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Artigo Original

Resumo

Objetivo: Desenvolver um modelo experimental que permita es-
tudar a regeneração de grandes falhas ósseas em condições de 
infecção. Método: Falhas ósseas segmentares de 15mm foram 
criadas cirurgicamente na ulna de 12 coelhos e inoculadas com 
5x108 unidades formadoras de colônia (UFC) de S. aureus. O des-
bridamento da infecção foi realizado duas semanas após, seguida 
da aplicação sistêmica de gentamicina por quatro semanas. Os 
animais foram acompanhados por um período de 12 semanas 
para avaliação do controle da infecção e da regeneração óssea. 
Resultados: A regeneração espontânea foi inferior a 25% do defeito 
na avaliação radiográfica e histológica. Conclusão: A falha óssea 
infectada de 15mm na ulna de coelhos é incapaz de alcançar 
a regeneração completa sem tratamentos adicionais. Nível de 
Evidência V, Estudo experimental.

Descritores: Doenças ósseas infecciosas. Regeneração óssea.
Coelho.

Abstract

Objective: Develop a model that allowed the study of bone re-
generation in infection conditions. Method: A 15 mm defect was 
surgically created in the rabbit ulna and inoculated with 5x108 
colony-forming units (CFU) of S. aureus. Surgical debridement 
was performed two weeks after and systemic gentamicin was 
administered for four weeks. Animals were followed up to 12 
weeks to evaluate infection control and bone regeneration. 
Result: Bone regeneration was inferior to 25% of the defect 
in radiological and histological analysis. Conclusion: Infected 
bone defect of 15 mm in the rabbit ulna was unable to achieve 
full regeneration without further treatment. Level of Evidence V, 
Experimental Study.

Keywords: Bone diseases, infectious. Bone regeneration. 
Rabbits.

Introdução

A perda de grandes segmentos ósseos permanece como um 
dos mais desafiadores problemas na cirurgia ortopédica,1,2 sendo 
frequente sua associação à infecção.2-5 Modelos experimentais 
são uteis para avaliar a eficácia de novos tratamentos, e devem 
ser reprodutíveis, bem controlados e proporcionar a aplicação de 
métodos padronizados de análise.6

Evans, Nelson e Harrison7 descreveram um método para criar 
infecção experimental no antebraço de coelhos, que se tornou um 
dos mais importantes para o estudo da osteomielite. Entretanto, 
neste modelo a infecção provoca alterações na arquitetura óssea 
como osteólise, sequestro, esclerose e alargamento da diáfise7,8 
que o tornam inadequado para analisar a regeneração. O objetivo 
deste estudo foi desenvolver um modelo de falha óssea infectada 
que permita avaliar adequadamente a regeneração óssea.

Material e Métodos

Inóculo de Staphylococus aureus

Amostras da cepa selecionada foram semeada em ágar-sangue 
e colocadas na estufa à temperatura de 35ºC por 24 horas. Após 
este período o material foi diluído em salina estéril até alcançar 
a turbidância correspondente a 1010 UFC/ml. Uma amostra da 
solução foi então diluída até 104 e lida na Câmara de Neubauer 
(Herka intercolor), confirmando a concentração, e semeada em 
ágar-cled para testar a viabilidade do inoculo.

Modelo experimental

O estudo foi aprovado pela comissão de ética em experimentação 
animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Univer-
sidade de São Paulo e doze coelhas pesando entre 2,5 e 3,5kg 
foram utilizadas. Anestesia foi realizada com cloridrato de cetamina 
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(40mg/Kg) e xylazina (8mg/Kg) por via intramuscular, seguida da 
infusão venosa continua de ketamina 1%. A ulna direita foi exposta 
cirurgicamente e um segmento ósseo de 15mm do terço distal,  
sem periósteo, foi ressecado utilizando uma serra óssea.
Em seguida o segmento foi recolocado na falha e 0,05 cc do 
inoculo (5x108 UFC) foi introduzido no canal medular com uma 
seringa de 0,3 cc. Periósteo e pele foram fechados com sutura e 
analgesia com cetoprofeno (2/mg/Kg IM) foi realizada durante três 
dias após cada procedimento cirúrgico.
Duas semanas depois foi realizado o desbridamento da ferida, 
sendo o fragmento ósseo coletado para cultura, todos os tecidos 
necróticos removidos e a ferida limpa com 40ml de S.F. 0,9%. Dois 
animais sofreram eutanásia logo após o desbridamento, e os de-
mais receberam gentamicina 6mg/Kg/dia IM por quatro semanas. 
O fragmento ósseo coletado no desbridamento foi cultivado em 
ágar-sangue e testado para sensibilidade antimicrobiana (Walka-
way-96, Baxter Diagnostics Inc.).
Administração de fluorocromos foi realizada em dois animais, ali-
zarina (10mg/Kg) quatro semanas após o desbridamento, calceína 
(10mg/Kg) com oito semanas e oxitetraciclina (10mg/Kg) 48 horas 
antes da eutanásia.
Radiografias foram realizadas após o desbridamento e com 4 e 8 
semanas. Os animais sofreram eutanásia após 12 semanas com 
tiopental sódico (50mg/Kg/IV) e a peça foi submetida a radiografia 
com filme de alta resolução (Kodak Insight®).

Análise radiográfica e histológica

A infecção foi avaliada radiograficamente de acordo com o grau de 
destruição da arquitetura óssea e do periósteo9 e a regeneração com 
base no tamanho do defeito ósseo e no percentual de preenchimento 
da falha.
Para histologia a região da falha óssea foi descalcificada com ácido 
nítrico 7,5%, embebida em parafina e seccionada longitudinalmente. 
A coloração foi feita com hematoxilina-eosina e Gram.10,11 As amos-
tras com fluorocromos foram submetidas a desidratação em grada-
ções crescentes de álcool seguida da inclusão em resina de acrílico. 
Os cortes foram corados com uma mistura de azul de metileno, Azul 
II e pararosanilin ou mantidas sem coloração para a fluorescência.12 
A analise histológica utilizou a escala descrita por Ambrose et al.11

Estatística

Foi utilizado o software SPSS 15.0 para análise dos dados com 
nível de significância de p = 0,05.

Resultados

Onze feridas (92%) tinham sinais clínicos de infecção no momento 
do desbridamento. O tamanho médio da falha óssea medida no 
intra-operatório, aumentou de 15mm antes do inóculo para 16 mm 
após o desbridamento (p = 0,01). Dois animais morreram durante 
o acompanhamento de causas não relacionadas ao estudo. Após 
12 semanas todas as feridas estavam cicatrizadas e sem sinais de 
infecção. S. aureus foi o único agente isolado nas amostras ana-
lisadas. Nas radiografias iniciais foi observada reação periosteal 
nas margens da falha óssea em 58% dos animais, considerada 
como secundária à manipulação cirúrgica e não a infecção. Ao 
final do estudo não foram observadas alterações radiográficas 
relacionadas a infecção. O comprimento médio do defeito ósseo 
diminuiu de 16mm após o desbridamento para 11mm no fim do 
seguimento. Em apenas um quarto das falhas ósseas ocorreu 
união (definida como regeneração óssea superior a 25% do de-
feito). O percentual médio de preenchimento da falha passou de 
3% na quarta semana após o desbridamento para 6% após 12 
semanas. (Figura 1) Não foi observada presença de bactérias no 
controle histológico, porem foram identificados sinais de  inflama-
ção intraóssea conforme Tabela 1. Após 12 semanas o percentual 

Figura 1. (A) –  Ferida antes do desbridamento. (B) – Falha óssea após desbridamento. (C) – Ferida com 12 semanas (D) – Regeneração incompleta da 
falha óssea com 12 semanas.

Tabela 1. Resultados da análise histológica.

Escala de graduação histológica

Categorias Desbridamento 12 semanas

Presença de bactérias intraósseas

Sim 100% 0

Não 0 100%

Inflamação intraóssea

Grave 100% 50%

Moderada 25%

Leve 25%

Nenhuma 0

Neoformação óssea

Mínima < 25% 100% 38%

Leve 25-50% 38%

Moderada 50-75% 24%

Total 75-100% 0
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de preenchimento da falha foi inferior a 25%, sendo a maior parte 
do regenerado proveniente do periósteo da membrana interóssea. 
A fluorescência mostrou que a deposição óssea ocorreu predomi-
nantemente durante as primeiras quatro semanas, sendo mínima 
com 12 semanas. (Figura 2) 
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Figura 2. (A) – Secção longitudinal mostrando falha óssea não preenchida 
e deposição predominantemente pela borda radial (azul metileno, azul II, 
pararosanilin) óssea 2,5x. (B) – Regeneração óssea na 4a semana (alizarina) 
2,5 x. (C) - Regeneração óssea na 12a (oxitetraciclina) 2,5 x.

Discussão

O defeito ósseo segmentar na ulna de coelho é um modelo bem 
estabelecido no estudo da regeneração óssea.13-19 Inóculos va-
riando entre 105-108 em um segmento de osso desvitalizado 
produzem taxas de infecção superiores a 90%, com o tempo 
para o desbridamento variando de duas a quatro semanas.7,8,11 
Períodos mais longos estão associados a intensa destruição 
da arquitetura óssea e reação periosteal desorganizada, com 
a infecção se estendendo pelo osso,7,8,11,20,21 tornando difícil a 
avaliação radiográfica e histológica da regeneração.
Neste estudo foi obtida infecção em 100% dos animais sem 
destruição importante da arquitetura óssea após duas semanas. 
Com o desbridamento ocorreu um aumento da falha óssea e 
quatro semanas de antibióticos sistêmicos foram suficientes 
para controlar a infecção, não havendo qualquer sinal de reci-
diva durante o seguimento. Após 12 semanas a regeneração 
óssea da falha foi inferior a 25% tanto na avaliação radiológica 
quanto na histológica.

Conclusão

Uma falha ossea infectada de 15 milímetros na ulna de coelhos 
pode ser considerada como  uma “falha crítica”, uma vez que a 
regeneração espontânea não é alcançada. Este modelo se mos-
trou previsível e bem controlado, sendo adequado para o estudo 
da regeneração óssea sob condições de infecção.
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