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RESUMO

Em vida livre ou cativeiro, a casuistica de fraturas em aves é alta. O tratamento de fraturas
nessa classe animal é desafiador, principalmente pelas caracteristicas anatémicas,
metabolicas e fisiologicas que diferem as aves dos mamiferos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a utilizacdo de blenda polimérica de poli (acido lactico-co-glicélico) e poli
(isopreno) (Cellprene®) para correcdo de defeito critico em ulna de Coturnix japonica.
Foram utilizadas 20 codornas-domeésticas (Coturnix japonica), fémeas e com 60 dias de
idade. As aves foram avaliadas previamente ao desenvolvimento do projeto quanto a
sanidade por meio do exame clinico, hematoldgico e radiolégico da asa esquerda. Sob
anestesia dissociativa realizada com cetamina, xilazina e tramadol associado a remifentanil
trans-operatorio, a ulna foi submetida a ostectomia de duas vezes o seu diametro. Na
sequéncia foi realizada a inser¢do intramedular do implante de blenda polimérica de poli
(&cido lactico-co-glicélico) e poli (isopreno) (Cellprene®) enrolado em um pino liso de
Kirschner com 0,8mm de diametro e aproximadamente 2,8 cm de comprimento, por via
retrégrada. A dermorrafia foi feita com mononailon 4-0 no padréo isolado simples. As aves
foram mantidas com bandagem em 8 por 10 dias pds-operatdrios e submetidas a exame
radiografico aos sete, 15, 30, 60 e 90 dias ap6s o procedimento cirtrgico. Aos sete, 15, 30 e
60 dias, foi feita eutanasia de duas aves e aos 90 dias das 12 restantes e as ulnas foram
enviadas a analise histolégica. Em cada avaliacdo radiogréafica e histoldgica foi atribuido
escore gque variaram de 0 a 5 pontos, de um total de 8 (radiografico). Os escores histologicos
finais apresentaram variacdo de 1 a 8 pontos, de um total de 13. Nao foi observado unido
Ossea radiografica ou histolégica e 55% (11/20) apresentaram proliferacdo de tecido fibroso
ou fibrocartilaginoso no foco da ostectomia, caracterizando ndo unido. Além disso, ficou
evidenciado na maioria dos animais a presenca de alteragdes histoldgicas compativeis com
reacao tipo corpo estranho, como inflamacdo mononuclear e presenca de caseo. Conclui-se
que a utilizacdo de blenda polimérica de poli (acido lactico-co-glicdlico) e poli (isopreno)
(Cellprene®) ndo promove unido dssea radiografica ou histologica para corregdo de defeito

critico em ulna de Coturnix japonica.

Palavras-chave: ortopedia, fratura, aves, silvestres, biomateriais, implantes, enxertos.



ABSTRACT

During the veterinary attendance routine, the frequency of avian fracture is elevated, in both
wild and captive environments. The treatment of fractures in these animals is challenging,
especially as a result of the anatomical, metabolic and physiological features that
differentiate birds from mammals. This goal of this study was to evaluate the use of a
polymeric blend of poly(lactic-co-glycolic acid) and polyisoprene (Cellprene®) to recover a
critical-sized bone defect in the ulna of quail (Coturnix japonica). The study used 20 female
C. japonica of 60 days of age. Each bird had been evaluated, prior to the study, by a clinical
examination of their health, hematology, and radiology of their left wing. Using dissociative
anesthesia with ketamine, xylazine and tramadol associated with trans-operatory
remifentanil, the bird’s ulna was subjected to an ostectomy of twice its diameter. Then, a
plain Kirschner pin of 0.8mm diameter and about 2.8cm length, wrapped in a polymeric
blend of poly(lactic-co-glycolic acid) and polyisoprene was inserted retrograde. The skin
was sutured with 4-0 nylon in a simple interrupted pattern. The birds were kept with a figure-
of eight bandage for 10 days after the procedure. Radiological examinations were made on
the 7", 15", 30", 60" and 90" days after the procedure. Two birds were euthanized on the
7t 15 30" and 60" days after the procedure and their ulnas sent for histological analysis.
Ninety days after procedure, 12 birds were euthanized and their ulnas also sent for
histological analysis. A score based on tables from the literature was designed for each
radiological and histological evaluation. The final radiological scores varied from 0 to 5
points out of 8. The final histological score presented a variation of 1 to 8 points out of 13.
No single animal presented radiographical bone union and 55% (11/20) presented fibrosed
tissue or fibrocartilaginous proliferation on the ostectomy focus, characterizing a non-union.
Besides that, in most animals the presence of histological alterations compatible with
foreign-body reaction was evident, such as mononuclear inflammation and the presence of
caseous material. Hence, the use of the polymeric blend of poly(lactic-co-glycolic acid) and
polyisoprene did not promote radiological or histological bone union when correcting a

critical-sized bone defect in the ulna of C. japonica.

Key words: orthopedics, fracture, birds, wild, biomaterials, implants, grafts.
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1 INTRODUGCAO

Em se tratando da rotina pratica da medicina de animais selvagens e pets néao
convencionais, as aves representam a classe mais comum, seja pela sua grande diversidade
de espécies e populagdo de vida livre, seja pela sua popularidade como animal de estimacao.
Em qualquer ambiente — vida livre ou cativeiro — as afeccOes ortopédicas sdo habituais
(Carrasco, Shimizu and Forbes, 2017).

O Nucleo de Conservacao e Reabilitacdo de Animais Silvestres (PRESERVAS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), responsavel pelos atendimentos a
animais silvestres no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS, tem em seus registros, 0s
seguintes dados para a contextualiza¢do do problema que motiva este estudo:

e No periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2016 foram atendidos 2008 animais

silvestres, oriundos de cativeiro e de vida livre.

e Neste periodo, foram atendidas 1154 aves (57,5%), 290 répteis (14,4%), 557

mamiferos (27,7%), 6 peixes (0,3%) e 1 anfibio (0,1%).

e Dos atendimentos a aves, 270 (23%) foram afec¢des musculoesqueléticas.

A partir desses dados é importante salientar que a cada 10 animais atendidos no setor,
mais da metade séo aves e uma em cada cinco apresenta fratura em um ou mais 0Ssos.

Muitas aves sdo encaminhadas para atendimento clinico médico-veterinario com
fraturas. Devido a cortical fina, caracteristica dos 0ssos dessa classe animal, frequentemente
essas fraturas sdo cominutivas e/ou representam importante perda 6ssea (Tully, 2002).

Existem trés opc¢des principais para o tratamento das fraturas em aves: reparo
cirrgico, coaptagdo externa e confinamento. Quando ha deslocamento de fragmentos e/ou
instabilidade no local fraturado, o reparo cirdrgico é sempre preconizado (Carrasco, Shimizu
and Forbes, 2017).

Algumas afeccBes ortopédicas em aves demandam grande quantidade de regeneracdo
0ssea, situacdo comum em grandes defeitos 0sseos que podem surgir em decorréncias de
traumas (Fattahian, Mansouri and Mansouri, 2017). Aves que sofrem fraturas por alta energia
frequentemente apresentam fraturas cominutivas e com graves danos aos tecidos adjacentes,
sendo frequentemente expostas (Carrasco, Shimizu and Forbes, 2018). Na medicina, essas
situacOes de grande perda dssea sdo habitualmente tratadas com enxertos 0sseos ou com
implantes de biomateriais (Fattahian, Mansouri and Mansouri, 2017).

O uso de materiais sintéticos como implantes para reparos de defeitos 6sseos vem

sendo mais estudados e aplicados na rotina médica e odontoldgica, sendo que uma ampla
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variedade de materiais tem sido empregada e testada (Fattahian, Mansouri and Mansouri,
2017). Dentre os biomateriais utilizados, pode-se listar o titdnio, 0s compostos ceramicos, a
hidroxiapatita, os cimentos de fosfato de célcio, os aloplasticos, dentre outros (Pinto, 2010).

O uso de polimeros biocompativeis sintéticos ou naturais tem sido alvo dos estudos
da engenharia de tecidos. O poli (lactico-co-glicélico) (PLGA) é bastante aplicado e estudado
dentre polimeros biocompativeis devido a versatilidade de sua aplicacao e ao relativo baixo
custo de producdo em escala industrial. Ja o poli (isopreno) (PI) é o principal componente
polimérico da borracha natural, extraida das arvores da Hevea brasiliensis, ou seringueira.
Embora ndo seja amplamente utilizado em engenharia de tecidos, o poli (isopreno) exibe
excelentes propriedades angiogénicas, que garantem o suprimento de sangue para o local do
implante, acelerando o periodo de recuperacao tecidual (Guerra et al., 2018).

A utilizacdo de codornas domésticas (Coturnix japonica) como modelos
experimentais em cirurgias ortopédicas ainda ndo € comum, com poucos relatos na literatura.
Como exemplo, é possivel citar o estudo de Bolson et al. (2005) que avaliou o implante de
poliuretana derivada de polimero de mamona em Umero de codornas. Devido as
caracteristicas biologicas e a facilidade de manejo e manutencdo em cativeiro (Huss, Poynter
and Lansford, 2008), acredita-se que a C. japonica possua grande potencial como modelo
experimental em ortopedia.

Posto isto, o presente trabalho foi desenvolvido buscando avaliar a utilizacdo de
blenda polimérica de poli (&cido lactico-co-glicélico) e poli (isopreno) (Cellprene®) para

correcdo de defeito critico em ulna de Coturnix japonica.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORTOPEDIA EM AVES E A UTILIZACAO DE IMPLANTES NA MEDICINA
DE AVES

2.2 Ortopedia em aves

Afeccdes ortopédicas sdo problemas frequentes na rotina de atendimento as aves,
sendo observadas fratura, luxacdo e degeneracdo articular, normalmente em decorréncia de
traumas ou de doencas osteometabdlicas (Tully, 2002; Carrasco, Shimizu and Forbes, 2017).
Nas aves, 0s 0ss0s apresentam duas principais fungdes: suporte para a musculatura e reserva
de calcio e fosforo (Tully, 2002).

A cortical 6ssea fina e a grande variacao de tamanho, peso e conformacédo anatbmica
das aves geram diferentes resultados quando envolve a questdo do tratamento das fraturas
(Williams et al., 1987). Assim, as aves apresentam adaptacOes anatdmicas em relacdo ao
esqueleto de mamiferos, sendo possivel elencar essencialmente a presenca de 0SS0S
pneumaticos e de corticais finas e com pouco 0sso esponjoso (Helmer and Redig, 2006;
Carrasco, Shimizu and Forbes, 2017).

Ainda assim, h& aplicabilidade dos principios ortopédicos basicos: fixacdo rigida,
alinhamento anatémico, retorno precoce a funcéo e baixa morbidade. N&o obstante, as aves
apresentam baixa cobertura de tecidos moles, 0 que aumenta a incidéncia de fraturas expostas
e lesdo neurovascular regional (Helmer and Redig, 2006; Carrasco, Shimizu and Forbes,
2017).

Tao importante quanto classificar uma fratura é avaliar e entender a natureza dela e
0s parametros que podem contribuir para a complicagdo do quadro, principalmente a
qualidade do osso e o estado fisiologico da ave. Algumas caracteristicas como localizacéo,
tipo, natureza da fratura s@o essenciais para o planejamento do tratamento a ser empregado
(Carrasco, Shimizu and Forbes, 2018).

Fraturas com grandes perdas 0sseas sdo 0s maiores desafios na clinica de aves (Tunio
et al., 2015). Dentre as formas de tratamento podemos citar o cirdrgico, a coaptacdo externa
e 0 repouso com restricdo de espaco em gaiolas (Carrasco, Shimizu and Forbes, 2018). As
fraturas por alta energia sdo comuns em aves de vida livre e com frequéncia s&o cominutivas,
expostas, com grande perda 0ssea e grave lesdo aos tecidos adjacentes. Nessas situacoes
complexas, o tratamento cirtrgico é preconizado (Carrasco, Shimizu and Forbes, 2018).
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A ndo-unido 6ssea, uma complicacdo no processo de consolidacdo de fraturas
frequentemente causada por perda de suprimento sanguineo periosteal devido ao trauma ou
a abordagem cirurgica, pode ser definida pela falha na unido dos fragmentos 6sseos por perda
de atividade osteogénica no local de fratura (Schmaedecke et al., 2003; Carrasco, Shimizu
and Forbes, 2017).

A classificacdo dos quadros de ndo-unido baseia-se nos padrdes de suprimento
sanguineo e no potencial osteogénico, sendo: viaveis ou nao-viaveis. Na maioria dos casos,
o0 tratamento da ndo-unido ¢é baseado na restauracdo do alinhamento 0sseo, fixacao estavel e
aplicacdo de enxertos ou substitutos 6sseos com propriedades osteogénicas, osteocondutivas
e osteoindutivas (Schmaedecke et al., 2003).

2.3 Implantes

Segundo Balthazar et al. (2013), a utilizacdo de implantes ou enxertos tem grande
importancia no tratamento de fraturas cominutivas de 0ssos longos, onde ha necessidade de
substituicdo ou preenchimento da falha 6ssea. O uso de enxertia ja ¢ amplamente estabelecido
em medicina e odontologia (Oliveira, 2002), porém, apesar de ja ser utilizado principalmente
em mamiferos domésticos, ndo € aplicado com a mesma frequéncia em aves, pois Sao
apresentadas algumas limitacdes como a dificuldade de obtencdo de enxerto autdgeno
(Sanaei et al., 2015).

Segundo Hawthorne (2010), os materiais para enxerto 6sseo podem ser classificados
em:

e Enxertos autdogenos ou autoenxertos: quando ha realocacdo de tecido no mesmo
individuo. Este modelo consequentemente ndo provoca reagdo imune e pode ser 0sso cortical
OU esponjoso.

e Enxertos alogénicos, homdgenos ou homoenxertos: sao tecidos enxertados entre
individuos da mesma espécie, mas geneticamente distintos. Exemplos: 0sso fresco,
congelado, liofilizado ou desmineralizado.

e Xenoenxertos, heteroenxertos ou heterdlogos: enxertos realizados entre individuos
de espécies diferentes. Neste caso é possivel incluir 0ssos de animais de espécies diferentes
do receptor e os materiais sintéticos, que podem ser de natureza metalica, ceramica ou
polimérica.

Segundo Marques (2011), a definicdo mais amplamente aceita de biomateriais vém
da Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicagdes Clinicas, de 1982, que explica

o termo como “toda substincia (com excegdo de drogas) ou combinagdo de substancias, de
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origem sintética ou natural, que durante um periodo de tempo indeterminado € empregado
como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substitui¢do
de quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes corporais”.

Sendo assim, o biomaterial ideal utilizado para implantes tem de ser inerte,
biocompativel ou biotolerado, ndo alérgico, ndo cancerigeno, eliminado do organismo em
tempo compativel com a substitui¢cdo por novo 0sso, de facil manipulagdo, esterilizvel, com
boa estabilidade, econémico e ndo atuar como substrato para proliferacdo de microrganismos
patogénicos (Pinto, 2010; Marques, 2011; Lacerda, 2014).

Os enxertos 6sseos podem promover neoformacdo dssea através de trés principais
mecanismos: osteoconducéo, osteoinducéo e osteogénese (Oliveira, 2002; Hawthorne, 2010;
Lacerda, 2014). Na osteoconducdo o enxerto serve de suporte para o crescimento, fornecendo
estrutura para deposito 6sseo (Oliveira, 2002; Lacerda, 2014). Na osteoinducdo ha estimulo
a formacdo dssea pela promogdo de recrutamento de células mesenquimais do receptor, que
se diferenciardo em osteoblastos (Oliveira, 2002; Lacerda, 2014). A osteogénese é a sintese
Ossea por células sobreviventes do enxerto, ou neoformacdo 6ssea (Oliveira, 2002; Lacerda,
2014).

2.3.1 Blenda polimérica de poli (Acido lactico-co-glicélico) e poli (isopreno) como
biomaterial

O Poli (&cido lactico-co-glicdlico) (PLGA) é um polimero biorreabsorvivel dos mais
populares e um dos mais estudados na area medica (Marques, 2011). Segundo Marques
(2011), “esses polimeros podem ser sintetizados a partir de fontes vegetais renovaveis,
fazendo-o0s materiais promissores em tempos cuja palavra de ordem no ramo tecnolégico é
sustentabilidade”. Ainda, Guerra et al. (2018) afirmaram que o PLGA é importante entre
polimeros biocompativeis devido a versatilidade de aplicacdo, ao relativo baixo custo de
producéo em escala industrial, a boa compatibilidade e ndo toxicidade, além de ser facilmente
processado em diferentes dispositivos.

O Poli (isopreno) (IR) é um polimero extraido da arvore Hevea brasiliensis, também
conhecida como seringueira. O cis-1,4-poliisopreno é conhecido como borracha de isopreno
ou latex, encontrado na borracha da seringueira e obtido pela coagulacdo do latex natural, no
entanto também pode ser sintetizado em laboratério (Marques, 2011) . O IR apresenta
excelentes propriedades angiogénicas que asseguram o fornecimento de sangue ao local do
implante, acelerando o periodo de recuperacdo do tecido. A angiogénese é um processo

fisiolégico complexo através do qual novos capilares sdo formados a partir de vasos
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preexistentes, envolvendo o crescimento migratorio e a diferenciacéo de células endoteliais,
e é crucial para a cicatrizacdo de feridas e regeneracao tecidual, pois esses processos sdo
altamente dependentes da vascularizacao (Guerra et al., 2018).

Marques (2011) ainda explica que “uma blenda polimérica é a mistura fisica de dois
ou mais polimeros ou copolimeros que nao estdo ligados por ligagdes covalentes” e visa a
obtencéo de caracteristicas novas combinando polimeros. No caso da blenda de PLGA e IR,
0 objetivo principal é associar a propriedade de biorreabsorcdo do PLGA com a resposta de
neovascularizacdo e adesdo celular do IR em um material biocompativel (Marques, 2011).

O Cellprene®, nome registrado desta blenda polimérica, ja foi utilizado in vivo em
coelhos, testando a viabilidade deste implante no formato espiral para o tratamento de
estenose traqueal (Schopf et al., 2017); além disso, foi utilizado como implante absorvivel
para utilizacdo em expansdo cranial visando o tratamento de craniosinostose em coelhos
(Faller et al., 2015); e por fim, a histotoxicidade foi avaliada como implante em cranio de
ratos Wistar, objetivando-se também a utilizacdo como implante na craniosinostose,
demonstrando que o material tem potencial de ser estudado para esse objetivo (Kim et al.,
2014).

Todavia, ainda ndo ha registros da utilizacdo deste material em aves, sendo este o
primeiro estudo nessa classe animal e o primeiro estudo com objetivo de promover reparo de

fraturas em 0ssos longos.
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3 MATERIAL E METODOS
O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) sob o numero de protocolo 36819 (ANEXO 1).

3.1.1 Animais e manutencéo

Foram utilizadas 20 codornas-domeésticas (C. japonica) fémeas, adultas em inicio de
fase reprodutiva (60 dias de vida), com peso medio de 160g, obtidas de criadouro comercial.
Os animais foram aclimatados durante 15 dias em gaiola coletiva (3,7m?). Durante todo o
experimento os animais foram mantidos com &gua e racdo comercial para codornas de
postura (Languiru®) ad libitum. A higienizagdo dos comedouros, bebedouros e dos recintos
foi feita diariamente e a troca da cama de maravalha a cada 10 dias.

Apdbs o periodo de aclimatacdo os animais foram submetidos a avaliacdo clinica
individual pré-operatoria, seguida dos seguintes exames complementares hemograma,
contagem de trombdcitos e radiografia de membro toracico esquerdo (MTE) nas projecdes
mediolateral e craniocaudal.

As amostras de sangue periférico foram obtidas por puncdo de veia jugular direita,
através do uso de seringas de 1 ml e agulhas hipodérmicas estéreis (agulha 13 x 0,45 mm ou
13 x 0,38 mm) previamente heparinizadas. O sangue colhido (no mé&ximo 1mL) foi
acondicionado em microtubos contendo heparina até o momento da avaliacdo laboratorial
em tempo ndo superior a 24h da coleta. A extensdo sanguinea foi realizada no momento
imediatamente pds-colheita.

Os critérios de exclusdo dos animais no experimento foram: alteracdes clinicas no
exame fisico (mucosas hipocoradas, dispneia, lesGes, tumores), alteracdes na avaliacdo
hematoldgica e/ou presenca de lesdes traumaticas ou congénitas em asa esquerda.

Os animais incluidos no estudo receberam marcacéo individual através da colocagdo

de anilhas pléasticas coloridas em regido de tarsometatarso.

3.1.2 Delineamento amostral

Para determinacdo do n amostral, foi utilizado o software WinPepi (versdo 11.65),
baseado em estudos anteriores de Zhang et al. (2014) e Kim et al. (2014). Para um nivel de
significancia de 5% e 80% de poder estatistico, o software estabeleceu um minimo de 18
animais. Desta forma, foi estabelecido o total de 20 animais para este estudo.

Os animais foram distribuidos de forma aleatdria simples, por sorteio, em cinco

subgrupos de acordo com o tempo de pds-operatorio: 7, 15, 30, 60 e 90 dias, sendo dois
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animais submetidos a eutanésia aos 7, aos 15, aos 30 e aos 60 dias, para envio de material
para analise histoldgica para avaliagdo das propriedades atribuidas ao biomaterial implantado
e 12 animais no grupo dos 90 dias, para verificacdo da consolidacdo ou ndo da fratura, bem

como as caracteristicas radioldgicas e histopatologicas.

3.1.3 Implante de blenda polimérica de poli (&cido lactico-co-glicolico) (PLGA) e poli
(isopreno) (IR) (Cellprene®)

O PLGA utilizado foi produzido pela PURAC (Holanda) e o IR utilizado era o latex
natural centrifugado, da marca Mafer, produzido por industria e comércio de artefatos de
borracha. A blenda de PLGA/IR foi obtida na propor¢do de 60/40, diluidas em cloroférmio.
O processo de secagem em estufa era o responsavel por volatilizar esse solvente. Apos a
obtencdo do material, este foi transformado no formato de uma lamina de espessura finissima
e enrolada a fim de formar um corpo cilindrico similar a um 0sso, observando-se a media de
didmetro 6sseo da ulna de codornas. Este material foi moldado j& ao redor de cada pino
intramedular de 0,8 mm de didmetro (Figura 1), embalado em papel grau cirirgico e

esterilizado com 6xido de etileno.

Figura 1 - Implante de blenda polimérica de poli (acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) e poli (isopreno) (IR) (Cellprene®) moldado ao redor de pino

intramedular de 0,8mm de diametro.

3.1.4 Procedimentos anestésicos e pré-operatorios
Para o procedimento cirurgico os animais foram mantidos em jejum solido e hidrico
de 30 minutos antes da anestesia com xilazina (7 mg.kg™), quetamina (23 mg.kg™) e tramadol

(30 mg.kg?) por via intramuscular e, apds aproximadamente 10 minutos, foi realizada
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vendclise metatarsal medial com cateter 24G e intubagdo orotraqueal, mediante uso de sonda
uretral n°8 adaptada para ventilagdo com oxigénio 100%. As codornas receberam infuséo
continua de remifentanil na dose de 9 pg/h, via bomba de infusdo até o término do
procedimento cirdrgico.

Ao longo de todo o procedimento cirdrgico, os reflexos avaliados foram: palpebral,
membrana nictitante, pingamento digital e arrancamento de pena. A total auséncia desses
reflexos foi considerada como plano anestésico adequado. Frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratéria (FR), temperatura cloacal, oximetria, ritmo cardiaco por
eletrocardiograma e EtCO; foram avaliados continuamente e registrados a cada 5 minutos

com o uso de monitor multiparamétrico.

3.1.5 Procedimento cirurgico

Com o animal em plano anestésico-cirirgico e em decubito lateral direito, foi
realizada delicadamente a retirada das penas de toda regido radioulnar esquerda e a éarea foi
submetida a antissepsia com alcool 70% e clorexidine a 2%. As rémiges primarias foram
envolvidas por uma atadura elastica estéril. Apds a colocacdo dos campos plasticos e de
tecido estéreis, foi realizado acesso craniodorsal a regido diafiséaria ulnar através de inciséo
de pele (Figura 2A), divulsao do subcutaneo, afastamento do musculo flexor ulnar do carpo
e das inser¢des dos bulbos das rémiges secundarias aderidas ao peridsteo (Figura 2B).

Apdbs o acesso, foi mensurado o comprimento total da ulna com auxilio de régua
metalica estéril e do diametro diafisario com auxilio de especimetro de Castroviejo. Para
realizacdo das ostectomias foi utilizado bisturi piezoelétrico com ponteira reta diamantada
estéril, sob irrigacdo constante com NaCl 0,9% estéril em temperatura ambiente. Foram
realizadas ostectomias de duas vezes o diametro da ulna de cada codorna (Figura 2C), tendo
como referéncia o centro da ulna para realizacdo dos cortes, conforme o que foi descrito por
Zafalon-Silva (2019).

Os pinos com o implante foram colocados em uma cuba com solucdo fisioldgica de
forma a permanecerem submersos por pelo menos 10 minutos antes da implantagdo. Foi
realizada a insercdo do implante de blenda polimérica de poli (&cido lactico-co-glicolico) e
poli (isopreno) (Cellprene®) enrolado a um pino liso de Kirschner com 0,8mm de didmetro
e aproximadamente 2,8 cm de comprimento, por via retrograda, mediante uso de um
introdutor manual de Jacobs, pelo olécrano (Figura 2D). O implante de Cellprene®

apresentava mobilidade pelo eixo do comprimento do pino intramedular, de forma que a
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insercdo do pino permitia o deslocamento do implante até o encaixe adequado ao defeito

critico de cada animal.
Apods, foi realizada a lavagem de regido com NaCl 0,9% estéril (Figura 2E) e, em
seguida, foi realizada a rafia da fascia muscular e pele com mononailon n° 4-0 em padrao

isolado simples (Figura 2F).

Figura 2 - Procedimento cirdrgico em ulna de Coturnix japonica. A. Incisdo de pele na
regido diafisaria ulnar esquerda. B. Divulsdo e afastamento dos tecidos adjacentes a ulna
esquerda. C. Defeito critico em ulna ap6s ostectomia de 2x diametro do 0sso. D. Insercéo
retrégrada da blenda polimérica em um pino intramedular de 0,8 mm. E. Aspecto da leséo
apos a colocacdo do implante e limpeza com solucao fisioldgica. F. Sutura de pele no padréo
isolado simples com mononailon 4-0.
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Apos a limpeza da ferida cirurgica com solucao fisioldgica e gaze, ainda sob sedacao,
realizava-se uma bandagem em “8” na asa operada com bandagem el&stica autoadesiva. Cada
ave foi envolvida em retalho de tecido para prote¢do quanto a agitacdo da recuperacédo
anestésica e mantida em caixa de transporte com bolsa de agua morna até recuperagéo

completa.

3.1.6 Manejo pos-operatorio

No pds-operatorio imediato, o0 membro operado foi radiografado nas projecées
mediolateral e craniocaudal e ap6s a asa foi mantida com imobilizagdo temporéria mediante
o uso de bandagem eléstica em “8” por 10 dias.

Como protocolo terapéutico foi utilizado tramadol (30 mg.kg™, VO, BID por 5 dias),
dipirona (25 mg.kg?, VO, BID por 5 dias), meloxicam (1 mg.kg?, IM, SID, por 3 dias) e
enrofloxacino (15 mg.kg™, VO, SID por 5 dias).

Durante os dez primeiros dias de pds-operatério, os animais foram mantidos em
gaiolas de 1,74m?, sendo o nimero maximo de 5 animais por gaiola e apds foram realocadas
na gaiola coletiva supracitada.

As suturas de pele foram removidas no momento da retirada da bandagem, aos 10
dias pos-operatorio.

3.1.7 Acompanhamento de evolucao clinica

Foram realizados exames radiograficos, mediante contencao fisica, nas projecdes
mediolateral e craniocaudal da ulna esquerda aos sete, 15, 30, 60 e 90 dias de pos-operatorio,
sendo que todos os exames radiogréficos foram feitos no Setor de Diagndstico por Imagem
do HCV-UFRGS e no mesmo aparelho de raio-x computadorizado com carga padréo.

Para analise das imagens radiogréaficas foi utilizada a tabela proposta por Ehrhart et
al. (2005) e adaptada por Boos (2017) e Gutierrez (2017) para Gallus gallus domesticus e
por Zafalon-Silva (2019) para C. japonica, onde trés avaliadores estabeleceram escore de
pontuacéo final, obtendo-se valor médio para fins de andlise estatistica nas varidveis (tabela
1): qualidade da linha de osteotomia, qualidade 6ssea do defeito critico, impressdo global da
consolidacdo 0ssea, aspecto e fixacdo do pino intramedular e escore final (somatério de todos
0s pontos obtidos nas variaveis).

Além disso, foi contabilizada a porcentagem de animais que apresentaram unido ou
ndo-unido 6ssea nos diferentes tempos de avaliagdo, sendo considerada unido radiografica a

presenca de continuidade cortical completa.
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Tabela 1 - Escore para avaliacdo radiografica proposto por Ehrhart et al. (2005)
e adaptado para avaliacdo da consolidagdo em defeitos dsseos em ulna de Gallus
gallus domesticus por Boos (2017) e Gutierrez (2017) e por Zafalon-Silva (2019)
em Coturnix japonica.

CRITERIOS PARA ESCORE DE NAO UNIAO PONTOS

QUALIDADE DA LINHA DA OSTEOTOMIA

Linha de osteotomia larga 0

Linha de osteotomia ainda visivel 1

Perda do detalhe da linha da osteotomia 2
QUALIDADE OSSEA DO DEFEITO CRITICO

Sem reacdo 6ssea 0

Formagcdo de calo 6sseo, sem unido 1

Preenchimento ésseo completo 2
IMPRESSAO GLOBAL DA CONSOLIDACAO

Minima ou nenhuma evidéncia radiografica de unido 0

Evidéncia radiografica de calo, mas sem unido 1

Unido radiografica 2

ASPECTO E FIXACAO DO PINO INTRAMEDULAR (PIM)
Migracéo do PIM
Lise ao redor do PIM
Implantes metalicos com aparéncia normal

ESCORE FINAL

ol N O

3.1.8 Avaliacéo histologica

No pdés-operatério, a cada momento estabelecido (sete, 15, 30, 60 e 90 dias pos-
implante) foi feita eutanésia dos animais, de acordo com as diretrizes da pratica de eutanasia
do CONCEA e do CFMV (2013), utilizando-se isoflurano em caixa anestesica, em local
calmo e silencioso, individualmente, seguido de cloreto de potéssio 10% por via intravenosa.

As duas asas foram retiradas e cada ulna foi delicadamente dissecada, sendo que a
ulna operada teve o pino intramedular removido para, em seguida, serem colocadas e
mantidas em formol tamponado até o processamento para analise histologica. Os materiais
foram encaminhados ao laboratorio Diagnose Vet, em Caxias do Sul — RS para analise.

A avaliacdo histologica foi realizada ap6s o periodo de fixacdo em formol,
descalcificacdo em solucdo de &cido nitrico a 10% e processamento pela técnica de rotina.
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Foram feitos cortes histoldgicos no eixo longitudinal do osso, corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricomio de Masson, objetivando a identificacdo de
neoformacéo 0ssea e neovascularizacdo no local do defeito.

O material foi examinado em microscopio optico nas amostras de ulna com implante
e de ulna contralateral como controle, levando em consideracdo os aspectos estabelecidos
por Tunio et al. (2015) e adaptados para este trabalho conforme tabela 2.

A avaliacdo histoldgica dos animais aos sete, 15, 30 e 60 dias foi realizada com o
objetivo de identificar histologicamente as propriedades de neovascularizacéo,
biocompatibilidade e reabsor¢éo atribuidas ao biomaterial. A avaliacdo de 12 animais aos 90
dias teve como propdsito avaliar, além dos fatores supracitados, a consolidacdo ou o
estabelecimento de ndo-unido da fratura.

Ademais, as analises histoldgicas incluiram as avaliaces quanto aos seguintes
critérios:

e Presenca ou auséncia do implante no tecido

e Grau de neovascularizacédo local (de ausente a +++)

e Grau de inflamacdo local (de ausente a +++)

e Classificacdo celular predominante (quando houver inflamacéo)

e Presenca ou auséncia de caseo.
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Tabela 2 - Escore para avaliacdo histolégica de critérios para consolidagdo de defeitos
criticos em ulna de Columba livia proposto por Tunio et al. (2015) e adaptado para
avaliacdo da consolidacdo em defeito critico em ulna de Coturnix japonica no presente
estudo.

CRITERIO PONTOS

ANALISE DA CONSOLIDACAO (A)

Nenhuma evidéncia de unido fibrosa ou éssea

Proliferacdo de tecido fibroso
Proliferacao fibrocartilaginosa ou cartilaginosa

Cartilagem mineralizada e/ou tecido 6sseo imaturo

A W N O

Unido 0ssea
DESENVOLVIMENTO DE CORTEX (B)
Nenhum coértex formado
Presenca de formacédo 0ssea ao longo do cortex externo
Formacao reconhecivel do cértex externo e do espaco medular

Cortex formado e ponte incompleta

A W N P O

Formacdo completa do cortex e ponte de defeito
INCORPORACAO DO ENXERTO OSSEO (C)

Sem incorporacao e sem formacéao de 0sso novo

(@)

Alguma incorporacdo com nova formacdo dssea: quantidade minima de 1

formacéo Gssea nova

Alguma incorporagdo com nova formacdo 6ssea: quantidade moderada 2

de formacéao dssea nova

Alguma incorpora¢do com nova formacdo éssea, continua com 0sso 3

hospedeiro

Boa incorporagdo, amplo 0sso novo e remodelagao 4

Excelente incorporacdo e remodelagdo avangada 5
ESCORE FINAL 13

3.1.9 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados no programa Excel (Microsoft Office) e
posteriormente avaliados quando a estatistica descritiva no mesmo programa, com 0
suplemento do Portal Action Stat (versdo 3.7). Foram descritas a média e desvio-padréo para
as variaveis quantitativas e a frequéncia e o percentual nos diferentes tempos para as variaveis

categoricas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas individuais e cirargicas

O peso médio dos animais foi de 160g £ 13g. O tempo médio de procedimento
cirargico foi de 14,5 £ 3,5 minutos. Na avaliacdo morfométrica da ulna esquerda no momento
operatdrio, o valor médio e desvio-padrdo do diametro e do comprimento foram 3,0 + 0,2
mm e 36,5 £ 12 mm, respectivamente. Com isso, o valor medio (xDP) do fragmento 6sseo
retirado para formar um defeito critico foi de 6,0 mm + 0,3 mm.

Duas aves foram a ébito durante o experimento e foram substituidas. Uma apresentou
morte sUbita, e a outra apresentou perda de peso progressiva apesar de seguir se alimentando
voluntariamente. O exame parasitoldgico de fezes resultou negativo. As causas das mortes
foram inconclusivas.

Todas as aves inclusas no estudo demonstraram boa evolugdo clinica, alcando
pequenos voos mesmo apds os procedimentos cirurgicos. Ainda, foi surpreendente o nivel
de atividade, a capacidade de voo e o comportamento de autoprotecdo dos individuos, que
ndo se habituaram ao manejo frequente, o que dificultou o controle das condi¢des de repouso
apos a remocdo da bandagem. N&o foi necessario realizar resgate analgésico em nenhum
individuo ao longo do projeto. Através da contagem diéria de ovos, ndo houve evidéncias de

alteracdo na postura.

4.2 Caracteristicas radioldgicas

Com relacdo a andlise radiografica, a média dos escores obtidos nos periodos do
estudo estdo apresentados na tabela 3.

Partindo do escore final de 2/8 pontos na analise radiol6gica do momento zero (PO -
poOs-operatério imediato), foi possivel verificar que 85% (17/20) dos animais ndo
demonstraram alteragdo dos escores em sete dias. Duas aves, representando 10% (2/20)
obtiveram melhora aos sete dias, porém a n° 13 demonstrou piora nos resultados a partir do
30° dia PO. A ave 16 demonstrou o pior escore (zero pontos) ja no 7° dia pds-operatério, sem
melhora até o dia 90 PO.

Aos 15 dias PO, 72% (13/18) mantiveram os escores de dois pontos, enquanto 5%
(1/18) teve melhora de um ponto no valor, passando para trés pontos finais. Uma ave (n°12)
teve piora dos resultados, decaindo o escore para um ponto.

Em 30 dias, 75% (12/16) das aves mantiveram seus escores da avaliagdo anterior,

enquanto 12,5% (2/16) demonstraram melhora dos valores, sendo as aves n° sete e 18 que
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passaram de dois para quatro pontos. Todavia, outras 12,5% (2/16) tiveram queda no escore,
passando de dois para um ponto nesta avaliacéo.

Em 60 dias, as aves de n° sete, oito, nove, dez, 14, 15, 17 e 20 (57% - 8/14)
mantiveram seus escores anteriores, enquanto destaca-se a melhora do escore da n° 18 (de
quatro para cinco pontos) e da n® 19, que havia regredido para o escore 1 em 30 dias, e passou
ao escore 4 aos 60 dias. A codorna n® 13 (7% - 1/14) teve piora no escore, atingindo o escore
final de um ponto neste momento.

Por fim, aos 90 dias PO, 75% (9/12) das codornas mantiveram seus escores anteriores,
destacando-se:

e AnN°16, que finalizou o experimento com escore igual a zero pontos desde 0s
sete dias pds-operatorios;

e A n°13, que teve piora desde os 30 dias PO, atingindo o escore zero aos 90
dias.

e An°12, que piorou os resultados radiologicos a partir do 15° dia PO, manteve
0 escore de um ponto até o final do experimento.

e Asn°®11 e 19 apresentaram melhora do escore em relacdo ao obtido nos 60
dias.

As imagens radiogréaficas das codornas 1, 3, 6, 7, 16 e 19 estdo agrupadas na figura
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Tabela 3 - Escores radiolégicos (0-8) para as codornas deste estudo de acordo com o tempo pés-
operatorio. Valores do escore final de avaliacdo radiogréfica para analise da consolidacdo em
defeitos 6sseos em ulna em Coturnix japonica no presente estudo, considerando um total de 8
pontos.

DIAS POS-OPERATORIOS

Codornas | O 7 15 30 60 90 | Média +DP
1 2 2 2,0£0,0
2 2 2 2,0£0,0
3 2 2 2 2,020,0
4 2 2 2 2,0£0,0
5 2 4 4 4 3,5+1,0
6 2 2 2 2 2,0£0,0
7 2 2 2 4 4 2,8+1,1
8 2 2 2 2 2 2,0£0,0
9 2 2 2 2 2 2 2,0+0,0
10 2 2 2 2 2 2 2,0£0,0
11 2 2 2 1 1 2 1,7+0,5
12 2 2 1 1 1 1 1,3+0,5
13 2 4 4 2 1 0 2,2+1,6
14 2 2 2 2 2 2 2,0£0,0
15 2 2 2 2 2 2 2,0+0,0
16 2 0 0 0 0 0 0,30,8
17 2 2 2 2 2 2 2,0+0,0
18 2 2 2 4 5 5 3,315
19 2 2 2 1 4 5 2,7+1,5
20 2 2 3 3 3 3 2,7+0,5

Média+ DP 2,0+0,0 2,1+0,8 2,1+0,9 2,1+11 22+14 272+16

DP: Desvio-padrao



31

Figura 3 — Avaliacdo radiografica mediolateral de ulna esquerda das codornas-
domeésticas (Coturnix japonica) de numero 01, 03, 06, 07, 16 e 19 submetidas a
ostectomia e implantacéo de blenda polimérica de PLGA/IR em 7, 15, 30, 60 e 90
dias pos-operatorios. Observacdo de migragéo parcial do pino (seta) e de formacéao
de calo 6sseo, mas sem unido aos 30 e 60 dias da n° 07 e 60 e 90 dias da n°® 19.
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Ao final dos 90 dias, nenhuma ave demonstrou preenchimento 6sseo completo ou

unido radiogréfica.

4.3 Caracteristicas histoldgicas

A descricdo dos escores e critérios avaliados na histologia estdo contidos na tabela

Dos critéerios histologicos, verificou-se que nenhum animal do estudo atingiu o escore
de unido dssea (A4, B4 e C4-5). Separando os escores em insatisfatorio (0-4 pontos), razoavel
(5 a 8 pontos) e satisfatdrio (9 a 13 pontos), é possivel perceber que 55% (11/20) atingiram
resultados insatisfatérios na analise histolégica e 45% (9/20) foram considerados razoaveis
para os parametros avaliados, sendo que nenhum animal atingiu a faixa satisfatoria.

Aos sete dias pds-operatorio, 50% (1/2) das codornas apresentaram cartilagem
mineralizada e tecido 6sseo imaturo e cortex formando ponte incompleta com alguma
incorporacdo do implante e quantidade moderada de nova formacgdo Ossea (A3, B3, C2).
Neste mesmo periodo, 50% (1/2) apresentaram proliferacdo fibrocartilaginosa ou
cartilaginosa na area do implante (Figura 4A) e formacéo reconhecivel do cértex externo e
do espaco medular com alguma incorporagdo do implante e quantidade minima de formacéo
0ssea (A2, B2, C1).

Aos 15 dias uma das aves demonstrou resultado de escore baixo, totalizando 2/13
pontos (Al, B0, C1), enquanto a outra apresentou escore 7/13 (A3, B2, C2), com pontos que
incluiam formacao de tecido désseo imaturo, de cdrtex externo e de boa incorporacdo do
implante com moderada formacao dssea (Figura 4B).

Aos 30 dias de pos-operatorio houve acentuada queda nos escores, limitados a 2/13
(A2, BO, CO —ave n°5) e 1/13 (A1, BO, CO — n° 6). Os Unicos escores pontuados por esses
individuos indicam que havia proliferacéo de tecido fibroso ou fibrocartilaginoso no foco de
fratura (Figura 4C), porém sem qualquer outro indicador benéfico para a consolidagéo 0ssea
neste momento pos-operatario.

Com 60 dias de pds-operatério ndo foi possivel verificar cortex formado em nenhuma
das aves (n° 7 e 8), no entanto uma (50%) apresentava cartilagem mineralizada e tecido 6sseo
imaturo e incorporacédo de qualidade moderada do implante (A3, BO, C2 —n°7) (Figura 4D).

Aos 90 dias, todas as aves demonstraram algum tipo de proliferacéo local - fibrosa,
cartilaginosa e/ou éssea imatura. Cingquenta por cento (6/12) das codornas apresentaram
cartilagem mineralizada e formac&o de tecido dsseo imaturo (A3), 42% (5/12) demonstraram
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proliferacéo de tecido fibroso no foco de fratura (A1) e 8% (1/12) tiveram formacao de tecido
fibrocartilaginoso ou cartilaginoso (A2).

Em relacdo ao desenvolvimento de cortex nesse periodo, 25% (3/12) apresentaram
cortex formado e ponte incompleta (B3), 8% (1/12) apresentaram formacao reconhecivel de
cortex externo e espaco medular (B2), 8% (1/12) tinha alguma presenca de formacao 6ssea
ao longo do cortex externo (B1), enquanto 58% (7/12) ndo apresentaram nenhum cortex
formado (BO).

O melhor escore obtido em relacdo a incorporacdo do implante ao 0sso foi em 25%
(3/12) das aves, que demonstraram alguma incorporagdo com quantidade moderada de nova
formacdo Gssea no local (C2). Trinta e trés por cento (4/12) das aves aos noventa dias
apresentavam alguma incorporacdo com nova formacdo Ossea e quantidade minima de
formacdo Ossea nova (C1) e as outras cinco codornas (42% - 5/12) obtiveram escore CO,
equivalente a auséncia de incorporacéo do enxerto e de evidéncias de formacéo de 0sso novo.

A média e desvio padrdo dos escores de avaliacao histologica em 7 dias de PO foram
6,5+2,1 pontos, o melhor valor em comparacdo com os demais momentos: 4,5+3,5 (15 dias),
1,5+0,7 (30 dias), 3,5+2,1 (60 dias) e 3,9+3,0 (90 dias).

Todas as aves apresentaram neovascularizagéo local, sendo 25% (5/20) com um grau
moderado de neovascularizagédo (2+) e 75% (15/20) um grau leve (1+).

Somente um animal (n°® 9) ndo apresentou inflamacdo no fragmento de tecido
avaliado. Os outros 95% (19/20) apresentaram graus variados, de leve a moderado (1+ a 2+),
sendo que o tipo celular predominante em todos estes as células mononucleares (Figura 4E).

Por fim, 45% (9/20) das aves apresentaram formacao caseosa (Figura 4E) no tecido
amostrado, e a maioria (89% - 8/9) coincidia com aves que apresentaram grau moderado de
inflamacdo e células mononucleares. Somente uma ave com caseo demonstrava grau leve de
inflamacdo. Trés aves com inflamac&o moderada ndo apresentaram caseo.

Ja em relacéo a presenca ou nao do enxerto na amostra de tecido, houve uma diviséo
exata: 50% (10/20) das aves aparentaram reabsorcéo total do implante histologicamente,
enguanto a outra metade ainda apresentava material compativel com o enxerto na amostra de
tecido (Figura 4F).
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Figura 4 - Corte histologico. Coturnix japonica. A. Ulna com enxerto realizado ha 7 dias.
Proliferacdo de tecido fibroso (asterisco). H&E. Obj. 100X. B. Ulna com enxerto realizado ha 15
dias. Proliferacdo de tecido fibrovascular (setas), além de presenca central de material refringente
entremeado por fibrose e inflamacao, compativel com lesdo reacional a enxerto (asterisco). H&E.
Obj. 100X. C. Ulna com enxerto realizado ha 30 dias. Intensa proliferacdo de tecido fibrovascular
entremeado por inflamagcdo mononuclear exibindo em periferia halo necrético (asterisco). Em
bordos h& matriz osteoide imatura (0sso hospedeiro) (setas) H&E. Obj. 100X. D. Ulna com
enxerto realizado ha 60 dias. Intensa proliferagdo de tecido fibrovascular (asterisco) e matriz
osteoide com formacao incompleta (seta). H&E. Obj. 100X. E. Ulna com enxerto realizado ha 90
dias. Intensa proliferacdo de tecido fibrovascular entremeado a inflamaco mononuclear e com
area central de necrose indicando presenca de céseo (asterisco). H&E. Obj. 100X. F. Ulna com
enxerto realizado ha 90 dias. Intensa proliferacdo de tecido fibrovascular e em area central,
presenca de material refringente amorfo indicando a presenca do enxerto (seta). H&E. Obj. 100X.



Tabela 4 - Descri¢do dos escores obtidos por cada codorna do estudo em relagdo aos critérios de avaliagdo histoldgica
(Analise da consolidacdo — A; Desenvolvimento de cdrtex — B; Incorporacao do enxerto 6sseo — C; Presenca do enxerto,
grau de neovascularizacdo, inflamacdo, tipo celular predominante e presenca de cdseo).

Enxerto Neovasc. Inflam. Tipo

N DiasPO A (0-4) B(0-4) C(0-5 Total (O ou 1) (0-3) (0-3) celular Céseo
1 7 3 3 2 8/13 - 2 1 Mono -
2 7 2 2 1 5/13 - 2 2 Mono -
3 15 1 0 1 2/13 + 1 2 Mono -
4 15 3 2 2 7/13 + 2 2 Mono -
5 30 2 0 0 2/13 - 1 1 Mono -
6 30 1 0 0 1/13 - 1 1 Mono -
7 60 3 0 2 5/13 + 2 2 Mono +
8 60 2 0 0 2/13 + 1 1 Mono -
9 90 3 3 1 7/13 - 1 0 - -
10 90 1 0 0 1/13 + 1 1 Mono -
11 90 2 0 1 3/13 + 1 2 Mono +
12 90 1 0 0 1/13 + 1 2 Mono +
13 90 3 2 2 7/13 - 1 2 Mono +
14 90 1 0 0 1/13 + 1 2 Mono +
15 90 1 0 0 1/13 - 1 1 Mono -
16 90 3 3 2 8/13 - 1 2 Mono +
17 90 3 1 1 5/13 - 1 1 Mono +
18 90 3 0 1 4/13 - 1 2 Mono +
19 90 3 3 2 8/13 + 1 1 Mono -
20 90 1 0 0 1/13 + 2 2 Mono +

N: nimero da codorna; PO: Pés-operatoério; A: Analise da consolidacdo; B: Desenvolvimento de cortex; C: Incorporagdo do
enxerto; Neovasc.: Neovascularizagao; Inflam: Inflamag¢do; Mono: mononuclear; -: ausente; +: presente.
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O grafico 1 contém as informacOes de escores finais da radiologia e dos achados

histologicos para facilitar a comparagdo dos dados.

Resultados finais dos escores radiologicos e histolégicos para Coturnix japonica
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Gréfico 1 - Resultados finais dos escores radioldgico e histologico para Coturnix japonica
em tempos de 7, 15, 30, 60 e 90 dias pos-operatérios para colocagdo de implante de

Cellprene® em defeito critico de ulna.
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5 DISCUSSAO

O uso de codornas-domésticas em trabalhos de pesquisa em ortopedia ainda €
relativamente incomum, apesar das caracteristicas bioldgicas que favorecem sua utilizacéo.
Dentre estas, vale ressaltar a precocidade da espécie, que atinge a puberdade por volta dos
35 dias de vida e cessa o crescimento longitudinal dos o0ssos neste periodo (Huss, Poynter
and Lansford, 2008; Konell, 2016). Esse quesito auxilia no desenvolvimento de estudos em
menor tempo, dependendo de menor espago para manutencdo dos animais e,
consequentemente, em menores custos.

Em relagéo ao presente estudo, as codornas apresentaram boa homogeneidade de
peso, caracteristica que € positiva para a padronizacao dos resultados em estudos cientificos.
Segundo Sabater Gonzalez (2019) o nimero de trabalhos avaliando a consolidacdo 6ssea de
aves ainda € limitado, porém aceita-se que 0s 0ssos das aves consolidam em menor tempo
que nos mamiferos (Carrasco, Shimizu and Forbes, 2017; Vilaplana Grosso, 2019).

Todavia, apesar dos fatores que beneficiam a utilizacdo deste modelo experimental,
cabe salientar o que foi descrito por Zafalon-Silva (2019) e que foi percebido no presente
estudo, que as codornas apresentam boa desenvoltura de voo, o que inevitavelmente as
diferenciam das galinhas-domeésticas no aspecto relativo a mobilidade do membro toracico.
Esta movimentagdo do membro pode ter afetado negativamente o foco de fratura, apesar da
presenca do pino intramedular, levando a uma instabilidade local e tendo potencial de
prejudicar a consolidacdo da fratura. No entanto, como foi utilizada a bandagem em oito por
10 dias pos-operatorios, tempo indicado na literatura (Bennert et al., 2016; Redig and Ponder,
2016), h&d maior probabilidade do resultado insatisfatorio na consolidacéo do defeito critico
neste estudo estar relacionado ao biomaterial implantado.

Dentre os fatores determinantes para a consolidagéo de fraturas em aves, o suprimento
sanguineo adequado no local, tanto na regido do periosteo, quanto na superficie endosteal, é
considerado essencial (Tully, 2002; Carrasco, Shimizu and Forbes, 2017). Além disso, a
estrutura 6ssea das aves, que apresenta pontos de fragilidade pelas préprias caracteristicas
anatomofisiologicas, pode sofrer fraturas no momento da remocgédo dos implantes metalicos
— por exemplo placa e parafuso (Redig and Ponder, 2016). A escolha pelo Cellprene® como
material de implante neste caso levou em consideracdo os fatores supracitados, pois a
capacidade de angiogénese é propriedade apresentada pelo poli (isopreno) e o poli (acido-
latico-co-glicolico) (PLGA) além de possuir caracteristicas de reabsor¢do e
biocompatibilidade (Marques, 2011; Kim et al., 2014; Faller et al., 2015; Marques et al.,

2017; Guerra et al., 2018), apresentando resultados promissores em estudos anteriores em
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espécies diversas (Kim et al., 2014; Faller et al., 2015). Essa caracteristica do PLGA pode
proporcionar futuramente a producdo de implantes totalmente reabsorviveis e que dispensem
a necessidade de reintervencdo cirdrgica para remoc¢do do material, fato a ser levado em
consideracdo, por exemplo, em aves com destino de retorno a vida livre.

Segundo Trejo-Iriarte et al. (2019), o defeito critico 6sseo é o padrdo-ouro para
avaliacdo da regeneracdo Gssea em estudos pré-clinicos e sdo definidos como o ferimento
intradsseo de menor tamanho em um 0sso em particular, que néo tera cura, sem intervencoes,
durante a vida do animal. Boos (2017) determinou o defeito critico de ulna de Gallus gallus
domesticus como quatro vezes o didmetro do 0sso, correspondendo a aproximadamente 43%
do comprimento 6sseo. J& Zafalon-Silva (2019) demonstrou que o defeito critico de ulna de
C. japonica é de duas vezes o didmetro do 0sso, equivalendo-se a 18,75% do comprimento
do osso, dados semelhantes ao que foi detectado neste estudo (16+1,0%).

A tentativa de reparo de defeito critico resulta na formacéo de tecido fibroso ao invés
de 6sseo (Trejo-lriarte e