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Resumo Objetivo Diversos modelos animais tém sido usados em estudos sobre enxertos
6sseos e o tratamento de fraturas, mas as respostas hematolégicas sdo raramente
relatadas. Este estudo descreveu as alteragées hematoldgicas observadas em coelhos
submetidos a xenoenxertos de matriz 6ssea desmineralizada caprina (MODC).
Métodos Vinte e quatro (24) coelhos machos (2,5 40,5 kg) foram adquiridos para
este estudo e divididos aleatoriamente em trés grupos: enxerto 6sseo autélogo (EOA);
controle negativo sem preenchimento (SP) e matriz 6ssea desmineralizada caprina
(MODC). Amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca sob anestesia com
xilazina-quetamina no dia 0 (para estabelecimento dos valores basais) e aos dias 28 e 56
apos a cirurgia; essas amostras foram submetidas a analise manual em até 2 horas ap6s

e ErrEed e a coleta. A andlise estatistica foi composta por analise de variancia (ANOVA) de dois

= enxerto 6sseo fatores com medidas repetidas, e o valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

~ xenoenxerto 6sseo Resultados Houve uma diferenca geral significativa nos nimeros de leucécitos totais

~ modelo animal (p=0,0043), neutrofilos (p < 0,0001), mondcitos (p=0,0184) e hemacias (p = 0,003),
experimental na concentracdo de hemoglobina (p < 0,0001) e no hematécrito (p < 0,0001) ao longo

~ consolidacdo da dos dias e entre os grupos de tratamento. No entanto, ndo houve diferenca global
fratura significativa no nimero de linfocitos (p =0,4923), basofilos (p = 0,4183) e eosinofilos

~ hematologia (p=0,4806) entre os dias.
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Conclusao Aresposta ao enxerto de MODC em coelhos é, portanto, caracterizada por
leucocitose intensa com neutrofilia, linfocitose e monocitose no 28° dia ap6s o
procedimento. Esses dados podem basear a utilizacdo da hematologia no monitora-
mento da resposta corporal em modelos animais de enxerto 6sseo.

Objective Several animal models have been used in fracture healing and bone graft
studies, but hematological responses are seldom reported. Therefore, the present
study reported the hematological changes observed in rabbits that underwent
xenografting of caprine demineralized bone matrix (CDBM).

Method Twenty-four (24) male rabbits (2.5 + 0.5kg) were acquired for the purpose of this
study and were randomly assigned to three groups: autologous bone graft (ABG), unfilled
(NC), and caprine demineralized bone matrix (CDBM). Blood samples were collected through
cardiac puncture under xylazine-ketamine anesthesia on day 0 (baseline), and on days 28 and
56 postsurgery and were analyzed manually within 2 hours of collection. Statistical analysis
was performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures, and a
p-value < 0.05 was considered significant.

Result There was an overall significant difference in the values of total white blood cell
count (p=0.0043), neutrophil count (p <0.0001), monocyte count (p=0.0184), red
blood cell count (p=0.003), hemoglobin concentration (p <0.0001) and packed cell
volume (p < 0.0001) across the days and the treatment groups. There was, however, no
overall significant difference in lymphocyte count (p=0.4923), basophil count
(p=0.4183), and eosinophil count (0.4806) within days.

Conclusion Response to CDBM grafting in rabbits could, therefore, be said to be
characterized by marked leukocytosis with neutrophilia, lymphocytosis, and mono-
cytosis by day 28 of postgrafting. This could form the basis with which hematology can
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hematology

Introducao

0 sangue reflete o estado de qualquer animal e, assim, tem
sido usado para conhecer estados fisiol6gicos e patolégicos e
em avalia¢Bes diagnésticas e progndsticas de varias doen-
cas."™ A anilise hematolégica é, portanto, realizada para
investigar metabdlitos no corpo e respostas a exposicdo a
antigenos e doencas em animais, pois diferentes patologias
ou a exposicdo a certas condicdes influenciam alguns para-
metros sanguineos especificos.!>~’

Deve-se ter cuidado ao usar o hemograma com fins diag-
noésticos em coelhos, pois os parametros hematolégicos sao
afetados por muitos fatores. Idade, sexo, raga, temperatura
ambiente, ritmo diurno e até mesmo o transporte foram
relatados como causas de alteragdes no hemograma de
coelhos.® Linfocitopenia, leucocitose e aumento do hematd-
crito, por exemplo, foram relatados em coelhos transportados
a28° C por até 3 horas, enquanto o estresse pelo frio aumentou
o nimero de hemacias. Além disso, o niimero de leucécitos é
variavel por sofrer flutuagdes diurnas, sendo menor no final da
tarde e i noite em comparagdo as primeiras horas do dia.® 0
ntimero de hemadcias também varia de acordo com o sexo do
animal e é ligeiramente maior em coelhos machos em
comparacio as fémeas.® Doencas infecciosas normalmente
ndo causam leucocitose em coelhos, mas mudam as contagens
diferenciais, passando da predomindncia de linfécitos para a
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be used to monitor body response of bone graft animal models.

predomindncia de neutréfilos; ademais, as infec¢des agudas
podem ser caracterizadas por leucopenia com contagem dife-
rencial normal.® Anemia, neutrofilia, leucocitose e monocitose
foram relatadas em um modelo de coccidiose hepatica em
coelhos, contrastando com a eosinofilia conhecida por acom-
panhar as doencas parasitirias em outros animais.?

O monitoramento dos pardmetros hematoldgicos tem
papel vital na cicatrizag¢do de fraturas, ja que qualquer desvio
do intervalo de referéncia pode ser uma indicacdo de infec-
¢do ou resposta ao enxerto e, assim, requer aten¢do urgente
para evitar a possibilidade de consolidacdo inadequada,
tardia ou ausente.” A hematologia é, no entanto, caracteri-
zada por flutuagdes dentro das faixas fisiolégicas normais, o
que pode dificultar sua utilidade diagnéstica.’ A diminuicdo
no nimero total de hemacias é observada apés trauma e
cirurgia.’ Estresse, trauma e cirurgia sio conhecidos por
causar leucocitose, linfocitopenia e neutrofilia, com nimeros
que também podem flutuar dentro dos limites normais ap6s
a diminui¢do do problema inicial. O aumento ou redugdo do
nimero de basoéfilos, mondcitos e eosindfilos pode ser
subjetivo no monitoramento da consolidacio da fratura.’
Devido a escassez de informacgdes sobre a resposta hemato-
légica a consolidacdo de fratura em modelos animais, este
estudo relata as alteragdes hematoldgicas observadas
em coelhos submetidos a xenoenxertos de matriz 6ssea
desmineralizada caprina.
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Materiais e Métodos

Delineamento Experimental

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
com animais da faculdade sob o nimero UDUS/FAREC/2019/
AUP-RO-5. Vinte e quatro coelhos machos (2,5 +0,5kg)
foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de 8 individuos.
Cada grupo foi submetido a um tratamento: enxerto 6sseo
autélogo (EOA), controle negativo sem preenchimento (SP) e
matriz 6ssea desmineralizada caprina (MODC).

Preparo de MODC e Defeito Osseo Critico

O preparo da MODC, a criagdo do defeito na ulna e o enxerto
6sseo foram realizados segundo técnica modificada de Arpag
et al,,'® Monazzah et al."" e Bigham-Sadegh e Oryan.'?

Coleta de Amostra de Sangue e Analise Hematologica
As amostras de sangue foram coletadas antes da cirurgia para
obtencdo dos valores basais do hemograma completo e da
contagem diferencial de leucécitos. As amostras de sangue
foram coletadas por punc¢do cardiaca sob anestesia com
xilazina-quetamina. As amostras foram armazenadas em
frasco com 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; JRZ
Plastilab, Beirute, Libano) e processadas até 2 horas apoés a
coleta, como adotado por Chineke et al.” As amostras de
sangue foram novamente coletadas no 28° e no 56° dia apés a
cirurgia, conforme Ajai et al,'> Bigham-Sadegh et al.'* e
Korkmaz et al.'> com modificacdes.

Analise de Dados

Os dados gerados foram analisados por uma abordagem de
modelo misto de medidas repetidas com andlise de variancia
(ANOVA) de dois fatores para deteccdo de diferencas na
interacdo simultanea de dias e grupos, com nivel de signifi-
cancia determinado como p<0,05, em InVivoStat 4.0.2
(Chelmsford, Essex, UK).

Resultados

A cirurgia e o implante dos enxertos foram realizados com
sucesso e 0s animais se recuperaram da anestesia sem
intercorréncias. Houve uma leucocitose global significativa
(p=0,0043) nos dias 28 e 56 em relacdo aos valores basais.
No 56° dia, uma diferenca significativa também foi observada
no nimero de neutréfilos (p <0,0001). No 28° dia, uma
neutrofilia significativa foi observada no grupo MODC em
comparacao ao dia 0; o nimero de neutréfilos caiu no 56° dia
e ndo foi estatisticamente diferente de seu valor basal. Os
grupos EOA e MODC apresentaram monocitose significativa
no 28° dia, com retorno aos valores basais no 56° dia. Embora
ndo tenha havido diferencga estatistica geral no niimero de
linfécitos (p =0,4923), os grupos EOA e MODC apresentaram
valores significativamente maiores no 28° dia em compara-
¢do ao dia 0. Uma eosinofilia moderada foi observada nos
grupos SP e MODC no 56° dia. Uma diferenca significativa
geral também foi observada no ndmero de hemadcias
(p=0,003), concentracdo de hemoglobina (p <0,0001) e
hematoécritos (p < 0,0001) ao longo dos dias nos diferentes

Rev Bras Ortop

Alimi et al.

grupos de tratamento. No entanto, ndo houve diferenca
global significativa no ndmero de linfécitos (p=0,4923),
baséfilos (p=0,4183) e eosinodfilos (p =0,4806). Os resulta-
dos sdo apresentados na =Tabela 1, que mostra as diferencas
significativas ao longo dos dias e entre os grupos.

Discussao

Como o sangue reflete o estado de satide dos animais e as
respostas a exposicio a corpos estranhos e as doengas,'”’
usamos a hematologia para avaliacdo das respostas dos coelhos
experimentais ao enxerto de MODC, que tem certa antigenici-
dade esperada. Vérios relatos documentaram parametros hema-
tolégicos normais em coelhos de diferentes zonas geograficas e
condigoes,*”-®1® mas a flutuacdo dentro das faixas fisiolégicas
normais dificulta seu uso diagnéstico,” especialmente em coe-
lhos, ja que o sexo, o ritmo diurno, a raga, a temperatura
ambiente, a idade e o estresse influenciam seus valores hema-
tolc’)gicos.7'8'16 E, portanto, imperativo comparar as respostas
hematol6gicas com os achados basais em qualquer condicdo
experimental, como discutido em outros estudos.’'”-18

A leucocitose, que condiz com o estresse da cirurgia e a
inflamagdo e a dor excruciante associadas a fratura e sua
consolidacdo,">1%1819 foi observada nos trés grupos. A
leucocitose intensa e significativa apresentada pelo grupo
MODC no 28° dia pode ser o resultado da reacdo imune a
MODC implantada. O ndmero de leucécitos caiu no 56° dia e se
aproximou ao valor basal, o que é indicativo de reducdo da
reacdo ao implante. Este foi o mesmo padrdao de reacdo
observado para neutréfilos e linfocitos. Isso esta de acordo
com relatos anteriores'®? de leucocitose com linfocitose
acentuada em condi¢des que desencadeiam respostas imunes.

Muitos fatores, como o horario da coleta de sangue e o
estresse, influenciam o nimero de mondcitos, eosinéfilos e
baséfilos.'®?? Ainda assim, a monocitose condiz com a
inflamagdo cronica em coelhos,'®2% como observado no
grupo MODC no 28° dia em comparagdo aos valores basais.
A eosinofilia e a basofilia sdo marcadores de alergias e
hipersensibilidades. A eosinofilia branda nao foi observada
neste estudo até o 56° dia no grupo MODC. Isso pode ter sido
causado pela reducdo da imunogenicidade do osso pelo
processo de desmineralizacdo.?"??

O menor nimero de hematdcritos observado no 28° dia
em todos os grupos foi decorrente da perda de sangue a
cirurgia. Isso estd de acordo com relatos anteriores'?? de
anemia apds hemorragia externa. No entanto, os animais de
todos os grupos apresentaram aumento do hematdcrito no
56° dia, mas sem chegar aos valores basais correspondentes.
Isso mostra que houve resposta regenerativa a perda de
sangue. Da mesma forma, a concentracdo de hemoglobina
também diminuiu no dia 28 e subiu até quase superar os
valores basais no 56° dia. Por outro lado, o nimero de
hemacias aumentou nos dias 28 e 56 em todos os grupos a
excecdo do EOA no 28° dia, no qual foi menor em comparagdo
ao valor basal, sem significado estatistico. Os diferentes
padrdes observados para o nimero de hemacias podem ser
decorrentes do tempo de coleta de amostra e da temperatura
ambiente que influenciam os animais experimentais.m'20
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A incapacidade de monitorar o ritmo diurno e a tempe-
ratura ambiente em relagdo a variacao dos valores hemato-
l6gicos obtidos sdo as limita¢des deste estudo.

Conclusao

Apesar das varias flutuagdes que prejudicam a interpreta-
¢do da andlise hematolégica em coelhos, este estudo
concluiu que os animais responderam a MODC com
leucocitose intensa com neutrofilia, linfocitose e monoci-
tose no 28° dia e retorno a valores pr6ximos aos normais
no 56° dia apés o procedimento. Estes dados podem,
portanto, formar uma base hematol6gica para monitora-
mento do estado dos modelos animais de enxerto 6sseo. No
entanto, é fortemente recomendado que os valores basais
sejam determinados em todos os estudos hematolégicos
em coelhos, considerando o ritmo diurno e a temperatura
ambiente.
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