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RESUMO

FEHLBERG, Andressa de Farias, M.S., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2001. Hidroxiapatita sintética na regeneracao de falha 6ssea provocada em fratura
completa de terco intermédio de tibia imobilizada pela fixacdo percutinea em caes.
Orientadora: Andréa Pacheco Batista Borges. Conselheiros: Joao Carlos Pereira da Silva e

Tarcizio Antonio Rego de Paula.

Para avaliar clinica, radiologica, angiografica e histologicamente o wuso da
Hidroxiapatita sintética (HAP) em forma de granulos, como substituto 6sseo na reparagio
de defeitos dsseos provocados no fragmento distal de fraturas de diafise de tibia
imobilizadas por fixagdo percutanea, foi realizado estudo experimental, utilizando 20 caes,
clinicamente sadios. Os animais foram separados em dois grupos de dez, tendo recebido o
grupo 1 HAP e o grupo 2 utilizado como controle. Apds protocolo anestésico rotineiro, o
procedimento cirurgico constou de incisdo de pele e tecido subcutaneo na face medial da
didfise da tibia esquerda. Produziu-se uma fratura transversa em seu terco médio e com
auxilio de ostedtomo, foi provocado defeito dsseo no fragmento distal da fratura. No grupo
tratado, a falha dssea foi imediatamente preenchida por HAP e, no grupo- controle, a falha
permaneceu sem tratamento. Em seguida, os tecidos foram suturados de maneira
convencional. Os animais foram submetidos a avaliagdes clinicas diarias ¢ a avaliagdo
radiografica foi feita logo apds a cirurgia, aos oito, 30, 60, 90 e 120 dias de pos-operatorio.
Nos mesmos dias dois animais de cada grupo foram submetidos a andlise angiografica e
histologica. Ao exame clinico, os animais apresentaram graus variados de claudicacao,

ocorrendo o retorno do membro a fungdo aproximadamente no décimo dia. Os exames



radiograficos revelaram, aos 30 dias, evidéncias radiologicas de consolidacdo da fratura.
Nos dias subseqiientes, ficou evidente um processo de remodelacdo do calo 6sseo e do
canal medular. Os exames angiograficos revelaram aos oito dias de pds-operatdrio aumento
do suprimento sangiiineo extra-6sseo em todos os animais com a diminui¢do gradativa da
neovascularizagdo nas avaliagdes subseqiientes, revelando uma organizagdo vascular do
tecido cicatricial. No exame histologico, aos oito dias de pds-operatdrio, observaram-se
regides de hemorragia e reacdo osteoclastica nas bordas da lesdo em ambos os grupos. Aos
30 dias de pds-operatorio, no grupo tratado, observou-se crescimento Osseo a partir das
bordas da lesdo, com tecido 6sseo trabecular preenchendo a regido da falha oOssea, ja no
grupo controle, observou-se formagao de osso novo a partir das bordas da lesao, mas com a
regido da falha Ossea preenchida por tecido fibrovascular, evidenciando um processo de
reparagdo Ossea normal. Aos 60 dias, no grupo 1, foi observada remodelacdo do tecido
lamelar, bem como a presenca de numerosos vasos sangiiineos e, em ambos 0s grupos,
presenca de 6steons secundarios. Aos 90 dias, ambos os grupos apresentavam tecido 0sseo
maduro na regido da falha e da osteotomia. Aos 120 dias, ambos apresentavam tecido dsseo
maduro basicamente constituido por osteocitos. A presenga de maior nmimero de vasos
sangliineos na regido de osteotomia e da falha dssea no grupo tratado, com evidente
remodelacdo do canal medular nos animais do grupo 1 demonstra uma capacidade
angiogénica da HAP. Durante o experimento, ndo houve reacdo do tipo corpo estranho, € os
animais do grupo tratado demonstraram mais rapida consolidagdo da fratura e regeneracdo
da falha d6ssea com remodelagdo do canal medular, quando comparados com os do grupo-

controle.



ABSTRACT

FEHLBERG, Andressa de Farias, M.S., Universidade Federal de Vigosa, september, 2001.
Synthetic hidroxyapatite in heath of bone deffects in tibia fracture immobilized by
external squeletal fixation in dog. Adviser: Andréa Pacheco Batista Borges. Committee

members: Jodo Carlos Pereira da Silva and Tarcizio Antonio Rego de Paula.

The use of synthetic hidroxyapatite as osseus substitute in reparing bone deffects in
tibia fracture of dogs, immobilized by external squeletal fixation, was experimmentaly
evaluated. With this purpouse, a total of 20 health dogs were divided into two groups as
treated with HAP (Group 1) and not treated (Group 2). After usual anesthesical procedure,
a skin and subcutaneous incision was performed on diaphisis medial face of the left tibia.
Then, a transversal fracture was produced and an osseous deffect on distal fragment of this
fracture was induced. The treated group had the deffect bone immediatly filled up with
HAP; the control group had no treatment. Then, a convencional suture was made. The dogs
had daily clinical evaluations and radiological observation right after surgery, and on days
eight, 30, 60, 90 and 120 after surgery. At the same days, two animals from each group
were also observed by angiologycal and hystological analysis. Variable degress of lameness
were observed, with the function returning approximately ten days after surgery. On day
30, healing fracture were observed by radiographic exams. Remodelling of deffect bone
and fracture was detected on subsequent analysis. An increased extra-osseous blood supply
was confirmed by angiologycal exams eight days after surgery, and decrease of
neovascularization wich indicated vascular organization was observed later. On day eigth,

hystological exams revealed hemorragic regions and osteoclastic reaction on the region of



deffect bone and fracture in both groups. Thirty days after surgery, osseous growth with
trabecular tissue was observed in the deffect bone of the treated dogs. Otherwise, a
fibrovascular tissue growth was observed in the control dogs, wich evidences a normal
repairing process. On day 60 it was possible to observe remodeling of the lamelar tissue
with numerous blood vessels in the treated group. After 120 days, both groups exhibited
compact bone tissue. A greater number of blood vessels and evident remodeling of the
fracture in the treated group, suggests an angiogenic capacity of HAP. During this
experiment, foreign body reaction was not observed, and the treated group demonstrated

more efficient healing fracture and bone repair, when compared to the control group.



1- INTRODUCAO

O aprimoramento técnico-cientifico em ortopedia faz-se necessario pela freqiiéncia
de traumatismos nos animais € no homem. Além disso, muitos acidentes provocam fraturas,
as vezes com perda Ossea significativa. Métodos convencionais para reparo destas falhas
sdo o auto-enxerto ¢ o aloenxerto. Todavia, a disponibilidade limitada e a dificuldade de
armazenamento, além de maior tempo cirrgico no emprego das técnicas indicadas, levam
a busca de métodos alternativos (Franco, 2000).

As técnicas alternativas devem permitir rapida osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducdo nos processos de reparagio 6ssea. E com este intuito que pesquisadores
buscam técnicas que facilitem a reparagdo Ossea, restabelecendo assim suas funcdes
fisiologicas. O emprego de substincias quimicas, com este propdsito, vem sendo
vislumbrado como uma opg¢ao viavel. Assim, os materiais sintéticos adquirem importancia,
desde que sejam biocompativeis, de facil aplicacdo, além de favorecerem o crescimento
0sseo, seja por acao osteoindutora, seja por acdo osteocondutora (Borges, 1998).

A cicatrizagdo de fraturas tem sido detalhadamente estudada nas espécies
domésticas, sendo o suprimento sangiiineo local um fator essencial para a cura. Quando o
tecido sofre injuria, ocorre resposta inflamatoéria aguda caracterizada por aumento do fluxo
sangiliineo e da permeabilidade vascular, com aciimulo de liquido e células, e por agdo de
mediadores inflamatérios. Alguns destes mediadores inflamatorios estimulam a
osteogénese a partir de pré-osteoblastos e da célula tronco do estroma medular, o que
permite estabelecer a importancia do suprimento sangiiineo e da estabilidade da fratura no
processo de cicatrizacdo ossea (Takahashi et al, 1999).

Este trabalho teve como objetivos descrever o efeito da hidroxiapatita sintética na

regeneracdo de falha 6ssea provocada em fraturas de terco médio de tibia e a sua reparagao



quando imobilizadas pela fixagdo percutanea, em caes. Para tal, foram utilizados recursos

radiograficos, angiograficos e histologicos.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Alteracoes vasculares durante a reparacio ossea

Todos os processos fisiologicos e de reparacdo dependem da presenca de
suprimento sangiiineo adequado. Assim, a cicatrizagdo 6ssea ¢ influenciada por um sistema
vascular funcional. A resposta desse sistema vascular a injiria Ossea ¢ essencial no
tratamento e progndstico de fraturas (Rai et al, 1981; Wilson, 1991).

Segundo Rai et al. (1981), Rhinelander & Wilson (1982), Abdel Hamid et al.
(1990), os ossos longos recebem suprimento vascular de trés principais fontes: artéria
nutricia, artéria metafisaria e arteriolas periosteais. Estudos anatomicos e angiograficos
revelaram uma passagem diagonal da artéria nutricia pelo forame nutricio Sher, 1975;
Dyce et al., 1990).

Na cavidade medular, a artéria nutricia divide-se em dois ramos, sendo um proximal
e um distal (Abdel Hamid et al., 1990), que por sua vez, subdividem-se em arteriolas que
sao distribuidas por toda a superficie endosteal (Rhinelander & Wilson, 1982).

A circulacdo intramedular ¢ interrompida quando o osso ¢ fraturado West et al.,
1996), formando um hematoma responsavel pela producao de calo dsseo e permitindo que
0 0sso sobreviva (Sher, 1975; Dyce et al., 1990). Portanto, sabendo-se a maior parte do
suprimento sangiiineo dsseo ¢ fornecido pela circulacio medular, um suprimento sangiiineo
extra-0sseo comega a se desenvolver imediatamente apos a fratura.

O carreamento de mediadores inflamatorios, células inflamatorias e células

precursoras osteogénicas ¢ feito através de um suprimento vascular funcional, através deste,

osteoblastos estardo envolvidos diretamente no processo de diferenciacdo, fusdo e ativacao



de osteoclastos juntamente com moléculas reguladoras de diferenciagdo e fungado
osteoclastica (Takahashi et al., 1999). Assim, o inicio do processo de cicatrizacdo ¢
dependente do suprimento sangiiineo extra-6sseo que auxilia na formagdo de um calo
periosteal até que a fratura alcance suficiente estabilidade que permita a restauragdo da
circulagdo intramedular (West et al., 1996).

Fatores biomecéanicos podem contribuir para a continuag@o da instabilidade do osso
no local da fratura apds a reducao e imobilizacdo, e dentre eles podem ser citados o local
anatomico da fratura e a sua configuracdo. Tais fatores podem prejudicar a estabilidade dos
fragmentos 6sseos ndo permitindo uma reorganizagdo vascular eficiente, essencial no
tratamento das fraturas (Welch et al., 1997).

Rhinelander (1974) e Dyce et al. (1990) constataram que a imobilizacdo de fraturas
com pino intramedular lesa ainda mais os vasos ja agredidos pela lesdo inicial. Mesmo
assim, o sucesso obtido por este tipo de imobiliza¢do enfatiza o valor das anastomoses e do
suprimento sangiliineo extra-0sseo.

Para Owen (1980), os dois tipos celulares 6sseos, osteoblastos e osteoclastos, sdo
derivados, respectivamente, do estroma e do sistema hematopoiético. Portanto, no processo
de reparacdo Ossea, células presentes na medula desempenham papel importante na
osteogénese ou fagocitose, dependendo das condi¢des do meio (Burwell, 1985).

Nao existem evidéncias de que as células tronco estromais participam da fisiologia
Ossea normal, mas sim, que células precursoras osteogénicas, presentes na medula dssea,
diferenciam-se em osteoblastos que participam do processo de ossificagdo endocondral
Burwell (1985).

A medula 6ssea ¢ constituida por células tronco que tem sido definidas como células
indiferenciadas caracterizadas por baixa taxa de crescimento, capacidade de auto-renovagado
e potencial para se diferenciarem em varias linhagens celulares (Owen, 1980; Connolly,
1995). Estas células, segundo Seale & Rudnick (2000), podem ser originadas além da
medula 6ssea, do tecido muscular.

Barros (2000), utilizando auto-enxerto percutdneo de medula dssea em falhas
segmentares produzidas em radio de coelhos, constatou capacidade osteogénica do enxerto
de medula dssea principalmente a partir da primeira e segunda semana apos a enxertia.

Atribuiu este fato a presenga de células osteoprogenitoras. Nas primeiras observagdes, foi



evidenciado um estadio diferente de reparacao, estando o grupo tratado com a medula
Ossea, em uma fase mais avancada de regeneragdo, quando comparada ao grupo controle,
nas avaliacdes radiograficas e histolégicas. Com cinco semanas, as semelhancas
radioldgicas foram maiores do que as diferencas, fato este confirmado pelos exames

histologicos realizados em ambos os grupos.

2.2- Uso da fixacdo percutinea na estabilizacio de fraturas de ossos longos

Estabilizagdo de fraturas de ossos longos e tratamento de pseudoartrose com a
fixagdo percutanea tem sido amplamente difundida entre os cirurgides veterinarios na
tentativa de propiciar a osteossintese de forma eficiente e com minima injuria aos tecidos
moles. Esta fixacdo ¢ também indicada para o tratamento de fraturas expostas, ndo unides
infectadas, artrodeses e corregdes de anormalidades de crescimento (Mears & Behrens,
1983; Bouvy et al., 1993; Langley-Hobbs et al., 1997).

Bruce (1999), estudando o uso de fixacdo esquelética externa em tratamento de
luxagdo da articulagdo do joelho de gatos no intuito de promover a artrodese, observou que
este método de imobilizagdo favorecia o rapido retorno a fun¢do do membro com uma
rigida estabilidade da articula¢do, permitindo o crescimento de tecido fibroso suficiente
para estabilizar a articulagdo ap6s a remocgao do implante.

Embora fraturas simples possam ser tratadas com diferentes técnicas, a fixacgdo
percutdnea pode ser uma boa escolha em determinadas circunstincias. A facilidade de
remo¢ao do implante, a capacidade de proteger contra a pressdo axial e de flexdo e o
retorno mais rapido a funcdo do membro fraturado sdo algumas destas vantagens, o que nao
¢ conseguido com o uso de pinos intramedulares e de placa o0ssea (Egger, 1993; Gueiros &
Borges, 1999; Langley- Hobbs et al., 1997). Ainda a imobilizagdo pode ser retirada trés a
cinco semanas apds sua implantacdo, quando o calo Osseo torna-se suficientemente
organizado para controlar a rotagdo (Egger, 1993).

A resina acrilica como barra de conexao tem sido difundida por sua simplicidade na

utilizagdo e facilidade de adaptagdo em uma variedade de didmetros de pinos, quando



comparada com outros sistemas de fixagdo da barra de conexao. Ela ¢ facilmente moldada
seguindo os pinos em diferentes planos (Gueiros & Borges, 1999; Shahar, 2000).

Como desvantagens do uso da fixacdo percutanea, Seguin et al. (1997) citaram a
possibilidade de ocorrer osteomielite focal e seqiiestro 6sseo, em conseqiiéncia da possivel
infec¢do no trajeto dos pinos. Citaram ainda a possibilidade de aparecimento de lesdes
neuromusculares iatrogénicas, fraturas patologicas e novas fraturas no local de inser¢ao dos
pinos.

Welch et al. (1997) constataram, através de angiografias, que cdes de pequeno porte
apresentavam menor densidade vascular na metafise do radio quando comparados com caes
de grande porte, e concluiram ser o restabelecimento da vascularizagdo medular
particularmente importante naqueles animais. Para esses autores, técnicas de imobilizagdo
como fixacdo percutanea e placas O0sseas promovem boa estabilidade e restabelecimento
mais rapido da circulagdo intramedular e conseqiientemente, consolidacdo mais rapida da

fratura.

2.3- Caracteristicas da hidroxiapatita como substituto osseo

A hidroxiapatita ¢ utilizada por sua excelente biocompatibilidade com o tecido
0sseo e por possuir constituicdo quimica semelhante ao osso humano (Borges, 1998;
Rezende et al., 1998). Problemas com enxertos, tais como; volume limitado e reacdo
imunologica de rejeigdo, t€ém estimulado interesse pelos materiais sintéticos biocompativeis
como substitutos dsseos (Borges, 1998; Borges et al., 2000).

Dada a pouca resisténcia mecanica, a hidroxiapatita precisa ser associada a técnicas
de imobilizagdo de fraturas, principalmente em locais onde ha necessidade de maior
sustentagdo de peso, uma vez que ela mostra pouca resisténcia mecanica (Geesink &
Hoefnagel, 1995).

Segundo Ball et al. (2001), o preparo da hidroxiapatita interfere em sua resposta
biologica. Os autores estudaram a densidade de osteblastos em protese de titanio coberta
com hidroxiapatita submetida a diferentes intensidades de exposicdo a laser e calor.
Observaram que, quanto maior a intensidade e duracdo de exposi¢do ao laser e quanto

maior a temperatura utilizada no tratamento da hidroxiapatita, maior a recristalizagao de



suas particulas, maior o crescimento de osteoblastos e maior a atividade celular na
superficie tratada.

Franco (2000), utilizando hidroxiapatita sintética pura, associada a coladgeno e
lipossomo, em defeito provocado experimentalmente na tibia de caes, constatou hemorragia
abundante durante a cirurgia em todos os animais que receberam hidroxiapatita, exceto
naquela associada ao colageno.

Cullun et al. (1988) utilizaram hidroxiapatita natural em alvéolo dentario de cdes e
observaram, com uma e duas semanas de pds-operatorio, proliferacdo de tecido conjuntivo
imaturo e altamente celular, preenchendo todo o defeito, e, nas margens do osso original,
atividades, osteocldstica e osteobléstica, incipientes na fase inicial do processo de
reparacdo. Nao foi observada reacdo do tipo corpo estranho ou resposta inflamatdéria. Com
quatro, oito e 20 semanas, o tecido conjuntivo tornou-se denso e menos celular,
estimulando a formagdo de ostedide. Com 30 semanas, todo o tecido conjuntivo foi
substituido por tecido 6sseo bem delimitado entre o osso e a hidroxiapatita.

Segundo Borges (1998), a caracteristica de o implante de HAP sintética tornar-se
envolto por tecido fibrovascular foi observada logo aos oito dias de pos-operatério. Nos
animais dos grupos, tratado e controle, houve proliferacdo de tecido conjuntivo frouxo,
muito celular e vascular, com areas de hemorragia ¢ pequenas ilhas de tecido 6sseo
neoformado, principalmente na regido endosteal. Aos 30 dias, no grupo- controle, a
proliferacio de tecido conjuntivo com presenca de fibras coldgenas e atividade
osteoclastica e osteoblastica. No grupo tratado, aos 45 dias de pos-operatorio, a HAP foi
observada envolvida por tecido conjuntivo denso com células gigantes do tipo corpo
estranho e células mononucleares do tipo fagocitarias provavelmente envolvidas no
processo de biodegradacao.

Franco (2000), utilizando hidroxiapatita sintética pura, associada ao colageno e
associada a lipossomo, em defeito provocado experimentalmente na tibia de caes,
constatou, no exame histoldgico, total regeneracdo da falha dssea em todos os animais a
partir de 60 dias, exceto no grupo que recebeu a hidroxiapatita associada ao colageno.

Neste grupo, houve a formagao de trabéculas 6sseas delgadas e tecido fibrocartilaginoso.



Estudos histologicos realizados por Geesink (1993) em implantes de hidroxiapatita
no fémur de cdes, por seis semanas, revelaram tecido periosteal, osteoblastos e ostedcitos
maduros em contato com a HAP, sem a interferéncia de tecido fibroso.

Callan & Rohrer (1993) acreditam ser o tecido 6sseo formado em contato com a
hidroxiapatita natural originario do tecido conjuntivo circunvizinho as particulas do
material.

Segundo Geesink (1993), a resposta inicial da medula 6ssea ao implante
caracterizada por uma reacao inflamatoria, pode, provavelmente, ser atribuida ao trauma
cirargico da implantagdo ou pode indicar um fendmeno imunoldgico.

O tamanho ideal do poro, para permitir a neoformagdo Ossea, ¢ discutido.
Schliephake et al. (1991) consideram ser de 100 Hm, para permitir crescimento 0sseo
integrado ao implante. Daculsi & Passuti (1990), comparando poros de 100 a 600 pm,
encontraram que, apesar de poros de 100 pUm permitirem crescimento 6sseo, a invasao
tecidual se d4 mais rapidamente em estruturas com poros maiores.

Schliephake et al. (1991) afirmaram que as propriedades fisicas e quimicas da HAP
sdo responsaveis pela sua capacidade osteoindutora.

Apesar de Green et al. (1995) descreverem uma capacidade osteoindutiva da
hidroxiapatita sintética, o mesmo ndo foi observado por Callan & Rohrer (1993), Heikkilla
et al. (1993), Borges (1998), Rezende et al. (1998), Borges et al. (2000), que afirmaram ser
a hidroxiapatita um material osteocondutor atuando somente como matriz passiva para o
crescimento 0sseo.

Wiese & Merten (1993), estudando o papel do peridsteo na osteointegracdo de
granulos de hidroxiapatita utilizada como implante, constataram que o peridsteo
desempenha importante papel na osteointegracdo, atuando como membrana limitante
responsavel por conduzir a regeneragdo de tecido dsseo.

Para Bulchoz et al. (1987), o nivel de biodegrada¢ao da hidroxiapatita depende de
sua composi¢do quimica e cristalografica, da densidade e da proximidade entre o tecido
mole e o0 0sso. Os autores acreditam que a degradacdo possa ocorrer por simples dissolugao

ou, entdo, ser mediada por células, como os osteoclastos.



2.4- Uso da angiografia e radiografia na monitoracio da reparacio de fraturas e de

falhas o0sseas.

A angiografia consiste na visualizacao radioldgica dos vasos sangiiineos, obtida pela
injecdo de substancias radiopacas no aparelho circulatorio. Esta técnica permite o estudo
anatomico do aparelho vascular (Neto, 1994). Para a introdugao de substancias de contraste
no aparelho vascular, emprega-se o cateterismo que pode ser arterial ou venoso, realizado
na maioria dos casos, com anestesia local (Sabiston, 1999).

Neto (1994) relatou que as substancias quimicas utilizadas como contraste sao de
alto peso molecular, baixa toxidez e alta tolerancia. Em medicina humana, utilizam-se
compostos hidrossoliveis a base de iodo. Para esse autor, a viscosidade do agente
contrastante ¢ outra qualidade importante, determinando maior ou menor grau de mistura
com o sangue circulante. O resultado depende da concentracdo da substancia de contraste
no sangue, do grau de opacidade e da nitidez das imagens obtidas, que ¢ diretamente
proporcional a velocidade da injecdo e inversamente proporcional ao fluxo da corrente
sangiiinea no ponto injetado.

Rose et al. (1988), Jebara et al. (1991) e Willians et al. (1992), estudando a
angiografia na monitoragdo da consolidagdo Ossea, esclareceram que a técnica também
possibilita identificar as lesdes vasculares, localizd-las e conhecer as condi¢cdes da
circulacao colateral. Os disturbios mais freqiientemente encontrados sao as obstrugdes dos
vasos sangliineos, o extravasamento de contraste por lesdes da parede vascular, os
pseudoaneurismas, as fistulas arteriovenosas, o estreitamento do limen e os desvios do
curso arterial ou venoso.

Applebaum et al. (1990) citaram que a técnica ainda oferece excelente visualizagdo
dos vasos sangliineos em procedimentos experimentais, contribuindo grandemente na
avaliacdo de enxertos Osseos, implantes e reparagdo de fraturas, sobretudo quando
associada a histologia. Porém, esta técnica ¢ realizada apenas em casos clinicos especificos,

nao sendo aplicada na rotina veterinaria.
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A angiografia ainda depende de equipamentos de raios X que regulam o niimero de
exposi¢des por periodo de tempo, diante da velocidade da corrente sangiiinea,
proporcionando a visualizagao de diversas fases, arterial, capilar e venosa (Neto, 1994).

Em veterindria, Franch (1994) utilizou a angiografia no estudo da microcirculagdo
no local da osteotomia experimental em tibia de caes, empregando a fixacdo percutanea
como método de imobiliza¢do e concluiu que a angiografia permitiu avaliar eficientemente
a interferéncia deste método de imobilizagdao na consolidacao da fratura.

Cullun et al. (1988) e Mwanza et al. (1996) relataram que a radiografia ¢ um método
clinico de verificacdo eficaz tanto para acompanhar a evolu¢do da cicatrizagdo Ossea,
quanto para detectar o aparecimento de complicag¢des, constituindo importante ferramenta
em diagnostico veterindrio, apesar da pouca relacdo existente entre a observagdo clinica e
radiologica da falha 6ssea.

Ackerman & Silverman (1978) afirmaram que a reparacdo de fraturas pode ser
monitorada radiograficamente. A seqiiéncia de eventos que podem ser observados na
radiografia depende da idade do animal, do tipo de fratura, do tratamento, do suprimento
sangliineo do osso fraturado, da estabilidade no foco da fratura e da presenca de
complicagdes, tais como infecgdes e formagdo de seqiliestro 6sseo. A formagdo do calo
oOsseo ¢ visivel radiologicamente, a partir de quatorze dias apos a fratura. A consolidagdo ¢
observada quando o calo torna-se denso, nova sombra cortical manifesta-se ¢ a linha de
fratura ¢ obliterada. Entretanto, a remodelagdo dssea pode continuar por meses.

Borges (1998) e Rezende et al. (1998), utilizando HAP-91 com porosidade de
250um em defeitos dsseos provocados na tibia de caes, realizaram observacdes
radiologicas com zero, oito, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias de pds-operatorio. Os autores
relataram maior radiopacidade do produto se comparado ao osso normal, na primeira
observagdo, que gradualmente foi diminuindo. Aos 60 dias, o defeito estava com
radiopacidade semelhante ao do osso normal, quadro que se repetiu nas observagdes
subseqiientes. Radiograficamente, os autores constataram, nos grupos tratados com
hidroxiapatita pura e associada ao lipossomo, um aumento da radiopacidade da falha dssea
que, aos 120 dias, assemelhava-se ao osso normal, o que nao foi observado nos animais do

grupo tratado com a hidroxiapatita associada ao colageno.
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3- MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 caes adultos, do sexo feminino, sem raca definida, pesando
entre oito e 20 quilos, isentos de sinais aparentes de doengas infecto-contagiosas e
provenientes do canil experimental do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Vigosa. Os animais foram separados em dois grupos de dez cada: os animais do grupo 1
foram tratados com hidroxiapatita sintética em forma de granulos, enquanto os do grupo 2
ndo receberam tratamento. Os animais foram alojados em canis individuais, onde
receberam ragio comercial' e dgua a vontade.

Ap6s jejum alimentar e hidrico de 12 horas, todos os animais foram sedados com
acepromazina® na dose de 0,1mg/kg de peso vivo por via intravenosa. A anestesia geral foi
feita com pentobarbital sédico por via intravenosa na dose de 12,5 mg/kg, e a manutencao
com um ter¢o desta dose pela mesma via, a medida que se fez necessario.

No membro pélvico esquerdo, apds tricotomia e desengorduramento, fez-se uma
incisdo longitudinal de pele e de tecido subcutdneo na face medial da diafise da tibia e
produziu-se uma fratura completa transversa no seu ter¢o médio (Fig 1), com o auxilio de
um ostedtomo e martelo ortopédico.

Logo apds, com o mesmo instrumental cirargico auxiliar, foi provocada uma falha
ossea em forma triangular de aproximadamente um centimetro de comprimento, com
auxilio de furadeira elétrica, no fragmento distal da fratura (Fig 2). No grupo tratado, esta
falha foi preenchida com hidroxiapatita sintética® (HAP-91), produzida, segundo Andrade
et al. (1997), em forma de granulos, com porosidade de 250um (Fig 3). A fratura foi

imobilizada pela fixagdo percutanea, utilizando dois pinos de Steinmann distais e dois

! Canina - Purina
% Acepran - Univet
* HAP-91 JHS Laboratorio Quimico Ltda
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proximais em um angulo de 45° entre eles. Utilizou-se resina acrilica autopolimerizavel*
para fixar as barras de conexdo (Fig 4). Os tecidos incisados foram suturados de maneira
convencional.

O exame clinico local constou de observagdo diaria da ferida cirtirgica avaliando a
presenca de reacdo inflamatéria, no foco da fratura, claudicacdo, sensibilidade dolorosa,
mobilidade dos pinos no local de sua inser¢do. Os graus variados de claudicacdo foram
descritos nos dias um, cinco ¢ 10 dias de pds-operatorio, segundo a seguinte escala: 0-
Ausente; 1- Leve; 2- Moderada; 3- Intensa.

Foram feitos curativos didrios que constaram de limpeza com solugdo fisiologica e
colocagdo de ataduras envolvendo o aparelho como um todo, para evitar que os animais se
prendessem em superficies ou objetos pontiagudos. Aos 15 dias de pds-operatério
retiraram-se os pontos de pele em todos os animais e aos 45 dias de pos-operatorio, foram
retirados os pinos percutineos, decorrente da mobilidade dos pinos.

Os animais nao receberam nenhum tipo de medicagdo durante todo o experimento.
Foram feitas radiografias na posi¢do craniocaudal, antes do procedimento cirurgico, para
verificar auséncia de alteracdes Osseas dos animais. As radiografias na mesma posicao
foram repetidas logo apos a cirurgia, aos oito, 30, 60, 90 e 120 dias de pos-operatorio.
Avaliaram-se a radiopacidade da falha 6ssea e a formacdo do calo dsseo em todos os
animais. A radiopacidade foi graduada através de comparagdo com o o0sso circunvizinho
segundo a seguinte escala: 1- Radiopacidade zero; 2- Radiopacidade intensamente abaixo
da radiopacidade do osso circunvizinho; 3- Radiopacidade moderadamente abaixo da
radiopacidade do osso circunvizinho; 4- Radiopacidade discretamente abaixo da
radiopacidade do osso circunvizinho; 5- Radiopacidade semelhante a radiopacidade do
0sso circunvizinho; 6- Radiopacidade discretamente acima da radiopacidade do osso
circunvizinho; 7- Radiopacidade moderadamente acima da radiopacidade do osso
circunvizinho; 8- Radiopacidade intensamente acima da radiopacidade do osso
circunvizinho; 9- Radiopacidade méaxima.

Aos oito, 30, 60, 90 e 120 do pos-operatorio, utilizando dois animais de cada grupo,
foi realizado o estudo da microcirculagdo no local da osteotomia, por meio do método

angiografico descrito por Franch (1994), com os animais mantidos sob anestesia geral. Os

* Vipi Cor — Vipi Flash — Dental Vipi Ltda
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animais foram pré-medicados com heparina (5000 U.I./animal) para evitar a formagao de
coagulos intravasculares. Em seguida, separaram-se a artéria e a veia femorais do membro
pélvico esquerdo, colocando-se, sem ajustar, trés ligaduras, proximal, intermédia e distal,
com fio de algodao ao redor de ambos os vasos. Fez-se uma incisdo incompleta e obliqua
em ambos os vasos entre a ligadura intermédia e distal depois de haver ajustado
previamente a ligadura proximal para evitar hemorragia. Através da incisdo introduziu-se
um cateter intravenoso que foi fixado pelo ajustamento da ligadura intermédia. Uma vez
canulados os vasos, promoveu-se a eutandsia dos animais com super dosagem de
pentobarbital sodico. Em seguida, através da canula arterial e por meio de seringa manual,
injetou-se uma suspensdo de sulfato de bario a 30% em soro fisiologico até que houvesse
refluxo pela canula venosa. Neste momento, substituiu-se a solugdo anterior por uma de
sulfato de bario a 30% em formaldeido a 10%, at¢ que a solugdo drenasse pelo cateter
venoso. Entdo, retiraram-se as canulas e procedeu-se a amputacdo do membro pélvico na
articulagdo coxofemoral. Este mesmo procedimento foi feito no membro pélvico direito, de
todos os animais, para ser utilizado como comparagao.

Foram feitas radiografias na posi¢cdo craniocaudal e na posi¢do mediolateral do
membro para evidenciar a rede vascular da regido de osteotomia. Uma vez realizadas as
radiografias, os membros pélvicos isolados ficaram submersos durante 24 horas em um
tanque que continha alcool 95% e formalina tamponada a 10% em uma proporcao de 2:1 o
que permitiu a estabilizagdo e coagulacdo do sulfato de bario. Apds 24 horas, a pele foi
removida, para facilitar a fixagdo dos tecidos mais profundos e entdo as pecas novamente
retornaram ao tanque por mais 48 horas. Apos esse periodo, as pecas foram colocadas em
um tanque com somente formol a 10% para se conseguir fixagdo melhor dos tecidos.
Transcorridos seis dias, todas as tibias foram dissecadas e colocadas novamente no tanque
fixador por mais trés dias. Entdo foram feitas sec¢des longitudinais do foco de fratura e da
falha oOssea com o auxilio de uma serra manual, posteriormente radiografadas,
evidenciando-se a trama vascular do osso no local da osteotomia.

Em seguida, parte das amostras do defeito 6sseo do grupo tratado foi fixada em
formol neutro a 10% durante 48 horas, e, em seguida, descalcificada (acido férmico a 10%
em tampao citrato). Apds total descalcificacdo, os fragmentos foram lavados em agua

corrente durante 24 horas, desidratados em alcool sob concentragdes crescentes de 30, 70,
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90 e 100%, por aproximadamente 12 horas em cada solucdo, embebidos em xylol por
quatro a seis horas e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. O material
foi cortado em micrétomo de rotacdo, obtendo-se cortes histolégicos com Spum de
espessura, que foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina e observadas ao
microscopio optico (Bancroft, 1996).

Outra parte das amostras do local de osteotomia do defeito 6sseo dos grupos
(tratado e controle), de aproximadamente dois centimetros, foi fixada em formol neutro a
10% durante 48 horas, e, em seguida, descalcificada. Apos descalcificagdo em solucao
saturada de EDTA, as amostras foram desidratadas em série acetOnica, incluidas e
polimerizadas em resina epoxi (Epon 812). O material foi cortado em ultramicrétomo
Ultracut/ Reichert, onde foram obtidos cortes de 0,5um e corados com azul de toluidina
(Merck).

Nas seccoes histologicas, foi feita uma analise qualitativa descritiva, avaliando o
padrdo de regeneracdo tecidual, baseado na atividade celular caracterizada pela presenca
de osteoclastos e osteoblastos e pela observacao de ostedcitos, formagdo de osso lamelar e

formacao de osso trabecular.
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Figura 1- Fratura provocada no terco médio da tibia esquerda (seta).

Figura 2- Falha 6ssea provocada experimentalmente no fragmento distal da

fratura (seta).

1<
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Figura 3- Preenchimento de falha 6ssea com hidroxiapatita sintética (seta).

Figura 4- Tibia esquerda imobilizada com fixacio percutinea, logo apds a
cirurgia. A- pinos de Steinmann. B- resina acrilica autopolimerizavel.
C- Barra de conexio.

16
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Aspectos clinicos e cirurgicos do pds-operatorio

Logo apds a cirurgia, os animais ndo apoiaram o membro operado. A partir do
segundo dia, os animais apresentaram claudicacdo em graus variados, tanto no grupo
tratado quanto no grupo- controle (Tabelas 1 e 2), tendo o retorno completo a funcdo do
membro operado (Fig 5) ocorrido em aproximadamente dez dias. Acredita-se que este
rapido retorno a fungdo do membro se deva a fixagdo percutdnea, por promover pequena
lesdo ao sistema vascular e nervoso e pela grande estabilidade promovida por este aparelho,
como citado por Welch et al. (1997) e Bruce (1999).

Nos primeiros cinco dias de poOs-operatorio, os animais apresentavam edema no
local da cirurgia, que regrediu espontaneamente a partir do quinto dia e nao variou entre o
grupo tratado e o grupo- controle. Acredita-se que este edema esteja relacionado com o
trauma cirurgico, como descrito por Langley-Hobbs et al. (1997). Conforme relatado por
Seguin et al. (1997), observou-se secre¢do sero-sanguinolenta no local da cirurgia e nos
locais de inser¢ao dos pinos, em todos os animais deste experimento.

Como relatado por Franco (2000), também foi observada uma hemorragia
abundante no grupo tratado, no momento do preenchimento da falha 6ssea, fato este que
pode ser atribuido ao produto utilizado.

O exame clinico revelou o afrouxamento dos pinos, em todos os animais,
aproximadamente aos 45 dias de pds-operatorio, indicando a necessidade da retirada dos
pinos. Nesta data, os animais ndo apresentavam diferencas entre 0 membro operado e o
membro contralateral (Fig 6), com evidéncia clinica de cicatrizag¢ao da fratura.

As vantagens da fixagdo percutanea citadas por Mears & Behrens (1983), Bouvy et
al. (1993), Egger (1993) e Gueiros & Borges (1999) indicaram o seu uso em Medicina
Veterindria. A colocacdo dos pinos percutdneos, neste experimento, seguiu as

recomendacdes de Franch (1994), sendo de simples aplicagdo. Além disso, a resina acrilica
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autopolimerizdvel utilizada para fixar a barra de conexdao proporcionou custo menor ao
aparelho, quando comparado aos aparelhos comerciais, como descrito por Shahar (2000).

A imobiliza¢do percutinea com pinos de Steinmann e o emprego de resina acrilica
autopolimerizavel para fixar a barra de conexao foi de facil aplicacdo, eficiente e permitiu a
cicatrizacdo de fratura de tibia a partir de trinta dias de sua ocorréncia tanto no grupo
tratado quanto no grupo controle, concordando com as observacdes de Bouvy et al (1993),
Egger (1993), Welch et al. (1997), Bruce (1999), e Gueiros & Borges (1999).

Acredita-se que o maior grau de claudicagdo dos animais do grupo tratado (Tabela
1 e 2) seja devido ao uso da hidroxiapatita, estando em concordancia ao observado por

Borges (1998), apesar de o produto utilizado ser biocompativel.
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Tabela 1- Graus variados de claudicagdo nos animais do grupo tratado com
hidroxiapatita sintética em forma de granulos, em falha 6ssea associada a fratura de tibia

provocada experimentalmente e imediatamente imobilizada por fixagdo percutanea.

GRAUS DE CLAUDICACAO APOS CIRURGIA
ANIMAIS DIA 1 DIA S DIA 10

1 1 1 0
2 1 1 0
3 2 1 0
4 2 1 0
5 2 1 0
6 2 1 0
7 1 1 0
8 1 1 0
9 1 1 0
10 2 1 0

0- Ausente;

1- Leve;

2- Moderada;

3- Intensa;
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Tabela 2- Graus variados de claudicacao nos animais do grupo controle com falha

Ossea associada a fratura de tibia provocada experimentalmente e imediatamente

imobilizada por fixagdo percutanea.

GRAUS DE CALUDICACAO APOS CIRURGIA

ANIMAIS DIA 1

DIA S

DIA 10

11 0

0

0

12

13

14

15

16

17

18

19

| | ek | ek | ek ek ek |

20

S| | @ @ @ @ @ @ @

Q| Q| @ @ @ @ @ @ @

0- Ausente;
1- Leve;
2- Moderada;

3- Intensa;

20
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Figura 5- Animal do grupo- controle, 10 dias apds a cirurgia.

Fig 6- Animal do grupo tratado, 45 apds a cirurgia, com evidéncia clinica de
consolidacao da fratura, sem diferencas entre os membros pélvicos,

direito e esquerdo.
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4.2- Aspectos radiograficos e angiograficos apos a cirurgia

A radiografia feita antes do procedimento cirargico foi utilizada para registrar a
higidez do tecido dsseo dos animais selecionados para o experimento.

Os animais apresentaram variados graus de radiopacidade que podem ser
observados nas Tabelas 3 e 4.

Concordando com a monitoragdo citada por Ackerman & Silverman (1978), os
exames radiograficos realizados aos oito dias de pos-operatorio ndo revelaram quaisquer
evidéncias de formagdo de calo 6sseo, visto que as areas de osteotomia e da falha Ossea
encontravam-se radiotransparentes, semelhantes aos achados radiograficos realizados logo
apos a cirurgia.

No grupo tratado, logo apds a cirurgia e aos oito dias de pos-operatorio (Figura 7A)
notou-se grau maximo de radiopacidade do defeito dsseo, quando comparado com o 0sso
circunvizinho, por apresentar a constitui¢ao quimica da hidroxiapatita sintética em forma de
granulos alta densidade. J& no grupo controle, foi observada radiopacidade zero com
relagdo ao osso circunvizinho (Figura 8A). Em todo o processo de regeneracdo Ossea,
inicialmente se desenvolve tecido conjuntivo no foco da lesdo, cuja radiopacidade ¢
insuficiente para ser perceptivel ao exame radiografico, pelo fato de os constituintes
quimicos do tecido neoformado possuirem baixa densidade, concordando com os achados
de Borges (1998), Rezende et al. (1998), Borges (2000) e Franco (2000).

Aos 30 dias, foram evidenciadas areas de ostedlise, traduzidas por
radiotransparéncia, ao redor dos pinos percutdneos em todos os animais dos grupos (tratado
e controle), o que também foi previamente observad por Egger (1993) e Franch (1994).
Mesmo sendo esperado, estas areas ndo foram suficientes para promover clinicamente o
afrouxamento dos pinos, o que so foi atingido aos 45 dias.

Os exames radiograficos permitiram observar, aos 30 dias de pds-operatorio, no
grupo tratado, diminuicdo gradativa da radiopacidade (Fig 7B), e, ja no grupo- controle,
aumento desta radiopacidade (Fig 8B), dados semelhantes também foram encontrados por
Borges (1998) e Rezende et al. (1998). Isto se deve ao fato de o tecido 6sseo neoformado

apresentar menor radiopacidade do que o produto utilizado e maior radiopacidade do que o
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tecido conjuntivo. Observou-se ainda presen¢a de calo 6sseo, bem caracterizado pela
continuidade da cortical dssea.

Observou-se, em alguns animais, intensa reagdo periosteal nos locais de inser¢ao
dos pinos tanto no grupo tratado quanto no grupo controle, evidenciada facilmente pelo
aumento da radiopacidade e espessura da cortical adjacente aos mesmos, situagdo também
descrita por Egger (1993) e Franch (1994).

Nas radiografias feitas aos 60 dias, no grupo tratado, pdde ser observado processo
de remodelagdo do calo d6sseo e do canal medular como indicados por Ackerman &
Silverman (1978) e Cullun et al (1988), caracterizado pela intensidade de radiopacidade
entre a falha dssea preenchida e o osso, quadro que se repetiu aos 90 e 120 dias de pOs-
operatdrio (Fig 7C, 7D). Nas radiografias realizadas aos 60 dias de pds-operatorio no grupo
controle, apesar de ja ser encontrada evidéncia de formacgao do calo 6sseo a partir dos trinta
dias de pds-operatdrio, o processo de remodelagdo do canal medular ndo foi evidenciado
(Figs 8C e 8D). Possivelmente, tal diferenca entre os grupos deveu-se ao fato de no grupo
tratado haver a presenca de HAP sintética em forma de granulos funcionando como agente
osteocondutor.

As radiografias foram importantes para acompanhar a evolucdo da reparagdo Ossea e
a interferéncia dos pinos de Steinmann na cortical, além de permitir a perfeita visualizagao
da hidroxiapatita utilizada como substituto 6sseo em defeito provocado experimentalmente,
como relatado por Egger et al (1993) e Franch (1994).

A angiografia oferece excelente visualizacdo dos vasos sangiiineos, contribuindo
para a avaliagdo da cicatrizagdo das fraturas, como citado por Rhinelander & Baragry
(1962), Rhinelander (1974) e Rhinelander & Wilson (1982). A utilizacdo de sulfato de
bario como agente contrastante, neste experimento, mesmo nao seguindo as recomendagdes
de Neto (1994), deveu-se a utilizagao de cadaveres. A cateterizagdao orientada por Franch
(1994) e Sabiston (1999) permitiu a distribuicdo de contraste por todo o membro e,
conseqiientemente, a visualiza¢do de toda rede vascular, tanto no grupo tratado quanto no
grupo controle.

Aos oito dias de pds-operatdrio, os exames angiograficos realizados tanto no grupo
tratado (Fig 9A) quanto no grupo controle (Fig 10A) permitiram evidenciar aumento do

suprimento sangiliineo extra-6sseo. Este aumento, provavelmente originou-se de vasos
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formados a partir da medula e dos tecidos moles adjacentes ao foco da fratura, como citado
por Sher (1975) e West et al (1996), responsavel, em grande parte, pelo carreamento de
células precursoras osteogénicas e mediadores inflamatérios (Takahashi et al., 1999). Como
os processos fisioldgicos e a resposta do sistema vascular a injuria 6ssea dependem de um
suprimento vascular adequado (Rai et al., 1981 e Wilson, 1991), considera-se este fator
essencial no tratamento e prognostico das fraturas. Assim, enfatiza-se a importancia da
utilizagdo de métodos de imobilizacdo que preservem o canal medular, permitindo com isto
a restauracdo precoce do suprimento sangiiineo.

Apesar de a angiografia nao ser um método diagnostico utilizado rotineiramente em
medicina veterinaria (Applebaum et al., 1990), tal técnica, neste experimento, permitiu
observar a reorganizagdo vascular durante o processo de cicatrizagao Ossea.

Os exames angiograficos realizados tanto no grupo tratado quanto no grupo
controle, aos 30, 60, 90 e 120 dias mostraram diminui¢do gradativa da neovascularizacio
(Fig. 9B, 9C, 10B e 10C), quando comparados aos exames angiograficos realizados aos
oito dias de pods-operatorio (Fig 9A e 10A). Tal fato se deveu, provavelmente a
reorganizacao local do sistema vascular. Ainda aos 120 dias de pds-operatorio, 0 membro
contralateral permitiu observar que a irrigagdo do membro operado era semelhante,
caracterizando, desta maneira, a reorganizagdo vascular (Fig 9C e 10C).

Pelo método angiogréfico, a ruptura da artéria nutricia foi perfeitamente observada
nos membros fraturados, a partir das amostras processadas logo apds a cirurgia, como
observado por Rai et al. (1981), Rhinelander & Wilson (1982), Abdel Hamid et al. (1990),
Dyce et al. (1990) e Jebara et al. (1991). Nas amostras processadas a partir de 60 dias, no
grupo tratado, observou-se a sua aparente integridade (Figs 11 e 12), evidenciando-se mais
uma vez, a reorganizacgao vascular.

A angiografia permitiu o acompanhamento da reorganizacdo vascular durante o
processo de cicatrizacdo Ossea, mas ndo permitiu avaliar eficientemente o uso da
hidroxiapatita, diferentemente do citado por Rhinelander & Baragry (1962) Rhinelander
(1974) e Rhinelander & Wilson (1982), provavelmente porque o sulfato de bario e o
produto utilizado mostram alto numero atdmico e suas imagens se assemelham em

tonalidades de branco nas radiografias.
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Tabela 3- Resultado do exame radiografico do local de osteotomia e de defeito

0sseo, em relagdo ao osso circunvizinho nos animais do grupo controle.

RADIOGRAFIA APOS CIRURGIA

DIAS

ANIMAIS
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1- Radiopacidade zero;

2- Radiopacidade intensamente abaixo da radiopacidade do osso circunvizinho;

3- Radiopacidade moderadamente abaixo da radiopacidade do osso circunvizinho;

4- Radiopacidade discretamente abaixo da radiopacidade do osso circunvizinho;

5- Radiopacidade semelhante a radiopacidade do osso circunvizinho;

6- Radiopacidade discretamente acima da radiopacidade do osso circunvizinho;

25




26

Tabela 4- Resultado do exame radiografico do local de osteotomia e de defeito
0sseo preenchido por hidroxiapatita sintética em forma de granulos, em relagdo ao osso

circunvizinho nos animais do grupo tratado.

RADIOGRAFIA APOS CIRURGIA
DIAS
ANIMAIS 0 8 30 60 90 120

1 10 9 8 7 6 6
2 10 9 8 7 6 6
3 10 9 8 7 6

4 10 9 8 7 6

5 10 9 8 7

6 10 9 8 7

7 10 9 8

8 10 9 8

9 10 9
10 10 9

5- Radiopacidade semelhante a radiopacidade do osso circunvizinho;

6- Radiopacidade discretamente acima da radiopacidade do osso circunvizinho;

7- Radiopacidade moderadamente acima da radiopacidade do osso circunvizinho;
8- Radiopacidade intensamente acima da radiopacidade do osso circunvizinho;

9- Radiopacidade maxima.
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Figura 7- Radiografias dos animais do grupo tratado com hidroxiapatita
sintética em forma de granulos. A- oito dias apo6s cirurgia posicao
craniocaudal; B- 30 dias apés cirurgia posicio craniocaudal; C-
60 dias apos cirurgia posicio mediolateral; D- 90 dias apds a
cirurgia posicio mediolateral. (setas)
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Figura 8- Radiografias dos animais do grupo- controle. A- oito dias
apos a cirurgia posicio craniocaudal; B- 30 dias apds
cirurgia posicio craniocaudal; C- 90 dias apods a cirurgia
posicao mediolateral; D- 120 dias apés a cirurgia posiciao
mediolateral. (setas)
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Figura 9- Angiografias dos animais do grupo tratado com Hidroxiapatita em forma
de grianulos. A- oito dias apds a cirurgia posicio craniocaudal; B- 90
dias apos a cirurgia posicio mediolateral; C- 120 dias apds a cirurgia
posicio mediolateral. (setas)
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Figura 10- Angiografias dos animais do grupo- controle. A- oito dias apés a
cirurgia posicdo craniocaudal; B- 90 dias apoés a cirurgia posicao
mediolateral; C- 120 dias apds a cirurgia posi¢io mediolateral.
(setas)
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Figura 11- Artéria nutricia restaurada aos 60 dias de pés-operatério no
grupo tratado. (seta)

Figura 12- Artéria nutricia restaurada aos 90 dias de pdés-operatorio no
grupo tratado. (seta)
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4.3- Aspectos histologicos dos efeitos do uso de hidroxiapatita sintética apos a cirurgia

A caracterizagao da presenca de hidroxiapatita foi evidenciada por meio de analise
histologica das amostras do grupo tratado, sob a forma de material amorfo, acelular, bem
delimitado e sem afinidade pelo corante utilizado.

No grupo controle, aos oito dias de pos-operatdrio, foram identificados ostedcitos
encerrados em osso trabecular (Fig 13) bem como osteoblastos localizados nas bordas das
trabéculas Osseas, seguindo um processo normal de reparacio Ossea.

No grupo tratado, foi observada, aos oito dias de pos-operatorio, atividade
osteoclastica nas bordas da fratura, sugerindo processo inicial de consolidagao
caracterizada pelo debridamento das bordas da lesdo (Fig 14), de maneira semelhante ao
descrito por Borges (1998) e Franco (2000). Foram ainda observadas areas de medula 6ssea
preservadas. A importancia deste fato ¢ que a medula exerce influéncia no inicio do
processo de reparagdo, por fornecer aporte celular e quimiotatico, essenciais ao processo de
reparacdo Ossea, de acordo com Burwell (1985), Connolly (1995), West et al. (1996),
Takahashi et al. (1999), Barros (2000) e Seale & Rudnick (2000).

Aos 30 dias de pos-operatdrio, os animais do grupo- controle apresentaram
formacdo de osso novo a partir das bordas da lesdo, mas com a falha ¢ssea preenchida por
tecido conjuntivo frouxo (Fig 15), caracteristico de processo de reparacdo normal
compativel com os achados clinicos e radiograficos. Encontrou-se proliferagdo de tecido
conjuntivo bastante vascular e celular, com presenga de fibras colagenas.

Aos 30 dias de pds-operatdrio, nos animais do grupo tratado, foi observado tecido
osseo trabecular preenchendo a regido da osteotomia e da falha dssea Fig 16). Estes
achados foram também descritos por Wiese & Merten (1993), Borges (1998), Borges
(2000) e Franco (2000), que evidenciaram histologicamente a evolucdo da reparagdo da
fratura, coincidindo com os achados clinico-cirargicos e radioldgicos. Foi observado
também grande numero de vasos sangiiineos, o que revela potencial angiogénico do
material utilizado, descrito também por Geesink & Hoefnagels (1995) e Geesink (1993).

Aos 60 dias de pos-operatorio, observou-se, nos animais do grupo tratado, a
presenga de Osteons secundarios de tecido lamelar, tanto na regido da fratura como no

tecido de preenchimento da falha ossea.
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Aos 90 dias de pos-operatodrio, tanto os animais do grupo tratado como os do grupo-
controle apresentaram tecido 6sseo maduro na regido da falha e da osteotomia, além da
intensa acao osteoclastica presente nos animais do grupo tratado. Este achado pode indicar
uma franca remodelacdo do calo 6sseo e do canal medular, coincidindo com os achados
radiograficos. O presente quadro repetiu-se aos 120 dias de pos-operatorio.

Ainda, aos 90 dias de pods-operatorio os achados histologicos apresentavam
semelhangas maiores que diferencgas, provavelmente porque os processos de reparacao
Ossea ja se encontravam em fase avancada Figs 17 e 18), com evidéncias clinicas e
radiologicas de consolidacdo da fratura e reparacdo da falha 6ssea, fato também descrito
por Barros (2000).

A avaliacdo histologica do uso da hidroxiapatita na regeneracdo da falha Ossea,
provocada em fraturas de terco médio de tibia de caes, imobilizadas pela fixacao
percutdnea, indicou que nos animais do grupo tratado, houve mais rapida e eficiente
consolidagcdo da fratura e regeneracdo da falha ossea quando comparadas as do grupo-
controle, na fase inicial de reparacdo. Este fato pode ser atribuido ao uso do material
empregado, que demonstrou ser biocompativel e atuou como agente osteocondutor para a

regeneragdo 0ssea, conforme ja4 descrito por Bulchoz et al. (1987), Borges (1998), Rezende
(1998), Borges (2000), Franco (2000) e Ball et al. (2001).
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Figura 13- Presenca de osteocitos (OI) encerrados em tecido Osseo
trabecular (OT) e acdo osteoblastica (OB) incipiente aos oito dias

de pés-operatorio no grupo- controle; Azul de toluidina; 100X.

Figura 14- Presenca de osteoclastos (OC) participando do processo de
reabsorcio das bordas da fratura aos oito dias de pos-
operatorio do grupo tratado e medula dssea preservada (MO);
HE; 10X.
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Figura 15- Presenca de osteoblastos (OB) participando do processo de
formacao de matriz dssea (MO) e presenca de ostedcitos (OI)
encerrados na matriz, aos 30 dias de poés-operatorio, no
grupo- controle; Azul de toluidina; 100X.

Figura 16- Presenca de osteoblastos (OB) participando menos do
processo de formacdo de matriz 6ssea (MO) e presenca de
ostedcitos (OI) encerrados na matriz, aos 30 dias de pos-
operatorio, no grupo tratado; Azul de toluidina; 100X.
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Figura 17- Presenca de ostedcitos (OI) encerrados na matriz éssea (MO),
aos 90 dias de pds-operatério, no grupo- controle; Azul de
toluidina; 100X.

Figura 18- Presenca de ostedcitos (OI) encerrados na matriz 6ssea (MO),
aos 90 dias de pos-operatorio, no grupo tratado; Azul de
toluidina; 100X.
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5- CONCLUSAO

Com base nos resultados clinico-cirurgicos, radiograficos, angiograficos e
histolégicos obtidos nas condi¢cdes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir
que o uso da Hidroxiapatita Sintética em forma de granulos favoreceu o processo de
reparacdo de falhas dsseas provocadas em fraturas de ter¢o médio de tibia, imobilizadas por

fixacdo percutanea, principalmente nas fases iniciais do processo de reparagao.
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