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RESUMO

Fraturas cominutivas com grandes perdas 0sseas sd0 comuns em animais
silvestres, sendo de maior prevaléncia em aves, devido a traumas, com a crescente
urbanizagdo e desmatamento. Um dos problemas para o tratamento dessas fraturas
nesses animais € a dificuldade do uso de enxertia autdgena, devido os locais de coleta
ndo oferecerem material suficiente e pela alta taxa de morbidade. Assim, a engenharia
de biomateriais vem desenvolvendo diversos dispositivos com a intencdo de auxiliar
nesse tratamento. O uso de cimento 6sseo é crescente nesse meio, e tem como objetivo a
recuperacdo e reintroducdo do animal a seu habitat. O objetivo deste trabalho foi avaliar
0 uso do cimento ésseo de hidroxiapatita deficiente em célcio (HAD) associado ou ndo
a proteina morfogenética 6ssea (BMP), para o tratamento do defeito critico (DC)
diafisario em ulna de galinhas domésticas. Foram utilizadas 32 aves, separadas em 4
grupos de 8 animais, sendo: controle negativo (GCN), controle positivo (GCP), cimento
de HAD (GHAD) e cimento HAD associado a BMP (GHAD+BMP). Todos os animais
passaram pelos procedimentos de ostectomia e a fixacdo dos fragmentos por meio da
colocacdo de um pino intramedular de 1,5mm de forma retrégada, e acompanhados por
periodo de 60 dias. Foram realizados exames radiogréaficos, analise histopatoldgica e
biomecanica das ulnas. O presente trabalho demonstrou que n&o houve diferencga
significativa de consolidacdo entre os grupos com e sem BMP, porém o HAD+BMP
apresentou-se mais eficiente para DC em galinhas na avaliacdo histopatolégica, levando

a resposta osteoindutora, por parte do cimento, e osteogénica, pela proteina.

Palavras-chave: cimento @sseo, osteocondutora, osteogénica, osteointegracdo e

biomecéanica



ABSTRACT

Comminuted fractures with great bone loss are common in wild animals, being
more present in birds due to trauma related to growing urbanization and deforestation.
One of the problems of the treatment of these kinds of fractures in these animals is the
difficulty of using autogenous grafting because collection places do not offer enough
material and also because of the high morbidity rate. Therefore, biomaterials
engineering has been developing several devices intending to help on this treatment.
Therewith, the use of bone cement is increasing in this environment, and has as its goal
the recovery and reintroduction of the animal to its habitat. The objective of this work
was to evaluate the use of calcium deficient hydroxyapatite bone cement (HAD) for the
treatment of diaphysialcritical defect (DC) in ulna of domestic hens. Thirty-two birds
were used, divided in four groups of eight animals, being: negative control (GCN),
positive control (GCP), HAD cement (GHAD) and HAD cement associated with bone
morphogenetic protein (GHAD + BMP). All animals went through the procedure of
ostectomy and fixation of the fragments by placing a 1.5mm intramedullary pin in a
retrograde way, and assisted for a period of 60 postoperative days. Radiographic
examinations, histopathological and biomechanical analysis of the ulna were
performed.The present paper demonstrated that there was not a significant consolidation
measure between the groups with no BMP, however HAD + BMP presented more
efficient results for DC in hens in the histopathological evaluation, leading to an

osteoinductive response by cement and osteogenic by the protein.

Keywords: bone cement, osteoconductive, osteogenic, osseointegration and

biomechanics
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1 INTRODUCAO

Fratura em aves é um dos maiores problemas na clinica de animais silvestres,
pois sua anatomia € desfavoravel no sentindo de fragilidade cortical, além de possuirem
0Ss0S pneumaticos e terem o canal medular largo, assim, apresentam alta prevaléncia de
fraturas maltiplas ou cominutivas. Normalmente, por conta da gravidade e dificuldade
em se obter sucesso no tratamento nesse tipo de fratura, a Unica opcéo acaba sendo a
amputacdo do membro afetado ou, em se tratando de animal de vida livre, a eutanasia.
Em mamiferos existem estudos demonstrando a possibilidade de preservacdo do
membro com a utilizacdo de préteses metalicas, aloimplantes, combinag¢do de ambos, ou
a substituicdo por cimento dsseo.

Procedimentos cirdrgicos que envolvam o uso de cimentos 6sseos tém como
objetivo a restauracdo da funcédo estrutural do osso de forma que possibilite a volta da
funcdo do mesmo sem prejuizos. E extremamente importante que o enxerto tenha o
poder de ser osteoindutor, osteocondutor e que contenha propriedades osteogénicas.

O uso de enxerto autdgeno sempre sera o preferido na area médica, visto suas
qualidades e vantagens; porém, essa manobra muitas vezes acaba sendo preterida, pois a
técnica apresenta a desvantagem do aumento da morbidade, dor e aumento dos tempos
cirargico e anestésico. Em aves, normalmente nédo é possivel obter quantidade suficiente
de 0sso autégeno para a reconstrucdo completa de uma grande falha 6ssea. E necessaria
a utilizacdo de aloimplantes preservados. Entretanto, existe o risco de reacdo imune ou
transmissdo de doencas, além da necessidade da formacgdo de banco de 0ssos, 0 que
aumenta os custos e demanda espaco apropriado para 0 seu armazenamento.

A engenharia de biomateriais vem crescendo em larga escala, e com isso a
fabricacdo de diversos substitutos dsseos vem sendo desenvolvida. Os biomateriais sdo
classificados em quatro categorias baseadas em suas atividades bioldgicas e quimicas in
vivo, que sdo as biotoleraveis, bioinertes, bioativos e bioabsorviveis. Dentro dos
bioativos estdo as ceramicas, que tem como objetivo a formacgéo de reagdo tecidual, e se
possivel ligagdo intima entre a cerdmica e os tecidos adjacentes.

As ceramicas de fosfato de calcio apresentam vastos estudos na area medica,
mostrando sua biocompatividade dentre estas se destacam os cimentos de fosfato de
calcio (CFC). O CFC é preparado misturando-se um sal de fosfato de calcio com agua

(ou solucdo aquosa) para que se forme uma pasta que possa reagir a temperatura
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ambiente ou corporal a fim de dar lugar a um precipitado que contenha um ou mais
fosfatos de célcio e dé pega por meio do intercruzamento dos cristais deste precipitado.
Esta forma um emaranhado que proporciona resisténcia mecanica ao sistema. Por conta
da sua biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade vém sendo amplamente
utilizado na medicina; e por serem materiais que endurecem ou pegam no sitio de
implantacdo sdo usados principalmente em ortopedia.

Existem alguns tipos de sistemas de CFC com a combinacdo de alguns fosfatos,
como o fosfato tricalcico e fosfato dicalcico, a combinagdo de - fosfato tricalcico (B-
TCP) e fosfato monocalcico ¢ o a- fosfato tricalcico (a-TCP) como constituinte reativo.

Os CFCs contendo fosfatos tricalcicos B e a sdo cimentos 6sseos que tem como
objetivo final a formacéo de hidroxiapatita, sendo que o B-TCP que pode hidrolisar-se a
hidroxiapatita por meio da acéo dos fluidos corporais, ou 0 a-TCP que apresenta na sua
fase de pega uma hidroxiapatita deficiente em célcio, similar a hidroxiapatita bioldgica.
Existem diversos estudos demonstrando a eficacia e o poder osteocondutor desses
cimentos, porém em aves ainda sdo escassos.

Em odontologia humana existem diversos estudos referentes ao uso de proteina
morfogenética 6ssea (BMP) para o tratamento de falha déssea em maxila e mandibula.
As BMPs sdo proteinas que tem o poder de induzir a formacdo de 0sso heterotopico.
Essas proteinas sdo capazes de converter celulas tronco mesenquimais pluripotentes em
linhagens osteoblasticas, assim formando 0sso. A adicdo das BMPs em cimentos 6sseos
absorviveis visa melhorar a resposta imunolégica ao implante e a osteogénese.

Em veterinaria ainda permanece a dificuldade na classificacdo de defeito critico
6sseo por conta da diversidade de espécies. Desta forma, existem poucos estudos
relatando o defeito critico em aves, tendo a sua grande maioria como modelo
experimental pombos. Conforme Parketet al. (2008), os defeitos criticos sédo
caracterizados como 0 menor comprimento 0sseo que nao cicatriza espontaneamente
durante o tempo de vida do animal em um 0sso e uma espécie especifica. Anderson et
al.(1999) recomendam que um defeito adequado, para a avaliagdo de materiais de
enxertia ou implantes, deve ser critico e os modelos animais utilizados devem ser
adultos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o cimento dsseo de hidroxiapatita
deficiente em calcio, projetado a partir da biocerdmica absorvivel de cimento de alfa

fosfato tricalcico (a-TCP), associado ou ndo a proteina morfogenética éssea
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recombinante humana 2 (BMP-2), em defeito critico ulnar em galinhas domésticas

(Gallus gallus domesticus).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema 6sseo das aves

Nas aves, 0s 0ss0s tém dois papeis principais, de suporte para a musculatura e
servir de reserva de calcio e fosforo. Em galinhas poedeiras, esse reservatorio de calcio
e fosforo deve estar prontamente disponivel para a formagdo da casca do ovo, que vem
diretamente do osso. Os 0ssos das aves tém o canal medular largo e apresentam a
cortical mais fragil, apesar de altas taxas de calcio na matriz 6ssea, quando comparados
com os mamiferos (BENNETT; KUZMA, 1992). Este é formado por uma porcao
cortical e outra esponjosa, sendo a por¢do mineral resistente a compressdo, enquanto o

suporte de fibras organicas resiste a forcas de tor¢cdo e arqueamento (TULLY, 2002).

A composicdo Ossea, tanto nas aves, quanto nos mamiferos, é formada
basicamente por dois componentes: organicos e inorganicos. A porcdo organica €
formada por células (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), fibras colagenas e
substancia base (proteoglicanos e glicoproteinas). A parcela organica é secretada
principalmente pelos osteoblastos. O principal componente inorganico é o fosfato de
calcio, responsavel por dois tercos do peso 6sseo. O fosfato de calcio interage com o
hidroxido de célcio transformando-se em hidroxiapatita. Conforme ocorre a formacéo
dos cristais de hidroxiapatita, outros materiais inorganicos como o carbonato de calcio,
sodio, magnésio e fluoreto vdo se incorporando (MOTA; CASTRO JUNIOR;
CASTRO, 2008).

Os o0ssos longos das aves sdo desenvolvidos pela ossificacdo endocondral. As
células dos ossos longos tornam-se condrocitos que secretam matriz extracelular
(LOVERIDGE; THOMSON; FARQUHARSON, 1993). A camada pericondral é
composta de fibroblastos, mais externos, que formam tecido conjuntivo, e de células
mesenquimais, mais internas, em multiplicacdo. Estas células se hipertrofiam, e ao
longo do tempo acumulam glicogénio, produzindo matriz extracelular que aumenta o
0sso mineralizado pela expansdo osteoblastica. Ha desenvolvimento simultaneo da
vascularizagdo Ossea e diferenciagdo celular da linha de células pericondral. A
calcificacdo ocorre devido a secrecdo de fosfatase alcalina pelos condrocitos e esta é

essencial para o processo de mineralizagcdo, enquanto sua inibicdo interrompe o
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processo de calcificacdo. Os osteoclastos agem sobre a cartilagem calcificada, e esta é
preenchida por células que formaréo a medula 6ssea e osteoblastos. Uma vez formada, a
cavidade medular permanece inalterada, enquanto o periosteo € continuamente
remodelado (TULLY, 2002).

2.2 Biomecanica 0ssea e ensaio de flexdo

A biomecénica é a mecanica aplicada aos sistemas biologicos que proporcionam
0 entendimento das influéncias mecanicas sobre 0s processos de reparacdo 0ssea.
Entender e compreender as propriedades estruturais e materiais dos 0ssos, assim como
dos efeitos que as forcas apresentam em 0ssos longos, permite que a decisdo que o
cirurgido ortopédico deva tomar referente a determinado implante ou método cirurgico
seja mais perspicaz e adequada para fixacdo da fratura que almeja corrigir
(DALMOLIN et al., 2013).

Conforme a funcdo que desempenha, 0s 0ss0s sdo constantemente submetidos a
diversos tipos de cargas, semelhante a estruturas utilizadas na engenharia (SOUZA et
al., 2009). Por meio do estudo biomecéanico, compreendem-se as forgcas e momentos que
0 esqueleto apendicular deve resistir, permitindo aos cirurgides avancgos na substituicdo
total de articulacBes, no design da fixacdo de fraturas, na compreensdo acerca da
remodelacdo dssea, no entendimento das fraturas decorrentes do exercicio, do trauma e
de como transcorrem O reparo e a reconstrucdo Ossea. Para tanto, € necessaria a
compreensdo da biomecénica do osso normal intacto, dos fraturados e da mecanica dos
implantes empregados. E de grande importancia conhecer a composicao e propriedades

do material, sua geometria e a forca atuante (DALMOLIN et al., 2013).

Os o0ssos apresentam a combinagdo das caracteristicas de serem para
determinadas situacdes frageis e para outras ducteis, sendo a por¢do orgéanica 35% da
matriz extracelular, desta forma responsavel pela resisténcia a fratura, compressdo e
tracdo, conferindo maleabilidade tecidual sem que perca clinicamente sua dureza.
Porém, a resisténcia a deformacéo deve-se aos componentes inorganicos que constituem
65% da matriz (MOTA et al., 2008). Ossos corticais e esponjosos possuem composi¢ao
similar com diferentes configuracgdes estruturais; no 0sso cortical, os canais de Havers

estdo presentes e o tecido 0sseo é depositado em camadas cilindricas em torno destes.
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No 0sso esponjoso, ou trabecular, ndo existem canais de Havers, sendo o tecido
depositado em camadas longitudinais. Essa diferenca microestrutural, combinada ao
pequeno tamanho das trabéculas, resulta em menor rigidez e resisténcia do 0sso
esponjoso (DALMOLIN et al., 2013).

Os 0ssos sdo mais resistentes na orientacdo longitudinal do que tangencial ou
radial; isso se deve principalmente ao fato dos Osteons serem orientados ao longo do
eixo 0sseo0 e justapostos entre si. Assim, se 0 0sso cortical receber carga na direcédo
perpendicular aos 6steons, tenderd a fratura de maneira mais quebradica(SCHIMTT,
2014). Por esse motivo, em aves, a flexo € o ensaio mais importante devida a forma de
v6o (TUNIO et al., 2015a).

As leis de Newton e Hooke formam a base da mecénica dos objetos elasticos. O
comportamento mecanico do 0sso em situacgdes fisiologicas é similar ao comportamento
mecanico de um objeto elastico. Em fisica determina-se que quando uma forca causa
uma deformacdo e em seguida esta forca é removida e 0 objeto reassume a posicdo e
conformacdo original, denomina-se “deformacéo elastica”. Porém, se a carga ¢ aplicada
até o ponto em que 0 objeto ndo € capaz de reverter sua forma original, tem-se o “ponto
de quiescéncia”, assim, essa deformacdo permanente acaba sendo denominada
“deformagao plastica”. Com a continuidade da aplicag@o da carga, obtém-se o “ponto de

fratura” (DALMOLIN et al., 2013).

O ensaio de flexdo consiste na aplicacdo de uma carga crescente em
determinados pontos de uma barra geometricamente padronizada. A carga aplicada
parte de um valor inicial igual a zero e aumenta lentamente até a ruptura do corpo de
prova. E um ensaio bastante aplicado em materiais frageis como cerdmicos e metais
duros, ferro fundido, aco ferramenta e aco rapido, pois fornece dados quantitativos da
deformacdo desses materiais (GARCIA; SPIM; SANTOS, 2000).

Vaérios estudos tém sido conduzidos para avaliar a eficacia biomecanica de
diferentes dispositivos utilizados para o tratamento de fraturas em medicina e cirurgia
de pequenos animais. Porém, ainda sdo limitadas informacbes sobre a avaliacdo

biomecanica da consolidagéo de fraturas em aves (TUNIO et al., 2015a).

Na engenharia, sdo utilizados varios métodos de ensaio biomecanico utilizando

testes de torcdo, de compressdo e de flexdo. O teste de flexdo de trés pontos é o
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procedimento mais adequado para 0ssos de animais experimentais (TUNIO et al.,
2015a). Existem dois tipos de ensaio de flex&o: em trés pontos e em quatro pontos; o
ensaio de trés pontos é utilizado com uma barra biplanar apoiada com a aplicacdo de
carga no centro da distancia entre 0s apoios, ou seja, existe trés pontos de carga. Ja a de
quatro pontos difere visto que a carga € em dois pontos equidistantes dos apoios da
barra biplanar. Os principais resultados dos ensaios sdo: médulo de ruptura na flex&o,
modulo de elasticidade, modulo de resiliéncia e modulo de tenacidade. Os resultados
fornecidos podem variar com a temperatura, a velocidade de aplicacdo da carga, 0s
defeitos superficiais e principalmente com a geometria da sec¢do transversal da amostra
(GARCIA; SPIM; SANTQOS, 2000).

Uma das propriedades mecanicas avaliada com o ensaio de trés pontos € a tenséo
de flex&o, que avalia a aplicacdo de um esforco numa barra bi apoiada em que ocorre
uma flexdo e que a sua intensidade ocorrerd no centro do corpo de prova, na qual
alcancara a flexdo maxima (Fig. 1)(GARCIA; SPIM; SANTOS, 2000):

A F B
I

~——— =7
b o

Figura 1: A) Flexdo em uma barra bi apoiada(GARCIA; SPIM; SANTOS, 2000). B)

llustracdo pratica de flexdo de trés pontos em ulna de galinha.

2.3 Biomateriais

A engenharia de biomateriais vem buscando aprimorar o desenvolvimento de
substitutos para o enxerto autégeno, pois tanto na medicina veterinaria, quanto na
humana, os tecidos organicos sofrem por doencas severas (como cancer), apresentam
anormalidades congénitas, sofrem traumas com grandes perdas teciduais; sendo assim
0s tratamentos convencionais, as vezes, nao sdo bem sucedidos (SAHITHI et al., 2010).

Os biomateriais sdo definidos como substancias de origem natural ou sintética
que sdo toleradas de forma transitoria ou permanente pelos diversos tecidos que

constituem os 6rgdos dos seres vivos. Sdo utilizados como um todo ou parte de um
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sistema que trata, restaura ou substitui algum tecido, 6rgéo ou funcéo do corpo, ou ainda
como um material ndo bioldgico utilizado em um dispositivo médico, com a intencdo de
interagir com o sistema biologico (WILLIANS, 1987).

Formar um suporte para a regeneracdo de tecidos € uma busca incessante na
bioengenharia. Alguns pré-requisitos sa0 necessarios para que essa estrutura
desempenhe as funcbes de suporte: ter microporos interconectados para que Varias
células possam migrar para dentro do tecido, aumentar o nimero de células e suprir com
quantidades suficientes de nutrientes. Os microporos possibilitam tanto a formacéo
vascular quanto o transporte. Isto € muito importante para a sobrevivéncia das células
dentro dessas estruturas (OKAMOTO et al., 2006; JENSEN et al., 2007).

Devemos levar em consideracdo algumas caracteristicas fundamentais para a
utilizacdo de biomateriais em organismos Vvivos: ndo ser cancerigeno e nao causar
toxicidade ao organismo; ser quimicamente estavel; ter estabilidade mecénica adequada;
densidade, forma e peso adequados para 0 organismo em questdo; ter um custo
acessivel; ser biofuncional e principalmente desempenhar o papel para o qual foi
fabricado (SILVER & DOILLON, 1989).

Estes podem ser classificados em fungéo de sua origem, da reacdo tecidual que
geram ao organismo ou de sua natureza quimica. Com relacdo a sua origem, 0S
biomateriais podem ser autdégenos (do proprio animal), alégenos (outro individuo, mas
da mesma espécie), xendgenos (obtido de outra espécie) e aloplasticos (sintéticos e
biocompativeis) (SANTOS, 2002). Os aloplasticos sdo exclusivamente os biomateriais
comerciais, podendo ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica, desde que sejam
sinteticamente produzidos e que sejam biocompativeis com o organismo escolhido
como receptor. Além de diminuir a morbidade do sitio doador do enxerto, traz
beneficios como a diminuicdo do tempo cirdrgico e vem em multiplos tamanhos e
formatos. Como desvantagens, esses tipos de materiais podem apresentar riscos de
reacdo inflamatoria seguida de infecgdo. Desta forma, apresenta-se a preferéncia pelo
uso de aloplasticos reabsorviveis, pois estudos demonstram que alguns enxertos ndo
reabsorviveis podem causar reagdes a longo prazo (PINTO, 2007).

Os biomateriais podem ainda ser classificados de acordo com seu
comportamento fisiologico em biotoleraveis, bioinertes, bioativos e reabsorviveis
(biodegradaveis). Nos bioativos encontramos algumas bioceramicas, que Sao

biocompativeis, com excelente resisténcia a compressdo, alta resisténcia ao desgaste e
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baixo coeficiente de atrito; porém, podendo apresentar dureza ou fragilidade. As
biocerdmicas bioativas sdo aquelas que induzem uma determinada atividade bioldgica
por parte do tecido hospedeiro frente a presenca do material (BEN-NISSAN, 2003).

Existem basicamente trés tipos de implantes bioceramicos: inerte (alumina,
zicornia, por exemplo), bioativo (biovidros, vitroceramicas e a hidroxiapatita) e os
reabsorviveis (fosfato tricalcicos e alguns tipos de biovidros) (THURMER, 2014). Nos
biomateriais reabsorviveis encontramos bioceramicos formadores de cimentos com base
de fosfato de calcio, que apresentam caracteristicas de osteoconducéo, principalmente o
fosfato tricélcico, e por esse motivo atraem interesse significativo como substitutos
6sseos (THURMER, 2014). Sua biocompatibilidade e ampla faixa de relacdo
calcio/fésforo (Ca/P) os tornam aplicaveis a uma série de situacdes distintas devido as
diferentes propriedades superficiais, funcionalidade e taxas de dissolucdo. Assim,
podendo servir como coberturas de implantes metalicos, cimentos, blocos, scaffolds,
entre outros (BOSE; TARAFDER, 2012). Os cimentos de fosfato de célcio sdo
materiais constituidos por um p6 e um liquido, os quais, ao serem misturados formam
uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura ambiente ou corporal como
resultado da precipitacdo de um ou vérios fosfatos de calcio (CARRODEGUAS et al.,
1999). E estes buscam manterem-se similares aos processos bioldgicos, como por
exemplo tecido dsseo e dentes. Desta forma, dentre os cimentos ceramicos de fosfato de
calcio usados na area médica encontramos o0s baseados em hidrogenofosfato de célcio
diidratado (DCPD), o hidrogenofosfato de célcio anidro (DCPA), o fosfato de célcio
amorfo (ACP), o fosfato de octacélcio (OCP), a hidroxiapatita (HA) e o fosfato
tricélcico (TCP) (DOROZHKIN, 2011).

2.3.1Cimento de Fosfato Tricalcico (TCP)

Os substitutos 0Osseos baseados nos cimentos de fosfatos de célcio tém
revolucionado tanto a ortopedia quanto a odontologia no que diz respeito a reparo de
fraturas, reposicdo e reparacdo de partes danificadas do sistema esquelético, pois se
apresentam no mercado em forma de blocos, mas principalmente, falando de fosfato de
calcio, na forma de cimento 6sseo (CARDOSO; ZAVAGLIA, 2010). Estes cimentos
possuem um perfil biologico excelente para o desenvolvimento de implantes ou
preenchimentos 0sseos, pois apresentam composi¢cdo muito semelhante a fase mineral

dos ossos e dentes (ions fosfato e calcio) sem apresentar toxicidade local ou sistémica,
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pois apresentam habilidade de formar ligagdes com o tecido hospedeiro, apresentando
leve resposta inflamatdria ao implante e sem formacdo de tecido fibroso envoltério
(CARDOSO; ZAVAGLIA, 2010).

A utilizacdo de cimentos 6sseos a base de fosfato tricalcico vem crescendo no
mercado devido a sua biocompatibilidade, bioatividade in vivo, biorreabsorcdo e
osteocondutividade (ESLAMINEJAD; BORDBAR; NAZARIAN, 2013). Existem trés
polimérficos de fosfato tricalcico: na forma de baixa temperatura, o B-TCP, e de altas
temperaturas, o a-TCP e o a’-TCP (CARRODEGUAS; DE AZA, 2011).

Os mais utilizados em medicina e odontologia sdao o B-TCP ¢ o a-TCP, sendo
que tanto um quanto o outro sdo aplicados nas areas de odontologia, reconstrucdes
maxilo faciais e ortopedia. O B-TCP é componente de varios blocos cerdmicos mono ou
bifasicos e alguns compositos, € o a-TCP é componente principal de varios cimentos
6sseos hidraulicos (que sdo aglomerados que ndo somente ganham rigidez através de
reacbes com agua, como também formam um produto resistente a &gua)
(CARRODEGUAS; DE AZA, 2011; THURMER, 2014). O interesse pelo fosfato
tricalcico tem sido manifestado nessa area por conta de sua natureza reabsorvivel que
promove regeneragdo da estrutura dssea, por possibilitar a geracdo de porosidade, assim
sendo um auxiliar no tratamento com proteses (CARRODEGUAS; DE AZA, 2011).

2.3.2Sistema de cimento de Alfa Fosfato Tricalcico (a-TCP)

Apesar da existéncia de diversos sistemas de cimento de fosfato de célcio
estudados, os baseados em alfa-fosfato tricalcico (a-TCP) sdo de especial interesse em
funcdo de sua obtencdo ocorrer durante a reacdo de pega de uma fase de hidroxiapatita
(HA) deficiente em célcio, similar a hidroxiapatita Ossea. Dessa forma, estando
presente, a hidroxiapatita favorece o crescimento 6sseo no local, estabelecendo ligacoes
de natureza quimica entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo (que serve de componente
bioativo), permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células osseas,
promovendo o0 crescimento tecidual, pois as células ndo distinguem entre a
hidroxiapatita e a superficie 0ssea, 0 que é uma indicacdo de alta similaridade quimica
superficial favoravel (SANTOS, 2002; THURMER, 2014).

O o-TCP forma HA em ambientes fisiologicos atraves de processos miméticos,
sendo muito semelhante a apatita bioldgica, o que lhe atribui comportamento

osteocondutivo. Esse tipo de biomaterial possui efeitos sinérgicos sobre a osteogénese
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quando usado como carreador para fatores de crescimento, como por exemplo, as
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs)(SANTOS, 2002; LEE; SHIN, 2007).

A reacdo de pega aparentemente ocorre em duas etapas, sendo a primeira a
dissolugdo das particulas de a-TCP, e a segunda a precipitacdo de cristais de
hidroxiapatita deficiente de célcio, possuindo um pH entre 6,5 e 8, sendo similar a
hidroxiapatita bioldgica prevenindo assim efeitos citotoxicos no sitio de enxertia
(SANTOS, 2002; THURMER et al.,, 2016). Assim, com esse pH e associado a
temperatura corporal ocorre um aumento de sua resisténcia mecanica durante a pega,
quando comparadas as obtidas em temperatura ambiente. Tal caracteristica é devido a
elevacdo da velocidade da reacdo de pega(SANTOS et al., 2002). Outro fator
importante € que o produto final desse cimento, a hidroxiapatita deficiente em célcio,
apresenta uma relacdo Ca/P de 1,5, sendo que a hidroxiapatita dssea apresenta uma
relagdo muito similar(SANTOS, 2002).

Embora a maioria dos fatores de crescimento sejam transportados por
carreadores produzidos a partir de polimeros naturais ou sintéticos, materiais
inorganicos se tornaram uma alternativa para transportar proteinas e outras drogas,
sendo amplamente utilizados no favorecimento do crescimento dsseo em lesdes Gsseas.
Esses materiais séo sintetizados com a finalidade de estimular fatores de crescimento. O
a-TCP se caracteriza por apresentar um grande potencial como carreador na engenharia
de tecido Osseo, devido a sua biocompatibilidade, degradacdo e osteocondutividade
(SANTOS et al., 2002; LEE; SHIN, 2007).

O sistema o-TCP apresenta algumas caracteristicas consideradas ideais para a
viabilizacdo de sua aplicacdo como cimento dsseo; algumas delas sdo a ndo alteragdo do
volume e nem a liberacdo de calor durante a reacdo de pega, auséncia de citotoxicidade,
integridade estrutural quando em contato com os fluidos corpéreos e 6étima
biocompatibilidade (SANTQOS, 2002).

2.4 Proteina morfogenética 6ssea (BMP- Bonemorphogeneticproteins)

Em meados de 1960, a enxertia 6ssea ganhou uma excelente ferramenta auxiliar
no tratamento de fraturas e reconstrucdo 0ssea. Embora tecnicamente seja considerado
um enxerto, este material tem como principal funcdo a inducdo da formacgdo Ossea
através de auxilio de carreadores (WILK, 2004). Classificadas como um subgrupo da

superfamilia dos fatores de crescimento transformadores beta (TGF-p -
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transforminggrowthfactor —f), as BMPs sdo polipeptideos multifuncionais que
desempenham importante papel em uma gama de funcdes e processos celulares como a
embriogénese, o crescimento e a diferenciacdo celular, a consolidacdo Gssea e o reparo
de fraturas (AL-AQL et al., 2008).

No final do anos 80, a tecnologia do DNA recombinante foi utilizada para gerar
clones complementares do DNA das moléculas de BMP humano, sendo estes inseridos
em células de mamiferos e de outros animais para a producdo de BMP recombinantes
humanas; conhecidas como rhBMP (WOZNEY et al., 1988). Desde entdo cerca de 20
BMPs foram isoladas e relatadas na literatura. Uma das BMPs humanas sintetizadas é a
BMP-2, sendo a BMP mais potente na promocdo de diferenciacdo celular rumo a
linhagem osteoblastica (SYKARAS; OPPERMAN, 2003).

Os beneficios da obtencdo de matriz dssea verdadeira e funcional sem a
necessidade de um segundo sitio cirdrgico parece ser a grande vantagem do uso das
proteinas morfogenéticas dsseas (SYKARAS; OPPERMAN, 2003) favorecendo em
medicina veterinaria para silvestres, visto a dificuldade de se obter grande contetido de

enxertia 6ssea autdgena de aves.

2.5 Defeito critico

O defeito critico é definido como o0 menor comprimento 6sseo que ndo cicatriza
espontaneamente durante o tempo de vida do animal em um 0sso e é espécie especifico
(HUH et al., 2005; PARK et al., 2008).

O desenvolvimento de biomateriais ocorreu devido aos estudos dos principios
basicos de biologia, quimica, matematica, fisica e engenharia para projetar materiais e
compostos de materiais celulares para melhorar ou auxiliar na reconstrucdo cirdrgica de
defeitos criticos; tendo em seu design a intuicdo de tentaram replicar processos
biol6gicos basicos (CAPLAN; GOLDBERG, 1999). Dessa forma, a bioengenharia tem
um papel importante no tratamento para sanar os defeitos, visto que é a engenharia
responsavel pela fabricagdo de dispositivos para cobrir essas falhas quando os tecidos
nédo sao capazes diretamente (CAPLAN; GOLDBERG, 1999).

A cicatrizacdo de um tecido, como o tecido 6sseo, pode ocorrer por um processo
de reparo ou por regeneracdo. O resultado final de um reparo é uma cicatriz de tecido
fibrético; e da regeneragdo € um tecido com caracteristicas indistinguiveis do tecido

original. O problema com o tecido fibrotico é que ele pode ndo restaurar as fungdes
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normais (mecéanicas, por exemplo) do tecido ou 6rgao injuriado (STEIN, 2009). Quando
ocorre a cicatrizagdo 6ssea incompleta resulta em ndo-unido, complicacdo freqliente
tanto na ortopedia humana, quanto na veterinaria (HUH et al., 2005).

Sé&o varias as doencas e 0s acidentes que causam defeitos 6sseos que necessitam
ser corrigidos, principalmente em animais. Porém, por conta dos custos e a facilidade, o
tratamento de eleicdo para as correcdes destes defeitos sdo os enxertos 6sseos autdogenos
em humanos. Este tratamento, porém, possui limitacdes e inconvenientes, dentre eles a
dificil aceitacdo por parte dos pacientes, o volume e a forma limitada das éareas
doadoras, o defeito gerado na extragdo do enxerto. Por todas essas razdes, varios sdo 0s
materiais que foram criados em medicina humana na tentativa de conseguir um
substituto para 0 0sso que 0 reconstituisse com éxito tanto na forma quanto na funcédo
(STEIN, 2009).
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3 OBJETIVOS

Avaliar clinica, radiogréfica, histologica e biomecanicamente o cimento 6sseo de
hidroxiapatita deficiente em célcio associado ou néo a proteina morfogenética 6ssea no
tratamento de defeito critico em ulna de galinhas domésticas (Gallus gallus

domesticus).
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4 JUSTIFICATIVA

O uso de cimentos Gsseos a base de fosfato de calcio vem sendo amplamente
difundido em odontologia e medicina, porém, em medicina veterinaria, principalmente
na clinica de animais silvestres, € um campo a ser explorado. Desta forma, pesquisas
buscando elucidar o defeito critico em galinhas, associado & busca de cimentos 6sseos e
implantes que sejam relevantes para o tratamento de fraturas sdo de extrema

importancia para o sucesso e retorno a fungdo do membro afetado.
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5 RELEVANCIA CLINICA

Devido a necessidade da realizacdo do teste in vivo do cimento Gsseo de
hidroxiapatita deficiente em calcio oriundo de um sistema de cimento de alfa fosfato
tricalcico (a-TCP), elaborado pelo Laboratorio de Engenharia de Biomateriais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e associado a casuistica de atendimentos
de fraturas cominutivas em aves do Hospital de Clinicas Veterinarias da mesma
Universidade, foi desenvolvido o presente trabalno com o interesse de num futuro
préximo ser almejado o uso de tal material no atendimento de casos clinicos de falhas e

perdas 6sseas em aves.
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6 HIPOTESE

O grupo em que foi associado o cimento dsseo de hidroxiapatita deficiente em
calcio e a proteina morfogenética Gssea apresentara melhores resultados tanto na
avaliacdo radiografica, quanto na histopatoldgica e que apresente um médulo de ruptura
na flexdo, de elasticidade e de resisténcia igual ou mais altos que o grupo controle
positivo no ensaio biomecéanico de flexdo de trés pontos por apresentar tecido 0sseo

mesclado com cartilaginoso se comparado com o 0sso saudavel.
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7 CAPITULO 1

HIDROXIAPATITA DEFICIENTE EM CALCIO ASSOCIADA A BMP
PARA TRATAMENTO DE DEFEITO CRITICO EM ULNA DE Gallus

gallus domesticus

Leticia Gutierrez de Gutierrez

(Artigo a ser submetido para publicacdo na Revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia UFMG)
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HIDROXIAPATITA DEFICIENTE EM CALCIO ASSOCIADA A BMP
PARA TRATAMENTO DE DEFEITO CRITICO EM ULNA DE Gallus
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1 Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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RESUMO

O uso de cimento 6sseo para o tratamento de fraturas cominutivas em aves vem
crescendo no meio veterinario com a intencdo de recuperar e reintroduzir o animal ao
local de origem. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso de cimento dsseo de
hidroxiapatita deficiente em céalcio (HAD) adicionado ou ndo com proteina
morfogenética 6ssea (BMP) para o tratamento do defeito critico (DC) diafisario em ulna
de galinhas domeésticas. Para tal, foram utilizadas 32 aves separadas aleatoriamente em
4 grupos de 8 animais. Em todos os animais foi realizada ostectomia de um segmento
diafisario ulnar de 2cm. No grupo controle negativo (GCN) ndo foi aplicado qualquer
material na area do defeito, no grupo controle positivo (GCP) o proprio segmento 6sseo
removido foi reinserido no local, no grupo cimento de HAD (GHAD) foi aplicado um
cilindro de hidroxiapatita deficiente em célcio na area do defeito e no grupo cimento de
HAD e BMP (GHAD+BMP) além do cilindro de hidroxiapatita deficiente em calcio foi
aplicado 2ul proteina morfogenética 6ssea. A ulna foi estabilizada com um pino de
Kirschner inserido de forma retrograda. Foram realizados exames radiograficos, analise
histopatoldgica e biomecénica das ulnas ap6s 60 dias da cirurgia. O presente trabalho
demonstrou que ndo houve diferenca significativa de consolidacdo entre 0os grupos com
e sem BMP, porém o grupo HAD+BMP apresentou-se mais eficiente para DC em
galinhas na avaliacdo histopatologica, levando a resposta osteocondutora, por parte do
cimento, e osteogénica, pela proteina. Porém, mais estudos séo necessarios para elucidar
tal confirmag&o, por um periodo mais prolongado, confirmando que o material tem total

osteointegragdo ao 0Sso receptor.

Palavras-chave: cimento 0sseo, osteocondutora, osteogénica, osteointegracdo e

biomecéanica
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ABSTRACT

The use of bone cement for the salvage of comminuted fractures in birds has
been growing in the veterinary field, intending to recover and reintroduce the animal to
the place of its origin. The aim of the present article was to evaluate the use of calcium
deficient hydroxyapatite bone cement (HAD) for the treatment of diaphyseal critical
defect (DC) in ulna of domestic hens. The study used 32 birds, which were divided in 4
groups of 8 animals each, being: negative control (GCN), positive control (GCP), HAD
cement (GHAD) and HAD cement associated with bone morphogenetic protein (GHAD
+ BMP. All animals went through ostectomy procedures and were assisted during a
period of 60 days. In the GHAD group, the bone cement was tested and in the GHAD +
BMP group the same cement was added to the BMP, in the GCP the removed fragment
was replaced, working as an implant; finally, a group was used to evaluate the DC, from
which the same fragment size was removed forming a 2cm gap, the GCN. Radiographic
examinations, histopathological and biomechanical analysis of the ulna were performed.
All animals were euthanized, and both the operated and contralateral wings were
submitted to evaluation. The presented paper demonstrated that there was no significant
difference in consolidation between the groups with and without BMP, but HAD +
BMP was more efficient for DC in hens in the histopathological evaluation, leading to
anosteoconductive response, by cement, and osteogenic, by protein. However, more
studies are needed to elucidate such confirmation for a longer period, confirming that

the material has total osseointegration to the receptor bone.

Keywords: bone cement, osteoconductive, osteogenic, osseointegration and

biomechanics
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INTRODUCAO

A cirurgia Ossea reconstrutiva tem como principal objetivo restabelecer o
arcabouco 6sseo perdido, utilizando técnicas que simulem os mecanismos biolédgicos de
reparo e remodelacdo (AUGUSTO et al., 2012). Desta forma, a engenharia de
biomateriais vem buscando cada vez mais aperfeicoar materiais compativeis para 0 uso
em medicina (CARRODEGUAS et al., 1999). A principal fungdo da cirurgia
reconstrutiva, com a utilizacdo de enxertos 0sseos, € restabelecer a funcdo normal do
0sso lesionado sem prejuizo ao animal (TUNIO et al., 2015b). O enxerto autdégeno
corticoesponjoso € muito efetivo para auxiliar na nova formacéo 6ssea em mamiferos,
porém, em aves, a obtencdo de grandes volumes desse tipo de enxerto é mais
complicado (SANAEI et al., 2011). O reparo de fraturas com defeito critico em aves é
desafiador, e fraturas que apresentam complicacdes e ndo sdo reparadas nesses animais
podem resultar em n&o-unido, ma-unido ou unido retardada (TUNIO et al., 2015b).
Assim, com a falta de autoenxerto para sanar defeito critico em aves, o uso de enxertia
através de métodos alternativos pode ser uma solucdo, visto que os estudos nessa area
em aves ainda sao escassos (TUNIO et al., 2015b).

Uma alternativa para resolver esse problema seria 0 uso de cimentos (sseos
bioceramicos. Um dos critérios fundamentais referentes ao uso de substitutos cerdmicos
em defeitos 0sseos é que o material ceramico seja biofuncional e capaz de realizar a
remodelacdo orientada do composto 0sseo-ceramico em questdo (WILTFANG et al.,
2002).

O alfa fosfato tricalcico (a-TCP, a-Cas (PO4)2) vem recebendo crescente atencéo
como matéria-prima para varios cimentos 6sseos hidraulicos injetaveis, bioceramicas
biodegradaveis e compaositos para reparo 0sseo (CARRODEGUAS; DE AZA, 2011) e é
amplamente utilizado na area médica e odontoldgica, principalmente em cirurgias
maxilo faciais. O o-TCP é aproximadamente duas vezes mais sollvel que a
hidroxiapatita em pH fisiologico, e apresenta a tendéncia em se transformar em
hidroxiapatita precipitado quando em contato com tecido vivo. O fato do a-TCP ser
mais solivel que o B-TCP torna um facilitador na absorcéo in vivo(BOHNER, 2001). A
literatura voltada para o uso de cimento de o-TCP preconiza seu uso mais em
odontologia e eventualmente em ortopedia, porém, relatos cientificos que tratem de suas
aplicacdes in vivo sdo escassos, havendo a necessidade de mais pesquisas nessa area
(CARRODEGUAS; DE AZA, 2011).
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Recentemente Thiirmeret al.(2016) demonstraram que 0 método de precipitacdo
Umida permite a obtengdo do a-TCP em p6 com uma elevada pureza (i.e. 100% de
fosfato de a-tricalcio por difracdo de raios X). Além disso, este método de preparacédo
de fosfato provou ser rapido e eficiente, sem uso de tempo de retencdo elevado e
resfriamento. Ap6s a definicdo dos melhores pardmetros de sintese, foi possivel
verificar a viabilidade de sua utilizagdo como cimento fosfato de célcio e obtengdo de
um cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em célcio altamente duro, o qual sera
testado neste estudo em aves.

E bem difundida, em odontologia, por exemplo, o uso de proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) para o tratamento de falhas 6sseas, bem como seu uso
associado com carreadores como hidroxiapatita e B-TCP, porém em medicina
veterinaria seu uso ainda € escasso por conta do alto custo. As BMPs desenvolvem um
papel importante na consolidacdo déssea, pois sdao moléculas biolégicas que tem como
objetivo a proliferacdo celular conforme o sitio e tecido desejado (WEBB; TRICKER,
2000).

Apesar do estudo de Thirmer et al. (2016) in vitro demonstrar a capacidade de
osteoconducdo do cimento dsseo de hidroxiapatita deficiente em calcio feito com base
no a-TCP, sua associa¢do com proteinas osteoindutivas, como por exemplo, a proteinas
morfogenética dssea humana (BMP 2), ndo foi estudada para correcdo de falhas dsseas
em aves. As BMPs sdo bem difundidas na medicina para esse tipo de tratamento, porém
em aves existem poucos relatos referenciando seu uso (TUNIO et al., 2015b).

O objetivo deste trabalho foi testar in vivo o uso do cimento de oo TCP associado
ao acelerador de pega de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Na2zHPO4.12H-0)
que obteve com produto final um cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio
em aves, elaborado pelo Laboratorio de Biomateriais (LABIOMAT) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, associado a BMP-2 comercial.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi previamente analisado e aprovado (Anexo A) pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), nimero 31391.

Foram utilizadas 32 galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus), da

linhagem Hissex Brown, com a idade aproximada de 120 dias, sexualmente maduras,
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com o peso entre 1,7 a 1,9 kg, vermifugadas e vacinadas. As aves foram adquiridas de
um aviario especializado? e foram alojadas inicialmente em uma gaiola coletiva de
2,6mX1,26mX1,2m. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura
ambiente controlada, alimentacdo e agua ad libitum, com limpeza e higienizacédo diaria
durante todo o experimento. As aves tiveram um periodo de adaptacdo de, no minimo,
20 dias antes da cirurgia e passaram por exame clinico geral e ainda por avaliagdo
bioquimica e hematoldgica, sendo utilizadas somente aquelas que se apresentavam
saudaveis. Os animais foram transferidos 48 horas antes do procedimento cirargico para
gaiolas menores que comportavam duas galinhas (0,75mX1,17mX0,4m), permanecendo
durante o transcorrer dos 10 primeiros dias de pds-operatério (PO) quando entdo
retornavam para a gaiola coletiva.

As galinhas foram separadas aleatoriamente em quatro grupos de oito animais,
sendo o grupo controle negativo (GCN), o grupo controle positivo (GCP), o grupo com
cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em célcio (GHAD) e o grupo com cimento
0sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio associado com proteina morfogenética
6ssea (GHAD+BMP).

Os animais foram anestesiados com metadona, nalbufina ou fentanil associado
com propofol de acordo com protocolo pré-definido. Todos os animais tiveram seus
acessos venosos através da veia metatarsica plantar medial e inducdo e manutencéao
anestésica geral com propofol por esta via. As aves foram intubadas com sonda
orotraqueal, de tamanho 3 cm sem cuff, para o fornecimento de oxigénio. Durante o
procedimento cirtrgico os animais foram monitorados e avaliados quanto a saturacdo de
oxigénio, concentracdo de CO,, frequéncia cardiaca, pressdo arterial e
eletrocardiograma. Cerca de 30 minutos antes do procedimento cirurgico, as aves
receberam enrofloxacina (16mg/kg, IM).

Todas as aves, independentemente do grupo, foram posicionadas em decubito
lateral com a asa a ser operada para cima. A remocao das penas na face lateral e medial
do antebraco ocorreu com os animais anestesiados. A extremidade distal da asa foi
envolvida por atadura ortopédica de algoddo. A antissepsia foi realizada com
clorexidine 2%. A diafise ulnar foi exposta através de uma incisdo cutanea e da fascia
muscular, seguido do afastamento musculatura na face dorsal do antebrago. O
comprimento total da ulna foi mensurado e, partindo do ponto médio foi delimitado um

centimetro proximal e um centimetro distal, totalizando 2 cm a serem removidos
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(Fig.1A-G). As ostectomias foram realizadas com bisturi ultrassénico (Piezosonic-
driller®) sob irrigacdo constante de NaCl 0,9% estéril em temperatura ambiente
(Fig.1B). No grupo GCN o defeito dsseo foi mantido vazio. No grupo GCP o proprio
segmento 6sseo removido foi reinserido. No grupo GHAD o defeito 0sseo foi
preenchido com um cilindro de cimento a base de hidroxiapatita deficiente em célcio,
com dimens@es similares ao segmento 6sseo removido, que apresentava um orificio no
centro de aproximadamente 1,5mm, da mesma dimensdo de um pino de Kirschner. O
cilindro era mantido previamente submerso em solucdo de NaCl 0,9% por 10 minutos
(Fig.1C). No grupo GHAD+BMP além do cimento foi aplicado nas frestas das
interfaces cimento/osso 1puL de BMP-2 (BMP-2 Termofischer®), totalizando 2 puL em
cada ave do grupo com BMP. Em todas as aves, independentemente do grupo, a ulna foi
estabilizada com um pino de Kirschner (1,5mm) inserido no canal medular de forma
retrograda. Apo6s, a fascia muscular e a pele foram suturadas com monondilon 4-0 em
padréo isolado simples.

Apds a cirurgia os animais foram medicados para o controle da dor e analgesia
com  meloxicam  (0,5mg/kg/SID/IM/3  dias), cloridrato de  tramadol
(15mg/kg/SID/IM/3dias) e dipirona (25mg/kg/BID/IM/3 dias). Como terapia
antimicrobiana foi utilizada enrofloxacina (15mg/kg/SID/VO/7 dias). Além disso, foi
aplicada uma bandagem “em 8” na asa operada. Essa era trocada a cada 24 horas
durante os 10 primeiros dias, dessa forma as limpezas das feridas cirirgicas eram
realizadas com solucdo salina 0,9% e gaze. Durante 0 experimento, todas

intercorréncias e complicacdes foram registradas em fichas individuais.
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Figura 1: A) medicdo do comprimento do defeito critico de 2cm na ulna. B) ostectomia

com bisturi ultrassénico. C) hidratacdo por 10 minutos do cimento 6sseo de HAD. D)
0ss0 pos ostectomia. E) colocacdo do pino de forma retrograda. F) fragmento ésseo pos
ostectomia e cimento de HAD. G) defeito critico (GCN). H) cimento 06sseo de
hidroxiapatita deficiente em calcio implantado. I) colocacdo de IpuL de BMP na

interface proximal.

Imediatamente apds o procedimento cirurgico foram realizadas as radiografias
do antebraco operado e a cada 15 dias até completar 60 dias de PO. Os exames
radiograficos pos-cirdrgicos foram avaliados através da tabela proposta por Ehrhartet
al.(2005) e adaptada para este trabalho, onde dois avaliadores em conjunto
estabeleceram um escore de pontuagéo para esses exames (Tab. 1).

Passados 60 dias da cirurgia, os 32 animais foram submetidos a eutanasia com
tiopental (50mg/kg/1V) e cloreto de potassio 10% (ao efeito) respeitando as diretrizes da
pratica de eutandsia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e do CFMV. Apos este procedimento, as asas de duas galinhas de cada
grupo foram encaminhadas ao Setor de Patologia Veterindria da UFRGS. Cada ulna foi
cuidadosamente dissecada e mantida em formol tamponado a 10% por 48h. Apds este
periodo, foi descalcificada no 4&cido nitrico a 8% por aproximadamente 8h.
Posteriormente, as amostras foram processadas rotineiramente para histologia, coradas
pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e analisadas de maneira descritiva através

da microscopia optica.
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Para a avaliagdo biomecénica foram avaliados seis animais dos grupos GCP,
GHAD e GHAD+BMP, os quais também tiveram suas duas asas removidas, dissecadas
e 0s pinos de Kirschner removidos. As pecas foram mantidas refrigeradas e umedecidas
até o momento da andlise, a qual foi realizada no mesmo dia da eutanasia, no
Departamento de Engenharia de Materiais da UFRGS.

Cada ulna (operada e ndo-operada) foi submetida ao ensaio de flexdo em trés
pontos com 0s 0ssos apoiados em suas extremidades (40mm) e a carga mecanica
aplicada no centro do cimento/implante. Foi aplicada carga no centro do
cimento/implante da distancia entre os apoios de contato cimento/osso proximal e distal
e a taxa de aplicacdo de carga foi de Imm.mint. As amostras foram testadas usando a
maquina de ensaios Instron (modelo 3369), 2kN de capacidade (Instron®, corp, USA),
na qual computava os dados fornecidos pela maquina em um software original do
fabricante (BLUEHILL 2, versdo 2.27) (Fig.2). Em relacéo as variaveis da biomecénica
0s parametros avaliados foram a deformidade até a ruptura (Standard) (mm/mm), a

tensdo na ruptura (MPa) e a carga de ruptura (N).

Figura 2: A) maquina de ensaios Instron modelo 3369. B) ulna contralateral
posicionada no teste de trés pontos. C) momento de flexéo.

Os dados obtidos foram digitados no programa Excel e posteriormente
exportados para o programa SPSS versdo 20.0 para analise estatistica. Foram descritas
as variaveis quantitativas pela média, desvio padrdo, mediana, 0 minimo e o maximo.
Na analise radiografica foram comparados os dados entre os grupos pelo teste de
Kruskal Wallis, e ainda foram comparados os dados dentro dos grupos ao longo do
tempo de consolidacdo pelo teste de Friedman. Através do escore foi realizada a
comparacdo dos achados entre 0s grupos e entre 0s tempos de um mesmo grupo. A
comparagdo entre as asas operadas e as nao operadas no teste biomecéanico, foi realizada
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utilizando o teste de Wilcoxon. Para todas as andlises foi considerado um nivel de
significancia de 5% (P<0.05).

Tabela 1 —Escore para avaliacdo radiografica proposto por Ehrhartet al. (2005) e
adaptado para avaliacdo do uso do cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em célcio

associado a BMP-2 para tratamento de defeito critico 6sseo de 2cm em ulna de galinhas.

Critérios para o escore Pontos

INCORPORACAO/UNIAO DO CIMENTO/IMPLANTE
Interface Proximal

Perda do detalhe da linha de osteotomia/ostectomia. 2

Linha de osteotomia ainda visivel. 1

Linha de osteotomia larga. 0
Interface Distal

Perda do detalhe da linha de osteotomia. 2

Linha de osteotomia ainda visivel. 1

Linha de osteotomia larga. 0
QUALIDADE OSSEA DO DEFEITO CRITICO

Preenchimento 6sseo completo 2

Formacéo de calo 6sseo, sem unido 1

Sem reacdo dssea 0
QUALIDADE OSSEA DO CIMENTO/IMPLANTE

Contorno do enxerto inalterado. 2

Presenca de leve reabsorcédo da cortical, sem deformacéo e/ou fratura. 1

Marcante reabsor¢do da cortical, deformacao e/ou fratura. 0
QUALIDADE DO 0SSO RECEPTOR

Marcante formagdo de novo 0sso, com calo formando ponte Gssea. 2

Formag&o de novo 0sso receptor, mas com ponte ssea pobre. 1

Sem produgdo de novo 0sso. 0
ASPECTO E FIXACAO DO PINO

Implantes metalicos com aparéncia normal. 2

Lise ao redor do pino. 1

Migrag&o do pino 0
IMPRESSAO GLOBAL DA CONSOLIDACAO

Unido radiogréafica. 2

Evidéncia radiogréfica de calo, mas sem uniéo. 1

Minima ou sem evidéncia radiografica de unido. 0

RESULTADOS

O protocolo anestésico foi efetivo para a realizacdo dos procedimentos
cirtrgicos e ndo houve nenhuma intercorréncia. As medicaces no PO foram eficientes
para manter o bem-estar dos animais, livres de dor e com a amplitude de movimento das
asas preservadas. As feridas cirargicas cicatrizaram de maneira adequada sem nenhuma
alteracéo.

Observou-se que passados 10 dias de PO os animais dos grupos GHAD,
GHAD+BMP e GCP apresentavam aumento de volume na regido operada com rubor e
calor. Aos 20 dias, o GCP ndo apresentava alteracOes, ja os outros dois grupos ainda

apresentavam aumento de volume, porém, de menor tamanho e sem rubor e calor na
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regido. Esse fato permaneceu até os 60 dias de PO. No GCN néo foi observada essa
alteracéo.

Em quatro aves (50%) do GCN foi observado migracdo do pino, sendo que em
trés casos ela ocorreu antes dos 30 dias de PO (37,5%) e uma antes dos 15 dias de PO
(12,5%). Nos GHAD e GHAD +BMP houve migracdo do pino ap6s 45 dias de PO em
uma ave (12,5%) de cada grupo. N&o houve migracdo do pino nas aves do GCP. Outra
complicacao vista no GCN foi que um animal (12,5%) apresentou aumento de volume
na articulagdo Umero radial associada a migracao do pino.

Na avaliacdo radiogréafica foi percebido que no GCP o processo de reacdo
periosteal enxerto/osso receptor iniciou aos 15 dias em seis animais (80%), sendo que
nos outros dois animais iniciou aos 30 dias (20%). No GHAD duas aves apresentaram
reacao periosteal cimento/osso receptor aos 15 dias (12,5%), cinco aos 30 dias (62,5%)
e uma aos 45 dias (12,5%). Uma apresentou quebra do cimento aos 15 dias (12,5%). No
GHAD +BMP os oito animais apresentaram reacdo periosteal aos 30 dias (100%). Seis
animais iniciaram com a formacdo de ponte 6ssea aos 45 dias (75%), porém, sem
contato entre as extremidades. Uma ave apresentou soltura do enxerto aos 45 dias e
reabsorcao 6ssea no mesmo periodo (12,5%) e uma apresentou quebra do cimento aos
15 dias (12,5%). Na avaliagdo incorporacdo cimento/osso receptor, os animais do
GHAD e GHAD+BMP demonstraram reagdo periosteal mais exacerbada na face caudal
do osso, porém ndo apresentaram consolidacdo completa aos 60 dias de PO. Na
avaliacdo da qualidade 6ssea do defeito critico no GCN foi verificado que em 87,5%
dos casos havia a presenca de reacdo periosteal nas bordas proximais e distais da falha,
porém, evoluindo para ndo-unido. Referente a impressdo de consolidacdo, 0s GCN,
GHAD e GHAD+BMP nédo aparentaram consolidacdo total em nenhum dos tempos.
Diferentemente do GCP, que apresentou 100% de consolidacdo aos 30 dias, com
remodelamento do calo dsseo aos 60 dias. A avaliacdo estatistica dos escores obtidos a
partir da tabela adaptada de Ehrhartet al. (2005) demonstrou diferenga entre 0s grupos
para cada um dos tempos e na evolugéo da consolidacdo dentro dos grupos, conforme

detalhado na tabela 2.
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Tabela 2- Tabela comparativa do escore entre 0s grupos e entre 0s tempos.

P dentro
Grupo Tempo 0 Tempo 15 Tempo 30 Tempo 45 Tempo 60
grupos*
Média+dp 2,0+0,07 2,5%2,3° 3,3+4,17 3,3+4,17 3,3+4,1° 0,991
GCN Mediana (min.-
) 2,0 (2,0-2,0) 2,0 (0,0-8,0) 2,0 (0,0-12,0) 2,0 (0,0-12,0) 2,0 (0,0-12,0)
max.
Média+dp 4+0,0° 6,3+1,3° 11,6+1,1° 11,9+0,4° 12+0,0° <0,001
GCP Mediana (min.-
) 4,0 (4,0-4,0) 6,5 (4,0-8,0) 12,0 (9,0-12,0) 12,0 (11,0-12,0) 12,0 (12,0-12,0)
Max.
Média+dp 4+0,0° 4,5+172P 7,6%1,120 7,8+0,5% 7,80,580 <0,001
GHAD Mediana (min.-
) 4,0 (4,0-4,0) 4,0 (2,0-8,0) 8,0 (5,0-8,0) 8,0 (7,0-8,0) 8,0 (7,0-8,0)
max.
Média+dp 4,0+0,0° 3,5+0,9° 6,8+1,8% 7,5+1,4% 7,0£1,5° <0,001
GHAD+BMP  Mediana (min.-
) 4,0 (4,0-4,0) 4,0 (2,0-4,0) 8,0 (4,0-8,0) 8,0 (4,0-8,0) 8,0 (4,0-8,0)
Max.
P entre grupos** <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*valor P obtido pelo teste de Friedman;**valor P obtido pelo teste de Kruskal-Wallis. *"letras diferentes significam grupos estatisticamente diferentes.

Na avaliacdo histopatoldgica do GCN foi observada acentuada proliferacdo de
tecido conjuntivo fibroso multifocal, além de discreto infiltrado inflamatorio composto
por linfocitos e heteréfilos, sem presenca de osteoclastos. No GCP, foi observada
acentuada proliferacdo de osteoblastos e de matriz 6ssea com trabéculas espessadas e
proliferacdo discreta de tecido conjuntivo fibroso. No GHAD, foi possivel observar
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso moderado, com matriz 6ssea ndo mineralizada,
além de discreta quantidade de matriz cartilaginosa e osteoclastos. Foi observado ainda
areas multifocais moderadas de necrose, além de &reas multifocais cisticas preenchidas
por discreta quantidade de material amorfo basofilico. Ja no GHAD+BMP, foi
observada acentuada proliferacdo de matriz éssea organizada, com presenca de células
de linhagem hematopoiética ao centro, com moderada quantidade de osteoclastos,
multiplas areas de formacdo de matriz cartilaginosa, além de acentuada proliferacéo de
tecido conjuntivo fibroso. Ainda, multiplas areas cisticas contendo material fracamente
eosinofilico a basofilico amorfo, por vezes contendo cristais, com infiltrado
inflamatdrio moderado ao redor dessas estruturas, constituido por macrofagos, linfocitos
e ocasionais heterdfilos (Fig.3). Na avaliacdo dos 0ssos contralaterais, nenhuma amostra
apresentou alteracdo, afirmando tratar-se de 0ssos saudaveis. As amostras tiveram 0

corte de forma longitudinal para analise.

41



Figura 3: Histopatolégico dos grupos estudados: A) GHAD+BMP, acentuada
proliferacdo de matriz Ossea organizada, mdaltiplas areas de formacdo de matriz
cartilaginosa, além de acentuada proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso e presenca de
osteoclastos. B) GHAD, proliferacdo de tecido conjuntivo moderado, com matriz 6ssea
ndo mineralizada, presenca de osteoclastos e tecido cartilaginoso moderado. C) GCP,
acentuada proliferacdo de osteoblastos e de matriz 6ssea. D) GCN, proliferacdo de
tecido conjuntivo fibroso multifocal, além de discreto infiltrado inflamatorio composto
por linfocitos e ocasionais heterofilos.

Na analise biomecénica foi possivel observar que na variavel deformacdo até a
ruptura (mm/mm) houve diferenca significativa no GCP entre o lado operado e néo-
operado, e nos demais grupos ndo houve diferenca estatistica. Ao ser comparado a
tensdo na ruptura (MPa) houve diferenca estatistica significativa entre o lado operado e
0 contralateral para o GCP. Quando comparados os grupos, houve diferenca
estatisticamente significativa entre o GCP e o GHAD+BMP, porém, ndo houve em
relacdo aos contralaterais. Na avaliacdo referente a carga de ruptura (N) foi observada
diferenca estatistica entre o lado operado e o contralateral dentro dos GHAD e
GHAD+BMP. Quando comparados os grupos, houve diferenca estatistica no lado
operado entre 0 GHAD+BMP e o GCP. N&o houve diferenca entre os grupos no lado

contralateral.
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DISCUSSAO

Neste estudo, a utilizagdo de galinhas domésticas como modelo experimental foi
satisfatoria por apresentar vantagens de maior facilidade de manipulacdo e manejo.
Apesar de 0s 0ssos das aves serem comumente descritos como frageis e quebradicos
com um grande canal medular (BENNETT, KUZMA, 1992) ndo houve fraturas durante
o0 desenvolvimento do modelo e no periodo p6s-operatério. Estudos demonstrando o uso
de cimento 0sseo para o tratamento de defeito critico em aves séo escassos (TUNIO et
al., 2015) e na espécie utilizada nédo foi encontrado nenhum relato utilizando cimento
6sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio a base de a-TCP como tratamento, assim,
demonstrando a importancia e relevancia desta pesquisa.

O fato de tanto o grupo com autoenxerto quanto com 0s com cimento
apresentarem aumento de volume passados os 10 dias de PO, também foi relatado em
um estudo comparando o uso de o-TCP em granulos associado a sinvastatina (um
farmaco controlador do colesterol, que de forma tdpica estimula a liberagdo de BMP-2
pelos osteoblastos) no qual também houve aumento de volume na area da enxertia, com
ocorréncia de ulceracbes em alguns animais (NYAN et al., 2009). Este fato pode ser
justificado pela reacdo inflamatdria do organismo perante um corpo estranho e reagdes
quimicas e fisicas entre os componentes dos cimentos/implantes/BMP/osso receptor
com o corpo. A inexisténcia dessa reacdo no GCN, corrobora esta hipotese, dado ao fato
de ndo haver fonte de reacdo tecidual (autoenxerto ou cimento).

O tratamento de fraturas em aves com o0 uso de apenas um pino intramedular
muitas vezes é falho, pois como o0s 0ssos possuem a cavidade medular larga,
normalmente os pinos ndo conseguem preenche-lo adequadamente e, desse modo, ndo
ficam ancorados, resultando em dificuldade para evitar as forcas de rotacdo (ALIEVI et
al.,, 2008 apud LEVITT, 1989). Assim, o GCN apresentou maior ocorréncia de
migracdo de pino por haver um gap e a fixagdo com um pino intramedular acabou
tornando-se instavel pelo ndo preenchimento 0sseo, apesar de o radio conferir alguma
resisténcia a rotacdo. A propria movimentacdo da asa também favorece a ocorréncia
deste tipo de falha. Nos grupos com cimento, somente um animal de cada grupo
apresentou falha no implante, diferentemente do GCP que ndo apresentou nenhuma. O
fato dos animais dos grupos com cimento ndo apresentarem tantas falhas no implante

provavelmente deve-se ao fato do orificio confeccionado no cimento ser de 1,5mm,
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conforme o didmetro do fio de Kirschner, permitindo assim, maior &rea de contato
pino/cimento, oferecendo maior estabilidade e rigidez a ele.

A falha 6ssea (2 cm) realizada no GCN demonstrou ser valida como defeito
critico, pois de 8 animais, somente um (12,5%) apresentou reacédo e formacao de ponte
6ssea. Um defeito adequado para avaliar materiais de enxertia, como cimentos 6sseos
ou implantes, deve ser critico e 0s modelos de animais devem ser adultos devido a alta
capacidade dos animais jovens para a consolidacdo déssea (ANDERSON et al., 1999).

Em medicina veterinaria, apesar da diversidade de espécies tratadas, o defeito
critico em aves ainda ndo é bem elucidado, tendo mais materiais e estudos realizados
em pombos como modelos experimentais. Tunio et al.(2015b) realizaram um estudo
avaliando o defeito de 1 cm em ulna de pombas, com o objetivo de verificar o poder de
osteoconducdo e osteoinducdo da hidroxiapatita associada a matriz Gssea
desmineralizada (DBM), demonstrando que ocorreu reacdo 0sso/enxerto e que todas as
aves apresentaram cicatrizacdo @ssea, concluindo que enxertos com hidroxiapatita
isolado ou associado com DBM, com fixacdo esquelética externa, sdo adequados para o
tratamento de defeito em pombos. Esse estudo de Tunio et al. (2015b) teve como
referéncia para a definicdo do tamanho de 1 cm de defeito o experimento de Sanaei et
al. (2015) que compararam 0 uso de enxerto autdgeno e DBM na mesma espécie.
Porém, os trabalhos referidos ndo relataram o uso de grupos de controle para o defeito
realizado, assim ndo sendo possivel a confirmacdo de tratar-se de um defeito critico e
sim uma falha 0ssea.

Em medicina veterinaria temos alguns estudos correlacionam o tamanho do
didmetro 6sseo com o defeito critico em algumas espécies, sendo de duas vezes o seu
didametro em defeito critico na diafise do radio de coelhos (AN & FRIEDMAN, 1999), e
de duas vezes e meio na diafise tibial de ovelha (CHRISTOU et al., 2014) e na diafise
femoral de cdes (LINDSEY et al., 2006).0 defeito 6sseo produzido no presente trabalho
foi de aproximadamente 2,5 vezes o didmetro 0sseo e, apesar de ndo terem sido
encontrados trabalhos descrevendo modelos criticos em galinhas, foi adequado visto
gue houve ndo-unido em 87,5% dos animais, demonstrado que realmente se trata de um
defeito critico e que, portanto, ndo consolidaria naturalmente.

As técnicas descritas para enxertia autogena em aves apresentam as mesmas
complicages que as descritas em mamiferos, apesar de todos os beneficios que esse

tipo de enxertia resulta. Além disso, em aves é mais dificil de encontrar um sitio de
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coleta de osso cortical em grandes volumes sem prejuizo ao animal ou de obtencdo de
0SSO esponjoso, pois as aves apresentam 0SSOS pneumaticos, com poucas areas de
coletas (SANAEI et al., 2015).

As fraturas cominutivas em aves sdo mais comuns na clinica veterinaria
(LEOTTE et al., 2004) e, desta forma, o uso de cimento ¢sseo aparenta ser um método
eficaz de tratamento para esses tipos de fraturas, visando maior rapidez e retorno da
funcdo da ave. Em mamiferos, existe uma variedade de substitutos 6sseos e técnicas
para recuperacdo 0ssea, assim evitando a necessidade da utilizacdo de autoenxertos.
Porém, diferentemente dos mamiferos, em aves, ainda ndo existem variedades de
substitutos dsseos testados (SANAEI et al., 2015), portanto, sendo um campo a ser
explorado.

A avaliacdo das imagens radiograficas utilizando a tabela adaptada de Ehrhart et
al. (2005) demonstrou ser eficiente para 0s grupos em que havia o cimento 0sseo e 0
autoenxerto, porém, no grupo controle negativo aparentou ndo ser adequada, pois houve
disparidade nos resultados. Desta forma, sendo necessaria a criacdo de um critério
substituindo a qualidade 6ssea enxerto/implante por qualidade 6ssea do defeito critico.
Assim, com a introducdo de uma avaliacdo da reacdo que 0 0sso ostectomizado sofreu,
para observar crescimento ésseo onde foi realizada a falha como defeito critico.

Ainda nessa avaliacdo foi possivel ver que em 100% dos animais do GCP
apresentaram consolidacdo dssea até os 30 dias e que aos 60 dias era possivel observar a
remodelacdo dssea. Esse resultado era esperado por tratar-se de um fragmento Gsseo
retirado e recolocado no seu sitio de origem, ndo causando nenhum tipo de reagéo
inflamatoria além do esperado em um processo de consolidacdo normal. Esse grupo foi
elaborado com o intuito de demonstrar que as aves, por conta do seu metabolismo
acelerado, apresentam um processo de consolidacdo rapida, quando comparado aos
mamiferos. Porém, os preceitos de sucesso em um tratamento ortopédico sdo 0s
mesmos em ambos, com estabilidade absoluta, apresentagdo de calo 6sseo minimo,
alinhamento e suprimento sanguineo (FERRAZ et al., 2008).

Os grupos com cimento 6sseo, GHAD e GHAD+BMP, apresentaram diferenga
estatistica entre os tempos da anélise radiografica. O GHAD apresentou entre 0s tempos
0 e 30 (P=0,012), 0 e 45 (P=0,012) e 0 e 60 (P=0,012), demonstrando que durante os 60
dias o cimento d6sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio apresentou uma evolugdo na

consolidacdo favoravel, realizando sua funcdo de osteoconducdo. J&4 o GHAD+BMP,
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apresentou diferenca estatitica significativa, porém, iniciando somente no tempo de 45
dias PO, 0 e 45 (P=0,044) e 15 e 45 (P=0,016). Assim, levando a crer que por conta da
acao das BMPs o processo de consolidacdo foi mais retardado, porém sua evolucéo
radiogréafica foi satisfatdria por apresentar a formacao de ponte 0ssea durante o periodo
de 60 dias. Apesar de se observar um pior desempenho na avaliagdo radiografica
comparando com os demais grupos, na andlise histopatoldgica, o grupo com BMPs
demonstrou-se mais ativo e reativo na producdo de células osteogénicas na avaliacdo
histopatoldgica.

Existem poucos relatos tratando do uso de BMP-2 em aves, sendo que a espécie
mais estudada com esse tipo de enxertia sdo os pombos. Sample et al. (2008) relataram
seu uso associado com uma pasta de fosfato de célcio para o tratamento de uma fratura
cominutiva proximal no umero de um Grou-americano (Grus americana), com fixacdo
esquelética externa (Tie-in) com sucesso e recuperacdo da funcdo na asa. Um estudo
realizado em tibias de cdes, que usou BMP para o tratamento com uso de enxertia,
notou melhores resultados na imagem radiografica nos casos com BMP aos 45 dias,
alegando que tal fato se dava por conta que essa proteina em contato com as células
indiferenciadas presentes na medula 6ssea sdo capazes de induzir e se diferenciarem em
células 6sseas no local de enxertia, colaborando com o processo de deposi¢do de novo
tecido 6sseo (CARLO et al., 2007), e que essas proteinas sdo responsaveis pelo
recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de formacdo 6ssea (CARLOS
et al., 2007 apud SOMMERMAN et al., 1983), atuando na quimiotaxia destas células
para o local da implantagdo (CARLOS et al., 2007 apud LIND, 1996).

Na andlise histopatolégica dos contralaterais, as amostras demonstraram 0s
resultados esperados, sendo livres de qualquer alteracdo Ossea, confirmando que se
tratavam de aves saudaveis. Os animais do GCN apresentaram aspectos
histopatoldgicos de ndo unido, com acentuada proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso
multifocal, assim confirmando trata-se de um defeito critico valido para a espécie. No
GCP, a presenga de osteoblastos e matriz ssea com trabéculas espessadas confirma a
consolidacdo e interacdo do autoenxerto/osso receptor, também confirmando que se
tratavam de galinhas saudaveis e que estavam aptas para servirem de modelo para 0 uso
do cimento Gsseo.

Nos grupos em que foi utilizado o cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em

calcio foi possivel identificar a presenca do biomaterial juntamente com a reacdo do
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0sso receptor, além da presenca de osteoclastos e proliferagdo de matriz 6ssea associada
com é&reas de necrose perto do material amorfo do cimento. Assim, demonstrando que o
corpo se apresentou ativo referente a resposta imunologica ao mesmo tempo que 0
cimento dsseo realizou sua funcdo de osteoconducdo. Dennis e colaboradores (1992) e
Yamada e colaboradores (1997) sugeriram que existem evidéncias em varios estudos
que os osteoclastos sdo responsaveis pelo processo de reabsor¢do das cerdmicas de
fosfato de célcio.

Para a avaliagdo biomecéanica foi utilizado como base estudo de Tunio et al.
(2015a), os quais avaliaram o tratamento de fraturas transversas em ulna de pombos
com fixador esquelético externo e compararam o lado fraturado consolidado com
contralateral saudavel, verificando o quanto de carga e deformidade as ulnas resistiriam
em ensaio biomecéanico de trés pontos. No trabalho de Tunio et al. (2015a) as ulnas
apresentavam aumento de volume na &rea da fratura, assim como no presente
experimento. Em ambos as aves ndo apresentavam restricbes de movimento nos
membros operados. Ainda, as ulnas operadas no trabalho citado, apresentavam-se
consolidadas antes do ensaio biomecanico, demonstrando que o tratamento com fixador
esquelético externo foi eficaz. J& no trabalho aqui relatado, as ulnas, tanto com cimento
6sseo, quanto com o cimento e 0 BMP apresentaram estar em processo de consolidacéo
na analise histopatoldgica, porém ainda ndo aparentando consolidacdo radiogréafica
completa.

Em ortopedia veterinaria é bem elucidado que para uma boa consolidacdo em
fraturas de alto “strain” necessitamos de rigidez e contato dentre os fragmentos para a
formacdo de um calo dsseo priméario, como na referente pesquisa tratou-se de um
cimento désseo a técnica mais adequada para a fixacdo aparentemente seria 0 uso de
placa de compressdo dindmica de baixo contato (LC-DCP), assim aumentando a area de
contato 0sso receptor/cimento 6sseo e a rigidez do foco de fratura. A medida que as
extremidades da fratura sdo comprimidas uma contra a outra, a area de contato dos
fragmentos aumenta e as forcas passam a ser compartilhadas pelo osso e pela placa
levando a estabilidade (STIFFLER, 2004). Conforme Witsberger et al.(2010), os
objetivos da fixacdo de fraturas com placas e parafusos incluem fixacdo estavel,
restauracdo do alinhamento do membro e retorno ao uso funcional de forma mais
precoce possivel. Porém, um dos limitadores para a utilizacdo de tal técnica neste

projeto foi o custo deste tipo de implante metalico. Sendo assim, houve a necessidade
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da utilizacdo de uma técnica com menor encargo financeiro (pino intramedular). Mesmo
assim, houve a consolidacdo no grupo controle positivo, demonstrando que a técnica
foi adequada e promoveu estabilidade suficiente para tal.

Referente aos resultados da biomecanica foi observado que o GHAD+BMP
apresentou-se mais elastico que os demais grupos, apresentando uma mediana de
deformagéo de 0,46 = 0,10 mm/mm, enquanto o GHAD apresentou a mediana de 0,20 =
0,14 mm/mm e o GCP 0,15 £0,12 mm/mm. Assim o GCP demonstrou ser mais rigido
que os demais grupos e 0 GHAD+BMP o mais flexivel. O osso cortical apresenta maior
rigidez que 0 0SSO esponjoso, suportando maior carga, mas com deformacdo menor
antes da fratura. O 0sso esponjoso, devido a sua estrutura porosa, suporta uma
deformacdo maior antes de sofrer a fratura (KUPCZIK, 2008). Desta forma, as reacdes
do cimento /0sso receptor apresentaram caracteristicas biomecanicas semelhantes ao
0SS0 esponjoso na deformacdo. Ainda se tratando da maior deformacdo por parte do
GHAD+BMP, acredita-se ser um resultado esperado visto que a BMP-2 fazem parte do
grupo de proteinas da superfamilia do fator transformador de crescimento beta (TGFf)
que tem como objetivo a proliferacdo de células dsseas e auxiliar na consolidacao.
Porém, essas proteinas além de realizarem a diferenciacdo de células mesenquimais
osteogenitoras e a regulacdo dos osteoclastos, podem ainda resultar na proliferacdo de
células cartilaginosas e fibroblastos, dando maior elasticidade aos tecidos formados na
interacdo cimento 6sseo/0sso receptor em que foi aplicado a BMP-2. Vale lembrar que a
formacdo dssea ocorre via direta (intramembranosa periosteal) e indireta (endocondral).
Em ambos 0s mecanismos ocorre uma inducdo de 0sso e cartilagem através da interacdo
epitélio-mesenquimal que inicia a diferenciacdo celular especifica e leva a formagao de
células precursoras da linhagem osteoblastica ou condroblastica. As evidéncias
suportam a hipdtese de que as BMPs atuam sobre as células progenitoras esqueléticas e
induzem a diferenciacdo de osteoblastos e condroblastos. O tratamento com BMP-2
geralmente direciona a formacdo de células osteogénicas, porém também pode levar a
formacédo condroblasticas (SYKARAS; OPPERMAN, 2003), desta forma gerando mais
tecido conjuntivo cartilaginoso associado ao ésseo como foi visualizado no
histopatoldgico das aves do GHAD+BMP e dando sustento ao fato de suportarem maior
deformacgé@o em milimetros quando comparados com 0s outros grupos.

Neste estudo houve diferenca significativa quando comparados os lados operado

com seu contralateral no caso do GCP, diferente do relatado no trabalho de Tunio et
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al.(2015a), que ndo identificou diferenca significativa das ulnas fraturadas comparadas
com as contralaterais saudaveis. Uma das justificativas para tal diferenca talvez seja por
conta do método de fixagdo ser diferente entre os trabalhos e devido ao fato de que no
trabalho aqui relatado foi realizado a ostectomia e aplicacdo de um implante de 2 cm,
assim levando a maior ativacdo e recrutamento por parte dos osteoblastos quando se
comparando a uma fratura simples transversa como a relatada por Tunio et al. (2015a),
logo 0 GCP sendo mais resistente a deformacao que o 0sso saudavel.

A diferenca relacionada ao modulo de ruptura em flexdo (MPa), entre 0 grupo
que foi usado o implante (GCP) e seus contralaterais, ajuda a afirmar o fato que, quando
comparado ao trabalho de Tunio et el. (2015a), o GCP (42,38 + 12,91) é mais resistente
que seu contralateral (19,26+16,27) por conta de apresentar a formacdo de dois calos
0sseos, tornando o 0sso mais resistente a deformacdo plastica que o0 0sso com uma
fratura transversa consolidada em pombas relado por esses autores. Quando comparados
0s grupos, ndo houve diferenca estatistica no lado contralateral, e houve diferenca
estatistica significativa entre 0 GCP e o GHAD+BMP. Essa diferenca provavelmente
deve-se a0 mesmo fato recentemente citado, demonstrando que para ocorrer a
deformacéo pléastica 0 GCP necessita maior tensdo que 0s demais grupos.

Na avaliacdo referente o0 quanto de carga em Newtons (N) as ulnas eram capazes
de suportar até sua deformacdo plastica, havendo diferenca significativa entre as ulnas
nos grupos GHAD e GHAD+BMP e seus contralaterais, e quando comparado entre 0s
grupos, o GCP e o GHAD+BMP apresentaram diferenca significativa. Nao houve
diferenca significativa entre 0s grupos contralaterais. O fato de que as ulnas com
implante terem apresentado melhor resposta cicatricial justifica o fato de serem mais
resistentes tanto quanto a tensdo em MPa, quanto em receber mais carga em N. E o fato
de 0s 0ss0s que receberam o cimento Gsseo puramente ou 0 cimento 6sseo associado a
BMP serem menos resistentes a carga, quando comparados com as ulnas contralaterais,
também ¢é plausivel pelo mesmo fato que o GCP conseguiu receber mais carga, pois nos
grupos com cimento 6sseo, apesar de histologicamente apresentarem reagdo periosteal e
neoformacédo 0Ossea, sua consolidacdo ndo foi completa aos 60 dias, necessitando mais

tempo de avaliagé@o para que o processo de reparo 6sseo pudesse ser completo.
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CONCLUSAO

O presente trabalho confirmou que ndo h& diferenca na avaliacdo radiografica
entre 0os grupos em que foi usado o cimento 6sseo de hidroxiapatita deficiente em
calcio, e que na avaliacdo histopatologica ambos demonstram ser eficientes para o
tratamento de defeito diafisario de 2 cm na ulna de galinhas. Na avaliagdo biomecénica
as amostras com o cimento 6sseo apresentam relativa resisténcia, demonstrando haver
sinais da formacdo de um processo cicatricial 6sseo positivo. O cimento 0sseo de
hidroxiapatita deficiente em célcio associado ou ndo a BMP demonstra ser compativel
para espécie e que apresenta eficaz acdo osteoindutora, porém o periodo de 60 dias de
avaliacdo parece ser insuficiente para 0 acompanhamento completo do processo de

reparo 0Sseo.
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8 DISCUSSAO

O modelo experimental com galinhas foi satisfatorio, pois além de animais de
facil manuseio, ndo foi encontrado no meio cientifico estudos preconizando o uso de
cimento d6sseo de hidroxiapatita deficiente em célcio com alto teor de dureza associado
a BMP na espécie.O tempo cirdrgico para o GHAD+BMP foi mais prolongado que 0s
demais grupos por conta de haver a necessidade do uso de micropipetas para a
colocagdo de 1uL em cada interface cimento/osso receptor, porém nada que
prejudicasse 0 andamento e o tempo anestésico. Em contrapartida, o tempo cirurgico
para 0 GCN foi mais réapido pelo fato de ndo haver a necessidade da utilizacdo do
enxerto, cimento ou do cimento mais o BMP-2.

O protocolo analgésico e os cuidados pds-operatério foram adequados, pois 0s
animais ndo apresentavam dores e mantiveram a amplitude de movimento das asas, fato
também observado por Tunio et al. (2015a) em uma pesquisa avaliando o uso de
fixadores esqueléticos externos em pombos domésticos para o tratamento em fraturas
transversas diafisarias.

Um dos complicadores no uso da BMP-2 para esse estudo foi o fato de
apresentar um custo elevado para a realidade clinica, sendo assim necessario estruturar
as doses para cada interface 0sso receptor/cimento 6sseo de forma que ndo houvessem
erros e desperdicios do material. Outro complicador do uso foi o fato de haver a
necessidade da aplicacdo de carreadores na proteina, sendo necessario seu prévio
preparo em um laboratorio especializado, o que prejudica seu uso na rotina clinica. Em
contrapartida, os fragmentos previamente elaborados pelo Laboratério de Engenharia de
Materiais da UFRGS foram facilmente esterilizados em autoclave, de facil manuseio e
sua implantacdo na falha com pino intramedular foi rapida. Porém, ainda ha necessidade
de estudos com seu uso em diferentes métodos de fixacao.

Referente a imobilizagdo temporaria com bandagem em “oito”, foi verificado
que os periodos de 10 dias de PO demonstraram-se insuficientes para o GCN, pois de
oito animais, quatro (50%) apresentaram migragdo do pino intramedular. O mesmo foi
verificado em um animal de cada grupo que utilizou cimento e nenhum no GCP.Devido
ao fato de tratar-se de um defeito critico, uma fixacdo mais rigida seria o ideal para que
ndo ocorresse a migracao do implante e manter por mais tempo a bandagem em “oito”.
Em um estudo realizado em pombos domésticos avaliando o uso de miniplacas em

fraturas de radio e ulna associado ao tratamento de bandagem em “oito” concluiu que o
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uso do curativo pos-operatorio por até 10 dias pode ser vantajoso e parece reduzir o
risco de infeccdo pds-operatoria da ferida e auxilia na consolidacdo (BENNERT et al.,
2016). Diferentemente do trabalho aqui realizado, visto que nesse grupo que apresentou
mais falhas do implante por tratar-se do grupo controle para avaliacdo da falha de 2cm,
logo houve mais instabilidade no foco e movimentagdo por manter a bandagem por
apenas 10 dias. Assim, mais estudos sdo necessarios avaliando o defeito critico em
galinhas utilizando placas e parafusos como método de fixacdo e as vantagens do uso de
bandagem em oito por um periodo mais prolongado que 10 dias sem trazer prejuizos
para a movimentagao da asa.

Kojic et al.(2009) avaliaram a irritabilidade cutinea do a-TCP tanto solido,
guanto em pasta, na pele de coelhos, e concluiram que esse biomaterial ndo € irritante
ou citotoxico nesses animais, visto que ndo houve reacdo como eritema, edema ou
necrose. Em outro estudo, realizado em ratos, foi testado o uso de a-TCP associado a
BMP-2 (liberado por via topica com o uso de sinvastatina) e esse apresentou toxicidade
em doses altas. Tal caracteristica deve-se ao fato de que foram testadas diferentes doses
do farmaco de sinvastatina. Nos grupos em que foram usadas doses de 0,25 a 0,5mg de
sinvastatina notou-se rubor, edema e ulceragbes, as quais foram tratadas com
cicatrizacdo por segunda intengcdo, sendo confirmada a dose com o poder de
osteogénese de 0,1mg do farmaco e de 14mg de o-TCP (dose do biomaterial que foi
usada para todos os grupos) (NYAN et al., 2009). J& no presente estudo, tanto nos
animais em que foram utilizados os cimentos com ou sem BMP, quanto nos em que foi
usado o implante autégeno, evidenciou-se rubor e calor na regido da implantacdo até o
décimo dia de PO, porém sem ulceragcfes. Esta reacdo pode ser atribuida a resposta
inflamatdria induzida pelo proprio ato operatério e pela resposta aos materiais
aplicados. O aumento de volume observado ao longo dos 60 dias nos grupos onde foi
utilizado o cimento ésseo pode ser justificado pela maior resposta tecidual (NYAN et
al., 2009).

Na avaliacdo radiogréfica dos grupos com cimento 0sse0 e com cimento
associado a BMP-2, foi possivel observar que ndo houve consolidagdo radiografica;
porém com a analise biomecénica e histopatoldgica do material foi confirmada a
existéncia de reacdo periosteal e osteointegracdo do cimento com o 0sso receptor. Dessa
forma, um acompanhamento da osteointegracdo cimento/osso receptor em um periodo

mais prolongado que 60 dias se torna necessario para a confirmagdo radiografica de
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consolidacdo, pois nesses grupos verificou-se que o cimento 0sseo teve uma parte
reabsorvida e que ocorreu a formacdo de ponte Gssea, porém nao tendo suas interfaces
conectadas e consolidadas. No grupo em que foi associado BMP-2, a proliferacdo
celular e presenca de osteoclastos foi mais exacerbada que nos demais grupos,
demonstrando haver interferéncia das células pluripotentes inseridas nas interfaces,
porém o periodo da analise demonstrou-se curto para confirmagdo de total
osteointegracdo, osteoinducdo e consolidacdo pela avaliacdo radiografica, conforme
figura 2 (Fig.2).

Figura 2: Imagem radiografica médio-lateral de 60 dias de quatro animais que

foram utilizados o cimento dsseo de hidroxiapatita deficiente em calcio associado a
BMP-2.

Os resultados nas imagens radiograficas para o grupo GCN foram dentro do
esperado, demonstrando ndo-unido radiografica, migracdo dos pinos e aparente
reabsorcdo dos bordos, conforme figura 3. Dessa forma, a falha de 2 cm na ulna de
galinhas demonstrou-se um defeito critico valido, visto que ndo houve consolidacao.
Geralmente o tamanho de um defeito critico deve ser duas vezes maior que a largura de
0ss0 na area do defeito (SANAEI et al., 2015).

Os animais do GCP apresentaram consolidagédo aos 30 dias, dado similar ao
relado por Alievi et al. (2001) em fraturas de tibiotarso de pombos tratadas com fixacao
esquelética externa de forma fechada. Em outro estudo experimental em que foram
testados dois tipos de fixacdo esquelética externa (tipo | e tipo Il) para fraturas
tibiotarsicas de galinhas a consolidagdo ocorreu em média aos 40dias para o grupo | e
35dias para o grupo Il, ndo havendo diferenca significativa entre os dois grupos

(CONTI, 2005). Ja para Gouvéa et al. (2010) a consolidagdo ocorreu em média de 26 e
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30 dias utilizando diferentes configuragbes de microplacas de titdnio em fraturas de
tibiotarso em pombos, sem influéncia do tipo de microplacas.

Figura3: Imagem radiografica medio-lateral do defeito 6sseo de cada animal do
GCN aos 60 dias A) GCN1. B)GCN2.C) GCN3.D)GCN4. E) GCN5. F) GCN6. G)
GCN7. H) GCNB8.

Um dos problemas observados nessa pesquisa foi que dois animais apresentaram
falha e colapso do cimento 6sseo, tanto no grupo com cimento, quanto no grupo com o
cimento associado a BMP. Outro complicador por parte do uso da BMP foi que dois
animais apresentaram imagem radiografica compativel com ndo-unido e reabsorcao
6ssea aos 60 dias, porém ndo sendo possivel confirmar ser rejeicao por conta da acdo da
proteina ou se por falha do método de fixacdo por conta da migracdo e oscilacdo do
pino. Nos dois casos em que ocorreram colapso com quebra do cimento ¢sseo, tanto na
galinha do grupo com BMP, quando no grupo sem, apresentaram indicios radiograficos
de proliferacdo Ossea, seguindo para consolidacdo, porém sendo necessario um

acompanhamento por mais tempo.
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Figura 4: A) Galinha do GHAD+BMP, apresentando falha do implante aos 60
dias B) Galinha do GHAD+BMP aos 60 dias, apresentando imagem radiografica
compativel com reabsorcdo e ndo integracdo cimento/osso receptor C) Animal do
GHAD+BMP em que ocorreu falha no cimento dsseo, porém apresentando reacao e
crescimento 6sseo no local da falha D) falha no cimento 6sseo em galinha do GHAD,

porém apresentando aparente reacao endosteal do 0sso receptor com o cimento.

A avaliacdo histopatoldgica foi dentro do esperado para todos 0s grupos, pois no
GCN foram encontrados sinais compativeis de ndo-unido, como a presenca de infiltrado
inflamatorio, tecido conjuntivo fibroso e auséncia de células osteogénicas. Assim como
em um estudo referente a defeito critico em mandibula de caninos, feito por Huhet al.
(2005), em que nos grupos em que se retirou mais de 15mm de osso das mandibulas
apresentaram caracteristicas histopatologicas similares ao GCN. Ja para Nyan et al.
(2009), em um estudo testando a mesma base de cimento 6sseo que deste trabalho,
associado também a BMP, em ratos, apresentaram em seu grupo controle caracteristicas
semelhantes ao do GCN, que foi a presenca de tecido conjuntivo fibroso, porém, como
ndo estava avaliando defeito critico, nesse caso foi possivel observar a presenca de uma
fina camada de novo osso em formagéo se direcionando para o centro da leséo na 8°
semana do teste.

Nos grupos GHAD e GHAD+BMP a analise histopatoldgica foi satisfatoria,
porém demonstrou a necessidade de uma andlise mais prolongada para avaliar se
haveria ou ndo reabsorcdo cimento/osso receptor; apesar de todas as caracteristicas da

proliferacéo tecidual de ambos os grupos levarem a crer que tal evolugdo ocorreria caso
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os animaisfossem avaliados por um periodo mais prolongado, como por exemplo 120
dias. A bioatividade e a osteocondutividade dos granulos de cimento a-TCP podem
favorecer a regeneracao 0ssea. Sabe-se que a degradacao parcial de cimentos de fosfato
de calcio causa liberacao de ions de calcio e fosfato no microambiente dsseo, que em
longo prazo promovem a mineralizacdo e aumentam a neoformacéo 6ssea (LEGEROS,
2008). Em um estudo com coelhos observou-se a neoformagéo 6ssea sobre a superficie
e no interior das particulas de cimento a-TCP quando aplicados em defeito dsseo,
semelhante ao presente estudo (KIHARA et al., 2006). Esses dados ddo suporte a
afirmagdo de que o sistema com base em o-TCP formando o cimento dsseo de
hidroxiapatita deficiente em célcio é um material osteocondutivo, permitindo que a
matriz dssea se desenvolva através dele, e que pela avaliacdo histopatoldgica do
GHAD+BMP conclui-se que a associa¢do do cimento a proteina foi positivo visto que
células osteogénicas e proliferagdo de matriz 6ssea foi verificada nas amostras, além de
proliferacéo de tecido conjuntivo fibrocartilaginoso (Fig.5). Assim como para Nyan et
al.(2009), que observaram que nos grupos em que se usava 0,1mg de sinvastatina
associada ao cimento de a-TCP apresentava a formacdo osteogénica e proliferacéo

0ssea.

Figura 5: Imagem histopatologica demonstrando a reacdo tecidual dos animais
submetidos ao uso do cimento 6sseo associado a BMP, onde os simbolos sdo: (circulo)
matriz 6éssea mineralizada(seta) formacao de novo 0sso (matriz ssea ndo mineralizada),
(triangulo) cimento dsseo de hidroxiapatita deficiente em célcio ndo absorvido (material

amorfo).
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Por haver pouca referéncia no meio cientifico de estudos biomecéanicos da
utilizacdo de cimento 6sseo em aves, foi necessario a busca de literatura voltada a testes
biomecénicos realizados em roedores e um caso realizado em fratura transversal em
pombas, o qual foi tomado como modelo para este estudo. Por esse motivo, a escolha
pela forma de preparo das pecas foi baseada no estudo de Tunio et al.(2015a). O
procedimento de eutanasia e a dissecagdo das ulnas, e suas contralaterais, foram de fécil
manejo, e o fato de logo ap0s a dissecacdo as pecas serem levadas de forma refrigerada
para analise ndo demonstrou prejuizo nos resultados, pois todas se mantiveram
umedecidas ndo levando a erros e falta de padronizagdo por desidratacdo 0ssea.

Referente aos resultados da biomecanica do trabalho foi possivel observar que o
GHAD+BMP apresentou-se ser mais elastico que os demais grupos, apresentando uma
mediana de deformacdo de 0,46 + 0,10 mm/mm, enquanto o0 GHAD apresentou a
mediana de 0,20 = 0,24 mm/mm e o GCP 0,15 +0,12 mm/mm. Assim o GCP
demonstrando ser mais rigido que os demais grupos e 0 GHAD+BMP mais flexivel. O
0sso cortical apresenta maior rigidez que 0 0SS0 esponjoso, suportando maior carga,
mas uma deformacdo menor antes da fratura. O 0sso esponjoso, devido a sua estrutura
porosa, suporta uma deformacdo maior antes de sofrer a fratura (KUPCZIK, 2008),
desta forma, as reacBes do cimento 0sseo /0sso receptor apresentam caracteristicas
biomecanicas semelhantes ao do 0sso esponjoso no médulo de deformacéo.

Na analise do mddulo de deformacdo em mm comparando as ulnas
contralaterais, houve diferenca significativa quando comparados com os lados operado
no caso do GCP, diferentemente do relatado por Tunio et al.(2015a), que né&o
identificaram diferenca significativa das ulnas fraturadas comparadas com as
contralaterais saudaveis referente a deformacdo em mm. Uma das justificativas para tal
diferenca se da por conta do método de fixacdo ser diferente entre os trabalhos e devido
ao fato de que no trabalho aqui relatado realizou a ostectomia e aplicagdo de um
implante de 2 cm, assim levando a maior ativagdo e recrutamento por parte dos
osteoblastos quando se comparando a uma fratura simples transversa como a produzida
por Tunio et al. (2015a).

Ainda referente a deformacdo, o fato de haver maior deformacao por parte do
GHAD+BMP, pode se justificar visto que a BMP-2 faz parte do grupo de proteinas da
superfamilia do fator transformador de crescimento beta (TGFf) que tem como objetivo

a proliferacdo de células dsseas e auxiliar na consolidagdo. Porém, essas proteinas além
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de realizarem a diferenciacdo de células mesenquimais osteoprogenitoras e a regulagao
dos osteoclastos, podem ainda resultar na proliferacdo de células cartilaginosas e
fibroblastos, dando maior elasticidade aos tecidos formados na interacdo cimento
0sseo/osso receptor em que foi aplicado a BMP-2. Vale lembrar que a formacgédo 0ssea
ocorre via direta (intramembranosa- periosteal) e indireta (endocondral). Em ambos os
mecanismos ocorre inducdo de osso e cartilagem através da interacdo epitélio-
mesenguimal que inicia a diferenciacdo celular especifica e leva a formacéo de células
precursoras da linhagem osteoblastica ou condroblastica. O tratamento com BMP-2
geralmente direciona a formacdo de células osteogénicas, porém também pode levar a
formagdo condroblésticas (SYKARAS; OPPERMAN, 2003), desta forma gerando mais
tecido conjuntivo cartilaginoso associado ao désseo como foi visualizado no
histopatolégico das aves do GHAD+BMP e dando sustento ao fato de suportarem maior
deformacdo em milimetros quando comparados com 0s outros grupos.

A diferenca relacionada ao modulo de ruptura em flexdo, em megapascal (MPa),
entre o grupo que foi usado o implante (GCP) e seus contralaterais, ajuda a afirmar o
fato que, quando comparado ao trabalho de Tunio et el. (2015a), 0 GCP (42,38 + 12,91)
€ mais resistente que seu contralateral (19,26+16,27) por conta de apresentar a formagédo
de dois calos 6sseos, tornando 0 0sso mais resistente a deformacdo, elastica e plastica,
que 0 0sso com uma fratura transversa consolidada em pombas relado pelos autores.
Quando comparados 0s grupos, ndo houve diferenca estatistica no lado contralateral, e
houve diferenca estatistica significativa entre 0 GCP e 0 GHAD+BMP. Essa diferenca
provavelmente deve-se a0 mesmo fato recentemente citado, demonstrando que para
ocorrer a deformagcdo o GCP necessita maior pressdo que os demais grupos. Em um
estudo realizado em ratos para avaliar a influéncia do antiinflamatério de diclofenaco de
sodio na consolidacdo de fraturas em fémur, concluiu que nos grupos em que se usava o
farmaco, o calo 6sseo demonstrou menor resisténcia a tensdo, concluindo-se que nas
condigdes estudadas, o farmaco alterou o processo de consolidagdo e o metabolismo
0sseo, levando a retardo na maturagdo do calo e menor rigidez do osso intacto (nos
casos em que somente se usou o farmaco e ndo se realizou a fratura), respectivamente
(MULLER et al., 2004). O fato de que as ulnas com implante (GCP) terem apresentado
melhor resposta cicatricial justifica o fato de ser mais resistente tanto em tensédo (Mpa),
quanto em carga (N). J& 0s 0ssos que receberam 0 cimento 0sseo puramente ou o

cimento 6sseo associado a BMP serem menos resistentes a carga, quando comparados
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com as ulnas contralaterais, também é plausivel pelo mesmo fato que o GCP conseguiu
receber mais carga, pois nos grupos com cimento 0sseo, apesar de histologicamente
apresentarem reacdo periosteal e neoformacéo 6ssea, sua consolidacéo ndo foi completa
aos 60 dias, necessitando mais tempo de avaliacdo. E o fato de no grupo GCP apresentar
menor deformacgdo e maior tenséo de ruptura e carga que 0s grupos com cimento 6sseo,
com ou sem BMP, demonstra haver reacdo tecidual nas interfaces cimento/osso
receptor, e que por apresentarem mais tecido cartilaginoso as amostras se colocaram
menos espasticas que o grupo controle positivo.

O uso da andlise histopatoldgica e ensaio biomecanico em um mesmo estudo sdo
importantes, pois enquanto o ensaio fornece informagdes sobre o comportamento do
0ss0 como um todo (0sso cortical, cimento 6sseo e implante), a analise histopatolédgica
completa estes resultados com os dados mais especificos da parte de reacdo celular,
indicando a fase de reparo em que 0 0sso analisado se encontra.

Devido a variedade de formas e tamanhos dos o0ssos, e o fato de que ndo
existirem padr@es pré-estabelecidos para os testes biomecanicos 6sseos em animais, ha
um grande numero de variaveis a serem consideradas ao se estabelecer qual ensaio
biomecénico usar. Infelizmente, ndo existem padrfes no meio cientifico bem
estabelecido para testes biomecéanicos dos ossos de cada espécie, assim muitos dos
dados biomecanicos publicados ndo sdo exatos devido a falta de padronizacdo na hora
da realizacdo dos testes. O desenho experimental deve seguir principios cientificos
validos e replicar a situacdo clinica especifica que estd sendo modelada
(LIEBSCHNER, 2004), como por exemplo, o teste de flexdo para um 0sso que tem
como sua estrutura e planejamento do v6o. Porém, mais estudos com outros tipos de
ensaios devem ser realizados para melhor elucidar a resisténcia mecanica do cimento
0sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio osteointegrado com o 0sso receptor em

aves.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho confirmou que ndo ha diferenca significativa nas avaliacdes
radiogréaficas entre os grupos em que foram usados o cimento 6sseo de hidroxiapatita
deficiente em célcio, e que na avaliacdo histopatoldgica apresentam reacdo osteogénica
demonstrando ser eficiente para o tratamento de defeito critico diafisario de 2 cm na
ulna de galinhas. Tal confirmacdo é baseada porque o estudo demonstrou que esse
cimento é capaz de realizar osteoconducao na espécie e que no periodo estipulado de 60
dias as amostras, associado ou ndo a BMP, apresentaram agdo osteocondutora e material
amorfo a ser reabsorvido para a formacao de matriz 6ssea. Na avaliacdo biomecanica as
amostras com o cimento 0sseo apresentaram relativa resisténcia, demonstrando haver
sinais de formacdo de um processo cicatricial 6sseo positivo. Referente ao grupo
controle negativo, a falha de 2 cm apresentou ser satisfatoria para o uso como defeito
critico na diafise da ulna de galinhas, pois ndo aparentou sinais de consolidacdo na
avaliacdo histopatoldgica, assim sendo valido seu uso como base para teste do cimento
0sseo escolhido. Dessa forma, o cimento 0sseo de hidroxiapatita deficiente em calcio,
associado ou ndo a BMP, demonstrou sercompativel para espécie por apresentar eficaz
acdo osteocondutora, porém o periodo escolhido com base na consolidacdo normal de
fraturas em aves ndo foi o adequado para este estudo, sendo necessario pesquisas

posteriores com esse material por um periodo mais prolongado que 60 dias.

Sugestdes para posteriores pesquisas:

e Prolongar o estudo para 120 dias;

e Auvaliar histologicamente e biomecanicamente a reacdo dos tecidos nos
periodos 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 dias;

e Realizar andlise histopatoldgica das amostras em que for feito o teste
biomecénico;

e Avaliacéo de farmacos que incentivam a producéo de BMP;

e Realizar um grupo controle com o mesmo cimento, porém em forma de

grénulos para compara o poder de osteintegracéo e o periodo.
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ANEXO A
Carta de aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais

~g< UF R GS  PROREITORIA DE PESQUISA £&5CEUA
UNIVERSIDADE FEDERAL Comessao De Etica No Use De Animais

00 RO GRANDE DO SLL

CARTA DE APROVACAO
Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 31381

TiUIO: o fato Tricsicico 8ssociado a proteina sssea morfoganética pera tratamento de dafeto 65560 6m
aves '

Vigénela: 1506/2016 & 31/08/2017

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

MARCELO MELLER ALIEV! - coordenadar desde 151052016

LUIS ALBERTO LOUREIRO DOS SANTOS - coordenador desde 1506/2016
MIURIEL DE AQUINO GOULART - Aluno da Doutorado oasde 15052016
Leticla Gutiersz de Gutierrez - Auno de Mestrado desde 151052016
Mariana Zacouteguy Boos - Aluno de Mestrado desde 15052018
EDUARDO ALMEIDA RUIVO DOS SANTOS - Aluno de Mastrado desde 15062016
Manue! Eduardo Robeyo Trllio - Aluno de Doulorado desde 15052016
Bemardo Schmitt - Aluno de Doutorado desde 15052016

Lucas Antonko Helinen Schuster - Aluno de Doulorado desde 15052016
Nelson Junior Tagliari - Aluno de Mestrado desde 15052016

Alres Santana Rumpe! - Aluno de Mestrado desde 1505/2016

MsmmémmmomAnmmwomm.mmnﬂorwm.m
30/05/2016 - SALA 330 DO ANEXO | - DA REITORIA DA UFRGS/CAMPUS
CENTRO/UFRGS, em seus aspectos éticos @ metodolégicos, para a utilizagdo de 32 galinhas
adultas com a idade entre 6 a 12 meses, peso entre 1,5 e 2,5 kg, provenientes do Aviario Dois
Irméos, localizado na Av. Bento Gongalves 3993, bairro Vila Jodo Pessoa, CEP
90650-003-Porto Alegre(RS), de acordo com 0s preceitos «as Diretrizes @ Normas Nacionais
o Internacionais, especialmente a Lei 11,794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de
15 de jutho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), que disciplinam a praducso, manutengdo efou utilizagao
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou
pesquisa.

Porto Alegre, Guinta-Faira, § de Junho de 2016 -:}"}
M, (ZC"L_;

ALEXAN:)RE TAVARES DUARTE DE OUVEIRA
Vice Coordenador da comssho de slce
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