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OSTECTOMIA DE TIBIA EM MODELO EXPERIMENTAL OVINO PARA
ESTUDO DE REGENERACAO OSSEA

TIBIA OSTECTOMIES IN SHEEP IN EXPERIMENTAL MODEL FOR BONE
REGENERATION STUDY

N. F. PARETSIS : D. C. BACCARELLI Lc L LHAMA*\Sl; D. C. ALONSO®:
F.S. NOBREGA! A. L. V. ZOPPA!

RESUMO

Os defeitos dsseos unicorticais em ovinos sdo modelos muito utilizados para avaliacdo de propriedades bioldgicas de
enxerto, porém, sua limitacdo estd relacionada com o tamanho do defeito e o risco de fratura. No entanto, alguns
modelos de defeitos corticais ndo estdo bem descritos, definidos ou padronizados. Com o objetivo de propor um modelo
experimental passivel de ser reproduzido em projetos de pesquisa foram realizadas ostectomias circulares unicorticais
de 5mm, em tibias de doze ovinos fémeas. O didmetro e o comprimento das tibias foram mensurados e a realiza¢do do
defeito dsseo foi acompanhado por meio de exames de imagem (radiogréfico, ultrassonografico e termografico), no
transoperatorio e por 60 dias. Um fragmento ésseo foi coletado e avaliado quanto a viabilidade de realizacéo de estudo
histolégico por meio de microscopia de luz e eletronica de transmissdo. As ovelhas deste estudo possuiam tibias com
didmetros entre 1,2 e 2,0 centimetros, com comprimento variando de 15,4 a 23,0 centimetros, com intervalo de
confianga de 95%. Por meio de exames radiogréficos, ultrassonogréficos e termogréficos foi possivel mensurar e
comparar o defeito ésseo por até 60 dias, e 0 método proposto pode ser considerado eficaz por ser adequadamente
reprodutivel.

PALAVRAS-CHAVE: Defeito 6sseo. Metodologia. Ostectomia. Ovinos.

Submetido: 10/05/2012 Aceito: 19/09/2012

SUMMARY

The unicortical bone defects in sheep are established model for evaluation of biological properties of graft, but their
limitation is related to the defect size and the risk of fracture. However, the models of cortical defects are not well
described, defined or patterned. Unicortical Circular Ostectomies in tibias were held in twelve sheep females. The
diameter and length of the tibia were measured and filling the bone defect was accompanied by imaging evaluation (X-
ray, ultrasound and thermography) for 60 days. In addition, the bone fragment collected was processed for histological
study. The sheep of this study had tibias with diameters between 1.2 and 2.0 cm and length from 15.4 to 23.0
centimeters with a 95% confidence interval. By radiographs, ultrasound and thermography were possible to measure
and compare the bone defect for up to 60 days. The proposed method can be considered efficient and reproducible.

KEY-WORDS: Bone defect. Methodology. Sheep. Ostectomies.
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OBJETIVO

Validar o0 método determinado para ostectomia
circular unicortical de 5 mm em tibia de ovinos como
modelo experimental, visando estudo de reparacdo do
tecido dsseo.

Avaliar o preenchimento do defeito dsseo por
meio de exames radiograficos, ultrassonograficos e
termogréficos, e o tamanho do espécime retirado
durante a confeccdo da falha, a fim de confirmar a
possibilidade de estudos com o fragmento 6sseo.

INTRODUCAO

O estudo experimental in vitro e in vivo permite
certificar a biocompatibilidade e estabilidade de
determinada modalidade de implante ortopédico
(PEARCE et al, 2007). Os estudos in vivo continuam
sendo essenciais para a investigacdo clinica de enxertos
0sseos, sem obliterar o bem-estar do animal
(MALHOTRA et al, 2014).

O uso de ovinos como modelo experimental
ortopédico apresenta algumas vantagens devido ao seu
porte, custo acessivel, facil manuseio e adaptagdo
(BABIKER, 2013; MARTINI et al, 2001). Na maioria
das pesquisas em ovinos, sdo utilizados métodos
conhecidos como “drill hole model”’, eficazes nos estudos
de biocompatibilidade para materiais utilizados como
substitutos 6sseos (RECHEMBERG et al, 2012). Nos
estudos utilizando o ovino como modelo experimental,
encontram-se diversas racas como Greyface (GRIFFON
et al, 2001), Swiss (LANSDOWNE et al, 2014) e Suffolk
(SIMPSON, 2012) com pesos médio de 61 a 84 kg, 81 a
91 kg (GRIFFON et al, 2001), 60 kg (VITEAU et al,
2007), 63 kg, (HARMS et al, 2012) e até de 45 a 65 kg
(POTES et al, 2008), considerando o animal com score
corporal ideal.

Os defeitos 0sseos em ovinos sdo modelos
estabelecidos para avaliacdo de propriedades
bioldgicas de enxerto, porém, sua limitagdo estad
relacionada com o tamanho do defeito e o risco de
fratura (GRIFFON et al, 2001). O conceito de defeito
critico consiste em menor tamanho de defeito dsseo
que ndo regenera espontaneamente durante a vida do
animal (TATE et al, 2011), ou como defeito que
apresenta menos que 10% de regeneracdo Ossea
durante a vida do animal (MILLS; SIMPSON, 2012).
Embora o tamanho minimo ndo seja bem definido,
podem ser considerados como defeitos criticos,
defeitos segmentares com dimens@es de 2 a 2,5 vezes o
didmetro do osso a ser estudado (REICHERT et al,
2009). Fraturas em modelos animais com defeito na
tibia variam entre 25 e 50% dos casos, podendo chegar
em até 100%; porém, estes raramente sdo relatados na
literatura (RECHEMBERG et al, 2012).

Ressalta-se que 0 modelo ideal deve criar pouca
ou nenhuma morbidade no animal, ser facilmente
avaliado com técnicas de imagem e ser reprodutivel
(LANSDOWNE et al, 2014). Ainda, como em toda a
pesquisa que envolve modelos animais, devem-se
seguir alguns critérios conhecidos como os trés “R’s”
(Refine, Reduce e Replace) isto é, refinar, reduzir e

substituir. Refinamento é definido com técnicas que
minimizam o sofrimento do animal com protocolos
pré, trans e pds-operatorios adequados da pesquisa
(AUER et al, 2007).

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pela Comisséo
de ética no uso de animais (CEUA n° 1031030615).
Foram utilizados doze ovinos, fémeas, Santa Inés, com
peso medio de 34,30 + 7,14 kg, para a confec¢do da
falha dssea circular na tibia. Com o animal em decubito
lateral direito, foram realizadas radiografias nas
projecdes laterolateral e craniocaudal, com o aparelho
portatil Sound Eklin, Mark 2, nos membros pélvicos de
todos os animais. Foi mensurado o comprimento da
tibia no programa eFilm™, considerando como limite
o condilo medial da tibia e a articulacéo tibiotéarsica. O
didmetro também foi mensurado na regido onde foi
confeccionado o  defeito  dsseo. Para o
acompanhamento pds-operatorio, foram utilizados
exames semanais radiograficos (Sound  Eklin),
ultrassonograficos (Esaote) e termograficos
(Thermacam T400) da regido onde foi realizada a
ostectomia.

Os membros posteriores dos ovinos foram
tricotomizados, e o membro e os cascos foram
higienizados com sabdo neutro e agua corrente, em
seguida com Clorexidine Degermante (2%), antes de
entrar no ambiente cirdrgico. Os animais foram
submetidos & anestesia geral inalatoria, ap6s 48 horas
de jejum alimentar e oito horas de jejum hidrico,
seguindo protocolo: medicacdo pré-anestésica com
cloridrato de xilazina (0,05 mg/kg, 1V), inducdo
anestésica com propofol (6 mg/kg, 1V), manutencéo da
anestesia com isoflurano vaporizado em oxigénio
100%. Os animais foram mantidos em decubito lateral
para a realizacdo do procedimento. Os cascos foram
protegidos com bandagem, foi realizada antissepsia do
membro e da regido cirdrgica com Clorexidine
Degermante (2%), seguido de Clorexidine Alcodlico
(0,05%) e os campos cirdrgicos foram posicionados de
modo a possibilitar o acesso a face medial da tibia.

A falha foi confeccionada entre cinco e sete
centimetros distal ao condilo medial da tibia, em sua
face medial. Realizou-se incisdo semicircular de pele e
subcutaneo de aproximadamente quatro centimetros e
exposicdo do periosteo na face medial no aspecto
proximal da tibia. O periésteo foi incisado com o
mesmo formato da incisdo de pele e elevado até a
exposicdo parcial da superficie 6ssea, onde foi
realizada a ostectomia. Realizou-se o defeito dsseo
com serra trefina acoplada a perfuradora elétrica, com
dimensdo de cinco milimetros de didmetro sob
irrigacdo continua com solugdo de NaCl 0,9%,
mantendo-se a pele, tecido subcutdneo e peridsteo
rebatidos de forma a ndo permitir o contato destes com
a serra trefina (Figura 1).

A profundidade do defeito foi determinada
individualmente, sendo o limite a transposicdo completa
da cortical cis de cada animal. Ap6s a realizacdo do
defeito 6sseo e retirada do fragmento, o tecido subcutaneo
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e 0 periésteo foram suturados em bloco com fio
poliglecaprone 25 n° 2.0, em padrdo simples continuo. A
sintese de pele foi feita com nylon n° 2.0, em padrao

C

Figura 1 - Procedimento cirdrgico para a confec¢do do defeito 6sseo. Incisdo de p

simples continuo. Apbs procedimento em um membro
pélvico, foi seguido 0 mesmo protocolo para confecgdo da
falha no membro contralateral.

=

le e subcutaneo de aproximadamente

e

4 cm (A); exposi¢do do segmento da tibia (B); marcacgdo do defeito 6sseo com serra trefina (C); aspecto da tibia apos a

marcagao da falha 6ssea (D).

Findado o procedimento cirdrgico realizou-se
higienizacdo da ferida cirGrgica com solucdo fisioldgica
e curativo com esparadrapo micropore. A recuperacdo
foi guiada com contencdo manual de forma que os
membros posteriores foram os Udltimos a entrar em
contato com o solo. Apos total a recuperacdo anestésica,
0 animal foi andando para a baia.

No periodo pés-operatorio foi realizado curativo
local com esparadrapo micropore, sem bandagem
restritiva. A ferida cirdrgica foi higienizada
semanalmente com solucdo fisiol6gica e rifocina topica.
Foi administrado sulfadoxina e trimetoprim (30 mg/kg,
IV, SID, 5 dias), fenilbutazona (2 mg/kg, 1V, SID 3
dias), ranitidina (2 mg/kg, 1V, SID, 3 dias) e cloridrato
de tramadol (3 mg/kg, 1V, 3 dias, BID). Os animais se
mantiveram estabulados durante todo o periodo pos-
operatdrio.

Para a aquisicdo de imagens radiograficas e
ultrassonogréficas, o0s ovinos foram  contidos
manualmente em decibito lateral direito, apoiados em
local almofadado, sem necessidade de sedacdo ou
tranquilizacéo.

As imagens radiograficas foram obtidas na
projecdo lateromedial e caudocranial com técnica
padronizada, com 74 quilovolt (Kv), 0,6 miliamperes
(mAs) e um metro de distdncia. Com o0s exames
ultrassonograficos foi possivel analisar o defeito dsseo
nas faces longitudinais e transversais do 0sso. Para a

aquisicdo das imagens termogréficas, o animal ndo foi
submetido & bandagem restritiva, manipulacdo ou
lavagem do membro antes do exame. Caso fosse
necessaria a tricotomia devido ao crescimento do pelo
durante o periodo pos-operatorio, esta foi feita um dia
antes da realizagdo do exame. O local para aquisi¢éo das
imagens foi realizado em ambiente fechado, livre de
incidéncias de luz solar ou corrente de ventos. O animal
foi mantido em estacdo (posicdo quadrupedal), sem
necessidade de sedacdo ou tranquilizacdo e as imagens
foram obtidas na projecdo mediolateral dos membros
posteriores.

RESULTADQOS

As tibias dos animais estudados apresentaram
diametros entre 1,2 e 2,0 centimetros e comprimento
variando de 154 a 23,0 centimetros, utilizando
intervalo de confianca de 95% (Tabela 1). A relacdo
entre a falha e o didmetro da tibia foi calculada a partir
das imagens radiogréficas, utilizando-se a maior
medida dentre as duas registradas (uma de cada
projecdo radiogréfica: lateromedial e caudocranial).
Desta forma, os resultados foram conservadores no
sentido de mostrar a menor relagdo falha-didmetro
possivel. As falhas observadas foram pelo menos, 2,5
vezes o didmetro da tibia, chegando até 3,8 vezes.
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Tabela 1 - Descrigdo dos valores de diametro, comprimento e propor¢édo da falha com relagdo ao didmetro das tibias

dos animais estudados.

Intervalo de 95% - limites

N Média DP Min Mediana Max Inferior Superior
Diametro 24 1,6 0,2 1,2 15 2 1,2 2,0
Comprimento 24 19,3 2 16,4 19 23 15,4 23,2
Fracdo de falha por
31 0,4 2,5 31 3,8 2,3 3,9

diametro

Legenda: N = nimero de membros estudados. DP=desvio padrdo. Min=Minimo. Max=Méaximo.

A escolha da tibia como osso de eleicdo para a
realizacdo desta metodologia permitiu acesso cirlrgico
adequado, sem intercorréncia no transoperatorio, assim
como a precisdo na identificagdo do local de confecgédo
do defeito 6sseo, e sua repetitividade. Os defeitos foram
identificados em todos o0s exames de imagem
(radiogréfico, ultrassonogréfico e termografico) ao longo

Undaty of Seo Vau
<

20, 03 PROVETO ONESHA LD 23

dos 60 dias, no qual foi possivel observar alteracdes
pertinentes da regeneracdo 6ssea. No exame radiogréafico
foi possivel observar o aumento de densidade dssea
proporcional ao tempo de evolucdo do pds-operatério
(Figura 2). Em 12 membros utilizado como controle,
observou-se preenchimento da falha em 5 ovinos.

v Urmvers
D5 3 PROCTO OVIL -

Figura 2 - Exames radiograficos realizado para acompanhamento do membro com defeito 6sseo. Projecdes
lateromedial da tibia em imagem pré-operatoria (A), e nos dias 15 (B), 30 (C) e 60 (D) de pés-operatorio da confecgao

da falha; a seta indica a localizacdo da falha 6ssea nas projecoes.
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No exame ultrassonografico, observou-se
aumento de ecogenicidade no preenchimento da falha
6ssea e 0 padrdo de cicatrizacdo Ossea (Figura 3) e no
exame termografico observou-se a evolucdo para a
regularizacdo da temperatura do membro de estudo
(Figura 4).

O espécime coletado no momento da confeccdo
da falha com serra trefina, apresentou didmetro de
4mm, e foi considerado suficiente para analise por
meio de microscopia de luz e eletrénica de transmissao
(Figura 5). O uso deste tipo de serra com irrigagdo ndo
causou danos ao fragmento coletado, no que diz
respeito ao atrito entre a serra e o tecido 6sseo.

N&o foram encontradas alteragdes significantes
no exame fisico e ndo foi observado claudicacdo em
todo o periodo pds-operatério. Em relacdo a ferida
cirlrgica, um ovino apresentou aumento de volume na
regido, de consisténcia firme. Apos 60 dias, foi colhido
material da regifo onde havia este aumento de volume.
Por meio de analise histolégica utilizando coloracéo de

w

hematoxilina e eosina, identificou-se presenca de
tecido conjuntivo organizado, bastante vascularizado,
com areas hemorragicas, sugestivo de hiperplasia de
periosteo.

Quatro ovinos apresentaram aumento de volume
de consisténcia flutuante, na regido da ferida cirdrgica,
por volta do décimo quarto dia de pds-operatorio. As
feridas foram higienizadas, o conteldo deste aumento
de volume foi drenado, com caracteristicas
macroscopicas compativeis com transudato
inflamatério, e os cuidados no pds-operatério se
mantiveram como no restante dos animais.

Apenas um ovino apresentou fratura completa
em bisel na tibia, na altura da falha, 35 dias apds o
procedimento cirdrgico no membro pélvico direito;
esta intercorréncia ocorreu durante a noite, ndo sendo
possivel estabelecer a causa. Este animal foi submetido
a osteossintese com placa bloqueada e parafuso, e
apresentou boa evolucdo em todo o periodo poés-
operatorio.

Figura_3 - Exames ultrassonogréaficos realizado para acompanhamento do membro com defeito 6sseo. Aspecto
longitudinal da tibia em imagem pré-operatoria (A), e nos dias 07 (B), 28 (C) e 56 (D) de pds-operatério da confeccao

da falha; a seta indica a localizacdo da falha 6ssea nas projecoes.
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Figura 4 - Exames termograficos realizado para acompanhafnento do membro com defeito 6sseo. Aspecto mediolateral
da tibia em imagem pré-operatoria (A), e nos dias 07 (B), 28 (C) e 56 (D) de p6s-operatério da confecgdo da falha; a
seta indica a localizagdo da falha dssea nas projecoes.

e P s .
¥ > . PR
A %,
4 b B ki
»‘\ : o E
2 o
’ {*
v{"
» .
I .
3 ’ 5
v ) y A - =
y P
l‘ e ¥ )
o | ; ' R
i{‘ AREY " - [N \ ¢ A :t—v\ = -—:5' ',‘,_; M "”f o 42

Figura 5 - Estudo histolégico obtido a partir dos fragmentos 6sseos retirado e processados. llustragdo do fragmento
processado para analise de microscopia de luz, aumento de 100x (A); microscopia eletronica de transmissdo, aumento
de 10.000x, evidenciando um ostedcito maduro dentro da lacuna (B).

DISCUSSAO mais leves (34,30 + 7,14 kg). A utilizacdo da relagdo

comprimento e o diametro da tibia possibilitou melhor

O peso médio dos animais encontrados na segurancga na escolha do tamanho da falha 6ssea e do
literatura variou entre 45 a 90 kg, enquanto 0s ovinos ovino como animal experimental.

utilizados neste experimento eram comparativamente
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A confeccdo da falha € um procedimento
factivel, visto que o acesso cirlrgico foi realizado sem
intercorréncias, pois a regido anatdbmica favorece a
exposicdo da superficie 6ssea e ndo ha estruturas que
possam comprometer a locomogdo do animal. Esta
regido anatdbmica também foi escolhida com o intuito
de realizar defeito 6sseo cortical em regido de 0sso
compacto, local bastante comum para ocorréncia de
lesdes Gsseas. Optou-se por um osso longo, de facil
acesso onde foi possivel a repetitividade da técnica
utilizando referéncias 6sseas como delimitagfes. Com
este modelo ha menor possibilidade de intercorréncias
durante o procedimento cirlrgico e sugere-se que a
implantacdo de biomateriais seja possivel, tornando o
método padronizado para avaliacdo de regeneracao
Ossea na presenca de substitutos 6sseos. Acredita-se
também que este modelo possa contribuir para estudos
da regeneracdo Gssea em alteracdes metabdlicas, sem a
necessidade de implantes adicionais ou interferir na
morbidade do animal. Os instrumentos para a
realizacdo da falha sdo da rotina ortopédica e sua
utilizacdo requer certa experiéncia do cirurgio.

Seguindo relatos de LANSDOWNE (2014), a
avaliacdo do defeito dsseo em diversos exames de
imagem, como o radiografico, ultrassonografico e
termogréafico, foi de facil identificacdo e permitiu
melhor avaliacdo do preenchimento da falha Ossea.
Desta forma, ha a possibilidade de se obter, durante o
periodo  pds-operatorio, diferentes dados para
avaliacdo, como densidade éssea, integridade dos
tecidos adjacentes, vascularizacdo, temperatura dos
tecidos, 0 que permite a obtengdo de resultados com
interpretacdo mais critica e ampla. De acordo com o0s
conceitos descritos por MILLS, SIMPSON (2012) e
TATE et al, (2011), esta falha ndo pode ser
considerada defeito critico, porém por meio dela é
possivel avaliar o animal e 0 membro como um todo,
perante a presenca do biomaterial, sem o auxilio de
outros implantes que poderiam influenciar na pesquisa.

Desconsiderando o ovino fraturado, acidentado
durante a noite, sendo, portanto, impossivel saber a
causa da fratura, o restante dos animais se manteve
estavel e confortavel em todo pds-operatdrio.

Este modelo proposto seguiu diretrizes citadas
por LANSDOWNE et al, (2014), onde se criou pouca
morbidade nos animais, apresentou baixo risco de
complicacbes, a falha foi facilmente visualizada nas
técnicas de imagem avancadas e pode ser reprodutivel.
Neste estudo, o intervalo de seguranca proposto é de
tibias com diametros entre 1,2 e 2,0 centimetros, e com
comprimento variando de 15,4 a 23,0 centimetros.
Ainda, acredita-se que os trés “R’s” descritos na
literatura foram cumpridos nesta metodologia: nimero
minimo de animais para obter estatistica, e 0 modelo e
protocolo propostos se mostraram adequados.

CONCLUSAO

A metodologia proposta de defeito Gsseo
unicortical de 5 mm de didmetro em tibia de ovinos
como modelo experimental, visando estudo de
reparacdo do tecido dsseo, pode ser realizada de forma
padronizada.

Por meio de exames radiograficos,
ultrassonograficos e termograficos foi possivel
mensurar e comparar o defeito ésseo por 60 dias, e 0
tamanho do espécime retirado durante a confeccdo da
falha confirma a possibilidade de estudos histologicos.
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