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Resumo

A utilizacdo de enxertos 6sseos vem aumentando bastante em pequenos animais, entretanto,
em aves esta utilizacdo é menor devido a dificuldade de conseguir autoenxerto em
quantidades adequadas. Sendo assim, o objetivo do projeto foi avaliar trés tipos de enxertos
em aves. Foram utilizadas 30 galinhas separadas em trés grupos: grupo aloenxerto
congelado em ultrafreezer (GUF) por duas semanas; grupo aloenxerto congelado em
nitrogénio liquido (GNL) e grupo enxerto sintético de hidroxiapatita deficiente em calcio
(GHA). Os enxertos foram aplicados em defeito 6sseo de aproximadamente 20mm na ulna
das aves e fixados ao leito receptor com uma placa e quatro parafusos blogueados. Os
animais foram acompanhados por meio de avaliacdo clinica, radiografica, histoldgica e
biomecanica. A consolidacdo radiografica ocorreu em 90% nos animais do GNL, 70% nos
do GUF e 60% nos do GHA, com média de 47,14+13,50 dias no GUF, 61,67+21,79 dias no
GNL e aos 70+18,17 dias no GHA, havendo diferencga significativa entre 0 GUF e GHA.
Histologicamente os enxertos do GUF apresentavam-se em processo de consolidagcdo mais
avancada, com remodelacdo 6ssea e a presenca de osteoclastos. Na avaliacdo clinica todas
as ulnas operadas tinham estabilidade, sem sinal de inflamacao/contaminacéo, articulagdes
preservadas, sem dor e sem desvios angulares graves na asa. Na analise biomecanica houve
diferenca significativa (p<0,05) entre 0 GNL e o GHA na resisténcia, ja na avaliagdo de
flexdo maxima, observou-se diferenca estatistica entre 0 GHA e o GNL e entre 0 GHA e 0
GUF. Sendo assim, é possivel concluir que os trés enxertos testados podem ser utilizados
em defeitos dsseos em aves, mas o melhor deles foi o GNL por apresentar mais vantagens
na preparagédo, confeccdo, aplicacdo dos enxertos e resisténcia biomecanica, com maior

taxa de consolidacao dssea.

Palavras-chave: biomecanica, nitrogénio liquido, placa blogueada, consolidacdo 0ssea,

aves.



Abstract

The use of bone grafts is increasing considerably in small animals, however, in poultry this
use is less due to the difficulty of obtaining autograft in adequate quantities. Therefore, the
objective of the project was to test three types of grafts, evaluating their best results over a
period of 90 days. For this purpose, 30 chickens were divided into three groups: frozen
ultra freezer allograft group (UFG) for two weeks; allograft frozen in liquid nitrogen group
(LNG) and synthetic grafts of calcium deficient hydroxyapatite group (HAG). Grafts were
applied to a bone defect of approximately 20 mm in the ulna of birds, in all three groups the
grafts were fixed to the recipient bed with plates blocked and 4 screws locked. The animals
were followed up by serial radiographs, histological examination, clinical orthopedic
evaluation and biomechanical flexion assay. Radiographic consolidation occurred in 90%
of the LNG, 70% in the GUF and 60% in the GHA, mean of 47.14 £+ 13.50 days without
UFG, 61.67 = 21.79 days non LNG and at 70 * 18.17 days without HAG, with a significant
difference between UFG and HAG. Histologically, UFG grafts were in a more advanced
consolidation process, presenting bone remodeling with a presence of osteoclasts. In the
clinical review, all of them were operated with stability, with no sign of inflammation /
contamination, preserved joints, no pain and no angular deviations, graves in the nail. In the
biomechanics, there was a significant difference (p <0.05) between LNG and HAG in the
resistance, already in the evaluation of maximum flexion, it was observed statistical
difference not HAG with LNG and HAG with UFG grafts. Thus, it is possible to conclude
that the three grafts tested are feasible to be used in bone loss in birds, where the LNG was
superior because it presented more advantages in the preparation, preparation and

application of the grafts, presenting a higher rate of bone consolidation.

Keywords: biomechanics, liquid nitrogen, lock plate, bone healing, chickens
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1. INTRODUCAO

Enxertos dsseos aldgenos sdo utilizados corriqueiramente na rotina cirdrgica em
medicina. A necessidade de formatos especificos e de grandes quantidades de material
bioldgico faz com que o uso de banco de o0ssos seja mais adequado na maioria das
situacOes, sendo mantido e financiado pelo Hospital, gerando grandes despesas e trabalho
com a manutencdo, coleta e preparacdo desses enxertos. A utilizacdo de enxertos se
estendeu para medicina veterinaria principalmente na rotina de pequenos animais, sendo
grande desafio a utilizacdo em aves. Ha dificuldade de obtencdo de autoenxertos no
formato e quantidades adequadas, devido a baixa quantidade de 0sso esponjoso disponivel
e em virtude da presenga de 0ssos pneumaticos com cortical fina e canal medular espesso.

A grande alternativa da enxertia em aves é a utilizacdo dos aloenxertos e enxertos
sintéticos. Fraturas em aves representam um terco dos atendimentos realizados, 50% destas
fraturas sdo cominutivas, muitas delas com perdas Osseas significativas, justificando a
importancia da utilizagdo de enxertia em fraturas com perdas 6sseas expressivas em aves. O
objetivo do presente trabalho € testar dois tipos de aloenxertos e um enxerto sintético de

HADC em falha dssea de ulna em Gallus gallus domesticus.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fraturas em aves

Os 0ssos apresentam caracteristicas elasticas e anisotropicas o que faz com que as
propriedades fisicas sejam diferentes conforme a direcdo das forcas exercidas até o ponto
de quebra. A anatomia diferenciada das aves, com presencga de 0ssos pneumaticos, onde as
corticais sdo mais finas, frageis e com pouca cobertura de tecidos moles agravam o quadro
de fraturas nessa espécie (Schwarz, 1996; Helmer e Redig, 2006; Dalmolin, 2013).

Dentro das possiveis causas de fraturas estdo relacionadas principalmente a
interagdo humana, com a colocagdo de obstaculos como fios elétricos, fios de telefone,
grades, cercas, varais, vidros que refletem arvores ou outras barreiras fisicas que impedem
0 Voo, provocando trauma. Essas les6es também podem ser causadas por atropelamento ou
interacdo animal relacionada a caca/presa. Como na maioria dos casos esses traumas sao de
alto impacto, promovem fraturas multiplas ou cominutivas com perda déssea expressiva,
necessitando a utilizacdo de enxertos corticais para manter o tamanho do 0sso e
principalmente a funcionalidade do membro para que essas aves voltem a utiliza-los
(Bolson et al., 2005; Tunio et al., 2015).

2.2 Tratamento das fraturas

O tratamento de fraturas em aves tem promovido resultados diversos, os quais séo
atribuidos as variacGes no tamanho, no peso, na conformacdo das aves, a anatomia Gssea
Unica, a alta incidéncia de fraturas complexas e as diferencas de funcdo entre espécies e
individuos (Williams et al., 1987). As principais diferencas nas aves sdo a presenca de
0Ss0S pneumaticos onde as corticais sao mais finas e frageis com pouco 0SSO espon;joso,
dificultando a estabilizacdo dos implantes. A baixa cobertura de tecidos moles aumenta a
incidéncia de fraturas expostas provocando danos aos nervos bem como ao aporte
sanguineo na regido da fratura. Os principios ortopédicos basicos sdo mantidos em aves
como fixacéo rigida, alinhamento anatdmico, retorno precoce a funcdo e baixa morbidade.

Os aparatos utilizados em osteossinteses em aves sdo muito variados, desde pinos
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intramedulares, fixadores externos, fixadores circulares até a utilizacdo de placas

compressivas, neutras ou bloqueadas (Helmer e Redig, 2006).

2.3 Utilizagdo de enxerto 6sseo autdgeno em aves

O uso de enxertia ja é técnica comum em medicina veterinaria, porém, em aves sdo
apresentadas algumas limitacGes como a dificuldade de se obter enxerto autégeno (Sanaei
et al., 2015). As técnicas de osteossintese e 0s implantes a serem utilizados devem ser
cuidadosamente empregados a fim de ndo comprometer nem quebrar o enxerto (Barboza et
al., 2012; Maccoy e Haschuck, 1988).

Conforme Jones e Redig (2001), assim como em mamiferos, o uso de enxerto
autégeno em aves pode causar hemorragias, dor, perda da funcdo no local de obtengdo do
enxerto, além da necessidade de anestesia mais prolongada. Outro fato a se considerar € que
as aves possuem pequenas areas de 0sso esponjoso, sendo muitas vezes insuficientes para a

obtencdo de volume necessario para o preenchimento dos defeitos sseos.

2.3.1 Aloenxerto 6sseo em aves

O uso de aloenxerto nessa espécie ainda apresenta viabilidade limitada, pelo fato de
haver relatos de reacGes inflamatdrias graves nas areas enxertadas e algumas técnicas de
osteossintese ndo contribuirem para que ocorra a estabilidade do enxerto ao o0sso do
receptor (Maccoy e Haschuck, 1988).

O material que deve ser utilizado como enxerto 6sseo alégeno necessita ser inerte
para ndo gerar reacdes inflamatorias indesejadas, ndo causar modificacdes fisicas no tecido
e ndo provocar rejeicdo. Também necessita-se obter material na quantidade e na forma
necessaria para preencher o defeito 6sseo. Além disso, deve fornecer resisténcia mecanica,

ter preparo simples, baixo custo, com facil estocagem e transporte (Barboza et al., 2012).
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2.3.2 Enxertos 0sseos sintéticos

Cimentos a base de fosfatos de célcio tem sido utilizado como enxerto 6sseo com
percentual de sucesso grande nesta ultima década. E promissora a utilizacdo nas areas de
odontologia, cirurgia bucomaxilofacial e ortopedia (Volkmer, 2011). Atualmente, o fosfato
tricalcico € um dos fosfatos de célcio mais frequentemente utilizados como biomateriais
devido a biocompatibilidade, bioatividade in vivo, biorreabsorbilidade e
osteocondutividade (Eslaminejad et al., 2013; Leucht et al., 2013; Stefanic et al., 2013).

Nos ultimos anos, o fosfato de calcio, especialmente fosfato tricalcico e
hidroxiapatita, tem atraido interesse como substitutos 6sseos. O fosfato de célcio é um
substituto 6sseo muito utilizado na engenharia de tecidos, devido a sua similaridade
qguimica com a parte mineral dos 0ssos (Dorozhkin, 2011; Bhatt et al., 2012).

Eles sdo mais biocompativeis que muitas outras bioceramicas e particulas
inorganicas. Sua biocompatibilidade e ampla faixa de relacdo célcio e fosforo (Ca/P) os
tornam aplicaveis a uma série de situacBes distintas devido a diferentes propriedades
superficiais, funcionalidade e taxas de dissolugdo, podendo ser usados como coberturas de
implantes metélicos, cimentos, blocos, scaffolds que sdo blocos porosos que auxiliam na
deposicao de células dsseas quando enxertado em fraturas (Bose e Tarafder, 2012).

2.3.3 Hidroxiapatita deficiente em célcio (HADC)

Existe especial interesse no alfa-fosfato tricalcico (a-TCP) em virtude da sua
modificagdo ocorrer durante a consolidacdo inicial, reagindo ao pH do tecido vivo e se
transformando em hidroxiapatita deficiente em célcio (HADC), similar a hidroxiapatita
Ossea. Dessa forma, a HADC favorece o crescimento 6sseo no local, estabelecendo ligagdes
de natureza quimica com o tecido 6sseo, promovendo excelente biocompatibilidade,

caracterizada pela osteocondutividade (Yuan et al., 2005).
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2.4 Ensaios hiomecanicos

Ensaios mecénicos tem o objetivo de determinar as propriedades dos materiais.
Existem basicamente dois tipos de ensaios: os destrutivos e 0s ndo destrutivos. Os
destrutivos provocam a ruptura ou inutilizacdo do material. Neste grupo destacam-se 0s
ensaios de tracdo, impactacdo, flexdo, torcdo, fadiga e compressao. Nos ndo destrutivos,
utilizam-se o raios-x e ultrassom, por exemplo, para determinar propriedades fisicas ou
mecéanicas (Souza, 1974; Amendola et al., 2008). As leis de Newton e Hooke formam a
base da mecanica dos objetos elasticos. O comportamento mecanico do 0sso em situagoes
fisioldgicas é similar ao comportamento mecanico de um objeto elastico, mas apresenta
anisotropia 0 que significa que as propriedades mecénicas ndo sdo iguais em todas as
direcdes, sendo essa uma caracteristica do osso cortical (Cowin, 1999).

Quando a forca é aplicada causando a deformacdo e em seguida é removida, o
objeto reassume posicdo e conformacdo original, denomina-se “deformagdo elastica”.
Quando a carga € aplicada até o ponto em que 0 objeto ndo € capaz de reverter sua forma
original, tem-se o “ponto de quiescéncia”, sendo essa deformacdo permanente denominada
“deformacgado plastica”. Com a continuidade da aplicacdo da carga, obtém-se o “ponto de

fratura” (Schwarz, 1996; Dalmolin et.al, 2013).

2.4.1 Ensaio de flexdo

O ensaio de flexdo é o mais importante em biomecanica, pois provoca
encurvamento de um corpo de prova até sua ruptura, fornecendo dados quantitativos de
deformacéo e forca da amostra testada (Cordey, 2000). No ensaio de flexdo em trés pontos
é utilizado uma barra apoiada em dois pontos equidistantes extremos com aplicacdo de
carga no centro da distancia entre 0s apoios, ou seja, existem trés pontos de carga (Garcia et
al., 2000).

Currey (2003) demonstrou que quanto maior o teor de elementos minerais, menor
0 modulo de elasticidade, ou seja, maior a rigidez do 0sso. Porém, observou-se que o

aumento da rigidez torna o 0sso mais fragil e susceptivel a pequenas fissuras. Sugere ainda,
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que o contetdo mineral seja o principal determinante das diferencas observadas nas

propriedades mecanicas entre 0S 0SSOS.
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3. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os materiais e métodos aplicados, os resultados e as discussdes da pesquisa serdo a
seguir apresentados em dois artigos cientificos.

Os artigos foram confeccionados conforme as regras do peridédico Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Qualis A2).

3.1 Artigo 1:

Aloenxertos 6sseos e enxerto sintético de hidroxiapatita em falha 6ssea ulnar em

galinhas (Gallus gallus domesticus), aspectos radiogréaficos e histologicos

Bone allografts and synthetic grafts hydroxyapatite on ulnar bone defect in fowl (Gallus

gallus domesticus), radiographic and histological aspects

Resumo

Dos atendimentos ortopédicos realizados em aves no HCV-UFRGS, 86% sdo
fraturas, sendo que aproximadamente 30% delas sdo cominutivas com perda 0ssea
expressiva, justificando a importancia da utilizacdo de enxertos em fraturas de aves. O
objetivo deste trabalho foi avaliar dois aloenxertos e enxerto sintético de hidroxiapatita em
defeito 6sseo de galinhas. Utilizou-se 30 galinhas separadas em trés grupos: aloenxerto
congelado em ultrafreezer (GUF), aloenxerto congelado em nitrogénio liquido (GNL) e
enxerto sintético de hidroxiapatita deficiente em célcio (GHA). Nos trés grupos os enxertos
foram aplicados com placas e parafusos blogueados de 2 mm na ulna direita das aves,
avaliando a evolucdo por meio de exames radiograficos até completar 90 dias de pos-
operatorio e o resultado final com exame histoldgico. A média e desvio padréo
relacionando o tempo de consolidacdo 6Ossea radiografica foram: GNL 61,67+21,79 dias
(90% de consolidacédo), GUF 47,14+13,50 dias (70% de consolidacdo) e GHA 70+18,17
dias (60% de consolidacdo). Houve diferenca significativa no tempo de consolidacdo 6ssea
entre 0 GUF e o GHA. Histologicamente, os enxertos do GUF foram os que estavam em
consolidacdo mais avangada. Os aloenxertos do GNL foram superiores no preenchimento
de falha dssea ulnar de galinhas.

Palavras-chave: biomecénica, nitrogénio liquido, placa bloqueada, consolidagdo 0Ossea,

aves.
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Abstract

Of the orthopedic visits performed in bird on HCV-UFRGS, 86% are fractures,

and approximately 30% of them are comminuted with expressive bone loss, justifying the
importance of the use of grafts in bird fractures.
The objective of this work was to test two allografts and a synthetic HADC graft on
finishing in Gallus gallus domesticus. It used 30 laying hens in three groups: frozen
allograft in ultrafreezer (UFG); frozen allograft in liquid nitrogen (LNG); calcium deficient
synthetic hydroxyapatite graft (HAG). The three graft groups were exposed to serial
radiographs until the 90 postoperative days, as well as the histological examination at the
end of the experiment. were: LNG 61.67 + 21.79 days (90% consolidation), UFG 47.14 +
13.50 days (70% consolidation) and HAG 70 + 18.17 days (60% consolidation). There was
a significant difference in bone healing time between GUF and GHA. Histologically, GUF
grafts were the ones that were in the most advanced consolidation. LNG allografts were
superior in filling ulnar bone failure of fowl.

Keywords: biomechanics, liquid nitrogen, lock plate, bone healing, chickens.

INTRODUCAO

As fraturas podem representar até 70,3% de todos os atendimentos realizados na
clinica de aves, e as principais causas sao por obstaculos impostos pelo homem, como fios
elétricos e telefonicos, vidros, espelhos, varais e grades. Tunio et al., (2015) observaram
que as fraturas com grandes perdas ésseas sdo 0os maiores problemas na clinica de aves. Na
correcao das fraturas em aves, 0s principios ortopédicos basicos também se aplicam, como
fixacdo rigida, alinhamento anatémico, retorno precoce a funcéo e minima manipulacdo dos
tecidos (Helmer e Redig, 2006).

A presenca de 0ssos pneumaticos onde as corticais sdo mais finas e frageis com
pouco 0sso esponjoso, dificulta a estabilizacdo com implantes. A baixa cobertura de tecidos
moles aumenta a incidéncia de fraturas expostas causando danos aos nervos e ao aporte
sanguineo na regido da fratura (Helmer e Redig, 2006).

A utilizacdo de enxertia 0ssea é técnica consagrada em veterinaria, porém em aves,
existem algumas limitagfes importantes como a dificuldade de se obter enxerto autdgeno
(Sanaei et al., 2015). O material que pode ser utilizado como enxerto 6sseo aldgeno
necessita ser inerte para ndo gerar reacOes inflamatorias indesejadas, ndo causar
modificaces fisicas no tecido e ndo provocar rejeicdo. Também necessita-se obter material

na quantidade e na forma necessaria para preencher o defeito 0sseo. Além disso, o
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aloenxerto deve fornecer resisténcia mecanica, ter preparo simples, baixo custo, facil
estocagem e transporte (Barboza et al., 2012; Maccoy e Haschuck, 1988).

O ultrafreezer é um método consagrado de inativagdo e estocagem de enxertos, pois
apresenta temperatura de -80 graus Celsius. Possuem controle de temperatura, alarme
(quando ocorre oscilacdes bruscas de temperatura) e normalmente é ligado ao gerador do
hospital para eventuais quedas de energia. Em condigdes ideais e em temperatura constante,
os tecidos podem ficar estocados por um periodo de até cinco anos, de acordo com as
normas da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e da AATB (American
Association of Tissue Banks) (Alencar e Vieira, 2010).

A utilizacéo do nitrogénio liquido promove o congelamento rapido formando o gelo
intracelular impedindo a &gua sair da célula e manter o equilibrio osmético, provocando
morte celular. O nitrogénio liquido foi utilizado para a desvitalizacdo cirdrgica de
aloenxertos corticais em ovinos e apresentou 6timos resultados em relacdo a taxa de
incorporacdo do enxerto (Albuquerque et al., 2012).

Cimentos a base de fosfatos de calcio tem sido utilizados como enxertos 6sseos com
percentual de sucesso grande. Atualmente, o fosfato tricalcico é um dos fosfatos de calcio
mais utilizados como biomaterial devido a sua biocompatibilidade, bioatividade in vivo,
biorreabsorbilidade e osteocondutividade (Eslaminejad et al., 2013; Leucht et al., 2013;
Stefanic et al., 2013).

O alfa-fosfato tricalcico (a-TCP) é de especial interesse, porque ele se modifica
rapidamente pela acdo do pH do tecido vivo se transformando em hidroxiapatita deficiente
em calcio (HADC), similar a hidroxiapatita 6ssea. Dessa forma, a HADC favorece o
crescimento 6sseo no local, estabelecendo ligagdes de natureza quimica com o tecido 6sseo.
O fosfato de célcio é um substituto 6sseo muito utilizado na engenharia de tecidos, devido a
sua similaridade quimica com a parte mineral dos ossos (Dorozhkin, 2011; Bhatt et al.,
2012) e excelente biocompatibilidade, caracterizada por osteocondutividade (Yuan et al.,
2005).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo comparar o0s enxertos alogenos
conservados em ultrafreezer, nitrogénio liquido e o enxerto sintético de HADC no

tratamento de falha 6ssea segmentar diafisaria em ulna de galinhas domésticas.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFRGS sob numero 32155.

Foram utilizadas 30 galinhas domésticas da raca Leghorn, adultas, com 130 dias de
idade, adquiridas de aviario comercial. Elas foram separadas aleatoriamente em 3 grupos
com 10 aves em cada, onde no grupo HA foi utilizado enxerto sintético de HADC, no
grupo NL utilizado enxerto alégeno inativado em nitrogénio liquido a -195°C e no grupo
UF enxerto aldgeno inativado em ultrafreezer a -80° C.

No GHA, o enxerto sintético de HADC foi fornecido pelo Laboratorio de
Engenharia de Biomateriais da UFRGS, tendo sido confeccionado em formato cilindrico,
macigo, pouco poroso e com dimensdes de 20mm por 7mm. Para aplicar o enxerto de
HADC foi necessario confeccionar dois orificios fixados com parafusos no centro da placa,
sendo empacotado e esterilizado em autoclave. No GNL os aloenxertos foram obtidos a
partir de asas de frangos de corte resfriadas e adquiridos em supermercado com Inspegéo
dos Orgaos de Fiscalizacdo Agropecuéria. As asas eram acondicionadas em caixa térmica e
trazidas até o Bloco Cirurgico da Faculdade de Veterinaria.

Apébs, eram lavadas em agua corrente, secadas e submetidas a antissepsia com
clorexidine 2%. A ulna era acessada cirurgicamente através de incisdo lateral, afastando os
musculos carpo ulnar, flexor digital profundo e pronador superficial. Com a diéfise ulnar
exposta e com auxilio do bisturi ultrassdnico era realizada ostectomia de 20 mm de
comprimento. Imediatamente apds o segmento 6sseo removido (aloenxerto) era submerso
em nitrogénio liquido (-195°C) por 15 minutos, descongelado a temperatura ambiente por
10 minutos e submerso em solucéo fisioldgica estéril por mais 10 minutos, adaptado da
metodologia de Albuquerque (2015).

No GUF as ulnas eram obtidas da mesma forma que no GNL, entretanto, apés
coletados foram depositados individualmente em dois sacos plasticos vedaveis (um dentro
do outro) e, em seguida, levados ao ultrafreezer sendo mantidas congeladas por no minimo
duas semanas a -80°C (Alencar e Vieira, 2010). No dia da sua utilizagdo foi realizado
descongelamento durante 10 minutos em solucdo fisioldgica estéril.

Ap0s duas semanas de adaptacdo e aclimatizagdo, as aves passaram por avaliacdes

pré-cirdrgicas como andlise sanguinea, perfil bioguimico e avaliacdo clinica, sendo
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excluidas se houvesse alguma alteracdo. As aves foram anestesiadas por meio de circuito
aberto (Baraka), mantidas intubadas com isoflurano e oxigénio a 100%. Em seguida, as
penas da regido a ser operada foram removidas, e o0 local foi submetido a antissepsia com
solucdo de clorexidine 2%. O antibidtico pré-operatério empregado foi enrofloxacina na
dose de 5mg/kg/IM.

A diéfise ulnar direita foi acessada por meio de incisdo lateral afastando os
musculos carpo ulnar, flexor digital profundo e pronador superficial com dois afastadores
de Farabeuf. Com auxilio de bisturi ultrassénico foi retirado segmento 6sseo com 20 mm de
comprimento da regido diafisaria da ulna. Este defeito produzido foi preenchido com um
dos trés tipos de enxertos disponiveis apds sorteio. Independentemente do grupo, a ulna foi
estabilizada com placa bloqueada com 8 furos e os parafusos bloqueados (2mm) foram
fixados da seguinte forma: dois parafusos na porcdo proximal (12mm), dois no enxerto
cortical (10mm) e os dois Ultimos na porc¢do distal da ulna (10mm), totalizando 6 parafusos
blogueados. Restaram dois orificios vazios na placa, um em cada regido de contato entre o
osso/enxerto. Em seguida, fez-se a reducdo do espaco morto com sutura isolada em sultan
com mononailon n°® 4-0 e dermorrafia com padrdo isolado simples com mononéilon n° 4-0.

No pds-operatorio (PO) foi administrado meloxicam (0,5mg/kg/SID/SC/3dias),
cloridrato de tramadol (15mg/kg/BID/SC/3dias) e enrofloxacina (5mg/kg/SID/IM/7dias). A
limpeza da ferida cirargica foi realizada com NaCl 0,9% e gaze a cada 24 horas durante 10
dias, periodo necessario para a retirada dos pontos. Nos primeiros sete dias de PO a asa
operada foi mantida imobilizada com uma atadura elastica em “oito”.

Durante todo o experimento foram registrados em ficha individual se os pacientes
estavam se alimentando, tomando agua, defecando, se movimentavam a asa operada, se
apresentavam algum sinal de dor ou desconforto, se apresentavam aumento de volume
(inflamacéo), necrose ou sinus no local da cirurgia, se existia mobilidade na regido da
osteossintese e se 0 posicionamento da asa estava correto.

Logo apdés o procedimento cirargico os animais foram submetidos a exame
radiografico em dois planos (dorsoventral e laterolateral) da regido operada. Este exame foi
repetido a cada 15 dias até os 90 dias de PO. Todos os exames radiograficos foram feitos no
Setor de Diagndstico por Imagem do HCV-UFRGS e no mesmo aparelho de raio-x

computadorizado com carga padrdo. Foram avaliados o posicionamento dos implantes,
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observando se havia soltura ou quebra de parafusos, e/ou deformacdo da placa ou quebra do
enxerto. A analise da consolidacdo radiografica foi realizada utilizando as informagdes
constantes na Tabela 1.

Tabela 1 — Aparéncia radiografica da interface enxerto/osso proximal e distal com escore de pontos. Baseada
na tabela de Ehrhart et al. (2005).

Regido Aparéncia Radiografica Escore (pontos)
Linha de osteotomia larga 0
Interface enxerto/osso Linha de osteotomia ainda visivel 1
proximal Perda do detalhe da linha de osteotomia 2
Unido Gssea completa 3

Regido Aparéncia Radiogréafica Escore (pontos)
Linha de osteotomia larga 0
Interface enxerto/o0sso Linha de osteotomia ainda visivel 1
distal Perda do detalhe da linha de osteotomia 2
Unido dssea completa 3

Aos 90 dias de PO os animais foram submetidos a eutandsia com tiopental
(50mg/kg/IV) e cloreto de potéssio respeitando as diretrizes da pratica de eutanasia do
CONCEA e do CFMV. Ap6s o procedimento, as asas foram dissecadas e as ulnas foram
removidas e radiografadas com e sem os implantes. Em seguida foram encaminhadas trés
amostras de cada grupo ao Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS. L& foram fixadas em
formol tamponado a 10% por um periodo minimo de 72 horas, em seguida foram
descalcificadas em solucdo de &cido nitrico a 10% e processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Os cortes histoldgicos tiveram a espessura de 5 micras e foram
corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

As informacbes quantitativas foram tabuladas no programa Excel para analise
estatistica. As variaveis quantitativas foram descritas pela média e o desvio padrdo quando
simétricas. Foram descritas as variaveis categoricas pela frequéncia e o percentual. Para

comparagdo de varidveis quantitativas utilizou-se o teste de Andlise de Variancia
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(ANOVA) conforme distribuicdo da variavel e o teste-T para variancias diferentes entre

duas amostras. Foram considerados 5% o nivel de significancia estatistica.

RESULTADOS

O tempo meédio e desvio padrdo dos procedimentos cirdrgicos foi de 42,34+ 9,86
minutos. Além desse periodo, no GNL acrescia-se 50 minutos em virtude das etapas de
desvitalizacdo do enxerto. O GNL apresentou taxa de consolidagdo radiogréfica das
interfaces de 90%, enquanto o GUF de 70% e 0 GHA de 60%. A média e desvio padrdo em
relacdo ao tempo de consolidacdo Ossea radiografica foi de 61,67+21,79 dias no GNL,
47,14+13,50 dias no GUF e 70+18,17 dias no GHA. Houve diferenca significativa no
tempo de consolidacdo 6ssea entre 0 GUF e GHA. Em trés aves do GUF e em uma do GNL
foi verificado reabsorcéo dos aloenxertos e em duas do GHA nao houve pega do enxerto.

Radiograficamente o0 GNL e o GUF tiveram um processo de consolidacdo muito
semelhante com maior radiolucéncia na regido do enxerto quando comparado com as
extremidades 6sseas do receptor. J& no GHA era observado com maior clareza a regido do
enxerto dada a sua maior radiopacidade quando comparado ao 0sso do receptor (figural A
— F). Radiograficamente o GUF apresentou consolidacdo 0ssea mais precoce, onde dois

animais tiveram consolidacdo com 30 dias de PO.
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Figura 1 — Aspecto de consolidacdo radiografica dos enxertos ap6s 90 dias da
cirurgia. A— B, grupo NL; em C — D, grupo UF e E — F, grupo HA.

Histologicamente os enxertos do GNL apresentaram moderada formacdo de
trabéculas Osseas, moderada quantidade de osteoblastos e discreto osteoclastos além de
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moderada quantidade de matriz osteoide e tecido conjuntivo fibroso focal acentuado (figura
2A).

No GHA né&o foi observado histologicamente deposicdo de células 6sseas ao redor
do enxerto, apenas nas extremidades com o0 0sso do receptor, sendo 0 grupo com menor
atividade celular. Foi identificado envolvimento parcial do enxerto sintético (material
acelular fracamente eosinofilico), discreta formacdo de trabéculas Osseas, discreta
quantidade de osteoblastos e osteoclastos, além de discreta quantidade de matriz osteoide e
tecido conjuntivo fibroso discreto adjacente ao peridsteo (figura 2B).

Histologicamente os enxertos do GUF foram os que estavam em consolidacdo mais
avancada, apresentando remodelacdo Ossea com acentuada formacdo de trabéculas,
numerosos osteoblastos, acentuada quantidade de matriz osteoide e moderada quantidade
de osteoclastos (figura 2 C - D). Nos trés grupos, houve juncdo do enxerto com a ulna dos

receptores, tanto radiografica como histologicamente.
FLAYEE TN ‘ m'.i. . vg(d\ 3 { S, a5l

Figura 2 — Avaliagdo histoldgica dos enxertos. Em A, transicdo enxerto/osso GNL (seta preta); em B,
transicdo enxerto/osso GHA (seta preta); em C, transicdo enxerto/osso GUF (seta preta); em D, osteoclasto do
GUF (seta preta).
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Os animais operados apresentaram pequena queda na alimentacdo, na ingestdo de
agua, producdo de ovos e na movimentacdo nos primeiros 3 dias de PO. A bandagem em
“oito” foi adequada para restringir o movimento da asa durante a sua permanéncia,
entretanto, houve a necessidade de substituicdo em alguns animais.

A tabela radiografica nos auxiliou para avaliar a evolucdo dos grupos, apresentando
dados precisos com intervalos de 15 dias até o fim do experimento. A utilizacdo de escores
para indicar a consolidacdo ou reabsorcdo do enxerto ajudou bastante para observar
atividade nas porcdes enxerto/osso para depois transformar em dias e aplicar a analise

estatistica do trabalho.

DISCUSSAO

A enxertia 0ssea € técnica consagrada em veterinaria, porém em aves € recente e sao
encontradas limitagdes como a dificuldade de se obter enxerto autégeno (Sanaei et al.,
2015). Por isso, a utilizacdo de aloenxertos ou enxertos sintéticos pode ser solucéo para
tratamento de lesGes com perdas Gsseas em aves, pois disponibiliza enxerto de tamanho,
formato e volume adequados sem causar lesdo pela coleta.

O material utilizado como enxerto 6sseo alégeno necessita ser inerte, ndo causar
modificacOes fisicas no tecido e ndo provocar rejeicdo. Ainda, necessita possuir forma e
volume suficiente para preencher o defeito 6sseo, além de fornecer resisténcia mecanica, ter
preparo simples, baixo custo e facil estocagem e transporte (Barboza et al., 2012). Em todos
estes quesitos os aloenxertos do GNL foram os que mais se destacaram devido a facilidade
de aquisicdo (ave comercial), processamento e aplicacdo no dia da coleta, além de ter baixo
custo, ndo precisar de local para estocagem e ainda obter altas taxas de consolidacédo 0ssea.

Fosfato tricalcico e hidroxiapatita tem atraido interesse como substitutos 6sseos por
serem mais biocompativeis que muitas outras bioceramicas e particulas inorganicas, ter
faixa de relacdo calcio e fosforo (Ca/P) muito préxima aos 0ssos, tornando-se mais
aplicaveis na enxertia 6ssea (Bose e Tarafder, 2012). Por este motivo que no GHA foi
utilizado o HADC, porém este apresentou consolidacdo Ossea em apenas 60% das
interfaces no exame radiografico. Neste grupo histologicamente foi observado o processo

de consolidacdo em estagio menos avancado (presenca de fibrose e discretos osteoblastos e
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osteoclastos), 0 que pode estar relacionado ao enxerto ser maci¢o, sem canal medular e
pouco poroso dificultando e deposicdo de células envolvidas na consolidagdo Gssea neste
enxerto.

Eslaminejad et al. (2013); Leucht et al. (2013) e Stefanic et al. (2013) comentaram
que atualmente, o fosfato tricalcico & um dos fosfatos que se bioconvertem em HADC e que
podem utilizados como biomateriais devido a alta biocompatibilidade, bioatividade in vivo,
biorreabsorbilidade e osteocondutividade. Neste trabalho n&o foi observado bioatividade
nem biorreabsorbilidade, visto que ndo houve incorporacao do enxerto e nem deposicéo de
células Osseas em torno do mesmo, apenas observou-se a pega do enxerto nas suas
extremidades. Tais fatos podem estar relacionados com o curto periodo de observacao (90
dias) dado ao fato do enxerto ser maci¢o, pouco poroso e sem canal medular o que
dificultou a fixacdo das células envolvidas na consolidacdo 6ssea, fato que corrobora com
Leucht et al. (2013) que afirmaram que a remodelacdo com integracdo do enxerto sintético
pode levar até anos para que ocorra completamente.

Fossum (2013) afirmou que quanto mais tempo a equipe cirdrgica ficar paramentada
maiores sdo os ricos de contaminacdo deixando o paciente mais suscetivel a infeccdo. No
GNL a equipe cirurgica precisou ficar mais tempo paramentada antes de comecar o
procedimento cirdrgico, devido a preparacdao do aloenxerto, mas, apesar disso nao foi
verificado em nenhum animal sinais de infeccdo, demonstrando que o tempo de
paramentacao ndo influenciou no resultado deste grupo.

O preparo dos enxertos do GUF foram realizados duas semanas antes da cirurgia
para inativar o aloenxerto, o que além de demandar mais custos com a manutencdo dos
enxertos, implica na necessidade de mobilizacdo de uma equipe cirirgica para a retirada e
preparacdo dos enxertos. Tudo isso torna o procedimento mais complexo e oneroso, fato
corroborado por Alencar e Vieira (2010) que demonstraram que a manutencdo de banco de
0SSOS € onerosa e continua, pois os enxertos tém prazo de validade, hd o processo de
preparacdo dos enxertos até a aplicacdo no paciente, que séo periodos criticos e passiveis de
contaminagéo.

Conforme Bose e Tarafder (2012) as particulas inorganicas das bioceramicas tem
relacdo célcio e fosforo muito proximos aos 0ssos, o que acaba deixando o enxerto com alta

dureza, tornando-os mais quebradicos. Este fato foi verificado no GHA tanto no momento
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da perfuracéo para a insercdo dos parafusos como no momento da remocao destes para a
realizacdo das radiografias post mortem.

Histologica e radiograficamente os enxertos do GUF estavam em consolidagdo mais
avancada, apresentando remodelacdo O0ssea com a presenca moderada de osteoclastos,
resultado que concorda com Alencar e Vieira (2010) que citaram que a técnica de
congelamento de aloenxertos em ultrafreezer esta consagrada desde a década de 70 em
humanos, com resultados bons tanto para enxertos 6sseos quanto para enxertos de tecidos
moles como tenddes, meniscos, etc.

Em trés aves do GUF e em uma do GNL houve reabsorcdo dos aloenxertos.
Segundo Maccoy e Haschuck (1988) isto pode estar relacionado a reac@es inflamatorias e
técnica de osteossintese que ndo contribuem para que ocorra a fixacdo do enxerto com o
0sso, fato ndo verificado no presente trabalho, visto que foram utilizadas placas e parafusos
bloqueados que sdo implantes modernos e com indicacdo para esses tipos de casos. Ainda,
Helmer e Redig (2006) afirmaram que a baixa cobertura de tecidos moles pode provocar
danos aos nervos e ao suprimento sanguineo no acesso cirurgico ou pela prépria fratura que
sdo mais complexas, devido as caracteristicas dos 0ssos pneumaticos terem as corticais

mais finas e frageis com pouco 0sso esponjoso.

CONCLUSAO

Nos trés grupos houve a consolidacdo 0ssea, ocorrendo a incorporacao do enxerto a
ulna receptora, sendo histologica e radiograficamente viavel a utilizacao destes enxertos em
aves. Os aloenxertos confeccionados a partir de pecas resfriadas de supermercado foram
viaveis para a sua obtencdo e implantacdo. Os enxertos do GNL mostraram-se superiores na
maioria dos quesitos, sendo a primeira opcdo de enxertia em aves fraturadas com perdas

Osseas importantes.
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3.2 Artigo 2:

Aloenxertos 6sseos e enxerto sintético de hidroxiapatita em falha dssea ulnar em
galinhas (Gallus gallus domesticus), aspectos clinicos e biomecanicos

Bone allografts and synthetic grafts hydroxyapatite on ulnar bone defect in fowl (Gallus

gallus domesticus), clinical and biomechanical aspects

Resumo

As fraturas em aves sao relativamente frequentes e muitas delas possuem indicacéo
de utilizacdo de enxerto Osseo. Apesar de ideais, 0s autoenxertos 6sseos Sd0 pouco
utilizados em virtude do baixo volume disponivel, principalmente em aves. Sendo assim,
podem ser utilizados os aloenxertos, porém pouco estudados nesta espécie. O objetivo foi
testar dois aloenxertos sob duas formas de preparacdo e um enxerto sintético. Foram
utilizadas 30 galinhas poedeiras separadas em trés grupos: aloenxerto congelado em
ultrafreezer (GUF); aloenxerto congelado em nitrogénio liquido (GNL); e enxerto sintético
de hidroxiapatita deficiente em célcio (GHA). Nos trés grupos dos enxertos foram aplicadas
na ulna direita e fixados com placas e parafusos blogueados de 2 mm. Na avaliacao clinica
todas as ulnas estavam estaveis, sem sinal de inflamacdo ou contaminagdo. Na avaliacdo
biomecanica houve diferenca significativa (p<0,05) entre os enxertos do GNL e 0 GHA. Na
flexdo méaxima em milimetros (mm), observou-se diferenca estatistica entre os enxertos do
GNL e do GHA e entre os enxertos do GUF e do GHA. Sendo assim, podemos dizer que 0s
trés enxertos testados podem ser utilizados em fraturas com perdas dsseas em aves,
entretanto, 0 GNL mostrou-se superior por apresentar mais resisténcia biomecanica e maior
taxa de incorporagdo Ossea.

Palavras-chave: biomecanica, nitrogénio liquido, placa blogueada, consolidacdo dssea,
aves.
Abstract

Fractures in birds are relatively frequent and many of them have an indication of
the use of grafts. Although ideal, bone autografts are poorly utilized because of the low
available volume. Thus, allografts can be used, but these still lack research. From this were
the present project aimed to test two allografts under two forms of preparation and a
synthetic graft. Thirty separate laying hens were used in three groups: frozen ultra freezer
allograft (UFG); frozen allograft in liquid nitrogen (LNG); calcium deficient synthetic
hydroxyapatite graft (HAG). In the three groups of grafts were applied to the right ulna and
fixed with plates and screws locked 2 mm. In clinical evaluation, all ulna operated had
stability, with no sign of inflammation / contamination. In the biomechanic alevaluation
there was a significant difference (p <0.05) between LNG grafts and GHA. At maximum
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flexion in millimeters (mm), a statistical difference was observed between LNG grafts with
GHA grafts and between GUF and GHA grafts. Thus, we can say that the three grafts tested
can be used in fractures with bone losses in fowl, however, LNG was superior because it
presented more biomechanical resistance and a higher rate of bone incorporation.

Keywords: biomechanics, liquid nitrogen, lock plate, bone healing, chickens.

INTRODUCAO

Fraturas representam 30% dos atendimentos em clinica de aves, e suas principais
causas estdo relacionadas principalmente com a interacdo humana, devido a colocacédo de
obstaculos ou a relacdo cacga/cacador. Na maioria dos casos esses traumas sdo de alto
impacto, com fraturas multiplas ou cominutivas e com frequéncia ha perda 6ssea (Tunio et
al., 2015), necessitando a utilizacdo de enxertos corticais para manter o tamanho do 0sso e,
principalmente, manter a funcionalidade do membro (Bolson et al., 2005). O uso de
enxertia ja € uma técnica comum em medicina veterinaria, porém em aves sao apresentadas
algumas limitagdes como a dificuldade de se obter enxerto autégeno (Sanaei et al., 2015).

A presenga de 0ssos pneumaticos, onde as corticais sdo mais finas e frageis com
pouco 0sso esponjoso, fazem da estabilizagdo dos implantes grande desafio para o cirurgido
ortopédico. Outro aspecto importante esta relacionado a baixa cobertura dos 0ssos por
tecidos moles, o que justifica a alta frequéncia de fraturas expostas provocando danos
nervosos e vasculares (Helmer e Redig, 2006).

Alguns quesitos devem ser seguidos para que o enxerto alégeno seja incorporado,
como ser inerte e ndo provocar reacdes inflamatdrias exacerbadas o que pode gerar rejeicao
do enxerto. Além disso, precisa possuir resisténcia mecénica, preparo simples, baixo custo
e ser de facil estocagem e transporte (Barboza et al., 2012).

Nos ultimos anos, o fosfato de calcio, especialmente fosfatos tricalcicos e
hidroxiapatita, tem atraido interesse como substitutos 0sseos. O alfa-fosfato tricalcico (a-
TCP) tem despertado especial interesse, pois quando em contato com os liquidos corporais,
durante o processo inicial de consolidacdo d6ssea, se transforma em hidroxiapatita deficiente
em célcio (HADC), similar a hidroxiapatita 6ssea (Dorozhkin, 2011; Bhatt et al., 2012).
Sua biocompatibilidade e ampla faixa de relacéo célcio e fosforo (Ca/P) o torna aplicavel

em diversas situacdes devido a diferentes propriedades (Bose e Tarafder, 2012).
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Ensaios mecanicos tem o objetivo de determinar as propriedades dos materiais.
Existem basicamente dois tipos de ensaios: os destrutivos e os ndo destrutivos. Os
destrutivos promovem a ruptura ou inutilizacdo do material. Neste grupo destacam-se 0s
ensaios de tracdo, impactacdo, flexdo, torcdo, fadiga e compressao. Nos ndo destrutivos,
utilizam-se o raios-x e ultrassom, por exemplo, para determinar propriedades fisicas ou
mecanicas (Souza, 1974; Amendola et al., 2008). O comportamento mecanico do 0Sso em
situacdes fisioldgicas é similar ao comportamento mecénico de um objeto eléstico (Cowin,
1999).

No ensaio de flexdo em trés pontos é utilizado uma barra apoiada em dois pontos
extremos com aplicacdo de carga no centro da distancia entre 0s apoios, ou seja, existem
trés pontos de carga (Garcia et al., 2000). O ensaio de flexdo é o mais importante em
biomecanica, pois provoca encurvamento de um corpo de prova até sua ruptura, fornecendo
dados quantitativos de deformacéo e forca da amostra testada (Cordey, 2000).

Né&o existem trabalhos que comparem os enxertos alégenos e o enxerto sintético de
hidroxiapatita deficiente em célcio (HADC) no tratamento de perdas 6sseas em aves. O
objetivo deste trabalho foi avaliar clinica e biomecanicamente os enxertos em defeitos

diafisarios criticos produzidos na ulna de galinhas domésticas.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFRGS sob numero 32155.

Foram utilizadas 30 galinhas poedeiras de raca Leghorn, adultas, com 130 dias de
idade e adquiridas de aviario comercial. Essas foram separadas aleatoriamente em 3 grupos
com 10 aves em cada, onde o grupo GHA (Enxerto sintético de HADC), grupo NL (enxerto
aldégeno inativado em nitrogénio liquido a -195°C) e grupo UF (enxerto aldgeno classico
inativado em ultrafreezer a — 80° C).

No GHA, o enxerto sintético de HADC foi fornecido pelo Laboratorio de
Engenharia de Biomateriais da UFRGS, tendo sido confeccionado em formato cilindrico,
macico, pouco poroso e com dimensdes de 20mm por 7mm. Para aplicar o enxerto de
HADC foi necessario confeccionar dois orificios fixados com parafusos no centro da placa,

sendo empacotado e esterilizado em autoclave.
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No GNL os aloenxertos foram obtidos a partir de asas de frangos de corte resfriadas
e adquiridos em supermercado com Inspecdo dos Orgéos de Fiscalizagdo Agropecuaria. Os
enxertos foram coletados seguindo preceitos de cirurgia asseptica, utilizando acesso lateral
e com auxilio do bisturi ultrassdnico foi realizada ostectomia de 20mm de comprimento.
Imediatamente, o segmento 0sseo removido (aloenxerto) foi submerso em nitrogénio
liquido (-195°C) por 15 minutos, descongelado a temperatura ambiente por 10 minutos e
submerso em solugdo fisiologica estéril por mais 10 minutos, metodologia adaptada de
Albuquerque (2015).

No GUF as ulnas foram obtidas da mesma forma que no GNL, entretanto, apos
coletados eram depositados individualmente em dois sacos plasticos vedaveis (um dentro
do outro) e, em seguida, levados ao ultrafreezer sendo mantidos congelados por no minimo
duas semanas a temperatura de -80°C (Alencar e Vieira, 2010). No dia da sua utilizacédo foi
realizado descongelamento durante 10 minutos em solucdo fisiologica esteril.

Ap0s duas semanas de adaptacdo e aclimatizacdo, as aves passaram por avaliagdes
pré-cirargicas com analise sanguinea e bioquimica, e as que estivessem com 0s parametros
dentro da normalidade foram submetidas ao procedimento cirargico. Os animais foram
mantidos em jejum alimentar de 8 horas e hidrico de 1 hora pré-cirargico. A medicagédo
pré-anestésica utilizada foi morfina (3mg/kg via intramuscular). Em seguida realizou-se
acesso venoso na veia metatarsica medial para a inducdo com propofol (4-8mg/kg/1V),
efetuou-se a intubacdo endotraqueal com sonda traqueal de 2,5 a 4 mm de diametro, sendo
mantidas anestesiadas com isoflurano e oxigénio a 100% de saturacdo em um sistema de
circuito aberto (Baraka). Durante todo o procedimento foram mantidas em fluidoterapia
(20ml/kg/1V) com solucdo de ringer lactato. Em seguida, foi realizada a retirada de penas
da regido ulnar, seguida de antissepsia com solucdo de clorexidine 2%. O antibidtico pré-
operatorio empregado foi enrofloxacina na dose de 5mg/kg/IM.

O acesso a ulna direita foi feito por meio de inciséo lateral afastando os masculos
carpo ulnar, flexor digital profundo e pronador superficial com dois afastadores de Farabeuf
e expondo toda a diafise ulnar. Com auxilio de bisturi ultrassénico foi retirado segmento
6sseo com 20mm de comprimento da regido diafisaria da ulna. Este defeito produzido foi
preenchido com um dos trés tipos de enxertos disponiveis, apos sorteio. Independentemente

do grupo, a ulna foi estabilizada com placa e parafusos blogueados de 2,0mm, sendo dois
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na porgdo proximal (12mm); dois no enxerto cortical (10mm); e dois na por¢do distal da

ulna (10mm), totalizando 6 parafusos bloqueados (figura 1 A - D).

|

.....

Figura 1 — Procedimento cirlrgico para implantacdo dos enxertos. Em A, exposicdo da diafise ulnar; em B,
ostectomia (defeito dsseo); em C, aspecto final do aloenxerto implantado na ulna; em D, aspecto final do

enxerto HADC aplicado na ulna.

Apos a fixacdo dos enxertos, realizou-se irrigacdo da regido com solucéo de cloreto
de s6dio 0,9%. Em seguida, fez-se a reducdo do espaco morto com sutura isolada em sultan
com monondilon n° 4-0 e dermorrafia com padréo isolado simples com mononailon n° 4-0.

No pds-operatorio (PO) foi administrado meloxicam (0,5mg/kg/SID/SC/3dias),
cloridrato de tramadol (15mg/kg/BID/SC/3dias) e enrofloxacina (5mg/kg/SID/IM/7dias). A
limpeza da ferida cirdrgica foi realizada com NaCl 0,9% e gaze a cada 24 horas durante 10
dias, periodo necessario para a retirada dos pontos. Nos primeiros sete dias de PO a asa
operada foi mantida imobilizada com uma atadura elastica em “oito”.

Durante todo o experimento foram registrados em ficha individual se os pacientes
estavam se alimentando, tomando 4gua, defecando, movimentavam a asa operada, se
tinham sinal de dor, se apresentavam aumento de volume (inflamacéao), necrose ou sinus no
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local, se existia ou ndo mobilidade na regido da osteossintese e se 0 posicionamento da asa
estava correto.

Apb6s 90 dias de PO os animais foram submetidos a eutanasia com tiopental
(50mg/kg/IV) e cloreto de potassio respeitando as diretrizes da pratica de eutanasia do
CONCEA e do CFMV. Imediatamente ap0s a eutanasia, as ulnas (com e sem o enxerto)
foram delicadamente dissecadas, colocadas em caixa térmica e levadas ao Laboratorio de
Biomateriais da Escola de Engenharia da UFRGS para realizacdo dos ensaios biomecéanicos
de flexdo em 3 pontos. Este foi realizado com maquina de testes Universal (Instron) com
capacidade de flexdo de até 50kN (quilo newtons). Cada extremidade dos 0ssos (corpo de
prova) era colocada sobre duas barras fixas equidistantes e o terceiro ponto central se
movimentava verticalmente exercendo a forca de flexdo a velocidade de 1 mm/min. até que
0 0SS0 quebrasse ou perdesse resisténcia. Durante todo o ensaio um software conectado a

maquina registrava o grafico de deslocamento (mm) com a forca necessaria para 0

rompimento do 0sso em Newtons (N) (figura2 A — C).

Figura 2 — Ensaio Biomecanico dos enxertos. Em A, ensaio de flexdo; em B, detalhe do ensaio de

flexdo do GUF; em C, corpo de prova rompido apds fim de ensaio de flexao.
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Todos os dados foram digitados no programa Excel para analise estatistica. As
variaveis quantitativas foram descritas pela média e o desvio padrdo quando simétricas.
Foram descritas as varidveis categoricas pela frequéncia e o percentual. Para comparacao
de variaveis quantitativas utilizou-se o teste de Analise de Variancia (ANOVA) conforme
distribuicdo da varidvel e o teste-T para varidncias diferentes entre duas amostras.

Considerou-se 5% o nivel de significancia estatistica.

RESULTADOS

Na avaliacdo clinica, ainda com os implantes metalicos, todas as ulnas operadas
estavam estaveis, sem sinal de inflamacéo/contaminacdo, articulacGes preservadas, sem dor
e sem desvios angulares graves na asa. Macroscopicamente, apés a retirada dos implantes
metalicos, foi observado que 90% dos animais do GNL ndo apresentavam mobilidade nas
juncbes osso/enxerto e que um enxerto (10%) teve reabsor¢do. No GUF 70% dos casos
estavam estaveis e em 30% havia reabsorcao do enxerto. No GHA 60% dos casos estavam
estaveis, 20% apresentaram quebra do enxerto no orificio do parafuso quando retirado os
implantes metalicos e em 20% deles havia mobilidade nas jungdes enxerto/osso. Neste
grupo ainda era possivel observar com bastante facilidade a regido do enxerto, sendo ele
bem delimitado e mais esbranqui¢ado quando comparado ao 0sso receptor.

A tabela 1 apresenta os resultados da andlise biomecénica utilizando o ensaio de
flexdo em trés pontos da ulna operada e da ulna saudavel. Houve diferenca significativa
(p<0,05) em todos os grupos comparando ulna sem enxerto e ulna com enxerto. Ainda, nos
grupos com enxerto, quando comparado individualmente foi verificado diferenca

significativa entre 0 GNL e o GHA.

Tabela 1- Média e desvio padrdo da resisténcia (em Newtons) do GUF (grupo ultrafreezer), GNL (grupo
nitrogénio liquido) e GHA (grupo hidroxiapatita) no ensaio de flexdo avaliando membro sem enxerto e 0

membro com enxerto.

Grupos Ulna sem enxerto Ulna com enxerto
GUF 115,59+16,97 19,88+13,46
GNL 111,78+16,24 28,39+9,88

GHA 100,86+14,36 11,52+2,24
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A avaliacdo biomecanica de flexdo maxima (mm) esta representada na tabela 2.
Observou-se diferenca estatistica no GHA, na comparacao entre a ulna sem enxerto com 0s
com enxerto e quando comparados os enxertos do GNL com os enxertos do GHA e os
enxertos do GUF com os enxertos do GHA. N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos

dos membros sem enxerto tanto na flexdo quanto na resisténcia biomecanica.

Tabela 2 — Avaliacdo biomecanica de flexdo maxima em milimetros entre 0 GUF (grupo ultrafreezer), GNL
(grupo nitrogénio liquido) e GHA (grupo hidroxiapatita) avaliando a ulna sem enxerto (SE) e a ulna com

enxerto (CE), com média (M) e desvio padrdo (DP).

N° GUF-SE GUF-CE GNL-SE GNL-CE GHA-SE GHA-CE
1 0,062 0,048 0,106 0,027 0,032 0,000
2 0,033 0,000 0,038 0,033 0,042 0,055
3 0,057 0,000 0,029 0,042 0,025 0,000
4 0,045 0,037 0,026 0,046 0,040 0,000
5 0,021 0,014 0,021 0,048 0,030 0,083
6 0,037 0,052 0,030 0,026 0,031 0,000
7 0,045 0,024 0,047 0,043 0,024 0,000
8 0,026 0,000 0,065 0,000 0,028 0,053
9 0,045 0,018 0,024 0,027 0,027 0,069
10 0,027 0,020 0,030 0,045 0,031 0,105

M/DP 0,040+0,013 0,031+0,015 0,042+0,026 0,037+0,009 0,031+0,006 0,073+0,022

DISCUSSAO

O comportamento mecanico do osso em situacdes fisiologicas € similar ao
comportamento mecanico de um objeto elastico (Cowin, 1999), por isso que 0s 0ssos foram
submetidos aos ensaios biomecanicos logo apds terem sido removidos, visando a
manutencdo deste comportamento e proporcionando resultados mais fidedignos. Segundo
Cordey (2000) o ensaio de flexdo é o mais importante em biomecanica, pois apresenta
menos variaveis, provocando encurvamento do corpo de prova até sua ruptura, fornecendo
dados quantitativos de deformacéo e forca da amostra. O ensaio de flex&o foi efetivo, pois
gerou dados quantitativos em todas as amostras testadas, permitindo comparacdo adequada

entre 0S grupos.
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Nos trés grupos, através de avaliacdo clinica ortopédica apds a retirada dos
implantes, obteve-se média geral de 73,33% de incorporacdo do enxerto (oscilando de 90%
a 60%), dados que destoam de Tunio et al.(2015) que obtiveram 100% de incorporagédo dos
enxertos de HA e de matriz 6ssea desmineralizada com HA em 12 semanas de evolucédo
com quatro pombos em cada grupo, o que pode ser justificada pela maior porosidade e taxa
de dissociagao do enxerto de HA utilizado pelos neste trabalho.

A facilidade de identificacdo da regido do enxerto no GHA pode ser atribuida ao
tempo relativamente curto de permanéncia do enxerto (90 dias), pela baixa porosidade,
auséncia de canal medular e grande densidade do enxerto (macico), fatos que também
foram descritos por Bhatt et al. (2012) que citaram que 0s enxertos sintéticos podem
demorar mais de um ano para se incorporarem ao 0sso do receptor e, segundo esses autores,
esse tempo estd diretamente relacionado as caracteristicas de porosidade, taxa de
dissociacdo, se for macico ou nao, proporcionando maior ou menor deposicao de células
envolvidas na consolidacéo 0ssea, fato que refletiu diretamente na resisténcia biomecanica,
apresentando o pior resultado com média e desvio padrdo (11,52+2,24 N).

Maccoy e Haschuck (1988) e Barboza et al. (2012) afirmaram que o uso de
aloenxerto em aves ainda apresenta viabilidade limitada, pelo fato de haver relatos de
reacOes inflamatdrias graves nas areas enxertadas e pela dificuldade de fixacdo do enxerto
ao 0sso do receptor. Este fato ndo foi observado no projeto, pois ndo foi verificado reacéo
inflamatdria na regido onde os aloenxertos foram aplicados. Certamente o método de
fixacdo utilizado contribui para isto, visto que foi eficiente e manteve a regido do implante
estavel.

No ensaio de flexdo todas as ulnas contralaterais apresentaram maior resisténcia
guando comparados as ulnas enxertadas, estando de acordo com Hulse e Hyman (2003) que
citaram que o0ssos com fraturas consolidadas apresentam menos resisténcia e maior
deformacéo elastica devido ao longo tempo necessario para finalizar o processo de
consolidacdo em virtude do remodelamento continuado com deposicdo constante de
minerais, quando comparado ao tecido ésseo integro.

Kaab et al. (2004) concluiram que quando se utiliza placa bloqueada ndo existe
movimentacdo entre 0s componentes metélicos, pois a cabeca do parafuso é rosqueada no

orificio da placa conferindo extrema rigidez ao sistema, fazendo as forgas sejam suportadas
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pelos implantes e ndo pelo osso, permitindo que haja estabilidade absoluta, e podendo
acarretar em lise/reabsorcdo 6ssea, fendmeno que pode ser atribuido aos casos onde houve
a reabsorcdo dos aloenxertos nos GUF e GNL, pois ndo foi verificado infec¢do no local da
enxertia fator que também poderia gerar reabsorcéo.

O GNL obteve maior resisténcia no ensaio de flexdo, fato que pode ter ocorrido pela
incorporagdo mais precoce desse enxerto em relacdo aos outros, concordando com Currey
(2003) que salientou que a resisténcia esta diretamente relacionada a consolidacdo dssea
onde se tem maior deposi¢cdo de minerais proporcionando maior dureza e causando maior
resisténcia 0ssea.

Na flexdo méxima, o GHA apresentou maior deslocamento por ter unido ainda
incompleta do enxerto, dessa forma, maior elasticidade, o que esta4 de acordo com Currey
(2003) que citou que em unido retardada o processo de consolidacdo esta na fase fibrosa ou
cartilaginosa, apresentando menor deposicdo de minerais, aumentando consequentemente a
elasticidade dos 0ssos e apresentando menos resisténcia.

Conforme Barboza et al. (2012) o enxerto deve fornecer resisténcia mecéanica, ter
preparo simples, baixo custo e ser de facil estocagem e transporte, preceitos que foram
verificados no GNL, visto que possuem baixo custo e facil obtencdo. Além disso nao
apresenta necessidade de estocagem visto que pode ser aplicado imediatamente apds o seu
processamento, dispensado a necessidade de formacdo de banco de ossos ou de equipes
somente para a extracdo do enxerto. JA no GHA, o processamento laboratorial e a aquisi¢do
do HADC sdo onerosos, assim como no GUF onde o custo do ultrafreezer e sua
manutencdo para a formacdo do banco de 0ssos gera muitas despesas, e ainda precisa de
pelo menos duas semanas para a inativacdo do aloenxerto, sendo feito em duas etapas

necessitando de duas equipes, uma para a coleta e outra para aplicacao.

CONCLUSAO

Sendo assim, € possivel concluir que os trés enxertos testados sdo aplicaveis em
lesbes com perdas Osseas em aves, entretanto, o grupo GNL mostrou-se superior por
apresentar maior resisténcia biomecanica, ser de facil obtencao, ser aplicado no mesmo dia

e ndo necessitar de equipamentos para estocagem.
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4, CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos, podemos concluir que os trés enxertos testados
podem ser utilizados em fraturas com perdas 0sseas importantes em aves. Os aloenxertos
confeccionados a partir de pecas resfriadas de supermercado apresentam viabilidade para a
obtengdo e implantacdo. Os enxertos do GNL mostraram-se superiores na maioria dos
quesitos, sendo a primeira op¢do de enxertia em aves fraturadas com perdas Osseas

importantes.
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