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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

OSSO ESPONJOSO AUTOGENO OU HOMOGENO CONSERVADO
EM GLICERINA A 98% NA ARTRODESE ATLANTOAXIAL EM CAES

AUTOR: RAFAEL FESTUGATTO
ORIENTADOR: DR. ALEXANDRE MAZZANTI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de fevereiro de 2008.

O objetivo desta pesquisa foi testar e comparar o implante homédgeno de 0sso
esponjoso conservado em glicerina a 98% com o enxerto autégeno em caes
submetidos a artrodese atlantoaxial. Foram utilizados 15 caes, pesando entre 8 e 12 kg,
distribuidos aleatoriamente em trés grupos iguais de acordo com o periodo pos-
operatério (PO) denominados de | (30dias), Il (60 dias) e Ill (90 dias). A articulagéo
atlantoaxial foi submetida a artrodese através do acesso ventral utilizando pinos de
Steinmann associados a resina acrilica autopolimerizavel. Foi criado um defeito na
hemiarticulagdo atlantoaxial direita para colocacdo de 100mg de 0SSO esponjoso
homdgeno e, na esquerda, 100 mg de osso esponjoso autdégeno. Decorridos o periodo
30, 60 e 90 dias de PO, foram realizadas andlise radiografica da articulacdo
atlantoaxial, histolégica e da densidade Ossea por tomografia computadorizada dos
fragmentos O0sseos coletados por bidpsia. A analise radiogréfica revelou aos 30 dias
qgue as hemiarticulagBes atlantoaxiais esquerda e direita apresentavam formacéo 6ssea
moderada. Ja aos 60 dias de PO, houve uma tendéncia a formacdo 6éssea com grau de
fusdo parcial mais no lado autdégeno (esquerdo) e aos 90 dias, a formacdo 6ssea com
grau de fusdo parcial predominou no lado homdégeno (direito). O exame por tomografia
computadorizada (TC) aos 30 e 60 dias de PO revelou maior densidade O6ssea nos
fragmentos coletados na hemiarticulacdo atlantoaxial direita (implante homégeno). Aos
90 dias, a densidade 6ssea dos fragmentos coletado das hemiarticulacdes direita e
esquerda foram semelhantes com tendéncia a formacéo de osso cortical. Os achados

histolégicos dos fragmentos coletados da hemi-articulacao direita (enxerto autdgeno) e



esquerda (implante homogeno) foram similares aos 30 e 60 dias de PO, sendo que aos
90 dias de PO havia presenca de um tecido 6sseo maduro e organizado. Nao foi
encontrada diferenca estatistica entre o enxerto autégeno e implante homégeno em
relacdo ao grau de fusdo articular e densidade déssea dos fragmentos. O uso de
implante homogeno conservado em glicerina a 98% em cdes submetidos a artrodese
atlantoaxial com pinos de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel ndo apresenta
diferenca quando comparado ao enxerto autégeno e é um método viavel para

tratamento de instabilidade atlantoaxial.

Palavras-chave: artrodese atlantoaxial, 0sso esponjoso, neurologia, cao.
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The aim of this research was to test and to compare the homogenous cancellous
bone glycerin-stored with the autogenous cancellous bone graft in the atlantoaxial
arthrodesis. Fifteen dogs, weighing between 8 and 12 kg, were randomly distributed in
three groups denominated one (30 days), two (60 days) and three (90 days). The
atlantoaxial joint was immobilized through the ventral access using Steinmann pins
associated the acrylic resin. A defect was created in the right hemi-joint atlantoaxial and
put 100mg of the homogenous implant and, in the left hemi-joint, 100mg of the
autogenous graft. Was analyzed after 30, 60 and 90 days, survey radiographs in the
joint atlantoaxial, histopathological and bone density by computed tomography of the
fragments collected through biopsies. The right and left hemi-joint atlantoaxial has
moderate formation in the 30 days pos-operative. In the 60 days, has bone formation
with partial fusion more in the autogenous side (left) and the 90 days, the bone
formation with partial fusion was high in the homogenous side (right). Computed
tomography evaluation in the 30 and 60 days post-operative has high bone density in
the fragments collected in the right hemi-joint atlantoaxial (homogenous implant). In the
90 days, the bone density in the fragments collected in the right and left hemi-joint were
similar with tendency in cortical bone formation. The evaluation histological of the bone
fragments in the left hemi-joint (cancellous bone graft) and right hemi-joint (homogenous
implant) atlantoaxial were similar in the 30 and 60 days post-operative. In the 90 days,

bone tissue mature and organized was observed. No has significant difference the right



hemi-joint atlantoaxial (homogenous implant) with the left hemi-joint (cancellous bone
graft) when comparison the grade fusion joint and bone density the fragments collected
by biopsies. The use of the homogenous cancellous bone implant glycerin-stored in
dogs submitted atlantoaxial arthrodesis with Steinmamm pins associated acrylic resin is

a viability method for treatment in the atlantoaxial instability.

Key words: atlantoaxial arthrodesis, cancellous bone, neurology, dog.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Quantificacao radiografica do grau de fusdo atlantoaxial em cées
submetidos a artrodese por pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizavel associados a enxertos autdégenos ou implantes homoégenos

conservado em gliCerina @ 9890, .......uuu i 36



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Osso esponjoso em uma cuba previamente
coletado do tubérculo maior do osso Uumero. B. Higienizagdo com solucéo salina
isotbnica estéril. C. Osso esponjoso homdgeno conservado em frascos com
glicerina a 98% em temperatura ambiente por um periodo minimo de 30 dias.......
FIGURA 2 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Defeito criado sobre as hemiarticulacdes
direita (*) e esquerda (**). (B) Esquema representativo da figura 2A.......................
FIGURA 3 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Posicionamento em decubito dorsal com um
anteparo de apoio sob o pesco¢co para abordagem ventral a articulagédo
atlantoaxial. B. Remocao da cartilagem articular utilizando broca sulcada
acoplada a uma perfuratriz elétrica de baixa rotacdo. C. Pinos de Steinmann
cortados e dobrados apos introducdo na articulagdo atlantoaxial. D. Resina

acrilica autopolimerizavel recobrindo as extremidades dos pinoS..........ccceeeeveiiiennn.

FIGURA 4 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autbgeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Esquema representativo do local de coleta do

enxerto autégeno e do implante homégeno no tubérculo maior do Umero. B.

28

28



Cortex 6sseo sendo removido com um osted6tomo e martelo ortopédico. C.

Colheita de  osso esponjoso  com auxilio  de uma  cureta

FIGURA 5 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Preenchimento do defeito sobre a
hemiarticulacdo atlantoaxial direita com implante homdgeno (*) e, no lado
esquerdo, preenchimento do defeito com enxerto autégeno (**). B. Esquema

representativo  dos  defeitos criados e  visualizados na @ figura

FIGURA 6 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autbgeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Broca trefina acoplada a uma perfuratriz
elétrica de baixa rotagcdo. B. Esquema representativo da Figura 5D
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acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autbgeno ou implante homogeno
conservado em glicerina a 98%. A. Tomografia computadorizada dos fragmentos
obtidos por bidpsia. B. Visdo aproximada da Figura 7A demonstrando a éarea,
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FIGURA 8 — Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Radiografia simples ventro-dorsal no pés-
operatorio imediato. Em B, verifica-se, aos 30 dias de pds-operatério, formacgéo
O0ssea moderada das regifes decorticadas na hemiarticulacdo esquerda e direita.
Em C, no lado esquerdo, formacdo éssea moderada e no direito, formacao 6ssea

com fuséo parcial. Em D, verifica-se formacdo 6ssea com fusdo parcial no lado
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esquerdo e formacdo Ossea completa no lado direito. d = lado direito do
=1 ]2 =1
FIGURA 9 — Valores médios do grau de fusdo das hemiarticulagbes atlantoaxial
esquerda (enxerto autdgeno) e direita (implante homdgeno) de caes submetidos
a artrodese com pinos de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel
associado ao 0sso esponjoso autégeno e conservado em glicerina a 98%, aos
30, 60, 90 dias de pds-operatorio e comparacao do grau de fusdo entre o enxerto
autogeno e o implante homodgeno nos diferentes periodos poés-
(o] o1=] = 110 £ [0 1S TP PRPPRPRRP
FIGURA 10 - Valores médios (unidade Hounsfield) da densidade Ossea
analisada por tomografia computadorizada dos fragmentos coletados de cées
submetidos a artrodese com pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizavel associado ao 0sso esponjoso autégeno ou homdbgeno
conservado em glicerina a 98% aos 30, 60, 90 dias de pds-operatério e
comparacdo da densidade Ossea da hemiarticulacdo esquerda (enxerto
autogeno) e direita (implante homdgeno) nos diferentes periodos pos-
(o] o1=] = 110 ] £ [0 1S TP PRPPRRRRP
FIGURA 11 — Artrodese atlantoaxial em cédes com pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associada ao enxerto autbgeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%.Nota-se nas figuras A (implante homdgeno)
(H&E. 10 X) e B (enxerto autégeno) (H&E. 20 X) presenca de trabéculas 6sseas
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1. INTRODUGAO

A instabilidade atlantoaxial (IAA) é uma afeccdo que pode resultar na
compressao da medula espinhal (BRAUND, 1994; WAGNER, 1998; MOREAU, 2000) e
consequente surgimento de deficiéncias neurologicas (THACHER, 1996). As causas
podem ser traumatica ou congénita, sendo a auséncia e a hipoplasia do processo
odontéide do axis as mais encontradas em caes (THACHER, 1996).

As ragas “toy”, especialmente Poodles, Yorkshire Terriers, Dachshund Miniatura,
Chihuahuas e Pomeranios, com menos de um ano de idade, sdo freqientemente as
mais acometidas (CHRISMAN, 1985; BRAUND, 1994; BEAVER et al., 2000; BAGLEY &
WHEELER, 2001).

A instabilidade atlantoaxial em cées pode ser tratada por meios conservadores
ou cirdrgicos. O tratamento conservador tem sido proposto para animais com sinais
clinicos minimos (GILMORE, 1984; BAGLEY, 1999) e o cirargico esta indicado para
agueles que apresentam deficiéncias neuroldgicas moderadas a graves (LeCOUTEUR
& CHILD, 1997; BAGLEY, 1999). O tratamento cirargico inclui técnicas de estabilizacdo
dorsal e ventral da articulacdo atlantoaxial (SCHULZ et al., 1997). Os objetivos destas
cirurgias sdo a reducdo da instabilidade articular e a descompressdo da medula
espinhal e das raizes nervosas (SEIM, 2002).

Dentre as técnicas empregadas, a artrodese atlantoaxial mediante aplicacéo
ventral de dois pinos de Steinmann associado a resina acrilica autopolimerizavel tem
demonstrado melhores resultados (KNIPE et al.,, 2002). Durante este procedimento,
indica-se associar esta técnica cirargica ao enxerto autdgeno de 0Sso esponjoso com a
finalidade de estimular a fusédo articular (SORJONEN & SHIRES, 1981; HERBERT et
al., 1998; DENNY & BUTTERWORTH, 2000). O enxerto 0sseo autdgeno apresenta
adequada capacidade osteogénica (ALEXANDER, 1987), promove rapida incorporagao
ao 0sso receptor e ndo possui diferenca quanto a histocompatibilidade (MARTINEZ &
WALKER, 1999). A sua retirada do leito doador, no entanto, pode trazer sérias seqielas
ao paciente como dor local, infeccdo (FRANCO et al., 2001), aumento no tempo

cirurgico e, as vezes, insuficiente quantidade de enxerto (PERMATTEI & FLO, 1997).
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Com o objetivo de evitar os inconvenientes supracitados, pode-se utilizar
implantes de osso cortical conservados em solugbes especificas como glicerina a 98%
(PINTO JUNIOR et al., 1996; CORONADO et al., 1998; DEL CARLO et al., 1999;
ZILIOTTO et al.,, 2003). Porém, ndo foram encontrados na literatura consultada,
trabalhos referentes ao uso de 0sso esponjoso conservado em glicerina a 98%,
despertando o interesse em investiga-lo na artrodese atlantoaxial em cées.

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) representa um exame auxiliar
amplamente utilizada na verificacdo da qualidade Ossea (EBBESEN et al., 1998;
CUMMINGS et al, 2002), sendo a tomografia computadorizada, o método
frequentemente empregado para determina-la em diferentes regides do corpo
(SANTIAGO & VITRAL, 2006).

Com o intuito de se criar uma alternativa no tratamento da instabilidade
atlantoaxial pretende-se utilizar o implante homdgeno de 0sso esponjoso conservado
em glicerina a 98% em cdes submetidos a artrodese atlantoaxial com pinos de
Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel e compara-lo com o enxerto autdgeno de
0SS0 esponjoso. Serdo realizadas andlises radiogréficas da articulacdo atlantoaxial,
histopatologica e da densidade éssea por tomografia computadorizada dos fragmentos

coletados por bidpsia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Instabilidade atlantoaxial

O atlas e o0 &xis sdo vértebras cuja configuracdes e articulacdes permitem
grande parte dos movimentos do pesco¢o (COOK & OLIVER, 1981). Por ser uma
articulacao rotacional, possibilita que a cabeca e o atlas girem ao redor de um eixo
longitudinal (WAGNER, 1998). A rotagdo é centrada em torno do processo
odontoide (dente) do axis, o qual se projeta rostralmente no interior do anel ésseo
formado pelo atlas (SHIRES, 1998).

O processo odontbide esta fixado ao arco ventral do atlas e separado da
medula espinhal por meio de uma lamina resistente e fibrosa, chamada de
ligamento transverso, considerado o0 mais importante estruturalmente
(LeCOUTEUR & CHILD, 1997). A extremidade cranial do dente do axis se fixa aos
condilos occipitais através dos ligamentos alares e a face ventral do forame magno
por meio do ligamento apical (SHIRES, 1996). Os arcos dorsais do atlas e do axis
sdo estabilizados pelo ligamento atlantoaxial dorsal (WAGNER, 1998). A conexao
entre o atlas e o axis é mantida por esses ligamentos (SHARP & WHEELER,
2005).

A instabilidade atlantoaxial pode resultar da agenesia, hipoplasia ou ma
formacdo do processo odontdide. Essas anormalidades congénitas resultam em
fixacdo nao funcional dos ligamentos alares, apical e transverso (SEIM, 2002). O
axis possui sete centros de ossificacao, trés dos quais afetam o tamanho, forma e
as inserc¢des do processo odontéide ao corpo do axis. A fusdo precoce, parcial ou a
ndo fusdo das placas de crescimento do processo odontdide podem levar a ma
formacdo desta estrutura (HARE, 1961). Alguns pesquisadores supfem que a
isquemia seja responséavel pela reabsorcdo pos-natal de parte ou de todo o
processo odontoide, acreditando que o desenvolvimento deficiente dos centros de

ossificacdo seja causa improvavel da sua ma formacao (COLTER, 1996).
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O processo odontdide é mais propenso a4 anomalias em animais das racas
miniaturas, devido as anormalidades ocorrentes durante a oclusédo da placa fisaria
de crescimento (OLIVER & LEWIS, 1973). As alteracBes congénitas que podem
ocasionar a IAA séo geralmente observadas em cées jovens e de ambos 0s sexos,
nos quais o tamanho e o peso da cabeca sdo desproporcionais a forca do suporte
ligamentoso (SHIRES, 1996).

Os casos clinicos de IAA geralmente resultam de uma combinacdo de
fatores congénitos e traumaticos. Um cdo com auséncia congénita de suporte para
0 processo odontéide sofre um enfraquecimento progressivo do ligamento
atlantoaxial dorsal. Um traumatismo pequeno rompera o ligamento e precipitard a
instabilidade (SHIRES, 1996; STAINKI et al., 1999). Em alguns casos, um cao com
uma anormalidade congénita pode ser normal até a idade adulta e ocorrer a
instabilidade logo apds a um trauma que seria rotineiro para um animal normal
(MOREAU, 2000).

Para WHEELER & SHARP (1999), os sinais neurolégicos sao variaveis e
refletem compressdo da medula espinhal. Os pacientes possuem geralmente
hiperestesia cervical, sendo que a flexdo ventral da cabeca freqientemente
exacerbara este sinal e podera piorar a condicdo neuroldgica (WAGNER, 1998;
SEIM, 2002). Graus variaveis de deficiéncias proprioceptivas ou motoras nos
membros pélvicos e/ou toracicos, atitude de protecdo do pescogo e tetraparesia
sao sinais clinicos que podem ser observados em cades com IAA (SHIRES, 1998).

O diagnéstico da IAA é geralmente baseado nos sinais clinicos, raga, idade,
anamnese, avaliagdo neurologica e exames radiogréficos (SHIRES, 1998). Os
exames radiogréaficos fornecem o diagnostico na maioria dos casos, sendo que o
animal deve estar sob anestesia geral para obtencdo de um posicionamento
adequado (LORIGRADOS et al., 2004). Um intervalo de 4 a 5 mm entre a lamina
do atlas e a espinha dorsal do axis € diagnostico de instabilidade atlantoaxial
(SEIM, 2002).

O tratamento conservador em gaiola, aplicacdo de atadura cervical e uso de
medicamentos antiinflamatdérios pode levar a melhora, entretanto em caes com

anormalidades congénitas, a melhora é transitoria. Ap6s a remoc¢do do colar



19

cervical e retomada das atividades normais, as deficiéncias neurolégicas podem
reaparecer (SHARP & WHEELER, 2005).

O tratamento cirdrgico da instabilidade atlantoaxial est4 indicado para
animais com episddios recidivantes de dor cervical que ndo respondem ao
tratamento conservador e, naqueles em que a angulacdo do processo odontéide
provoca compressdao medular (MOREAU, 2000). SHARP & WHEELER (2005)
citaram que a cirurgia esta indicada na maior parte dos animais que apresentam
lesbes congénitas, sendo que, mesmo 0Ss que apresentam deficiéncias
neuroldgicas graves podem ser beneficiados com este tipo de tratamento,
eliminando os sinais clinicos na maioria dos casos (COLTER, 1996). O tratamento
cirdrgico inclui técnicas de estabilizacdo por acesso dorsal, usando o ligamento
nucal (LeCOUTEUR et al., 1980), sutura ndo-metélica (CHAMBERS et al., 1977) e
fio ortopédico, e acesso ventral, que incluem fixacdo com pinos, parafusos, placas
0sseas e pinos com resina acrilica autopolimerizavel (SCHULZ et al., 1997).

As complicagbes na fixacdo ventral sG&o menos comuns do que no acesso
dorsal (SHARP & WHEELER, 2005), no entanto, tosse, paralisia laringea, dispnéia
e migracao dos pinos podem ocorrer (BEAVER et al., 2000; SANDERS, et al.,
2004). Os resultados de diversos trabalhos sugerem que a estabilizacdo da
articulacdo atlantoaxial pela abordagem ventral possa ser mais segura do que a
dorsal (THOMAS, 1991), pois possibilita a remocéo da superficie articular entre o
atlas e o axis e, juntamente com a utilizacdo de enxerto de 0SSO0 esponjoso
autdogeno (SORJONEN & SHIRES, 1981) podem acelerar o processo de fuséo
articular (SCHULZ et al., 1997).

2.2. Utilizacao de enxertos

A enxertia 0ssea € um dos assuntos mais pesquisados, pois sempre se
buscou explorar novas possibilidades de enxerto que superassem limitagbes ou

satisfizessem condi¢cdes especificas de seu emprego. Os enxertos 6sseos sao
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utilizados como adjuvantes no tratamento de fraturas, perdas e defeitos 6sseos e
na indugdo de artrodeses (WEIGEL, 1993; JOHNSON, 1995). Diversos métodos e
termos tém sido aplicados para classificar e descrever diferentes tipos e usos dos
enxertos (WEIGEL, 1993).

Quanto a origem, eles sdo denominados: autdlogos ou autégenos -
transplantados de um local para outro no mesmo animal; homogenos ou
aloenxertos - transplantados de um animal a outro da mesma espécie; heterélogos
ou xenoenxertos — transplantados entre animais de espécies diferentes
(PIERMATTEI & FLO, 1997; MARTINEZ & WALKER, 1999).

Pela estrutura morfolégica, os enxertos 6sseos podem ser divididos em:
esponjoso — formado por osso trabecular, poroso e altamente celular; cortical -
constituido de osso compacto, denso e relativamente acelular; corticoesponjoso —
composto de ambos os tipos, tais como costela ou asa do ilio (WEIGEL, 1993;
JOHNSON, 1995).

O enxerto esponjoso pode ser colhido da metéafise de qualquer osso longo,
mas, pela facilidade técnica, tem sido removido, em cées, na porcéo craniodorsal
da asa iliaca (PALMISANO & SCHRADER, 1999), iamero e tibia proximal e fémur
distal (TREVOR, 1992; JOHNSON, 1995; PIERMATTEI & FLO, 1997; SLOCUM &
SLOCUM, 1998). O local da colheita deve ser determinado pelo volume necessario
e proximidade do leito receptor (FOX, 1984).

O enxerto autdégeno €, ainda, o mais utilizado na pratica clinica devido as
suas vantagens biolégicas e capacidade osteogénica (ALEXANDER, 1987).
Porém, apresenta uma série de inconvenientes como um maior periodo de
convalescenca, morbidade e susceptibilidade a infec¢des no sitio doador (GOSAIN,
1997; DAWSON et al., 1981), além de edema (HARRISS et al., 2004) e possivel
fratura 6ssea (FERGUSON, 1996). Apenas um local de colheita de 0sso esponjoso
é suficiente para cdes de tamanho médio ou grande, porém, em caes de racas
pequenas podem ser necessarios diversos locais, limitando o volume de enxerto
colhido (SCHENA, 1983). Esses fatores levam a necessidade do desenvolvimento

de técnicas de estocagem e preservagdo de 0sso, constituindo bancos, que podem
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ser mais facilmente empregadas com o uso de o0sso proveniente de doadores
cadaveres (VOLPON & DA COSTA, 2000).

2.3. Uso de implantes e sua conservagao

Os implantes homdgenos oferecem diversas vantagens, visto que, maiores
guantidades podem ser coletadas de animais doadores e a resposta imune ao
tecido pode ser minimizada pelo congelamento profundo a -70°C (VASSEUR,
1998) ou por solucdes conservantes como a glicerina a 98% (RAISER, 2000;
OLIVEIRA, 2002; MAZZANTI et al., 2004).

Existem véarios métodos de conservacdo que visam manter a integridade
fisica do implante e da proteina osteoindutora, reduzir sua imunogenicidade e
preservar a sua esterilidade. Em um experimento DEL CARLO et al. (1999),
testaram seis diferentes métodos de preservacdo, dentre eles a glicerina 98% e
autoclavagem, glicerina 98% isolada, timerosal 1:1000, solucdo de cefalosporina a
0,5% em soro fisiolégico e posterior congelamento a -16°C, autoclavavagem e
refrigeracdo a 4°C. A autoclavagem desnaturou proteinas e interferiu na
incorporacdo apos implantacdo. A glicerina 98% néao foi efetiva na esterilizacdo do
0SS0 e alterou suas propriedades biomecanicas. A refrigeracdo e o merthiolate ndo
mantiveram o 0SS0 sem contaminantes e os enxertos falharam. O osso preservado
sob congelamento em solugéo fisiolégica e antibiético permaneceu estéril, sua
integridade fisica foi mantida e ndo falhou na implantacéo.

McANULTY (1999) determinou o efeito de varios métodos de estocagem na
viabilidade de fragmentos 6sseos esponjosos obtidos de coelhos. A estocagem em
22°C por trés horas em esponja umedecida com sangue ou solucdo salina
isotbnica permitiu viabilidade de 63,8% e 65,2%, respectivamente. O uso de
solucéo salina NaCl 0,9% fria reduziu a viabilidade para 53,6%, contudo, esta foi
significativamente melhor para fragmentos estocados em solucdes frias de

EuroCollins (71,4%) e sucrose tamponada com fosfato (70,4%). Apés reperfuséo, a
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viabilidade foi maior para fragmentos estocados em sucrose tamponada (70,2%) e
EuroCollins (72,6%) comparada com aqueles estocadas em salina fria (47,6%) ou
esponja umedecida com sangue (57,2%).

A (glicerina é uma solucdo geralmente empregada para a fixacdo e
conservacdo de materiais biolégicos. E indicado um periodo minimo de 30 dias de
conservacao para que ocorra reducdo do potencial antigénico (DALECK et al.,
1992). Diversos tecidos ja foram preservados nesse meio, incluindo musculo
(MAZZANTI et al., 2001), ossos (PINTO JUNIOR et al., 1996; CORONADO et al.,
1998; DEL CARLO et al., 1999; ZILIOTTO et al.,, 2003), membranas bioldgicas
(PIGOSSI et al., 1971; RANZANI et al., 1990; DALECK et al., 1992; COSTA NETO
et al., 1999; FARIAS, 2003), tenddes (RAISER, 2000; KRAUSPENHAR, 2002) e
implantes teno-6sseos (MAZZANTI et al., 2004), no entanto n&do foi encontrada na
literatura consultada a conservacéo de 0sso esponjoso homdgeno neste meio.

Varias caracteristicas sao atribuidas a este conservante, o que o torna um
conservante de eleicdo. A glicerina atua sobre a antigenicidade do implante
biologico (PIGOSSI et al.,, 1971), o que torna o material conservado menos
antigénico; preservando a elasticidade do mesmo e mantendo integras as
caracteristicas histologicas do tecido.

Os efeitos da glicerina sobre tendbes inoculados com bactérias gran
negativas e gran positivas, foram estudados in vitro por KRAUSPENHAR (2002),
que verificaram 100% de eficiéncia no combate a estes microorganismos, porém
foram necessarios no minimo 30 dias de conservacdo para que se obtivesse

completa esterilizagéo.

2.4. Avaliacao radiografica da fusao articular

A radiografia representa um instrumento de extrema importancia na pratica
da clinica veterinaria por fornecer informacfes dos tecidos moles e 06sseos
inacessiveis por meio de exames clinicos (CASANOVA, 2002). KAWCAK et al.
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(2000) utilizaram radiografias simples para avaliar a matriz 6ssea desmineralizada
(MOD) e o0sso esponjoso autdgeno no reparo de defeitos criados em costelas de
eqlinos e constataram que o tamanho das particulas de MOD limitou a
mineralizacdo dos defeitos. SHEEHAN & JANE (2000) testaram o enxerto de 0sso
autogeno subocciptal na artrodese atlantoaxial e utilizaram a radiografia simples
para detectar a fusdo desta articulagdo. BRANSFORD et al. (2007) ao avaliarem o
efeito do &cido zoledrbnico na fusdo espinhal em vinte e quatro coelhos, relataram
através de radiografias simples, que alguns animais apresentaram neoformacéo
0ssea que fusionava os processos transversos de L6-L7. MINAMIDE et al. (2007)
utilizaram proteinas 6sseas morfogenéticas e fator de crescimento de fibroblasto na
fusdo espinhal e, mediante andlise radiografica, verificaram a presenca de 0sso
trabecular fusionando a area intertransversa, em quatro de sete coelhos do grupo
controle que utilizavam osso autégeno.

SCHULZ et al. (1997) analisaram em caes a eficacia da aplicacdo ventral de
pinos e resina acrilica autopolimerizavel na IAA com radiografias simples. COOK et
al. (2001) investigaram a eficacia da terapia diaria com ultra-som pulsado de baixa
intensidade no aumento da taxa e qualidade da fusédo espinhal em caes através de
radiografia simples, tomografia computadorizada (TC), ressonancia magnética,
palpacdo manual e histopatologico. A TC determinou a presenca do 0SSO novo

desenvolvido e diferenciou os locais estimulados e ndo-estimulados pelo ultra-som.

2.5. Avaliacdo da densidade O0ssea por tomografia

computadorizada

A tomografia computadorizada € uma técnica radiogréfica que consiste na
aquisicdo volumétrica de imagens e que possibilita a interpretagéo tridimensional
da regido de interesse por meio de conjunto de cortes (GOULD, 1994) sendo um
método de diagnostico de alta resolu¢do em tecidos moles e duros. Utilizam-se os

raios-x, que sdo emitidos por um tubo gerador e captados por detectores em cada
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um dos 360 graus de movimentacdo, sendo as informagbes adquiridas e
analisadas por um computador (WEI et al., 2002). A diferenciacao dos tecidos e a
ndo sobreposicdo de estruturas sdo as principais vantagens (HATHCOCK &
STICKLE, 1993), entretanto, o nivel de radiacdo elevado e o alto custo fazem com
que esse nao seja 0 exame mais empregado (MILLER et al.,1999; IBANEZ, 2003).

Desde sua introdug¢do por HOUSFIELD (1973) nos anos 70, a tecnologia da
tomografia computadorizada tem feito grandes avancos, revolucionando ndo so a
pratica da radiologia diagndstica como também todo o campo da medicina
(GOULD, 1994). A medida de densidade Ossea por meio de tomografia
computadorizada, segundo técnica descrita por HOUSFIELD (1973), foi utilizada
por MOURA MACHADO et al. (2005) para avaliar a presenca de massa 6ssea
apos artrodese de coluna lombar (L5-L6) em coelhos utilizando enxerto homdgeno
associado ou ndo ao biocomposto BMP-HAP. Diversos trabalhos também
empregaram a mesma metodologia de analise utilizando a tomografia
computadorizada, como os desenvolvidos por FEIFEL et al. (1993), COCHRAN et
al. (1997), HONG et al. (1998), SICCA (2005) e BRANSFORD et al. (2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 15 cées, independente do sexo, sem racga definida,
pesando entre 8 e 12 kg, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria. Os cédes foram submetidos a avaliacdo clinica e exame neurolégico
composto pelo estado mental, locomocao, reacbes posturais, nervos cranianos,
tono muscular e reflexos espinhais segmentares. Foram realizados hemograma e
urinalise do tipo I, no laboratério de patologia clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Santa Maria, alojados em baias individuais, por um
periodo minimo de 15 dias para adaptacao ao local onde receberam alimentacao a
base de racdo e agua “ad libidum” e vermifugados com pamoato de
pirantel/praziquantel* na dose de 25mg/kg de peso corporal, repetida apés 15 dias.

O trabalho seguiu as normas de experimentacdo segundo o Comité de Etica
Experimental para o uso de animais da Universidade Federal de Santa Maria e foi

aprovado constando no Processo Administrativo numero 23081.010367/2007-69.

3.2. Avaliacéo radiogréfica da articulacéo atlantoaxial

A avaliagéo radiogréfica foi realizada 24 horas antes do procedimento cirargico,
em todos os animais, em busca de possiveis altera¢des da articulagédo atlantoaxial,
que pudessem interferir no desenvolvimento da pesquisa. Os animais foram preé-

medicados com acepromazina® (0,05mg/kg, IM) 15 minutos antes da inducdo

! pamoato de pirantel/praziquantel — Petzi Plus/Vetbrands — Jacarei-SP.
% Maleato de Acepromazina — Acepran 1%/Univet — SP.
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anestésica com tiopental sédico 2,5%° (12,0mg/kg IV). A articulacéo atlantoaxial foi
submetida a radiografias simples nas incidéncias ventro-dorsal e latero-lateral.
Decorridos os periodos de adaptacdo e ndo sendo observadas alteracdes clinicas
e radiogréficas que pudessem interferir no experimento, os cdes foram

considerados aptos para participar da pesquisa.

3.3. Distribuicdo dos animais nos grupos

Os 15 caes foram distribuidos, aleatoriamente, em trés grupos iguais de
acordo com o periodo pos-operatério (PO) denominados de:
- GRUPO | (GIl) ou 30 dias, no qual 05 animais foram submetidos ao exame
radiografico e bidpsia 6ssea 30 dias da artrodese atlantoaxial.
- GRUPO I (GII) ou 60 dias, no qual 05 animais foram submetidos ao exame
radiografico e bidpsia 6ssea 60 dias da artrodese atlantoaxial.
- GRUPO Il (GlIl) ou 90 dias, no qual 05 animais foram submetidos ao exame

radiografico e bidpsia 6ssea 90 dias da artrodese atlantoaxial.

3.4. Coleta do osso esponjoso homogeno

O osso esponjoso foi coletado da regido do tubérculo maior do iumero de
cadaveres de caninos provenientes da rotina hospitalar e enviados ao setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. Os cées doadores
foram & Obito por causas que ndo interferiam com a estrutura 6ssea do esqueleto
apendicular e ndo eram portadores de doencas neoplasicas e/ou infecto-

contagiosa. O implante foi coletado sob método higiénico, mas nédo asséptico. O

® Tiopental Sodico — Thiopentax/Cristélia — S&o0 Paulo.
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procedimento de coleta foi semelhante ao empregado para o enxerto de 0SSO
esponjoso autdgeno descrito no item 3.8, pagina 32.

Apés a coleta, o 0sso esponjoso homégeno foi colocado em uma cuba
(Figura 1A), higienizado com solucdo salina isotdnica estéril* (Figura 1B) e
conservado em frascos estéreis previamente identificados contendo glicerina a
98% PA® (Figura 1C) em temperatura ambiente, por um periodo minimo de 30 dias,

sendo a glicerina trocada decorridos dois dias de conservacao.

3.5. Método de padronizagéo do peso do implante

Foi utilizado para este procedimento um céo (pré-experimento) proveniente
do Biotério Central da UFSM. Uma vez em plano anestésico-cirdrgico e acessada a
articulacdo atlantoaxial, foi criado em cada lado (hemiarticulagdo), um defeito
medindo 10mm x 4mm x 4mm (comprimento X altura x largura), iniciando-se a uma
distancia de 3mm da extremidade lateral da articulagéo (Figuras 2A e 2B). Para
sua confeccéo, foi utilizada uma broca sulcada de 4mm de didmetro acoplada a
uma perfuratriz elétrica de baixa rotacdo. Em seguida, o implante de o0sso
esponjoso conservado em glicerina a 98% PA foi retirado do frasco e colocado em
uma cuba estéril contendo solucdo salina isotbnica, no qual permaneceu imerso
por um periodo de 10 minutos. Em seguida, com auxilio de uma seringa estéril de
20ml e uma agulha hipodérmica 25 x 8, o mesmo foi copiosamente lavado com
solucéo isotbnica estéril de cloreto de sodio a 0,9% para remocao do excesso de
glicerina. O defeito, previamente confeccionado, foi preenchido, em toda a sua
extensdo, pelo enxerto homoégeno. A quantidade obtida foi colocada em uma
balanca de precisdo cujo peso foi de 100mg. O procedimento de criacdo do defeito

nas hemiarticulacdes atlantoaxial foi empregado em todos os cées do experimento.

* Solucao Fisiolégica, JP: Av. Castelo Branco. S&o Paulo - SP.
% Glicerina Bi-destilada/ Belga - RS.
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Figura 1 - Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizdvel associada ao enxerto autdégeno ou implante homdégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Osso esponjoso em uma cuba previamente
coletado do tubérculo maior do osso Umero. B. Higienizacéo com solugédo salina
isotonica estéril. C. Osso esponjoso homégeno conservado em frascos com

glicerina a 98% em temperatura ambiente por um periodo minimo de 30 dias.

Figura 2 - Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizavel associada ao enxerto autdégeno ou implante homdgeno
conservado em glicerina a 98%. A. Defeito criado sobre as hemiarticulagdes
direita (*) e esquerda (**). (B) Esquema representativo da figura 2A.
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3.6. Pré-operatorio

Apés jejum hidrico e alimentar de 12 horas, os animais foram tranquilizados
com 0,1mg/kg de acepromazina® IV. Apés 15 minutos, foram realizadas tricotomia
das regibes cervical, proximal do umero e lombossacra. ApGs anti-sepsia com
alcool, foi puncionada a veia cefalica com auxilio de cateter 20G e administrada
solucao fisiologica na velocidade de 10ml/kg/h. Posteriormente, foi administrado
propofol” 1V, dose-efeito, até a obtencdo de sedacdo profunda. O animal foi
posicionado em decubito esternal com os membros pélvicos em extensdo cranial,
realizada anti-sepsia da regido lombossacra com alcool-iodo-alcool e administrada,
por via epidural, 0,1mg/kg de morfina®. Estabelecida a anestesia epidural, o co foi
submetido & anestesia geral com 4mg/kg de propofol IV, intubado com sonda
endotraqueal de didametro adequado e mantido sob anestesia inalatoria com
halotano® diluido em 100% de O, em circuito circular valvular. Foi realizado
antibiético profilatico com ampicilina sédica’® (30mg/kg) intravenosa, 30 minutos

antes do inicio da cirurgia.

3.7. Artrodese atlantoaxial

Uma vez o animal contido em decubito dorsal com um anteparo de apoio
sob o pescoco (Figura 3A) e feita a anti-sepsia do campo operatério com alcool-
iodo-alcool, foi realizada uma incisdo longitudinal mediana de pele e tecido

subcutaneo que se estendeu cranialmente a laringe. Apds, a fascia superficial foi

® Acepran 0,2%, Univet S.A., Sdo Paulo — SP.

" Fresofol 1%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, Campinas — SP.
® Dimorf, Cristalia Prod. Farm. Ltda, Itapira — SP.

® Tanohalo, Cristélia Prod. Farm. Ltda, Itapira — SP.

1 Ampicilina Sédica — Ampicillin/Unido Quimica — SP.
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Figura 3 - Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homdgeno
conservado em glicerina a 98%. A. Posicionamento em decubito dorsal com um
anteparo de apoio sob o pescoco para abordagem ventral a articulagao atlantoaxial.
B. Remocdo da cartilagem articular utilizando broca sulcada acoplada a uma
perfuratriz elétrica de baixa rota¢&o. C. Pinos de Steinmann cortados e dobrados
apoés introdugcdo na articulacdo atlantoaxial. D. Resina acrilica autopolimerizavel
recobrindo as extremidades dos pinos.
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incisada expondo-se 0s musculos esternoiddeos, que foram afastados para
exposicao da traquéia através de dissecacdo romba. O musculo esternotiredideo
foi mobilizado e seccionado proximo a sua insercdo na laringe com auxilio de uma
tesoura. As estruturas como artéria carotida comum, veia jugular e tronco
vagosimpatico foram protegidas por compressas umedecidas em solucdo
fisiologica estéril, deslocadas lateralmente e mantidas com afastador auto-estatico
de Gosset. A fascia profunda foi seccionada para exposicdo dos musculos longos
do pescoco. Utilizando-se um elevador de periésteo, foram rebatidos os seus
tenddes inseridos no tubérculo ventral do atlas. Os ventres musculares foram
elevados caudolateralmente desde o corpo do axis. Foi incisada a capsula articular
com bisturi e exposta a cartilagem articular com auxilio de um afastador de
Hohmann. Em seguida, foi realizada a sua remocao através de uma broca sulcada
de quatro mm de didmetro acoplada a uma perfuratriz elétrica de baixa rotacéo
(Figura 3B). Para estabilizacdo da articulacdo atlantoaxial, foram utilizados dois
pinos de Steinmann de 2,0mm de didmetro acoplado a uma parafusadeira de baixa
rotacdo. Um dos pinos foi introduzido na extremidade cranial de C2 ha 1,5 cm da
borda cranial em direcdo & C1. O mesmo procedimento de fixacdo foi realizado
com o segundo pino e no lado oposto. As extremidades dos pinos foram cortadas,
deixando uma sobra de 2,0 cm, parcialmente dobradas (Figura 3C) e recobertas
por resina acrilica autopolimerizavel*!, moldado a uma distancia de 0,3 cm caudal a
articulacédo (Figura 3D). Durante a polimerizagdo da resina, a regido foi resfriada
com solucdo salina estéril para dissipacdo do calor e diminuicdo dos danos

térmicos aos tecidos adjacentes.

11 Acrilico autopolimerizavel — Jet Acrilico Autopolimerizante: Artigos Odontolégicos Classicos LTDA, SP.
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3.8. Coleta de 0sso esponjoso autdgeno

Apés o término da polimerizacdo da resina acrilica, a regido proximal do
umero foi delimitada com panos de campo estéreis. Em seguida, foram realizadas
incisbes cranio-lateral de pele e tecido subcutaneo sobre o tubérculo maior do
umero (Figura 4A). A porcdo acromial do mduasculo deltéide foi afastada
caudalmente expondo a metéfise proximal e o osso cortical removido com
ostedétomo e martelo ortopédico (Figura 4B) para colheita do 0sso esponjoso com
auxilio de uma cureta (Figuras 4C e 4D). Apds, 100mg do enxerto foram
armazenadas em uma compressa de gaze embebida em sangue para

preenchimento do defeito previamente criado nas hemiarticulagdes atlantoaxial.

3.9. Colocacéao do implante homogeno e do enxerto autdogeno

O defeito criado na hemiarticulacdo atlantoaxial direita foi preenchido com
100mg do implante homogeno previamente hidratado e lavado com solucdo
fisiologica NaCl 0,9% e, no lado esquerdo, 100mg de enxerto autdgeno (Figuras 5A
e 5B). Em seguida, foi realizada a sintese do musculo longo do pescoco com fio
poliglactina 910 niimero 3-0 em um padréo de sutura continua simples. O mesmo
fio foi utilizado para rafia do musculo esternotire6ideo em padrdo Wolff. Os
musculos esternoiddeos e o tecido subcutaneo foram aproximados utilizando-se fio
poliglactina 910 em padréo continuo simples. A sutura de pele foi realizada com fio

mononailon™® nimero 4-0 em pontos de Wolff.

12 Vycril, Fab Ethicon: Rodovia Presidente Dutra, Km 154. Sdo José dos Campos - SP.
13 Nylon, Brasuture: Rua Vereador José Vasconcelos Reis, 642. S.S. Grama — SP.



Figura 4 - Artrodese atlantoaxial em cé@es com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homdbgeno
conservado em glicerina a 98%. A. Esquema representativo do local de coleta do
enxerto autégeno e do implante homégeno no tubérculo maior do Uumero (*). B.
Cértex 6sseo sendo removido com um oste6tomo e martelo ortopédico. C. Colheita
de osso esponjoso com auxilio de uma cureta (D).



Figura 5 - Artrodese atlantoaxial em cées com pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Preenchimento do defeito sobre a
hemiarticulacdo atlantoaxial direita com implante homégeno (*) e, no lado
esquerdo, com enxerto autégeno (**). B. Esquema representativo dos defeitos

criados na figura 5A.
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3.10. Pés-operatorio

ApOs o procedimento cirurgico e ainda com o animal em plano anestésico,
foram obtidas radiografias nas incidéncias latero-lateral e ventro-dorsal da
articulacéo atlantoaxial. Os animais foram submetidos a terapia antiinflamatoria de
cetoprofeno 10%'* (2,0mg/kg de peso corporal, IM, por trés dias) e sulfato de
morfina (0,3mg/Kg, via subcutanea, 6/6 horas, por 24 horas). Para curativo diario
da ferida cirurgica foi utilizada solucao de cloreto de sédio a 0,9% aplicada em jatos
com auxilio de seringa e agulha e limpeza por friccdo com tampé&o de gaze estéril,
para a remocdo de crostas dos bordos da ferida. Os pontos de pele foram

removidos no décimo dia apds a cirurgia.

3.11. Formas de avaliacao

3.11.1. Avaliacao radiogréfica atlantoaxial

Os exames radiogréficos foram realizados aos 30, 60 e 90 dias do
procedimento cirdrgico. Para isso os animais foram submetidos a anestesia com
propofol 1% (4,0mg/kg 1V). Utilizou-se aparelho de raios-X marca Siemens®,
poténcia 150Kv (quilovolts), 1000mA (miliamperes), tempo de 0,003 até 5s, filmes
radiogréficos de 18 x 24cm e chassi de tamanho correspondente. A articulagdo
atlantoaxial foi submetida as radiografias nas incidéncias ventro-dorsal e latero-
lateral, onde se empregou uma variacdo de 45 a 52Kv, 45 a 55 mA e 0,16

segundos, com distancia foco-filme de 90cm. Para o processo de revelacdo e

14 Cetoprofeno 10% - Ketofen/Merial — SP.
15 Gigantos Multiplanigraph®. Siemens Medical.



36

fixagdo foi utilizada processadora automatica marca BRAF*®. As radiografias foram

|17

submetidas a um processo de digitalizacdo através de camera digital™® e

armazenadas no formato JPEG representando as imagens originais.

3.11.2. Estudo das radiografias digitalizadas

As imagens digitalizadas foram projetadas em monitor de 17 polegadas e
interpretadas por um Unico avaliador que realizou duas analises das mesmas com
um intervalo de 30 dias entre elas. O radiologista desconhecia qual grupo o animal
pertencia e o lado da articulacdo que recebeu o enxerto autégeno ou o implante
homaogeno. O observador utilizou o critério descrito por COOK et al. (2004) (Tabela
1) e as interpretacdes foram registradas em fichas padronizadas (Anexo 3).
Preferencialmente, avaliaram-se as imagens no tamanho original, embora algumas

alteracbes no aumento foram permitidas, visando melhorar a definicdo da imagem.

Tabela 1 - Quantificacdo radiogréfica do grau de fusdo atlantoaxial em
cées submetidos a artrodese por pinos de Steinmann e resina
acrilica autopolimerizavel associados a enxertos autégenos ou
implantes homogenos conservado em glicerina a 98%.

Grau de Fuséao Caracteristica
0 nenhuma formagéo 6ssea das regides decorticadas
1 formacgéo 6ssea minima das regides decorticadas
2 formacédo 6ssea moderada adjacente as regides decorticadas
3 formacédo 6ssea com fusao parcial das regides decorticadas
4 formacédo 6ssea com fusdo completa das regides decorticadas

Modificado de COOK et al. (2004)

19 Bx 130®. Braff.
1 DSC-W55, 7.2 megapixels. Sony.
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3.11.3. Coleta dos fragmentos 6sseos (biopsia)

Decorridos 30 (Gl), 60 (Gll) e 90 (Glll) dias de pos-operatorio, os caes foram
encaminhados ao centro cirargico para a realizacdo da biopsia para coleta de
fragmentos 6sseos. Para isto, foram pré-medicados com maleato de acepromazina
1% (0,05mg.kg™) associado a citrato de fentanila (0,005mg.kg™), ambos por via
intramuscular. Em seguida, foram submetidos a anestesia com propofol a 1%
(5,0mg.kg™?), via intravenosa e mantidos em plano de anestesia cirlrgica pela
inalacdo de halotano em vaporizador universal, a 2,5%, vaporizado em oxigénio a
100%. O acesso cirurgico a articulacdo atlantoaxial, para realizacdo da bidpsia, foi
igual ao descrito para o procedimento de artrodese atlantoaxial (Item 3.7). Apos
exposicao da articulacdo atlantoaxial sobre os defeitos formados para a colocacéo
do enxerto autdogeno e implante homogeno, foi realizada a remocdo de um
fragmento cilindrico com auxilio de uma broca trefina’® n° 8 acoplada a uma
perfuratriz elétrica de baixa rotagdo (Figura 6A). Os fragmentos foram coletados a
uma distancia de 0,5 cm da face lateral de cada hemiarticulagéo (Figuras 6B, 6C e
6D) e imediatamente cranial a resina acrilica autopolimerizavel. A profundidade do
fragmento coletado foi delimitada por uma marcacdo na trefina correspondente a
5mm. Este fragmento foi imediatamente higienizado com solucdo de cloreto de
sédio a 0,9% e em seguida preservado em solu¢cdo de formaldeido tamponado a
10%"°.

18 Bicon Brasil. Sao Paulo-SP.
% Fonte Medicina Diagnéstica. Niter6i-RJ.



Figura 6 - Artrodese atlantoaxial em cdes com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autdgeno ou implante homdogeno
conservado em glicerina a 98%. A. Broca trefina acoplada a uma perfuratriz
elétrica de baixa rotagdo. B. Esquema representativo da Figura 5D
demonstrando a disposi¢édo dos locais de bidpsia (X) coletado a uma distancia
de 0,5 cm da face lateral de cada hemiarticulacdo atlantoaxial imediatamente
cranial a resina acrilica autopolimerizavel. C. Fragmento 6sseo removido com
uma pinca anatdmica. D. Aspecto final das hemiarticulacBes atlantoaxial apés a

coleta dos fragmentos Gsseos.
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3.11.4. Avaliacdo da densidade o6ssea dos fragmentos por

tomografia computadorizada

Apés a coleta e higienizagdo dos fragmentos 6sseos com solugéo salina, 0s
mesmos foram mantidos em solucdo de formaldeido tamponado a 10% para
fixacdo por um periodo minimo de 72h. Cada amostra, ainda no interior do frasco
com solucao de formaldeido, foi submetida a analise da densidade 6ssea por meio
de tomografia computadorizada (Figuras 7A e 7B). O aparelho utilizando foi modelo
helicoidal Siemens®, seguindo os seguintes parametros: 16,2 cm DFOV, 130 Ky,
80mA, 1mm gap, 1mm slice e filtro para osso. Cada fragmento foi submetido a trés
cortes, com intervalo de 1mm entre eles. Em cada corte foi obtida uma medida da
densidade, segundo a técnica radiol6gica de HOUNSFIELD (1973). Os valores dos
trés cortes foram anotados em fichas padronizadas (Anexo 2) e a média entre eles
utilizada apara andlise estatistica. A classificacdo da densidade 6ssea em unidade
de Hounsfield (UH) adotada neste estudo foi a seguinte: 1600 (osso cortical), 800
(densidade 6ssea excelente); 600 (densidade 6ssea discreta); 200 (densidade

O0ssea minima).

% somatom Emotion Single Slice. Siemens.
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Figura 7 - Artrodese atlantoaxial em caes com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homdégeno
conservado em glicerina a 98%. A. Tomografia computadorizada dos
fragmentos obtidos por bidpsia. B. Visdo aproximada da Figura 7A
demonstrando a area, média e desvio padrdao da densidade Ossea do
fragmento.
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3.11.5. Avaliacao histopatoldgica

ApOs avaliacdo da densidade Ossea, os fragmentos foram submetidos a
descalcificacdo com solucdo de &cido nitrico a 5%2* , processados e corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina. Os cortes histologicos foram examinados em um
microscépio binocular Olympus?.

Na andlise microscopica avaliou-se a ocorréncia dos seguintes eventos:
atividade osteoclastica; reabsorcdo éssea; areas de diferenciacdo cartilaginosa;

neoformacao 0ssea e presenca de vasos sanguineos.

3.11.6. Analise estatistica

Para andlise estatistica da densidade Ossea por tomografia
computadorizada e estudo do grau de fusdo articular através das imagens
radiograficas digitalizadas aplicou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida de teste de comparacfes multiplas de Duncan. Todos os resultados foram
indicados pela média + do Erro Padrdo da Média (EPM).

Foi realizado o teste Kappa (FLEISS, 1973) para comparar a capacidade de
concordancia entre as duas avaliagdes das imagens radiograficas. Os valores
obtidos foram classificados de acordo com a seguinte escala (0-0,20) pobre; (0,21-
040) regqular; (0,41-0,60) moderado; (0,61-0,80) bom; (0,81-1,0) muito bom
(LANDIS & KOCH, 1977).

2 Quimitec Produtos Quimicos Ltda. Duque de Caxias-RJ.
22 BX50. Olympus Optical Corporation, Ltd.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros trés cdes deste estudo foram excluidos devido a migracéo
cranial e dorsal de um dos pinos de Steinmann semelhante aos resultados
encontrados por SANDERS et al. (2004) quando utilizaram o mesmo procedimento
cirurgico. BEAVER et al. (2000) verificaram em 20% dos caes (n=8) e atribuiram
esta complicacdo pela auséncia da resina acrilica autopolimerizavel. Neste estudo,
no entanto, o deslocamento dos pinos ocorreu provavelmente pela falta de
dobradura de suas extremidades. A partir dai, este procedimento foi incluido na
técnica de artrodese atlantoaxial realizada em todos os caes do experimento.

A artrodese atlantoaxial com pinos de Steinmann e resina acrilica
autopolimerizavel, conforme técnica recomendada por SHIRES (1998) para
tratamento da instabilidade atlantoaxial foi eficiente e permitiu a estabilizacdo da
articulacdo em todos os animais sem o aparecimento de complicacbes poés-
operatéria. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos realizados por
SCHULZ et al. (1997) e KNIPE et al. (2002) que avaliaram a utilizagdo de
diferentes métodos cirdrgicos e constataram que este método é efetivo no
tratamento da IAA congénita e traumatica.

Neste experimento, a utilizacdo de cades com peso inferior a 12 quilos foi
baseada no trabalho desenvolvido por BEAVER et al. (2000) ao notarem que a
instabilidade atlantoaxial afeta principalmente caes de racas de pequeno porte. Por
outro lado, SHIRES (1996) citou que esta afeccdo pode ocorrer em caes de
qualquer raca, idade ou sexo, embora MOREAU (2000) constatou ocasionalmente
em cées de racas de grande porte.

Em um dos cées desta pesquisa, foi observada fratura incompleta da epifise
proximal do Umero que ocorreu provavelmente durante a coleta do 0sso esponjoso
autogeno, situacdo também verificada por JOHNSON (1991) e DENNY &
BUTTERWORTH (2000). Para FERGUSON (1996) a causa destas fraturas pode
estar associada ao direcionamento e posicionamento efetuado pela cureta durante

a colheita no tubérculo maior do umero.
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Todos os cées apresentaram claudicacdo do membro toracico direito no
pods-operatoério (PO) imediato, mas que regrediu entre o segundo e terceiro dia de
PO. Este sinal clinico provavelmente apareceu pela manipulagcéo dos tecidos moles
e do osso causado pelo procedimento cirdrgico. HARRISS et al. (2004)
encontraram esta alteracdo em equinos submetidos a coleta de 0Sso esponjoso ha
regido proximal do umero, desaparecendo em torno de 24 horas. DAWSON et al.
(1981) avaliaram pacientes humanos submetidos a retirada de enxerto autdégeno
esponjoso do 0sso iliaco e constataram dor ou desconforto no local doador do
enxerto apO0s a cirurgia. Estes sinais podem ser evitados com o emprego de
implantes conservados, o que também justifica a realizacdo desta pesquisa.

Em cinco cées deste experimento foi encontrado edema na face ventral do
pescoco ao redor da incisdo cirdrgica, mas que regrediu no sétimo dia de PO. Isto
provavelmente ocorreu pela excessiva manipulacdo dos tecidos e da localizac&o
cirtrgica que favorecem o acumulo de liquidos no espaco intersticial.

O enxerto autégeno € o método mais utilizado na prética cirtrgica, conforme
descreveu ALEXANDER (1987). Porém, apresenta uma série de inconvenientes
como maior periodo de convalescenca e susceptibilidade as infec¢cdes no sitio
doador (GOSAIN, 1997; DAWSON et al., 1981), edema HARRISS et al. (2004) e
fratura do local de coleta (FERGUSON, 1996), fato verificado em um cédo deste
experimento. Por outro lado, VASSEUR (1998) afirmou que a coleta em cadaveres
permite a obtencdo de maior quantidade de tecido, além de diminuir o tempo
cirurgico, vantagens que foram observadas durante a realizagdo deste estudo.

O implante homégeno foi conservado em glicerina a 98% por um periodo
minimo de 30 dias, conforme recomendado por DALECK et al. (1992). A glicerina
foi substituida nos dois primeiros dias de conservacgao devido a liquefacdo do meio.
PINTO JUNIOR et al. (1996) atribuiram este achado ao efeito desidratante da
glicerina sobre o implante tornando a solu¢cdo menos concentrada.

O implante permaneceu por um periodo de 10 minutos em solugédo salina
isotbnica para a reidratacdo e remoc¢éo do excesso do conservante. Esta duragéo
também foi utilizada por CAVASSANI et al. (2001), ao contrario, dos estudos
realizados por MAZZANTI et al. (2004) e SALBEGO (2006) que necessitaram de
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24 horas para reidratagdo com intuito de resgatar a maleabilidade e facilitar a
implantacdo no leito receptor.

Embora os trabalhos de PIGOSSI et al. (1971) e de CORONADO et al.
(1998) demonstraram que a glicerina ndo atuava sobre esporos e virus, a
reidratacdo do implante foi somente com solucéo salina, ao contrario do protocolo
utilizado por RAISER (2000) e MAZZANTI (2002) que adicionaram iodo-povidine a
10% a esta solugdo. A presséo durante a lavagem copiosa do implante por solucéo
salina com auxilio de uma seringa acoplada a uma agulha hipodérmica 25x8
provavelmente contribuiu para a ndo ocorréncia de infeccdo no leito receptor. Por
outro lado, DEL CARLO et al. (1999) testaram seis diferentes métodos de
preservacao de aloimplante cortical e notaram que a glicerina a 98% nao foi efetiva
na esterilizacdo do 0sso e alterou suas propriedades biomecanicas. Neste estudo,
no entanto, a conformacgédo estrutural trabeculada e menos densa do 0sso
esponjoso provavelmente tenha contribuido para uma atuacao efetiva da glicerina.
Além disto, ndo foram notados sinais clinicos de rejei¢cdo do implante, corroborando
com os achados de SALBEGO (2006).

A criacdo dos defeitos nas hemiarticulacbes atlantoaxial possibilitou uma
adequada acomodacdo no leito receptor do implante homégeno e do enxerto
autdgeno. Ja DENNY (1985), ALEXANDER (1987), e JOHNSON (1991)
recomendaram a manutencdo do implante em seu local apenas pela pressdo dos
tecidos moles circundantes.

A padronizacdo do peso do implante e do enxerto em 100mg foi importante
para o estudo comparativo. Esta quantidade foi definida apds o preenchimento dos
defeitos criados em cada hemiarticulacdo. DeVRIES et al. (1996) afirmaram que
um preenchimento excessivo ndo aumenta o potencial osteogénico e, se 0
preenchimento for parcial, pode ocorrer retardo na fusdo éssea. Desta forma,
concluiram que se deve empregar um volume suficiente para preencher o defeito e,
assim, obter o maximo efeito osteogénico do osso transplantado.

Neste experimento, optou-se pelo estudo quantitativo (Tabela 1) das
radiografias simples, com base na tabela modificada de COOK et al. (2004). ROSA

GAMA (2002) realizou artrodese atlantoaxial em cées tratados por ultra-som de
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baixa intensidade e concluiu, através deste método de analise, que o grau médio
de consolidacdo das artrodeses tratadas foi 50% maior do que as nao-tratadas.
Avaliacbes radiograficas também foram utilizadas por RIZZO et al. (2005) que
avaliaram a matriz 6ssea homologa desmineralizada (MOD), associada a medula
0ssea autdgena fresca na artrodese vertebral dorsolateral lombar em coelhos. O
uso da radiografia simples para avaliar fusdo 6ssea também foi utilizado por
CHRISTENSEN et al. (1999), SHEEHAN & JANE (2000), CHENG et al. (2002),
CHISA et al. (2003), BRANSFORD et al. (2007), e MINAMIDE et al. (2007).

A classificagdo quanto ao grau de fuséo articular realizada pelo observador
foi mediante analise das imagens radiograficas digitalizadas e sua projecao em um
monitor. A opcdo em utilizar este método foi com base no estudo feito
ATTAELMANAN et al. (2000) que afirmaram inimeras vantagens da radiografia
digital sobre o filme convencional, como a capacidade de melhorar a qualidade da
imagem, através de tratamentos graficos, aumentar areas especificas ("zoom") e
facilitar o armazenamento em disquetes ou CDs.

A andlise radiogréfica (Anexo 1) da articulagdo atlantoaxial demonstrou, aos
30 dias de PO, formacdo 6ssea em ambas hemiarticulacdes atlantoaxiais. Em
média, pode-se perceber que o grau de fusdo das hemiarticulagdes foi semelhante
entre o enxerto autdégeno e implante homégeno, com tendéncia a formacao 6ssea
moderada nas regides decorticadas (Figuras 8B e 9). J& aos 60 dias de PO, houve
uma tendéncia a formagcdo O0ssea com grau de fusédo parcial no lado autdogeno
(esquerdo), demonstrando provavelmente uma cicatrizagdo 6ssea mais acelerada
gue o implante homdgeno neste periodo (Figuras 8C e 9). Aos 90 dias, no entanto,
a tendéncia foi para uma formacdo O6ssea com grau de fusdo parcial no lado
homdgeno (direito) (Figuras 8D e 9) discordando dos achados de STEVENSON
(1990) ao afirmar que o enxerto autdgeno de 0sso esponjoso promove fuséo dssea
superior a qualquer outro tipo de aloimplante. Mesmo havendo uma variagcdo no
grau de fusdo entre o enxerto autégeno e implante homogeno, nos diferentes
tempos pos-operatérios, ndo houve diferenca estatistica entre eles. No teste de

concordancia Kappa para comparagao intraexaminador foram observadas aos 30,
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Figura 8 - Artrodese atlantoaxial em caes com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autdégeno ou implante homdgeno
conservado em glicerina a 98%. A. Radiografia simples ventro-dorsal no pos-
operatorio imediato. Em B, verifica-se, aos 30 dias de pds-operatorio, formacao
O0ssea moderada das regifes decorticadas na hemiarticulagdo esquerda e direita.
Em C, no lado esquerdo, formacédo éssea moderada e no direito, formacao 6ssea
com fusédo parcial. Em D, verifica-se formacao éssea com fusdo parcial no lado
esquerdo e formagdo 6ssea completa no lado direito. d = lado direito do animal.
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Figura 9 - Valores médios do grau de fusdo das hemiarticulagdes atlantoaxial esquerda (enxerto autdégeno) e direita (implante
homégeno) de cdes submetidos a artrodese com pinos de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel
associado ao 0sso esponjoso autdgeno e conservado em glicerina a 98%, aos 30, 60, 90 dias de pés-operatério
e comparacao do grau de fusdo entre o enxerto autégeno e o implante homogeno nos diferentes periodos pos-

operatérios.
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60 e 90 dias de PO uma concordéancia boa (0,78) entre a primeira e a segunda
leitura para o enxerto autdgeno e regular (0,37) para o implante homégeno.

A andlise por tomografia computadorizada (TC) aos 30 e 60 dias de PO
revelou, em média, maior densidade Ossea nos fragmentos coletados da
hemiarticulacdo atlantoaxial direita (749 UH aos 30 dias e 750,2 UH aos 60 dias),
quando comparado com a do lado esquerdo (674 UH aos 30 dias e 692 UH aos 60
dias), onde os valores obtidos caracterizaram uma densidade 6ssea que variou de
discreta a excelente (Anexo 2). SICCA (2005) ao utilizar enxerto 6sseo autdégeno
no seio maxilar de coelhos verificou que a densidade éssea se encontrava
moderada e diminuida na quarta e oitava semana de pds-operatorio,
respectivamente, atribuindo esse resultado ao processo de remodelacdo dssea.
Aos 90 dias de PO, a média dos valores revelou uma densidade 0ssea excelente
(862,8 UH) no lado autdégeno e préximo de excelente (776,4 UH) no homogeno,
demonstrando, possivelmente, que o processo de cicatrizacdo 6ssea continuava
em evidéncia neste periodo pds-operatorio em ambos os lados. Apesar da variacdo
da densidade Ossea dos fragmentos coletados, ndo foi encontrada diferenca
significativa do lado autégeno e homogeno em todos os periodos pds-operatorios

estudados (Figura 10).
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Figura 10 - Valores médios (unidade Hounsfield) da densidade dssea analisada por tomografia computadorizada dos

fragmentos coletados de cédes submetidos a artrodese com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associado ao 0sso esponjoso autdgeno ou homégeno conservado em glicerina a 98%

aos 30, 60, 90 dias de pés-operatério e comparacdo da densidade dssea da hemiarticulacdo esquerda

(enxerto autégeno) e direita (implante homdgeno) nos diferentes periodos pés-operatorios.
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A andlise histolégica revelou aos 30 dias de PO, presenca de areas de
reabsorcdo Ossea, caracterizada pela desintegracdo de trabéculas ésseas com
atividade osteoclastica e formacdo de o0sso novo contigua as areas de
diferenciacdo cartilaginosa. Vasos sanguineos estavam presentes proximos as
areas de desintegracdo, ndo havendo diferenca histoldégica entre o enxerto e 0
implante. COOK et al. (2001) utilizaram enxerto de 0sso esponjoso autdégeno na
fusdo espinhal em cdes e observaram, na sexta semana apos o procedimento
cirurgico, evidéncias de fuséo histologica definida como nova formacgéo Ossea e
remodelagdo do enxerto. Aos 60 dias de PO, dois animais apresentaram areas de
transicdo do tecido cartilaginoso para o tecido 6sseo neoformado com poucas
areas de reabsorcdo Ossea de trabéculas do implante. Aos 90 dias de PO, foi
observada, nos fragmentos 0Osseos coletados das hemiarticulacbes direita e
esquerda de quatro animais, presenca de trabéculas 6sseas maduras neoformadas
e poucas areas de cartilagem hialina (Figura 11). J& TREVOR et al. (1992) ao
empregarem 0SS0 esponjoso autégeno de cées detectaram, aos 112 dias de PO,
formacao Ossea cortical. De forma geral, as caracteristicas histolégicas da area de
fusdo da articulacdo atlantoaxial foram similares aos 30, 60 e 90 dias de péds-
operatério, tanto para o enxerto autdgeno quanto para o implante homégeno,

predominando, aos 90 dias, as caracteristicas de um tecido maduro e organizado.
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Figura 11 - Artrodese atlantoaxial em caes com pinos de Steinmann e resina acrilica

autopolimerizavel associada ao enxerto autégeno ou implante homdgeno
conservado em glicerina a 98%.Nota-se nas figuras A (implante homdégeno)

(H&E. 10 X) e B (enxerto autégeno) (H&E. 20 X) presenca de trabéculas 6sseas
maduras neoformadas T.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente experimento, pode-se
concluir que:

1 - O uso do implante homdgeno conservado em glicerina a 98% em caes
submetidos a artrodese atlantoaxial com pinos e resina acrilica autopolimerizavel é
um método alternativo viavel para tratamento de instabilidade atlantoaxial.

2 — Através da andlise radiografica, da densidade 6ssea por tomografia
computadorizada e do estudo histopatologico, verifica-se que ndo existe diferenca
quanto ao grau de fuséo articular e formacgéo 6ssea quando a técnica de artrodese
atlantoaxial foi associada ao enxerto autégeno ou implante homogeno conservado

em glicerina a 98%.
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7. ANEXOS

Anexo 1 - Pontuacdo dada pelo observador as radiografias simples das
articulagcbes atlantoaxial de cdes submetidos a artrodeses com
pinos de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel
associado ao 0SsO esponjoso autdogeno e conservado em
glicerina a 98%, aos 30 (Gl), 60 (Gll) e 90 G (lll) dias de pOs-

autogeno homaoégeno
12 leitura 23eitura 12 leitura 23eitura

cao 1l 3 3 2 2

cao 2 2 2 2 2

Grupo | cao 3 2 2 3 3
cao 4 1 1 1 3

cao 5 2 2 2 1

cao 6 4 4 1 2

cao 7 3 3 2 2

Grupo |l cao 8 3 3 2 3
cao 9 2 3 2 3

cao 10 2 2 3 3

cao 11 3 3 3 3

cao 12 3 2 3 2

Grupo Il céo 13 2 2 2 2
cao 14 2 2 3 3

cao 15 3 3 4 4




Anexo 2 — Valores da densidade Ossea de fragmentos obtidos de cdes submetidos a
artrodeses com pinos de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel associado ao
0SSO esponjoso autdgeno e 0SSO esponjoso conservado em glicerina a 98%, aos 30
(GI), 60 (GlI) e 90 G(ll) dias de pbs-operatorio.

autogeno homogeno
cdo 1l 650 705 670 762 752 763
cao 2 804 514 614 845 787 789
Grupo | |cao3 632 545 551 803 898 828
cao 4 594 714 670 656 733 598
cdo 5 795 839 823 588 721 722
cdo 6 573 498 456 682 626 857
cao 7 711 783 768 595 899 825
Grupo Il |cao 8 709 724 614 626 827 747
cao 9 443 775 504 644 677 692
cao 10 986 893 950 835 883 843
cao 11 937 876 778 760 870 832
cdo 12 936 825 782 664 813 787
Grupo lll |céo 13 992 625 639 823 737 791
cao 14 883 983 941 596 644 709
cao 15 910 941 902 860 841 928
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Anexo 3 - Ficha padrdo para analise quantitativa e pelo método cego de

radiografias digitalizadas de caes submetidos a artrodeses com pinos
de Steinmann e resina acrilica autopolimerizavel associado ao 0sso
esponjoso autdgeno e 0sSso esponjoso conservado em glicerina a
98%.

Q)
o

Grau de fusao articular atribuida as radiografias
Lado Direito (pontos) Lado Esquerdo (pontos)

il =
SRR IEB|o|o|Nlo|o| b~ w|N |- ar




