacéo estdo ilustrados nas Figuras 4 a 9.

Considerando-se que havia 12 interfaces enxerto/osso em cada grupo, sendo 6
proximais e 6 distais, observou-se incorporacdo do autoenxerto em 100% delas no GC e
em 91,67% no GNL. O tempo médio para incorporacdo foi 75 dias (minimo 60 e
méaximo 90 dias) para 0 GC (Figura 10) e de 84,54 dias (minimo 60 e maximo 120 dias)
para 0 GNL (Figura 11). N&o houve diferenca estatisticamente significativa tanto na
taxa quanto no tempo de incorporacao entre 0s grupos e entre as interfaces. As Figuras
12 e 13 ilustram a evolucdo radiografica de uma ovelha do GNL e uma do GC,
respectivamente. Em um animal do GNL foi observada ndo-unido da interface proximal
(Figura 14), sendo essa interface excluida da analise quantitativa e estatistica.

Verificou-se no pos-operatdrio imediato um desvio acentuado do eixo axial na
interface distal enxerto/osso receptor em dois animais do GC, levando a uma pequena
area de contato entre as corticais. 1sso ndo prejudicou a incorporacdo do enxerto, que
ocorreu satisfatoriamente.

Em outro animal do GC, foi observado aos 30 dias um pequeno afastamento da
placa junto ao fragmento receptor proximal. Apesar disso, a incorporacdo ocorreu sem
qualquer intercorréncia.

Em outra ovelha do GC, aos 30 dias houve o afrouxamento dos parafusos do
leito receptor proximal, com afastamento da placa e desvio do eixo longitudinal na
interface proximal, que ficou com uma angulacdo aproximada de 25° (Figura 15B). Aos
90 dias o calo 6sseo era exuberante (Figura 15C), mas ao longo do periodo de avaliacdo
houve remodelamento e incorporacdo (Figura 15D).

No animal do GNL em que houve o desprendimento de um fragmento da

cortical lateral no furo 5 do enxerto, foi verificado aos 30 dias um discreto desvio do
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eixo axial na interface proximal levando a formagdo de calo dsseo exuberante aos 60
dias. Aos 90 dias foram observados incorporacéo e remodelamento na referida interface.

No animal do GNL em que a evolucéo clinica foi insatisfatoria, aos 30 dias foi
observado reabsorcdo do enxerto (Figura 14B), que se acentuou nas avaliacdes
seguintes (Figura 14C). Com 90 dias a reabsor¢édo era mais intensa na por¢ao proximal
do enxerto, porém na projecao radiografica ML foi notada ponte dssea originaria do
fragmento proximal dirigindo-se ao enxerto (Figura 14D). Aos 120 dias havia
incorporacdo na interface distal associada a exuberante calo 6sseo. Marcante reabsor¢do
na regido central e proximal do enxerto também foi percebida (Figura 14E). Com 150
dias havia sinais de remodelamento na interface distal e uma evidente ndo-unido na
interface proximal (Figura 14F). Aos 180 dias permanecia a ndo-unido proximal, com
reacdo periosteal na superficie 0ssea em contato com a placa e ao redor dela, tanto no

0sso proximal quanto no enxerto (Figura 14G e 14H).
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Figura 4 — Representacdo grafica da pontuacdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005),
adaptado para avaliacdo de autoenxertos 6sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou ndo (GC) e aplicados em diafise tibial de
ovelhas no item incorporacdo/unido do autoenxerto na interface proximal.
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Figura 5 — Representacdo grafica da pontuacdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliacdo de autoenxertos 6sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou ndo (GC) e aplicados em diéafise tibial de

ovelhas no item incorporagdo/unido do autoenxerto na interface distal.
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Figura 6 —

Representacdo grafica da pontuacdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliacdo de autoenxertos 6sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou ndo (GC) e aplicados em diéafise tibial de

ovelhas no item qualidade ¢ssea do autoenxerto.
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Representacdo grafica da pontuagdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliagdo de autoenxertos 6sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou néo (GC) e aplicados em diafise tibial de

ovelhas no item qualidade do 0sso receptor.
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Figura 8 — Representacdo grafica da pontuacdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliacdo de autoenxertos 6sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou ndo (GC) e aplicados em diafise tibial de

ovelhas no item aspecto e fixacéo da placa e parafusos.
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Impressao Global da Consolidagao
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Figura 9 — Representacdo grafica da pontuacdo atribuida por avaliador imparcial
utilizando o escore radiografico proposto por Ehrhart et al. (2005) e
adaptado para avaliacdo de autoenxertos 0sseos corticais desvitalizados
em nitrogénio liquido (GNL) ou ndo (GC) e aplicados em diafise tibial de
ovelhas no item impressao global da consolidagéo.
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Figura 10 — Representacdo grafica do tempo de incorporacao radiografica das interfaces
proximal e distal de ovelhas submetidas & implantacdo de segmento 0sseo
cortical autégeno, grupo controle (GC).
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Figura 11 — Representacdo grafica do tempo de incorporacdo radiografica das
interfaces proximal e distal do grupo de ovelhas submetidas a
implantacdo de segmento Osseo cortical autégeno desvitalizado em

nitrogénio liquido (GNL).
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Figura 12 - Imagem radiografica médio-lateral da incorporacdo do autoenxerto 6sseo
desvitalizado com nitrogénio liquido (GNL), implantado em tibia de
ovelha, em diferentes periodos de pds-operatorio. A) Pos-operatorio
imediato; B) 30 dias; C) 60 dias; D) 90 dias; E) 120 dias; F) 150 dias; G)
180 dias; H) 180 dias, apds a remocao da placa e parafusos.
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Figura 13 - Imagem radiografica méedio-lateral da incorporacdo do autoenxerto 6sseo
ndo desvitalizado (GC) implantado em tibia de ovelha, em diferentes
periodos de pds-operatorio. A) Pds-operatorio imediato; B) 30 dias; C) 60
dias; D) 90 dias; E) 120 dias; F) 150 dias; G) 180 dias; H) 180 dias, apés a
remocao da placa e parafusos.
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Figura 14 - Imagem radiografica médio-lateral da incorporacdo do autoenxerto 6sseo
desvitalizado com nitrogénio liquido (GNL), implantado em tibia de
ovelha, em diferentes periodos de pds-operatorio. A) Pds-operatorio
imediato; B) 30 dias; C) 60 dias; D) 90 dias; E) 120 dias; F) 150 dias; G)
180 dias; H) 180 dias, ap0os a remocdo da placa e parafusos. Notar a ndo-
unido na interface proximal.
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Figura 15 - Imagem radiografica médio-lateral da incorporacdo do autoenxerto 0sseo
ndo desvitalizado (GC), implantado em tibia de ovelha, em diferentes
periodos de pos-operatdrio. A) Pds-operatdrio imediato; B) 30 dias; C) 90
dias; D) 180 dias. Observar o deslocamento do fragmento proximal aos 30
dias e a posterior incorporacéo do autoenxerto.
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4.5 Avaliacdo macroscopica

N&o foram identificadas diferencas entre os grupos avaliados. Em todos os
animais foi observada presenca de tecidos moles aderidos ao 0sso e envolvendo
completamente a placa e os parafusos. Houve certa dificuldade para remocgdo dos
implantes metélicos, j& que estavam firmemente fixados a tibia, exceto no animal do
GNL em que ocorreu ndo unido, pois os parafusos utilizados no enxerto foram
removidos facilmente. Apds a remocdo da placa ndo foi percebida qualquer mobilidade
nas interfaces, sendo dificil a diferenciacdo entre enxerto e 0sso receptor.

4.6 Avaliacdo microscopica

Nos animais do GC foi verificada completa incorporacdo do enxerto com
dificuldade na diferenciagéo entre ele e 0 0sso receptor proximal e distal. Em um animal
foram identificados restos necroticos na regido periosteal do enxerto.

Em um animal do GNL foi identificado restos necrdticos no centro do enxerto,
com presenca de osteoblastos envoltos por material basofilico. Também foram
observados restos necréticos com abundantes osteoclastos e fibrose periosteal. Na outra
ovelha foi notada uma pequena reacdo periosteal na interface proximal, com presenca
de abundantes osteoclastos. Nos demais segmentos ndo havia alteraces histologicas
(Figura 16).
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Figura 16 — Avaliacdo histoldgica de autoenxerto cortical 6sseo desvitalizado em
nitrogénio liquido, com presenca de osteoclastos (setas) entre o enxerto
e 0 periésteo.
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5 DISCUSSAO

O modelo experimental de remoc¢do de um segmento diafisario de o0sso longo ja
foi utilizado por ALIEVI et al. (2007) e FERREIRA (2008), para avaliar aloimplantes
em cées e gatos, respectivamente. Apesar de ndo mimetizar a grande maioria dos casos
de neoplasias Gsseas nos pacientes veterinarios, pois a maioria acometem as
extremidades Osseas (MORELLO et al., 2001; LIPTAK et al., 2006a), o modelo
mostrou-se adequado a padronizacdo da técnica de desvitalizacdo extracorpérea em
nitrogénio liquido, ja que a falha déssea realizada era grande, correspondente a uma
resseccdo de neoplasia Ossea diafisria com margem de seguranca (LIPTAK et al.,
2004).

A técnica de desvitalizacdo extracorporea de autoenxertos é amplamente
utilizada na medicina humana de alguns paises asiaticos, que, por razdes socio-
religiosas, tém restricdo quanto ao uso de aloenxertos (YAMAMOTO et al., 2003;
TSUCHIYA et al., 2010). Além disso, enxertos autdgenos minimizam as chances de
reacOes imunogeénicas, a transmissao de doencas, permitem um adequado encaixe 0Sseo
ao leito receptor e evitam a necessidade de formacdo de banco de ossos (BURACCO et
al., 2002; YAMAMOTO et al., 2003; JEON et al., 2007a; JEON et al., 2007b;
TSUCHIYA et al., 2010). Tais vantagens foram percebidas no presente estudo, ja que
ndo houve maior dificuldade na realizacdo da desvitalizacdo, tampouco no encaixe do
enxerto no sitio receptor e também ndo foi necessaria formacgédo de banco de 0ssos. Essa
Gltima, além de evitar a transmissdo de doencas e reac6es imunes, diminui 0s custos do
procedimento.

As principais técnicas de desvitalizacdo extracorporea sdo a autoclavagem
(BOHM & SCHERER, 1997; HAYASHI et al., 2005), a pasteurizacdo (BURACCO et
al., 2002; MANABE et al., 2004; SAKAYAMA et al., 2004; JEON et al., 2007a; JEON
et al., 2007b), a irradiagio (BOHM & SCHERER, 1997; BOSTON et al., 2007) e 0
congelamento com nitrogénio liquido (TSUCHIYA et al., 2004; TSUCHIYA et al.,
2005; RAHMAN et al., 2009; TSUCHIYA et al.,, 2010). Os relatos sobre a
desvitalizacdo extracorpdrea de enxertos 6sseos em medicina veterindria sao raros e
foram relatados a pasteurizacdo (BURACCO et al., 2002) e a irradiacdo (BOSTON et
al., 2007).
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Dentre as vantagens do nitrogénio liquido em relacdo as demais técnicas de
desvitalizacdo extracorporea, como autoclavagem, pasteurizacdo e irradiagdo, foi
possivel verificar neste estudo o baixo custo, a pequena quantidade de equipamento
especializado necesséria, a simplicidade da técnica, e a dispensa no controle rigoroso da
temperatura durante a desvitalizacdo (TSUCHIYA et al., 2005; TANZAWA et al.,
2008; TSUCHIYA et al., 2010). TSUCHIYA et al. (2005), NISHIDA et al. (2008) e
KAWANO et al. (2010) citam ainda como outra grande vantagem a crioimunologia,
que € a liberacdo de proteinas teciduais com propriedades antigénicas durante o
congelamento. Isso desencadeia uma resposta imunoldgica diretamente contra o tumor,
reduzindo as chances de recorréncia local ou de metéastases pulmonares.

Mesmo ndo tendo sido tecnicamente testada, a aparente similaridade da
resisténcia a perfuracdo do enxerto 6sseo entre os dois grupos avaliados no presente
estudo pode referendar o citado por YAMAMOTO et al. (2003), que verificaram em
ensaios biomecanicos a manutencdo da resisténcia dos 0ssos submetidos a
desvitalizacéo pelo nitrogénio liquido, comparados a 0ssos frescos.

A ndo ocorréncia de fraturas ou fissuras no enxerto durante o processo de
desvitalizacdo extracorpérea, provavelmente deve-se ao fato de que foi submetido a um
descongelamento lento em temperatura ambiente, antes de sua submersdo em solucao
salina 0,9%, j& que YAMAMOTO et al. (2003) testaram diferentes protocolos e
verificaram a ocorréncia de tais complicacdes quando essa etapa ndo foi realizada.

Apesar dos bons resultados obtidos neste estudo, ressalta-se que, quando se
utiliza essa técnica em casos clinicos, deve-se levar em consideracdo a caracteristica
tumoral, dando-se preferéncia as neoplasias osteoblasticas, ja que as osteoliticas
agressivas a contraindicam, por fragilizar a estrutura ¢ssea e sua consequente fixacédo
(BOHM et al., 1998; TSUCHIYA et al., 2010).

Vaérios protocolos recomendam um rapido congelamento do tecido, o que leva a
méaxima formacdo possivel de cristais de gelo intracelulares, seguido de um lento
descongelamento tecidual, para causar um maior disturbio eletrolitico, ja que essas duas
situacOes resultam em efeito maximo de morte celular (PORGEL, 1993).

A escolha da fixacdo do autoenxerto com placa de compressdo dinamica e
parafusos deveu-se ao fato de ser um método amplamente utilizado em medicina
veterinaria nas cirurgias de preservacdo do membro (LA RUE et al., 1989; MORELLO
et al., 2001; BURACCO et al., 2002; LIPTAK et al., 2004; LIPTAK et al., 2006g;
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DAWE, 2007; BOSTON et al., 2007) e nas de fixacdo de implantes dsseos (HENRY
JR. & WADSWORTH, 1981; ALEXANDER, 1983; SINIBALDI, 1989; DUELAND et
al., 1989; ALIEVI et al., 2007; FERREIRA, 2008).

Para prevenir a formacéo de fratura ou falha no enxerto durante a fase inicial de
incorporacdo, € crucial manter protegida e com uma fixacdo rigida a interface 0sso-
enxerto (GOLDBERG & AKHAVAN, 2005). Essa foi outra preocupagdo tomada no
experimento e motivo de escolha da fixagdo com placa de compressdo dinamica e
parafusos. Dentre as vantagens verificadas com esse método, destacam-se sua
estabilidade e a compressdo nas interfaces proximais e distais (HENRY JR. &
WADSWORTH, 1981; STEVENSON et al., 1991; ALIEVI et al., 2007), fatores
fundamentais para que ocorra a incorporacdo. A técnica também permitiu que 0s
animais deste estudo obtivessem um uso funcional precoce do membro, o0 que evitou as
complicagdes advindas de sua ndo utilizagdo (BRADEN & BRINKER, 1973).

Com relagdo aos dois casos em que houve a soltura da placa no fragmento
proximal, provavelmente isso aconteceu pelo fato de os parafusos estarem mal fixados a
cortical lateral, j& que o formato triangular da tibia em sua porcdo proximal pode
dificultar a adequada “pega” dos parafusos no local, acarretando numa fixacéo
monocortical. Apesar disso, 0 processo de incorporacdo nao foi afetado.

A forma e o tempo de incorporacdo observado radiograficamente foram
similares entre os grupos, mostrando que o nitrogénio liquido ndo altera ou retarda esse
processo. TSUCHIYA et al. (2004) e TSUCHIYA et al. (2010), avaliando pacientes
humanos com neoplasias 0sseas tratadas com autoenxerto desvitalizado por nitrogénio
liquido, verificaram sua incorporacdo em 6,7 meses e 7,3 meses, respectivamente,
entretanto os autores utilizaram pacientes oncoldgicos recebendo quimioterapia, o que
pode ter retardado o processo de incorporacao.

A ndo ocorréncia de complicacdes infecciosas nesse projeto provavelmente esta
relacionada com os cuidados de assepsia, profilaxia antimicrobiana e adequada sintese
dos tecidos moles, ja que PORGEL et al. (1993), utilizando nitrogénio liquido para
tratamento de tumores orais, enfatizaram que a sutura dos tecidos moles e 0 uso de
antibiotico profilaticamente sdo fundamentais, pois a desvitalizacdo Ossea pode
facilmente ser contaminada e sofrer sequestro &sseo. Salienta-se, entretanto, que
também existem complicacGes descritas quando de sua utilizacdo em pacientes

oncoldgicos, entre elas infeccBes profundas, fraturas, recorréncias locais (TSUCHIYA



45

et al., 2004; RAHMAN et al., 2009; TSUCHIYA et al., 2010), ndo-unido e colapso do
enxerto (TSUCHIYA et al., 2010).

A taxa de ndo-unido (8,3%) encontrada nesse estudo foi inferior as encontradas
por TSUCHIYA et al. (2010), 15,38%, utilizando nitrogénio liquido em pacientes
oncoldgicos humanos e por ALIEVI et al. (2007) em cées, 20,83% e ORTIZ-CRUZ
(1997) em humanos, 30%, que utilizaram aloimplantes. Com isso, é possivel inferir que
a desvitalizacdo extracorpdrea com nitrogénio liquido ndo afeta a incorporacdo do
enxerto. A utilizacdo de 0sso esponjoso em casos clinicos onde ocorre a ndo-unido deve
ser sempre considerada, ja que estimula a consolidacdo por fornecer células com
potencial para formagdo de novo osso (STEVENSON, 1998). Neste experimento foi
optado por ndo o utilizar para que ndo influenciasse na analise da a¢do do nitrogénio
liquido sobre o autoenxerto.

Assim como verificado por ALIEVI et al. (2007) e FERREIRA (2008),
utilizando aloenxertos, houve dificuldade na diferenciacdo histologica entre o tecido
receptor e o implantado. Isso pode ser justificado pelo adiantado processo de
incorporacdo que 0s animais encontravam-se. O animal do GNL que evoluiu para nédo-
unido na interface proximal, apresentou restos necréticos e abundantes osteoclastos, o

que pode ter justificado essa complicacao.
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6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados alcangados no presente estudo é possivel concluir que o
nitrogénio liquido ¢ um método adequado de desvitalizacdo extracorporea de
autoenxertos 0sseos corticais, ja que nao interfere na taxa e no tempo de incorporagdo
das interfaces.

Mesmo com o0s resultados promissores atingidos existe a necessidade de uma
pesquisa sobre os ensaios biomecéanicos de 0ssos desvitalizados em nitrogénio liquido,
aplicabilidade clinica e também uma avaliacdo a longo prazo sobre o comportamento
bioldgico desses enxertos.
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