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RESUMO

O comportamento do aloenxerto corticoesponjoso, preservado em glicerina 98%, utilizado
na reconstrucdo isquioptbica, apds resseccdo por osteotomia bilateral, foi avaliado
experimentalmente em 16 cadelas, por meio de exames clinicos didnos e radiogrificos, macro e
microscopicos post mortem aos 15, 45, 60 ¢ 75 dias apés a cirurgia. Em 100% dos animais
operados, foi minimo o desconforto pds-operatério, com restabelecimento da deambulagdo normal,
apetite e micgio em média 24 horas ap6s a cirurgia, e a defecagido em torno de 48 horas. No
exame de palpagdo post mortem, fol observada estabilidade do aloenxerto a partir de 60
dias, em todos os animais, independentemente da presencga de tecido conjuntivo fibroso.
Radiograficamente, a partir de 45 dias foi verificado o inicio do processo de reparagio, no
contato aloenxerto/pelve hospedeira, em 64,3% dos animais, completando-se aos 60 dias
em 16,7%, ¢ em 40,0% aos 75 dias. Histologicamente, foram evidenciadas 4reas de
crescimento endocondral iniciando-se na pelve hospedeira aos 43 dias, e tineis vasculares
tanto no enxerto quanto na pelve. Os aloenxertos Osseos foram capazes de manter o
espacamento da pelve e a integridade das articulagbes coxofemorais. A interface
aloenxerto/pelve hospedeira foi preenchida por tecido conjuntivo fibroso, que integrou as

~ extremidades, e a reparagao ocorreu por reabsorgio e deposigdo 6sseas na 4drea de enxertia.
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ABSTRACT

PUBIC AND ISCHIAL RECONSTRUCTION WITH CORTICAL
GLYCERIN PRESERVED CANCELLOUS BONE ALLOGRAFT
AFTER BILATERAL OSTEOTOMY IN FEMALE DOGS

A bone allograft preserved in 98% glycerin was evaluated in the pubic and ischial
reconstruction after bilateral osteotomy in 16 female dogs. In all the animals the
postoperative discomfort was minimum and the return to normal deambulation occurred 24
hours after surgery. Appetite and urination were reestablished within 24 hours and
defecation within 48 hours. In post mortem analysis, allograft stability was observed after
the 60" day post-surgery in all the animals, regardless of the presence of fibrous
conjunctive tissue. X rays showed the beginning of the repair process in the contact area
allograft/host pelvis in 64.3% of the animals after the 45™ day, reaching completion on the
60" day in 16.7% and on the 75" in 40.0% of the animals. Endochondral growth was
observed beginning on the 45™ day and vascular tunnels both in the allograft and in the host
pelvis were observed after the 75" day. The bone allografts maintained the integrity of the
pelvis and hip articulation. The allograft’/host pelvis interface was filled with fibrous
conjunctive tissue and the graft repair was dependent on osseous re-absorption and
deposition.

Key words: bone allograft, pelvic repair, bone repair.

INTRODUCAO

As fraturas pélvicas apresentam grande facilidade de consolidaciio,
devido aos volumosos grupos musculares que impedem o afastamento
6sseo (4). Entretanto, quando ha deslocamento expressivo, pode ocorrer
reducdo do canal pélvico, determinando obstipac¢éo e megacdlon (3).

O mau alinhamento das fraturas pélvicas € um fator desencadeante
de retencdo fecal e complicagdes no parto (I5), € um bom alinhamento
desses 0ssos pode ser obtido por meio de manipulagdes retais diarias (9,
11). Entretanto, estas podem ser lesivas aos tecidos moles quando a fratura
apresenta espiculas e, indubitavelmente, o estreitamento pélvico somente
serd evitado com o espagamento mecanico, que podera ser obtido com
préteses metalicas, auto-enxertos ou aloenxertos 0sseos.

Os diversos meios de fixa¢do dssea em fraturas pélvicas envolvem
pinos intramedulares, fios metilicos, talas, placas e parafusos (4). Além disso,
o aloenxerto ésseo pode incrementar os recursos disponivels para alargamento

pélvico pés-fratura e vem sendo utilizado na medicina humana para substituir
4areas Osseas ressecadas devido a presenca de tumores (13).
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Virios métodos de preservagdo ¢ modificagdo do enxerto tém sido
criados para reduzir sua imunogenicidade (12), e o uso de glicerina como
meio preservador foi considerado eficaz (6), pois manteve o0 0sso livre de
contaminaciio, além do baixo custo e facil manuseio. Foi utilizado
aloenxerto cortical fresco na reconstru¢do de sinfise pélvica em gato, e
durante nove meses de avaliacéio ndo se observaram sinais de rejeigao (10).

A revascularizacio de aloenxertos congelados € a sua substitui¢io
por tecido 6sseo novo foram lentas e parciais em pacientes humanos, sem
determinar rejei¢cao ao enxerto (7).

A hemipelvectomia completa ou incompleta tem sido o tratamento
de escolha para resseccio de tumores Osseos pélvicos primarios no
homem, porém o estreitamento do canal pélvico ou a instabilidade articular
podem ocorrer com o uso desta técnica, podendo ser evitados com a
aplicacdo de aloenxerto 6sseo preservado (13, 18).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a evolugdo do aloenxerto
corticoesponjoso, preservado em glicerina 98%, usado na reconstrugio
isquiopibica de cdes, apos ressecgdo experimental. |

MATERIAL E METODOS

Os enxertos, obtidos de forma estéril (oriundos de cadelas adultas
sem raga definida, com peso variando entre 10 e 20 kg, que tiveram o
sacrificio recomendado, por causas nao-infecciosas, € da pelve dos
animais do grupo experimental), foram acondicionados em vidros estéreis,
contendo glicerina 98%°, em quantidade suficiente para cobrir 0s 0ss0s, €
mantidos em temperatura ambiente por um periodo superior a 30 dias.

Para compor o grupo experimental, foram utilizadas 16 cadelas, com
as mesmas caracteristicas fisicas dos animais doadores, numeradas de 1 a
16, alojadas em gaiolas individuais e submetidas a 15 dias de observagao.

Apés administracio oral de picossulfato sédico* (7,5 mg/animal), 24
horas antes da cirurgia, e jejum alimentar de 12 horas, as cadelas foram
pré-medicadas com acepromazina® (0,1 mg/kg/IV) e meperidina® (3,3
mg/kg/IM). Em seguida, foram submetidas a anestesia epidural
lombossacra com lidocaina’ a 2% (1 mL/4,5 kg), e a anestesia geral foi
induzida por tiopental sédico® e mantida com halotano’.

3 Glicerina PA 98%, Dinamica Ltda.

* Guttalax, Boehringer Ingelheim Ltda.
> Acepram, Univet S.A.

® Dolosal, Cristélia Ltda.

" Lidovet, Bravet Ltda.

® Tiopenthax, Cristélia Ltda.

® Halothano, Cristélia Ltda.
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ApGs a antissepsia das regides abdominal ventral e pélvica e a
contencdo das cadelas em decibito dorsal, foi realizada uma incisdo de
pele e tecido subcutdneo, na linha média ventral, iniciando-se no limite
entre as cavidades abdominal e pélvica até a proximidade da vulva. Em
seguida, os misculos adutor e grécil, de ambos os antimeros, foram
afastados com uma rugina até completa visualiza¢do do osso piibico, vasos
sangiiineos e nervos obturadores. Foram realizadas osteotomias nos 0ssos
pubicos e isquiddicos, de ambos os lados, cerca de 1 cm a partir da sinfise
pélvica, com serra circular acoplada em motor elétrico de suspensdo. Apos
a osteotomia isquioptbica bilateral, os musculos obturadores internos
foram afastados com um bisturi, liberando assim a peca Gssea, que foi
entdo destituida dos tecidos moles e preservada em temperatura ambiente,
em vidro estéril contendo glicerina 98%, servindo de aloenxerto para outro
animal. Apds a remog¢ao da peca §ssea, a cavidade pélvica foi abordada.

Nas quatro linhas de osteotomia da pelve foram realizadas
perfuracdes com broca de 1 mm de didmetro, repetindo-se o procedimento
no aloenxerto previamente reidratado em solugdo aquosa contendo NaCl
0,9% + neomicina 1% por, no minimo, 30 minutos. O enxerto fo1 acoplado
as extremidades Osseas livres da pelve e fixado, por meio de cerclagem, com
fio ortopédico de aco nimero 2 (Figura 1). A musculatura e fiscia muscular
foram aproximadas com suturas do tipo X, € o tecido subcutineo e pele
reaproximados com sutura continua, utilizando-se fio mononéilon 2-0.

Nervo obturatorio

FIGURA 1-Esquema da implantagdo do aloenxerto Osseo apds
osteotomia isquiopubica bilateral. d — Didmetro pélvico.
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No pés-operatério foram administrados enrofloxacina’® (5
mg/kg/SC) a cada 24 horas por sete dias; sulfato de morfina'' (solugio
oral, 0,5 mg/kg) a cada seis horas, por trés dias; e cetoprofeno'® (2,0
mg/kg/IV) a cada 24 horas, por trés dias.

Os animais foram mantidos em canis individuais, para restringir
seus movimentos, € alimentados com ragao industrial e 4gua a vontade.

Exames clinicos foram realizados diariamente, nos primeiros 15 dias
ap0s a cirurgia, constituindo-se de avaliagdo da temperatura retal, estado
geral do paciente, aspecto do local abordado, tipo de deambulagio e
presenga de micgdo e defecagdo.

Radiografias convencionais da pelve em posicionamento
ventrodorsal, visando avaliar o processo de reparacdo ¢ a integridade das
articulacdes coxofemorais, foram realizadas no pés-cirirgico imediato e
aos 15, 45, 60 e 75 dias apds as cirurgias. A manutencdo do didmetro
pélvico foi avaliada nos mesmos periodos, por meio de uma linha tracada a
partir do ponto médio dos dois acetdbulos (Figuras 1 e 2A). Objetivando
reduzir o volume fecal na regido a ser avaliada no pds-operatério, foi
administrado picossulfato sédico oral (7,5 mg/cdo) 24 horas antes dos
procedimentos radiograficos.

Para permitir as avaliagOes macro e microscdpica, dois animais
foram sacrificados com sobredosagem anestésica (pentobarbital sédico)
aos 15, 45, 60 e 75 dias ap0s as cirurgias. Na necropsia, a pelve dos caes
foi avaliada, quanto a estabilidade da regidao de contato aloenxerto/pelve
hospedeira, sendo o local palpado antes e¢ apds a remog¢do do tecido
conjuntivo fibroso depositado na regido. A drea de contato
aloenxerto/pelve hospedeira foi coletada e fixada em formol 10%, por 48
horas. Apds a fixacdo, os fragmentos foram colocados em solucdo
descalcificante composta de acido férmico, citrato de sdédio e agua
destilada, por um periodo de 15 a 20 dias. Os fragmentos descalcificados,
ap0s processamento de rotina, foram incluidos em parafina, e os cortes,
corados com hematoxilina-eosina para posterior avaliacio da interface
peca Ossea/pelve hospedeira em microscopia de luz.

A fim de verificar a eficicia do meio preservador, fragmentos de
enxertos mantidos em glicerina 98%, por 30 dias, foram colocados em
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) e mantidos em estufa a 37°C,

por 48 horas, permitindo avaliar a presenga ou auséncia de fungos e, ou,
bactérias no material.

0 Baytril, Bayer S.A.
"' Dimorf, Cristélia Ltda.
12 Ketofen, Rhodia-Mérieux Ltda.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A abordagem a cavidade pélvica permitiu adequada visualizacdo dos
6rgdos e estruturas, possibilitando a reparacdo de possiveis lesdes. No
entanto, diferentemente do preconizado por Allen e Crowell (2), o acesso
cirdrgico foi recomposto por aloenxerto 6sseo.

A aplicacdo de prétese isquiopibica metdlica (15), de forma
semelhante aos resultados do presente experimento, manteve o didmetro da
cavidade pélvica dos cées, evitando o estreitamento do canal pélvico apés
fratura experimental, mas o aloenxerto §sseo ndo ocasionou os problemas
advindos do estresse mecanico local, ocorrido pela resisténcia de
diferentes materiais na interface osso/metal, que culminou em fratura (13).

O aloenxerto fresco pode determinar exagerada resposta
imunolégica, retardando a reparagio (/2). Porém, a diminui¢dao da resposta
imunolégica apds o uso de ossos preservados vem sendo citada ao longo
do tempo (8, 14) e, especificamente, tem sido enfatizada (6, 16, 17) a
diminuicdo da imunogenicidade de ossos preservados em glicerina. Neste
trabalho, nenhum indicio de rejeicdo foi verificado até os 75 dias de
observacdao. Também ao exame histolégico ndo foram observadas
quantidades significativas de células linfoplasmocitarias que indicassem
rejeigdo, e a avaliagdo microbiolégica ndo revelou fungos ou bactérias.
Estes resultados indicam que a glicerina 98% ndo sé reduziu as
caracteristicas imunogénicas do enxerto como também o manteve livre de
contaminacao. |

Em média, a defecagdo sem desconforto foi restabelecida 48 horas
apds a cirurgia, € o retorno a deambulacdo normal ocorreu em 24 horas,
como no experimento de Davies ¢ Read (7). Infere-se que o uso de
analgésicos opifides pode ter participado no alivio da dor e colaborado
para o pronto restabelecimento.

Semelhantemente ao observado em pacientes humanos (13), os
amimais do experimento, ao caminhar em piso liso, demonstraram
dificuldade na adu¢do dos membros, atribuida a disseca¢do dos musculos
adutor e gricil. Recomenda-se que os animais tenham os movimentos
restringidos por 135 dias, até o retorno da estabilidade na regido operada.

Embora o experimento tenha sido realizado com cides de mesmo
porte, na cirurgia verificou-se que nem sempre 0 comprimento dos
aloenxertos 6sseos coincidia com as dimensdes da estrutura éssea
hospedeira: 37,5% eram semelhantes ao osso original extraido; 43,75%,
menores; € 18,75%, maiores. Apesar das diferencas e dos ajustes
necessarios durante a cirurgia, pelos raios X o8 aloenxertos mantiveram o
diametro pélvico, mensurado entre os pontos médios dos dois acetiabulos, e
nao induziram alteracdes nas articulacdes coxofemorais (Figuras 2A e 2D).

Radiograficamente, at€é os 15 dias apds a cirurgia o aloenxerto
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manteve-se justaposto a pelve hospedeira (Figura 2B) em 15 animais. Em
um animal (cadela 5) houve deslocamento do aloenxerto aos 15 dias, € em
outro (cadela 3), aos 45. Neste, o aloenxerto usado na reparagido foi
ligeiramente menor, em comprimento, que as estruturas receptoras na
pelve. A partir de 45 dias, foi evidente o inicio da obliteracdo da linha de
fratura radioluscente no contato aloenxerto/pelve hospedeira em nove
animais (64,3%), que estava completa aos 60 dias (Figura 2C) em dois
animais (16,7%) e em quatro (40%) aos 75 dias ap6s a cirurgia (Figura
2D). Uma pseudo-artrose foi observada num ponto de fixagao ao pubis na
cadela nimero 13, aos 75 dias de avaliagdo. Perda da densidade do
aloenxerto, caracteristica de ostedlise, foi1 observada nas cadelas 15 e 16, a
partir dos 60 dias, provavelmente relacionada a perda de estabilidade do
aloenxerto.

Ao exame macroscépico post mortem, em todos os animais, foi
observada intensa deposi¢do de tecido conjuntivo fibroso sobre a regido de
enxertia, que participou efetivamente da estabilizagdo da pelve e do
aloenxerto, principalmente aos 45 dias apds a cirurgia.

FIGURA 2 - Radiografias do animal 14 logo apds a cirurgia (A), (B) aos
| 15, (C) 60 dias e (D) 75 dias apds. Reparagdao Ossea
completa a partir de 60 dias pds-cinirgicos, manutencao do
diametro pélvico (d) pelo aloenxerto dsseo € auséncia de
alteragbes radiogréaficas nas articulagoes coxofemorais até
|_ os 75 dias de avaliacao.
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Microscopicamente foram observados, aos 15 dias, nidcleos de
formacao de tecido cartilaginoso a partir da pelve hospedeira (Figura 3A) e
proliferagcdo fibroblastica na interface aloenxerto/pelve. Aos 45 dias, foi
verificada, na interface, deposi¢do de tecido conjuntivo fibroso com ampla
vascularizagao ¢ reabsor¢dao Ossea no aloenxerto (Figura 4). Também
estava presente tecido cartilaginoso, tanto no aloenxerto quanto na pelve
hospedeira (Figura 3B), com formac¢do de osso trabecular com tineis.
vasculares no aloenxerto, a semelhanga do descrito por Burchardt (5).

A partir dos 60 dias, foram notadas na pelve hospedeira dreas de
formacao Ossea subperiosteal. A interface estava preenchida por tecido
conjuntivo fibroso, que integrava as extremidades aloenxerto/pelve,
observando-se também intensa reabsor¢do Ossea no local (Figura 3C),
indicativa de que o processo de reparacdo estava em desenvolvimento.

Aos 75 dias, os tianeis vasculares eram maiS numerosos,
evidenciando-se a formacio de osso novo (Figura 3D). Entretanto, areas de
hemorragia sugeriam a ruptura de vasos sangiiineos, 0 que pode ter
induzido a formagdo de calo cartilaginoso, conforme observado em alguns
espécimes histologicos.
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URA 3 - Fotomicrografias da area de contato aloenxerto/pelve hospedeira.
(A) aos 15, (B) 45, (C) 60 e (D) 75 dias péds-cinurgicos. Formagao
de tecido cartilaginoso na pelve hospedeira (seta) e no enxerto |
(cabeca de seta), deposicio de tecido conjuntivo fibroso

integrando os fragmentos (seta tracejada), formacao de 0sso novo
(ci'rqulq) e tuness vasculares (quadrado). HE, 63 X.
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FIGURA 4 - Fotomicrografia da &4rea de contato

hospedeira aos 45 dias ap6és a cirurgia. Notar osteoclastos
reabsorvendo o enxerto (seta) e ampla vascularizacdo do

tecido conjuntivo fibroso depositado na interface
(circulo). HE, 100 X.

CONCLUSOES

1) Os aloenxertos 0sseos preservados em glicerina e utilizados na
reconstru¢do isquiopubica de cadelas sdo capazes de manter o
espacamento da pelve e a integridade das articulagbes coxofemorais, mas

quando sua largura € menor que a da 4rea receptora podem sofrer
deslocamento, instabilidade e ostedlise.

2) A interface aloenxerto/pelve hospedeira € preenchida por tecido
conjuntivo fibroso, que integra as extremidades, e a reparagdo ocorre por
reabsor¢do e deposi¢do Osseas na drea de enxertia.
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