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RESUMO

Foi realizada falha segmentar de 6mm na regido metafisaria medial da tibia de 12 coelhos, seguida de
preenchimento desta por matriz 6ssea mineralizada heter6loga fragmentada conservada em glicerina
(98%) e metilmetacrilato autoclavado, bem como avaliacdo por meio da tomografia computadorizada de
feixe cdnico (cone beam) aos 30, 60 e 90 dias. Houve incorporagdo gradativa do implante no leito
receptor em relagdo ao tempo em 100% dos casos, 0 que mostra ser este biologicamente compativel, ao
promover reparacdo da falha 6ssea, sem sinais de infeccdo, migracdo e/ou rejeicdo, caracterizando-se,
assim, como nova opcao de substituto dsseo para preenchimento de falhas dsseas.
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ABSTRACT

A 6mm segmental defect was performed on the metaphyseal region of the tibia of 12 rabbits and the
autoclaved fragmented heterolog cortical bone conserved in glycerin (98%) and methylmethacrylate was
used as a bone graft for the reconstruction. The graft was placed in the receptor bed and its integration
was evaluated by computed tomography after 30, 60 and 90 days. There was gradual bone graft
incorporation in the receptor bed during the time in 100% of the cases. Fragmented cortical bone
heterograft and methylmethacrylate was biologically compatible and promotes bone defect reparation
without signs of infection, migration and or rejection, featuring a new option of osseous substitute to fill
in bone defects.

Keywords: rabbit, bone graft, osseous substitute, computed tomography, orthopedics

INTRODUCAO ndo unides que necessitam de procedimentos

ortopédicos reparadores envolvendo a reposicdo

As fraturas com perda de quantidade substancial 6ssea (Ranzani et al., 1996; Rezende et al., 1998;
de tecido ésseo tém papel de destaque na rotina Alievi et al., 2007). A melhor opcao para tratar
clinico-cirdrgica, tanto na medicina veterinaria as falhas dsseas € o enxerto autélogo, ou seja,
quanto na medicina humana, ndo sendo rara fragmentos 6sseos colhidos do préprio paciente,
também a presenca de outras afeccBes uma vez que é biologicamente compativel e
concomitantes, como as neoplasias ésseas e/ou acelera a reparacdo Ossea. No entanto, esta

técnica possui 0 inconveniente de aumentar a
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morbidade, a dor, 0 tempo anestésico e cirdrgico
e de lesar estruturas normais, além de nao
fornecer volume suficiente para reparar grandes
falhas désseas (Melo et al., 1998; Alievi et al.,
2007).

Os biomateriais sdo definidos como qualquer
material ndo vivo de origem bioldgica ou
sintética, utilizados na area médica, que interaja
com o sistema vivo e que seja biocompativel
(Turrer e Ferreira, 2008; Raposo-do-Amaral,
2010). Os tecidos 0sseos obtidos de animais da
mesma espécie, ou seja, os aloimplantes, ou de
espécies diferentes, os heteroimplantes, s&o
biomateriais biolégicos que tém sido utilizados
com resultados satisfatérios na reparacdo de
falhas Osseas (Melo et al., 1998; Silva et al.,
2003; Morais et al., 2004; Alievi et al., 2007;
Freitas et al., 2008).

Os heteroimplantes devem promover a
osteoindugdo, que se da pela formagéo de 0sso a
partir de células osteoprogenitoras, oriundas
das células mesenquimatosas primitivas, sob
a influéncia de um ou mais agentes indutores
da matriz 6éssea, e a osteoconducdo que se
caracteriza pelo crescimento dsseo  por
meio de aposi¢do de tecido 6sseo subjacente na
presenca de 0sso ou células mesenquimatosas
indiferenciadas. Eles devem ser biocompativeis,
ndo carcinogénicos, atoxicos, ndo antigénicos e
ndo devem estimular processos inflamatérios
nem favorecer a infeccdo (Alexander, 1987
Akamoto e Trento, 2002).

Um banco de o0ssos torna os procedimentos
reparadores mais eficientes, devido a constante
disponibilidade de tecidos, podendo atender a
mais de um paciente a0 mesmo tempo (lamaguti
et al., 1995; Alievi et al., 2007; Freitas et al.,
2008). Para serem estocados, 0s tecidos
Osseos devem ser coletados assepticamente,
acondicionados e preservados em meios
adequados, para que ndo se degenerem e para
gue suas propriedades osteoindutoras e/ou
osteocondutoras sejam mantidas. Os métodos de
preservacdo mais utilizados em banco de
0ss0s sdo 0 congelamento com nitrogénio,
resfriamento, liofilizagdo, autoclavagem, 6xido
de etileno, &lcool 70%, glicerina 98%, entre
outros (Melo et al., 1998; Freitas et al., 2001;
Silva et al., 2003; Vilela et al., 2010).
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As falhas dsseas também podem  ser
eficientemente preenchidas por biomateriais
sintéticos, como cimento de fosfato de célcio,
hidroxiapatita,  copolimero lacticoglicdlico,
metilmetacrilato, entre outros (Weinfeld et al.,
1999; Yacubian-Fernandes et al., 2004; Alves et
al., 2010; De Marval et al., 2011; Spadeto Jr. et
al.,, 2011). Atualmente, o metilmetacrilato esta
sendo amplamente utilizado no reparo de grandes
falhas Osseas, por apresentar propriedades
bioinertes, com possibilidades de ser trabalhado
e/ou moldado para obtencdo de uma forma mais
adequada ao leito receptor (Bauer e Muschler,
2000; Yacubian-Fernandes et al., 2004; Raposo-
do-Amaral et al., 2010).

Uma nova opcdo para reparar falhas ésseas
extensas seria a utilizacdo, de forma associada,
de um composto (implante) constituido por
biomateriais biolégicos (ossos) e sintéticos
(metilmetacrilato), que apresentasse propriedades
osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras,
que ndo favorecesse a infeccdo nem a
colonizacdo bacteriana, que proporcionasse
sustentacdo mecénica, sendo de facil aquisicéo,
baixo custo, que ndo necessitasse de meio
especializado para sua preservacdo e que
preenchesse completamente a falha 0ssea,
eliminando, com isso, 0s problemas inerentes ao
enxerto autdégeno (Melo et al., 1998; Alievi et
al., 2007; Turrer e Ferreira, 2008).

Para se avaliar o comportamento dos implantes
em falhas dsseas, a tomografia computadorizada
(TC) constitui uma das técnicas de escolha, visto
que permite visualizar tridimensionalmente todas
as estruturas em camadas, principalmente de
tecidos mineralizados. A TC é um método de
diagndstico por imagem que emprega a radiacao-
X, obtendo a reproduc¢do de uma seccao de cortes
de tecidos em qualquer um dos trés planos
espaciais. Diferindo da técnica radiogréafica
convencional, que projeta em um Unico plano
todas as estruturas penetradas pela radiacdo-x, a
TC evidencia as relacBes estruturais em
profundidade, mostrando imagens em cortes
seriados (fatias) dos tecidos, com uma defini¢do
precisa, permitindo, dessa forma, avaliar,
delimitar e quantificar as reagBes e/ou
irregularidades nos tecidos, em especial o tecido
6sseo (Murilo et al., 1999; Garib et al., 2007;
Silveira e Wassall, 2009).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.6, p.1547-1554, 2012



Tomografia computadorizada...

Propde-se, com este estudo, avaliar o
comportamento da matriz dssea mineralizada
heter6loga fragmentada (MOMHF) associada ao
metilmetacrilato no preenchimento de falhas
Osseas segmentares produzidas em tibia de
coelhos em diferentes tempos, por meio de
tomografia computadorizada de feixe conico
(cone beam).

MATERIAL E METODOS

Para confeccdo do implante a ser utilizado neste
estudo, a MOMHEF foi coletada assepticamente a
partir de diéfise de tibia de cées, clinicamente
higidos, que vieram a Obito por trauma. Para
tanto, foram removidos tecidos moles adjacentes
a tibia, as epifises e a medula 6ssea, sendo a
diéfise lavada com solucéo salina 0,9% (Solugéo
salina — JP IndUstria Farmacéutica S/A, Ribeirdo
Preto, SP) e acondicionada em glicerina a 98%
(Glicerina — VIC Pharma Industria e Comércio
Ltda., Taquatitinga,SP) em recipiente de vidro
esterilizado, por um periodo ndo inferior a 30
dias, em temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a diafise da tibia conservada em
glicerina a 98% foi hidratada com solugéo salina
0,9% por 10 minutos e, em seguida, fragmentada
em particulas de aproximadamente 2mm,
utilizando-se  de cisalha  ortopédica e,
posteriormente, foi desidratada em temperatura
ambiente. Em seguida, estes fragmentos
(MOMHF) foram misturados, na mesma
proporcdo, a resina acrilica de metilmetacrilato
(Papel crepado - Esterilife Medical Ltda., Belo
Horizonte, MG), moldados em uma forma de
6mm de didmetro por 2mm de espessura,
originando, dessa forma, o implante (associagdo
de MOMHF e metilmetacrilato), o qual foi
embalado em papel crepado (Vipi Flash — Vipi
Industria, Comércio, Exportacdo e Importacdo,
Pirassununga, SP) e esterilizado em autoclave.

Como receptores do implante, foram utilizados
12 coelhos adultos, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 3kg, distribuidos em trés
grupos de quatro animais: E1 (30 dias), E2 (60
dias) e E3 (90 dias). No periodo pré-operatdrio,
os animais foram mantidos em jejum hidrico e
alimentar por duas horas e foi realizada a
tricotomia da regido proximal medial das tibias
direitas. O protocolo anestésico foi constituido
da associacdo de acepromazina (Acepran 0,2% —
Univet S/A, S8o Paulo, SP) (0,1mg/kg) e
tiletamina/zolazepam (Zoletil 50 — Virbac do
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Brasil Indastria e Comércio Ltda., Sdo Paulo,
SP) (20mg/kg), via intramuscular, seguido de
bloqueio anestésico local infiltrativo com
lidocaina 2,0% (Lidovet — Bravet, Rio de
Janeiro, RJ) (0,4mL) no local da inciséo.

Os animais foram posicionados em decubito
dorsal e a antissepsia foi realizada com povidona
iodo (Riodeine tdpico — Indlstria Farmacéutica
Rioquimica Ltda., Sdo Paulo, SP). Na sequéncia,
promoveu-se uma incisdo sobre a pele, divulsao
do subcutaneo, incisdo sobre o periosteo e
exposicdo do cortex proximal e medial da tibia
direita. Neste momento, realizou-se uma falha
6ssea na tibia dos animais, pela remogdo de um
segmento cortical, de seis milimetros de
didmetro, utilizando-se de uma broca trefina
(Broca trefina — Dental Aragdo, Séo Paulo, SP),
acoplada a uma furadeira elétrica autoclavavel
(Furadeira elétrica autoclavavel — Caomédica,
SP).

O defeito d6sseo previamente criado foi
preenchido com o implante anteriormente
confeccionado, o periésteo e o0 subcutdneo foram
aproximados com fio categute cromado 3.0
(Categut — Ethicon/Johnson &  Johnson
Company, Sao José dos Campos, SP), utilizando-
se padrdo de sutura continua, e a pele foi
suturada com fio poliamida 3.0 (Nylon -
Brasmédica, Sdo Paulo, SP). Cada animal
recebeu cinco aplicacbes, a cada 24h, de
enrofloxacina (Flotril 2,5% - Intervet — Schering-
Plough, Rio de Janeiro, RJ)* (10mg/kg), via
subcuténea, trés aplicacbes, a cada 24h, de
flunixin meglumine (Banamine pet — Intervet —
Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ) (1,1mg/kg)
e dois curativos diarios com rifamicina (Rifocina
— Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, SP) sobre a ferida,
até a retirada dos pontos, que ocorreu no 10° dia.
No periodo pds-operatério, os animais foram
alojados individualmente em gaiolas,
alimentados com racdo comercial (Ragéo Labina
— Purina, Séo Paulo, SP) e 4gua ad libitum.

As falhas Osseas implantadas e as areas
adjacentes foram avaliadas com o uso de um
tomografo computadorizado volumétrico de
feixe cdnico — cone beam (modelo Kodak 9000
3D, Carestream Health — Franga), no pos-
operatério imediato e aos 30, 60 e 90 dias
consecutivos.

1549



Freitas et al.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Séo
Paulo/Hospital Sdo Paulo, sob o ndmero
0664/10, de 28 de maio de 2010, de acordo com
a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saulde.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta de tecido 6sseo cortical canino e a sua
preservacdo em glicerina a 98% € um
procedimento simples e exequivel (Silva et al.,
2003), como demonstrado neste estudo, o que
estimula a implantacdo de banco de 0ssos em
centros cirdrgicos, em especial os veterinarios.
Para o preparo do implante, todos os materiais,
instrumentos e luvas, utilizados para manipular
a MOMHF e o metilmetacrilato, foram
esterilizados. Além desses cuidados, antes do
uso, o implante foi submetido ao processo de
esterilizacdo por meio de autoclave, que, para
Vilela et al. (2010), é fundamental para o sucesso
da cirurgia, j& que previne a infeccdo local,
evitando, dessa forma, a lise Ossea, 0 que
facilitaria a migracdo do implante do leito
receptor.

Embora a literatura ndo estabeleca tempo
minimo e méximo de permanéncia do tecido
6sseo em glicerina a 98%, a MOMHF utilizada
na confecgdo do implante foi mantida por um
periodo néo inferior a 30 dias, ocasido em que foi
utilizada (Melo et al., 1998; Freitas et al., 2008;
Vilela et al., 2010). Mesmo conhecendo as
propriedades conservadoras e bactericidas da
glicerina a 98%, para uso, a MOMHF, apos ser
incorporada ao metilmetacrilato, foi submetida
ao processo de esterilizagdo com o uso de
autoclave, garantindo, assim, a auséncia
completa de patégenos no implante, primando
pela exceléncia da técnica.

A diafise proximal medial da tibia de coelhos foi
eleita para ser o leito receptor, por ser de facil
acesso e, também, por possuir pouco tecido mole
adjacente, tornando o procedimento cirlrgico
rapido (Piermattei e Greeley, 1988; Rezende et
al., 1998). Além disso, essa regido também
¢ sede de reabsorcdo e de propriedades
osteogénicas da medula 6ssea, sendo, inclusive,
metabolicamente, a mais ativa desse 0sso. Essas
caracteristicas sdo desejaveis e contribuem para
uma resposta fisiologica mais rapida e eficiente
entre 0 compdsito em estudo e o leito receptor
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(Suominen et al., 1995; Rezende et al., 1998;
Turrer e Ferreira., 2008).

No periodo pos-operatorio imediato, todos os
animais apoiaram 0 membro  operado,
demonstrando que o suporte da tibia ndo foi
comprometido e que a analgesia empregada foi
eficiente (Melo et al., 1998). Onze animais
(91,7%) tiveram as feridas cicatrizadas em 10
dias, sem sinais de infeccdo ou reacdo tecidual,
mostrando que a antissepsia e assepsia, a
antibioticoterapia e o tratamento das feridas
foram adequados. Além disso, o meio de
conservacdo do tecido 0Osseo, bem como o
método de esterilizacdo empregado, mostrou-se
apropriado, ndo sendo observada alteracdo local
que caracterizasse rejeicdo do compdsito ao leito
receptor (lamaguti et al., 1995; Garib et al.,
2007). Apenas um animal apresentou deiscéncia
de pontos de pele (8,4%) por automutilagdo, sem
exposicdo do tecido subcutaneo, a qual foi
tratada com rifamicina até a cicatrizagdo, que se
deu no 12° dia p6s-operatério.

Outra complicacdo da utilizacdo de MOMHF
associada ao metilmetacrilato como implante
seria a necrose térmica 6ssea promovida pela alta
temperatura atingida na polimerizacdo do
metilmetacrilato durante o preparo do implante.
De acordo com Turrer e Ferreira (2008), esta
reacdo exotérmica promoveria lise Ossea e,
consequentemente, facilitaria o deslocamento do
implante a partir do leito receptor na tibia. Neste
interim, o implante foi previamente moldado em
um gabarito e, somente entdo, encaixado na falha
Ossea, excluindo a elevada temperatura como
fator complicador da técnica. Dessa forma, pode
ser observado, neste estudo, auséncia de reagdes
entre 0 implante e o leito receptor, como, por
exemplo, proliferacOes, lise dssea e/ou infecgdo.
Provavelmente estes resultados estdo associados
ao emprego correto da técnica cirdrgica e,
também, ao uso adequado de métodos de
esterilizacdo, que, para Dipisa et al. (1976) e
Yacubian-Fernandes et al. (2004), sdo fatores
decisivos para que haja integracdo dos implantes.

Além disso, resultados promissores na
associacdo da MOMHF ao metimetacrilato na
reparacdo de falhas 6sseas podem ser esperados,
ja que, em todos os animais estudados, ocorreu a
permanéncia do implante no leito receptor.
Segundo Silva et al. (2003) e Turrer e Ferreira
(2008), este fato € indicativo de auséncia de
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rejeicdo e da presenca de osteointegracdo,
caracterizada pela neoformagdo vascular e pela
invasdo tissular de fibroblastos com deposicdo
gradativa de novo 0sso, 0 que caracteriza,
também, a osteoconducéo.

O emprego da tomografia computadorizada neste
estudo permitiu acompanhar e demonstrar
satisfatoriamente o comportamento  dos
implantes nas tibias dos coelhos (grupos E1, E2 e
E3). Na odontologia humana, avaliacfes
tomograficas de feixe cbnico sdo amplamente
empregadas para avaliar tecido  0sseo
mineralizado e acompanhar remodelacGes
Osseas, ja que esta técnica permite a reproducdo
de imagens tridimensionais dos tecidos com
minima distorgdo (Garib et al., 2007; Silveira e
Wassal, 2009).

Sendo assim, neste estudo, as avaliagBes
tomograficas no  pos-operatdrio  imediato
mostraram que todos os implantes permaneceram
posicionados no leito receptor (Fig. 1).

As avaliagBes tomograficas dos cortes coronal e
axial, realizadas nas tibias dos coelhos dos
grupos E1 (Fig. 2), E2 (Fig. 3) e E3 (Fig. 4),
localizaram todos os implantes no interior dos
leitos receptores, sem sinal de proliferagdo e/ou
lise Ossea nem reacOes que caracterizassem
infeccdo e/ou rejeicdo. Como pode ser
observado, os implantes preencheram as falhas
Osseas, porém ainda ndo se tem conhecimento se
as células dsseas ativas irdo conseguir adentrar
0s poros do metilmetacrilato e depositar matriz
6ssea no implante (Turrer e Ferreira, 2008).

Foi possivel verificar densidades heterogéneas
nas tomografias computadorizadas de todos os
implantes, compostas por areas radioluscentes,
correspondentes ao metilmetacrilato, e areas
radiopacas, referentes a MOMHF, desde o dia da
implantacédo até os 90 dias de avaliacéo (Fig. 2B,
3B e 4B).

Pesquisas que utilizaram biomateriais bioldgicos,
realizadas por Weinfeld et al. (1999), Gutierres
et al. (2006) e Freitas et al. (2008), mostraram
que o heteroimplante dsseo cortical (MOMHF)
conservado em glicerina a 98% promove
reparacdo em falha dssea. Yacubian-Fernandes et
al. (2004) e Raposo-do-Amaral et al. (2010)
divulgaram que os biomateriais sintéticos, como
0 metilmetacrilato, também podem  ser
empregados na correcdo de defeitos 6sseos. Para
Turrer e Ferreira (2008), a associagédo de dois ou
mais  materiais de classes diferentes,
denominados compositos, confere uma melhor
performance, pois  podem-se  adicionar
propriedades individuais desejaveis de cada um,
tornando-os mais biocompativeis, com menor
possibilidade de falha e com propriedades
superiores as dos componentes isolados. Desta
forma, o presente trabalho demonstrou uma nova
opcdo de substituto 4sseo, biologicamente
compativel, ao utilizar um implante Gsseo
confeccionado a partir de dois biomateriais,
sendo um deles biolégico (matriz 6ssea
mineralizada heter6loga fragmentada) e o outro
sintético (metilmetacrilato), para corrigir falhas
Osseas em cirurgias ortopédicas reparadoras.

Figura 1. Reconstrucdo tridimensional (3D) em tomografia computadorizada de feixe cdnico (cone beam)
no pos-operatorio imediato. Notar implante, com &reas radioluscentes e radiopacas, localizado no leito

receptor na regido metafisaria medial da tibia de coelho.
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Figura 2. Imagem tomogréfica da regido proximal da tibia de coelho aos 30 dias. A: notar implante no
leito receptor — seta branca (corte coronal na posi¢do anteroposterior). B: notar auséncia de rea¢des nas:
porcdo porcdes distal — seta azul, média — seta vermelha e proximal — seta verde, do implante no leito
receptor (cortes axiais). Cortes: intervalo de 1,1mm e espessura de 0,076mm.
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Figura 3. Imagem tomografica da regido proximal da tibia de coelho aos 60 dias. A: notar implante no
leito receptor — seta branca (corte coronal na posi¢do anteroposterior). B: notar auséncia de reacdes que
sugere infeccdo e/ou rejeicdo nas: porcdo porgdes distal — seta azul, média — seta vermelha e proximal —
seta verde, do implante no leito receptor (cortes axiais). Cortes: intervalo de 1,1mm e espessura de
0,076mm.
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Figura 4. Imagem tomogréfica da regido proximal da tibia de coelho aos 90 dias. A: notar implante no
leito receptor — seta branca (corte coronal na posi¢do anteroposterior). B: notar auséncia de reacdes que
sugere proliferacdo e/ou rejeicdo e infec¢des nas porgles distal — seta azul, média — seta vermelha e
proximal — seta verde, do implante no leito receptor (cortes axiais). Cortes: intervalo de 1,1mm e
espessura de 0,076mm.
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CONCLUSOES

O uso da matriz 6ssea mineralizada heterdloga
fragmentada associada ao metilmetacrilato
promove a reparacao de falhas ésseas, sem sinais
de infeccdo, migracdo e/ou  rejeicdo,
caracterizando-se como nova opgao de substituto
6sseo para preenchimento de falhas ésseas.
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