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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterindria
Universidade Federal de Santa Maria

IMPLANTE OSSEO CORTICAL ALOGENO CONSERVADO EM MEL
NA RECONSTRUCAO DE FALHA OSSEA DIAFISARIA EM FEMUR

DE CAES
AUTOR: MARCELO MELLER ALIEVI
ORIENTADOR: JOAO EDUARDO WALLAU SCHOSSLER
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de janeiro de 2006.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilizacdo de implante 6sseo cortical alégeno
conservado em mel na reconstrugéo de falha 6ssea segmentar em fémur de cées. Foi realizada
uma falha 6ssea de 5cm na regido diafisdria do fémur direito de 14 caes adultos, sendo
utilizado um implante 6sseo cortical alégeno conservado em mel para a sua reconstrugdo. O
implante foi estabilizado no leito receptor por meio de uma placa de compressdo dindmica e
oito parafusos corticais de 3,5mm. Os animais foram avaliados clinicamente, verificando-se o
seu estado geral, o aspecto da ferida cirtrgica e o grau de deambulacdo. Radiografias do
fémur direito foram realizadas no pds-operatorio imediato e quinzenalmente, até o 90° dia de
pos-operatorio. A partir desse periodo, as avaliagdes foram mensais até os 360 dias de pos-
operatério. Dois animais foram submetidos a eutanasia aos 30, 60, 90, 120, 180, 270 e 360
dias de p6s-operatdrio, sendo o fémur direito retirado e encaminhado para exame histolégico.
A porcentagem de incorporacdo das interfaces foi de 79,17%, e o tempo médio necessério
para a incorporagdo foi de 67,10 dias, variando entre 45 e 90 dias. Nao foi verificada
diferenca significativa entre o tempo de incorporagdo das interfaces proximal e distal. Na
andlise bacterioldgica, foi verificado Bacillus spp. em trés amostras de mel, porém, ndao houve
crescimento bacteriano nas amostras obtidas dos implantes 6sseos. Histologicamente foi
verificada adequada unido entre as interfaces, com atividade osteoclastica na periferia do
implante seguida por osteobldstica e formagao de matriz éssea. As principais complicacdes
verificadas foram ndo-unido, fratura e reabsorcdo intensa do implante. Apesar das
complicacdes, é possivel concluir que o implante dsseo cortical alégeno conservado em mel é

uma opgdo vidvel para a reconstru¢io dssea.

Palavras-chaves: implantes 6sseos, cirurgia ortopédica, cdes, mel.
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Fourteen adult mongrel dogs were used to evaluate the honey preserved cortical allografts in
the repair of diaphyseal femoral defect. The allografts were inserted into a Scm segmental
defect created in the mid-diaphysis of the right femur in each dog. The bones were stabilized
with a 3.5mm dynamic compression plate and eight 3.5mm bone screws. Each dog was
examined daily to evaluate complications and weight-bearing of the operated limb.
Radiographs of the right femur were taken postsurgically and once every 15 days for the next
three months. Following this, radiographs were taken once per month until the end of the
research. Each two animals were euthanized after 30, 60, 90, 120, 180, 270, and 360 days.
The right femur was harvested and prepared for histological evaluation. Nineteen (79.17%) of
the twenty-four host-graft interfaces were radiographically healing (union). The mean time to
allograft incorporation was 67.10 days (range, 45-90 days). There was no statistical difference
in the allograft incorporation time between proximal and distal host-graft interfaces. It was
observed Bacillus contamination in three honey samples, however, in allografts it was not
verified. Good incorporation of donor graft by bone was observed histologically. Initially,
there were osteoclastic activity increases in graft surfaces, and after bone formation.
Complications observed were nonunion, allograft fracture, and allograft resorption. We
conclude that despite the complications, honey preserved cortical allografts are a viable

options to bone reconstruction.

Key-words: bone implant, orthopedic surgery, dogs, honey.
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1  INTRODUCAO

As afeccoes ortopédicas em caes e gatos tém papel de destaque na rotina de um
hospital ou clinica veterinaria. Ndo € raro, portanto, que o ortopedista se depare com fraturas
cominutivas de ossos longos, neoplasias 0sseas, ndo-unides ou unides viciosas de fraturas.
Uma das principais op¢des para o tratamento dessas alteragdes € a substituicio de um
segmento ou o preenchimento de uma falha Ossea utilizando-se enxerto ou implante
(WADSWORTH & HENRY, 1976; HENRY & WADSWORTH, 1981a; ALEXANDER,
1983; SCHENA & McCURNIN, 1983; BLOOMBERG et al., 1984; JOHNSON et al., 1985;
DUELAND et al., 1989; LaRUE et al., 1989; SINIBALDI, 1989; HOFMANN et al., 1995;
MORELLO et al., 2001). Biologicamente, a melhor fonte para a obtencao desse material seria
sem divida o préprio animal, com a utilizacdo do enxerto autégeno (GOLDBERG &
STEVENSON, 1987). Tal op¢do, porém, acaba sendo muitas vezes preterida por aumentar a
morbidade, a dor, os tempos cirtirgico e anestésico e, principalmente, por ndo fornecer
volume suficiente para a reconstru¢cdo adequada de uma grande falha 6ssea (MILLIS &

MARTINEZ, 2003).

Sendo assim, outras fontes de material dsseo t€m sido pesquisadas. A principal sdo os
0ssos obtidos a partir de animais da mesma espécie, ou seja, os implantes alégenos. Apesar de
imunologicamente inferiores aos enxertos autégenos (GOLDBERG & STEVENSON, 1987),
tais implantes t€m sido amplamente utilizados, com resultados bastante satisfatérios (HENRY
& WADSWORTH, 1981a; DUELAND et al., 1989; SINIBALDI, 1989; PINTO JR., 1995).
Uma grande vantagem dessa alternativa é possibilitar a formagao de um banco de o0ssos, o que
elimina a dificuldade de se encontrar um doador disponivel e apropriado para o fornecimento
emergencial de aloenxertos. Outra vantagem € o fato de um tnico doador fornecer vérios
segmentos 6sseos (KERVIN et al., 1991).

Sao utilizados diversos métodos e meios para conservagao desses 0ssos: congelamento
(HENRY & WADSWORTH, 1981a; SINIBALDI, 1989; DUELAND et al.,, 1989;
MORELLO et al., 2001), liofilizacdo (SCHENA et al., 1984; SCHENA et al., 1985), glicerina
(PINTO JR. et al., 1995; COSTA, 1996; MELO et al., 1998), tintura de iodo a 2% (PINTO
JR., 1995), 6xido de etileno (JOHNSON et al., 1985; JOHNSON et al., 1987) e mel
(MSCHVIDOBADSE, 1978; AMENDOLA, 2001; GAIGA, 2002). Apesar dos bons
resultados na preservacdo e na incorporagdo do implante, os métodos de congelamento e a

liofilizacdo requerem equipamentos sofisticados e de alto custo, o que dificulta sua utilizagdo



em muitos hospitais e clinicas veterinarias. A glicerina tem baixo custo, mas ndo preserva as
propriedades biomecanicas e a esterilidade do osso (MELO et al., 1998; DEL CARLO et al.,
1999). Ja a esterilizacdo pelo 6xido de etileno, apesar de eliminar a contaminagdo do 0sso
conservado, altera suas propriedades biomecanicas e o predispde a falhas (JOHNSON &
STEIN, 1988; WAGNER et al., 1994). A dltima opcao, a da conservagdo dssea em mel, tem
baixissimo custo e uma matéria prima de facil obtencdo, que ndo requer o emprego de
material especializado (AMENDOLA, 2001) e possui, além disso, propriedades
antimicrobianas tanto in vitro (EFEM et al., 1992; COOPER et al., 1999) como in vivo
(EFEM, 1988; SUBRAHMANYAM, 1991; VARDI et al., 1998; SUBRAHMANYAM,
1993b). Alguns experimentos tém sido conduzidos para avaliar o mel como meio de
conservacdo de tecidos - pele (GUPTA, 1977; SUBRAHMANYAM, 1993a), cdrnea
(ABRAMOV & MARKICHEVA, 1983) e pequenos segmentos dsseos (AMENDOLA, 2001)
tém sido implantados com resultados satisfatérios. Entretanto, ha necessidade de testd-lo na
reconstrucio de grande falha éssea.

O presente experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o uso de implante
Osseo cortical alégeno conservado em mel no reparo de grande falha éssea segmentar em
caes, verificando a taxa de incorporagdo e as complicagcdes relacionadas com sua utilizacao,
além de observar e comparar, através de analise microbioldgica, a presenga de bactérias no

mel e no implante 6sseo utilizado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxertos e implantes dsseos corticais

2.1.1 Aspectos historicos

O uso de aloenxertos vem da antiguidade e sua origem se reveste das caracteristicas de
lenda. Os patronos desses transplantes sdo os célebres g€émeos Cosme e Damifo, nascidos no
século III d.C. na Sicilia. Cosme, clinico, e Damido, cirurgido, teriam realizado muitas curas e
praticas médicas ndo usuais ao longo dos anos, desagradando o imperador romano
Diocleciano, que acabou por sentencid-los a morte no ano de 287 d.C. No século V, Cosme e
Damido teriam patrocinado um milagre na basilica de Roma: o administrador de uma igreja
sofria muito devido a um tumor na perna e, exausto, adormeceu durante suas oragdes. Sao
Cosme e S3o Damido apareceram-lhe em sonho, removeram o membro doente e o
substituiram pelo de um homem que morrera naquele mesmo dia. O administrador acordou
totalmente curado! Essa operacdo milagrosa foi incorporada a tradigdo catdlica e retratada por
numerosos pintores renascentistas; um dos quadros mais célebres foi pintado por Fra

Angelico e pode ser visto no Museu de San Marco, em Florenca (MANKIN et al., 1983).

Em 1668, o cirurgido holand€s Job van Meekeren, descreveu procedimento em que
transplantou com sucesso um fragmento de crinio canino para o cranio de um soldado russo.
Curiosamente, o paciente solicitou que o enxerto fosse removido, pois levara a sua
excomunh@o pela igreja; na segunda intervengdo, o piedoso soldado acabou falecendo

(WEIGEL, 1993).

Lexer, em 1908, reportou o uso de aloenxertos osteocondrais obtidos de caddveres
para a reconstrucdo articular de 34 pacientes. Em 1925, o autor publicou artigo descrevendo a
evolucdo em longo prazo desses casos. Ele obteve bons resultados em metade dos pacientes
(MANKIN et al., 1976). Nas décadas subseqiientes, no entanto, apesar do sucesso reportado
por Lexer, apenas casos ocasionais foram reportados. Mais tarde, entre 1960 e o inicio da
década de 1970, o norte-americano Parrish (1966 e 1973), o argentino Ottolenghi (1972) e o
russo Volkov (1970) relataram uma série de casos em que se utilizou aloenxerto dsseo para a
reconstrucdo de falhas 6sseas. Os resultados de tais experimentos variaram, em parte, de

acordo com a técnica utilizada.
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O primeiro relato da utilizacdo de aloenxerto sseo cortical em Medicina Veterinaria
foi o de Wadsworth & Henry (1976). Os autores realizaram o procedimento em dois felinos: o
primeiro caso foi experimental, sendo utilizado enxerto fresco; o segundo envolveu um felino
portador de fratura cominutiva de fémur, que recebeu enxerto congelado. Ambas as

intervencdes foram bem-sucedidas, com incorporagido completa do enxerto.

2.1.2 Terminologia e classificacdo

O termo “enxerto” implica a transferéncia de tecido vivo, enquanto “implante” refere-
se a material sem vitalidade aplicado ao corpo. Os implantes, além de osso morto, como por
exemplo, osso cortical congelado ou liofilizado, também podem ser constituidos de materiais
ndo-biolégicos, como metal ou cerdmica.

Os enxertos/implantes podem ser classificados de vérias formas. Quanto a origem,
podem ser autégenos (autélogos), quando o tecido transplantado € originidrio do préprio
individuo; al6genos (homologos), quando origindrio de outro individuo da mesma espécie,
embora geneticamente diferente; e xendgenos (xendlogos), quando obtido de individuo de
outra espécie (STEVENSON, 1998a). Transplantes entre individuos da mesma espécie e
geneticamente idénticos sdo chamados de is6genos ou singénicos (MILLIS & MARTINEZ,
2003).

Quanto a composicao, os enxertos/implantes podem ser esponjosos, corticais, cortico-
esponjosos, osteocondrais ou de medula dssea. O esponjoso consiste de tecido Gsseo
trabecular altamente celular, removido da cavidade medular da regido metafisaria dos ossos
longos; o cortical é composto por 0sso compacto, que promove principalmente suporte
estrutural; o cortico-esponjoso é a associacdo dos dois; o osteocondral resulta da associagdo
entre cartilagem articular e osso subcondral; e o de medula 6ssea constitui-se de células

mesenquimais indiferenciadas (MILLIS & MARTINEZ, 2003).

2.1.3 Fungdes

As duas principais fungdes dos enxertos Osseos sdo a osteogénese € O suporte
mecanico. A osteogé€nese refere-se a formacdo Ossea, que pode ser de diferentes origens.

Quando novo osso é formado a partir ou ao redor do enxerto, ele pode originar-se do préprio
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enxerto (de células que sobreviveram a transferéncia e foram capazes de formar osso) ou de
células do leito receptor. Outra maneira dos enxertos 9sseos promoverem a osteogénese é a
osteoinducgdo, em que ocorre o recrutamento de células do tipo mesenquimal dos tecidos ao
redor do enxerto, havendo sua diferenciacio em cartilagem e células dsseas. A osteoindugdo é
mediada por fatores derivados do enxerto (STEVENSON, 1998b).

O processo tridimensional de crescimento de capilares, tecidos perivasculares e células
osteoprogenitoras do leito receptor para o interior do enxerto € chamado de osteocondugao
(GOLDBERG & STEVENSON, 1987; CORNELL & LANE, 1998). O enxerto serve de
molde para o intracrescimento desses tecidos. Em adi¢@o a essa funcdo bioldgica, o enxerto
pode promover suporte estrutural para o tecido receptor (GOLDBERG & STEVENSON,
1987).

A propriedade osteocondutiva de um enxerto ou de um implante depende
significativamente de sua arquitetura; a osteoconducdo é mais rdpida em tecido esponjoso do
que em cortical devido a maior porosidade do primeiro. A importincia do ambiente quimico
do enxerto e sua influéncia na osteocondugdo é pouco entendida (CORNELL & LANE,
1998).

Aloenxertos 6sseos sdo osteocondutivos, osteoindutivos e, dependendo do tipo de
enxerto, promovem suporte mecanico (FITCH et al.,, 1997). O processo de conservacio
destréi os componentes celulares do aloenxerto 6sseo cortical, impedindo que ele estimule a

unifio dssea por osteogénese direta (KERWIN et al., 1991).

2.1.4 Indicacdes e contra-indicagdes

Aloenxertos Osseos corticais sdo uma alternativa efetiva para a reconstrugido de
grandes defeitos diafisdrios provocados por fraturas multifragmentares severas
(WADSWORTH & HENRY, 1976; HENRY & WADSWORTH, 1981a; ALEXANDER,
1983; SCHENA & McCURNIN, 1983; BLOOMBERG et al., 1984; JOHNSON et al., 1985;
DUELAND et al., 1989; SINIBALDI, 1989; HOFMANN et al., 1995) e em casos de nao-
unido (ALEXANDER, 1983; HOFMANN et al., 1995; WANG & WENG, 2003). Além disso,
sdo utilizados em protocolos de salvamento de membros que apresentam neoplasias Osseas
primdrias (LaRUE et al., 1989; ARO & AHO, 1993; HOFMANN et al., 1995; MORELLO et

al., 2001) e para a ampliacdo de superficies articulares, permitindo de tal modo uma adequada
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fixacdo de préteses (ARO & AHO, 1993; HOFMANN et al., 1995; POOYA et al., 2003) ou
melhor congruéncia articular, como no caso de acetabuloplastias (FERREIRA, 2003).

Os enxertos corticais alégenos sdo contra-indicados em casos de fraturas expostas, em
dreas onde exista infec¢do e em situagdes onde ndo possa ser aplicada fixacdo interna rigida,
quer ao enxerto quer ao osso doador (HOFMANN et al., 1995; MILLIS & MARTINEZ,
2003). Aro & Aho (1993) ndo indicaram a utilizacao imediata de enxertos corticais alégenos
em locais previamente submetidos a radiac@o, pois a incorporacdo poderia ser negativamente
afetada pela acdo radiativa nos tecidos moles e no osso receptor. Ehrhart et al. (2005)
justificaram tal fato pela diminui¢do dos niveis de proteina morfogenética 6ssea e da

expressdo de dcido ribonucléico mensageiro.

2.1.5 Obtencio e preparagdo

O doador ideal deve ser um animal jovem, mas esqueleticamente maturo, livre de
doencas infecto-contagiosas e de neoplasias. Os ossos podem ser removidos com o doador em
plano profundo de anestesia ou ter sido submetido a eutanésia havia poucos minutos (HENRY
& WADSWORTH, 1981a).

Segundo Alexander (1983), o enxerto ideal € o obtido em condi¢des cirtirgicas de
assepsia, com facilidade de conservacdo, barato e que nao provoque reacdo no local de
implantacdo.

O autor relatou ainda que, em Medicina Veterindria, aloenxertos 6sseos corticais
frescos sao facilmente obtidos e relativamente baratos, tornando desnecessdria a manutengao
de um banco de ossos, ainda mais diante do fato de existirem cies de diferentes tamanhos.
Kerwin et al. (1991), no entanto, comentam que o banco de ossos eliminaria a dificuldade de
se encontrar doador disponivel e apropriado para o fornecimento emergencial de aloenxertos,

além de um tnico doador de enxertos poder suprir varios receptores.
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2.1.6 Métodos de conservacdo

a) Fresco

Alexander (1983) descreveu o uso de aloenxerto 0sseo cortical fresco associado a
autoenxerto 6sseo esponjoso para o tratamento de duas fraturas cominutivas e de uma nao-
unido, em cades. O autor relatou que houve incorporagdo do enxerto sem a ocorréncia de
complicacdes. Schena & McCurnin (1983), por sua vez, relataram o uso de aloenxerto 9sseo
cortical e esponjoso no reparo de fratura de fémur em um cdo. Apesar de exigir mais tempo de
consolidacdo que o registrado em fraturas que nao utilizam aloenxertos, a terapia obteve
sucesso. Os autores reportaram, porém, a necessidade de maiores estudos para verificar a
consolidacdo da fratura e a resposta imune quando da utilizag¢do de aloenxertos frescos.

Enxertos frescos tém se revelados clinicamente insatisfatérios devido a resposta
imunogénica e a lenta incorporagdo decorrente. Métodos de preservacdo e modificacdes nos
enxertos t€m sido desenvolvidos para tentar reduzir a imunogenicidade do enxerto

(GOLDBERG & STEVENSON, 1987).

b) Congelamento

Devido a capacidade de alguns raros agentes infecciosos de permanecerem vidveis a
baixas temperaturas, todos os ossos congelados para utilizacdo como aloenxertos devem ser
removidos sob condi¢des de rigorosa assepsia. Os tecidos moles, o peridsteo e a medula 6ssea
devem ser completamente removidos (KERWIN et al., 1991).

Henry & Wadsworth (1981a) relataram o uso de aloenxertos ¢sseos corticais obtidos
em condicdes de assepsia, em sala cirurgica, esterilizados em autoclave e mantidos em freezer
doméstico (menos 15°C a menos 20°C) até sua utilizagdo em cies e gatos. No caso de gatos, o
percentual de sucesso das intervengdes foi de 90%, devendo-se a fratura do enxerto os 10% de
falha. Ja no caso dos cées, a taxa de sucesso foi de apenas 36%, atribuindo-se as falhas a nao-
unido do enxerto por formagdo de seqiiestro Osseo, infec¢do e fixacdo inadequada do
aloenxerto.

Sinibaldi (1989) utilizou aloenxertos ésseos corticais autoclavados e mantidos em

freezer doméstico (menos 10°C a menos 20°C) no tratamento de fraturas cominutivas e na
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correcdo de unido viciosa, unido retardada e ndo-unido em 25 cles. Os aloenxertos foram
obtidos de cides adultos saudaveis com 18 meses de vida, no minimo, € a colheita foi realizada
sob condi¢des de assepsia rigorosa. Na grande maioria dos casos, associado ao aloenxerto, foi
utilizado autoenxerto 0sseo esponjoso ao redor das interfaces enxerto/receptor. O autor
observou exostose, migracao de parafusos, desvio rotacional, quebra de placa e de parafusos,
refratura ou doenga articular degenerativa em mais da metade dos casos. Apesar disso, 22
caes apresentaram excelentes resultados do ponto de vista clinico, utilizando normalmente o
membro, sem qualquer sinal de dor. Em dois cédes os resultados foram bons, ja que revelaram
apenas leve claudicagéo, enquanto num céo o resultado foi considerado ruim, ocorrendo nao-
unifo associada a quebra da placa.

Dueland et al. (1989) descreveram o uso de aloenxertos Osseos corticais
criopreservados (menos 70°C) para o tratamento de oito fraturas cominutivas severas em caes.
O tamanho do enxerto variou de 3cm a 8,6cm, com comprimento médio de 6,6cm - o que
representava cerca de 40% do comprimento 6sseo. Todos os enxertos foram fixados com
placas compressivas. Do total de cdes submetidos ao procedimento, cinco tiveram
acompanhamento em longo prazo (5,7 anos), quatro deles com resultados excelentes e um
com resultado bom. Um dos cées foi submetido a amputacao 18 meses apds a enxertia devido

a osteomielite ndo responsiva ao tratamento.

c¢) Liofilizacao

A liofilizag@o € realizada por meio do congelamento de ossos a menos 70°C e sua
posterior exposi¢do ao vacuo, até que a umidade residual seja inferior a 5% (BURCHARDT
et al., 1978).

Schena et al. (1984) e Schena et al. (1985) realizaram estudo radiografico e histolégico
comparando autoenxerto fresco, aloenxerto fresco e aloenxerto liofilizado mantido a menos
70°C, na reconstrucdo de falha segmentar diafisaria em fémur de cées. Os enxertos foram
fixados com placa e parafusos. Os resultados permitiram concluir que o autoenxerto fresco €
superior aos demais quanto ao tempo para consolidacdo, embora o aloenxerto fresco também
promova unido consistente. Verificou-se que o processo de liofilizacdo fragiliza o enxerto,
sujeitando-o mais facilmente a fraturas por compressdo, além da desvantagem representada

pelo elevado custo do equipamento e o longo tempo para o processamento do material.
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Burchardt et al. (1978), ao realizarem estudo utilizando aloenxertos 0sseos corticais
liofilizados em cées, observaram que a liofilizagdo ndo inibe o processo de reparo, mas nio

evita a rejeicao dos aloenxertos.

d) Glicerina

Pinto Jr. et al. (1995) comentaram que a glicerina 98% mostrou-se eficiente meio de
preservacdo 0ssea em temperatura ambiente, sendo de baixo custo e de facil obten¢do, além
de dispensar equipamentos especiais para colheita e estocagem.

Costa (1996) realizou estudo utilizando aloenxerto 6sseo cortical conservado em
glicerina 98% e fixado com placas e parafusos de aco inoxiddvel 304, para a reconstru¢do de
falha 6ssea (4cm) experimental em cédes. O autor concluiu que os 0ssos ndo precisam ser
colhidos sob cuidados assépticos, uma vez que a glicerina tem agfo bactericida e fungicida.
Além disso, mostrou-se eficiente como meio de conservagio de o0ssos em temperatura
ambiente, mantendo o material livre de contamina¢do durante a estocagem. Embora menos
resistentes que o 0sso fresco, os ossos conservados em glicerina ndo produziram fendmenos
compativeis com rejeicdo e mantiveram as func¢des de osteoindugdo e osteocondugdo. Foi
observado ainda que as interfaces proximais consolidaram-se e se remodelaram mais
rapidamente que as distais, provavelmente atingidas por fendmenos de instabilidade
freqiiente.

Melo et al. (1998) avaliaram a atuacdo da glicerina 95% como meio conservante de
aloenxerto 6sseo cortical, bem como sua capacidade de preservar as caracteristicas bioldgicas
e impedir a contaminacdo do osso estocado. Os autores observaram as caracteristicas
biomecanicas do enxerto, apds a conservagdo, constatando que o 0sso se tornara mais
esbranquicado e quebradico a manipulagdo. Tais caracteristicas se acentuavam nos enxertos
conservados por maiores periodos de tempo. Para evitar que os aloenxertos quebrassem, foi
indicada a reidratacdo, tornando-se menos quebradi¢o o enxerto na razdo direta do tempo de
reidratacdo. Quanto ao exame bacterioldgico, observou-se crescimento bacteriano em 21,4%
das amostras de fragmentos dsseos, resultado negativo em todas as amostras do meio
conservante. Staphylococcus intermedius e Staphylococcus spp. foram as bactérias isoladas. O
resultado sugere que a glicerina 95% nao permitiu o crescimento, mas também nao eliminou

as bactérias presentes nos fragmentos.
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Del Carlo et al. (1999), utilizando glicerina 98% na conservagao de fragmentos 6sseos,
verificaram que o meio ndo € efetivo na esterilizacdo de enxertos 9sseos, além de alterar suas

propriedades biomecénicas.

e) Tintura de iodo a 2%

Pinto Jr. (1995) conservou aloenxertos 6sseos corticais em tintura de iodo a 2%,
mantendo-os em temperatura ambiente. Esses segmentos foram utilizados para o tratamento
de animais que apresentavam fraturas cominutivas de ossos longos. O aloenxerto foi inserido
no canal medular do osso receptor, utilizando manobras de angulacdo. Para a fixa¢do foi
utilizado um pino intramedular de Steinmann, inserido de maneira normégrada. Os animais
foram avaliados por até 12 meses, observando-se retorno a fungdo do membro aos 35 dias de
pos-operatorio e formagdo de calo ésseo a partir do 66° dia, em média. Nao foram observadas
reacoes de incompatibilidade, eliminag¢do ou rejeicdo dos implantes. Com isso, o autor
concluiu que o método € viavel, de facil utilizacdo e de baixo custo, sendo indicado para o

tratamento de fraturas cominutivas ou em grandes perdas diafisarias em ossos longos de caes.

f) Oxido de etileno

Segundo Johnson et al. (1985), a esterilizacdo de aloenxertos dsseos corticais de caes
por meio de 6xido de etileno tem vdrias vantagens, entre elas a possibilidade de utilizar
animais com doengas transmissiveis como doadores, ja que o 6xido de etileno € letal para os
agentes patogénicos. Outras vantagens sdo o fato da colheita ndo exigir assepsia, tornando o
procedimento mais rapido e simples, e a manuten¢@o de um banco de ossos sem equipamento
especializado.

Johnson et al. (1987) registraram que a esterilizacdo dssea com 6xido de etileno é uma
técnica excelente e simples para formar um banco de ossos estéreis. Sdo necessarios, porém,
cuidados na preparacdo e na estocagem, caso contrdrio pode ocorrer descarte de segmentos
6sseos. Os autores concluiram que a concentracdo ideal do 6xido de etileno é de 84%, sob
temperatura e pressdo atmosférica ambientes; os enxertos devem ser mantidos em recipiente

plastico e a temperatura de menos 20°C.
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Johnson et al. (1985) compararam a incorporagdo de aloenxertos dsseos esterilizados
em Oxido de etileno com autoenxertos corticais em caes, verificando ndo haver diferenca entre
eles: seu aspecto era idéntico ao exame radiografico quanto macro e microscopicamente.

Johnson & Stein (1988) relataram que aloenxertos dsseos corticais esterilizados com
oxido de etileno (12%) e mantidos em temperatura de 22°C tornam-se bastante quebradicos,
ocorrendo pequenas fissuras ou lascas durante a preparacdo para a fixacao dos parafusos, o
que exige um nimero maior de enxertos para substituir os danificados.

Wagner et al. (1994) reportaram a ocorréncia de dois casos de fratura de aloenxerto
Osseo cortical esterilizado em 6xido de etileno, bem como das placas que os estabilizavam.
Apesar dos autores ndo terem justificado a falha no método de esterilizacdo, ndo ocorreu

infecgdo ou instabilidade.

g) Mel

Mschvidobadse (1978) utilizou, em humanos, implantes 0&sseos alogé€nicos
esterilizados em formaldeido e conservados em solucdo contendo 50% de mel. Os resultados
foram satisfatérios, levando o autor a concluir que essa é uma forma de obter-se um banco de
ossos de alta qualidade.

Amendola (2001) preencheu pequenos defeitos Osseos retangulares em regido
diafisaria de fémur de cdes com implante dsseo aldgeno conservado em mel. Ao final de 60
dias, a taxa de incorporac@o do implante foi de 66,6%. O autor justificou que a alta taxa de
reabsorcdo dos implantes deveu-se a falha no método de fixacdo e & idade avancada dos
animais.

Gaiga (2002) confeccionou a partir de fibula e tibia caninas, pinos absorviveis que
foram conservados em mel e posteriormente utilizados para osteossintese de tmero em
pombos domésticos. Nao foram observados sinais clinicos de rejeicdo, ocorrendo rapida
reabsorc@o e pequena resposta inflamatdria. Com isso, o autor concluiu que o mel pode ser

um meio de conservagido de implantes 9sseos corticais.
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2.1.7 Meétodos de fixacdo

Os principais fatores determinantes para a unido entre o enxerto € 0 0Sso receptor sao a
estabilidade e o contato (SINIBALDI, 1989; STEVENSON et al., 1991). Henry & Wadsworth
(1981a) estabelecem como ideal que a superficie de contato entre o enxerto € o 0Sso receptor
seja de 360°, embora ressalvem o fato de que tal angulagdo é mais dificil de obter em cées do
que em gatos, devido a maior curvatura dos ossos longos dos caninos.

Sinibaldi (1989) indicou o uso de placas e parafusos para fixacdo rigida. Dois ou mais
parafusos devem ser utilizados para fixar o enxerto a placa, e cinco ou mais para fixd-la aos
fragmentos proximal e distal do osso receptor. Em casos selecionados, dois parafusos
proximais e dois distais ao enxerto sdo suficientes, mas Henry & Wadsworth (1981a)
recomendaram trés parafusos em cada segmento, no minimo.

Dueland et al. (1989) utilizaram, em média, 3,6 parafusos para fixacdo de aloenxerto
dsseo cortical, com a quantidade oscilando entre dois e cinco. J4 a média no osso receptor foi
de 5,8, numa variagcdo de quatro a nove parafusos. Nao foram constatados casos de ndo-unido
ou de seqiiestro 6sseo provocado por instabilidade.

Kerwin et al. (1991) indicaram que os parafusos imediatamente adjacentes ao enxerto
devem ser inseridos de forma compressiva, incorporando no minimo seis corticais de cada
segmento Gsseo receptor.

Sinibaldi (1989), avaliou 25 cdes que receberam enxerto dsseo cortical alégeno fixado
por placas metdlicas, concluindo que o momento para a remog¢do da placa depende da
aparéncia radiogréfica da consolidag¢do 6ssea e do comprimento do enxerto que, baseado na
avaliacdo de bidpsias, ainda pode ser encontrado trés anos apds a cirurgia. H4, porém,
proliferacdo periosteal e endosteal no novo osso. Com isso, o autor concluiu que a placa
podera ser removida, em estagios, durante o segundo ou terceiro ano apds a cirurgia. Porém,
segundo Dueland et al. (1989), a remocao da placa deve ser opcional, com preferéncia por nao
remové-la.

Straw et al. (1992) preencheram a cavidade medular do enxerto cortical alégeno com
polimetilmetacrilato e fixaram o implante com placa de compressdo dinidmica, ndo sendo
verificada interferéncia na sua incorporacdo e propriedades biomecanicas. Segundo os
autores, o polimetilmetacrilato poderia ajudar na fixacdo precoce do enxerto, prevenindo o
afrouxamento dos implantes metdlicos, aumentando a resisténcia durante a revascularizacio e

reabsorcdo do enxerto, e atuando como um reservatorio de antimicrobianos, por exemplo.
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Bloomberg et al. (1984) relataram o uso da fixacdo esquelética externa associada a um
pino intramedular para fixar enxerto dsseo cortical alégeno em dois cdes. Ambos os casos
foram bem-sucedidos, com incorporagdo e remodelamento do enxerto. Apesar disso, 0s
autores destacaram que este método deve ser utilizado apenas quando ndo puder ser aplicada
placa metélica.

Muir & Johnson (1995) realizaram estudo utilizando ovelhas como modelos
experimentais € compararam a incorporacdo de aloimplantes corticais congelados a menos
20°C por meio de haste intramedular bloqueada ou placa de compressdo dindmica, para sua
fixacdo. A conclusdo foi no sentido de que néo ha diferenca significativa na drea do calo e na
qualidade da incorporacdo. Hastes intramedulares, bloqueadas ou ndo, tém sido utilizadas na
medicina humana para a fixagdo de enxertos 0sseos, sem diferengas significativas quanto ao
tempo para incorporagdo do enxerto, se comparadas com placas metdlicas. Quando a haste
intramedular € utilizada, todavia, registra-se um indice significativamente menor de fraturas
do enxerto, j4 que o mesmo ndo é perfurado. Por outro lado, as perfuracdes para a passagem
dos parafusos no enxerto, quando placas sdo utilizadas, acabam por tornd-lo mais fragil e
sujeito a fraturas (VANDER GRIEND, 1994).

Pinto Jr. (1995) utilizou um pino intramedular associado a bandagem esparadrapada
como forma de fixa¢do de implante dsseo conservado em tintura de iodo para o tratamento de
fraturas cominutivas em caes. A forma de preenchimento da falha 6ssea com o implante
diferiu dos dados encontrados na literatura, pois 0 mesmo foi inserido no canal medular dos
fragmentos proximal e distal da fratura. O autor relata que a técnica determinou boa

estabilizag@o do foco de fratura, com sucesso na incorporacdo do implante.

2.1.8 Incorporagio e rejeicdo

A incorporacdo ¢ definida como o processo de envelopamento do tecido ésseo
necrético por osso novo vidvel. Este processo desenvolve-se a partir da reabsorcdo do tecido
morto e do intracrescimento de tecido novo, sendo uma manifestacdo fisiolégica do
remodelamento do tecido esquelético (BURCHARDT, 1983).

Do ponto de vista clinico, um enxerto ésseo pode ser considerado incorporado com
sucesso quando, além da unido das interfaces receptor/enxerto, essa unido € capaz de suportar
as forcas fisiologicas de apoio do peso sem fratura ou dor. J4 do ponto de vista da ciéncia

basica, pode-se definir a incorporacdo completa de um enxerto 6sseo cortical como a rapida
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revascularizacdo e substituicdo do osso original do enxerto por novo osso do receptor
(STEVENSON & HOROWITZ, 1992).

Os eventos bioldgicos que ocorrem no enxerto e no local de enxertia durante o
processo de incorporagdo incluem: a) formacdo de hematoma com liberacdo de citoquinas e
fatores de crescimento; b) inflamagdo, migracdo e proliferacdo de células mesenquimais, e o
desenvolvimento de tecido fibrovascular dentro e ao redor do enxerto; ¢) invasido de vasos no
enxerto, geralmente pelos canais de Havers e de Volkmann; d) reabsorcao osteocléstica focal
das superficies do enxerto; e e) formacdo déssea intramembranosa e/ou endocondral nas
superficies do enxerto (BAUER & MUSCHLER, 2000).

A incorporacdo de um enxerto 6sseo nao-vascularizado é um processo complexo, que
depende ndo apenas das propriedades bioldgicas do enxerto e da resposta do leito receptor,
mas também da estabilidade da fixagdo e da resisténcia mecénica do enxerto (STEVENSON
& HOROWITZ, 1992; BAUER & MUSCHLER, 2000). Stevenson et al. (1997) comentaram
que ndo existe um exclusivo e adequado parimetro capaz de predizer o sucesso da
incorporagdo, como o tamanho do enxerto e sua resisténcia, por exemplo. Em adicdo,
nenhuma varidvel independente determina isoladamente a incorporacdo. Em certas
circunstincias, como nos enxertos frescos, o papel da histocompatibilidade pode predominar,
enquanto em outras circunstincias, como em enxertos singénicos congelados, o tratamento do
enxerto pode influenciar fortemente o resultado.

Em condigdes laboratoriais, todos os aloenxertos dsseos evocam uma resposta
imunoldgica que pode retardar sua incorporacdo (BROWN & CRUESS, 1982). A reagdo ao
aloenxerto resulta em um ambiente inflamatdrio capaz de interferir potencialmente com as
células osteogé€nicas que eventualmente irdo se unir ao local do enxerto (ALEXANDER,
1983). O mecanismo que faz a modulagcdo da resposta inflamatéria e imune € desconhecido.
Stevenson & Horowitz (1992) acreditam que antigenos carreados pelo enxerto estimulam uma
resposta imune especifica que ativa os macréfagos e as células T do receptor. Essas células,
por sua vez, secretam citoquinas (interleucina-1, fator de necrose tumoral alfa e linfotoxina),
que ativam osteoblastos e induzem a reabsor¢do osteoclastica do osso. A reabsor¢do deve
ocorrer antes, para que novo osso possa ser formado. E fundamental a manutencdo desse
delicado balango entre reabsorcdo e formagdo para que o enxerto seja revascularizado e
substituido sem perda consideravel de resisténcia.

Segundo Sinibaldi (1989), o tamanho do enxerto é histologicamente importante no
processo de consolidagdo: enxertos pequenos podem ser reabsorvidos por gradual

substitui¢do, enquanto enxertos maiores necessitam de um tempo igualmente maior para a
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completa reabsor¢do — que pode, inclusive, nunca ocorrer. O mesmo autor, todavia, conclui
que o contato entre o enxerto e o 0sso receptor, além de fixagdo rigida, é mais importante do
que o comprimento do enxerto.

Os dados indicam que a incorporag@o de enxertos 6sseos € um processo complexo e
multifacetado, cuja velocidade, padrdo e perfeita incorporacdo sofrem a influéncia de
multiplas varidveis. Apesar do enxerto e do ambiente adjacente contribuirem isoladamente
para o processo, € a interagdo desses fatores que determina o sucesso ou o fracasso do enxerto
(STEVENSON et al., 1996).

Diversos aspectos contribuem para o sucesso da implantagdo de aloenxertos dsseos
corticais. Fitch et al. (1997) registraram que o tamanho e a forma do aloenxerto deve
proporcionar de 75% a 100% de contato do mesmo com o 0sso receptor. Ja conforme Schena
& McCurnin (1983), a disparidade de tamanho entre o enxerto e o osso receptor ndo afeta a
aplicacdo da placa nem retarda o processo de consolidacao.

Desde que exista fixacdo estdvel, a distdncia de 2mm ou menos entre o aloenxerto e o
0sso receptor nao afeta a evolucdo da consolidagdo. Intervalos maiores implicam tempo maior
para a consolidagdo e, por via de conseqii€ncia, contribuem para o desenvolvimento de néo-
unido quando ha problemas de fixacdo (VANDER GRIEND, 1994).

O ambiente mecanico do sitio do enxerto também afetard profundamente a
revascularizacdo e a diferenciacdo celular. Se o enxerto 6sseo ndo estiver adequadamente
estabilizado, tecido de granulacao e fibrose irdo desenvolver-se na interface receptor/enxerto,
impedindo sua incorporacdo (BAUER & MUSCHLER, 2000).

Aloenxertos musculos-esqueléticos estdo sujeitos aos mesmos problemas dos
transplantes de outros 6rgaos, mas a rejei¢do de tecidos musculos-esqueléticos € mais dificil
de identificar e qualificar que a de Orgdos parenquimatosos. Bidpsias podem ndo ser
representativas, pois geralmente o infiltrado celular ndo é uniforme. Historicamente, rejeicao
tem sido inferida quando ocorre reabsorcdo do enxerto 6sseo ou ele apresenta falha mecanica
prematura (STEVENSON & HOROWITZ, 1992).

A rejeicdo de um aloenxerto dsseo € histologicamente expressa por ruptura de vasos,
processo inflamatério com presenca de linfécitos, encapsulacdo fibrosa, reabsor¢do da
periferia do enxerto, ndo-unido e fratura por fadiga (BURCHARDT, 1983).

A imunidade celular é considerada o fator mais importante para a destrui¢do dos
aloenxertos, o primeiro dos quais provoca resposta imune humoral geralmente insignificante,
quando rejeitado. O maior componente imunogénico parece ser a medula. As células e o soro

transplantados sdo presumivelmente antig€nicos, enquanto a matriz, composta por
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glicoproteinas, coldgeno e mucopolissacarideos, pode ser antigénica ou ndo (BURCHARDT,
1983).

Burchardt (1983), em estudo com aloenxertos fibulares em caes, descreveu trés tipos
de reparo:

1) reparo normal, evolucdo clinica aceitdvel, sem fraturas do enxerto por fadiga e
unifio com o leito receptor em 16 semanas. Este tipo de resposta ocorreu em 20% dos animais
e sugeriu minima ou insignificante diferenca imunolégica entre o doador e o receptor;

2) reparo lento, sugerindo grande diferenca genética entre o doador e o receptor. Estes
enxertos foram caracterizados por grande incidéncia de ndo-unido ou unido retardada,
reabsor¢ao periférica com perda de tamanho do enxerto, reabsorcdo interna exagerada e
extensa, e diminuicdo significativa na resisténcia mecénica do enxerto. Este tipo de situagcdo
ocorreu em 60% dos animais, sugerindo diferenga imunoldgica significativa precedendo a
incorporacdo, sem provocar a reabsorcao completa; e

3) aloenxerto rapida, completa e irreversivelmente reabsorvido, de acordo com
evidéncias radiogréficas e histomorfométricas. Este tipo de reparo reflete grande diferenca

genética entre o doador e o receptor, e aconteceu em 20% dos casos de aloenxertos frescos.

2.1.9 Controle bacteriano

Para garantir a esterilidade do procedimento, varias amostras devem ser submetidas a
cultura bacteriana aerébia imediatamente antes dos 0ssos serem armazenados (KERWIN et
al., 1991). Caso o osso seja longo, devem ser realizadas culturas de tré€s locais: a superficie, a
medula e a articulagdo (BUCK & MALININ, 1994).

Cuidadosa atengdo deve ser dedicada a assepsia. No momento da implantacdo, deve-se
coletar amostra com swab do aloenxerto e submeté-lo a cultura bacteriana. Antimicrobianos
devem ser administrados no trans-operatdrio, pois uma infec¢do pode resultar em perda do
enxerto (KERWIN et al., 1991).

Chapman & Villar (1992) realizaram anélise bacteriolégica em 35 aloenxertos dsseos
humanos, sendo 27 cabecas de fémur e oito segmentos diafisdrios corticais. A colheita dos
enxertos foi realizada obedecendo a todos os principios de assepsia, em sala cirtirgica e com
os doadores sob cobertura antimicrobiana. O material para a realizag¢do de cultura bacteriana
foi coletado imediatamente antes da armazenagem dos espécimes no banco de ossos. Do total

das cabecas de fémur, cinco (18,51%) foram positivas na cultura, sendo os agentes envolvidos
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Streptococcus do grupo F, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium
spp. e Staphylococcus epidermidis. Dos segmentos diafisarios, trés (37,5%) foram positivos

para Staphylococcus epidermidis.

2.1.10 Métodos de avaliagcdo dos resultados

Mankin et al. (1983) desenvolveram um sistema de escores para avaliar pacientes
humanos submetidos a implantacdo de aloenxertos dsseos apds remocao de neoplasias. O
resultado foi considerado excelente quando os pacientes ndo apresentaram recidiva da doenga,
com funcdo normal do membro operado, sendo capazes de retornar a atividade normal com
nenhuma ou minima limitacdo; bom, quando o paciente ndo apresentou recidiva ou dor, mas
houve reduc¢éo na fungdo do membro; e favordvel, quando, apesar de ndo haver evidéncia de
recidivas da doenga, ocorreu déficit funcional significativo, com necessidade de suporte do
membro. Essas limitagdes eram suficientes para impedir muitas atividades realizadas pré-
operatoriamente. Considerou-se falha quando necessdria a resseccio do enxerto ou a
amputacdo do membro por recorréncia da neoplasia, fratura ou infec¢do, ou diante de 6bito
resultante de metdstases a distancia.

Dueland et al. (1989) adaptaram para a Medicina Veterinaria o sistema de avaliacio
idealizado por Mankin et al. (1983). Eles consideraram o resultado excelente quando o
membro retornou ao uso funcional e o animal voltou & atividade com nenhuma ou minima
limitacdo; bom, quando ndo ocorreu evidéncia da doenga ou de dor, mas a funcio do osso,
membro ou articulagdes adjacentes foi reduzida; ruim, quando registrado déficit significativo
na fun¢@o do membro, com severa anormalidade, sinais de dor e/ou da doenga; e falha quando

fez-se necessdria a resseccao do enxerto ou a amputagdo do membro.

2.1.11 Complicagdes

Muitos fatores contribuem para o retardo ou a ndo-unido dos enxertos Osseos.
Stevenson (1998b) dividiu-os em trés grandes categorias: deficiéncia na vascularizacdo e
angiogénese, deficiéncia na resposta dssea e cartilaginosa, e deficiéncia na estabilidade, forca
e continuidade fisica. Freqiientemente mais de um fator ocorre a0 mesmo tempo, 0 que

complica o estabelecimento de terapia.
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Henry & Wadsworth (1981b) realizaram uma andlise retrospectiva das falhas no
tratamento de fraturas severamente cominutivas em ossos longos de cdes, reparadas com
aloenxerto cortical, dividindo em trés categorias, com seus respectivos subitens, 0s possiveis
fatores das falhas:

1) provavelmente nao-significantes:

a- idade;
b- sexo;
c- raca;
d- peso;

e- osso afetado;
2) possivelmente significantes:
a- envolvimento da artéria nutricia;
b- lesdes coexistentes;
c- espécie;
3) definidamente significantes:
a- comprimento do aloenxerto;
b- grau de cominucio;
c- grau de estabilizacio;
d- grau de contato do local da osteotomia;
e- reconstru¢do parcial ao longo da fratura com o aloenxerto;
f- tempo entre a ocorréncia da fratura e a implantacdo do aloenxerto;
g- procedimentos cirdrgicos prévios a implantacdo do enxerto;
h- complicacdes pds-operatorias.

Tomford et al. (1981) realizaram estudo para verificar a prevaléncia de infeccdo em
pacientes humanos submetidos a implantagdo de tecido 6sseo aldgeno liofilizado. A taxa de
infecgdo foi de 6,9%, ocorrendo em mais da metade desses pacientes infecgcdes leves, ou seja,
alteracdes que ndo afetaram a recuperacdo. Os demais sofreram alteracdes graves, o que
exigiu nova intervencdo. Os agentes envolvidos foram o Staphylococcus epidermidis e o
Staphylococcus aureus.

Mankin et al. (1983) descreveram alta taxa de complicagcdes tardias (mais de dois
anos) em pacientes humanos que receberam aloenxertos 6sseos para a reconstrucio de falhas
provocadas por ressec¢dao de neoplasias. Dentre tais complicacdes, algumas relacionaram-se
diretamente com o procedimento de enxertia: infec¢do (13,2%), unido retardada e ndo-unido

(11%), e fratura do enxerto (16,5%). Os autores sugeriram que, para reduzir tais



33

complicacdes, os pacientes deveriam ser cuidadosamente selecionados, bem como
intensificados os cuidados pré e pés-operatérios em relagdo a cobertura cutinea, estabelecido
um controle enérgico sobre aos riscos de infec¢do, aumentado o nimero de espécimes no
banco de ossos para eliminar problemas relacionados ao tamanho do enxerto, e testados novos
métodos de reconstrugdo articular.

Thompson Jr. et al. (2000) avaliaram a presenca de fraturas em 74 aloenxertos de
pacientes humanos submetidos a reconstrucio de grandes falhas dsseas, observando que em
31 pacientes (42%) houve fratura no enxerto. O tempo médio para a ocorréncia da fratura foi
de 26 meses, com variagdo de seis a 60 meses. A andlise estatistica revelou alta correlagdo
(p<0,00005) entre a presenca de fratura e a penetracdo cortical no enxerto. Com isso, 0s
autores recomendaram a utilizacio preferencial de haste intramedular associada ao cimento
0sseo, na comparacdo com o uso de placa e parafusos transcorticais. Se a fixagdo
intramedular, porém, reduz os riscos de fratura do aloenxerto, o uso isolado do método limita-
se a certos locais anatdmicos e a necessidade de ressecc@o deve ser estabelecida pela lesdo
(THOMPSON JR. et al., 1993).

Ortiz-Cruz et al. (1997) realizaram estudo em longo prazo com 100 pacientes humanos
submetidos a 104 transplantes de aloenxerto Osseo intercalar por ressec¢do de neoplasia.
Dezesseis dos aloenxertos tinham menos de 10cm, 59 oscilavam entre 10cm e 18cm, e 29
mediam mais que 18cm. Em 49% dos casos o resultado foi excelente, em 35% foi bom, em
2% foi ruim e em 14% houve falha. Dentre as complica¢des relatadas, ocorreram 31 casos de
ndo-unido, sendo 10 na interface proximal, 10 na distal e 11 em ambas; 18 casos de fratura do
enxerto, sendo 14 antes do terceiro ano e as quatro restantes apds quatro anos, seis anos e
meio, oito anos e 12 anos, respectivamente; e 12 casos de infeccdo, todos anteriores ao
terceiro ano de pds-operatorio.

Berrey et al. (1990), avaliando 274 pacientes humanos submetidos a implante de
aloenxertos 0sseos congelados, relataram uma taxa média de fraturas nos enxertos de 16%. Os
autores classificaram as fraturas em trés categorias: tipo I, onde ocorreu rapida reabsor¢do do
implante 6sseo, com completa dissolucdo do mesmo, sem sinais de infec¢do ou recorréncia da
neoplasia; tipo II, onde a fratura envolvia o eixo do implante; e tipo III, abrangendo a

superficie articular.
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2.2  Mel

2.2.1 Aspectos historicos do uso medicinal

O mel tem sido utilizado no tratamento de enfermidades em seres vivos desde 2000
a.C., como relatam evidéncias encontradas no Egito (GREENWOQOD, 1993). Nessa época ja
eram conhecidos os beneficios desse substrato no processo de reparacdo de feridas,
promovendo absorc¢do de edema, limpeza de contaminacdo, crescimento de tecido e reducao
de odores desagradaveis (POSTMES et al., 1993).

A utilizagdo do mel para limpeza e cicatrizacdo mais rdpida de feridas foi registrada
havia muitos séculos, embora apenas no século XX é que se descobriu o embasamento
cientifico para tal uso. Utilizado costumeiramente nas guerras para tratar pacientes com
feridas contaminadas e cavidades corporais infectadas, o mel vem sendo lentamente aceito no
tratamento de feridas em animais (MATHEWS & BINNINGTON, 2002). Segundo Efem
(1988) e Vardi et al. (1998), entre as propriedades do mel para o tratamento de feridas estdo o
debridamento por ac¢fo quimica ou enzimatica, a diminui¢do do edema, a inativagdo

bacteriana, a deodorizacao da ferida, a promogdo do tecido de granulagdo e a epitelizagao.

2.2.2 Composicao e propriedades fisico-quimicas

O mel é composto por aproximadamente 40% de glicose, 40% de frutose e 20% de
dgua. Contém ainda dcidos orgnicos, vitaminas, enzimas e minerais, tendo peso especifico de

1.4 e pH de 3,6 (VARDI et al., 1998).

O mel utilizado para o tratamento de feridas deve ser o ndo-pasteurizado e sua
temperatura ndo deve, em tese, ultrapassar os 37°C. Eventualmente, contudo, o mel pode se
solidificar, sendo necessario aquecé-lo a uma temperatura em torno de 39°C para que retorne
ao estado liquido; apesar de nao ser o ideal, tal elevacido da temperatura parece ndo afetar suas

propriedades medicinais (MATHEWS & BINNINGTON, 2002).
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2.2.3 Analise bacteriana

Postmes et al. (1993) verificaram a presenca de Clostridium perfringens e
Bacillus spp. em duas amostras de mel origindrias da arvore de laranja-lima. As amostras
foram esterilizadas com irradiacdo de 1,8x10" Gy e, segundo os autores, tal procedimento nao
afetou a atividade antibacteriana do mel. Molan & Allen (1996) verificaram que radiacdo
gama nas doses de 25 e 50 kGy nao afeta as propriedades antibacterianas do mel, sendo
eficiente para esterilizar varios tipos de méis experimentalmente inoculados com Clostridium
perfringens ou Clostridium tetani.

Tysset et al. apud Molan & Allen (1996) reportaram que a bactéria mais
freqiientemente encontrada no mel é o Bacillus spp. do tipo nao-patogénico para humanos.
Amendola (2001), ao realizar exames bacterioldgicos do mel em que segmentos Gsseos
haviam sido preservados, observou o desenvolvimento de Bacillus spp., mas nenhum sinal de

infec¢do foi detectado quando da utilizagdo do implante.

2.2.4 Propriedades antimicrobianas

O mel tem revelado potente atividade antimicrobiana, efetiva frente a um amplo
espectro de bactérias, além de possuir propriedades antiftingicas. A atividade constatada em
solucdes diluidas de mel indica claramente que a acdo antibacteriana nao se deve apenas a alta
concentracdo de actcar contida no mel (MOLAN, 1992).

Cooper et al. (1999) verificaram que a concentragdo de mel para alcancar a atividade
de dgua (ay) necessdria a inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus € de 22%. Em
seu experimento, porém, verificaram que concentracdes de mel varidveis entre 2 e 4% ja
inibiam o crescimento dessa bactéria, confirmando ndo ser a osmolaridade o modo de agdo
exclusivo do mel.

Esta atividade antibacteriana adicional deve-se a produgdo de peréxido de hidrogénio
(H20,) devido a acdo das enzimas do mel e também a substincias antibacterianas derivadas
das plantas que o originaram (MOLAN, 1992). O baixo pH do mel pode inibir o crescimento
bacteriano (BERGAM et al., 1983). Além disso, a barreira por ele também previne a
penetracdo e a colonizagdo da ferida por bactérias (BERGAM et al., 1983;
SUBRAHMANYAM, 1991).
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Efem et al. (1992) realizaram um estudo in vitro avaliando os espectros antibacteriano
e antifiingico do mel. Para isso, bactérias foram coletadas de abscessos mamarios, feridas
cirurgicas infectadas, gangrena e celulite, sendo isoladas e incubadas em meios apropriados.
Ja as amostras de fungos foram obtidas de um laboratério de micologia da Universidade da
Nigéria. As bactérias que foram mais sensiveis ao mel foram Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Também mostraram-se sensiveis Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus spp., Clostridium welchii e
Clostridium tetani. O mel, porém, nao inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e
Clostridium oedematiens.

Para comprovar que a acdo antibacteriana do mel ndo se deve exclusivamente a
propriedade hiperosmética, Efem et al. (1992) fizeram o mesmo procedimento, mas
substituiram o mel pelo melado, que possui a mesma osmolaridade, verificando que houve
inibicdo parcial do crescimento de Streptococcus pyogenes, apenas.

Para avaliar a acdo antifingica do mel, Efem et al. (1992) incorporaram no meio de
cultura diferentes propor¢des de mel: 1:1, 1:2 e 1:5. No grupo com maior quantidade de mel
(1:1) ndo ocorreu crescimento flingico, enquanto no grupo 1:2 houve crescimento esparso e
no grupo 1:5, crescimento considerdvel. Da mesma forma que no experimento com bactérias,
foi utilizado o melado e igualmente observou-se crescimento fungico. Os fungos testados
foram Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Penicillium citricum, Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans e Candida albicans.

Cooper et al. (1999) realizaram um estudo buscando avaliar a atividade antibacteriana,
através da concentragdo inibitéria minima (CIM), de dois tipos de mel, um produzido a partir
das flores de “manuka” (Leptospermum scoparium) e outro originario de flores do campo. A
bactéria utilizada foi o Staphylococcus aureus, obtido de feridas infectadas de pacientes
humanos atendidos em um hospital universitario. Para testar apenas a atividade antibacteriana
advinda dos componentes fitoquimicos, os autores submeteram o mel a agdo da catalase,
removendo qualquer vestigio de peréxido de hidrogénio. A CIM de cada tipo de mel foi
determinada pela técnica de incorporagdo em dgar e a quantidade de Staphylococcus aureus
inoculada foi de 1,25x10® unidades formadoras de col6nias por mL. Houve, segundo os
autores, uma surpreendente similaridade entre os valores encontrados, com a CIM do mel de
“manuka” variando entre 2% e 3% e a do mel de flores do campo, entre 3% e 4%. Esses
valores sao muito menores do que os 29% obtidos pelo agticar para inibir o crescimento do
Sthaphylococcus aureus, o que demonstra que a acdo do mel nio se da exclusivamente por

sua osmolaridade.
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Postmes et al. (1993) comentaram que a adicdo de 5% de sangue de ovelha pode afetar
a atividade antibacteriana do mel pela acdo da catalase. Porém, o que se sabe € que a catalase

atua apenas sobre o peréxido de hidrogé€nio, tornando-o inativo (COOPER et al., 1999).

2.2.5 Conservacao de tecidos

Gupta (1977) avaliou histologicamente a preservacao de pele de porquinhos-da-india
(Cavia porcellus) em mel, autoclavado ou néo, a temperatura ambiente ou de 4°C. Ao final de
seis semanas, tanto no mel esterilizado quanto no nao-esterilizado mantidos ambos a 4°C,
90% das amostras estavam adequadamente preservadas. J4 nas amostras mantidas a
temperatura ambiente, o indice alcancou 100%. Nao foram verificados sinais de autélise em
nenhuma das amostras, mas as mesmas apresentavam aparéncia compacta e densa, o que foi
justificado pela acdo higroscépica do mel. Apesar de ndo ter utilizado tal técnica na pratica, o
autor comentou que o implante, mesmo ndo sendo material vidvel, poderia ser comparado a
um implante liofilizado, proporcionando cobertura temporaria a feridas, prevenindo perdas de
fluidos, diminuindo a dor e prevenindo infeccdes.

Subrahmanyam (1993a) preservou fragmentos de pele em mel ndo-processado, nao-
diluido e estéril, em diferentes temperaturas. Um grupo foi mantido a temperatura ambiente e
outro, em 4°C. O autor verificou que, quando da remocdo dos fragmentos de pele do meio
conservante, 0os mesmos encontravam-se firmes e com uma coloragdo amarelo-escura,
voltando a cor e a textura normais apds permanéncia em solugdo salina. Os fragmentos ndo
apresentavam sinais de autdlise mostraram-se normais na avalia¢do histoldgica.

Esses enxertos foram utilizados para o tratamento de pessoas queimadas ou que
apresentavam tlceras de pele. E importante salientar que foram efetuados enxertos autégenos.
Subrahmanyam (1993a) verificou que houve “pega” em 100% dos enxertos preservados por
até seis semanas. Ja naqueles mantidos no mel de sete a 12 semanas, a taxa foi de 80%. Nos
casos de “ndo-pega” dos enxertos, foi realizada, com sucesso, nova enxertia. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa em relacdo a temperatura em que foram mantidos os
enxertos.

Abramov & Markicheva (1983) realizaram ceratoplastia lamelar em 43 pacientes
humanos, utilizando cérnea conservada em mel. As indica¢des para a intervengdo eram
queimaduras oculares, tlceras corneanas e ceratites. Os resultados obtidos foram satisfatérios

e na maioria dos casos a cornea tornou-se transparente.
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Mschvidobadse (1978) utilizou, em humanos, implantes 0&sseos alogénicos
esterilizados em formaldeido e conservados em solucdo contendo 50% de mel. Os resultados
foram satisfatérios, concluindo o autor ser essa uma forma de obter um banco de ossos de alta
qualidade.

Amendola (2001) avaliou a utilizacdo de osso canino conservado em mel como
implante em defeitos &sseos experimentais de cdes. Foram utilizados 12 cdes adultos
submetidos a remog¢do de um segmento Osseo retangular, na dimensdo de um ter¢co do
didmetro do osso por 2cm de comprimento. Ao final de 60 dias foi possivel verificar
incorporacdo do implante em oito animais, enquanto em quatro ocorreu reabsor¢ido. O autor
justificou que a alta taxa de reabsorcao dos implantes deveu-se a falha no método de fixacao e
a idade avancada dos animais.

Os segmentos Osseos conservados em mel apresentavam coloracdo amarelada,
percebendo-se mel impregnado em todos os pequenos orificios e ndo sendo observadas
fissuras nem antes nem depois da seccio dos fragmentos (AMENDOLA, 2001).

Gaiga (2002) avaliou clinica, histologica e radiograficamente o emprego de pinos
absorviveis confeccionados a partir de fibula e tibia caninas, e conservados em glicerina 98%
ou mel, no tratamento de fraturas transversas diafisarias de imero em pombos domésticos. O
autor verificou que o pino conservado em mel apresentava mais facil manuseio do que o
mantido em glicerina, ji que este era mais quebradico e de mais dificil confeccdo. Nao foram
observados sinais clinicos de rejei¢do, quer nos xenoenxertos mantidos em mel, quer nos
conservados em glicerina; ocorreu, porém, reabsor¢io mais rdpida e menor resposta
inflamatéria no grupo do mel. Com isso, o autor concluiu que o mel é superior a glicerina

98% na conservacdo de pinos 6sseos corticais absorviveis (xenoenxerto).



3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos cirdrgicos do presente estudo foram desenvolvidos no Laboratério
de Cirurgia Experimental (LACE) do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). Os exames radiograficos foram realizados no Setor de Radiologia do mesmo
hospital. As andlises microbioldgicas foram desenvolvidas no Laboratdrio de Bacteriologia do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas do Centro de Ciéncias da Saude da
UFSM, enquanto as andlises macroscopicas e microscopicas foram efetuadas no Setor de
Patologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

3.1 Elaboracao do banco de ossos

Foram utilizados dois cdes, fémeas, sem raca definida, com idade estimada entre um e
dois anos, peso de 15kg e 16kg, provenientes do LACE, livres de doencgas infecto-
contagiosas, metabdlicas e neopldsicas, bem como de alteragdes musculo-esqueléticas ou
outras alteracdes que afetassem as propriedades fisico-quimicas dos ossos. Além desses
animais doadores, os proprios segmentos 6sseos removidos para a confeccao da falha dssea
cortical foram preparados e posteriormente utilizados nos outros animais.

A colheita do implante 6sseo foi efetuada em sala cirdrgica sob todos os principios de
assepsia, imediatamente apds a eutandsia dos animais, realizada por meio da administragdo
intravenosa de tiopental s6dico, na dose aproximada de 25mg.kg'l, e de cloreto de potdssio até
a parada cardiorrespiratoria.

Apb6s tricotomia do membro pélvico direito, os animais foram levados a sala cirtirgica,
onde foi realizada a remocao do segmento 6sseo do fémur direito. Feitas a anti-sepsia da face
lateral da coxa, utilizando o método dlcool-iodo-alcool, e a colocacdo de panos de campo
estéreis, a regido diafisaria do fémur foi exposta conforme descricao de Piermattei & Johnson
(2004) e, com o auxilio de uma serra oscilatéria, efetuada a remogdo de um segmento 6sseo
tubular de S5cm desta regido. Tendo sido removidos o peridsteo, os restos musculares, o
enddsteo e a medula 6ssea utilizando lamina de bisturi e pino rosqueado, o segmento foi
lavado com solugdo salina estéril morna e acondicionado em frasco pléstico, opaco, estéril e

com capacidade para 100mL.
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Imediatamente apds a colocagdo do segmento 6sseo, o frasco foi preenchido com mel
de abelha ndo-processado e produzido a partir de flores do campo. Os frascos foram
identificados com a data de colheita, a idade, o peso, o sexo e a histéria do doador, sendo
fechados e armazenados em local escuro, a temperatura ambiente, por um periodo nao inferior

a 28 dias.

3.2  Animais experimentais

Foram utilizados 14 cdes, machos e fémeas, com idade estimada entre um e dois anos,
com peso variando entre 13kg e 18kg, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Maria. Todos foram submetidos a exame clinico geral e os considerados
aptos a participarem do experimento receberam vermifugo e vacinas, sendo submetidos a um
periodo de adaptacdo de no minimo 15 dias em canil coletivo (maximo de cinco animais),
com area aproximada de 20m’ e alimentados com racdo comercial e dgua ad libitum. Durante
o periodo de adaptacdo, os animais foram cuidadosamente observados e distribuidos
conforme suas afinidades. Tais grupos foram mantidos durante todas as etapas do

experimento, estabelecendo-se com isso uma hierarquia bem definida entre os animais.

3.3  Pré-operatorio

No dia anterior ao procedimento cirdrgico, os caes foram submetidos a tricotomia das
faces lateral e medial da coxa direita, ampliada dorsalmente até a regido sacro-iliaca esquerda
e ventralmente até imediatamente abaixo ao joelho. Em seguida, receberam um banho e foram
mantidos em canis individuais, permanecendo em jejum sélido e liquido de 12 e quatro horas,

respectivamente.

34 Procedimento anestésico

Como medicagdo pré-anestésica, foi administrado O,lmg.kg'1 de maleato de
acepromazina por via intramuscular. Cerca de 15 minutos depois, obteve-se acesso vascular
(veia cefélica) e foram administrados 30mg.kg'1 de cefalotina sédica. A indugéo anestésica foi

realizada com propofol (2—4mg.kg'1), via intravenosa, e, apds intubacdo orotraqueal, a



41

anestesia foi mantida com halotano em oxigénio a 100%, através de sistema reinalatdrio.
Associado a anestesia geral inalatéria foi realizado bloqueio epidural com lidocaina 2% e
bupivacaina 0,5%, na proporcdo de 1:1 e dose de 1mL.4,5kg'1. Durante a intervencdo
cirdrgica foi administrada solugdo de ringer com lactato de sédio, em gotejamento venoso de
15mL.kg".h". A monitoracio das funcdes vitais foi mantida durante todo o periodo

anestésico, utilizando oximetro de pulso e eletrocardidgrafo.

3.5  Procedimento cirirgico

Ap6s 15 minutos do bloqueio epidural e com o cdo em decubito lateral esquerdo, foi
realizada a anti-sepsia da drea cirdrgica, utilizando o método dlcool-iodo-dlcool. A abordagem
cirdrgica da porcao diafisdria do fémur foi realizada através de incisdo cutanea desde a altura
do trocanter maior até o epicondilo lateral do fémur, seguida de divulsdo do tecido subcutaneo
e incisdo da fascia lata imediatamente cranial ao musculo biceps femoral. Apds, este foi
afastado caudalmente e o musculo vasto lateral cranialmente, expondo assim a diafise
femoral.

Realizada a exposicdo da didfise femoral, o miisculo adutor magno, inserido na face
caudal do fémur, foi afastado com um elevador de peridsteo e, a seguir, realizada a ostectomia
de um segmento diafisdrio tubular de Scm de comprimento (Figura 1a), com a ajuda de uma
serra oscilatéria. Durante a seccdo dssea, a drea foi constantemente irrigada com solugdo
salina estéril. Apds a ostectomia, efetuou-se a selecdo do implante dsseo, com medidas
semelhantes as do segmento removido (Figura 1b). O selecionado foi mantido submerso em
um frasco estéril contendo solucdo salina morna por 15 minutos e submetido a diversas
lavagens com a mesma solucao. Enquanto isto, o segmento removido foi preparado, conforme
técnica descrita previamente, para servir de implante em outro procedimento.

Para a fixagdo do implante dsseo foi utilizada uma placa de compressido dindmica de
10 furos, com 120mm de comprimento, 10mm de largura e 3mm de espessura. Os parafusos
utilizados foram do tipo cortical com 3,5mm de didmetro. Apds 15 minutos de reidratagéo, o
implante foi fixado temporariamente a placa, previamente encurvada, com duas pingas de
Verbrugge e, utilizando furadeira a bateria e broca de 3,0mm de didmetro, foi feito um
orificio em ambas as corticais do implante, seguida de confec¢do da rosca com macho e
insercdo do parafuso. Este procedimento foi repetido, resultando na fixag¢do definitiva do

enxerto a placa com dois parafusos (Figura 2a).
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Em seguida o implante foi inserido na falha 6ssea e a placa fixada temporariamente
aos segmentos proximal e distal do fémur, com pingas de Verbrugge. Para a fixagdo definitiva
foram utilizados seis parafusos, trés no fragmento proximal e trés no distal (Figura 2b). Os
dois parafusos imediatamente adjacentes ao implante foram inseridos primeiramente, com
efeito compressivo, por meio do guia de broca excéntrico. A seguir os demais parafusos
foram inseridos de maneira aleatéria, mas intercalando-se os segmentos e sem efeito
compressivo, utilizando-se o guia de broca neutro.

Efetuada a fixacdo da placa, a 4rea foi copiosamente lavada com solucgdo salina estéril
morna. Apds a fascia lata e o tecido subcutaneo serem suturados utilizando-se fio sintético
absorvivel (poliglactina 910) e padrao continuo simples, a pele foi suturada com fio sintético

inabsorvivel (monondilon) e padrdo isolado simples.

3.6  Cuidados pés-operatorios

Ap6s a completa recuperacdo anestésica, os animais receberam flunixin meglumine
como terapia antiinflamatéria e analgésica, na dose de 1,0mg.kg”, pela via intramuscular, o
que foi repetido mais duas vezes, a cada 24 horas. Além disso, receberam tramadol, na dose
de 21rng.kg'1 IM, a cada oito horas, nas primeiras 24 horas de pds-operatério. Como profilaxia
antimicrobiana, foi administrada cefalexina na dose de 3Omg.kg'1, pela via oral, a cada 12
horas, por sete dias.

A ferida cirurgica foi limpa diariamente com solucdo salina até a remocao dos pontos
de pele, aos sete dias de pds-operatério. Durante este periodo, os animais permaneceram em
canis individuais, realizando caminhadas assistidas trés vezes ao dia. Apds a remogdo dos

pontos, os animais foram transferidos para os canis coletivos.

3.7  Avaliacao clinica

Todos os animais foram examinados diariamente, avaliando-se o estado geral e o
aspecto da ferida cirtrgica. O grau de deambulacdo foi estimado clinicamente, a cada dois

dias, utilizando-se como referéncia o Quadro 1.
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Figura 1 — Implante dsseo cortical algeno em cdo. a) Ostectomia de um segmento diafisario femoral de
Scm. b) Verificacdo do tamanho adequado do implante dsseo a ser utilizado. Note-se a

perfeita coaptacdo do defeito.

Figura 2 — Implante 6sseo cortical alégeno em cdo. a) Fixacdo do implante na placa de compressio
dindmica através de dois parafusos corticais. Nota-se a angulagdo da placa. b) Fixacdo

definitiva do implante no sitio receptor. Observe-se a adequada coaptagdo do defeito.
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Quadro 1 — Caracteristicas da deambulagdo*, em graus correspondentes, utilizadas para avaliacdo clinica pds-

operatdria de cdes submetidos a implante dsseo cortical alégeno conservado em mel.

GRAU DESCRICAO

I Nao usa nem apdia 0 membro.
Uso e apoio infreqiiente do membro durante a estacio e ao

11
caminhar. Nao sustenta o peso, elevando-o ao correr.

111 Uso funcional do membro. Sustentacdo parcial do peso.
Uso funcional do membro em estacdo, ao caminhar e ao correr.

10Y
Sustentacdo completa do peso.

* Fonte: Braden & Brinker (1973).

3.8  Avaliacao radiografica

Radiografias simples, em incidéncias médio-lateral e crianio-caudal, foram realizadas

no pés-operatério imediato e depois quinzenalmente, até os 90 dias. A partir desse periodo, as

avaliacdes foram mensais, até os 360 dias de pés-operatorio.

Por meio do exame radiogrifico foi avaliado o alinhamento do implante dsseo em

relacdo aos segmentos proximal e distal do fémur, a estabilidade do implante 6sseo e da placa,

a migracdo dos parafusos, os sinais de consolida¢do das interfaces osso/implante, a formagao

de calo 6sseo e o aspecto do implante.

A unido radiogriafica foi considerada presente quando verificados a continuidade

cortical completa na interface osso/implante e o remodelamento ativo do calo dsseo. Para fins

estatisticos, os dois animais avaliados por apenas 30 dias ndo foram incluidos no célculo da

porcentagem de incorporagéo e de complicag¢des, como fratura ou reabsor¢cdo do implante. As

interfaces foram consideradas isoladamente.
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3.9  Avaliacdo macroscopica

Dois animais foram submetidos a eutanésia aos 30, 60, 90, 120, 180, 270 e 360 dias de
pOs-operatorio, sendo utilizado tiopental sédico, na dose de 25mg.kg'1 IV, seguido de solucao
de cloreto de potéssio, até a parada cardiorrespiratoria.

Ao se remover o fémur direito foi observada a existéncia de reacdo dos tecidos moles,
a formacgdo de calo dsseo, a presenca de infeccdo, o aspecto e a estabilidade da placa, dos
parafusos e do implante 6sseo. Apds a placa e os parafusos serem removidos, o fémur foi
seccionado transversalmente em quatro pontos: lcm acima e lcm abaixo das interfaces
proximal e distal, restando trés segmentos, entdo submetidos a avaliagdo histoldgica,

conforme a Figura 3.

Figura 3 — Representagdo esquemadtica dos locais de seccdo Ossea para posterior andlise microscépica. A)

interface proximal; B) regido central do implante; e C) interface distal.

3.10 Avaliacio microscopica

Ap6s a identificacdo, os segmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e,

passadas no minimo 72 horas, descalcificados em solu¢do de dcido nitrico a 10%. Os
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segmentos foram processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Os cortes
histologicos tinham espessura de 5 micras e foram corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE) e, em alguns cortes, com Tricromio de Masson. O material foi examinado em
microscdpio optico.

Nesta andlise foi verificada a presenca de unido 6ssea em cada interface, o grau de
reacdo periosteal, endosteal, inflamatéria, a taxa de reabsorcdo e a revascularizacdo do

implante.

3.11 Avaliacio bacteriologica

Nos ultimos oito cdes submetidos ao procedimento cirdrgico foi realizada avaliagdo
bacterioldgica para andlise do mel em que o implante dsseo seria conservado, do préprio
implante 6sseo antes da conservagdo, do mel onde o implante permaneceu submerso por no
minimo 28 dias e do implante apds o periodo de conservagao.

Para a andlise dos implantes 0sseos foram realizadas coletas através de swab estéril de
uma area de aproximadamente lcm? das faces externa e interna do implante. As amostras,
para andlise qualitativa, foram semeadas com swab no meio de cultura Agar sangue (AS),
para posterior isolamento e identificacdo bacteriana. Apés, este mesmo swab foi colocado em
Tioglicolato (THIO) para teste de inibicdo de crescimento bacteriano em meio liquido e, em
caso positivo, semeadas em AS para posterior isolamento e identificacdo bacteriana.

Paralelamente foi realizada a andlise quantitativa, através da dilui¢cdo do contetido
aderido ao swab em tubos do tipo Eppendorf, contendo 1mL de solucdo salina estéril, e
realizadas diluicdes até 10 unidades formadoras de coldnias por mL (UFC.mL™"). Apés, as
amostras foram semeadas em meio Agar padrio de contagem (PCA) pela técnica de
semeadura em superficie, para posterior contagem de UFC.mL".

Para a andlise bacterioldgica qualitativa do mel, os swabs obtidos foram semeados no
meio de cultura AS, para posterior isolamento e identificagdo bacteriana. Para a anédlise
quantitativa foram retiradas aliquotas de 10ul do mel, com auxilio de al¢ca calibrada e
semeadas pela técnica de semeadura em superficie no meio PCA, para posterior contagem das
UFC.mL™".

Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 48 horas.
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3.12 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa estatistico SPSS (Statistical Package
for Social Sciences), versao 8.0. Foi realizada andlise comparativa do tempo de consolidag¢io
das interfaces proximal e distal. Para isso, foi utilizado o teste “t” para amostras pareadas,

sendo considerado significativo um p< 0,05.



4 RESULTADOS

4.1  Procedimentos anestésico e cirirgico

A associacdo do bloqueio epidural com a anestesia geral inalatéria mostrou ser
protocolo anestésico adequado para a realizacdo do procedimento cirdrgico. O consumo de
anestésico geral inalatério variou entre 10 e 20mL, para um tempo cirdrgico varidvel entre
1h45min e 3 horas. O bloqueio epidural facilitou a realizacdo do exame radiografico logo
apds o término da cirurgia, pois permitiu um adequado posicionamento do membro a ser
radiografado, sem qualquer sinal de sensibilidade dolorosa.

O acesso ao fémur foi adequado para a maioria dos animais - exceto em dois, em que
foi necessaria a ampliacdo distal do mesmo — e permitiu a manipulagdo adequada do fémur,
sem qualquer sangramento. Quando da liberacio do musculo adutor magno, inserido na
regido caudal do fémur, porém, houve hemorragia moderada. A liberagdo deste musculo foi
realizada somente na regido a ser removida do fémur, e cerca de 2cm proximal e distalmente a
mesma, permitindo a aplicagdo adequada das pingas de reducao 6ssea.

A colheita e a preparacdo do implante 6sseo foram realizadas rdpida e facilmente. O
uso de lamina de bisturi e do pino metélico, respectivamente para a remocao do peridsteo e
das inser¢des musculares, e da medula 6ssea e do osso esponjoso localizado nas extremidades
do implante, foi fundamental para agilizar esses procedimentos.

A permanéncia dos implantes na solucdo conservante variou entre 28 e 40 dias.
Verificou-se, independentemente do tempo de conservacdo, aspecto macroscopico adequado
dos implantes, sem fissuras ou sinais de deterioracdo. Observou-se, porém, que possuiam
coloragdo amarelada, com impregnacdo do meio conservante em seus pequenos orificios. A
cor se perdeu em grande parte apds a permanéncia do implante na solugdo salina e as diversas
lavagens com essa solu¢do. Quando da perfuracdo dos implantes para a inser¢do dos
parafusos, observou-se maior resisténcia em comparagdo aos segmentos Osseos do leito
receptor, demandando mais tempo e maior for¢a para a perfuracdo. Apesar disso, nao foram
verificadas fissuras ou fraturas no implante, quer durante as perfuragdes, quer na aplicacdo
dos parafusos.

A fixa¢do do implante no leito receptor foi o procedimento com maior grau de

dificuldade, ocupando a maior parte do tempo total de cirurgia.
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4.2  Avaliacio clinica e deambulatéria

Nao foi registrado nenhum caso de infec¢do ou deiscéncia da ferida cirdrgica. Durante
a primeira semana de pds-operatério ocorreu aumento de volume do linfonodo popliteo
ipsilateral em todos os animais. A alteracdo regrediu sem afetar a deambulacao.

A utilizagdo do membro nos diferentes tempos de avaliacdo estd registrada na Figura
4. Verificou-se aumento gradual do uso funcional do membro, diretamente proporcional ao
periodo de avaliacdo. Nos animais em que houve falha no método de fixacdo ou reabsorcao
do implante, porém, o uso do membro foi inadequado independentemente do periodo de
avaliacdo.

A manuten¢do de até cinco animais num mesmo canil facilitou a higiene, a nutricdo e

a observacao clinica, ndo sendo verificando maiores problemas com tal medida de manejo.

4.3  Avaliacao radiografica

Os animais foram apenas contidos fisicamente para a realizacdo dos exames
radiograficos, ndo demonstrando qualquer sinal de desconforto ao serem posicionados, com
excecdo daqueles em que houve falha no método de fixacdo que relutaram quando da
extensao do membro para a radiografia cranio-caudal.

Os resultados da avaliacdo radiografica dos parametros de absor¢cdo do implante dsseo,
de reacdo periosteal e de remodelamento 6sseo estdo descritos nas Figuras 5, 6 e 7,
respectivamente. A porcentagem de incorporacdo das interfaces foi de 79,17%; o de
reabsor¢do intensa do implante 6sseo, de 25%; e de fratura do implante, de 16,67%. O tempo
para a incorporagdo radiografica de cada interface dos implantes e os casos de ndo-unido
constam da Figura 8. Em média, a incorporagdo do implante aconteceu aos 66 dias na
interface proximal e aos 68,33 dias na interface distal, variando de 45 a 90 dias em ambas.
Nao houve diferenca significativa no tempo médio para a incorporagdo entre as interfaces
proximal e distal. Para fins estatisticos, o animal em que foi consolidada apenas a interface
distal ndo foi incluido na andlise. A Figura 9 demonstra a evolu¢do da incorporacdo do
implante 6sseo em um dos caes.

Verificou-se desvio acentuado no eixo axial do fémur no pds-operatério imediato de
um dos caes, associado a pequena drea de contato entre o implante e o leito receptor (Figura

N

10a), provavelmente devido a movimentacdo da placa no momento de sua fixagdo nos
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fragmentos proximal e distal do fémur. Apesar disso, a incorporagdo do implante ocorreu de
maneira adequada, com inclusive remodelamento consideravel do eixo axial femoral (Figura
10b).

Em um dos cées, apesar da incorporagdo de ambas as interfaces do implante dsseo, foi
verificada intensa reabsorcdo, seguida de fratura na sua regido central e posterior
envergamento e quebra da placa, aos 60 e 90 dias, respectivamente (Figura 11a). Em outro
animal, foi observado afrouxamento e migracdo do 6° parafuso aos 15 dias, com leve
deslocamento medial da regido distal do implante, do 7° e 8° parafusos aos 45 dias e do 4° e
5° parafusos aos 60 dias — cinco parafusos no total. Aos 45 dias, o 8° parafuso quebrou e
ocorreu migracao da placa. Associada a tais complicag¢des foi observada intensa reabsor¢ao do
implante 6sseo (Figura 11b). Em um terceiro animal, registrou-se intensa reabsorcdo do
implante, seguido de afrouxamento e migracdo do 4° e 5° parafusos, aos 45 dias, e do 1°, 2°,
3°, 6° e 7° parafusos aos 90 dias, com conseqiiente migracdo da placa. A Figura 11c explicita
tais alteracdes aos 180 dias de pds-operatdrio. Outro cdo apresentou fissura na regido central
do implante 6sseo apds 120 dias da cirurgia, sem qualquer alteragdo na posi¢éo e aspecto do
mesmo (Figura 11d).

Nos dois caes avaliados até os 30 dias manteve-se o posicionamento da placa, dos
parafusos e do implante dsseo, com leve reacdo periosteal nas extremidades do osso receptor,
envolvendo parcialmente o implante, mas sem unido das mesmas, conforme verificado na
Figura 12.

A média e o desvio padrao do comprimento do f€mur direito e do implante 6sseo,

juntamente com a relag@o percentual entre eles, aparecem na Tabela 1.

4.4  Avaliacao macroscopica

Foi observado nos animais submetidos a eutandsia aos 30 dias que os tecidos moles
adjacentes aderiram ao fémur. Houve reagfo periosteal tanto no fragmento proximal quanto
no distal do osso receptor, com este tecido envolvendo parcialmente o implante 6sseo. A
placa e os parafusos estavam adequadamente posicionados e fixados, envolvidos por uma fina
camada de tecido fibroso. Apds a remocdo da placa foi possivel definir claramente, o
implante, pela linha de contato com o osso receptor (Figura 13a), em um dos animais. Ja no

outro, tal identificagdo néo foi possivel, pois a linha ndo era mais visivel (Figura 13b).
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Aos 60 dias, foi possivel verificar, em um cdo, a completa unido entre o implante e o
0sso receptor, ndo se visualizando linha de contato entre eles (Figura 13c). A placa e os
parafusos estavam adequadamente fixados e envoltos por uma fina camada de tecido fibroso.
No outro cf@o, observou-se intensa reacgdo proliferativa em todo o fémur, com a placa
recoberta por grande quantidade de tecido fibroso. Houve afrouxamento de cinco parafusos e
perda do alinhamento 6sseo, com deslocamento caudal do fragmento distal, mobilidade no
local de insercdo do implante dsseo e sua reabsor¢do (Figura 13d).

Aos 90 dias, um céo apresentou intensa reacdo tecidual em todo o fémur, encobrindo a
placa e os parafusos. Apds a remogdo da placa, constatou-se reabsor¢ao na regido lateral do
centro do implante, abaixo da placa, mas com unido completa entre as extremidades do
implante e o osso receptor (Figura 14a), sem qualquer mobilidade no local. As faces medial e
cranial do implante estavam envolvidas por tecido 6sseo. No segundo animal, a placa estava
parcialmente recoberta por tecido dsseo origindrio das regides adjacentes, o que dificultou sua
remoc¢do, com maior reacdo tecidual na regido distal do fémur. Nao houve mobilidade éssea
apds a remocdo da placa, estando o implante adequadamente fixo ao osso receptor, sem a
visualizacdo da drea de contato entre eles.

Ja na avaliacdo aos 120 dias, um cdo registrou perfeita incorporagdo do implante ao
0sso receptor, com continuidade das corticais e completo restabelecimento do eixo femoral,
sem calos ou deformidades (Figura 14b). A placa e os parafusos estavam adequadamente
fixados e envoltos por uma fina camada de tecido fibroso. No segundo animal foi observada
intensa reagdo Ossea envolvendo a regido do implante (Figura 14c), desvio do eixo
longitudinal do fémur (Figura 14d) e quebra da placa na regiao do 5° parafuso. Apds a
remocdo da placa, comprovou-se completa incorporacdo do implante, sem visualizacdo da
linha de contato entre o implante e o osso receptor. Foi observada uma drea de reabsorcio na
regido central do implante, mas sem mobilidade do fémur.

Em um dos cées avaliados aos 180 dias (Figura 15a), nos dois caes avaliados aos 270
dias (Figuras 15b e 15c) e em um animal avaliado aos 360 dias (Figura 15d), houve sucesso
na incorporacdo do implante, com alinhamento adequado do fémur e reorganiza¢do dos
tecidos adjacentes. A placa e os parafusos estavam recobertos por uma fina camada de tecido
conjuntivo e corretamente fixados ao osso. No outro animal avaliado aos 180 dias, verificou-
se intensa proliferacdo tecidual envolvendo as porcdes proximal e distal da placa,
diferentemente da regido do implante dsseo, onde a reacdo foi minima. A placa e os parafusos
estavam frouxos e verificou-se intensa reabsorcio e mobilidade na regido do implante (Figura

16a) apds a remogdo. No segundo animal avaliado aos 360 dias, ocorreu reagdo tecidual
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proliferativa na regido distal do fémur, recobrimento de toda a placa por tecido fibroso e
afrouxamento do 4° parafuso. Apds a remogdo da placa constatou-se pequena area de

reabsorcdo na regido média do implante e leve mobilidade na interface distal (Figura 16b).

4.5  Avaliacdo microscopica

Foi observada reacdo inflamatéria mista nas interfaces proximal e distal de ambos os
cées avaliados aos 30 dias, com predominancia de histidcitos, além de acentuada presenca de
fibroblastos, neovascularizacdo e osteoclastos, bem como moderada presenca de tecido
fibroso e cartilaginoso na periferia do implante (Figura 17). Houve ainda formacgao de tecido
0sseo com indmeros osteoblastos, a partir do osso receptor (Figura 17). No implante,
comprovou-se reacdo inflamatéria mista, com predominincia de plasmdcitos e neutréfilos,
além de discreta presenca de tecido fibroso. Nao ocorreu completa unido entre implante e osso
receptor, diferenciando-se facilmente um do outro.

Na avaliacdo aos 60 dias, foi verificada em um dos cles completa unido entre o
implante e o osso receptor, com formacdo de matriz dssea (Figura 18). Na interface distal
percebeu-se cartilagem em fase de ossificagdo. Houve ainda reac@o inflamatdria mista, com
dreas de necrose e restos de neutrdfilos e osteoclastos na periferia. No segundo animal foi
observada, na periferia do enxerto e nas extremidades do osso receptor, acentuada formagéo
de tecido conjuntivo e poucas células inflamatdrias, predominantemente histiécitos. Ocorreu
reacdo Ossea proliferativa, com areas de fusdo entre o implante e o0 0sso receptor.

Em um dos cées avaliados aos 90 dias, foi verificada intensa reagdo tecidual, com
formacao de tecido fibroso envolvendo os segmentos dsseos proximal e distal e o implante. A
interface proximal estava unida, com a presenca de tecido cartilaginoso, dsseo e fibroso. Na
interface distal deu-se intensa reabsor¢ao do implante, com a presenca de tecido conjuntivo. O
implante apresentava elevado grau de reabsorcdo, com proliferacdo acentuada de tecido
fibroso e cartilaginoso. No segundo animal houve completa unido da interface proximal, com
formacdo de matriz 6ssea, e moderada proliferacdo 6ssea na periferia do implante. Ja na
interface distal observaram-se dreas de unido entre o implante e o 0sso receptor, com intensa
reabsorcdo do implante, neoformacio 6ssea, além de moderada presencga de tecido fibroso e
cartilaginoso.

Na avaliacdo aos 120 dias, um dos animais apresentou completa incorporagdo do

implante em ambas as interfaces, com formacdo de matriz dssea. No outro ocorreu intensa
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reacdo tecidual, com desorganizacido e proliferacdo de tecido cartilaginoso e 6sseo, e areas de
necrose e reabsor¢do 6ssea na regido central do implante. Ambas as interfaces estavam unidas
por tecido 6sseo.

Os achados histoldgicos foram muito similares em um dos cées avaliados aos 180
dias, nos dois cdes avaliados aos 270 dias e em um dos animais avaliados aos 360 dias,
observando-se completa unido entre o implante e o 0sso receptor, com remodelacao tecidual.
Houve dificuldade e até impossibilidade, em alguns casos, de diferenciar-se o implante do
0SS0 receptor.

Em um dos cédes avaliados aos 180 dias, porém, foi registrada intensa reacao tecidual,
com formagdo de tecido fibroso envolvendo principalmente os segmentos 6sseos proximal e
distal. O implante apresentava forte reabsorcdo, com dreas de necrose e proliferacdo
acentuada de tecido fibroso e cartilaginoso. No segundo animal avaliado aos 360 dias,
constatou-se unido com formag¢do de matriz 6ssea entre o implante e o 0osso receptor na
interface proximal. J4 na interface distal foi observada importante reacdo fibrosa na periferia

do implante, com discreta proliferacio e reabsorcio dsseas.

4.6  Avaliacao bacteriolégica

Todas as andlises bacterioldgicas realizadas nos implantes Gsseos, tanto no ato da
colheita quanto no da implantacdo, foram negativas, mas houve trés amostras positivas nos

colhidos apds a conservacdo do implante em mel. A bactéria encontrada foi o Bacillus spp.
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Figura 4 — Grafico demonstrando o grau de claudicacdo, segundo Braden & Brinker (1973), dos caes

submetidos a implantacdo de segmento dsseo cortical alégeno conservado em mel nos

diferentes tempos de avaliagdo.
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Figura 5 — Grau de absorc¢do do implante 6sseo verificado radiograficamente em cies submetidos a

implantacdo de segmento ¢sseo cortical alégeno conservado em mel.
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Figura 6 — Grau de reacdo periosteal verificado radiograficamente nas interfaces proximal e distal em

cdes submetidos a implantacdo de segmento dsseo cortical alégeno conservado em mel.
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Figura 7 — Grau de remodelamento 6sseo verificado radiograficamente nas interfaces proximal e distal

em cdes submetidos a implantacdo de segmento dsseo cortical alégeno conservado em mel.
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Figura 8 — Grafico demonstrando o tempo de incorporagio radiografica das interfaces proximal e

distal, bem como os casos de ndo-unido, dos cdes submetidos a implantacdo de

segmento 6sseo cortical alégeno conservado em mel.



Figura 9 — Aspecto radiogréfico da incorporagido do implante dsseo cortical conservado em mel utilizado
em cdo. a) Pds-operatério imediato; b) 30 dias de pds-operatdrio; c) 45 dias de pds-operatdrio;
d) 60 dias de pds-operatério; e) 75 dias de pds-operatério; f) 90 dias de pds-operatério; g) 150
dias de pés-operatdrio; h) 270 dias de pds-operatério; i) vista cranio-caudal do fémur ap6s a
remocdo da placa (270 dias); j) vista médio-lateral do fémur apds a remocdo da placa (270
dias).
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Figura 10 — Avaliagdo radiogrifica apés implantagdo de segmento
o6sseo conservado em mel. a) Desvio do eixo axial do
fémur e a pequena drea de contato entre o implante e o
0sso receptor; b) Incorporacdo adequada do implante e o
remodelamento considerdvel do eixo femoral.
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Figura 11 — Aspecto radiografico das complicacdes ocorridas ap6s a implantacdo do segmento dsseo
conservado em mel. a) Reabsor¢do intensa da regido central do implante Osseo,
envergamento e quebra da placa (seta preta). Notar a incorporagdo das interfaces
proximal e distal; b) Migracdo e quebra dos parafusos, afrouxamento da placa e intensa
reabsor¢do do implante 6sseo; c¢) Migracdo dos parafusos, afrouxamento da placa e
intensa reabsor¢cdo do implante 6sseo; d) Fissura na regido central do implante dsseo
(seta branca).

II

Figura 12 — Aspecto radiografico apds 30 dias da implantagdo do segmento 6sseo
cortical. Verificar a reag@o periosteal, mas com a manutencdo da linha
entre o implante e o0 0sso receptor.
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Figura 13 — Aspecto macroscépico apds 30 e 60 dias da implantagdo do segmento Osseo
conservado em mel. a) Presenga das linhas (setas) demarcando o implante dsseo e
o osso receptor; b) Perda da linha e o adequado alinhamento do implante e do
fémur. c¢) Completa unido entre implante e o osso receptor. d) Intensa reagdo
proliferativa e o deslocamento caudal do fragmento distal do fémur.

Figura 14 — Aspecto macroscépico apés 90 e 120 dias da implantag¢do do segmento
6sseo conservado em mel. a) Reabsorcdo parcial do implante; b)
Completa unido entre o implante e o osso receptor; c) Intensa reacdo
dssea envolvendo o implante; d) Desvio do eixo longitudinal do fémur.
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Figura 15 — Aspecto macroscépico apds 180, 270 e 360 dias da implantacdo do
segmento 6sseo conservado em mel. (a); (b); (¢); (d) Integracdo entre o
implante e o 0sso receptor, e a manutenc¢ao do alinhamento ésseo.

Figura 16 — Avaliagdo macroscépica apés 180 e 360
dias da implantacdo do segmento Gsseo
conservado em mel. a) Proliferacio
tecidual e a reabsorcdo do implante; b)
Area de reabsorgdo na regido central do
implante.
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Figura 17 — Avaliac@o histoldgica apés 30 dias da implanta¢do do segmento dsseo conservado em mel. a)
Implante 6sseo circundado por tecido conjuntivo imaturo e sendo reabsorvido (quadro).
Areas de neoformagio 6ssea e pequena quantidade de tecido cartilaginoso (tc) (coloragio de
Hematoxilina e Eosina. Objetiva 4x); b) Vista aproximada do quadro demarcado em a,
observar o implante sendo reabsorvido e a presenga de osteoblastos na periferia do implante
(coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Objetiva 10x); c) Observar na periferia do implante
(circulo preto) a presenga de osteoclastos (OC) e no interior do implante (circulo branco) a

presenca de ostedcitos (OT) (coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Objetiva 40x).
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Figura 18 — Avaliagdo histoldgica apés 60 dias da implantagdo do segmento dsseo conservado em mel. a)
Unido entre o implante e o osso receptor. No centro observa-se a presenga de tecido sseo
desorganizado (coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Objetiva 4x); b) Area de contato entre
o implante e o osso receptor. Observar a neoformagdo Gssea e a incorporacdo do implante
(coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Objetiva 10x); c) Area de contato entre o implante e o
osso receptor. Observar a neoformagéo 6ssea (azul) e a incorporag@o do implante (vermelho)

(colorag@o de Tricromio de Masson. Objetiva 10x).
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo do comprimento do fémur direito e do implante dsseo conservado em mel,
bem como da porcentagem entre eles. Valores obtidos através de exames radiograficos pés-

operatdrios imediatos.

Comprimento e Porcentagem Média Desvio Padrao
Comprimento do fémur direito (cm) 17,16 0,99
Comprimento do implante ésseo (cm) 5,03 0,15

Porcentagem implante/fémur (%) 29,39 1,36




5 DISCUSSAO

Apesar do comentdrio de Alexander (1983) no sentido de que, em Medicina
Veterindria, existiria grande facilidade para obtencdo de enxertos Gsseos corticais alégenos
frescos, tornando desnecessdria a formagao de um banco de ossos, neste experimento buscou-
se um meio de conservacdo de implantes 6sseos que permitisse a formagao desse banco, para
eliminar a dificuldade de obtenc@o de um doador disponivel e apropriado para o fornecimento
emergencial de implantes (KERVIN et al., 1991), além de diminuir os resultados
insatisfatérios obtidos pelos enxertos aldgenos frescos devido a sua intensa resposta
imunogénica e a lenta incorporagdo (GOLDBERG & STEVENSON, 1987).

Embora o mel seja utilizado no tratamento de enfermidades em seres vivos desde 2000
a.C., como relatam evidéncias encontradas no Egito (GREENWOOD, 1993), e tenha como
principal indicagdo medicinal o tratamento de feridas, ji4 que promove absorcdo de edema,
crescimento de tecido e diminui¢do de contaminagdo bacteriana, além de reduzir odores
desagradaveis (POSTMES et al., 1993), a sua escolha como meio para a preservagdo de
implantes 6sseos nao foi baseada somente nessas caracteristicas, mas também nos resultados
satisfatérios obtidos em pesquisas nas quais foi utilizado para a conservagéo de tecidos como
pele (GUPTA, 1977; SUBRAHMANYAM, 1993a), crnea (ABRAMOV & MARKICHEVA,
1983) e ossos (MSCHVIDOBADSE, 1978; AMENDOLA, 2001; GAIGA, 2002), para
posterior implantacdo.

As propriedades antimicrobianas do mel decorrentes da sua alta osmolaridade
(COOQOPER et al., 1999; MOLAN, 1992), da producao do peréxido de hidrogénio (H,O,) pela
acdo de enzimas (MOLAN, 1992), de seu baixo pH (BERGMAN et al., 1983) e da presenca
de substancias derivadas de plantas (MOLAN, 1992) também foram levadas em conta na sua
escolha como meio de conservagao do implante dsseo.

Assim como preconizado por Mathews & Binnington (2002), o mel utilizado neste
experimento nio foi submetido a processo de pasteurizagdo nem aquecimento, pois, segundo
esses autores, tais procedimentos poderiam afetar-lhe a atividade.

A colheita dos ossos foi realizada respeitando-se os principios de assepsia, ou seja, em
sala cirdrgica, com material especializado e esterilizado, depois de adequada paramentacio da
equipe cirdrgica e preparagdo do campo operatdrio. Apesar de Costa (1996) indicar que tais
providéncias tornariam o procedimento dispendioso, trabalhoso e especializado, sabe-se que

diminuem os riscos de contaminagdo do implante dsseo. A comprovagdo vem do fato de que
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ndo ocorreu crescimento bacteriano nas culturas realizadas imediatamente apds a obtengdo
dos implantes. Além dos cuidados de assepsia e da selecdo criteriosa dos doadores, o pequeno
nimero de integrantes da equipe de colheita (DEIJKERS et al., 1997; SEGUR et al., 2000)
também foi fundamental para evitar a contaminag@o do implante ésseo.

Conforme Johnson et al. (1985), somente quando o implante € submetido a processo
de esterilizacdo, quimica ou fisica, a colheita pode realizar-se sem seguir os principios de
assepsia. Mesmo que as propriedades antibacterianas do mel ja tenham sido amplamente
estudadas, tanto in vitro (EFEM et al., 1992; COOPER et al., 1999) como in vivo (EFEM,
1988; SUBRAHMANYAM, 1991; VARDI et al.,, 1998; SUBRAHMANYAM, 1993b) e
confirmadas em implantes 6sseos experimentalmente contaminados com Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (ALIEVI et al., 2005, dados ndo publicados), optou-se pela
realizacdo de uma colheita baseada nos principios de assepsia, para minimizar as chances de
complicacdes infecciosas.

Mesmo utilizando todos os principios indicados pelos bancos de tecidos para a
colheita 6ssea, foi muito importante submeté-los a cultura bacteriana, pois mesmo assim €
comum a presenga de contamina¢do, como mostram os trabalhos de Chapman & Villar
(1992), Barrios et al. (1994), Segur et al. (2000) e Ibrahim et al. (2004), com 22,9%, 6,6%,
8,1% e 27% de contaminagio, respectivamente. Apesar de existirem na literatura relatos sobre
falhas de deteccao de microorganismos contaminantes nas culturas obtidas por swab, e com
alguns autores sugerindo outras técnicas, como a imersdo dos implantes 6sseos em solugdo
estéril e apds incubagdo desta (VEEN et al., 1994), e a cultura sanguinea e de medula 6ssea
como um indicador de contaminagdo de implantes 6sseos (VEHMEYER et al., 1999;
MARTINEZ et al., 2003), sabe-se que a técnica utilizando swab ainda € a de mais fécil
execu¢do e com melhores resultados, sendo as demais complementares (MARTINEZ et al.,
2003).

Assim como indicado por Kervin et al. (1991) e Melo et al. (1998), a colheita de
material para a cultura bacteriana foi realizada tanto no momento da obten¢do como no da
utilizacdo do implante. Tal procedimento permite identificar precisamente em que etapa do
processo deu-se a contaminacdo, sendo possivel instituir medidas para a correcio de eventuais
falhas. A identificacio dos implantes contaminados no momento de sua obtencao permite que
sejam substituidos ou submetidos a esterilizagdo, com, por exemplo, a radiacdo gama
(CHAPMAN & VILLAR, 1992; IBRAHIM et al., 2004).

Como relataram Amendola (2001) e Postmes et al. (1993), identificou-se o

crescimento de Bacillus spp. em trés amostras (37,5%) do mel utilizado para a conservacio do
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implante e ndo foram verificados indicios de infec¢do Ossea nos animais receptores dos
implantes oriundos das amostras contaminadas, talvez porque os Bacillus encontrados no mel
sejam nao-patogénicos (POSTMES et al., 1993; Tysset et al. apud MOLAN & ALLEN,
1996). Cabe salientar que, conforme Postmes et al. (1993), o mel utilizado com propésitos
medicinais deve sempre ser submetido a andlise microbioldgica antes de sua utilizagdo, pois
pode conter esporos clostridiais e causar botulismo e/ou gangrena. Uma alternativa seria
submeter o mel a processo de esterilizacdo pela radiacdo gama (CHAPMAN & VILLAR,
1992; MOLAN & ALLEN, 1996), o que nao afeta sua atividade antimicrobiana (POSTMES
et al.,, 1993; MOLAN & ALLEN, 1996). Neste experimento, porém, optou-se por nao
esteriliza-lo, para afastar o risco de tornar inativa alguma substancia essencial a sua qualidade
de conservante. Entende-se necessdria a realizagdo de estudos para analisar a conservacio de
tecido 6sseo em mel submetido a esterilizagdo via radiacdo gama.

Apesar das propriedades antimicrobianas do mel, Mschvidobadse (1978) submeteu os
implantes dsseos a esterilizacdo com 1% de formaldeido antes da sua conservagdo em solugéo
com 50% de mel. Tal projeto, todavia, foi realizado ha mais de 25 anos, quando as bases
cientificas acerca das propriedades do mel ainda eram frageis e, como os implantes haviam
sido obtidos em condi¢des ndo-estéreis e eram aplicados em seres humanos, exigiam-se
cuidados minimamente confidveis para ndo submeter os receptores a riscos, a época.

Apesar de Henry & Wadsworth (1981a) comentarem sobre a possibilidade de colheita
dos segmentos 6sseos com o cdo em plano profundo de anestesia, no atual experimento optou-
se pela colheita com os cdes recém submetidos a eutandsia, o que facilitou a manipulagdo e
diminuiu os custos, além de propiciar a reducdo da equipe e dos equipamentos na sala
cirtirgica, ja que nao se fez necessaria a manutengdo anestésica. A rapidez no procedimento de
colheita do implante e o pequeno nimero de pessoas na sala cirirgica ajudaram a evitar a
contaminacdo bacteriana do implante, pois, segundo Vehmeyer et al. (2002), quanto maior o
intervalo entre o 6bito e a colheita, maiores os riscos de contaminagdo. Cada integrante a mais
na equipe cirdrgica, por outro lado, aumenta em 1,9 vez o risco de contamina¢do do implante
dsseo segundo Vehmeyer et al. (2002), e em 1,6 vez conforme Deijkers et al. (1997). J4 Segur
et al. (2000) referem que equipes com quatro ou mais componentes aumentam
significativamente os riscos de contaminacio de implantes 6sseos se comparadas a equipes
com menos componentes.

Como apenas os dois primeiros animais doadores foram submetidos a eutandsia, os
outros espécimes 6sseos foram obtidos dos préprios animais receptores, ou seja, 0 segmento

diafisario do fémur removido para a confeccdo do defeito ésseo foi utilizado posteriormente
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como implante. Tal procedimento facilitou a obten¢@o do implante, além de reduzir o nimero
de animais doadores, procedimento preconizado em todos os regimentos ou protocolos de
utilizacdo de animais em pesquisa. Um problema decorrente, porém, foi o do intervalo
relativamente longo entre cada procedimento cirtirgico: 28 dias, tempo estabelecido como
minimo para a permanéncia do implante na solu¢gdo conservante.

Apesar de alguns protocolos de conservagdo indicarem tempo minimo e miximo para
a manuten¢do do implante 6sseo no meio de conservacao, as Unicas citagdes na literatura em
relacdo ao mel provém de dois estudos que utilizaram implantes 0sseos preservados entre um
e oito meses (AMENDOLA, 2001), e entre um e seis meses (GAIGA, 2002). Neste
experimento, optou-se pela utilizacdo dos implantes 6sseos apds 28 dias no minimo, ndo
sendo observada relagdo entre as complicacdes ocorridas e o periodo de preservacdo.
Recomenda-se, no entanto, estudos para definir qual o tempo minimo e maximo para a
manuten¢do de implantes 6sseos no mel.

No presente estudo foi utilizado antimicrobiano de maneira profilatica, pois, conforme
Smith (1998), em todos os procedimentos ortopédicos onde hd a implantacdo de material
estranho deve-se ministrar tal medicac@o. A cefalexina foi escolhida para este fim por possuir
amplo espectro, rdpida concentracdo tecidual maxima e boa penetracdo no tecido 6sseo,
caracteristicas importantes segundo o autor. Além dessas, também foi considerada a sua
comoda via de administracdo, o longo intervalo entre cada administragc@o e o baixo custo.

Como relatado por Amendola (2001), os implantes preservados em mel apresentavam
coloracdo amarelada, o que, segundo o autor, deve-se a impregnacdo do meio de preservagdo
em todos os diminutos orificios do implante. Apds a permanéncia na solugdo hidratante e as
diversas lavagens sob pressdo, a tonalidade do implante se tornou mais clara, o que revela que
o mel se desprendeu desses orificios.

Como citado, no caso da glicerina 98%, por Pinto Jr. et al. (1995) e Costa (1996), e
por Pinto Jr. (1995) no caso da tintura de iodo a 2%, o mel foi eficiente meio de preservacdo
Ossea a temperatura ambiente, sendo de baixo custo, fdcil obtencdo e dispensando
equipamentos especiais para colheita e estocagem. Exige-se, porém, controle rigoroso na sua
aquisicao, pois, segundo Postmes et al. (1993), o uso de defensivos agricolas préximo as
floragdes e de antimicrobianos em colméias pode levar a contaminagdo do mel, o que podera
comprometer os resultados. Sendo assim, € importante a aquisicdo do mel de apicultores de
reconhecida idoneidade.

Em estudos experimentais, a glicerina mostrou-se meio adequado de conservagdo de

implantes dsseos, obtendo-se altas taxas de incorporacdo (PINTO JR. et al., 1995; COSTA,
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1996; MELO et al., 1998). Ela acarreta, todavia, problemas quanto as propriedades
biomecéanicas dos implantes, tornando-os quebradicos e exigindo longo tempo de hidratagdo
(MELO et al., 1998), além de ndo promover uma esterilizagdo efetiva dos mesmos (MELO et
al., 1998; DEL CARLO et al., 1999). Ja o mel, além de adequado meio de conservacdo, ndo
causou fragilidade aos implantes 6sseos quando estes foram perfurados e fixados a placa.
Cabe salientar que, assim como os resultados relatados por Melo et al. (1998) para glicerina,
tal conclusdo estd baseada em critérios subjetivos, sendo necessaria uma avaliacdo
biomecanica dos implantes 6sseos conservados em mel, para confirmacio definitiva dessa
propriedade. Outros métodos que também acarretam problemas biomecanicos aos implantes
sdo a esterilizacdo por 6xido de metileno (JOHNSON & STEIN, 1988; WAGNER et al.,
1994) e a liofilizagdo (SCHENA et al., 1984; SCHENA et al., 1995), que também exigem
equipamento especializado e implicam alto custo.

Apesar do risco da permanéncia de alguns agentes infecciosos vidveis quando se
utiliza o congelamento (KERVIN et al., 1991), ele ¢ um meio de conservacdo Ossea
amplamente utilizado em Medicina Veteriniria (HENRY & WADSWORTH, 1981a;
SINIBALDI, 1989; DUELAND et al., 1989, LaRUE et al., 1989; MORELLO et al., 2001). Os
resultados obtidos t€m sido satisfatérios, mas o método exige equipamento especializado,
energia elétrica e ampla drea para a manutencdo dos refrigeradores, o que dificulta sua
utilizacdo em algumas clinicas e hospitais. Por outro lado, a formag¢ao de um banco de ossos
utilizando o mel como meio de conservagdo dispensa tais necessidades, viabilizando assim a
sua ampla utilizacdo. Recomenda-se, porém, que haja um bloqueio de luz nos frascos
contendo os implantes 6sseos e que eles sejam mantidos em local com temperatura amena,
pois tanto a luz como as altas temperaturas podem afetar as propriedades conservantes do mel
(MATHEWS & BINNINGTON, 2002).

O fémur foi escolhido para implantagdo do segmento 6sseo conservado em mel por
tratar-se de um osso freqiientemente acometido por fraturas cominutivas decorrentes de
acidentes automobilisticos e por ndo-unides ou unides viciosas devidas a falha nos métodos de
osteossintese (HENRY & WADSWORTH, 1981a; SCHENA & McCURNIN, 1983;
DUELAND et al., 1989; SINIBALDI, 1989). Caso o objetivo do experimento fosse a
substituicio de um segmento dsseo em virtude de neoplasia dssea (limb sparing),
preferencialmente o osso a ser utilizado seria o radio, por ser mais freqiientemente afetado por
esta enfermidade (LaRUE et al., 1989; MORELLO et al., 2001). E importante salientar que os

resultados obtidos quando da utilizacao de implantes dsseos nas regides distais dos membros,
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ou seja, areas com menor cobertura muscular, podem ser diferentes, pois conforme Stevenson
et al. (1996), o ambiente adjacente ao implante pode influenciar na sua taxa de incorporacdo.

Como relatou Pinto Jr. (1995), o acesso a regido diafisaria do fémur, descrito por
Piermattei & Johnson (2004) e realizado neste experimento, foi adequado tanto para a colheita
quanto para a implantagdo do segmento 6sseo.

As dimensdes do defeito utilizado no experimento foram estabelecidas para reproduzir
uma situacdo real, em que ndo seria possivel a reconstrugdo completa com a aplicacdo de
enxerto autégeno, biologicamente mais adequado (GOLDBERG & STEVENSON, 1987). O
defeito foi maior do que o estabelecido por Costa (1996), de 4cm, e igual ao desenvolvido por
Schena et al. (1984), implicando requerimento biomecanico intenso ao implante,
principalmente frente a forca de compressao que atuara sobre ele. Tal modelo néo invalida os
experimentos que utilizaram pequenos fragmentos 6sseos, mas possibilita, por outro lado,
uma extrapolacdo direta dos resultados obtidos experimentalmente para os casos clinicos.
Conforme Sinibaldi (1989), o tamanho do implante € histologicamente importante para o
processo de incorporacdo, pois pequenos implantes podem ser reabsorvidos por gradual
substitui¢do, enquanto que a reabsor¢do de implantes maiores exige longo tempo ou nem
chega a dar-se por completo.

Apesar de Stevenson et al. (1997) e Sinibaldi (1989) referirem que o comprimento do
implante nio é o fator mais importante para a sua incorporagdo, buscou-se homogeneizar a
proporcdo implante/osso receptor neste experimento, selecionando-se cdes de porte
semelhante, ainda que de peso diferente. Assim, o comprimento aproximado do implante
representou em média 30% do comprimento do fémur, com pequeno desvio padrdo, formando
um grupo homogéneo quanto a proporcdo do comprimento do implante e do 0sso receptor.

O tempo de hidratacdo do implante em solugdo salina morna foi menor do que o
efetuado por Schena et al. (1984) e por Melo et al. (1998), mas suficiente para a remog¢do dos
restos do meio conservante e a parcial hidratacdo do implante, minimizando o risco de
fissuras ou fraturas quando de sua perfuracdo com a broca. Além disso, diferentemente de
Costa (1996), ndo se acresceram antimicrobianos ao meio de hidratacdo, evitando reacodes
alérgicas ou teciduais no receptor, observando-se as reacdes tissulares especificas do implante
mantido no mel (TOMFORD et al., 1981; MELO et al., 1998). Deijkers et al. (1997) referem
ainda que o enxdgiie de um implante em solucdo contendo antimicrobianos ndo ¢ método
efetivo de descontaminacao.

Como aduzem Amendola (2001) e Gaiga (2002), notou-se grande rigidez nos

implantes durante a perfuracdo para a insercdo dos parafusos, mas 0s mesmos ndo se
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apresentaram quebradicos ou com fissuras longitudinais. A drea foi constantemente irrigada
com solucdo salina durante as manobras de ostectomia e perfuracio, quer no implante quer no
0sso receptor, visando refrigerar a regido e evitar eventual necrose térmica no 0sso receptor e
alteracdes nas propriedades biomecanicas do implante 6sseo, o que poderia prejudicar a sua
incorporac¢io ou mesmo causar afrouxamento precoce de parafusos ou da placa metélica.

Apesar de Alexander (1983), Schena & McCurnin (1983), Dueland et al. (1989),
LaRue et al. (1989), Sinibaldi (1989) ¢ Morello et al. (2001), indicarem o uso de enxerto
esponjoso autégeno na drea de contato entre o implante e o osso receptor, devido a
contribuicao deste no que se refere a elementos osteogénicos, optou-se por ndo utiliza-lo, ja
que poderia afetar ou mascarar a acdo do implante ésseo. Quando da utilizacdo de implantes
6sseos em casos clinicos, no entanto, o enxerto esponjoso autéogeno deve sempre ser utilizado,
pois acelera o processo de incorporacdo sem risco de rejeicio (ALEXANDER, 1983), e,
apesar de ndo prover suporte estrutural para a drea, ele contribui para a estabiliza¢do precoce
do local da fratura por estimular a neoformacgao 6ssea (STEVENSON, 1998b).

Dentre as varias opg¢Oes para fixar o implante, como fixagdo esquelética externa
associada a um pino intramedular (BLOOMBERG et al., 1984), haste intramedular bloqueada
ou nio (VANDER GRIEND, 1994; MUIR & JOHNSON, 1995) e pinos metdlicos
intramedulares (PINTO JR., 1995), foi escolhido o método consagrado: placa metdlica
compressiva e parafusos. A vantagem € exatamente a estabilidade e a compressdo que este
método proporciona nas interfaces implante/receptor, fatores fundamentais para incorporagdo
do implante (HENRY & WADSWORTH, 1981a; STEVENSON et al., 1991). Além disso, a
placa e os parafusos oferecem adequada protecao mecanica ao implante durante o processo de
incorporacdo (SCHENA & McCURNIN, 1983; COSTA, 1996), possibilitando precoce
revascularizacdo (HENRY & WADSWORTH, 1981a; ALEXANDER, 1983; COSTA, 1996).
Tal método de imobilizagdo permitiu ainda o uso funcional do membro operado
imediatamente apds a cirurgia, evitando o surgimento das complica¢gdes advindas de sua nao-
utilizagdo (BRADEN & BRINKER, 1973).

Conforme recomendacao de Henry & Wadsworth (1981a) e Sinibaldi (1989), foram
utilizados dois parafusos para fixar o implante 6sseo a placa e tr€s em cada segmento Gsseo
receptor, totalizando oito. Preferiu-se inserir os dois parafusos no centro do implante,
deixando as extremidades deste livres, pois, como a incorporagdo Ossea acontece
principalmente do osso receptor na dire¢do do implante e inicialmente requer reabsor¢do para

que apo6s ocorra formagdo 6ssea (BURCHARDT, 1983; STEVENSON & HOROWITZ, 1992;
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BAUER & MUSCHLER, 2000), a inser¢do dos parafusos nas extremidades do implante
poderia fragiliza-lo e favorecer a ocorréncia de falhas mecanicas.

A manutengao dos cdes nos primeiros sete dias de pds-operatério em canis individuais
e os passeios controlados, nesse periodo, objetivou facilitar o manejo e evitar que o contato
entre 0s animais causasse complica¢des na cicatriza¢io da ferida cirdrgica. J4 a transferéncia
para canis coletivos, na segunda semana, objetivou a movimentacdo adequada e sem
restricdes dos animais, buscando a manutencao do tonus, da massa muscular e da amplitude
articular, fatores que afetam positivamente o processo de consolidacdo 6ssea, além de evitar a
doenca da fratura (BRADEN & BRINKER, 1973).

Apesar da conclusio de Amendola (2001) de que o periodo de 60 dias de pds-
operatério seria suficiente para a verificacdo dos fendmenos ocorridos em um implante 6sseo
cortical, os resultados do presente estudo indicam que ha necessidade de avaliagdo mais
prolongada, que permita identificar, além do tempo suficiente para a incorporacdo do
implante as complicagdes tardias. Tal fato corrobora os achados de Ortiz-Cruz et al. (1997),
Mankin et al. (1983) e Thompson Jr. et al. (2000), que demonstraram alta taxa de
complicacdes tardias em pacientes humanos submetidos a reconstrugdes de falhas dsseas com
aloenxertos.

Como citado por Pinto Jr. (1995), o exame radiogridfico foi fundamental para a
avaliacdo do processo de incorporagdo do implante, pois, além de ndo-invasivo, revelou de
modo fidedigno o que acontecia com o implante. E importante, porém, que o exame seja
realizado em duas incidéncias ortogonais, a fim de se obter uma visualizacdo completa da
drea.

Os exames radiograficos foram realizados quinzenalmente nos primeiros trés meses de
poés-operatério e mensalmente até os 12 meses, como realizado por Schena et al. (1984).
Apesar de Costa (1996) sugerir que tal exame deveria ser realizado semanal ou, no maximo,
quinzenalmente, o protocolo radiografico instituido neste experimento mostrou-se adequado,
pois permitiu definir o tempo aproximado para a incorporagao do implante, que ocorreu até o
90° dia, periodo em que o intervalo de cada exame foi menor, e verificar as complicacdes em
médio e longo prazo, quando este foi maior.

Assim como o encontrado por Amendola (2001), observou-se radiograficamente uma
diminuic¢do da densidade dos implantes iniciada aos 30 dias e que se manteve até os 75 dias
em média, sendo o maior grau de reabsorcdo verificado nas interfaces implante/receptor. Tal
evento pode ser explicado pelo fato de que a atividade osteocldstica focal das superficies do

implante precede a atividade osteoblastica (PHILLIPS et al., 1988; STEVENSON &
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HOROWITZ, 1992; BAUER & MUSCHLER, 2000), e que esta € iniciada na periferia e
prossegue em direcdo ao centro, ocorrendo nesse processo uma mescla de osso vidvel com
0sso necrosado, numa propor¢ao de 60% e 40%, respectivamente (WEIGEL, 1993).

Um implante 6sseo € considerado incorporado com sucesso quando a unido das
interfaces receptor/implante é capaz de tolerar as forcas fisioldgicas de apoio do peso sem
fratura ou dor (STEVENSON & HOROWITZ, 1992). Isso ocorreu na maioria dos casos do
experimento em tela, comprovando que o mel manteve as caracteristicas do segmento dsseo e
nao afetou sensivelmente a incorporacdo. Deve-se levar em conta, todavia, que a incorporagao
€ um processo complexo e multifacetado, afetado por varidveis que influem em sua
velocidade, padrio e grau de perfei¢do, considerando também que, apesar do implante e do
ambiente adjacente influirem isoladamente, é sua soma e interacdo que determina o sucesso
de um implante (STEVENSON et al., 1996).

Como recomendado por Vander Griend (1994), a distincia entre o aloimplante e o
osso receptor foi inferior a 2mm; segundo o autor, intervalos maiores estdo associados a maior
tempo para a consolidacdo e contribuem para a ndo-unifo, quando ha problemas de fixacao.
Assim como citado por Fitch et al. (1997), buscou-se o maior contato possivel entre 0 0sso
receptor e o implante. Porém, mesmo nos casos em que houve contato menor, nio se
observaram complica¢des, corroborando a afirmacao de Schena & McCurnin (1983), de que a
disparidade de tamanho entre o implante e o osso receptor ndo afeta o processo de
incorporacao.

O tempo médio para a incorporagdo do implante foi similar ao encontrado por Costa
(1996), que utilizou implantes 6sseos conservados em glicerina 98%, e por Pinto Jr. (1995),
que os conservou em tintura de iodo a 2%. O reparo, conforme classificagdo de Burchardt
(1983), foi o do tipo 1 - isto é, reparo normal, em que a unido com o leito receptor se dd em
até 16 semanas, o que, segundo o autor, sugere minima ou insignificante diferenca
imunolégica entre o doador e o receptor.

Nos dois cdes em que foi observada inicialmente reabsor¢@o precoce do implante com
envergamento e fratura da placa ou afrouxamento dos parafusos e migracao da placa, sugere-
se possivel processo de rejeicdo do implante, pois, conforme Stevenson & Horowitz (1992),
historicamente, infere-se rejei¢do quando ocorre reabsorcdo do implante ésseo ou hd falha
mecanica prematura. Outro fato importante verificado nestes episddios € que além da fungdo
biologica, os implantes provém suporte estrutural para o tecido receptor sustentar o peso
(GOLDBERG & STEVENSON, 1987). No terceiro animal, que inicialmente apresentou

migracdo parcial de um parafuso inserido no segmento distal do osso receptor, com
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conseqiiente deslocamento medial do implante 6sseo, seguido de afrouxamento de outros dois
parafusos e da quebra de um deles, observou-se ambiente mecanico inadequado, ocorrendo
posteriormente intensa reabsorcdo do implante dsseo, o que ratifica as afirmag¢des de Sinibaldi
(1989), Stevenson et al. (1991), Stevenson & Horowitz (1992) e Bauer & Muschler (2000), de
que a incorporacdo € um processo complexo dependente ndo apenas das propriedades
bioldgicas do implante e da resposta do leito receptor, mas também da estabilidade da fixacao
e da resisténcia mecanica do préprio implante. Tal complicacdo pode justificar-se pelo
temperamento inquieto do referido cfdo, implicando em intensa e constante exigéncia
mecanica ao método de imobilizacdo, mesmo na fase pds-operatéria precoce.

A fissura verificada em um implante 6sseo apés 120 dias da cirurgia pode ter sido
originada pela fragilizacdo decorrente das perfuragdes para a fixacdo dos parafusos, conforme
citado por Vander Griend (1994) e por Thompson Jr. et al. (2000). Os mesmos autores
comentaram que o problema se reduz significativamente quando se utiliza a haste
intramedular bloqueada, caso em que o implante nao é perfurado. Outro método que dispensa
perfuracdes € o da inser¢do do implante no canal medular dos fragmentos proximal e distal,
com a passagem de um pino intramedular (PINTO JR., 1995; PINTO JR. et al., 1995). Este
método, contudo, é biomecanicamente mais fragil que os demais e pode comprometer a
incorporacdo do implante.

A taxa de 20,83% de nao-unido encontrada no experimento pode ser considerada
aceitavel, ja que, conforme Mankin et al. (1983), espera-se um valor préoximo aos 11% e,
segundo Ortiz-Cruz (1997), o valor pode chegar a 30%. Uma opcdo para reduzir essa taxa
seria a aplicacdo de enxerto esponjoso autégeno nas interfaces implante/osso receptor
(ALEXANDER, 1983; SCHENA & McCURNIN, 1983; DUELAND et al., 1989; LaRUE et
al., 1989; SINIBALDI, 1989; MORELLO et al., 2001), pois, segundo Stevenson (1998b), o
0ss0 esponjoso, com sua superficie de contato composta por células primordiais ou
osteoblastos ativos tem obviamente um potencial muito maior de formacdo de osso novo do
que o 0sso cortical.

Quando se considera a taxa de 33% de reabsorc¢do intensa dos implantes Osseos
conservados em mel, obtida por Amendola (2001), e a de 25% deste experimento, considera-
se que o autor enfrentou problemas relacionados a imobilizacido do implante, a sua migracéo
ou a fratura na regido de fixacdo, além da idade avancada de alguns animais, o que dificultou
uma resposta adequada do leito receptor. Neste experimento, buscou-se formar um grupo
homogéneo de cdes adultos jovens, para evitar a possibilidade de confundirem-se os

resultados.
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Mesmo com a intensa atividade osteobldstica e osteoclastica verificada na avaliacdo
histolégica do experimento, e apesar da alta taxa de incorporacdo dos implantes conservados
em mel, ndo foi possivel confirmar a propriedade osteoindutora do implante. Inobstante, sua
propriedade osteocondutora foi confirmada pelos achados radiogrificos e histologicos. A
partir de tais observacdes, estudo deve verificar se o implante 6sseo conservado em mel
apresenta também propriedades osteoindutoras, com a manutengdo da proteina morfogenética
6ssea (BMP), através da implantacdo do segmento dsseo conservado em mel em regido extra-
6ssea como musculatura e subcutineo, verificando-se a formagdo 6ssea nestes leitos, o que

confirmaria a sua propriedade osteoindutora.



6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos com o desenvolvimento do presente experimento é
possivel concluir que:

- o implante dsseo cortical alégeno conservado em mel utilizado no reparo de uma
falha 6ssea de 30% do comprimento do fémur em caes apresenta uma taxa de incorporacdo de
79,17%, estando sujeito a complicacdes como ndo-unido, reabsor¢do e fratura;

- 0 mel nd3o é uma substrato estéril, podendo estar contaminado com Bacillus spp.,

porém, mantém os implantes dsseos nele conservados livres de contaminagao;

Apesar dos resultados obtidos serem promissores, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas pesquisas avaliando:

- a acdo dos métodos de esterilizacdo do mel sobre as suas propriedades conservantes
de tecido 6sseo;

- as propriedades biomecanicas e a capacidade osteoindutora dos implantes
conservados no mel;

- 0 tempo minimo e maximo de permanéncia dos implantes no mel;

- o efeito da interposi¢do de enxerto esponjoso autdgeno na drea de contato entre o

implante e o 0sso receptor sobre a taxa de incorporacio dos implantes.
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