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RESUMO

Infrodugdo: A incidéncia de fraturas expostas estd crescendo e apesar
da utilizacdo de protocolos de tratamento o indice de osteomielite &
alto. Um dos passos do seu fratamento € a profilaxia antimicrobiana
sistémica. A aplicacdo topica de antimicrobianos € uma alternativa
proporcionando alta concentracdo do antimicrobiano na fraturg,
baixa concentracdo sistémica e menos efeitos colaterais. O veiculo
mais utilizado para este fim € o polimetimetacrilato, que tem seu uso
restrito a drogas termoestdveis e com formulacdo em pod, além disso,
ndo €& biodegraddvel. A quitosana € bioabsorvivel, bactericida,
permite o armazenamento e distribuicdo de antimicrobianos, sendo
uma alternativa ao polimetiimetacrilato. Objetivo: avaliar a eficacia
da profiloxia da osteomitelite em modelo experimental de fraturas
expostas com a utilizacdo do filme de quitosana impregnado ou ndo
com ciprofloxacino. Materiais e Método: foram utilizados 24 ratos
Holtzman divididos em 4 grupos. Grupo CT: modelo de fratura exposta
tratado com antimicrobiano sistémico, grupo Cl: modelo de fratura
exposta sem tratamento, grupo Q: modelo de fratura exposta tratado
ufiizando membrana de quitosana, grupo QA: modelo de fratura
exposta tratado utilizando membrana de quitosana impregnada com
antimicrobiano. Apds 3 semanas os animais foram eutanasiados com
sobredose de anestésicos e o fémur traseiro esquerdo foi retirado para
andlise histolégica e microbioldgica. A classificacdo histoldgica utilizou
o sistema de Smeltzer e a andlise microbioldgica utilizou a cultura
qualitativa com antibiograma. As comparacdoes entre os grupos foram
realizadas considerando significativos valores de p < 0,05. Resultados:
Quanto aos resultados das culturas dos animais do grupo CT,
observou-se menor positividade quando comparados com  0s
resultados das culturas do CI (p=0,005), grupo Q (p=0,005) e grupo QA

(p=0,009). Avaliando grau de inflamagcdo &ssea por meio do sistema
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de Smelizer observou-se diferenca significativa na pontuacdo total
dos animais do grupo CT em comparacdo com 0s animais do grupo
Cl (p=0,014) grupo Q (p=0,001) e grupo QA (p=0,007). Conclusao:
Neste modelo experimental de fratura exposta a membrana de
quitosana pura ou impregnada com ciprofloxacino ndo mostrou

eficacia na profilaxia de osteomielite.

Palavras-chave: Fratura exposta, profilaxia, osteomielite, quitosana,

ciprofloxacino
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ABSTRACT

Introduction: The incidence of open fractures is increasing and even
with the use of treatment protocols, the osteomyelitis rate is high. One
of the steps of its freatment is systemic antimicrobial prophylaxis.
Topical application of antimicrobials is an alternative providing high
concentration of antfimicrobial at the fracture, low systemic
concentration and less side effects. The most widely used vehicle for
this purpose is the polymethylmethacrylate, which has its use restricted
to thermostable drugs and with powder formulation, additionally it is
not biodegradable. Chitosan is biodegradable, antibacterial, and
allows the storage and distribution of antibiotics, being an alternative
to polymethylmethacrylate. Objective: evaluate the efficacy of
prophylaxis of osteomyelitis at models of open fractures using chitosan
film with ciprofloxacin or pure. Materials and Method: 24 Holtzman rats
were used divided into 4 groups. CT group: model of open fracture
treated with systemic antimicrobial, IC group: model of open fracture
without freatment, Q group: model of open fracture treated by
chitosan film, QA group: model of open fracture treated by chitosan
film with antimicrobial. After 3 weeks, the animals were underwent
euthanasia through overdose of anesthetics and the left rear femur
was removed to histological and microbiological analysis. The
histological classification used Smeltzer system and microbiological
analysis used qualitative culture. Comparisons between groups were
carried out considering significant p values < 0,05. Results: The results of
animals culture from CT group were less positive when compared with
the results of the cultures of the CI group (p = 0.005), Q group (p =
0.005) and QA group (p = 0.009). Evaluating degree of bone
inflammation through Smeltzer system showed significant difference in
the total score of the CT group animals in comparison to animals from
the Cl group (p =0.014) Q group (p = 0.001) and QA group (p = 0.007).
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Conclusion: In this experimental model of open fracture pure chitosan
film or chitosan film with ciprofloxacin were not effective for preventing

osteomyelitis.

Keywords: Open fracture, prophylaxis, infection, chitosan, ciprofloxacin
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INTRODUCAO

A incidéncia anual de fraturas expostas em ossos longos é
estimada em 11,5 a cada 100.000 pessoas! e 40% dessas fraturas
acometem os membros inferiores2. H& evidéncias que em seres
humanos existe risco aumentado de osteomielite apds fraturas
expostas e lesdes de partes molesd>. Mesmo com a utilizacdo de
protocolos de fratamento, o indice de osteomielite varia de 10 a 50%,
dependendo da gravidade da lesdo3s. HA 150 anos o Obito
consequente a fraturas expostas era frequente. Com a evolucdo da
terapéutica a sobrevida melhorou consideravelmenteé?’.8,

As fraturas expostas sdo classificadas de acordo com Gustilo e
Anderson (modificado por Gustilo et al.)4 em frés tipos. As do tipo 1 sdo
caracterizadas por ferida menor que um centimetro, com minima
contaminacdo e lesdo de partes moles. As fraturas do tipo 2
apresentam ferida maior que um centimetro e lesdo moderada de
partes moles, mas a cobertura da ferida é adequada e a lesdo do
peridcsteo ndo € extensa. As fraturas do tipo 3 sdo divididas em trés
subtipos. O tipo 3A é caracterizada por tfrauma de alta energiq,
grande lesdo de partes e contaminacdo significativa, mas a cobertura
da ferida € adequada. O tipo 3B é similar ao tipo 3A mas a cobertura
da ferida ndo é adequada, necessitando procedimentos adicionais
para sua cobertura. O tipo 3C é a fratura exposta associada a lesdo
arterial que necessita de reparo“.

O objetivo do fratamento das fraturas expostas € prevenir
infeccdo, promover a consolidacdo da fratura e restaurar a funcdos.
Todos os pacientes com fratura exposta necessitam estabilizacdo
clinica inicial, profilaxia contra tétano, antimicrobiano sistémico,
desbridamento cirdrgico, irrigacdo copiosa da ferida, estabilizacdo da

fratura, fechamento de tecidos moles, reabiltacdo e
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acompanhamento pds operatério adequado. Alguns pacientes
podem se beneficiar de terapia com antimicrobiano locals.

A maioria das infeccdes pds fratura exposta sdo causadas por
bastonetes gram negativos ou estafilococos gram positivos, e a
antibiéticoprofilaxia sistémica € o padrdo no tratamento das fraturas
expostas desde 1974 quando Patzakis et. al. publicaram seu trabalho
randomizado com uso da cefalotina, uma cefalosporina de primeira
geracdo, como parte do fratamento das fraturas expostas4?. O
beneficio da antibidticoprofilaxia sistémica foi confirmado por uma
revisdo da Cochrane onde foi observado que o uso de antibidtico
apos fraturas expostas reduz o risco de infeccdo em 59%!19.

As evidéncias sugerem que a profilaxia antimicrobiana deve
comecar o mais cedo possivel apds alesdo!!, mas seu tempo de uso €
controverso'2, Alguns autores recomendam a profilaxia inicial por trés
dias'2, enquanto outros recomendam seu uso por 24 horas!s.

Na Ultima década vem crescendo o interesse pelo uso da
aplicagcdo téopica de antimicrobianos para profilaxia de infecgcoes
secunddrias as fraturas expostas’4. O uso toOpico proporciona alta
concentracdo do antimicrobiano na ferida com baixa concentracdo
sistémica, reduzindo o risco de efeitos colaterais'4. O veiculo mais
utiizado para a aplicagcdo tépica do antimicrobino € o
polimetiimetacrilato (PMMA), que é comercializado em po6 e eleva a
temperatura ao polimerizar, limitando seu uso a drogas termoestaveis
e com formulacdo em pdl4. Além disso, o PMMA deve ser retirado
apods a liberacdo do antimicrobiano por ndo ser biodegraddvel'.
Desta forma outros veiculos devem ser avaliados para viabilizar a
aplicacdo tépica do antimicrobiano.

A quitosana, um produto bioldgico oriundo da quitina de
crustdceos (camardo), € bioabsorvivells, bactericidalé e permite o
armazenamento e distribuicdo de medicamentos!’, incluindo

antimicrobianos. E composta por uma cadeia linear de
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polissacarideos distribuidos em unidades randomizadas de B-(1-4)-
2amino-2-D-glucosamina (deacetilada) e p-(1-4)-2-acetamino-2-D-
glucosamina. A Lisozima'® degrada o quitosana a sacarideo e
glicosamina através de produtos que sdo incorporados nos
proteoglicanas ou metabolizados no ciclo de Krebs!s 1920, A quitosana
& uma base catidnica fraca soluvel em solucoes dcidas diluidas e
exibe propriedades adesivas a superficies carregadas com cargas
negativas 2122, Filmes desidratados de quitosana tém a capacidade
de reidratar rapidamente e absorver drogas?3. Deacetilacdo, solvente
dcido, absorcdo de antimicrobianos e eluicdo podem afetar suas
propriedades!’- 23, Manipulacdes das propriedades deste filme durante
a producdo podem melhorar a capacidade adesiva e a liberacdo
local de antimicrobiano podendo auxiliar na profilaxia de infeccdes
17,23.

Baseado neste conhecimento, poderia-se supor que o uso da
quitosana associada a antimicrobiano aplicado préoximo ao local da
fixacdo de uma fratura exposta poderia reduzr o grau de
contaminacdo, com  consequente reducdo na incidéncia de

infeccdoes apods fratura exposta.
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RELEVANCIA

Trata-se do primeiro trabalho na literatura que utliliza a
membrana de quitosana impregnada ou ndo com cirpofloxacino na

profilaxia de osteomielite em modelo experimental de fratura exposta.
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OBIJETIVO

Avaliar a eficacia da profilaxia da osteomielite em fraturas
expostas em modelo experimental com a utillizacdo do fime de
quitosana impregnado ou ndo com ciprofloxacino, comparando com
o fratamento padrdo realizado por meio da antibidticoprofilaxia

sistémica.
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MATERIAIS E METODO

Animais e cuidados dispensados

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o
protocolo 240/2011.

Foram utilizados 24 ratos machos, da raca Holtzman, adultos,
com aproximadamente frés meses de vida e peso médio de 261,95 +
20,82 gramas (g) (variando de 216 a 310 gramas). Os ratos foram
alocados em gaiolas com trés animais do mesmo grupo no Biotério da
Faculdade de Medicina da UFMG, em local arejado com oferta de
dgua e racdo especial para ratos Nuvilab® (Sogorb Industria e
Comércio Ltda., SGo Paulo, SP, Brasil) em livre demanda, controle de
temperatura, ventilacdo e ciclo natural dia-noite sob monitorizacdo
didria dos pesquisadores e técnicos do biotério.

O tamanho da amostra foi calculado com auxilio do software
Minitab® versdo 14.1 (Minitab Inc., State College, PA, EUA),
considerando alpha = 0,05, poder do teste > 0,80 e desvio mdximo
entre os resultados igual ao valor da média, resultando em amostras
de seis animais por grupo. Os valores da média e desvio padrdo foram

estabelecidos apds realizacdo de projeto piloto.
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Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:

Grupo Controle do Tratamento (CT): (n = 6) modelo animal de

fratura exposta tratados com antimicrobiano sistémico

Grupo Conftrole de Infeccdo (Cl): (h = 6) modelo animal de

fratura exposta sem tratamento

Grupo Quitosana (Q): (n = 6) modelo animal de fratura exposta

tratado com filme de quitosana pura

Grupo Quitosana com Antimicrobiano (QA): (n = 6) modelo
animal de fratura exposta tratado com filme de quitosana

impregnado com ciprofloxacino

Suspencado bacteriana

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus cultivados no
Laboratério Central da Faculdade de Medicina da UFMG. As colénias
das bactérias cultivadas em dgar sangue foram suspensas em solugcdo
salina até a concentracdo de 1 X 102 UFC / 0,1 mL mensurada por

meio da escala de McFarland?4.

Preparacao da membrana de quitosana

A membrana de quitosana em dimensdes de 0,5 X 0,5 cm, ou
associada com ciprofloxacino (Shaanxi New Leader Traiding Co. Ltda.,
Shaanxi, China) na concentracdo de 10%, foi preparada na

Faculdade de Farmdcia da Universidade Federal de Minas Gerais. O
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tamanho de 0,5 X 0,5 cm da membrana foi escolhida por possibilitar a
cobertura de todo o foco da fratura do fémur da pata traseira
esquerda dos animais. A concetracdo de 10% do peso molecular de
ciprofloxacino foi determinada de forma aleatéria j& que ndo existem
trabalhos na literatura utilizando a membrana de quitosana pura ou
impregnada com ciprofloxacino para profilaxia de osteomielite em
modelo experimental de fratura exposta.

Apds sua preparacdo, as membranas foram esterilizadas em

Oxido de etileno e utilizadas em até 15 dias apds sua esterilizacdo?s.

Técnica operatoria

Os animais foram anestesiados e mantidos em sedacdo por
meio de injecdo intra-peritoneal de xilazina e cetamina (Agener Unido
Saude Animal, SGo Paulo, SP, Brasil) nas doses de 15mg/kg e 60mg/kg,
respectivamente. Realizou-se a fratura do fémur da pata traseira
esquerda do animal por meio de um aparelho em guilhotina. O fémur
da pata traseira esquerda do animal foi colocado apoiando suas
extremidades proximal e distal nos dois suportes da base do aparelho
em guilhotina, o peso do aparelho foi elevado até seu batente no alto
do guia de metal e em seguida foi solto, ao colidir com a parte mais
baixa do guia de metal o peso projetou a ldmina romba em guilhotina
confra o fémur traseiro esquerdo do animal proporcionando fratura
com padrdo similar em todos os animais (Figura 1). Em seguida, apds
tricotomia na pata posterior esquerda, foi feita antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo (Povidine: - Johnson & Johnson do Brasil
IndUstria e Comércio de Produtos para Saude Ltda., SGo José dos
Campos, SP, Brasil) em solucdo degermante, seguida da solucdo
alcodlica. O animal foi colocado em decubito lateral direito sobre a
bancada de cirurgia e realizou-se a protecdo da drea com campos

estéreis, mantendo exposta apenas a pata a ser operada (Figura 2).



Figura 1 - Aparelho para inducdo de

fratura em guilhotina
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Figura 2 - Pata traseira esquerda preparada para cirurgia

com campos estéreis apods antissepsia adequada

Apods paramentacdo do pesquisador, realizou-se incisdo
longitudinal no nivel da coxa esquerda, com disseccdo por planos até

a exposicdo da fratura diafisaria do fémur (Figura 3).

Figura 3 - Incisdo longitudinal na coxa da pata traseira esquerda
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Em seguida, foi realizada a fixacdo da fratura utilizando agulha
de aspiracdo 40 X 1,2 milimetros (mm) a semelhanca de haste
inframedular. A agulha foi introduzida inframedular no foco de fratura
do fragmento distal do fémur da pata traseira esquerda do animal e
deslizada em sentido anteréogrado até sua exposicdo no joelho, na
sequéncia sua extremidade proximal foi infroduzida inframedular no
foco de fratura do fragmento proximal do fémur da pata traseira
esquerda do animal e deslizada em sentido retrédgado até se fixar na
parte mais proximal do fémur. O excesso de metal saliente ao nivel do
joelho foi cortado com alicate especial para cortar fios de aco (Figura
4).

Figura 4 - Fixacdo da fratura com agulha
40 X 1,2mm (A, B)
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Apods a fixacdo da fratura foi realizada a inoculacdo de 0,1
millitros (mL) da suspensdo de Staphylococcus aureus com
concentracdo de 102 unidades formadoras de coldnia por mililitros
(UFC/mL) definida pela escala de McFarland, aplicada no leito da

fratura (Figura 5) 24,

Figura 5 - Inoculacdo bacteriana no foco

de fratura

Em seguida, redlizou-se a sutura com fio ndo absorvivel
monofilamentar de nylon 5-0 (Mononylon Ethicon® - Johnson &
Johnson do Brasil IndUstria e Comércio de Produtos para Saude Ltda.,
S@o José dos Campos, SP, Brasil) em planos nos animas do grupo CT e
Cl. Readlizou-se a colocacdo da membrana de quitosana pura nos
animais do grupo Q e posterior fechamento da ferida como nos
grupos anteriores, enquanto no grupo QA realizou-se a colocacdo da
membrana de quitosana impregnada com ciprofloxacino e posterior
fechamento da ferida em planos com fio ndo absorvivel

monofilamentar de nylon 5-0 (Figura 6).
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Figura 6 - Colocacdo da membrana de quitosana
pura nos animais do grupo Q e impregnada com

ciprofloxacino nos animais do grupo QA

Pos operatorio

Os animais foram mantidos em gaiolas contendo trés animais do
mesmo grupo no Biotério Centfral da Faculdade de Medicina da
UFMG, com livre oferta de dgua e racdo padrdo para ratos. A
analgesia foi realizada por meio de solucdo de meloxican (Movatec®
- Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda, Sdo
Paulo, Brasil) na dose de 0,2 mg/kg por via subcutGnea no pos-
operatoério imediato. Os animais do grupo CT foram fratados com
ciprofloxacino (Ciprodez® - Laboratério Bio-Vet S/A, Vargem Grande
Paulista, SP, Brasil) intraperitoneal na dose de 2,5mg/Kg de peso
corpoéreo por dia, durante trés dias. Os animais do grupo Cl ndo
receberam tratamento para a fratura exposta. Os animais do grupo Q
ndo receberam tratamento adicional para a fratura exposta, mas

receberam a membrana de quitosana pura no foco da fratura. O
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grupo QA recebeu tratamento com liberacdo local de antimicrobiano
pela membrana de quitosana impregnada. A ferida foi avaliada
diariamente e os pontos de sutura foram retirados apods 10 dias de pos-
operatdrio. Apds trés semanas os animais foram eutanasiados por
meio de sobredose anestésica. Em condicoes assépticas, o fémur
traseiro esquerdo foi retirado e o material enviado para exame de
cultura qualitativa no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital
Madre Teresa (Belo Horizonte — Brasil) e andlise histoldgica da
inflamacdo local no Laboratério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

(Belo Horizonte — Brasil).

Avaliagdo do grau de infecgao

A presenca de infeccdo foi avaliada por meio da cultura
qualitativa de fragmento dsseo retirado do fémur, cultura qualitativa
de esfregaco da ferida operatdria e exame histopatoldgico.

As culturas foram realizadas em meio dgar sangue, sendo
consideradas positivas as culturas que apresentaram crescimento
bacteriano em 72 horas, com o0 mesmo microorganismo inoculado no
leito medular (Staphylococcus aureus).

Em todos os grupos foram realizadas culturas qualitativas da
suspencdo com Staphylococcus aureus para certificar-se da presenca
de bactérias no foco de fratura do fémur esquerdo dos animais
estudados.

O fragmento de osso foi transportado do Biotério da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte
— Brasil) até o Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Madre
Teresa (Belo Horizonte — Brasil) em tubo estéril contendo solucdo salina

e foi colocado em caldo enriquecido Breat Heart Infusion (BHI) logo



29

da chegada a este local, em quantidade suficiente para recobrir todo
o material enviado.

O esfregaco foi fransportada do Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte —
Brasil) até o Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Madre Teresa
(Belo Horizonte — Brasil) em tubo estéril coberto por caldo enriquecido
BHI, sendo semeado em placas de cultura contendo os meios de
enriguecimento dagar sangue, dgar manitol e dgar Mac Conkey, as
quais foram incubada em estufa microbioldgica convencional por 24
horas a 35 graus celcius (°C) + 2°C, logo da chegada a este local.

No caso de crescimento bacteriano nas primeiras 24 horas de
incubacdo, (FIGURA 7A e 7B), o microorganismo foi isolado e
identificado. Em caso de crescimento negativo (FIGURA 7C), o
procedimento de repique foi repetido a cada 24 horas até completar
72 horas da incubacdo inicial. Caso o crescimento tenha sido
negativo, as tentativas de recuperacdo bacteriana foram finalizadas
e o resultado liberado como ndo havendo crescimento de

microorganismaos.



Figura 7 - Placas evidenciando crescimento

bacteriano positivo (A e B) e negativo (C)
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Todas as cepas isoladas de Staphylococcus aureus foram
submetidas a andlise de antibiograma para verificar sua sensibilidade

ao ciprofloxacino (FIGURA 8).

Figura 8 - Figura ilustrativa do exame de antibiograma

e a sensibilidode da bactéria isolada oo

ciprofloxacino (seta)

As pecas de fémur dos animais estudados foram dissecadas,
retiradas e colocadas em frascos contendo formol a 10% permitindo
preservacdo e transporte das pecas do Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte —
Brasil) até o Laboratério de Patologia da Universidade Federal de
Minas Gerais (Belo Horizonte — Brasil) onde foi realizado o estudo
histopatoldgico. As Idminas foram coradas com hematoxilina-eosina e
avaliadas sempre pelo mesmo patologista em microscopia ofica
convencional para pesquisa de osteomielite em atividade. A
classificacdo histolégica foi realizada baseando-se nos dados relativos
a inflamacdo infradssea aguda, inflamacdo intradssea crénica,
inflamacdo periosteal e necrose 6ssea utilizando o sistema de Smeltzer
et al?¢. Cada par@metro foi graduado em uma escala de cinco niveis
(zero a quatro), e a soma dos respectivos par@metros histoldgicos

calculado como uma pontuacdo histoldgica total (tabela 1).
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TABELA 1 - Par@metros histoldgicos microscopicos e sistema de

pontuacdo.

Inflamagédo intraéssea aguda

0 - Ausente

1 = Inflamacdo minima, sem abcesso intramedular

2 — Inflamag¢do moderada a intensa, sem abcesso inframedular
3 - Inflamagdo minima, com abcesso intramedular

4 - Inflamag¢do moderada a infensa, com abcesso inframedular

Inflamacgdo éssea crénica

0 - Ausente

1 = Inflamacdo crénica minima, sem fibrose intramedular

2 — Inflamacdo crénica moderada a intensa, sem fibrose inframedular
3 - Inflamacdo crénica Minima, com fibrose intframedular

4 — Inflamacgdo crénica moderada a intensa, com fibrose inframedular

Inflamagao periosteal

0 - Ausente

1 = Inflamacdo minima, sem abcesso subperiosteal

2 — Inflamacdo moderada a intensa, sem abcesso subperiosteal
3 - Inflamacdo minima, com abcesso subperiosteal

4 — Inflamag¢do moderada a intensa, sem abcesso subperiosteal

Necrose 6ssea

0 - Sem evidéncia de necrose

1 — Foco Unico de necrose, sem formacdo de sequestro

2 - Foco multiplo de necrose, sem formacdo de sequestro
3 - Foco Unico de necrose, com formacdo de sequestro

4 - Foco mUltiplo de necrose, com formacdo de sequestro

Adaptado de Smeltzer et al?¢
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Andlise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do software EPI INFO™
7.1.2.0 para Windows® (Atlanta, Estados Unidos). Os resultados foram
avaliados através do teste de Fisher para comparacdo de varidveis
qualitativas e do teste de Mann-Whitney para comparacdo de
varidveis quantitativas. Para todos os resultados as diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de p foi menor ou igual a
0,05 (p <0,05).
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RESULTADOS

Peso

O peso médio dos animais foi de 252,50 g + 20,29 (minimo 216 g
e mdaximo 270 g) no grupo controle de tratamento (CT), 258,26 g
£16,55 (minimo 250 g e mdaximo 296 g) no grupo controle de infecgcdo
(Cl), 259,50 g = 20,40 (minimo 230 g € mdximo 283 g) no grupo
quitosana pura (Q) e 270 g £ 26,13 (minimo 242 g e mdaximo 310 g) no
grupo quitosana com antimicrobiano (QA) (Tabela 2).

Nd&o houve diferenca entre os grupo.

TABELA 2 - Comparacdo do peso médio dos animais dos grupos
controle sem tratamento (Cl), fratamento com antibidticoprofilaxia
sistémica (CT), tratamento com quitosana (Q) ou quitosana

impregnada com antibidtico (QA)

PESO MEDIO PESO MINIMO  PESO MAXIMO VALOR P

GRUPO CT 252,50 g £ 20,29 216 9 270 g -

GRUPO ClI 258,26 g+ 16,55 250 g 2959 NS
GRUPO Q 259,50 g £ 20,40 230 g 283 g NS
GRUPO QA 270,00 g+ 26,13 242 g 310 g NS

NS — ndo significativo

Infecgdo

No grupo confrole de fratamento (CT) os exames de cultura
qualitativa apresentaram resultado negativo em todos os animais, no
grupo controle de infeccdo (Cl) os exames de cultura qualitativa
apresentaram resultado positivo em cinco animais e negativo em um

animal, taxa de infeccdo 6ssea de 83,33%, no grupo quitosana pura
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(Q) os exames de cultura qualitativa apresentaram resultado positivo
em todos os animais estudados, no grupo quitosana com
antimicrobiano (QA) os exames de cultura qualitativa apresentaram
resultado positivo em cinco animais e negativo em um animal (Tabelo
3).

Observou-se diferenca enfre os resultados das culturas dos
animais do grupo controle de tratamento (grupo CT), guando
comparados com os resultados das culturas do grupo sem tratamento,
do grupo tratado apenas com membrana de quitosana e do grupo
tfratado com membrana de quitosana impregnada com

ciprofloxacino (grupos Cl, Q e QA)

Tabela 3 - Resultados das culturas qualitativas nos grupos sem
tratamento (Cl) e tratados com antibioticoprofilaxia sistémica (CT),
com membrana de quitosana (Q) ou com membrana de quitosana

impregnada com ciprofloxacino (QA).

RESULTADOS DOS EXAMES DE CULTURA

POSITIVO NEGATIVO VALORP
GRUPO CT 0 6 -
GRUPO CI 5 1 0.005
GRUPO Q 6 0 0,009
GRUPO QA 5 1 0.005

A cultura qualitativa da suspencdo bacteriana inoculada no
foco da fratura apresentou resultado positivo e o germe isolado foi o
Staphylococcus aureus em todos os grupos estudados.

Em todas as culturas com resultado positivo a bactéria isolada
foi o Staphylococcus aureus, mesma bactéria inoculada no foco de
fratura no inicio do experimento e o antibiograma evidenciou

sensibilidade das bactérias isoladas ao ciprofloxacino.
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No grupo controle de tratamento um dos animais apresentou
deiscéncia de sutura e morreu apds dois dias, sendo substituido por
uma novo animal. No grupo quitosana com antfimicrobiano (QA) dois
animais apresentaram sinais de infeccdo local através de fistula ativa

com secrecdo purulenta.

Histologia

Segunda a classificacdo de Smeltzer et al?é no grupo controle
de tratamento (CT) a andlise histoldgica apresentou pontuacdo
média de 2,66 £ 1,96, no grupo controle de infeccdo (Cl) a andlise
histoldgica apresentou pontuacdo média de 5,83 1,72, no grupo
quitosana pura (Q) a andlise histoldgica apresentou pontuacdo média
de 10,5 = 3,08 e no grupo quitosana com antimicrobiano (QA) a
andlise histologica apresentou pontuacdo média de 6,66 £ 2,16
(Tabela 4).

Na andlise histoldgica observou-se diferenca na pontuacdo
total dos animais submetidos ao tratamento com antibidticoprofilaxia
sistémica (grupo CT) em comparacdo aos demais grupos. Foi visto
também que, quando avaliados os parédmetros desse sistema de
pontuacdo de forma isolada, a maior diferenca entre os animais do
grupo tratado com antibidticoprofilaxia sistémica (grupo CT) e os

demais foi no grau de inflamacdo intradssea cronica.
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TABELA 4 - Grau de inflamacdo de fragmento dsseo por meio do
sistema de pontuacdo de Smeltzer nos grupos controle de infeccdo
(Cl) e tratados com antibidticoprofilaxia sistémica (CT), com quitosana

(Q) ou com quitosana impregnada com antibidticos (QA).

RESULTADOS DA HISTOLOGIA OSSEA

PONTUACAO MEDIA VALORP
GRUPO CT
Inflamacdo intfradssea aguda 0+0 -
Inflamacdo dssea croénica 1,00 £ 0,63 -
Inflamacdo periosteal 1,50 + 1,64 -
Necrose dssea 1,66 £0,40 -
Total 2,66+ 1,96 -
GRUPO CI
Inflamacdo intfradssea aguda 0,33+£0,81 NS
Inflamacdo dssea croénica 3,66 0,51 0, 001
Inflamacdo periosteal 00 0,049
Necrose dssea 1,83+1,16 NS
Total 583+1,72 0,014
GRUPO Q
Inflamacdo intradssea aguda 2,00 £1,89 0,027
Inflamacdo dssea croénica 3,66 +£0,51 0,001
Inflamacdo periosteal 2,00 + 1,09 NS
Necrose dssea 2,83+ 1,47 NS
Total 10,5+ 3,08 0,001
GRUPO QA
Inflamacgdo intfradssea aguda 1,5+1,22 NS
Inflamacgdo éssea croénica 3,5+0,54 0,000025
Inflamacdo periosteal 0,83+0,40 NS
Necrose dssea 0.83 +0,40 0,005
Total 6,66 2,16 0,007

NS — ndo significativo P <0,05 - significativo
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DISCUSSAO

Uma fratura € considerada exposta quando ocorre uma ruptura
da pele e das partes moles adjacentes resultfando em comunicacdo
do foco da fratura com o meio externo4?7,

A classificacdo de Gustilo e Anderson permite boa correlacdo
entre o tipo da fratura e o risco de osteomielite. Vdarios estudos
reportam indice de osteomielite de 0% a 2% para as fraturas do tipo 1,
2% a 5% para as fraturas do tipo 2, 5% a 10% para as fraturas do tipo
3A, 10% a 50% para as fraturas do tipo 3B e 25% a 50% para as fraturas
do tipo 3C411.27. 28,

A osteomielite € uma das complicagcdes mais devastadoras das
fraturas expostas. Ela ocorre em uma alta porcentagem dos casos e
depende do tipo da fratura, do grau de contaminacdo, da extensdo
da perda 6ssea, da presenca de sindrome de compartimento, da
associacdo com lesdes vasculares, do grau de acometimento das
partes moles e se a terapia antimicrobiana local ou sistémica foi
administradoa??.

Este estudo reproduziu um modelo experimental de fratura
exposta fipo 3A de Gustilo e Anderson para avaliar a eficdcia da
profiloxia da infeccdo em cada um dos grupos experimentados,
avaliando como desfecho a ocorréncia ou ndo de osteomielite.
Vdarios modelos de fratura exposta e osteomielite sdo descritos na
literatura24.30.31, Seguimos 0 modelo sugerido por Lindsey et al.?4, onde
os autores comprovaram um indice de osteomielite reprodutivel de
920% a 100% apds 21 dias da realizacdo da fratura experimental,
exposicdo da ferida, inoculacdo de uma solucdo contendo
Staphylococcus aureus na concentracdo de 1 X 102 UFC / 0,1 mL e
fixacdo d6ssea com haste intframedular. Utilizou-se o Staphylococcus
aureus por ser esta bactéria uma das causadoras mais frequentes de

osteomielite, como descrito por Lew e Waldvogel?2, A escolha de
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ratos como animais de experimentacdo baseou-se na necessidade de
animais mais resistentes, evitando ocorréncia de infeccdes agudas ou
sistémicas como descrito por Southwood et al.33, que observaram
sinais de sepse em 38,5% dos animais infectados em experimento com
proteses metdlicas em coelhos. Através dos resultados encontrados
pode-se dizer que o modelo proposto neste estudo funcionou de
maneira adequada, jG que cinco dos seis animais do grupo sem
tratamento (grupo Cl), evoluiram com infeccdo apds um periodo de
21 dias da cirurgia, apresentando taxa de infecgcdo 6ssea de 83,33%.

O tratamento das fraturas expostas envolve vdarios aspectos
como o uso de antibidtico, o tempo entre a fratura e o tratamento
cirdrgico, a irigacdo da ferida operatdria, a cobertura cuténea, o
fechamento da ferida e as terapias adjuvantess.

O uso de antimicrobiano vem sendo considerado o padrdo de
tratamento desde 1974, quando Patzakis et al. observaram que
pacientes tratados com cefalotina apresentaram menores taxas de
osteomielite do que pacientes ftratados com peniciina e
estreptomicina (2,3% contra 9,7%)?. Benson et al. realizaram um estudo
duplo cego prospectivo onde observaram que a clindamicina foi tdo
eficaz quanto a cefazolina na prevencdo de osteomielite secunddria
a fraturas expostas34. O ciprofloxacino também foi considerado no
tratamento das fraturas expostas em funcdo de sua acdo contra
organismos gram positivos e gram negativos. Patzakis et al., em um
estudo prospectivo, duplo cego, randomizado compararam a
monoterapia com ciprofloxacino com a terapia combinada com
cefamandol e gentamicina e observaram que os dois tipos de terapia
foram equivalentes para profilaxia de osteomielite nas fraturas
expostas3>, Apesar da existéncia ampla de dados validando o uso de
antimicrobianos na profiloxia de osteomielite nas fraturas expostas,
faltam evidéncias de qual seria o melhor antimicrobiano e a melhor

forma de administracdosd.
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Os dados de trabalhos prévios sugerem que o tratamento com
antimicrobiano deve se iniciar o mais precocemente possivel apds a
lesdo8. Em um estudo de 1104 fraturas expostas conduzido por Patzakis
e Wilkins, observou-se que o indice de osteomielite nas fraturas
expostas foi de 4,7% quando o antimicrobiano era administrado nas
primeiras trés horas apds a lesdo contra 7,4% quando era administrado
apos trés horas da lesdol!!. O tempo ideal para o tratamento com
antfimicrobianos também € incertos. Vdrios autores recomendam seu
Uso por até trés dias apods a lesdol2.

Neste estudo procurou-se reproduzir nos animais do grupo CT o
tratamento padrdo para as fraturas expostas, que € a
antibidticoprofilaxia sistémica. O antimicrobiano ufilizado foi o
ciprofloxacino por via intraperitoneal, pois este atua adequadamente
na profilaxia das infeccdes secundarias as fraturas expostas e € muito
estdvel quando associado d membrana de quitosana, devido sua
forma molecular. O tempo de uso do antimicrobiano foi de trés dias
apos a lesdo, como recomendado por varios autores.

O interesse pela antibidticoprofilaxia local nas fraturas expostas
vem crescendo, pois proporciona alta concentracdo de
antimicrobiano na ferida e mantém baixa concentracdo sistémica,
reduzindo o risco de efeitos colaterais’4. O PMMA é o material mais
utiizado como veiculo de liberacdo local de antimicrobianos em
cirurgia ortopédica3637.38, Porém tem algumas desvantagens, como
elevacdo da temperatura ao polimerizar, necessitando
antimicrobianos termoestdveis, e a liberacdo ndo ser controlada do
antimicrobiano. Também, o PMMA deve ser retirado apds a liberacdo
do antimicrobiano por ndo ser biodegraddvel4. Ostermann et al.
conduziram estudo retfrospectivo em 1085 pacientes com fraturas
expostas e observaram que os pacientes tratados com pérolas de
PMMA com tobramicina no local da fratura apresentaram indice de

osteomielite menor do que os pacientes sem fratamento locals,
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Keating et al. realizaram estudo retrospectivo analisando 81 fraturas
expostas da tibia e observaram que a utilizagcdo de pérolas de PMMA
com tobramicina no local da fratura estava associada a menor risco
de osteomielite, mas sem diferenca significativa, talvez pelo pequeno
tamanho da amostra®?. Moehring et al. fizeram estudo prospectivo,
randomizado, controlado, comparando antibidticoprofilaxia local e
sistémica no tratamento das fraturas expostas tipo 2A, 3A e 3B de
Gustilo e Anderson. Os pacientes foram randomizados apds o
tratamento  inicial na sala  de urgéncia para receber
antibidticoprofilaxia local por meio de pérolas de PMMA com
tobramicina ou antibidticoprofilaxia sistémica com uma cefalosporina
de segunda geracdo. Indices semelhantes de osteomielite foram
observadas nos dois grupos, mas este trabalho apresentava uma
amostra pequenao,

Recentemente, uma série de estudos experimentais vém
sugerindo o uso de outras formas de antibidticoprofilaxia local
incluindo o uso de antimicrobiano impregnado em enxerto 6sseo?!,
anfimicrobiano impregnado em substitutos de enxerto O&sseo4243,
anfimicrobiano revestindo hastes intramedulares* e antimicrobiano
impregnado na membrana de quitosana45.46.47,

Neste estudo buscou-se avaliar a eficdcia da profilaxia de
osteomielite em fraturas expostas utilizando tratamento local por meio
da membrana de quitosana pura nos animais do grupo Q e da
membrana de quitosana impregnada com ciprofloxacino nos animais
do grupo QA em comparacdo com o tratamento padrdo realizado
nos animais do grupo CT.

Utilizou-se a quitosana, pois esta substGncia possui a
capacidade de transportar drogas a semelhanca ao PMMA, com o
beneficio adicional de possuir atividade antibacteriana e
antifingica“® e ser biodegraddvel'> ndo sendo necessdria sua

remocdo com um segundo procedimento cirdrgico. Além disso, a
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quitosana ndo aumenta a temperatura durante seu processo de
fabricacdo, como ocorre na fase de polimerizacdo do PMMA
podendo ser combinada com qualquer tipo de antimicrobiano, ndo
necessitando de medicamentos que tenham estabilidade térmica.

A quitosana é obftida através da deacetilacdo alcalina da
quitina e € um dos mais abundantes polissacarideos na natureza
ficando atfrds apenas da celulose, e tem dois tipos de propriedade
antibactericida. Primeiramente sua carga positiva reage com as
moléculas de carga negativa na superficie das células, alterando a
permeabilidade celular e, dessa forma prevenindo a enfrada de
substéncias no espaco intracelular. Além disso a quitosana é capaz de
se ligar ao DNA para inibir a sinfese de RNA4,

A liberacdo das drogas incorporadas G quitosana é
determinada pela quantidade de ligacdes cruzadas, pelo tamanho
do implante e pela quantidade de droga presente inicialmente na
membrana. A velocidade com que a membrana de quitosana com
ligacodes cruzadas se degrada é muito mais lenta do que a membrana
de quitosana sem ligacdes cruzadas®®, manipulacdes nessa
propriedade podem fazer com que a droga seja liberada de forma
mais rapida ou lenta no foco da fratura exposta.

Apesar de Aimin et al.5! descreverem a reducdo do indice de
infeccdo por Staphylococcus aureus em modelo experimental de
osteomielite utilizando a quitosana pura, ndo obtivemos a mesma
resposta neste trabalho. Os animais do grupo Q receberam como
tratamento para o modelo de fratura exposta a membrana de
quitosana pura e apresentaram alto indice de osteomielite quando
comparados ao grupo controle de tratamento (grupo CT) que
receberam antibidticoprofilaxia sistémica com diferenca significativa
(p=0,005). A avaliagdo histolédgica também mostrou maior grau de
inflamacdo dssea crébnica nos animais do grupo tratado com

membrana de quitosana pura (grupo Q) quando comparados ao
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grupo controle de tratamento (grupo CT) que receberam
antibidticoprofilaxia sistémica com diferenca significativa (p=0,001). Tal
resultado pode fter sido decorrente do tamanho pequeno da
membrana utilizada em nosso trabalho ou da grande lesdo de partes
moles causada pelo aparelho para inducdo de fratura em guilhotina
que resulta em ambiente mais favordvel a infeccdo.

Smith et al.#¢ realizaram trabalho in vitro para avaliar a eficdcia
do filme de quitosana impregnado com antimicrobiano na profilaxia
de infeccdo de partes moles e concluiram que o filme de quitosana
com nivel de deacetilacdo de 80% € potencialmente vantajoso como
adjuvante no tfratamento de lesdes musculo esqueléticas diminuindo
ou prevenindo infeccdes. Orhan et al.4> avaliaram a eficdcia de
microesferas de quitosana e pectina impregnadas com ciprofloxacino
no tratamento local de um modelo de osteomielite e concluiram que
este tipo de tratamento foi superior ao fratamento equivalente com
antimicrobiano inframuscular. Neste estudo foram observados
resultados diferentes. Os animais do grupo QA submetidos co
tratamento do modelo de fratura exposta por meio da membrana de
quitosana impregnada com ciprofloxacino apresentaram alta taxa de
osteomielite em comparacdo com a antibidticoprofilaxia sistémica
(grupo CIT) com diferenca significativa (p=0,009). A avaliacdo
histoldgica demonstrou maior grau de inflamacdo intradssea crénica
no grupo fratado com membrana de quitosana impregnada com
ciprofloxacino (grupo QA) quando comparado ao grupo tratado com
antibidticoprofilaxia sistémica (grupo CT) com diferenca significativa
(0=0,007). Tal resultado pode se justificar pela pouca quantidade de
antfibidtico associado a quitosana utilizada neste estudo onde a
preparacdo apresentava 10% do peso molecular da membrana em
antimicrobiano. Estudos posteriores serdo necessdrios para avaliar se a
membrana de quitosana impregnada com antimicrobiano em doses

mais altas pode ser tdo eficaz quanto a antibidticoprofilaxia sistémica
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para a profilaxia de infeccdées em modelo experimental de fratura
exposta.

Segundo Kanu Okike et al.8, além do uso de antimicrobiano
sistémico ou local, outros fatores colaboram para reduzir o indice de
osteomielite apods fraturas expostas. O tempo entre a lesdo e o inicio
do tratamento parece ser menos importante do que o fechamento
da ferida e seu desbridamento adequado.

A irrigacdo da ferida é outro ponto chave no tratamento das
fraturas expostas, pois ajuda na reducdo da carga bacteriana local e
na remoc¢do de contaminantes. Ainda ndo hd consenso na literatura
se a lavagem deve ser feita com solucdo salina sob pressdo (lavagem
pulsatil) ou ndos.

Solucdo salina estéril ou associada a aditivos € comumente
utilizada na irrigacdo das feridas de fraturas expostas. Os aditivos
podem ser divididos em trés categorias: antissépticos como povidine,
clorexidine e hexaclorofeno; antimicrobianos como bacitracina; e
detergentes que atuam removendo os microorganismos € ndo os
matandod. No estudo de Anglen et al.’? solucdes detergentes se
mostraram mais eficazes na remocdo do muco produzido pelas
bactérias e aderido aos implantes, ao passo que solugcdes com
antfimicrobianos ndo foram significativamente melhores do que as
solucodes salinas (p<0,05). Bhandari et al.s3 compararam varias solucoes
para irrigacdo em um modelo in vitro e observaram que enguanto
solucdoes antissépticas e detergentes sdo mais eficazes na remogdo
da bactéria do 0sso, os detergentes produzem menor dano a funcdo
dos osteoblastos e osteoclastos. Mas até o momento ndo ha
evidéncia para a recomendacdo de qualguer aditivo para a
irigacdo de fraturas expostasé. Neste estudo ndo foi realizada a
irigacdo da ferida em nenhum dos animais pois no modelo de fratura
exposta proposto por Buxton et al. os autores ndo observaram

diferenca no indice de infecdo nos animais submetidos a irrigacdo da
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ferida em comparacdo com os animais onde a irrigacdo ndo foi
realizadad!.

A fixacdo da fratura exposta apresenta uma série de beneficios,
incluindo protecdo de partes moles de lesdo adicional, melhora dos
cuidados com a ferida e promocdo de mobilizacdo e reabilitacdo,
reduzindo o indice de osteomielite®4. Neste estudo todos os animais
foram submetidos a fixacdo da fratura exposta do fémur esquerdo
com haste inframedular diminuindo a possibilidade de lesdo de partes
moles adicionais. Dessa maneira, o Unico fator que passou a
influenciar a evolucdo das fraturas para osteomielite era o tfratamento
sistémico ou local com antimicrobiano implementado.

Algumas terapias adjuvantes como o uso da proteina
morfogenética do osso apresentaram reducdo no risco de uma
segunda intfervencdo nas fraturas expostas de fibia em um estudo
conduzido por Govender et al.%5. Pacientes que receberam este tipo
de fratamento apresentaram menor taxa de falha do implante,
consolidacdo mais rdpida da fratura e cicatrizagcdo mais rdpida da
ferida®s, mas este ndo foi o foco deste estudo. Sendo assim, nenhum
dos nossos animais receberam tratamento adjuvante para as fraturas
expostas do fémur traseiro esquerdo.

Apesar da bidpsia 6ssea com estudo histopatoldgico ser o
padrdo, ela pode ser associada ao exame microbioldgico (cultura)
para o diagnodstico de osteomielite®. Neste estudo, realizou-se o0s
exames de cultura qualitativa e bidpsia dssea com estudo
histopatfoldgico em todos os animais para avaliar a presenca ou
auséncia de osteomielite. Existem poucos estudos relacionando a
concentracdo da inoculacdo bacteriana e as alteracdes histoldgicas.
Smeltzer et al.?2é observaram diferencas na histologia usando um
modelo de osteomielite em coelhos com diversas concentracdes de
Staphylococcus aureus, eles documentaram e desenvolveram uma

classificacdo histoldgica com os sinais de doenca. Este sistema de
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classificacdo foi utilizado neste trabalho para quantificar a inflamacdo
6ssea nos modelos de fratura exposta dos grupos estudados.

Como a consolidacdo das fraturas ésseas pode ser influenciada
por uma séria de fatores e nGo apenas pela presenca ou auséncia de
infeccdo, neste trabalho esta varidvel ndo foi avaliada.

Novos estudos ser@o necessdrios para avaliar se a membrana
de quitosana impregnada com ciprofloxacino em concentracdo
maior de antimicrobiano ou em dimensdes maiores do que a utilizada
neste estudo serd eficaz na profilaxia de osteomielite secunddria &

fraturas expostas.
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CONCLUSAO

Neste modelo experimental de fratura exposta a membrana de
quitosana pura ou impregnada com ciprofloxacino ndo mostrou

eficacia na profilaxia de osteomielite.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 240/2011, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacdo da eficicia do tratamento de fraturas expostas através da
liberacdo do local de antibidtico utilizando o filme de quitosana: estudo
experimental "in vivo™, que tem como responsavel(is) Ivana Duval de Araujo ,
esta(do) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 7/ 12/2011.

Este certificado expira-se em 7/ 12/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 240/2011, related to the project entitled
“Evaluating the effectiveness of treatment of open fractures with
antibiotics local liberation using chintesan film: an experimental study "in
vivo™, under the supervisiors of Ivana Duval de Araujo, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in December 7,
2011.

This certificate expires in December 7, ,ZOfG
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Coordenadora do CETEA/UFMG
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Avenida Anténio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516
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ANEXO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIAE A

UN|VERS|DADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFMG
OFTALMOLOGIA K3

ATA DA DEFESA DA DISSERTAGAO DO ALUNO
LINCOLN PAIVA COSTA

Realizou-se, no dia 31 de margo de 2014, as 14:00 horas, Faculdade de Medicina da
UFMG, sala 333, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de dissertagao,
intitulada  AVALIACAO DA EFICACIA DA MEMBRANA DE QUITOSANA
IMPREGNADA OU NAO COM CIPROFLOXACINO NA PROFILAXIA DA
OSTEOMIELITE EM FRATURAS EXPOSTAS: ESTUDO EXPERIMENTAL EM
RATOS., apresentada por LINCOLN PAIVA COSTA, numero de registro
2012655372, graduado no curso de MEDICINA, como requisito parcial para a
obtengdo do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Ivana Duval de
Araujo - Orientador (UFMG), Prof(a). Luiz Eduardo Moreira Teixeira (UFMG), Prof(a).
Ubiratan Brum de Castro (UFMG), Prof(a). Carlos Roberto Galia (UFRGS).

A Comissao considerou a dissertagéo:
(—) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrej a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 31 de margo de 2014.

P

Prof(a). lvana}u(al de Araujo ( Doutor )

o et Ol C ;w \_/'_,1_,\)4—"..;\__’
Prof(3). Luiz Eduardo Mo_celm’T eixeira ( Doutor )

.:"luw’{l/’tat_ '/Btlrfuc. AT g
Prof(a). Ubiratan Brum de Castro ( Doutor )
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NAO COM CIPROFLOXACINO NA PROFILAXIA DA OSTEOMIELITE EM
FRATURAS EXPOSTAS: ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS.

LINCOLN PAIVA COSTA
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