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RESUMO

O objetivo foi testar um compdsito de resina de poliéster e fibra de vidro na forma de haste
intramedular para ostessintese de fraturas femorais em bezerros. A metodologia foi estabelecida
com base em estudo prévio usando modelo de elementos finitos de fémur de bovino para simular
fratura estabilizada pela haste proposta. Em um primeiro experimento, a biocompatibilidade do
composito foi avaliada apds inser¢do de um fragmento no tecido subcutaneo de sete ratos Wistar.
No segundo experimento, avaliou-se o compoésito em forma de haste intramedular em bovinos.
Anestesia geral foi induzida em seis bezerros, a fratura foi induzida por incisdo obliqua no terco
médio da diafise, sendo o fémur imediatamente estabilizado pela insercéo retrograda da haste. O
bloqueio ocorreu pela aplicagdo transversal de quatro parafusos de aco inox, dois aplicados
proximais e dois distais a fratura. No primeiro experimento, o compdsito considerado aceitavel,
produzindo irritagdo discreta. No segundo, cinco dos seis bezerros obtiveram consolidacdo
completa da fratura ap6s 60 dias. Nao se observaram sinais de incompatibilidade ou toxidade do
composito. Contudo, algumas limitagdes foram observadas durante a cirurgia, como dificuldade
de perfuracdo da haste e de se realizar a apara da sobra que excedia o canal medular. Pequenos
fragmentos produzidos por essas manobras foram considerados irritantes e associados a
ocorréncia de seromas no pos-operatorio. Também verificou-se que pequenas falhas na haste
tinham tendéncia de se propagar em forma de fraturas longitudinais. Em conclusdo, a haste
intramedular de resina de poliéster e fibra de vidro (material de baixo custo e fécil aquisi¢do) foi
considerada biocompativel e capaz de permitir a consolidacdo 6ssea de fraturas femorais em
bovinos jovens. Entretanto, o desenvolvimento de solugfes para as limitacGes relatadas se faz
necessario antes gue seu uso clinico seja recomendado.

Palavras-chave: bezerro, fibra de vidro, ortopedia, poliéster.



ABSTRACT

The objective was to test a composite of polyester resin and fiberglass in the form of an
intramedullary nail for osteosynthesis of femoral fractures in calves. The methodology was
established based on a previous study, which used finite elements model to simulate a femoral
fracture stabilized by the proposed nail. In a first experiment, the composite biocompatibility was
assessed after insertion of a composite fragment into the subcutaneous tissue of seven Wistar rats.
In the second experiment, the composite was evaluated in cattle as an intramedullary nail. General
anesthesia was induced in six calves, the fracture was induced by oblique incision in the middle
third of the diaphysis, and the femur was immediately stabilized by the retrograde insertion of the
nail. The blocking occurred by the transversal application of four stainless steel screws, two
applied proximal and two distal to the fracture line. In the first experiment, the composite
considered acceptable as mild irritant. In the second, five of the six calves obtained complete
consolidation of the fracture after 60 days. No signs of incompatibility or toxicity of the composite
were observed. However, some limitations were reported during surgery, such as difficulty in
drilling the nail and the removal of the leftover material that exceeded the medullar canal. Small
fragments produced by these maneuvers were considered irritant for tissues and were associated
with the occurrence of seromas in the post-operative period. It was also found that small fractures
in the nail tended to propagate in the form of longitudinal ones. In conclusion, the intramedullary
nail of polyester resin and fiberglass (a low cost and easy to acquire material) was considered
biocompatible and able to permit femoral fractures consolidation in young cattle. However,
further development of solutions to the reported limitations are needed before its clinical
recommendation.

Keywords: calf, fiberglass, orthopedics, polyester.



1. INTRODUCAO

As fraturas de 0ssos longos em animais de produgdo continuam sendo um desafio para a Medicina
Veterinaria. O desenvolvimento de novas técnicas e implantes metalicos, ocorrido nas Gltimas
décadas, contribuiu significativamente para o avango no tratamento de equinos. Contudo, tais
opcdes ainda possuem custo elevado para atender bovinos de producéo.

Assim, a busca por materiais cada vez mais leves, resistentes, de baixo custo e biocompativeis
tem crescido dia-a-dia (Van der Elst, 1999). Os polimeros tém sido progressivamente testados e
incorporados como implantes em procedimentos cirdrgicos, com destaque para os ortopédicos e
os de reconstrucao de tecidos. O polipropileno é o material biocompativel mais utilizado no reparo
de lesbes da cavidade abdominal em humanos, permanecendo em contato direto com as visceras,
devido a sua baixa reatividade, que se soma as vantagens de alta resisténcia e baixo custo (Goissis
etal., 2001). Marval (2006) testou o polipropileno na forma de haste intramedular blogueada para
tratamento de fraturas em Umeros de bezerros. Os resultados se mostraram satisfatorios e
promissores, uma vez que o sistema desenvolvido permitiu a reparacdo 6ssea nos bezerros
avaliados, sem demonstrar qualquer sinal de rejeicdo tecidual. Contudo, este mesmo estudo
sugere que outros tipos de polimeros deveriam ser testados no aprimoramento do sistema, ja que
o polipropileno ndo foi plenamente eficaz em manter a congruéncia dos fragmentos 0sseos
durante o pés-operatério imediato.

Com base nos resultados de Marval (2006), o grupo de Pesquisa em Biomecénica da UFMG tem
realizados varios esfor¢os no sentido de desenvolver solugdes aplicaveis as fraturas de 0ssos
longos em bovinos jovens. Rodrigues et al. (2012) e Gomidis et al. (2017) desenvolveram um
modelo de elementos finitos para teste de fraturas no fémur de bovinos jovens, que foram
validados in vivo pelos estudos de Spadeto (2009). Apesar desses estudos ndo encontrarem o
polimero adequado, uma vez que hastes bloqueadas de poliacetal, poliamida e polipropileno
falharam em possibilitar a osteossintese do fémur em bezerros (Spadeto et al., 2010; Spadeto et
al., 2011, Rodrigues et al., 2012), o desenvolvimento e a validagdo do modelo computacional foi
fundamental para o progresso dos estudos, que resultaram nos trabalhos atuais.

Em busca de novos biomateriais, que possuissem caracteristicas superiores aos materiais
utilizados, pensou-se na utilizagdo de compositos associando diferentes tipos de materiais. A
associacdo de resina poliéster com a fibra de vidro oferece resisténcia mecénica, alta relagdo
resisténcia-peso, resisténcia quimica, e outras propriedades mecanicas favoraveis. Recentemente,
um estudo de simulagdo computacional foi publicado demonstrando que a resina de poliéster
associada a fibra de vidro em forma de haste intramedular blogueada tem potencial para suportar
as cargas mecanicas em fraturas de fémur em bovinos jovens (Paolocci et al., 2018). O presente
estudo pretende dar sequéncia a este estudo teorico, testando, in vivo, o uso da haste bloqueada
de poliéster em fibra de vidro na imobilizagdo e consolidacdo dssea de fraturas de fémur em
bovinos jovens.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Considerando as seguintes hipoteses:
o O compodsito de poliéster e fibra de vidro é um material biocompativel.

e A haste intramedular bloqueada de poliéster e fibra de vidro € efetiva para produzir
consolidacdo dssea em bovinos jovens com fratura femoral diafisaria induzida,
confirmando resultados prévios obtidos pela simulacdo computacional.

0 objetivo geral foi caracterizar um material adequado a construcdo de implantes na forma de
hastes intramedulares bloqueadas, aplicaveis ao tratamento de fraturas de 0ssos longos de grandes
animais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Verificar a biocampatibilidade do compdsito de poliéster e fibra de vidro.

e Verificar, in vivo, a capacidade de hastes intramedulares do compésito de poliéster e fibra
de vidro em promover a osteossintese de fraturas induzidas no fémur de bovinos jovens

e Avaliar o processo de consolidacdo dssea, por meio de exames fisicos, laboratoriais,
radiograficos, ultrassonogréaficos, etolégicos, em membros de bovinos jovens
implantados com haste intramedular de poliéster e fibra de vidro.

e Auvaliar histologicamente, por meio de bidpsias, o processo de consolidagdo 6ssea no
fémur de bovinos implantados com haste intramedular de poliéster e fibra de vidro.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. PROCESSO DE CONSOLIDACAO OSSEA

O processo de consolidacdo dssea ocorre mediante uma série de fendmenos bioldgicos
orquestrados por sinalizacdes intracelular e extracelular que seguem em sequéncia
temporal definida (Mandi et al., 2012). Este processo segue padrdes e envolve mudancas
na expressao genética que ainda nao sdo completamente compreendidos. A cicatrizacdo
Ossea tem inicio imediato apds a fratura e pode ser direta (intramembranoso) ou indireta
(intramembranosa e endocondral) (Marsell & Einhorn, 2011). A forma mais comum € a
cicatrizacdo indireta. A cicatrizacdo Ossea direta demanda reducdo anatdmica para
obtencdo da melhor congruéncia 6ssea e estabilizacdo do foco da fratura (McKibbin,
1978; Marsell & Einhorn, 2011).

A partir do momento que essas condi¢fes sdo alcancadas, o processo de cicatrizagdo
direta permite que a estrutura 6ssea se regenere imediatamente no 0sso lamelar e nos
sistemas haversianos, sem que ocorra 0 processo de remodelacdo dssea. J& nas situagoes
em que as fraturas ndo possuam condigdes estaveis, a cicatrizacdo 6ssea segue uma via
bioldgica especifica. Essa envolve uma resposta inflamatoria aguda, incluindo a producao
e liberacdo de varias moléculas importantes e o recrutamento de ceélulas-tronco

13



mesenquimais a fim de gerar um calo cartilaginoso primario. Posteriormente, esse calo
primario sofre revascularizacao e calcificacdo e é finalmente remodelado para restaurar
completamente uma estrutura 6ssea normal (Gerstenfeld et al., 2003°; Marsell & Einhorn,
2011).

Fase inflamatéria

Como todas as respostas de reparo, a cicatrizacdo 6ssea comega com a indugdo de uma resposta
imune por meio da participacdo de citocinas, plaquetas, proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs)
e células tronco mesenquimais. Tais componentes possuem um papel muito importante na fase
inflamatédria, que é desencadeada imediatamente ap6s a ocorréncia da fratura, e dura em média
entre duas a trés semanas (Mandi et al., 2012). Uma vez ocorrido o trauma, os danos podem se
estender ao periosteo e enddsteo, locais onde estdo situados vasos sanguineos. A injdria do
endotélio desencadeia uma sequéncia de eventos, como por exemplo a agregacao de plaguetas no
sitio da lesdo e o recrutamento de outras. Para o tamponamento provisério da lesdo endotelial
(Lefkovits et al., 1995; Gerstenfeld et al., 2003"). Essas plaquetas ligadas ao coagulo séo ativadas
pela trombina e pelo colageno subendotelial para liberar o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformacdo-p (TGF- B), ambos importantes
reguladores da proliferacéo e da diferenciacdo celular (Buckwalter & Cruess, 1993; Mandi et al.,
2012; Johnson, 2014). Ainda nessa fase, 0s macr6fagos e outras células inflamatérias secretam o
fator de necrose tumoral- o (TNF-a), interleucinas IL-1, IL-6, IL-11 e IL-18 (Gerstenfeld et al.,
2003).

Dentre as principais interleucinas, acredita-se que a IL-1 e a IL-6 sdo as mais importantes no
processo da consolidagdo. A IL-1 induz a produgdo de IL-6 nos osteoblastos, provocando a
producdo do calo cartilaginoso primario e também estimulando a angiogénese no foco da fratura
(Kon et al., 2001; Cho et al., 2002; Marsell & Einhorn, 2011). A maior concentracdo dessas
interleucinas ocorre nas primeiras 24 horas pds trauma e seus niveis comegam a diminuir durante
o periodo que a formacao de cartilagem, mas se elevam novamente na fase de remodelacdo 6ssea
(Kon et al., 2001; Gerstenfeld et al., 2003). O TNF-a, também secretado pelos macr6fagos e
outras células inflamatorias, estimula a fun¢do dos osteoclastos, promove o recrutamento de
células tronco mesenquimais e induz a apoptose de condrdcitos hipertréficos durante a formacao
6ssea endocondral (Kayal et al., 2007).

Ainda na fase inflamatoria é desencadeado o processo de angiogénese, que tem papel importante
no processo de reparagdo tecidual. Esse evento € regulado pelo fator de crescimento fibroblastico
(FGF), pelo fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e pelas angiopoetinas 1 e 2
(Gerstenfeld et al., 2003; Mandi et al.,2012). Possui extrema importancia devido ao dano vascular
ocasionado no momento da fratura, fazendo com que o calo inicial possua baixa quantidade de
oxigénio devido ao dano vascular, o que é compensado pela vascularizacdo dos tecidos
circunvizinhos, até o surgimento de um novo suprimento vascular (Mandi et al.,2012).

Por outro lado, as proteinas de fase aguda oriundas da resposta inflamatdria também estimulam a
migrac&o, a proliferacdo e a ativacéo de células tronco mesenquimais. Além disso induzem outras
respostas como agregacdo plaquetaria e produzem um efeito quimiotatico para novas células
inflamatdrias. Ao mesmo tempo, as BMPs expressadas por células tronco mesenquimais séo
liberadas da medula Ossea. Isso d& inicio & formacdo do calo 6sseo mole, composto
predominantemente por colageno tipo I11. Entretanto, devido a proliferagdo e a diferenciacdo das
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células condrogénicas em células de linhagem osteogénica, o calo constituido inicialmente por
coldgeno é substituido gradativamente por tecido dsseo (Gerstenfeld et al., 2003; Mandi et
al.,2012).

Fase de reparacéo

O processo de reparacdo Gssea precede a resposta inflamatoria e é descrito como a organizacao
do calo n&o mineralizado (Mckibbin, 1978; Mandi et al., 2012). Nessa fase ocorre a troca gradual
do hematoma formado no momento da fratura, o qual atua como um arcabougo para génese do
calo Gsseo. Inicialmente esse hematoma é substituido por tecido fibrovascular com fibras de
colageno, que mais tarde se tornardo mineralizadas para formacao do calo 6sseo provisério ou
priméario (Mckibbin, 1978).

Uma vez desencadeado o processo de reparacao, as células tronco mesenquimais recrutadas para
0 sitio da lesdo comecarao a proliferar e diferenciar em condroblastos (Giannoudis et al., 2007,
Mandi et al.,2012). Estes eventos sdo mediados pelo fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
bésico, pelo FGF acido e pela TGF-, os quais estimulam a proliferagdo de condrocitos e a
proliferacdo de osteoblastos para sintese 6ssea (Mckibbin, 1978). As células de linhagem
condrogénica sintetizam e secretam o colageno tipo Il, tipo Ill e proteoglicanos, os quais
produzirdo uma matriz semelhante a cartilagem articular (Mckibbin, 1978).

Essa matriz passa por um processo de hipertrofia e mineralizacdo (Mckibbin, 1978; Mandi et al.,
2012). A partir dai ocorre a formagdo de um novo suprimento vascular no calo neoformado e os
condrécitos hipertréficos sdo removidos por condroclastos. Nessa fase, as células tronco
mesenquimais iniciam a diferenciacdo em células de linhagens osteogénicas (Al-Aqgl et al., 2008;
Mandi et al., 2012). Além disso, o colageno tipo | é sobreposto no momento inicial da produgao
da matriz cartilaginosa e os colagenos tipo Il e 11l sdo removidos do calo primario. Logo apos, é
iniciado a deposicdo de cristais de hidroxiapatita de calcio, que sdo aglomerados em torno das
fibrilas, formando um calo rigido. Através dessa nova estrutura, 0s vasos sanguineos comegam a
passar pela malha fibrosa para se unirem a rede vascular dos fragmentos 6sseos (Mckibbin, 1978;
Mandi et al.., 2012).

Uma vez formado o calo rigido, o processo de unido entre os fragmentos 6sseos podera ocorrer a
partir das superficies 0sseas interna ou externa, onde ocorreré a formagdo de uma ponte entre 0s
fragmentos 6sseos. A medida que prossegue a mineralizacdo, gradualmente os fragmentos
tornam-se unidos por uma massa fusiforme, composta cada vez mais por tecido ésseo (Mckibbin,
1978; Mandi et al., 2012).

O aumento da estabilidade no foco da fratura ocorre em virtude da formagéo do calo 6sseo interno
e externo. Nesse momento ocorre a consolidagdo clinica da fratura, isto €, o local da fratura torna-
se indolor e pode-se notar, por meio de radiologia, a presenca de um calo neoformado. Entretanto,
a consolidacdo 6ssea ainda ndo esta completamente definida, o calo ainda é imaturo e mais fragil
que o osso normal. O calo s6 ganha resisténcia completa por meio da fase de remodelacdo
(Mckibbin, 1978).
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Fase de remodelagao

A fase de remodelacdo é a terceira e a maior fase do processo de cicatrizacdo 6ssea. Nesse estagio
ainda ocorre a troca do tecido cartilaginoso por tecido dsseo, o qual sera remodelado em 0sso
lamelar (Mckibbin, 1978; Mandi et al., 2012), além disso ocorre a reabsorcdo de calo em excesso
(Mckibbin, 1978; Gerstenfeld et al., 2003%). Essa fase é mediada principalmente pela agdo da IL-
le do TNFa (Al-Agl et al., 2008). Além da acdo desses mediadores inflamatérios, 0s niveis de
BMPs encontram-se elevados e aparentemente relacionados nesta fase da cicatrizacdo 6ssea
(Marsell & Einhorn, 2009).

Uma vez desencadeado o0 processo de reparacdo 0ssea, 0s osteoclastos desenvolvem um papel
muito importante no processo de remodelagdo devido a reabsor¢do da camada ostedide ndo
mineralizada. Além disso tais células tém a capacidade de criar tlneis no calo 6sseo, onde, através
destas aberturas, serdo depositados 0sso lamelar pelos osteoblastos (Meikle et al., 1992).

Além da atividade celular, a atividade elétrica exerce um papel importante na remodelagdo dssea,
devido ao comportamento mecéanico, que resulta no efeito piezoeléctrico onde cargas serdo
geradas. Este efeito ocorre quando o 0sso é submetido a um tipo de estresse, o qual induzira a
eletropositividade na superficie convexa e eletronegatividade na parte concava (Bassett, 1971).
Tal efeito faz com que as regides que possuem eletropositividade estejam associadas a atividade
osteoclastica e as regides de eletronegatividade com atividade osteoblastica (Mckibbin, 1978;
Mandi et al., 2012). Dessa forma ocorrem alteracdes na arquitetura 6ssea de acordo com a
aplicacdo das cargas sobre 0 0sso e tal atividade é denominada de lei de Wolff (Brand, 2010). O
resultado final do estagio de remodelagdo é 0 0sso regenerado com fases organicas e minerais
adequadas e alinhadas para resistir a tensées fisiol6gicas e nao fisioldgicas (Mandi et al., 2012;
Johnson, 2014).

Tipos de reparacao 6ssea:
Cicatrizacao 6ssea direta

A cicatrizacdo 0Ossea direta ndo ocorre naturalmente. Para que possa ocorrer é necessario a
correcao anatémica do foco da fratura, sem que exista uma lacuna entre os fragmentos 6sseos
(McKibbin, 1978; Marsell & Einhorn, 2011). Pode ocorrer a movimentagédo entre os fragmentos
0sseos, mas de forma irriséria, além disso, os fragmentos podem apresentar uma fenda de 150 a
300 micrometros (Johnson 2014). Para a cicatrizacdo direta sdo necessarios procedimentos
cirtrgicos com uso de implantes que fornecam uma fixacao rigida, minimizando a tensdo inter-
fragmentéaria (Mandi et al., 2012; Johnson, 2014).

Uma vez alcancados todos esses requerimentos, o processo de cicatrizacdo pode ocorrer por
remodelamento direto do osso lamelar (Marsell & Einhorn, 2011). Nesse processo ocorre a
reconstrucdo com o remodelamento harvesiano, que se inicia a partir da reabsor¢do osteoclastica,
que atravessa a linha da fratura, gerando cavidades longitudinais a uma taxa de 50 — 100 mm/dia
(Rahn, 2002). Tais cavidades sdo preenchidas por o0sso produzido pelos osteoblastos
acompanhadas por um novo suprimento vascular, células mesenquimais e percursores de
osteoblastos. A partir dai os osteoblastos secretam uma matriz ostedide, que passa por um
processo de mineraliza¢do (Johnson, 2014). Isso resulta na geragdo simultanea de uma unido dssea
e na restauracao do sistema harversiniano em uma direcdo axial (Rahn, 2002; Johnson, 2014). Por
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Gltimo, durante este processo, pouco ou nenhum calo periosteal € formado (Einhorn, 1998; Mandi
etal., 2012).

Cicatrizacao 6ssea indireta

A cicatrizacdo Gssea secundaria ou indireta é a forma mais comum em um processo de
consolidacdo Ossea, e consiste na formacdo dssea intramembranosa e endocondral (Einhorn,
1998; Gerstenfeld, 2006). A cicatrizacdo dssea intramembranosa, ocorre onde existe um meio
favoravel para diferenciacdo de células tronco mesenquimais em células osteoprogenitoras
(Johnson, 2014). Ela envolve a formacgdo de um calo 6sseo, sem que haja a formacao inicial de
cartilagem no foco da fratura (Einhorn, 1998). Neste tipo de cicatrizacdo, a medula 6ssea, também
contribui para a formacéo de 0sso durante a fase inicial do processo de consolidagdo 0ssea, e isso
ocorre devido as células endoteliais se transformarem em células polimorficas, as quais
subsequentemente irdo expressar o fendtipo de osteoblastos (Brighton & Hunt, 1991).

Jé& a ossificagdo endocondral envolve o recrutamento, a proliferacdo e a diferenciacdo de células
mesenguimais indiferenciadas em células de linhagem condrogénicas. Durante o processo de
cicatrizacdo, a cartilagem formada no foco da fratura se tornara calcificada e, futuramente,
substituida por tecido dsseo. Esse processo de cicatrizagdo é composto por seis estagios, iniciado
pela formacéo do hematoma apos o surgimento da fratura, que € subsequentemente acompanhado
pela inflamag&o, angiogénese, formacao de cartilagem, calcificacdo da cartilagem e, por Gltimo,
pela remocéo do tecido cartilaginoso (Einhorn, 1998).

Geralmente o processo de cicatrizagdo indireta ocorre nos casos de fratura em que o paciente ndo
é submetido a um procedimento cirdrgico ou em casos em que foi realizado tal procedimento,
mas existe movimento no foco da fratura, principalmente quando hd o emprego de fixacdo
biolégica como a haste intramedular, fixagdo externa, ou mesmos nos casos de fraturas com
maltiplos fragmentos (Perren, 2002; Pape et al., 2002). A cicatrizagdo indireta é favorecida pela
acdo de micro movimentos no foco da fratura, no entanto, é sabido que a movimentacao
demasiada resulta no atraso no processo de cura ou mesmo em ndo unido éssea (Green et al.,
2005).

Cicatrizacao por lacunas

Este processo difere da cicatrizag¢do direta devido ao fato de que a unido entre os segmentos 0sseos
e a remodelagdo harversiana ndo ocorre simultaneamente. Ele ocorre quando existe uma
estabilidade entre as extremidades dsseas, incluindo uma distancia entre elas maxima de 800um
a 1lmm e a tenséo entre fragmentos menor que 2% (Kaderly, 1991). Uma vez alcangada essas
condi¢bes, o foco da fratura é preenchido principalmente por osso lamelar orientado
perpendicularmente ao longo do eixo do 0sso, exigindo uma reconstrucdo osteonal ao contrario
da cicatrizagdo por contato (Marsell & Einhorn, 2011). Preenchido o foco da leséo, é iniciada a
substituicdo por Osteons (sistema de harvers) vascularizados, 0s quais agora sdo dispostos
longitudinalmente e levam consigo células osteoprogenitoras, que se diferenciam em osteoblastos
e produzem osso lamelar entre as superficies da lacuna dssea. Esse processo dura em média 3 a 8
semanas e é seguido por um processo de remodelacdo endocondral necessério para a restauracao
das propriedades anatémicas e biomecénicas do osso (Marsell & Einhorn, 2011).
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Papel do sistema enddcrino no processo de cicatrizagcdo 6ssea

Paratorménio

A utilizacdo intermitente do paratorménio induz efeitos anabdlicos no calo ¢sseo e 0sso cortical
(Ejersted et al., 1998). Em um estudo de avaliacdo de fratura na tibia de ratos, demonstrou-se que
a exposigdo intermitente a esse hormdénio estimulou a acdo dos osteoblastos, resultando no
aumento da formacdo do calo ésseo e aumento da forca mecénica (Andreassen et al., 1999). Seus
efeitos se ddo devido a estimulacdo da proliferacdo e da diferenciacdo precoce das células
osteoprogenitoras, acarretando em aumento da produgdo de proteinas da matriz ésseas e aumento
da osteoclastogénese durante a fase de remodelacdo do calo dsseo (Nakajima et al., 2002; Lozano
etal., 2012).

Hormonio do crescimento

Horménio secretado pela hipo6fise, de maneira pulsatil, sendo sua secrecdo modulada por diversos
fatores como: o hormonio hipotalamico liberador do crescimento (GHRH), o horménio
hipotaldmico inibidor da secrecdo de GH (somatostatina), a grelina, os glicocorticoides, os &cidos
graxos, a glicose, a insulina, o estado nutricional, a composi¢éo corporal e a idade (Liberman &
Cukiert, 2004). No esqueleto seu efeito € mediado por somatomedina-C, também conhecida por
IGF1. Sua a¢do induz a formagdo de matriz 6ssea (colageno tipo | e proteinas da matriz ndo
colagenas) por osteoblastos totalmente diferenciados (Dimitriou et al., 2005). O hormdnio do
crescimento, quando administrado em ratos jovens e velhos, induziu o aumento da massa 6ssea
na diafise produzindo maior for¢ca mecéanica (Andreassen et al., 1995; @rtof et al., 1999). Outro
estudo demonstrou que a administragéo subcutanea de GH recombinante em um modelo suino de
cicatrizagdo 6ssea resultou na aceleracdo do processo de cicatrizagdo 0ssea pOs osteotomia e
aplicacéo de placa de compressdo dindmica de baixo contato. (Bail et al., 2002).

Papel dos fatores de crescimento na cicatrizagdo 6ssea

As proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) tém sido amplamente estudadas tanto em modelos
animais como em ensaios clinicos em humanos. As BMPs pertencem a um grupo de moléculas
sinalizadoras da superfamilia do fator de crescimento transformante B. Inicialmente essas
proteinas eram identificadas pela sua capacidade de induzir a formagao 6ssea. Contudo, avangos
recentes no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares em relagdo as BMPs levaram
ao uso do fator de crescimento para acelerar a cicatrizacao dssea.

Ensaios clinicos demonstraram que as BMPs, principalmente a BMP-7, podem apresentar uma
linha de tratamento alternativa diferente do padrdo-ouro no tratamento de nédo unido da fratura,
que ¢ a utilizacdo do enxerto 6sseo autdgeno (Cecchi et al., 2016). Basicamente as BMPs possuem
a capacidade de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais multipotentes em células de
linhagem osteocondrogénicas e células precursoras de osteoblastos (Yeh et al., 2002; Shen et al.,
2010). Essas proteinas se difundem pelas células através de um gradiente de concentracdo, que
atua como um ligante para receptores presentes nas membranas plasmaticas de varias células,
como 0s osteoblastos e células tronco mesenquimais, induzindo a diferenciagdo e proliferacdo
celular (Matthews, 2005).
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As células sao estimuladas a se diferenciarem em condrdcitos dentro de 5 e 7 dias apés a aplicagdo
da BMP. Apds isso, os condrécitos tornam-se calcificados e hipertrofiados, sendo
subsequentemente substituidos por tecidos 6sseo dentre de 9 e 12 dias. Uma vez formado 0 0sso,
esse passa pelo processo de remodelagdo e se torna ocupado por ossiculos cheios de elementos
funcionais da medula dssea dentro de 14 e 21 dias. Tal processo de formagdo 6ssea equivale ao
processo de cicatrizacdo que ocorre fisiologicamente (Cecchi et al., 2016).

Desta forma as BMPs apresentam um papel regulador central na ossificacdo e na cicatrizagdo
Ossea. Tais dados indicam o potencial das BMPs como um potenciador biolégico da formacao
0Ossea, particularmente em casos de ndo-unido, onde isso pode ndo estar ocorrendo naturalmente
e tem levado a mais pesquisas em um ambiente clinico (Cecchi et al., 2016).

Insuficiéncia de consolidacéo da fratura

Apesar dos avancos da ortopedia, algumas fraturas podem demandar tempo superior para
consolidar, ou até mesmo pode ocorrer falha na unido 6ssea. Determinar o tempo exato necessario
para a consolidagdo por completo é dificil, mas quando o processo de cicatrizagdo 6ssea progride
mais lentamente que a média, denomina-se de consolidacdo retardada (Buckwalter & Cruess,
1993). Em 1955 o autor Watson-Jones descreveu uma condigdo denominada de consolidacédo
lenta, onde a linha da fratura permanece claramente visivel radiograficamente. No entanto ndo ha
separacao indevida dos fragmentos 6sseos, além disso ndo se observou nenhuma calcificagdo e
esclerose. Essa consolidacdo indolente pode ser relacionada com a gravidade da leséo, falha no
suprimento sanguineo, idade do paciente, dentre outros fatores. Nesse caso, ndo se trata de uma
fratura ndo consolidada, mas sim uma variacdo da consolidacdo normal (Buckwalter & Cruess,
1993).

3.2. PRINCIPAIS COMPLICAGOES ASSOCIADAS AO POS-OPERATORIO
DE CIRURGICAS ORTOPEDICAS EM GRANDES ANIMAIS

As fraturas constituem um problema muito comum na Medicina Veterinaria, normalmente
decorrente de acidentes automobilisticos, quedas, traumatismos (Slatter, 2003) e tracdo excessiva
durante 0 manejo obstétrico (Mulon, 2013). Os principios basicos classicamente utilizados no
tratamento sdo a reducao anatémica, a estabilizagdo rigida e o rapido retorno a fungdo do membro
acometido (Johnson et al., 1998; Roush & Mclaughlin, 1998). Entretanto, falhas podem ocorrer
na execucao desses principios, gerando complicacGes que podem inviabilizar a recuperagéo do
tecido 6sseo e acarretam em perda de funcdo do membro afetado (Bennet, 1998).

O tratamento das fraturas pode ser estabelecido por meios conservadores ou cirdrgicos, aos quais
sdo inerentes determinados tipos de complicagcBes. A imobilizacdo externa € o principal meio
conservador, podendo ser também utilizada em adi¢cdo aos meios cirlrgicos, nos tempos pré e
pos-operatdrio (Weinstein & Ralphs, 2004; Oakley, 1999). Entretanto, varias sdo as complicacdes
quando ocorrem falhas na aplicagdo dessa técnica ou quando ocorre negligéncia no
acompanhamento do paciente (Mulon, 2013; Nunamaker, 2002). Ja quanto aos métodos
cirurgicos, as principais complicacGes estdo associadas a erro na escolha do implante ortopédico,
falha durante sua aplicagdo e transgressdo da técnica asséptica (Bennet, 1998; Tomlinson, 1991).

Além das complicacfes associadas ao emprego da técnica utilizada para osteossintese, na

Medicina Veterindria ainda se enfrenta um grande desafio associado ao peso dos animais,
principalmente em bovinos e equinos. Alguns autores consideram esse o principal fator associado
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ao surgimento de diversas complicacBes no pos-operatério imediato (Mulon, 2013; Nunamaker,
2002).

Complicagdes gerais em grandes animais

Diversos sdo os fatores que contribuem para a ocorréncia de complicacdes associadas com a
estabilizacdo de fraturas em grandes animais, dentre elas a grande massa das espécies e a
necessidade de sustentacdo imediata de peso. Assim resultados catastréficos envolvendo a
osteossintese de 0ssos longos sdo relativamente comuns durante o retorno anestésico de animais
submetidos a ostessintese em anestesia geral. Nesse momento, pode haver falha do implante e até
mesmo fratura de outros 0ssos. Alguns autores ressaltam a necessidade de desenvolvimento de
formas e materiais especificos para suportar tais forcas geradas pelos grandes animais
(Nunamaker, 2002).

Outra complicagao resultante dessa combinagéo de fatores, especialmente na espécie equina, tem
sido o risco do desenvolvimento de laminite no membro contralateral ao membro fraturado. Isso
ocorre devido a redistribuicdo do peso sobre 0 membro sadio contralateral, fazendo com que
forcas desproporcionais atuem sobre seu estojo corneo, contribuindo para o desenvolvimento
dessa afeccdo (Nunamaker, 2002; Peloso et al., 1996). Em um estudo retrospectivo, utilizando
placas de compressdo dinamica para reducdo de fraturas em 0sso longos e realizacdo de
artrodeses, foi observado que 31 animais desenvolveram laminite no membro contralateral
(Levine & Richardson, 2007). Diferentemente dos equinos, esta afeccdo podal raramente é
observada em ruminantes (Camara et al., 2014: Mulon, 2013). Uma explicacdo para isso seria 0
fato desses animais passarem periodos prolongados em decubito, reduzindo a sobrecarga no
membro oposto (Mulon, 2013).

Outra preocupacdo com 0 peso estad relacionada com a sobrecarga ciclica sobre o implante
ortopédico e 0 0sso, onde sdo ocasionados micro movimentos relacionados com a falha do
implante e a interferéncia no processo de cicatrizagdo 6ssea (Nunamaker, 2002). Como foi
descrito, o grande desafio em grandes animais esta relacionado a massa corporea. Entretanto,
existe preocupacdo com a retirada de implantes ortopédicos, principalmente a placa e os
parafusos, devido ao risco de ocorrer uma nova fratura onde foram realizadas as perfuragdes para
insercdo dos parafusos, que sdo pontos de fragilizacdo ossea. (Disegi, 2012; Nunamaker, 2002).

Quando se refere aos ruminantes, em alguns casos, pode ocorrer a hiperextensdo da articulacao
metacarpo ou metatarso falangeana proximal durante o periodo de imobilizag&o. Isso ocorre
devido ao afrouxamento dos tenddes flexores digital superficial e profundo, principalmente em
processos demorados de cicatrizacdo Ossea e quando as instalacbes em que sdo mantidos os
animais sdo desconfortaveis, estimulando os animais a passerem a maior parte do dia em posi¢do
quadrupedal (Camara et al., 2014; Mulon, 2013). Outras complica¢@es envolvendo essa espécie
incluem a anquilose articular temporaria e amiotrofia do membro afetado (Camara et al., 2014;
Mulon, 2013). Por outro lado, deformidades angulares podem ocorrer, principalmente nos casos
em que a fratura for imobilizada utilizando coaptacéo externa.

Além do mais, pode ocorrer a perda de congruéncia ou até mesmo o colapso da fratura,

principalmente nos primeiros dias em que ocorre a sustentacdo do peso do paciente sobre o
membro fratura (Mulon, 2013).
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Complicacgdes associadas a imobilizagéo externa

A utilizacdo de talas e gesso associada ou ndo a osteossintese, € comum em grandes animais
(Mulon, 2013; Nunamaker, 2002; Markel, 2014). A imobilizacdo externa, refere-se a aplicacdo
de talas ou gesso com intuito de imobilizar 0 0sso ou articulagdo. Esta técnica apresenta diversas
vantagens sobre as técnicas cirdrgicas, incluindo a ndo interferéncia do implante sobre a fratura,
menor chance de osteomielite, menor dano aos tecidos adjacentes e menor custo, com boa chance
de recuperacdo da fratura, se for aplicada nos casos apropriados. As complicacdes relacionadas a
essa técnica geralmente sao resultantes da selecéo inapropriada do caso, ndo coaptacao da fratura,
falhas na aplicacdo e falhas no manejo po6s-operatério (Tomlinson, 1991). Vale ressaltar que a
utilizagdo Unica e exclusiva deste tipo de imobilizagdo em 0ssos longos em grandes animais,
principalmente equinos, ndo é recomendada, devido ao risco de fragmentos da fratura, penetrar
na pele, resultando na contaminacdo dos tecidos circunvizinhos e 0sso, culminando em um
resultado catastrofico, onde na grande maioria sdo submetidos a eutanasia (Nunamaker, 2002).

As complicagBes mais comuns associada a imobilizagOes externas é a necrose cutanea, ocasionada
pela falta de acolchoamento, fazendo com que exista fricgdo ou pressdo excessiva. (Markel, 2014;
Mulon, 2013; Nunamaker, 2002; Tomlinson, 1991). Incialmente, ocorre formacdo de edema do
membro imobilizado, o qual é ocasionado pela reacdo inflamatoria, oriunda da fratura, e também
pela aplicacdo demasiada de compressdo, durante a colocacdo de tala ou gesso. Caso nédo seja
aliviada, a pressdo excessiva promove comprometimento vascular, que culmina em isquemia e
necrose da area afetada. Essa situacdo, quando ndo detectada, promove lesdes graves que
alcangam tecidos mais profundos. Sua ocorréncia mais comum é em animais mais ativos, devido
a friccdo ocasionada durante a locomogdo. Dessa forma, € sempre indicado restringir o
movimento desses animais.

As lesdes necréticas causam desconforto ao paciente, que consequentemente deixa de apoiar o
membro afetado. As lesdes geralmente acometem a porcao superior ou inferior a tala ou gesso,
sendo esses 0s pontos de maior pressdo sobre os tecidos. Além do desconforto é possivel notar
mau cheiro e presenca de exsudato na superficie da pele, onde existe a perda de pelos e a area
lesionada apresenta coloragdo avermelhada (Tomlinson, 1991).

Outro problema recorrente sob tala ou gesso é a dermatite, que esta associada a umidade devido
ao acumulo de suor, chuva e mesmo urina no local da imobilizacdo. A maioria dessas infeccdes
cutineas sdo causadas por organismos normais da pele, tais como Staphylococcus sp, e sdo
reconhecidas pelo odor e presenga de exsudato (Tomlinson, 1991).
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Complicag0es associadas ao tratamento cirurgico de fraturas
Osteomielite

A osteomielite é definida como um processo inflamat6rio acompanhado por destruicdo dssea
ocasionada por contaminacdo de microrganismos (Lew & Waldvogel, 1997; Lew & Waldvogel,
2004). Esse processo infeccioso pode envolver desde uma porg¢do limitada ou até mesmo varias
estruturas que compdem o 0sso, dentre elas a medula, cortex, periosteo e tecidos adjacentes, além
de estruturas sinoviais (Baxter, 1996). De acordo com o foco da infecgdo, recebe um tipo de
classificacdo. Se apenas a cortical dsseas estiver infectada, é classificada como osteite, mas no
caso em que houver a contaminacdo concomitante da medula éssea, recebe o nome de
osteomielite (Goodrich, 2006).

Dentre as complicacBes na cirurgia ortopédica, a contaminagdo 6ssea é a mais temida. Como
consequéncia pode haver perda do implante devido ao dano no tecido 6sseo ou até mesmo
infeccdo sistémica (sepse). Sua origem se da pela contaminagdo bacteriana que ocorre durante o
trauma, por via hemat6gena ou mesmo de forma iatrogénica, devido a falhas na técnica asséptica
(Baxter, 1996).

Esta preocupacdo ocorre principalmente nos equinos, devido ao tratamento que ja é oneroso.
Além disso a ambulagdo é necessaria no pds-operatério e, se houver a remocao precoce do
implante devido ao processo infeccioso, o resultado pode ser catastréfico (MacDonald et al.,
1994).

Microrganismos envolvidos e fisiopatologia

Em humanos a bactéria Staphylococcus aureus é a mais comum (Lew & Waldvogel, 2004). Em
bovinos os patdgenos mais comuns sdo os coliformes, a Trueperella pyogenes, o Staphylococcus
spp e os Streptococcus spp (Mulon, 2013). Ja na espécie equina foram encontrados diversos
agentes relacionados a osteomielite. Em um estudo avaliando-se a cultura bacteriana de 233
cavalos acometidos com artrite, tenossinovite ou osteomielite, foram isolados um total de 424
tipos de bactérias, onde 386 eram aerdbias facultativas e 38 do tipo anaerébia. O género
Enterobacteriaceae (28.8%) foi o mais comum, acompanhado de Staphylococcus coagulase
positivo 11,8%, estreptococos beta hemolitico (9,4%) e Staphylococcus coagulase negativo
(7,3%) (Moore et al., 1992).

Inicialmente, esses agentes promovem a ligacdo a proteinas da matriz extracelular por meio de
adesinas bacterianas. Acredita-se que o Staphylococcus aureus possui a capacidade de aderir-se
aos tecidos do hospedeiro, biomateriais implantados ou ambos. Essa habilidade é crucial para a
sua colonizacdo. Isso se deve a expressdo de diversas adesinas, que sdo componentes de superficie
microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva em sua superficie. Cada uma delas é
capaz de interagir especificamente com um componente de proteina hospedeira, como
fibrinogénio, fibronectina, colageno, vitronectina, laminina, trombospondina, sialoproteina dssea,
elastina ou fator von Willebrand (VVaudaux et al., 2000).

Ressalta-se que o tecido 6sseo é relativamente resistente a infecgdo. Dessa forma, alguns fatores

predisponentes sdo necessarios para o desenvolvimento da osteomielite. Dentre eles se incluem
necrose Gssea ou sequestro, instabilidade da fratura, isquemia, presenca de implantes ortopédicos
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ou outros materiais estranhos (Goodrich & Nixon, 2004; Green, 2011), além de falhas da resposta
imune sisttémica ou do local da fratura (Green, 2011). Outros fatores importantes no
desenvolvimento da osteomielite incluem a extensao dos danos aos tecidos moles, a alteracdo no
suprimento vascular e a formacdo de biofilme. O dano tecidual pode ocorrer no momento da
fratura e devido a manipulacdo excessiva durante a reducgdo da fratura. Uma vez que os tecidos
foram lesionados, esses tornam-se meio de cultura para as bactérias, o que é potencializado pela
presenca de materiais estranhos como fio de sutura e implantes ortopédicos (Gristina et al., 1985;
Schulz, 2014). Ja o biofilme é formado pela combinacdo de exopolissacarideos extracapsulares
bacterianos, que se aderem as superficies ou participam da agregacdo célula a célula e,
consequentemente, promovem adesdo tecidual e formacgdo de colonia dentro de um tecido
contaminado (Borriello et al 2004; Schulz, 2014). Além disso, o biofilme também protege as
bactérias de serem fagocitadas, impede a a¢do de anticorpos do hospedeiro e também reduz a acao
dos antibidticos no local (Stoodley et al., 2005; Schulz, 2014). Por Gltimo, a instabilidade no foco
da fratura também tem um papel importante na propagacao da osteomielite. O movimento entre
os fragmentos prejudica a revascularizacdo nas extremidades ésseas, que por sua vez impede gque
celulas de defesa alcancem o foco da lesdo (Schulz, 2014).

Apresentacao clinica e diagnostico

As caracteristicas clinicas da osteomielite variam dependendo do estagio da doenca e da
severidade. Os principais sinais ocorrem nos tecidos em torno do sitio cirdrgico ou ferida, que
tornam-se edemaciados, avermelhados e sensiveis a palpagdo (Lew & Waldvogel, 2004;
Goodrich & Nixon, 2004; Schulz, 2014). Inicialmente os sinais clinicos se manisfestam como
claudicacdo leve, mas a medida que processo infeccioso evolui, a claudicacao evolui rapidamente
para graus mais acentuados. Além disso, pode haver drenagem de material pelo foco da fratura e,
consequentemente, formacdo de tecido de granulacdo no local (Goodrich, 2006). Os sintomas
sistémicos sdo pirexia (Goodrich, 2006; Schulz, 2014), depressao, anorexia parcial ou total, sendo
gue os Ultimos dois sinais clinicos sdo mais evidenciados em pequenos animais (Schulz, 2014).

Quanto a avaliacdo laboratorial, osteomielite cursa normalmente com leucocitose, seguida do
aumento das concentragbes de fibrinogénio plasmatico. Contudo, a presenga desses achados
isolados ndo confirma se ha infecgdo Ossea (Lew & Waldvogel, 2004; Goodrich, 2006; Schulz,
2014). Ja a concentracdo plasmatica da proteina C reativa, que € sintetizada pelo figado em
resposta a qualquer processo infecioso, parece mais confiavel para o acompanhamento da resposta
a terapia instituida. Sua concentracdo aumenta dentro de poucas horas apds a instaura¢do do
processo infeccioso e tende a retornar aos niveis basais no periodo de uma semana ap6s o inicio
do tratamento adequado na maioria dos casos (Unkila-Kallio et al., 1994).

Em alguns casos, a distingdo entre infeccdo 6ssea aguda ou apenas um processo inflamatério no
0ss0, 0 qual é resultante da intervencdo cirdrgica, pode ser um desafio para os ortopedistas. Mas
alguns sinais clinicos direcionam o diagndstico, como a persisténcia de temperatura corporal
elevada por mais de 48 horas ap6s o procedimento cirlrgico ou trauma e o desvio neutrofilico a
esquerda (Schulz, 2014).

O uso de técnicas de diagndstico por imagem também é primordial. Dentre elas a radiografia
convencional, que permite visualizar sinais que indicam edema nos tecidos moles, além de areas
de lise Ossea, que sdo sugestivas de degeneracdo 6ssea e até mesmo de reacdo periostal. No caso
do processo infeccioso se instaurar nas articulagdes, é notado a diminui¢do do espago articular ou
mesmo alargamento do espago. E importante ressaltar que estes achados ndo sio visualizados no
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periodo inferior entre 10 a 21 dias de infec¢do (Gold et al., 1991; Kaim et al., 2002), e 0 exame
radiogréafico s6 demonstrard os sinais tardiamente (Schulz, 2014).

A ultrassonografia pode ser mais sensivel para o diagnostico precoce da osteomielite aguda ou
para identificacdo de uma colecdo purulenta nos tecidos moles (Kaiser & Rosenborg, 1994; Mah
et al., 1994). Esse exame pode ser associado a aspiragéo guiada para coleta do contetdo oriundo
do processo infeccioso, que deve ser direcionado para a realizacao de cultura bacteriana (Trotter,
1996).

Outros recursos mais sensiveis, mas nem sempre disponiveis, sdo a tomografia computadorizada
(TC) e a ressonancia magnética (RM), que possuem excelente resolucdo. Com isso, pode-se
revelar lesdes precocemente como degeneracdo da medula Gssea, destruicdo cortical, reagdes
periosteais, lesGes articulares e danos aos tecidos circunjacentes (Santiago et al., 2003). Além
disso, a TC permite o uso de meios de contraste, que poderao ser utilizados nos casos em que haja
a necessidade do delineamento de abscessos e tecido necrético, diferenciando-os dos tecidos
sadios (Reef et al., 1991).

A RM é reconhecida como mais Util que a TC para a avaliagdo dos tecidos moles. Contudo, a RM
possui a capacidade de revelar edema dsseo precoce e, portanto, € mais Util para a deteccao
precoce da infeccdo. No entanto, a RM ndo € indicada para avaliacdo da resposta ao tratamento
instaurado, devido a persisténcia do edema da medula 6ssea durante muitos meses depois da cura
microbioldgica (Lew & Waldvogel, 2004). Além da boa sensibilidade da RM, este exame € (til
para o detalhamento de lesGes medulares, apesar de ndo possuir essa mesma capacidade para
revelar lesbes na cortical 6ssea como a TC (Goodrich, 2006).

A cintilografia permite o diagnostico das alteracfes funcionais presentes na osteomielite. A
cintilografia 6ssea com difosfonatos marcados com tecnécio-99m demonstra 0 aumento de
remodelacdo 0ssea na area contaminada. Essa sensibilidade, inclusive em uma fase precoce, a
torna o método de eleicdo no diagndstico de osteomielite aguda em pacientes sem doenca 0ssea
prévia e com o0sso radiologicamente normal. Creutzig, 1976; Sapienza et al., 2000). A limitagdo
da cintilografia é a incapacidade de distinguir se o turnover ésseo é decorrente ao processo
infeccioso, trauma recente ou desenvolvimento de fraturas. Além disso, resultados falso-positivos
também podem ocorrer em animais jovens, nos quais o desenvolvimento fisiol6gico ainda esta
ocorrendo (Schauwecker et al., 1990). O aumento de remodelagdo e da hipercaptagdo dos
difosfonatos ocorrem em diversas patologias, 0 que torna esse achado pouco especifico.

Relata-se a possibilidade de que a cintilografia 6ssea possa ser complementada pela cintilografia
com gélio-67, que é um marcador inflamatorio, cuja a captacdo poderia confirmar a presenca de
osteomielite. No entanto a concentracdo de galio-67 é, em parte, dependente da atividade
osteometabolica e ocorre em locais de remodelagdo 6ssea, mesmo na auséncia de infecgéo,
reduzindo sua especificidade (Sapienza et al., 2000).

Manejo terapéutico da osteomielite
Dentre 0s pontos para 0 sucesso da terapia da osteomielite, 0 mais importante é a escolha
adequada do antimicrobiano, o que faz necessario a realizacdo de cultura e antibiograma (Moore

et al., 1992; Goodrich, 2006; Mulon, 2013). Até a obtencdo do resultado da cultura, é indicado o
uso de antibidticos de largo espectro. Uma vez selecionado o antibidtico, é recomendada a
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administracdo parenteral juntamente com tratamento tdpico, visto que apenas o uso isolado de
antimicrobianos sistémicos ¢ ineficaz (Baxter, 1996).

Em seres humanos, recomenda-se 0 uso de antibioticos sistémicos por 4 a 6 semanas, se possivel
por via intravenosa (Lew & Waldvogel, 2004). Ja em equinos, geralmente o periodo minimo é
de 7 a 10 dias ou até quando os sinais de osteomielite ndo forem controlados (Ross et al., 1991).
Dessa forma, o periodo ideal para terapia ainda ndo é exato, sendo necessarios mais estudos para
determinar o tempo correto para descontinuagdo do antibiotico (Goodrich, 2006).

De forma alternativa ou como complemento a via parenteral, tanto na espécie equina como na
bovina, o uso de perfusdo regional com antibidticos de largo espectro é recomendado,
especialmente nos casos em que a lesdo seja nos membros (Goodrich, 2006; Mulon, 2013). Essa
técnica consiste na administracdo venosa de antibidticos que ficam retidos na circulagdo de
extremidades por um torniquete aplicado proximal ao local acessado (Baxter, 1996; Bultt et al.,
2001). A funcdo do torniquete € exercer a oclusdo do fluxo sanguineo, mantendo o farmaco na
regido acometida, durante o periodo que a oclusdo € mantida (Orsini et al., 2004). Mais
recentemente, a antibioticoterapia regional tem sido realizada por perfusdo intradssea, através de
parafusos canulados (Mulon, 2013).

Outra alternativa, empregada em pequenos e grandes animais, € o uso de um antibi6tico
impregnado em polimetilmetacrilato, tanto para prevencdo ou tratamento da osteomielite
(Goodrich, 2006; Schulz, 2014). Nessa técnica sdo confeccionadas pequenas esferas de resina
impregnadas de antibidticos, unidas por um fio de aco inoxidavel ou néilon, de forma a serem
depositadas no interior da ferida (Goodrich & Nixon, 2004; Schulz, 2014). O intuito dessa
associacado é a lenta liberacdo do antibiético, que chega a alcancar uma concentracao de até 200
vezes a obtida com o uso de antibioticos sistémicos, excedendo a concentragdo inibitria minima
por até 80 dias sem que haja efeitos toxicos (Klemm, 1993; Schulz, 2014). Tais implantes podem
ser removidos ao final da infec¢do ou até mesmo mantidos. Em equinos, ha relatos que implantes
de polimetilmetacrilato que foram colocados no momento do reparo da fratura e permaneceram
por 2 anos sem nenhuma complicagéo associada (Goodrich, 2006).

A gentamicina tem sido amplamente empregada neste tipo de implante, devido sua atividade
bactericida, por apresentar um amplo espectro e por ser hidrossoltvel e termoestavel (Wininger
& Fass ,1996). Além da gentamicina, outros antibi6ticos podem ser apropriados para 0 uso com
0 polimetilmetacrilado, como amicacina, tobramicina, amoxicilina, ciprofloxacino, imipenem,
ticarcilina, cefazolin, clindamicina, vancomicina, eritromicina, metronidazol e fruoroquinolonas
(Goodrich, 2006).

Manejo cirurgico da osteomielite

Nos casos em que a osteomielite evolui para o estagio de cronicidade, torna-se necessario associar
o0 tratamento cirurgico a terapia antimicrobiana. Os objetivos da cirurgia sdo de remover todo
tecido necrético e viabilizar a vascularizacdo do local. O tecido necrético, além de interferir no
processo cicatricial, atua como corpo estranho, dificultando a terapia. Para este fim, é empregado
o0 desbridamento no foco da lesdo até que se alcance um tecido 6sseo sadio. Todos os tecidos
circunvizinhos acometidos também devem ser removidos, caso contrario havera alta taxa de
recidiva (Eckardt et al., 1994; Dernell, 1999).
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Um ponto que se torna muito desafiante para os cirurgides é o quando de tecido 6sseo deve ser
removido, considerando-se que pode ser dificil distinguir tecido morto de tecido vidvel. Para isso
existem técnicas, como a medida o fluxo sanguineo por meio de laser doopler (Kelly, 1985) ou
atraves de sinais radiol6gicos como a esclerose 6ssea (Hass & McAndrew, 1996). No entanto a
técnica mais comumente utilizada é a aparéncia do 0sso no momento da cirurgia e a presenca de
hemorragia punctata (Koval et al., 1992; Walenkamp, 1997; Mader et al., 1999). Uma vez
removido todo tecido desvitalizado, a fratura deve ser estabilizada e o implante aplicado
anteriormente deve ser removido (Trotter, 1996). Além disso, apds a remocdo do tecido
contaminado, 0 mesmo deve ser encaminhado para realizagédo de cultura e antibiograma e assim
escolher o melhor antibi6tico para o tratamento (Goodrich, 2006). Cabe ressaltar que apds o
desbridamento alguns problemas podem ser acarretados no emprego desta técnica, como a
formacéo de um grande espaco morto. Além disso, a remoc&o significativa de tecido 6sseo pode
levar a mais instabilidade. Em alguns casos se torna necessaria a reconstrucao dssea e dos tecidos
moles, como flaps de pele e musculo (Mathes, 1982).

O enxerto 6sseo tem sido utilizado para acelerar o processo de cicatrizagdo da fratura, além de
promover a cicatrizacdo de ndo uniBes 60sseas e fraturas contaminadas (Goodrich, 2006; Marsh,
2006). Os enxertos 6sseos sdo utilizados de acordo com o tamanho do defeito criado apds o
desbridamento. Em seres humanos é indicado, em defeitos menores que 6 cm, que 0 espaco seja
preenchido com enxertos autélogos convencionais, como o da crista iliaca. JA em os defeitos
maiores que 6 cm € indicada a técnica de distracdo osteogénica (método de lIlizarov) ou a
utilizacdo de enxerto dsseo vascularizado (Lin, 1997; Stevanovic et al.,1999).

Os enxertos vascularizados possuem a capacidade se incorporarem no local do receptor e possuem
uma maior capacidade de osteogénese, osteoinducdo e osteocondugdo (Green, 1985; Cooney,
1988; Marsh, 2006). Para aplicacdo dessa técnica, 0 0sso € removido do doador, junto a seu
suprimento vascular, que depois sera transplantando para a area acometida, sendo necessaria a
anastomose como os vasos locais do receptor (Jupiter, 1997). Os enxertos pediculares podem ser
simplesmente 0ssos ou podem incluir 0sso, musculo, fascia e ou pele (Munoz et al., 1990).

Por altimo, uma outra forma que pode ser considerada enxerto é a utilizagdo de antibiotico
impregnado em polimetimetacrilato, o qual é introduzido no local do defeito 6sseo desta forma
ocorre o preenchimento do espago morto, até a reconstrucao 6ssea (Lew, 2004).

Unido retardada, ndo unido 6ssea.

O processo de unido 6ssea pode sofrer algum tipo de interferéncia que impega a fusdo 6ssea.
Existem terminologias distintas para essas falhas. A unido atrasada é caracterizada pela formagéo
de um calo intramedular tardio, cuja resposta periosteal é cessada antes da unido ter sido
alcancada. Ja a ndo-unido 6ssea é um processo de formacgdo de tecido cicatricial, em que a taxa
de osteogénese endosteal e periosteal é nula ou baixa, sendo compensada pela reabsorcéo 6ssea.
Essa situacdo é evidenciada pelo interrompimento da formagdo de novos 0ssos periosteal e
endosteal, com presenga de esclerose do canal medular nos cotos fraturados. No entanto, se
ocorrer formacao 6ssea periosteal, mas sem a formag&o de pontes bem-sucedidas, a morfologia
das extremidades da fratura seré hipertrofica e a cicatriz pode ser rigida. Todavia, se ndo houver
tal fase, o resultado final do processo torna-se incompleto, acarretando em ndo-unido havendo
intervalo entre os fragmentos 6sseos e mobilidade no foco da fratura (Marsh, 1998).
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Como foi descrito, as ndo unides possuem caracteristicas distintas, podendo ser hipertroficas ou
atroficas. No caso da ndo unido hipertréfica, hd um grande calo ineficiente para causar a unido
Ossea. Quando visualizado por radiografias convencionais, existe um calo amplo, mas é possivel
visualizar a abertura da fratura, caracterizada por linha radiolucente em vez de uma ponte 0ssea.
Devido a tais caracteristicas radiologicas, essa forma de ndo unido recebe o nome de pata de
elefante (Babhulkar et al., 2005).

Acredita-se que o calo hipertrofico se origina do excesso de micro movimentos de compresséo
axial, que estimulam a formagéo de calo 6sseo de uma maneira exagerada. Tais caracteristicas,
combinadas com o tamanho do intervalo entre os fragmentos 6sseos, determina as ndo unifes
hipertréficas. (Claes et al., 1998; Claes & Heigele, 1999).

Ja 0s mecanismos que conduzem a ndo unido atréfica sdo completamente diferentes. Estdo
relacionados a cicatrizagdo 6ssea comprometida devido a deficiéncia de mediadores importantes,
que por sua vez é promovida por danos no suprimento vascular, destrui¢do do periosteo e enddsteo
(Bishop et al., 2012). Outros fatores envolvidos s&o 0 uso excessivo de materiais empregados para
osteossintese, utilizagdo de materiais ndo apropriados para confecgdo dos implantes, manejo pos-
operatorio improprio e fatores metabolicos (Schmaedecke et al., 2003; Barrena et al., 2015).
Alguns fatores mecéanicos podem induzir essa alteracdo, como a fixa¢do excessivamente rigida
sobre os fragmentos 6sseos, forcas de compresséo insuficientes e distancia muito grande entre os
fragmentos 6sseos que impeca formacdo de ponte 6ssea. Nas imagens radioldgicas, a ndo unido
atrofica demonstra a auséncia de formagdo de calo 6sseo com estreitamento das extremidades
0sseas, 0 que gera uma grande zona radiolucida no intervalo de fratura (Hobby & Lee, 2013).

Em resumo, se ndo houver a cura da fratura no periodo de quatro meses, considera-se unidao
atrasada. No entanto se a cura dssea ndo for obtida seis meses apds a ocorréncia da fratura,
considera-se ndo unido, embora o diagndstico necessite de caracteristicas radiolégicas especificas
por meio de alteracdes no foco da fratura (Barrena et al., 2015).

Manejo terapéutico das ndo unides 0sseas

Para 0 sucesso no tratamento das ndo-unides 0sseas, primeiramente torna-se necessario identificar
a causa primaria que esta interferindo de forma biol6gica e/ou mecénica no processo de
cicatrizacdo (Schmaedecke et al., 2003). Tratando-se de n&o unides hipertréficas € recomendado
0 manejo cirurgico, sendo indicada troca dos implantes utilizados por dispositivos que promovam
maior estabilidade e que possuam a capacidade de reduzir o espaco interfragmentario e
proporcionar quantidade limitada de forga de compressao (Augat et al., 1998; Hak, 2011). Como
complemento ao manejo cirdrgico, o tratamento adicional com ultrassom ou terapia de ondas de
choque externa tem sido proposto, mesmo que faltem evidéncias da sua real eficacia (Romano et
al., 2009; Bashardoust et al., 2012).

Nas ndo-unibes atroficas também é necessario a intervencdo cirurgica, que basicamente tem os
mesmos objetivos da ndo-unido hipertrofica de eliminacdo de fatores mecéanicos, por meio da
modificacdo da técnica utilizada para osteossintese e reducdo do espago entre os fragmentos.
Além disso, a nova técnica empregada deve favorecer que as forcas de compressdo entre 0s
fragmentos atuem sobre as extremidades 6sseas de uma forma controlada, para que haja estimulo
ao crescimento do calo dsseo e por Ultimo deve-se proporcionar um suprimento vascular para o
foco da fratura (Hobby & Lee, 2003).
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Como complemento, a utilizacdo de enxertos 6sseos autélogos ou auto enxertos tem sido proposta
como um adjuvante a cirurgia para o tratamento das ndo unifes désseas. No caso de enxerto
autdlogo, esta técnica induz nova formacdo d6ssea (osteoinducdo), o que promove a reparacao.
Isso se deve ao fornecimento de células de linhagens osteogénicas no local da fratura, além da
liberacdo de fatores de crescimento no local, que induzem a reparacdo local. Ocorre também o
estimulo de células osteoprogenitoras a se diferenciarem em osteoblastos, que aumentam a sintese
de colageno. Adicionalmente, o enxerto autélogo fornece uma espécie de arcabouco onde um
novo 0sso é formado, em um processo chamado de osteocondugdo. Esse arcabougo fornece uma
ponte sobre os fragmentos 0sseos, que Se incorporam com O NOSSO 0SSO, proporcionando a
cicatrizacdo 0ssea (Green, 1985; Cooney, 1988; Marsh, 2006). Por ltimo, os enxertos autélogos
fornecem o suporte estrutural. Um exemplo disso é sua utilizacdo nas correcGes de fraturas em
que ha deformidade. Nesse caso, 0 enxerto pode ser colocado no lado cdncavo, onde existe a falha
Ossea e, uma vez alcangado o eixo ésseo correto, um dispositivo de fixacao interna ou externa é
aplicado para estabilizag&o da fratura (Marsh, 2006).

Além dos enxertos, existem diversos estudos utilizando meios adjuvantes para a terapia das ndo
unides dsseas. Dentre eles, utilizou-se hidroxiapatita associada a medula dssea autéloga e a
proteina osteogénica humana 1 (rhOP -1) em ovelhas, sendo demonstrado que o reparo 6sseo foi
comparavel ao enxerto autélogo (Boer et al., 2003). Outro método utilizado para acelerar a
cicatrizagdo 0ssea é a utilizagdo de proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), as quais possuem
propriedades osteoindutivas. Em estudos clinicos recentes utilizando BMPs, em particular a
BMP-7, foi demonstrado que sua eficacia foi comparavel a do enxerto 6sseo autégeno com uma
taxa de unido média de 87%, em comparacdo com 93% para o enxerto 6sseo (Cecchi et al., 2016).
Biomateriais também tém sido utilizados como estratégia alternativa para acelerar a cicatrizacéo
6ssea. Por exemplo, biomateriais degradaveis em combinagdo com fatores osteogénicos, como o
paratormdnio, que possui exibe caracteristicas osteogénicas in vitro e estimula a formacao dssea
in vivo (Valin et al., 2001; Lozano et al., 2012).

Por fim, a utilizacdo de células tronco mesenquimais oriundas da medula 6ssea (CTMs). Essas
células representam uma maneira terapéutica eficiente de estimular o reparo de uma fratura éssea
com sua capacidade osteogénica e seu potencial de residéncia em um local de lesdo (Ren et
al.,2012). Quando administradas na presenca de uma fratura éssea, as CTMs chegam ao local da
fratura (Kumar et al., 2012) e se integram na medula, no 0sso e na cartilagem do hospedeiro
(Pereira et al., 1998). A utilizagdo dessas células pode ocorrer de duas formas, uma delas é por
meio da aspiracdo da medula éssea e da aplicacao direta no local da lesdo (Capraru et al., 2015).
Esta técnica foi empregada em um estudo utilizando a aplicacdo percutanea de aspirado de medula
Ossea em pacientes humanos portadores de ndo unido 6ssea em 0sso longos e os resultados
demonstraram que 17 de 20 pacientes tratados obtiveram sucesso (Garg et al.,1993). Goel et al.
(2005) demonstraram, em estudo clinico em seres humanos portadores de fratura de tibia, que a
injecdo percuténea de aspirado de medula 6ssea sob anestesia local produziu unido éssea clinica
e radiolégica em 75% dos pacientes tratados.

A outra forma de utilizacdo de CTMs é por meio da aspiracdo e concentracdao destas células.
Hernigou et al 2005 utilizaram essa técnica em pacientes portadores de ndo-unido atréfica em
tibia com resultados satisfatorios para consolidacdo dssea. Os autores acreditam que a
concentracdo de células utilizadas é importante, pois aumenta o numero de células
osteoprogenitoras apds a aspiragéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram executados dois experimentos. No primeiro, realizou-se um teste inicial de reatividade e
biocompatibilidade do compdésito no tecido subcutdneo de roedores. No segundo, a
biocompatibilidade foi reavaliada e a resisténcia mecéanica da haste para promover osteossintese
de fraturas femorais foi testada em bovinos jovens.

4.1. BIOCOMPATIBILIDADE DO COMPOSITO DE RESINA DE POLIESTER
ASSOCIADA A FIBRA DE VIDRO EM RATOS WISTAR

Foram selecionados sete ratos albinos Wistar com idade média de 70 dias e peso inicial em torno
de 200 g, higidos que receberam ambos os tratamentos (poliacetal e composito de poliéster e fibra
de vidro). O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA)
da UNIFENAS n° 32A/2016.

Os animais foram mantidos em caixas coletivas, alocados em estante com ventilagdo, temperatura
e luminosidade controladas, com ragdo comercial e agua ad libitum. Para o procedimento
experimental, os animais foram privados de agua e alimento por quatro horas antes do
procedimento anestésico, que consistiu na administracdo intraperitoneal de cloridrato de
quetamina 5% (60 mg/kg) associada a cloridrato de xilazina 2% (2 mg/kg). Ap0s estabelecida a
anestesia com perda dos reflexos digitais e palpebrais, 0s animais foram mantidos anestesiados
por meio de mascara, inalando isoflurano a 2% vaporizado a 100% de oxigénio.

Apbs tricotomia da regido dorsal da caixa toracica de uma area com cerca de 5 cm?, realizou-se
antissepsia do campo operatorio com solucédo de alcool iodado a 1%. Uma inciséo longitudinal de
1 cm foi realizada de cada lado do dorso do animal, com Iamina de bisturi n° 24 acoplada em cabo
n°4. Foi respeitada uma distancia sempre superior a 3 cm entre as incisdes para evitar
manipulagdes indevidas da regido contralateral. A divulsdo da pele e do subcutaneo foi realizada
com tesoura Metzembaum, de modo a obter um pequeno espago para alojar o implante (Fig.1).
No grupo experimental utilizou-se um composito de resina de poliéster e fibra de vidro e no grupo
controle utilizou-se o poliacetal. Ambos os fragmentos mediam 0,5 cm? e foram previamente
esterilizados em autoclave a 136°C por 30 minutos.
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Figura 1. Inser¢do de implantes subcutaneo em ratos Wistar. A) Observa-se, apds tricotomia, os dois pontos
de inser¢do do fragmento de poliacetal (seta amarela indica o lado direito - controle) e do compésito de
resina poliéster e fibra de vidro (seta vermelha indica o lado esquerdo - experimental). B) Momento da
insercdo do fragmento no tecido subcutaneo.

Em todos os animais, implantou-se o fragmento do compdsito de poliéster e fibra de vidro no
antimero esquerdo (grupo experimental GE) e o fragmento de poliacetal no antimero direito
(grupo controle GC). Ap6s a implantacéo, as feridas cirdrgicas foram suturadas com fio de nylon
4-0 padrao simples separado. Cada animal recebeu uma dose Unica de enrofloxacina 5% na dose
de 5 mg/kg por via subcutdnea e meloxicam 0,2% na dose de 0,6 mg/kg também por via
subcutanea, no intuito de evitar proliferacdo bacteriana e promover analgesia pds cirdrgica.

Os animais foram avaliados diariamente quanto aos aspectos clinicos, mudancas de
comportamento e sinais de cicatrizacdo. Apo6s 45 dias da implantacdo, os animais foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico em camara contendo insoflurano e, apds constatado
apneia e assistolia, o deslocamento cervical foi empregado como método de confirmacao de
morte.

Cada sitio de implantacdo foi removido em bloco (pele, subcutaneo e musculatura). A
macroscopia foi avaliada e, posteriormente, fixados em solucdo de formalina tamponada a 10%
por 48 horas. Apds isso, foi realizada a clivagem e processamento histolégico de rotina, resultando
em laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE).

Avaliagéo histologica
As laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico de campo claro em objetivas de 5X e 10X
para avaliacdo tecidual geral em objetiva e em objetiva de 40X para estabelecimento dos escores

de reatividade conforme descrito na Tabela 1. Com base no escore médio do grupo,
contabilizando-se os escores individuais para cada um dos parametros histolégicos, a reatividade
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de material implantado foi estabelecida segundo as normas da 1SO 10993-6! (2007) descritas na

Tabela 2.

A média geral do grupo foi calculada com base na média aritmética do escore total de cada
individuo. No célculo do escore total do individuo, calculou-se a média dos escores de cada
variavel. Contudo, os escores dos parametros de inflamacdo, de necrose e das incidéncias de
polimorfonucleares, linfécitos, plasmdcitos, macrofagos e células gigantes tiveram peso 2 (foram
multiplicados por 2). E os outros parametros, que incluem intensidade de neovascularizagao,

fibrose, infiltracdo gordurosa, necrose traumatica e residuos estranhos, tiveram peso 1.

Tabela 1. Parametros histolégicos utilizados, para avaliacdo do tipo de resposta frente ao dispositivo

implantado no subcuténeo dos ratos.

Tipo de Resposta Escore
0 1 2 3 4
Células polimorfonucleares 0 Raro, 1-5/pc? 5-10/ pc? . I_:orteN Densa infiltracdo
infiltracéo
Linfdcitos 0 Raro, 1-5/ pc? 5-10/ pc? . '.:ortEN Densa infiltracdo
infiltracdo
Plasmdcitos 0 Raro, 1-5/ pc? 5-10/ pc? . '.:ortEN Densa infiltracdo
infiltracdo
Macrofagos 0 Raro, 1-5/ pc? 5-10/ pc? . '.:ortEN Densa infiltracdo
infiltracdo
. . Forte .
- a - a
Células gigantes 0 Raro, 1-2 pc 3-5/ pc infiltracéo Lencois celulares
Necrose 0 Minima Leve Moderada Intensa
Multiplos
Neovascularizacdo 0 Minima 4-7 capilares vasos com Extensa formagao
tecido de vascular
sustentacdo
Fibrose 0 Estreita Moderada Espessa Intensa
Infiltracdo gordurosa 0 Minima Média Moderada Gor_d ura cerca o
implante
Residuos estranhos Ausente Presente

Tabela 2. Escore histolégico para avaliacéo da resposta tecidual do teste de biocompatibilidade, segundo

(1S010993-6, 2007).

Escore

Tipo de resposta

0a29
30a89
9,0a15,0

> 15,0

Nao irritante
Irritante leve
Irritante moderado
Irritante Severo

! International organization for standardization
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4.2. TESTE IN VIVO DA HASTE INTRAMEDULAR BLOQUEADA
COMPOSTA DE RESINA DE POLIESTER ASSOCIADA A FIBRA DE VIDRO
PARA IMOBILIZACAO DE FRATURAS FEMORAIS EM BEZERROS
JOVENS

Animais

Foram utilizados seis bezerros machos da raga Holandesa, com idade entre 4 a 6 meses, pesando
em média 61 +15 Kg, obtidos de criatérios comerciais da regido de Alfenas — MG. Apdés a
realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos para constatar sua higidez, foram
encaminhados para Escola de Veterinaria da UFMG, em Belo Horizonte - MG e mantidos no
galpéo do setor da reproducdo de grandes animais em baias de 4 metros quadrados com cama de
maravalha, , onde receberam ragdo comercial, feno & vontade e agua ad libitum.

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (n° 343/2013). No sentido de minimizar o uso de animais
e acordo com 0s conceitos da ciéncia do Bem-Estar Animal, que envolvem uso de técnicas
alternativas, redugdo no nimero de animais e refinamento nas técnicas, a capacidade da haste
testada em suportar as cargas mecanicas caracteristicas de um bezerro em estatica ou dindmica
foram previamente avaliadas e confirmadas por meio de um estudo de simulagdo computacional
desenvolvido em parceria com Escola de Engenharia da UFMG (Paolucci et al, 2018).

Haste Intramedular

O compdsito de resina de poliéster com fibra de vidro em forma de bastdo, um material de baixo
custo e facil aquisicdo, foi obtido de empresas especializadas na confeccdo de hastes para
colhedeiras de café. O bastéo é produzido pelo processo de pultrusdo, que envolve o aquecimento
de fibras de vidro embebidas em resina (Fig.2). Essas hastes estdo disponiveis para compra em
casas de insumos de agropecuaria e foram adquiridas ao preco médio de R$ 4,00 reais 0 metro
linear.
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—— ————————— .
Figura 2. BastGes de composito de poliéster e fibra de vidro (esquerda). Esquema do processo de pultruséo
(direita), quando as fibras de vidro sdo dispostas de forma paralela (alto) sendo posteriormente embebidas
na resina de poliéster e aquecidas (abaixo).

Anestesia

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 36 horas. No dia do ato experimental, foram
contidos fisicamente para obteng&o de acesso venoso na veia jugular esquerda e acesso arterial na
artéria marginal da orelha esquerda. Realizou-se pré-medicacdo com xilazina (0,05 mg/Kg, 1V),
induziu-se a anestesia geral com propofol (4 mg/Kg, 1V) e os animais foram intubados e
conectados a um sistema circular valvular, realizando-se a manutencgao anestésica com isoflurano
inicialmente com uso de uma concentracdo alveolar minima (CAM), diluido em 100% de
oxigénio, ajustando-se posteriormente conforme requerimento anestésico. Todos o0s bezerros
foram mecanicamente ventilados, instituindo-se pressdo de pico de 20 cmH20 e frequéncia
respiratéria em 12 mov/min, para manutencdo da capnometria entre 35-40 mmHg. Realizou-se
blogueio dos nervos isquiatico (abordagem parasacral) e femoral (abordagem ventral ao ileo),
guiados por ultrassonografia e neuroestimulagdo, empregando-se ropivacaina 0,15% em volume
de 0,1 mL/Kg por ponto de bloqueio. Os bezerros foram monitorados por todo ato
cirurgico/anestésico por meio de oximetria de pulso, eletrocardiograma, pressao arterial invasiva,
temperatura corporea, capnografia e hemogasometria arterial. Fluidoterapia de manutencéo foi
realizada com ringer lactato (10 mL/Kg/h). Caso houvesse elevacdo em mais de 20% nos valores
de pressdo arterial média e/ou frequéncia cardiaca, coincidindo com manipulagéo cirdrgica,
suplementagdo analgésica intraoperatoria seria realizada com fentanil (5 mcg/Kg, 1V), conforme
requerimento (Fig.3).
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Figura 3. Bezerro submetido a anestesia geral inalatoria, logo antes do procedimento de fratura e
osteossintese com haste intramedular bloqueada composta de poliéster e fibra de vidro.

Cirurgia para fratura e insercdo da haste

Apds os procedimentos rotineiros de antissepsia e com a anestesia geral estabilizada, foi induzida
fratura obliqua do fémur esquerdo, prontamente fixada pelos implantes. Para exposic¢ao do fémur
foi utilizada abordagem lateral segundo técnica previamente descrita (Milne & Turner, 1974). A
inducdo da fratura no fémur foi realizada por meio de uma incisdo de forma obliqua em sua
diéfise, na transicao entre os tercos médio e proximal. Tais fraturas foram realizadas em sentido
caudo-proximal para cranio-distal com fio serra, em um angulo de 30 graus em relacdo ao eixo
longitudinal do osso, sendo o ponto inicial de corte localizado trés centimetros distalmente ao
trocanter menor do fémur, em sua face caudal.

A reducdo da fratura foi feita pela aplicacdo retrograda da haste de poliéster e fibra de vidro de
acordo com a espessura do canal medular (minimo de 80% do didmetro do canal medular na
diafise), apds a abertura do canal medular com uma broca de ago de mesmo diametro da haste.
Essa abertura foi realizada apenas na extensdo do canal medular no fragmento distal e no proximal
se entendeu até produzir abertura no trocanter maior. Para blogueio da haste foram utilizados dois
parafusos 6sseos corticais de a¢o inoxidavel (4,5 mm de didmetro) em cada fragmento, colocados
de forma transversal ao eixo do 0sso, inseridos na face lateral de forma a fixar a cortical de ambos
os lados (Fig.4). Esse procedimento foi realizado ap6s perfuragdo tanto da cortical quanto da haste
com uma broca de ago (4 mm de didmetro).
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Todos os animais receberam como terapia antimicrobiana, benzilpenicilina procaina,
benzilpenicilina potéassica e estreptomicina (20,000 UI/Kg) e gentamicina 6,6 mg/Kg, durante 5
dias a cada 24 horas e para controle da dor, foi utilizado tramadol (3 mg/Kg) durante 4 dias a cada
12 horas e meloxicam (0,6 mg/Kg) no primeiro dia pés operatério e (0,3 mg/Kg) durante 6 dias.

Figura 4.Técnica de fratura e osteossintese com haste intramedular bloqueada composta de poliéster e fibra
de vidro em bezerros. (A) incisdo da pele com exposi¢cdo muscular, (B) exposicdo da diafise do fémur
esquerdo, (C) setas amarelas indicam o posicionamento do fio serra sobre a terco médio da diafise do fémur
esquerdo, (D) diafise do fémur esquerdo seccionada (E) setas amarelas indicam aplicacdo retrograda da
haste intramedular, (F) mensuracdo das perfuracdes na diafise do fémur (G)setas amarelas indicam
aplicacao do parafuso cortical de 4,5mm (H) diafise de fémur ap6s o término da Osteossintese.

Analise comportamental

ApoOs 0s bezerros passarem pelo procedimento cirdrgico e pela recuperagdo anestésica, todos
foram encaminhados para baias de 4 metros quadrados com cama de maravalha, onde receberam
feno e ragdo comercial, sendo eles divididos inicialmente em 2 grupos de 3 animais por baia.a.

Previamente foi instalado em cada baia uma camera analégica? que era interligada em uma
unidade de gravacéo®, onde as imagens foram armazenadas e posteriormente avaliadas. Como as
cameras utilizadas gravavam apenas quando a iluminacao era intensa, as imagens foram obtidas
durante o periodo de claridade (06:30 — 17:30), por amostragem de todas as ocorréncias e
monitoramento continuo dois dias antes da cirurgia e dois dias imediatamente apds a cirurgia.
Com o intuito de avaliar possiveis alteracdes de comportamento, ocasionadas pelo procedimento

2 Hdcvi Intelbras®
3 Hdcvi Intelbras®
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cirdrgico a coleta destas imagens foi em tempos pré-determinados, que se iniciou dois dias antes
da cirurgia e quinzenalmente até a oitava semana pds-operatoria.

Onde foram avaliados o tempo que 0s animais se mantinham em estacéo, tempo que permaneciam
deitados e o tempo de interesse pelo alimento ap6s a oferta de ragdo nos cochos, onde foi
observado o tempo de chegada ao cocho. Sendo que 0s mesmos animais ficaram nestas mesmas
condicdes, previamente a realizacdo da cirurgia, durante 7 dias, para coleta dos dados basais de
cada animal.

Avaliacdo pds-operatéria

Exames radioldgicos foram realizados antes da cirurgia, no p6s-operatério imediato e aos 15, 30,
45 e 60 dias pos-operatorio. Utilizaram-se incidéncias craniocaudal e obliqua lateral com
poténcia 90 kilovolts (KV) e 2,5 miliamperes por segundo (mAs) para verificar a posicdo dos
implantes, a formagdo do calo 6sseo e possiveis complicagdes como instabilidade do foco
comomigracgao do implante, areas de osteolise e alteracdes periostais. Para realizacdo do exame,
foi utilizado um emissor de raio X portatil* e as imagens foram digitalizadas em um sistema de
radiologia computadorizada® e armazenadas em uma unidade de gravagéo®.

Adicionalmente, exames ultrassonogréaficos foram realizados nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias p6s-
operatdrio, com objetivo de avaliar a formac&o de calo 6sseo, a sobreposicdo entre os fragmentos
6sseos e a formacdo de seroma. Foi utilizado aparelho de ultrassonografia’, com probe linear e
convexa de 10 mhz. Durante a realizacdo do exame, os animais foram contidos em posigdo
quadrupedal. Para avaliagdo do foco da fratura a probe foi posicionada no ter¢o médio do fémur,
em seguida foi avaliado o ponto de inser¢do da haste. Para tais avalia¢Ges, foi criado um escore
de zero a trés, conforme tabela trés.

Tabela 3. Escores para avaliagdo ultrassonografica do foco da fratura e ponto de insercdo da haste.

Escore Alteragdes ultrassonogréaficas
0 Sem alteracGes
1 Discreta irregularidade ao redor da linha de sutura
2 Discreto acimulo de liquido
3 Severo acumulo de liquido

Por um periodo de 60 dias, amostras de sangue foram obtidas semanalmente por pun¢éo da veia
jugular e condicionadas em tubos contendo EDTA para a realizagdo de hemograma e
determinagdo das concentracBes de proteinas totais e fibrinogénio plasmaticos utilizando
metodologia manual. A cada quinze dias foram coletadas amostras de sangue em tubo contento
ativador de coagulo que foram utilizadas para determinacdo das concentracGes de alanina
aminotransferase (TGP), aspartato aminotranferase (TGO), creatinina, gama glutamil tranferase
(GGT), glicose, globulinas, albumina, relacdo albumina globulina, ureia e fosfatase alcalina (FA).
Onde foi utilizada a metodologia enzimética UV para obtencéo dos valores de TGP, TGO, GGT,
FA. Proteinas totais e albuminas foi utilizado IR calorimétrico e método cinético para creatinina.

4 Orange® modelo1060 HF
5 CR Regius modelo 110®
® CR Regius modelo 110®
" Mindray modelo M5
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Ja os valores de glicose foram obtidos através do método IR enzimético e diferenca matematica
para obtencéo dos valores de globulinas.

Biopsia 0ssea

Apos 30 e 60 dias de pds-operatorio, os animais foram submetidos a bidpsia do calo dsseo. As
amostras foram obtidas utilizando uma agulha de aspiracéo de medula dssea?, no terco médio da
di&fise na face lateral do fémur fraturado. Apds a sedagdo com xilazina 2% (0,05 mg/Kg) e
anestesia local com lidocaina 2%, foi realizada a tricotomia seguida de antissepsia com
clorexidina degermante e remog¢do com solucdo alcodlica 70%. Confirmada o posicionamento da
agulha sobre o calo dsseo, por meio de ultrassonografia e radiografia, a agulha foi introduzida
através do calo da cortical lateral do fémur para remog¢&o da amostra (Fig.5).

Figura 5. Procedimento de bidpsia 6ssea em bovinos jovens submetidos a osteossintese experimental de
fratura femoral com haste intramedular de resina de poliéster e fibra de vidro. (A) Ultrassonografia para
localizacdo do calo 6sseo da fratura (B) Radiografia da agulha de bidpsia 6ssea sobre o calo 6sseo (C)
Bidpsia 6ssea com agulha de Jamishidi ® (D) Fragmento do calo 6sseo.

8 Jamishidi®
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Os fragmentos Osseos foram fixados em formalina tamponada 10% e posteriormente
descalcificados em solucéo contendo 250 ml de &cido férmico (90%), 100g de citrato de sddio e
750 ml de &gua destilada. Apds completa descalcificacdo, esses fragmentos foram processados
por meio de técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, cortados em micrétomo a 5um, corados
por HE e examinados em microscépio de luz. Para avaliacdo da formacdo do calo 6sseo, foi
utilizado um sistema de escore, descrito na tabela quatro.

Tabela 4. Escores para alteracfes histoldgicas no foco da fratura de bezerros submetidos a fratura e
osteossintese com haste intramedular de resina de poliéster e fibra de vidro.

Escore Achados histoldgicos no foco da fratura
1 Tecido fibroso (calo fibroso)
2 Principalmente tecido fibroso e pequena

quantidade de tecido cartilaginoso

3 Quantidades similares de tecido fibroso e tecido
cartilaginoso

4 Somente tecido cartilaginoso

5 Principalmente tecido cartilaginoso e pequena
guantidade de osso imaturo/primario

6 Quantidades similares de tecido cartilaginoso e
0ss0 imaturo/primario

7 Significante quantidade de osso imaturo/priméario
e pequena quantidade de tecido cartilaginoso

8 Somente 0sso imaturo/primério

9 Osso imaturo/primario e pequena quantidade de
0sso maduro/lamelar/secundario

10 Somente 0sso maduro/lamelar/secundario

Adaptado de Perry et al., 2003.

Andlise de dados

Para a avaliacdo comportamental, computou-se as médias e desvios-padrdo das porcentagens do
tempo em decubito, realizando comparacdo dos tempos, com analise de variancia em blocos ao
acaso. Para as analises laboratoriais, computou-se as médias e desvios-padrdo dos exames
hematoldgicos e bioquimicos, realizando comparacao de tempos, com analise de variancia em
blocos ao acaso e comparagdo das médias com teste de Tukey. Sendo considerado significativo
quando p <0,05.
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5. RESULTADOS

Biocompatibilidade do compdsito de resina de poliéster associada a fibra de vidro

De forma geral, ndo foram detectadas alteragfes macroscopicas exuberantes. O que se percebeu
foi uma aderéncia do implante ao tecido subcutaneo, com formagéo de um tecido fibroso firme e
bem vascularizado (Fig. 6)

fage 4y
. . " . v 3
i : L ]

Figura 6. Fotomicrografia do tecido cicatricial que envolvia os implantes de poliacetal e do compdsito de
resina de poliéster e fibra de vidro. Coloracéo por HE, aumento de 4x. Animal controle: (A) setas vermelhas
indicam a presenca de cépsula fibrosa e (B) presenca de brotamentos vasculares caracterizando
neovascularizagdo. O mesmo se vé no Animal experimental: (C), presenca de capsula de tecido fibroso e
(D) presenca de neovascularizagéo.
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Os achados histolégicos estdo descritos nas Tabelas 5 e 6. De acordo com o0s critérios
internacionais (Tab. 2), ambos os materiais foram classificados como irritante leve.

Tabela 5. Avaliacdo histolégica semi-quantitativa dos animais do grupo controle baseada em coloracdo de
HE.

Grupo controle

Identificacdo do R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
animal
Inflamacédo 0 0 0 0 0 0 0
polimorfonuclear
Linfocitos 0 0 1 2 2 1 0
Plasmacitos 0 0 0 0 1 0 0
Macréfagos 0 0 0 0 0 0 0
Células gigantes 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0
Sub total (x 2) 0 0 2 4 6 2 0
Neovascularizagéo 2 2 1 2 2 2 2
Fibrose 0 2 2 2 2 2 2
Infiltracdo 0 0 0 0 0 0 0
gordurosa
Necrose traumatica 0 0 0 0 0 0 0
Residuos estranhos 0 0 0 0 0 0 0
Sub-total 2 2 3 4 4 4 4
Total 2 2 5 8 10 6 4
Média total do
grupo 5,2

Tabela 6. Avaliacdo histoldgica semi-quantitativa dos animais do grupo experimental (baseada em
coloracdo de Hematoxilina e eosina).

Grupo
Experimental
Identificacéo do R1
animal
Inflamagé&o
polimorfonuclear
Linfdcitos
Plasmocitos
Macrofagos
Células gigantes
Necrose
Sub total (x 2)
Neovascularizacdo
Fibrose
Infiltragdo gordurosa
Necrose traumatica
Residuos estranhos
Sub-total
Total
Meédia total do
grupo 6,7
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Técnica cirurgica para inducdo da fratura e osteossintese.

A abordagem do fémur esquerdo através da face lateral da coxa permitiu o facil acesso ao seu
terco médio, possibilitando a inducgdo da fratura e a aplicacéo retrograda da haste intramedular.
Contudo, a aplicacdo de parafusos de bloqueio nas extremidades da diéfise, conforme preconizado
pelo estudo de simulagdo computacional (Paolucci et al 2018), ndo foi possivel devido a limitaco
de exposicdo cirdrgica promovida pela presenca da origem e inser¢do dos musculos biceps
femoral, gastrocnémio e vasto lateral.

O alinhamento dos fragmentos 6sseos, apos a introducao da haste no canal medular e aplicacdo
dos parafusos corticais, propiciou uma boa congruéncia entre as extremidades e a imobilizacao
imediata do foco da fratura. No entanto, ndo foi possivel realizar a apara do excesso da haste
intramedular, entre os trocanteres maior e menor, rente ao tecido 6sseo. Outro desafio encontrado,
durante a execucao da técnica, foi conseguir coincidir as perfuracdes do centro da cortical 6ssea
com o centro exato da haste.

Avaliagdo comportamental

Nos dias que antecederam a cirurgia, os bezerros se mantinham ativos a maior parte do tempo.
Mas logo apds o procedimento cirlrgico e até a segunda quinzena, verificou-se clinicamente que
eles diminuiram sua atividade motora, retornando gradativamente a normalidade entre a terceira
e a quarta quinzena. Os tempos medios e erros-padrdo dos percentuais de tempo em estacao estdo
representados na Figura 7, mas diferencas estatisticas ndo foram detectadas neste parametro.

Tempo em decubito
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Figura 7. Médias e erros-padréo do porcentual diario em decubito em bezerros submetidos a osteossintese
de fémur com haste composta de poliéster e fibra de vidro.
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Uma outra forma de avaliacdo de comportamento adotada foi a postura dos bezerros no momento
da oferta da ragdo. No periodo de adaptagdo, os bezerros se condicionaram com o horério que
eram alimentados, que era inicio da manha e final da tarde. Nesse periodo, a maioria dos bezerros
estavam em estacdo em frente ao cocho quando o tratador chegava no galpao. No entanto, no pés-
operatdrio imediato, 0s bezerros apresentaram alteracdo em seu comportamento, pois mesmo com
a movimentacdo do tratador frente as baias, nem todos estavam em estacdo, sendo que alguns
deles demonstravam um grau de retardo para ficarem em pé. Nos 60 dias subsequentes, esse
comportamento retornou para proximo da normalidade na primeira quinzena, se normalizando a
partir da terceira (Fig.8).

Postura no momento da alimentagdo
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Figura 8. Incidéncia percentual da postura no momento da alimentagdo, antes e logo apds a cirurgia e nas
quatro quinzenas do periodo p6s-operatério, em bezerros submetidos a osteossintese com haste composta
de poliéster e fibra de vidro.

Avaliacdo pds-operatoria

Dois dias ap0ds a realizagdo da cirurgia do primeiro bezerro, foi observada mobilidade no foco da
fratura e, ap6s avaliacdo radiografica, constatou-se fratura da haste intramedular. O animal foi
reoperado, sendo constatado erro na execucao da técnica operatoria, visto que as perfura¢fes na
porc¢éo distal da haste ndo estavam centralizadas. Sendo assim, nova haste foi inserida e esse
animal permaneceu no experimento. Mobilidade do foco e fratura da haste também foram
observadas no sexto bezerro, 21 dias ap6s a cirurgia. Nesse animal ndo houve falha de técnica,
visto que as perfuracbes foram corretamente realizadas no centro da haste. A falha na haste
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ocorreu devido a uma fratura longitudinal no centro da haste, aparentemente iniciada por meio de
uma pequena fissura no momento da perfuracdo. A fratura dssea foi imobilizada com placas de
compressdo dinamica e parafusos metalicos e este animal foi removido do experimento.

O acompanhamento radiografico no pés-operatorio permitiu ver a evolucéo da consolidacao dssea
no periodo experimental (Fig. 9). Aos 15 dias, foi possivel verificar a coaptacdo entre 0s
fragmentos 6sseos, mas ainda sem qualquer sinal radiografico no calo em desenvolvimento, que
comecgaram a aparecer aos 30 dias. Com 45 dias foi possivel notar claramente a presenca de calo
0sseo, no entanto ainda era possivel visualizar linha da fratura. J& aos 60 dias, ao final do periodo
experimental, o calo se mostrava bem desenvolvido, sem visualizacdo da linha de fratura, o que
caracterizou a consolidacdo dssea.

Algumas intercorréncias foram verificadas. No terceiro bezerro, aos 15 dias de p6s-operatorio,
observou-se desalinhamento dos fragmentos 6sseos, mas sem perda completa da congruéncia, e
migragdo em dois dos parafusos de blogueio. Contudo, ndo ocorreu mobilidade no foco da fratura
em tempo algum e a fratura se consolidou aos 60 dias. Aos 30 dias, no quinto bezerro, foi
evidenciado pelo exame radiografico uma fratura longitudinal da parte distal da haste. Esta
alteracdo ndo afetou a evolugéo da consolidagdo. Com excecéo do bezerro 6, que foi removido do
experimento, todos apresentaram consolidacao da fratura ao final do experimento.
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Figura 9. Radiografias na incidéncia lateromedial do bezerro nimero sete. a) 15 dias pds operatorio, é
possivel notar a perfeita coaptacdo entre os fragmentos 6sseos; b) 30 dias pds operatério, os fragmentos
encontram-se bem coaptados e ha inicio de formagdo de calo 6sseo; c) Com 45 dias é possivel notar a
presenca de calo 6sseo, no entanto ainda é possivel visualizar a linha da fratura; d) 60 dias p6s operatorios,
mostrando a formacéao de calo 6sseo no terco médio da diafise 6ssea, e ndo é mais possivel visualizar a
linha da fratura.
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Pelo exame ultrassonografico do foco da fratura (Fig.10), ja aos 15 dias, se observaram areas
hiperecdicas entre os fragmentos 6sseos, compativeis com o inicio da formacéo do calo fibroso.
Além disso, em todos os animais, foram observadas areas anecoicas circulares caracteristicas da
formacdo de seroma. No ponto de saida da haste, entre os trocanteres maior e menor, foram
observadas areas irregulares hiperecoicas ao redor da haste e em um dos casos foi visualizada
area anecoica, indicativo de seroma. Neste mesmo tempo, foram realizadas medidas do intervalo
entre os fragmentos Gsseos fraturados, e estes medidas tiveram uma variacdo de 0,55 mm até
0,18mm (Tabela 7). J& aos 30 dias de pds-operatorio, os achados foram semelhantes aos
encontrados no momento anterior, no entanto, ndo foi mais possivel realizar as medidas entre 0s
fragmentos dsseos devido ja existir formacéo de calo 6sseo em todos 0s casos. No quadragésimo
quinto dia ndao foram mais visualizadas areas de seroma no foco da fratura, mas este achado estava
presente no ponto de saida da haste em dois animais. Na Gltima avaliagdo ultrassonogréfica, o
principal achado encontrado no foco da fratura foi uma area hiperecogénica cobrindo as duas
extremidades ésseas da diafise do fémur, caracterizando um calo 6sseo bem definido. Referente
ao ponto de saida da haste, os dois casos ja descritos no tempo 45, mantiveram 0s mesmos
achados, os quais indicam a presenca de seroma (Tabela 7).

Figura 10. Ultrassonografias longitudinais da diafise e fossa inter trocantérica de bovinos submetidos a
fratura femoral bloqueada por haste intramedular de resina de poliéster e fibra de vidro. a) 15 dias pos-
operatorio observa-se a mensuracdo da distancia entre os fragmentos 6sseos, neste caso 0,55 mm (linha
vermelha); b)Também com 15 dias p6s operatério, observa-se uma area circular anecoica sobre a diéfise
0Ossea, caracterizando a formacéo de seroma; ¢) Imagem ultrassonografica da fossa inter trocantérica, as
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setas brancas indicam a extremidade da haste intramedular; b) 60 dias pds operatério, as setas brancas
indicam uma érea irregular hiperecoica entre os fragmentos 6sseos, caracterizando a formacéo do calo
0sse0.

Tabela 7. Alteracdes ultrassonograficas encontrados no foco da fratura dos bezerros submetidos a fratura
e osteosssintese com haste intramedular bloqueada nos tempos 15; 30; 45 e 60 dias pos-operatorio.

Tempo Bezerro Linha de Medida do Ponto de
inciséo foco da insercéo da
fratura haste
T15 1 2 0,52 mm 1
T15 3 2 0,53 mm 1
T15 4 3 0,55 mm 1
T15 5 3 0,32 mm 1
T15 7 2 0,52 mm 1
T30 1 2 COBI 1
T30 3 2 COBI 2
T30 4 2 COBI 1
T30 5 3 COB 1
T30 7 2 COB 1
T 45 1 0 COB 3
T45 3 1 COB 1
T 45 4 1 COB 3
T45 5 1 COB 1
T45 7 1 COB 1
T 60 1 2 COB 3
T 60 3 1 COB 1
T 60 4 1 COB 3
T 60 5 1 COB 1
T 60 7 1 CcOB 1

Escore para linha de inciséo e ponto de inser¢do da haste: 0 Sem alteraces clinicas; 1 Leve irregularidade
ao redor da linha de sutura; 2 Leve acimulo de liquido; 3 Severo acimulo de liquido. Escore para o ponto
de inser¢do da haste. COBI; calo 6sseo bem formado com irregularidades. COB; calo 6sseo bem formado.

Algumas complicacbes foram verificadas clinicamente no periodo experimental. O bezerro
nUmero cinco apresentou hiperextensdo da articulagdo metatarso falangeana do membro posterior
direito apds 14 dias da realizacdo do procedimento cirdrgico (Fig. 11). J& o bezerro nimero um
apresentou area de flutuacdo sobre o ponto de saida da haste, onde através da ultrassonografia, foi
identificada a presenca de liquido no subcutaneo, que se estendia até a extremidade proximal da
haste. Posteriormente foi realizada uma puncgdo aspirativa, com obtencdo deum liquido
avermelhado com a viscosidade elevada, que foi encaminhado para cultura e citologia. Na
citologia, observaram-se neutrofilos degenerados, mas na cultura ndo houve crescimento
bacteriano. O tratamento consistiu em incisdo de pele para remocdo do liquido, seguida de
lavagem diaria com solucédo de Ringer lactato e com clorexidina aquosa (0,2%) até a cicatrizacao
da ferida.
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Figura 11. Hiperextensdo da articulagdo metatarso falangenana do bezerro cinco, que foi submetido a
fratura e osteossintese com haste intramedular de poliéster e fibra de vidro.

Exames hematoldgicos e bioquimicos.

Resultados dos exames laboratoriais estdo representados nas Tabelas 8 e 9. Poucas alteragGes
estatisticas foram observadas. Houve aumento nas contagens de leucdcitos totais a partir do T-0,
sendo que na primeira semana pos-operatorio, ocorreu um aumento nos valores de neutrofilos.
No entanto, na segunda semana o0s valores ja retornaram a normalidade. Na terceira semana houve
um decréscimo passageiro no volume globular. Além disso, foi visto uma elevagdo nos niveis de
fibrinogénio plasmético a partir da primeira semana p6s-operatorio, que retornaram aos niveis de
normalidade no tempo 60. Referente aos valores das plaquetas houve o decréscimo a partir da
primeira semana, ja na quarta e quinta semana houve aumento valores na quarta e quinta semana
(trombocitose), mas retornaram a cair nas semanas seguintes votando aos niveis de normalidade.

Em relagdo aos eosinofilos, em todos os tempos mantiveram-se dentro dos niveis normalidade,

no entanto, houve aumento discreto principalmente na sexta, sétima e oitava semana pés-
operatorio.
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Tabela 8. Médias e desvio padrdo dos exames hematoldgicos, realizados nos bezerros submetidos a fratura
e osteossintese com haste intramedular bloqueada, composta de poliéster e fibra de vidro.

Tempos
Parametros M T-0 1@ 22 32 42 5a 62 72 8?2

Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem

Eritrocitos M 7,25 7,02 6,53 6,63 6,04 6,33 5,44 6,29 6,83
(1079) DP 1,98 1,00 0,93 1,71 1,87 2,64 1,79 1,44 1,41
VG M 25,6 26,3 28,5 25,1 27,3 26,1 26,5 27,1 28,8
(%) DP 4,84 531 5,54 7,19 4,45 5,63 4,27 2,78 2,40
Hemoglobina M 8,80 9,34 9,52 9,78 9,35 8,73 8,61 9,43 9,48
DP 1,83 1,58 1,74 2,13 1,77 2,27 2,15 1,55 0,97

Leucocitos M 13305 11608 9533 9066 9450 10438 10065 9923 10358
DP 6567 4901 3112 3587 3984 4418 3727 3400 2421

Neutrdfilos M 3405 5773 2831 2988 3277 3093 3638 3774 4226
DP 1809 3578 1534 1454 2074 1548 1706 1523 1190

Linfécitos M 5845 4933 5993 4191 5830 6824 5551 5272 5061
DP 2831 2792 2367 2064 2003 3572 2282 1700 1142

Eosindfilos M 57,32 39,0 1459% 729% g881% 772® 177,7% 2694 321,6°
DP 543 62,6 1098 974 1278 853 1162 1805 1534
Mondcitos M 236 862 654 313 348 476 754 606 750

DP 230 659 655 274 196 72 296 298 134
Plaguetas M 4532 173° 149° 102> 781> 942° 106° 102° 109°
(1073) DP 204 765 569 190 377 267 134 687 251
Fibrinogénio ™M  583% 800 1033 933% 733%® 767®  600* 600  467°
DP 306 219 409 163 163 150 179 126 163

PPT M 773 7,10 7,76 7,06 7,0 6,80 7,53 7,33 7,4

DP 095 1,20 1,05 08 081 073 041 0,20 0,33

Médias com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05)

Nos exames bioquimicos foi observado elevagdo dos valores de TGP partir do tempo 0, no
entanto, mantiveram-se dentro dos valores de referéncia. Ja os valores de TGO as médias em
todos os tempos mantiveram-se dentro dos valores de referéncia, mas houve o decréscimo
principalmente no tempo 60. Na avaliacdo das proteinas totais, foi observado hiperproteinemia
em todos os tempos, o mesmo foi visto na dosagem de albuminas.
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Tabela 9. Médias e desvio padrao dos exames bioquimicos, realizados nos bezerros submetidos a fratura
e osteossintese com haste intramedular bloqueada, composta de poliéster e fibra de vidro.

Variavel Tempo
T-0 T-15 T-30 T-45 T-60
TGP U/L Média 14,55* 14,91 18,77° 20,06 19,41°
DP 3,52 2,81 3,51 3,44 3,83
TGO U/L Média  50,78% 51,38% 53,447 4545® 4350°
DP 5,64 5,35 11,68 6,15 6,99
Creatinina mg/dI Média 0,61 0,66 0,72 0,75 0,73
DP 0,24 0,21 0,15 0,11 0,37
GGT (U/L) Média 1999 18,29 21,38 21,71 2043
DP 14,20 7,89 6,06 2,45 2,57
Glicose (mg/dl) Média 67,62 73,35 64,0 75,55 75,73
DP 21,73 1497 1428 1081 14,0
Proteinas totais (g/dl) Média 7,622 7,63 8,82 968> 891®
DP 1,78 1,27 0,87 0,95 1,18
Globulinas Média 458"  451* 522% 639" 550
DP 1,68 1,27 1,09 1,05 1,31
Albumina Média 2,938 3,12 344> 343 333®
DP 2,027 0,15 0,51 0,18 0,18
Relagdo albumina globulina Média 0,61 0,74 0,57 0,55 0,62
DP 0,32 0,24 0,14 0,11 0,17
Ureia (mg/dl) Média 30,52 30,32 30,77 3351 3323
DP 7,07 6,07 9,33 15,09 10,75
Fosfatase alcalina (U/l) Média 90,94 93,76 106,28 112,08 125,01

DP 2294 20,12 27,31 7104 47,13

Médias com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05)
Biopsia 0ssea

O uso da agulha de Jamshidi permitiu que a penetracdo no interior do calo 6sseo fosse de facil
execucdo, proporcionando a obtencdo de fragmentos de aproximadamente 3 mm de comprimento.
A utilizacéo de radiografia como método de confirmacao para o posicionamento da agulha sobre
o calo dsseo permitiu melhor delimitagcdo do calo dsseo e visualizagdo dos parafusos. Apos a
coleta do material ndo foram observadas complicacfes, como infec¢do no local da puncao e
interferéncia no processo de consolidacdo 6ssea. Os resultados da avaliacdo histolégica foram
condizentes com as fases normais do processo de consolidacdo (Tabela 10 e Figuras 12 a 14).
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Tabela 10. Sistema de escore para graduacdo dos achados histoldgicos da biopsia dssea nos
tempos 30 e 60 dias pos-operatdrio.

Tempo Bezerro Achados histoldgicos Escore
Osteonecrose, tecido fibroso e
T30 1 0SS0 primario (pouco) 1
T30 3 Osteonecrose, 0SS0 primario e 9

0sso secundario (lamelar) em
pouca quantidade

T30 4 Osteonecrose e 0SS0 8
imaturo/primario

T30 5 Osso secundério (lamelar) 10

T30 7 Pouca cartilagem e muito 0sso 9

secundario (lamelar)

T 60 1 Presenca de he_mor(agia, 9
osteonecrose, tecido fibroso e
0SS0 primario e secundario
(lamelar)
T 60 3 Osso secundério (lamelar) e 10
hemorragia

T60 4 Osso secundério (lamelar) 10

T60 5 Osso secundério (lamelar) 10

T 60 7 Osso secundério (lamelar) 10
Escore para graduacdo histoldgica. 1 Tecido fibroso (calo fibroso); 2 Principalmente tecido fibroso e
pequena quantidade de tecido cartilaginoso; 3 Quantidades similares de tecido fibroso e tecido

cartilaginoso; 4 Somente tecido cartilaginoso; 5 Principalmente tecido cartilaginoso e pequena
quantidade de osso imaturo/primério; 6 Quantidades similares de tecido cartilaginoso e 0sso
imaturo/primario; 7 Significante quantidade de osso imaturo/primério e pequena quantidade de tecido
cartilaginoso; 8 Somente 0sso imaturo/primario; 9 Osso imaturo/primario e pequena quantidade de 0sso
maduro/lamelar/secundario; 10 Somente osso maduro/lamelar/secundario. Adaptado de Bereket et al.,
2018.
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Figura 12. Fotomicrografia da bipsia de calo 6sseo no tempo 30, de bezerros submetidos a osteossintese,
com haste intramedular bloqueada, composta de poliéster e fibra de vidro, em coloracdo por HE, aumento
de 40x. Setas indicam auséncia de ndcleos de ostedcitos (osteonecrose).

Figura 13. Fotomicrografia da bidpsia de calo 6sseo no tempo 30, de bezerros submetidos a osteossintese,
com haste intramedular bloqueada, composta de poliéster e fibra de vidro, em colora¢éo por HE, aumento

de 10x. Setas pretas indicam os ostedcitos, circundados pela matriz do calo dsseo primario (asterisco
vermelho). Setas vermelhas indicam a rimas de osteoblastos. E 0s asteriscos pretos, indicam o tecido de

granulacéo.
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Figura 14. Fotomicrografia da bidpsia de calo 6sseo no tempo 60, de bezerros submetidos a osteossintese,
com haste intramedular bloqueada, composta de poliéster e fibra de vidro, em coloragdo por HE
(hematoxilina e eosina), aumento de 10x. Setas brancas indicam os ostedcitos, circundados pela matriz de
0sso secundario (lamelar).

6. DISCUSSAO
Biocompatibilidade do compdsito de poliéster e fibra de vidro

A escolha do composito de resina de poliéster e fibra de vidro ocorreu devido a ndo se encontrar
um polimero Unico que fosse biocompativel e que suportasse as cargas mecanicas impostas ao
fémur de bovinos. Tanto na medicina humana, como na veterinaria vem crescendo, cada vez mais
pesquisas, destinadas a materiais alternativos, que possuam melhores propriedades biol6gicas, do
que implantes metélicos (Guillot et al., 2016). Compostos refor¢ados com fibra de vidro vém
sendo amplamente empregados, tanto na ortopedia, como na odontologia e vém demonstrando
vantagens como, alta resisténcia a tracdo, maleabilidade, alta resisténcia a impacto e também boa
aparéncia estética. Mais além, implantes ndo metélicos podem produzir menos artefatos em
imagens de tomografia computadorizada e ressonancia magnética (Moritz et al., 2014). Os
compostos reforcados com fibra de vidro possuem um mddulo de elasticidade entre 15 a 20
gigapascal, faixa muito semelhante aos ossos cortical e esponjoso (Ballo et al., 2007; Moritz et
al., 2014).

Essa condicdo de maleabilidade permite que os compostos reforgados com fibra de vidro
contribuam diretamente na redugdo do efeito de “Stress shielding” pelo implante, desta forma as
tensbes geradas sobre o0 0sso sdo distribuidas de uma forma mais homogénea, diferindo do que
ocorre com implantes de titanio (Shinya et al., 2011). Dentre suas deficiéncias, 0s compoésitos
reforcados com fibra de vidro, com o tempo podem perder a sua resisténcia devido a sor¢do de
agua e a lixiviagdo de mondmeros residuais ou produtos de hidrolise no espago peri-implantar
(Moritz et al., 2014).
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A utilizagdo do poliacetal como material implantado no grupo controle se justifica por ser material
comprovadamente biocompativel e, principalmente, por ter sido utilizado previamente em forma
de haste intramedular blogueada em bezerros jovens. Nos animais em que esse material foi
implantado ndo foram observados sinais de incompatibilidade tecidual (Spadeto, 2009).

Em relagdo aos achados mascroscopicos nos grupos experimental e controle, foi encontrada a
formacdo de uma cépsula fibrosa circundado ambos os fragmentos. Este mesmo achado estd em
acordo com estudos anteriores, onde foram avaliados compostos de fios de fibra de vidro
impregnados com resina bisfenol A metacrilato de glicidilo (BisGMA) / dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA), quando também ¢ descrita capsula fibrosa consistente em torno da
circunferéncia de todo o implante (Ballo et al., 2011; Ballo et al., 2014).

Ja os achados microscopicos evidenciam a presenca de um tecido neoformado ao redor do
implante constituido principalmente por células mononucleares e vasos neoformados, sendo este
um achado comum a muitos dispositivos médicos implantados em subcutadneo de animais
experimentais (Francga, 2005). Assim como observado por Davini et al. (2008), ap6s 30 dias do
implante os achados histopatologicos eram compativeis com a fase de reparo e reorganizagdo
tecidual, evidenciando, além da pouca resposta inflamatoria, a presenca de capsula fibrosa.
Particularmente em dispositivos contendo vidro como um dos componentes, apés 30 dias de
implante subcuténeo. notam-se neovascularizacdo e encapsulamento como principais achados,
reforgando a irritagdo tecidual leve causada por estes dispositivos (Menezes-Silva et al., 2017).
Segundo Davini et al. (2008) esta capsula fibrosa esta associada a resposta natural do organismo.

Apesar de ambos os matérias terem sido classificados irritantes leves, entende-se que houve
biocompatibilidade, como a relacdo entre um material e 0 organismo, uma vez que ambos nao
produzam efeitos indesejaveis ao organismo (Silveira et al., 2004). No entanto quando um
dispositivo solido implantado, demonstra evidencias de incompatibilidade tecidual, a
manifestacdo pode ocorrer de diversas formas, onde a resposta microscopica mais Obvia, é a
presenca de tecido morto ou morrendo, e este tipo de resposta aumenta de acordo com a exposicao
(Wilson et al., 1981).

Técnica cirurgica para inducdo da fratura e osteossintese.

A técnica de abordagem lateral do fémur descrita por Milne e Turner (1974) e utilizada por
Spadeto (2009) demonstrou ser de facil execucdo, permitindo um bom acesso da diéfise femoral
para inducdo da fratura e aplicacdo retrograda da haste intramedular. No entanto, a utilizacdo
desta técnica ndo permitiu progredir com a incisdao nos sentidos proximal e distal do fémur, devido
a origem e & insercdo dos musculos biceps femoral, gastrocnémio e vasto lateral. Dessa forma,
houve limitagdo no distanciamento dos parafusos em relagdo ao foco da fratura.

Segundo Paolucci et al. (2018), no estudo prévio de elementos finitos utilizando trés tipos de
condi¢des de blogueios nas hastes, o posicionamento de parafusos de blogueio nas extremidades
da diafise, em posicdo mais distante do foco da fratura, proporciona melhor distribui¢do de cargas
na interface entre 0sso e implante e reduz o risco de falha. Apesar dessa limitagdo néo ter sido
considera totalmente determinante, uma vez que houve consolidagéo da fratura em cinco dos seis
bezerros inicias, sua ocorréncia foi relevante, pois as quebras nas hastes ocorreram sempre na
interface com os parafusos.
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Em experimento prévio utilizando haste de poliacetal no mesmo modelo de fratura em bezerros,
ocorreram seis casos de fratura no pos-operatdrio imediato, sendo todas elas na interface haste
e parafuso (Spadeto, 2009).

A fragilizacdo da haste polimérica ocasionada pela inser¢do de parafusos também ja havia sido
relatada em um estudo ex vivo, em um modelo de fratura diafiséria de fémur em maquina universal
de ensaios nos testes de flexdo (Spadeto et al., 2008).

Segundo Seyhan et al. (2013), é necessario que as perfuracdes sejam realizadas em uma distancia
entre um e trés centimetros do foco da fratura, devido ao risco de propagacdo da fratura, sendo
gue esse distanciamento pode diferir de acordo com o tipo e a qualidade do 0sso. No presente
estudo, foi possivel deixar os parafusos a cerca de um centimetro do foco da fratura e ndo foram
observados casos de fragilizacéo dssea durante a execu¢do da técnica.

Referente ao procedimento de perfuracéo da haste durante o procedimento cirdrgico, esse foi um
desafio pois, mesmo que o posicionamento da broca fosse no meio exato da diafise dssea, a
perfuragdo poderia ndo coincidir com o centro da haste. 1sso, porque o canal medular possui um
alargamento fora da area central, o que permitia que a haste se movimentasse nesta regidao. Essa
mesma observacdo foi feita por Marval (2006), estudando hastes poliméricas intramedulares no
Umero de bovinos jovens. Em humanos essa mesma limitagao foi observada nos casos de fraturas
distais de fémur, onde é empregado o uso da haste intramedular blogueada, sendo que a medula
nesta porcdo € mais ampla, fazendo com que ndo ocorra o preenchimento completo do canal
medular com a haste (Ricci et al., 2001; Stedtfel el al., 2004).

No sentido de reduzir esta dificuldade, o desenvolvimento de um gabarito para realizacdo das
perfuragdes e fixacdo dos parafusos de bloqueio podera ser de grande valia, sendo também
sugerida por Marval (2006) e Spadeto (2009). Em seres humanos, além do emprego do gabarito,
também ¢é utilizado a fluoroscopia, embora durante todo o procedimento cirrgico o paciente é
exposto a radiacdo (Seyhan et al., 2013).

Durante a insercdo retrograda da haste no canal medular foi encontrado 0 mesmo inconveniente
ja descrito por Spadeto (2009), quando ndo foi possivel aparar a sobra da haste rente ao orificio
de saida na fossa trocantérica. 1sso ocorre devido ao orificio se encontrar entre ostrocanteres maior
e menor, ndo sendo possivel alcangar com o fio serra o local ideal para apara. A presenca da haste
fora do canal medular favoreceu o desenvolvimento de seroma em trés dos animais operados e
perdurou até os 60 dias pos-operatério em dois dos animais. No entanto ndo foi identificado
dificuldade na cicatrizacdo da pele, sendo que todos os animais tiveram os pontos removidos com
15 dias e ndo foram observados quaisquer sinais de infec¢do ou algo semelhante.

Analise comportamental

Como descrito anteriormente, a analise comportamental foi uma medida de avaliagdo dos bem-
estar dos bezerros nos momentos pré e pos-operatorio. Segundo Broom (1986) o bem-estar pode
ser definido com o estado fisico e psicologico dos animais frente as adaptacdes ao ambiente, que
pode ser avaliado por meio de fatores fisiol6gicos e comportamentais. Dentre as medidas de
avaliacdo de bem-estar, destaca-se a dor e o desconforto (Fajt et al., 2011; Gleerup et al., 2015).
Contudo, essa avaliacdo desses pardmetros em animais ainda € um desafio, devido a subjetividade
de suas naturezas e a incapacidade dos animais em expressar verbalmente (Whay, 2005). A
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observacdo do comportamento dos bezerros, foi entdo escolhida como método de avaliagdo de
seu bem-estar.

Bovinos com dor podem apresentar alteracfes posturais, como 0 arqueamento da coluna vertebral,
abaixamento da cabega, vocalizacdo, bruxismo e modificagbes no comportamento social
(Chapinal et al., 2010; Leslie & Petersson- Wolfe, 2012). No presente estudo, com excecéo da
alteracdo postural pela dificuldade de apoio do membro operado, nenhuma dessas alteracbes
foram dignas de nota. Contudo, percebeu-se que 0s animais passavam mais tempo deitados,
corroborando com Oliveira et al, (2014), que afirmaram que bovinos com dor gastam mais tempo
deitados com a cabeca proximo ou sobre o solo. Apesar da avaliacdo do tempo percentual em
decubito ndo apresentar diferenca estatistica, 0s bezerros que passavam em torno de 45% do
tempo deitados, passaram para cerca de 65% do tempo no pés-operatorio imediato e depois de 30
dias para em torno de 60%. Esse fato ndo parece ter sido afetado pela utilizacdo de farmacos
analgésicos nos dias subsequentes ao procedimento cirdrgico.

Em relacdo ao interesse pelo alimento, foi visto que, principalmente no pés-operatdrio imediato
0s animais apresentaram redugdo de apetite, fato comprovado pela alteracdo de postura no
momento da oferta de alimento (Fig. 8). A reducdo de interesse pelo alimento e a reducédo de seu
consumo tem sido consistentemente relatados em bovinos jovens submetidos a orquiectomia
(Fischer et al., 2001; White et al., 2008; Oliveira et al, 2014,), inclusive em animais lactentes
(Robertson & Molony, 1994). No presente estudo, o interesse pelo alimento retornou a partir da
primeira quinzena. Apesar de que, na segunda quinzena houve dois casos de anaplasmose, o que
desencadeou um quadro de anemia e febre. Nesse momento, esses bezerros reduziram o interesse
pela oferta da ragdo. Entretanto, logo apés a terapia com oxitetraciclina de longa a¢éo (20 mg/Kg)
dose Unica, eles restabeleceram o comportamento como os demais bezerros que ndo
desenvolveram hemoparasitose.

Avaliacdo pds-operatéria

Os exames radiogréficos foram fundamentais para identificacdo de complicacBes associadas a
osteossintese e para 0 acompanhamento do processo de consolidacdo dssea. Um dos animais
apresentou desalinhamento dos fragmentos dsseos. Essa mesma observacéo foi feita por Marval
(2006), que utilizou 0 mesmo modelo de fratura, s6 que no umero de bezerros. Sem dividas, 0
angulo da linha da osteotomia, que foi obliqguo com aproximadamente 30 graus em relagdo ao
eixo longitudinal, é um fator que contribui para a falta de alinhamento ao favorecer o deslizamento
entre os fragmentos 0sseos.

Além desta complicacdo, também foi identificado, através das imagens radiograficas, o
desprendimento dos parafusos corticais, situados na por¢do distal da diafise dssea em um dos
animais operados. Uma possiblidade seria devido a cortical do fémur de bezerros jovens, que
possui pouca densidade dssea (Trostle et al., 1996; Marval, 2006; Rodrigues, 2008), fazendo com
gue ndo ocorresse uma boa ancoragem dos parafusos corticais neste caso.

Referente ao animal que teve a haste fraturada com 21 dias ap6s a cirurgia, verificou-se que a
falha ocorreu no seu terco médio, bem na interse¢do entre a haste e o foco da fratura. Nesse caso,
ndo se observado qualquer tipo de associacdo com erro de técnica. Existem outros fatores que
poderiam causar esta fragilidade. Uma seria falha durante a construcéo da haste. Outra seria a
disposicdo unidirecional das fibras de vidro, que permitiria que qualquer ponto de fragilizagéo,
seja por perfuracbes ou mesmo falha na sua construcdo, permita que uma pequena rachadura se
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propague por toda sua extenséo, fazendo que ocorra um colapso estrutural da haste. Na construcao
de novos modelos desse compdsito, hé de se pensar neste fato.

Mesmo com a exclusdo do bezerro em que houve a quebra da haste, e com algumas outras
intercorréncias, houve resolugdo das fraturas nos outros cinco bezerros. A confirmacdo da
consolidacdo dssea foi confirmada pela observagdo do calo ésseo e a ndo visualizagao da linha da
fratura. Tais critérios estdo de acordo com a escala para unido de fraturas de tibia, utilizado por
Kooistra et al. (2010), sendo composto de um a trés, onde o escore um o calo 6sseo encontra-se
ausente e linha de fratura visivel, escore dois o calo 6sseo presente e linha de fratura visivel e
escore trés onde o calo esta presente e linha da fratura ausente. Este é um resultado significativo,
visto que em tentativas anteriores de ostessintese usando o mesmo modelo, as hastes
intramedulares de poliacetal e poliamida foram consideradas insuficientes para promover
consolidacdo Ossea.

Dentre as desvantagens do uso da radiografia para 0 acompanhamento pés-operatorio, relata-se a
exposicao a radiacdo ionizante (Wawrzyk et al., 2015) e a impossibilidade de se identificar a fase
inicial da calcificacdo (Craig et al., 1999; Wawrzyk et al., 2015). Tais afirmacdes estdo de acordo
com os achados encontrados nas avaliacGes radiograficas dos 5 bezerros, quando s6 foi possivel
visualizar a formac&o do calo 6sseo a partir do dia 30.

As avaliacGes ultrassonograficas foram consideradas como um recurso Vvalioso no
acompanhamento do processo de consolidacao éssea, permitindo a identificacdo de complicagdes
envolvidas no pés-operatorio, como a formagdo de seroma. Além disso, foi possivel mensurar a
distancia entre os fragmentos dsseos depois de 15 dias. Além da ultrassonografia permitir
visualizar o foco da fratura, também propiciou identificar as alteracdes relacionadas ao ponto de
saida da haste, situado na fossa inter trocantérica, sendo estes achados ja descritos anteriormente
por (Spadetto, 2009).

Dentre os achados ultrassonograficos, destaca-se a identificacdo da formacéo do calo fibroso no
dia 15, que coincide diretamente com a fase da reparacao 6ssea quando o hematoma formado no
momento da fratura comeca a ser substituido por tecido fibrovascular com fibras de colageno
(Mckibbin, 1978). Isso demonstrou vantagem da ultrassonografia em relacdo a utilizacdo da
radiologia para o acompanhamento do processo inicial de consolidacdo Gssea dos bezerros
operados. Tais achados corroboram com outros estudos (Maffulli &Thornton 1995; Moed et al.,
1998), onde a radiografia ndo detectou o calo ndo ossificado, formado no inicio da cicatrizagdo
Ossea, diferentemente da ultrassonografia que permitiu visualizar tais alteracGes.

Semelhante ao relatado em alguns de seus bezerros por Spadeto et al. (2010), o bezerro nimero
cinco desenvolveu hiperextensdo da articulagdo metatarsofalangeana. Segundo Cémara et al.
(2014) e Mulon (2013), essa alteracdo esta associada & imobilizacdo do membro afetado e a
distribuicdo desigual do peso sobre o membro contralateral, ocasionando a hiperextensdo da
articulacdo metacarpo ou metatarso falangeana devido ao afrouxamento dos tendGes flexores
digital superficial e profundo. Tal complicacdo estd associada a casos em que 0 processo de
cicatrizagdo 0ssea é demorado e também quando as instalagdes em que sdo mantidos no pos-
operatdrio sejam desconfortaveis. No presente caso, acredita-se que o bezerro a desenvolveu
devido a seu peso e seu comportamento, pois era um animal com escore corporal elevado em
relacdo aos demais bezerros e mantinha-se grande parte do dia em pé, o que contribui para
sobrecarga do membro contralateral.
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Em relacdo ao bezerro que apresentou colegdo de liquido na extremidade livre da haste, ndo houve
evidéncias de processo infecioso ou de reagdo de corpo estranho, uma vez que a cultura foi
negativa e a ferida criada para drenagem cicatrizou de forma rapida e completa. Acredita-se que
essa ocorréncia foi relacionada ao fato deste animal ter sido submetido a uma segunda
osteossintese. Nesse procedimento verificou-se a presenca de varios fragmentos da haste original
entre o tecido muscular e o subcutaneo. Apesar do estudo de biocompatibilidade ter revelado
baixo potencial de irritagdo pelo composito, também verificou-se que pequenos fragmentos da
fibra de vidro liberados durante a perfuracdo da haste por broca ou pela fratura podem ser irritantes
mesmo para as maos do cirurgido.

Exames bioquimicos e hematologicos

Raras alteracBes estatisticas ou de significado clinico foram encontradas nos exames
hematoldgicos. Houve leve leucocitose, condizente com a resposta inflamatdria ocasionada pelo
procedimento cirurgico. Segundo Jain (1993), a leucocitose estd relacionada a processos
inflamatorios agudos, onde os leucdcitos circulantes sdo recrutados para realizacdo de fagocitose
tecidual. Além disso, 0 aumento nos niveis de neutréfilos segmentados (neutrofilia) em bovinos,
é um indicador de resposta inflamatéria aguda, sendo que estas alteragcGes permanecem por tempo
variavel, dependendo do tipo de injuria tecidual (Kramer, 2000).

As elevacBes nas concentracdes de fibrinogénio também sdo condizentes com o processo normal
de cicatrizagdo do foco cirurgico, sendo este achado semelhante ao encontrado por Spadeto et al.
(2009). O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado, e considerada um
marcador de resposta inflamatdria (Jain,1993). A elevacdo dessa proteina esta associada a agdo
estimuladora das interleucinas (IL-1 e 6) e do fator de necrose tumoral liberado pelo processo
inflamatério (Andrews et al., 1994).

Acredita-se que a reducdo do hematdcrito, foi influenciada pelo fato de dois animais
desenvolverem um quadro de tristeza parasitaria, durante a execucdo do experimento. Houve
diagndstico de Anaplasma marginale por esfregaco sanguineo, sendo que em um dos casos 0
hematdcrito chegou a 11%, necessitando de transfusdo de sangue. Segundo Farias (2001)
Anaplasma marginale é uma rickettsia intra-eritrocitaria, transmitida por carrapatos e insetos
hemato6fagos, além disso mecanicamente. Sendo este agente responsavel pelo aparecimento de
formas clinicas aguda, superaguda, leve e/ou crénica, seguido por parasitemia e intensa anemia.

Na avaliacdo das plaquetas o decréscimo nos valores apds o procedimento cirdrgico € indicativo
gue houve o consumo deste componente sanguineo para o tamponamento vascular devido aos
danos teciduais. Segundo Stockham e Scott (2011) as plaquetas compdem o sistema de
manutencdo da hemostasia, junto com a parede vascular, os fatores de coagulagéo e o sistema
fibrinolitico. Ja a trombocitose observada na quarta e quinta semana pos-operatorio, acredita-se
que € uma resposta medular compensatoria, no entanto, a diminuicdo dos valores pode ter sido
ocasionado devido a meia vida das plaquetas sendo que permanecem na circulagdo em média de
10 dias, e posteriormente s&o removidas por células reticuloendoteliais no baco e figado (Andrews
e Berndt, 2004).

Ja avaliacdo dos eosindfilos a elevacdo nos valores pode estar relacionado a contaminacdo
ambiental por endoparasitas visto, que os bezerros receberam vermifugo antes de serem enviados
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para a Escola de Veterinaria UFMG onde os animais provavelmente tiveram contato com ovos
nas instalagdes que permaneceram. Segundo Coronadofonseca (1993) a elevacdo na contagem de
eosindfilos, devido contaminagdo por parasitos, foi relatado em diferentes tipos de infestagdes,
como por acaros em ovinos (O’Brien et al., 1995) ou por larvas de Dermatobia hominis em
cobaias (Coronado-fonseca, 1993)

No caso da hiperproteinemia observada na avaliacdo bioguimica, foi ocasionada pela elevacédo
das globulinas, visto que os valores das albuminas se mantiveram dentro dos valores de referéncia.
Dentre as possiveis causas da hiperglobulinemia acredita-se que ocorreu, devido ao estimulo
antigénico ocasionado pelos casos de anaplasma marginale, sendo 0 mesmo achado observado
por Sulaiman et al. (2010), Esmaeilnejad et al., (2012) e Bernardo et al. (2016).

Segundo Freire et al. (2012) a biocompatibilidade ¢é a capacidade de um biomaterial desencadear
uma resposta biologica apropriada, sem causar reagfes adversas como a inflamagdo cronica,
reacdo de corpo estranho ou mesmo toxicidade. A classificagdo como irritante leve no teste em
ratos e a permanéncia dos parametros hematol6gicos e bioquimicos dentro dos padrBes de
normalidade no teste em bovinos demonstram que que a haste composta de poliéster e fibra de
vidro é biocompativel. Entretanto, alguns fatos indicam que o compdsito pode ser mais irritante
quando fragmentado, como a presenca de secre¢do mucosa na extremidade da haste do compésito
em um dos bezerros concomitante com presenca de fragmentos do material e a irritagdo das maos
dos cirurgifes quando em contato com o po resultante do uso da broca para perfurar a haste. Tais
achados sugerem que o material deve ser usado com cuidado para evitar sua fragmentacao e que
talvez sejam novos testes para avaliar sua biocompatibilidade a médio e longo prazos.

Biopsia dssea.

Os objetivos da utilizagdo da bidpsia 6ssea foram acompanhar o processo de consolidacéo e
observar possiveis alteragdes na matriz éssea ocasionadas pelo composito de poliéster e fibra de
vidro durante a evolucdo do processo cicatricial. Como ja discutido anteriormente, 0s cinco
animais que permaneceram no grupo experimental completaram o processo de consolidagdo
Ossea, sem alteragdes clinicas significativas. Segundo Mckibbin (1978) e Mandi et al. (2012), o
processo de reparacao 0ssea ocorre em seguida a resposta inflamatdria inicial, com a organizagdo
do calo ndo mineralizado. Nessa fase ocorre a troca gradual do hematoma formado no momento
da fratura, o qual atua como um arcabouco para génese do calo 6sseo. Inicialmente esse hematoma
é substituido por tecido fibrovascular com fibras de coladgeno, que mais tarde se tornardo
mineralizadas para formag&o do calo 6sseo provisorio ou primario. As avalia¢des histoldgicas das
biopsias 6sseas do T-30 foram condizentes com a fase de mineralizagdo e reabsor¢do do calo
cartilaginoso 6ssea, ou seja, a fase de calo 6sseo provisorio quando o achado predominante é o
0SSO primario.

Chama a atencdo na analise das biopsias realizadas em T-30 o fato de o primeiro animal a ser
operado apresentava predominio de tecido fibroso, ou seja, havia atraso no processo de reparacao
Ossea. Esse animal foi justamente aquele que necessitou de uma segunda cirurgia para substituicdo
da haste e posterior drenagem da regido proximal, fatos que justificam os achados histoldgicos.

Trés dos cinco animais biopsiados em T30 apresentaram sinais de osteonecrose. Segundo Fondi
e Franchi (2007) os fatores etiologicos da osteonecrose sdo as fraturas, o lipus eritematoso
sistémico, a utilizagdo de corticosteroides, alcoolismo, sindrome da descompressdo, anemia
falciforme e por origem idiopaticas. No presente estudo uma das possiveis causas, seria a
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fresagem do canal medular para introducdo retrograda da haste intramedular. Segundo Belangeo
(1994), descreveu que a remogéo inadequada do tecido do canal medular para introducdo da haste
intramedular, pode promover necrose de endoosteo. Visto que no momento da realizacdo da
bidpsia dssea, devido 0 0sso ainda ser imaturo a agulha poderia ultrapassar a regido cortical e
alcancar a regido medular e assim coletando tanto o calo cortical e medular.

Ja no T-60 o achado histol6gico predominante foi o 0sso lamelar, sendo este achado condizente
com a fase de remodelacdo dssea. Segundo Mckibbin (1978) e Mandi et al. (2012) a fase de
remodelacdo é a terceira e a maior fase do processo de cicatrizagdo Gssea. Nesse estagio ainda
ocorre a troca do tecido cartilaginoso por tecido dsseo, o qual sera remodelado em osso lamelar,
além disso ocorre a reabsorcdo de calo desnecessario. Desta forma pode-se constatar com a
utilizacdo da bidpsia do calo 6ssea, que os achados sdo condizentes com o processo natural da
consolidacdo dssea. Presenca de 0sso priméario também foi verificada no bezerro 1, demonstrando
que houve recuperacdo do atraso no processo de reparacdo 6ssea verificado aos 30 dias de pos-
operatorio.

Além dos achados descritos no tempo 30 e 60, cabe ressaltar que ndo foram evidenciadas
quaisquer outras alteracGes histologicas que poderiam sugerir uma resposta tecidual de rejeicao
ao composito de fibra de vidro e resina poliéster. Este resultado corrobora com os achados de
Wilson et al. (1981) que implantaram biovidro em tibias de ratos. Nesse estudo 0s animais
avaliados apresentavam uma ampla faixa de idade e peso e as avalia¢des histologicas perduraram
por um periodo de até dois anos e meio, sendo que em nenhum dos casos houve alteracdes que
demonstravam toxicidade.

Em um outro estudo em que o implante de vidro bioativo foi utilizado em defeitos 6sseos em
tibias de ratos, verificou-se por avaliagfes histologicas que havia sinais de osteointegracdo com
o implante, ndo sendo encontradas alteragdes sugestivas de citotoxicidade (Salam et al., 2015).

Além de ratos, o biovidro tem sido implantando em varias outras espécies de animais, onde ndo
ha sinais de toxicidade (Wilson et al., 1981). Dentre as espécies, além de ratos (Wilson et al.,
1981; Salam et al., 2015), cdes (Weinstein et al.,1980), primatas (Stanley et al., 1976; Smith et
al., 1979; Turley et al., 1980) e coelhos (Ballo et al., 2014).

LimitacGes no uso da haste de resina de poliéster e fibra de vidro

A haste composta de resina poliéster e fibra de vidro possui grande rigidez estrutural, o que
resultou em dificuldades no momento das perfuracdes Devido a grande resisténcia encontrada, as
brocas utilizadas nas perfuracbes das corticais Gsseas e hastes perderam o corte rapidamente,
sendo necessario 0 uso de praticamente uma broca por haste. Além disso, durante as perfuragoes,
havia a liberacdo de um po, oriundo da haste com caracteristicas irritantes.

Outro fator limitante, durante a execugdo da técnica, foi fazer com que as perfuracdes das corticais
0Osseas atingissem o centro da haste intramedular. Esse fato resultou em tempo cirargico elevado
para conseguir o melhor posicionamento dos parafusos corticais. Devido a essa limitacdo, houve
falha nos implantes do bezerro 1, que necessitou nova intervencao cirurgica.

Também detectou-se que a forma de construcdo da haste, com as disposicdo das fibras de vidro
em um Unico sentido longitudinal, ndo € ainda ideal. Este tipo de disposi¢do faz com que haja a
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predisposicdo para propagacdo de pequenos defeitos, facilitando rachaduras e fraturas
longitudinais que se prolongam até a extremidade.

7. CONCLUSAO

O compdsito de fibra de vidro e poliéster foi considerado biocompativel, podendo ser utilizado
como implante em bovinos. Contudo, deve ser utilizado com cautela, pois houve evidéncia de que
pequenos fragmentos podem ser irritantes para os tecidos.

O composito se mostrou capaz de suportar as forcas mecanicas durante o periodo estudado,
permitindo formacao de calo dsseo e consolidacdo de fraturas na diafise do fémur de bovinos
jovens.

Novos estudos ainda se fazem necessarios no sentido de desenvolver métodos para resolucéo de
das seguintes limitacbes aqui evidenciadas: dificuldades de perfuracdo da haste durante o
procedimento cirdrgico (resisténcia do material, dificuldades na centralizacéo do furo e producéo
de residuo irritante), presenca de sobra de material fora do canal medular e predisposicéo da haste
para rachaduras e fraturas longitudinais.
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