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Regiao metafisaria da tibia de coelhos:
uma opc¢ao para estudos dos substitutos 6sseos*

Metaphyseal region of the tibia of rabbits:
an option for bone substitutes studies
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Resumo

Apresenta-se um modelo experimental de ostectomia de tibia em coelhos para estudo de biomateriais em processos de reparagao
6ssea. Foi realizada falha segmentar de 6mm de didametro na regido metafisaria medial proximal de tibia de 72 coelhos as quais
foram preenchidas com substituto sseo e avaliadas clinicamente, por exame radiografico e por meio de tomografia computadorizada
feixe conico, em diferentes tempos. Conclui-se que a metafise medial proximal de tibia de coelhos é adequada como modelo para
estudos que avaliem o comportamento de enxertos e/ou biomateriais em falhas 6sseas.
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Abstract

Is presented an experimental model of tibial ostectomy in rabbits to study biomaterials during bone repair process. Segmental
failure of 6 mm diameter was performed in the medial proximal tibial metaphyseal region of 72 rabbits, which were filled with bone
substitute and evaluated by clinical exam, X-ray, and cone beam computed tomography at different times. It is concluded that the
medial proximal tibial metaphysis region of rabbits is suitable as a model for studies that evaluate the behavior of grafts and/or

biomaterials on bone defects.
Keywords: Biomaterials, bone grafts, orthopedics, ostectomy.

Introducao

Os fenbmenos que participam da reparagédo 6ssea, dada a
sua complexidade biolégica, sdo alvo de constante estudo a
fim de contribuir com o avango das pesquisas que envolvem
as fraturas, principalmente as com perdas ésseas extensas
(Moreira et al., 2014; Kuhl et al., 2017). Apos leséo no tecido
6sseo ocorre a formagao de hematoma seguido de libertagcdo de
citocinas e fatores de crescimento. Posteriormente ha migracéo e
proliferagéo de células troncos mesenquimais, com formagéo de
tecidoconjuntivo fibrovascular, infiltragdo de vasos sanguineos e
consequente reabsorgéo osteoclastica seguida de deposicdo de
tecido 6sseo e, por ultimo, a transformagao em osso lamelar sob
acao deforgas mecanicas (Dias et al., 2013; Freitas et al., 2014).

Aopcao mais adequada para tratar as falhas ésseas é o enxerto
autélogo, uma vez que é biologicamente compativel e realmente
acelera a reparacéo 6ssea (Freitas et al., 2012; Dias et al.,
2013; Morato et al., 2017). Outra opgéo sédo os biomateriais
bioldgicos, que sado os tecidos dsseos obtidos a partir de banco
de ossos de animais da mesma espécie (aloimplantes), ou de
espécies diferentes (heteroimplantes), que tém sido utilizados

com resultados satisfatérios na reparagéo de falhas 6sseas de
coelhos, caes e humanos (Silva et al., 2003; Alievi et al., 2007;
Raposo-do-Amaral, 2010; Scorsato et al., 2019). Os defeitos
6sseos também podem ser eficientemente preenchidos por
biomateriais sintéticos, como cimento de fosfato de célcio,
hidroxiapatita, copolimero lacticoglicélico, metilmetacrilato,
quitosana, entre outros (Alves et al., 2010; De Marval et al.,
2011; Spadeto Jr. et al., 2011; Kuhl et al., 2017; Katello et al.,
2017; Rosendo et al., 2020). Além desses, existem também os
compositos que sao biomateriais formados pela associagdo de
dois ou mais constituintes diferentes em forma e/ou composi¢ao
quimica, que quando combinados apresentam propriedades
superiores quando de seu uso isolados (Freitas et al., 2012;
Kuhl et al., 2017).

Porém, para que esses substitutos ésseos possam ser utilizados,
eles devem ser classificados como biocompativeis. Para isso,
testes tanto in vitro quanto in vivo, precisam ser realizados para
que 0s mesmos possam ser empregados com seguranga em
tratamentos ortopédicos, tanto em humanos como em animais
(Khan, 2000; Alievi et al., 2007; Turrer e Ferreira, 2008; Freitas
etal., 2013).
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Varios modelos experimentais descritos na literatura séo Uteis
para o estudo de enxertos e/ou biomateriais. No entanto,
algumas restrigées tornam os modelos classicos impréprios para
se pesquisar substitutos 6sseos (Freitas et al., 2014; Kuhl et al.,
2017). O rato e o camundongo possuem a anatomia e a biologia
6ssea diferentes da do ser humano, e devido ao porte reduzido,
apresentam dificuldades na técnica cirurgica para a realizagéo
da ostectomia. Ja os primatas e animais domésticos sao de
manuseio trabalhoso e de custo elevado quando se trabalha
com grupos com grandes amostragens (Matos et al., 2001).

Sendo assim, propde-se com este estudo descrever um modelo
experimental para se avaliar o comportamento de biomateriais
em metafise medial proximal da tibia de coelhos.

Material e métodos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
— CEP/UNIC, da Universidade de Cuiabd, sob o numero 0307-
185, de 29 fevereiro de 2008, Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o Paulo, sob o
ntimero 0664/10, de 28 de maio de 2010 e pelo Comité de Etica
em Pesquisa — CEP/UNIC, da Universidade de Cuiaba, sob o
numero 028/2018, de 26 de junho de 2018, de acordo com a
resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Foram utilizados 72 animais, ao longo dos anos de 2008 a 2017,
que participaram dos experimentos de Freitas et al. (2008, 2012,
2013, 2014), Moreira et al. (2014) e Kuhl et al. (2017). Os coelhos
eram da raga Nova Zelandia, adultos, pesando de 2 a 3kg, com
idades variando de 2 a 3 meses.

O tecido 6sseo cortical (TOC) foi coletado de forma asséptica da
diafise da tibia de canino higido que veio a 6bito por trauma. Em
continuidade, os tecidos moles adjacentes, epifises e medula
6ssea da tibia foram removidos, as epifises, a medula 6ssea, e a
diafise coletadas, lavadas com solugéo salina 0,9% (Solugéo salina
0,9%, JP Industria Famacéutica S/A, Brasil) e acondicionadas em
frasco estéril contendo glicerol a 98% (Glicerina, VIC Pharma
Industria e Comércio Ltda, Brasil) em temperatura ambiente e
conservadas por periodo nao inferior a 30 dias. Para uso, o TOC
foi hidratado em solugéo salina 0,9% por 10 minutos e particulado
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em fragmentos de aproximadamente 2mm, com uso de cisalha
ortopédica. O tecido 6sseo cortical fragmentado (TOCF) foi
misturado, na mesma propor¢éo, ao polimetilmetacrilato (Vipi
Flash, Vipi Industria Comércio Exportagdo e Importacéo, Brasil)
na consisténcia pastosa e moldada em formato circular com 6mm
de didametro por 2mm de espessura, resultando no biomaterial
que foi acondicionado em papel grau cirtrgico e esterilizado em
autoclave a 121C° por 15 minutos (Freitas et al., 2008, 2012,
2013, 2014; Moreira et al., 2014; Kuhl et al., 2017).

Ap0s tricotomia da regido metafisaria medial das tibias, os
animais foram anestesiados com associagao de acepromazina
(0,1mg/kg) (Acepran 0,2%, Univet S/A, Brasil) e tiletamina/
zolazepam (20mg/kg) (Zoletil 50, Virbac do Brasil Industria e
Comércio Ltda, Brasil), via intramuscular, seguido de blogueio
anestésico local infiltrativo, com 0,4ml de lidocaina a 2,0%
(Lidovet, Bravet, Brasil) e posicionados em decubito dorsal sobre
uma calha. A seguir, foi realizada a antissepsia com povidona
iodo (Riodeine tépico — Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda,
Brasil) e/ou clorexidine (Clorexidina — Vic Pharma — Taquaritinga,
SP) e &lcool & 70% (Alcool etilico 70% - Vic Pharma, Brasil) e
protecao da area cirtrgica com panos de campo. Na sequéncia,
realizou-se uma incisdo na pele de aproximadamente 3,0cm
com o auxilio de bisturi, divulsionando o tecido subcutaneo com
tesoura Metzenbaum, inciséo longitudinal sobre o periésteo e
exposicao do cortex metafisario medial proximal de tibia, com uso
de afastadores. Em seguida, posicionou-se a broca trefina (Broca
trefina — Dental Aragao, Brasil) sobre a cortex da tibia dissecada
e, com movimentos giratérios realizados com furadeira elétrica
de baixa rotagéo autoclavavel (Furadeira elétrica autoclavavel —
Céaomeédica, Brasil), realizou-se uma falha 6ssea, pela remogao
de um segmento cortico-endosteal de 6 mm de didmetro (Figuras
1A, B eC) (Freitas et al., 2014; Li et al., 2015).

O defeito 6sseo previamente criado na regiao metafisaria medial
proximal da tibia foi preenchido com o biomaterial preparado
e anteriormente descrito. O peridsteo e o subcutaneo foram
suturados com fio sintético absorvivel 3-0 (Vicryl — Ethicon/
Johnson & Johnson Company, Brasil), utilizando padrao de
sutura simples continua e a pele suturada com fio sintético
nao absorvivel 3-0 em padrao simples separado (Nylon —
Brasmédica, Brasil) (Figura 1 D, E e F).

Figura 1: Criacéo de falha éssea e implantagdo de biomaterial em tibia de coelho. Metafise medial proximal: local
de incisdo (A — seta branca); incisdo cutanea com uso de bisturi (B); criagdo de falha éssea com uso de broca trefina
(C); implantagéo de biomaterial em falha éssea (D); aposigéo do tecido subcutaneo e pele (E, F).

R. bras. Ci. Vet., v. 27, n. 3, p. 131-136, jul./set. 2020



No pés-operatorio, cada animal recebeu uma aplicagdo de
enrofloxacina (Flotril 2,5%®, Intervet — Schering-Plough, Brasil)
(10mg/kg), por via subcuténea, a cada 24h, por cinco dias;
uma aplicagdo de meloxicam (Maxicam 0,2%, Ourofino, Brasil)
(0,2mg/kg), por via subcuténea, a cada 24h, por trés dias;
cloridrato de tramadol (Cloridrato de tramadol®, Hipolabor, Brasil)
(4mg/kg), por via subcutanea, a cada 12h, por trés dias e curativo
local com rifamicina (Rifocina spray, Laboratério Farmacéutico
do Estado do Pernambuco, Brasil), a cada 24h, até a retirada
do dos pontos. Em seguida os animais permaneceram alojados
individualmente em gaiolas e alimentados com ragéo comercial e
agua ad libitum. Para proteger as feridas cirurgicas até a retirada
dos pontos, os coelhos foram mantidos com colar protetor ao
redor do pescogo.

As tibias implantadas foram radiograficamente avaliadas com
aparelhos radiografico (Altus ST da SAWAE de 630 mA e
125 kV) e de tomografia computadorizada de feixe conico -
Cone beam (60KV - 2,5mA - 10,8s, modelo KODAK 9000 3D,
Carestream Health, Franga), no pés-operatério imediato e
aos 30, 60 e 90 dias do pds-operatorio, visando acompanhar
o comportamento do biomaterial no leito receptor. Para o
procedimento de raio-x os animais foram contidos apenas
manualmente, ndo sendo necessario, portanto, a sedagéo. Ja
durante a tomografia, os animais foram mantidos anestesiados.

Ap6s cada tempo estipulado: 30, 60 e 90 dias pds-operatorio, os
animais foram eutanasiados com o uso do protocolo anestésico
previamente descrito, seguido de parada cardiorrespiratoria
com o uso de propofol (Propovan®, Cristdlia, Brasil) e cloreto
de potassio a 10% (Cloreto de potassio 10%, Alexistar, Brasil),
por via intravenosa pela veia auricular.

Resultados e discussao

Aescolha do coelho como modelo para estudo do comportamento
de substitutos dsseos foi feita baseada no fato desta espécie
animal possuir o sistema haversiano ésseo semelhante ao do
homem, apresentando, portanto, reparacao éssea pos fratura
equivalente. Além disso, o porte mediano dos coelhos torna a
realizacéo da técnica da ostectomia na regido metafisaria medial
da tibia um procedimento exequivel, associada a praticidade
no manuseio e a facilidade de acondicionamento em gaiola,
garantindo o sucesso das técnicas cirurgicas, incentivando a
repeticdo da metodologia e ampliando a amostragem dos grupos
experimentais (Matos et al., 2001; Freitas et al., 2008; Kuhl et
al., 2017; Morato et al., 2017).

A metafise medial proximal da tibia de coelhos foi escolhida
para ser o leito receptor do biomaterial pois € de facil acesso
anatdmico e possui delgada camada de tecido mole, tornando
o procedimento cirdrgico exequivel e rapido (Freitas et al.,
2013; Moreira et al., 2014; Kuhl et al., 2017). Associada
a praticidade, essa regido também é sede de reabsorgao
o6ssea e de propriedades osteogénicas da medula 6ssea,
sendo, inclusive, metabolicamente, a regido 6ssea mais ativa.
Essas caracteristicas sdo desejaveis e contribuem para uma
resposta fisioldgica mais rapida e eficiente entre o enxerto e/
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ou biomaterial (Turrer e Ferreira, 2008; Freitas et al., 2013,
Li et al., 2015).

Durante a perfuragéo da falha 6ssea da metafise medial proximal
da tibia, a extremidade da broca trefina tem que estar paralela
a cortical e sobre leve pressao, para que, durante a rotagao
exercida pela furadeira, os dentes da broca cortem apenas a
cortical medial. Logo, a presséo exercida na furadeira pela méo
do cirurgido durante a criagdo a falha tem que ser controlada,
para prevenir danos a cortical lateral e area medular. Apés o
corte, o fragmento 6sseo da cortical fica retido no copo da broca,
o que facilita a sua remocgao (Freitas et al., 2012; Moreira et al.,
2014; Kuhl et al., 2017).

Embora a regido metafisaria medial proximal da tibia seja
a de eleicdo para a criagdo de defeitos ésseos e estudo do
comportamento de biomateriais, cuidados especiais devem ser
tomados para que a técnica cirdrgica ndo interfira nos resultados
dos estudos, se mal emprega. Sendo assim, para a criagdo do
defeito 6sseo, a cortical lateral da tibia n&o deve ser perfurada
pelos dentes da broca trefina (Freitas et al., 2012; Kuhl et al.,
2017). Isso pode ocorrer porque o canal medula da tibia proximal
tem o formato triangular, sendo mais estreito na sua porgao
cranial (crista da tibia). Logo, durante a perfuragao, a broca
trefina tem que ser posicionada num ponto médio da metafise
medial da tibia (Figura 2), para evitar danos a cortical lateral.

Figura 2: Falha éssea na regido metafisaria
proximal medial da tibia de coelho criada com
broca trefina. Note que mesmo apds remogao
de segmento de 6mm de diametro, a cortical
remanescente é consideravel e encontra-se
preservada (asteriscos).

Da mesma forma, é preciso que o defeito dsseo seja feito com
precisdo e tenha o mesmo tamanho do substituto 6sseo, para
que o enxerto e/ou biomaterial se acomode perfeitamente na
falha 6ssea e permanecga no leito receptor durante o periodo
de experimentacao (Freitas et al., 2014; Moreira et al., 2014;
Kuhl et al., 2017). Para isso, a utilizagdo da broca trefina é
recomendada, ja que a confeccéo de falhas 6sseas grandes,
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com o uso de brocas cirurgicas, podem causar irregularidades
as bordas do defeito 6sseo, além de fissuras e/ou fraturas da
cortical pela pressao exercida pelos cortes da broca (Freitas et
al., 2014). Com este estudo ficou demonstrado que falhas 6sseas
de 6mm de didmetro na tibia de coelhos de 2 a 3 Kg podem ser
realizadas com seguranga, ja que no periodo pds-operatério ndo
foram observadas complicagbes como fratura e ou fissuras no
foco do defeito dsseo, de forma a observar o apoio do membro
operado de todos os animais em estudo.

Varios sdo os materiais disponiveis que podem ser utilizados
para reparar falhas 6sseas, ficando a decisao a critério do
pesquisador (Silva e Mazzoneto, 2006; Freitas et al., 2014). Os
enxertos e/ou biomateriais utilizados em experimentos podem
ter caracteristicas fisicas como blocos, que preenche por
completo o defeito dsseo, na forma de fragmentos menores ou
mesmo em po, podendo ser empregados de forma isolada ou
pela combinagdo destes com plasma e/ou sangue (Freitas et
al., 2008; Calasans-Maia, 2009; Oliveira et al., 2012; Moreira
et al., 2014).

O emprego da técnica radioldgica permite acompanhar o
comportamento dos substitutos ésseos no leito receptor de
tibias de coelhos, configurando-se como um método confiavel
e eficiente (Silva et al., 2003; Freitas et al., 2012; Rocha et al.,
2011; Kuhl et al., 2017). Por meio de avaliagdes radiograficas
sequenciais, em diferentes tempos, & possivel acompanhar
as reagdes Osseas pela observagdo de areas radioluscentes
(polimetilmetacrilato) e radiopacas (TOC) (Figura 3).

Da mesma forma, exames tomograficos estdo sendo amplamente
utilizados para avaliar tecido 6sseo mineralizado e acompanhar
remodelacdes dsseas, ja que esta técnica permite a reproducao
imagens tridimensionais (3D) dos tecidos com minima distor¢éo
e, também, avaliagao detalhada por meio de cortes sequenciais
em planos sagital (Figura 4A) e axial (Figura 4B) (Silveira e
Wassal, 2009; Iwaki et al., 2011; Freitas et al., 2012, 2014). Por
ser de alto valor diagndstico e pela facilidade do posicionamento
da regido proximal medial de tibia de coelho no aparelho de
tomografia computadorizada, atualmente recomenda-se a
utilizagéo desta técnica, com os animais anestesiados, para
estudar o comportamento dos substitutos 6sseos em falhas
osseas (Freitas et al., 2014).

Avaliacdes tomograficas de feixe conico, ao corte axial, em
tibias dos coelhos no pés-operatério imediato (Figura 4A) e aos
30, 60 (Figuras 4B) e 90 dias permitiram confirmar presenca
de biomateriais em leitos e avaliar a diferenca de densidades
de seus constituintes, definidas por areas radioluscentes
(polimetilmetacrilato) e areas radiopacas (TOT). Além disso,
também se notou maior radiopacidade nas interfaces biomaterial-
leito receptor dos animais dos grupos G60 e G90, caracterizada
pela incorporagéo, que de acordo com Freitas et al. (2013) e
Moreira et al. (2014), se deve as propriedades osteindutoras e
condutoras presentes no biomaterial.

Agradecimentos

Figura 3: Imagem radiografica lateromedial da metéfise de tibia de coelho no
pos-operatério imediato (A) e aos 60 dias (B). Notar biomateriais com areas
radioluscente (polimetilmetacrilato) e radiopaca (TOC), em leito receptor
(circulo amarelo pontilhado) e com area circular radiopaca na sua interface
(seta branca) (50mA, 0,04s e 40KV).

Figure 4: Imagem tomografica de feixe conico da regido proximal da tibia
de coelho. Pés-operatério imediato (A): biomaterial posicionado no leito
receptor com areas radioluscente (polimetilmetacrilato) e radiopaca (TOC),
corte sagital: 0,8mm de espessura e aos 60 dias (B): biomaterial posicionado
no leito receptor com areas radioluscente (polimetilmetacrilato) e radiopaca
(TOC), regides: proximal do - seta e linha tracejada verde, média - seta e
linha tracejada azul e distal - seta e linha tracejada vermelha, cortes axiais:
0,076mm de espessura e intervalo de 1,1mm.

Conclusoes

A regido da metafise medial proximal de tibia de coelhos, nas
condicdes que foram realizados os experimentos, mostrou-se
adequada para estudos que avaliam o comportamento de
biomateriais.
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