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RESUMO

DOS ANJOS, Amanda Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2021. Desenvolvimento de uma membrana sintética na regeneracao Ossea.
Orientador: Emily Correna Carlo Reis.

Os reparos de perdas 6sseas, como no caso de fraturas, representam um desafio na
rotina cirdrgica ortopédica, uma vez que exige o desenvolvimento de sistemas que
contribuem para promoc¢ao da regeneragao do tecido perdido, permitindo o completo
retorno a funcgdo. A utilizacdo de enxertos autdgenos e alégenos € uma alternativa
de tratamento para essas situagdes, entretanto existem os riscos de infecgbes
cirurgicas, dificuldade para reposicionamento do animal no trans-cirigico, da dor
pds-operatoria, e a quantidade do material coletado, na maioria das vezes, torna-se
insuficiente para realizacdo do procedimento. Por isso, as pesquisas e novos
métodos, como a engenharia de tecidos 0sseos e medicina regenerativa, visam
aumentar sua disponibilidade, reduzir o tempo de recuperagcdo, 0s custos
relacionados e melhorar a regeneracao tecidual. Neste contexto, as terapias com
biomateriais sintéticos e biodegradaveis como bioceramicas e polimeros
demonstram um grande potencial para a regeneragdo 0ssea. Entretanto, existe um
grande desafio ao se combinar diferentes materiais a fim de obter a interacdo
desses com 0 meio biolégico e minimizar reacdes indesejaveis, adequando o tempo
de degradacéo e a taxa de crescimento tecidual no local de implantagdo. Além da
combinacao adequada dos materiais, o método de processamento para a obtengéo
de matrizes porosas € importante. Os materiais de fosfato de calcio sdo comumente
usados na engenharia de tecidos ésseos, e desses materiais, a hidroxiapatita (HAP)
é frequentemente usada, pois é o principal componente dos 0ssos, com capacidade
osseocondutora. J& a policaprolactona (PCL) é um dos polimeros mais atraentes
para regeneracdo 0Ossea, com excelentes propriedades mecanicas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Dessa forma, pretendeu-se com esse
trabalho realizar trés capitulos: O primeiro que é avaliar a influéncia dos tipos de
tratamentos e fatores predisponentes a complica¢cdes na consolidacao de fraturas de
radio e ulna em caes por meio de uma revisao sistematica; O segundo, obter o perfil
epidemiolégico de c@es com fraturas de radio e ulna atendidos no hospital
veterinario-ufv; e por Ultimo, desenvolver e caracterizar uma membrana de



hidroxiapatita e policaprolactona e analisar sua utilizagcdo na regeneracao éssea em
modelo experimental de ostectomia de radio em coelhos.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa. Engenharia de Tecidos. Biomateriais.



ABSTRACT

DOS ANJOS, Amanda Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2021.
Development of a synthetic membrane in bone regeneration. Adviser: Emily
Correna Carlo Reis.

The repair of bone loss represent a challenge in the orthopedic surgical routine, as it
requires the development of systems that contribute to promoting the regeneration
lost tissue, allowing complete return to function. The use of autogenous and
allogeneic grafts is an alternative treatment for these situations, however there are
risks of surgical infections, difficulty in repositioning the animal in the trans-surgical
period, postoperative pain, and the amount of material collected in most cases
becomes insufficient to perform the procedure.Therefore, research and new
methods, such as bone tissue engineering and regenerative medicine, aim to
increase its availability, reduce recovery time, related costs and improve tissue
regeneration. In this context, therapies with synthetic and biodegradable biomaterials
such as bioceramics and polymers demonstrate a great potential for bone
regeneration. However, there is a major challenge by combining different materials in
order to get (to obtain) their interaction with the biological environment and minimize
undesirable reactions, adjusting the degradation time and tissue growth rate at the
implantation site.In addition to the appropriate combination of materials, the
processing method for obtaining porous matrices is important. Calcium phosphate
materials are commonly used in bone tissue engineering, and of these materials,
hydroxyapatite (HAP) is often used as it is the main component of bone with an
osteoconductive capacity. Polycaprolactone (PCL) is one of the most attractive
polymers for bone regeneration, with excellent mechanical properties, good
biocompatibility and biodegradability. Thus, this work intended to carry out three
chapters: The first is to assess the influence of types of treatments and predisposing
factors to complications in the healing of fractures of the radius and ulna in dogs
through a systematic review; The second is to obtain the epidemiological profile of
dogs with radius and ulna fractures treated at the ufv-veterinary hospital; and finally,
to develop and characterize a hydroxyapatite and polycaprolactone membrane and
analyze its use in bone regeneration in an experimental model of radium ostectomy

in rabbits.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente, os enxertos e substitutos ésseos estdo sao frequentemente
utilizados com a finalidade de favorecer a regeneragdo éssea (Rodella et al., 2015;
(Maimaitiyiming et al., 2015) em defeitos desencadeados por qualquer tipo de lesao,
como as fraturas ésseas (Moraes et al., 2004; Zhou, 2007). As fraturas ésseas sao
frequentemente observadas em animais de companhia, sendo que as fraturas de
radio e ulna compreendem o terceiro tipo que mais acometem os cées (Jain et al.,
2018). Essas fraturas sdo responsaveis por altas taxas de complicacées, como a
nao unido ou uniao éssea retardada, principalmente em animais de pequeno porte
(Kang et al., 2016), podendo dessa forma esses animais se beneficiarem de
tratamentos com biomateriais.

Os biomateriais podem ser definidos como material sintético ou natural que
tem capacidade de interagir com sistemas biol6gicos, com a funcdo de tratar,
acrescentar ou substituir qualquer tecido (Daris; Knez, 2020). Sao classificados de
acordo com o0 seu mecanismo de agdo, o que dependera do seu comportamento
fisioldgico, da sua natureza quimica e da sua origem, dentre outros (Chen; Thouas,
2015). Quanto a sua origem, os biomateriais podem ser autdlogos ou autdgenos,
que sao obtidos do préprio individuo receptor, os homdblogos ou alégenos, obtidos de
outro individuo da mesma espécie, e os heterblogos ou xendgenos, que sao
adquiridos de espécies diferentes (Oréfice; Pereira, Mansur, 2006), além dos
biomateriais aloplasticos, que sao materiais produzidos sinteticamente (Dinopoulos
et al., 2012).

De todos os enxertos e substitutos 6sseos disponiveis, 0 que apresenta maior
potencial osteogénico, osteoindutor e osteoprogenitor é o autdgeno, pois é obtido do
proprio organismo contendo células osteoprogenitoras e fatores osteoindutores.
Entretanto, a quantidade do material coletado na maioria das vezes é insuficiente
para realizagdo do enxerto, além dos maiores riscos de infecgbes cirdrgicas no local
doador assim como a dor pds-operatéria e a dificuldade para reposicionamento do
animal no trans-ciragico (Bhatt; Rozental, 2012). Outra possibilidade sado os enxertos
albgenos que tem como desvantagem a possibilidade de resposta antigénica
(Rodella et al., 2015) bem como maiores riscos de transmissdo de doencgas (Roos,
Camisa Junior e Michelin, 2000; Binte Atique; Khalil; Masudur, 2014).
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Devido a essas limitacoes, os biomateriais sintéticos estdo sendo amplamente
utilizados. Estes possuem ampla disponibilidade, nao incitam respostas
imunoldgicas e n&o estdo associados a um local doador e, portanto, nao apresentam
morbidade associada ao local doador ou tempo adicional de cirurgia. Dentre os
biomateriais utilizados estd o grupo das bioceramicas (Vallet-Regi; Salinas, 2019),
principalmente os fosfatos de calcio, como a hidroxiapatita (HA). A sua ampla
utilizacdo ocorre devido a semelhanca destes materiais com a fase mineral dos
0ssos e dentes, compostos basicamente por ions de calcio e fosfato, que nao
induzem respostas a corpo estranho, inflamacgdes, toxicidade local ou sistémica
(Kawachi, 2000; Hui; Wang, 2014). Como a HA é fragil e de dificil elaboracdo em
diferentes formatos, sua associagao com polimeros como a policaprolactona (PCL),
com finalidade de obter melhores taxas de reabsorgcéo e resisténcia mecanica apoés
a implantacao, tém demonstrado resultados satisfatérios na regeneracao 6ssea
(Ogueri et al., 2019; Rozila et al., 2021).

Portanto, pretendeu-se com este trabalho, estudar o processo de regeneracao
0ssea em um modelo de fratura com perda Oéssea, utilizando uma membrana
desenvolvida com HA e PCL. Para tal, optou-se por trés capitulos. O primeiro
capitulo é uma revisdo sistemética avaliando a influéncia dos tipos de tratamento e
fatores predisponentes a complicagdes na consolidacdo de fraturas de radio e ulna
em caes. Este teve por objetivo conhecer os principais fatores que predispde
fraturas as complicagdes na regeneracao 6ssea. Com o segundo capitulo objetivou-
se demonstrar o perfil epidemioldgico de caes com fraturas de radio e ulna atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa (HVT-UFV), buscando
conhecer a realidade no local de execuc¢ao do trabalho. O terceiro capitulo aborda a
proposta de tratamento com a membrana topograficamente complexa desenvolvida
com HA e PCL, com a finalidade de favorecer a regeneragao éssea.
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CAPITULO |

AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TIPOS DE TRATAMENTOS E FATORES
PREDISPONENTES A COMPLICACOES NA CONSOLIDACAO DE FRATURAS
DE RADIO E ULNA EM CAES: REVISAO SISTEMATICA

Amanda Pereira dos Anjos et al.
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AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TIPOS DE TRATAMENTO E FATORES
PREDISPONENTES A COMPLICACOES NA CONSOLIDACAO DE FRATURAS
DE RADIO E ULNA EM CAES: REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi revisar sistematicamente a literatura atual
sobre a avaliagao da influéncia dos tipos de tratamentos e fatores predisponentes a
complicacdes na consolidacdo em fraturas de radio e ulna em caes. Foi realizado
um levantamento bibliografico de estudos nas bases PubMed, Scielo e Science
direct. Foram incluidos os estudos com caes que apresentavam delineamento do
tipo randomizado, estudo retrospectivo, estudo prospectivo ou ensaios clinicos
publicados entre os anos de 2010 e 2020, estudos que apresentavam animais com
fratura de radio e/ou ulna, que relatassem tratamento e complicacées de fraturas de
radio e ulna e que avaliaram a consolidacdo 6ssea de acordo com fatores
mecanicos ou bioldgicos. Foram eliminadas revisdes de literatura, relatos de casos e
trabalhos com cées politraumatizados e com comorbidades. Dessa forma, treze
estudos retrospectivos foram incluidos na revisao sistematica.

Observou-se que as fraturas de radio e ulna acometem principalmente animais
jovens e de pequeno porte, com localizagao distal, as principais fraturas sdo do tipo
transversais e obliquas. O tratamento de escolha em sua maioria € o cirurgico, com
utilizacdo de fixadores externos, cerclagens ou placas. A utilizacdo de placas
demonstrou nesse estudo terem menores taxas de complicacées. A localizagao da
fratura, tipo da fratura, peso, idade do animal, fatores biomecanicos, infecgéo,
estado geral, escolha do tratamento bem como local que o animal vive e cuidados
pds-operatorios influenciardo diretamente no sucesso da consolidacdo 6ssea. Com
estudos heterogéneos, nao foi possivel realizar meta-analise nessa revisao. Propde-
se gue seja elaborada uma revisdo com tratamentos homogéneos para uma melhor
comparacdo entre os fatores predisponentes a complicacdes e a influéncia do
tratamento utilizado nas fraturas de radio e ulna.

Palavras-chave: osteossintese, pequeno porte, complicacées, regeneragao éssea.
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INTRODUCAO

As fraturas de radio e ulna sdo muito comuns em animais de companhia
(Phillips et al., 1979; Brianza et al. 2006; Kang et al., 2016; Guiot e Guillou, 2018)
sendo considerado o terceiro tipo mais frequente em céaes (Jain et al., 2018),
principalmente naqueles de pequeno porte (Aikawa et al.,2019). Dentre as principais
causas destacam-se acidentes automobilisticos e quedas (Libardoni et al., 2016;
Bierens et al., 2017).

Sabe-se que vérios fatores podem influenciar o processo de consolidacao
Ossea, sendo eles fatores associados ao paciente, a fratura e a fatores externos.
Quanto aqueles associados ao paciente, pode-se citar peso (Libardoni et al., 2016;
Ramirez; Macias, 2016), idade (Jain et al., 2018; Ramanauskaité et al., 2017),
estado nutricional (Minar et al., 2013) e possiveis doencas sistémicas associadas
(Karim; Bouxsein, 2016). Quanto aos associados a fratura, pode-se citar o tamanho
do defeito ésseo quando existentes, a deformacéo relativa (strain) (Ramanauskaité
et al., 2017), o suprimento sanguineo local, o tipo e local da fratura (Minar et al.,
2013; Ramirez; Macias, 2016; Jain et al., 2018) e a presenca de infeccdo (Hayes;
Harris; Langley-hobbs, 2019). Ja aqueles relacionados as condicdes externas estao:
a qualidade da reducdo e estabilidade da fratura (Ramirez; Macias, 2016),
interferéncia iatrogénica, (Manchi et al., 2017) bem como o local no qual o animal
vive e 0s cuidados pds operatorios (Aikawa et al., 2019).

Evidéncias mostram que fraturas em animais de pequeno porte resultam em
maiores complicacbes como atraso na regeneracdo 0ssea ou ndo unido 0ssea, €
acredita-se que isso ocorra devido principalmente a menor quantidade de tecido
adjacente e reduzida vascularizacao (Brianza et al., 2006; Ramirez; Macias, 2016;
Gilbert et al., 2017; Nelson; Strom, 2017). A consolidacao 6ssea fica prejudicada,
pois os tecidos que circundam a fratura permitem a revascularizacao e o suprimento
sanguineo adequado para o transporte de nutrientes, oxigénio, fatores de
coagulagao que contribuem diretamente no reparo da fratura (Marsell; Einhorn et al.,
2011; Einhorn; Gerstenfeld et al., 2015).

Comumente, utiliza-se no tratamento cirurgico nas fraturas de radio e ulna os
fixadores externos modificados (Bierens et al., 2017; Aikawa et al., 2019), cerclagens
(Manchi et al., 2016) e placas bloqueadas como alternativa do método com placas
convencionais (Barnhart; Maritato, 2018). Além disso, tém-se relatos de sucesso na
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utilizacdo de técnicas de estabilizacdo de fraturas minimamente invasivas, pois
permitem a preservacado do coagulo no foco da fratura, observando-se resultados
promissores no processo de consolidagcdo (Gilbert et al., 2017; Hudson; Lewis e
Pozzi, 2020; Peirone et al., 2020).

Considerando a maior dificuldade de consolidacao 6ssea de fraturas de radio
e ulna em caes de pequeno porte e todos os fatores que podem afetar esse
processo, nesse trabalho buscou-se revisar dados sobre essas fraturas. Com isso,
pretendeu-se responder o seguinte questionamento: Qual a influéncia do tipo de
tratamento na consolidacdo de fraturas de radio e ulna em cées e quais os fatores

que podem predispor a complicacdes?
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento bibliografico de estudos nas bases PubMed,
Scielo e Science direct. A partir da pergunta de pesquisa foram selecionadas as
seguintes palavras booleanas para busca nas bases de dados informatizadas:
(((((fracture healing) AND radius fracture) OR radial fracture) and ulna fracture) or
ulna fractures) and dogs. Os artigos foram incluidos de acordo com os critérios de
inclusado: (i) estudos que apresentavam delineamento do tipo randomizado, estudo
retrospectivo, estudo prospectivo ou ensaio clinico publicados entre os anos de 2010
e 2020; (ii) estudos que apresentavam animais com fratura de radio e/ou ulna; (iii)
estudos que relatassem tratamento e complicacdes de fraturas de radio e ulna; (iv)
estudos que avaliaram a consolidagcdo Ossea de acordo com fator mecanico
(estabilizacao) ou biolégicos (células sanguineas, mediadores inflamatorios, células
osteogénicas e células de preenchimento); (v) estudos que envolvessem apenas
caes. Foram eliminadas revisbes de literatura, relatos de casos, animais com
comorbidades e trabalhos com caes politraumatizados.

A coleta e analise dos dados foram realizadas por dois revisores
independentes, sendo que todos os estudos identificados foram avaliados pelos
critérios de inclusdo/exclusdo iniciais. Duplicatas de artigos encontrados nas
estratégias de busca nos bancos de dados foram excluidas. Inicialmente foram
selecionados por meio de uma abordagem em duas etapas, primeiro foi analisado o
titulo, seguido da analise do resumo. Seguiu-se para andlise do texto completo para
elegibilidade, quando finalmente, os estudos identificados foram classificados como
incluidos na revisdo sistematica. Foram extraidos dados qualitativos de todos os
artigos incluidos: tipo de estudo, numero de fraturas, classificacao das fraturas, sexo,
causa das fraturas, localizacdo das fraturas, peso, idade, tipo de tratamento,
principais complicagbes, tempo para instituigdo do tratamento, tipo de avaliagéo e
resultados.

As listas de estudos obtidas nas bases de dados foram baixadas e
carregadas no Software StArt (State of the Art por Systematic Review), que € uma
ferramenta de apoio ao planejamento, execuc¢ao e sumarizagao dos dados, tornando

a revisao mais agil, precisa e replicavel.
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RESULTADOS

A partir da busca foram encontrados 318 artigos relacionados ao tema, sendo
48 artigos no PubMed, no Scielo foram 17 e 253 artigos no Science Direct. Destes,
35 artigos foram selecionados a partir do titulo e resumo que apresentavam texto em
inglés de acordo com os fatores de inclusdo e exclusdo. Esses 35 artigos foram
analisados para elegibilidade por completo e foram incluidos 13 artigos para sintese
(Figura 1). Dados relevantes dos artigos selecionados foram extraidos e gerenciados
com informagdes pertinentes e analisados no presente manuscrito. A tabela 1

detalha os artigos e dados extraidos.

Referéncias ldentificadas:
PubMed (n= 48], Scielo
(n=17]), Science Direct

(n=253) Total: 318

v

Referéncias duplicadas

Identificacao

N removidas: (n=2)

v

Referéncias seleciocnadas —

Mao atendiam critérios de

Selecio

inclusdo (n=283)
por titulo e resumo: (N=35])

¥

Artigos completos Artigos excluidos da
analisados para b analise: (n=22)

glegibilidade: (n=35)

y

Artigos inclusos na sintese

Elegibilidade

(

qualitativa (revisdo
sistematica) (n=13)

Inclusdo

Figura 1. Fluxograma de seleg&o dos estudos.

Apbés o levantamento bibliografico foram incluidos 13 trabalhos para
responder a pergunta de pesquisa, 0s artigos excluidos na analise da elegebilidade
foram animais politraumatizados e animais com comorbidades. Outros estudos
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foram excluidos porque os resumos nao eram claros inicialmente, mas na revisao do
texto completo eles foram revisados.

Todos os artigos selecionados tiveram como critério de incluséo fraturas de
localizagéo distal, sendo a maioria das fraturas fechadas totalizando 98,7%, com 1,2%
para as fraturas abertas. Nao foi informado em dois estudos se analisaram fraturas
abertas ou fechadas (Pozzi et al.,2013; Munakata et al., 2018). As fraturas bilaterais
dos estudos totalizaram 3% (Aiawa et al., 2019; Bierens et al., 2017; De arbun
Parent et al., 2017).



Tabela 1. Trabalhos relacionados as fraturas de radio e ulna em caes
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Autor/Ano/Pais Fraturas Classificacdo N/sexo Causas Localizacdo Idade(meses) Tipo de Tratamento Complicagoes
Peso Fratura
GIBERT; ) Obliqua
RAGETLY; 20 g?l?iiliig;)s’ 6286 (D Placa bloqueada;
BOUDRIEAU, Nao . Média:24 Transversal 4 ’ .
20 20 fechadas . (); Distal Placa reta (8); Osteomielite
2015 informado S (8);
Automobilistico L0 Placa T (10)
) <6kg Cominutiva
EUA Média: 3kg (1
Placa bloqueada
Reta (12) e T (2)
KANG et al., 7a36 Autoenxerto/matriz Ferida pele;
2016 12 Média: 13.5 Transversal P Ost .
14 14 fechadas ™ Nao informado Distal edid: 25, 9); ossed steopenia,
SE Obliqua (5) desmineralizada/ Deformidade de
EUA <2,5kg- d proteina angulacio;
Média: 1,8kg morfogenética com
hidroxiapatita
Ulceras;
) Necrose de pele
MANCHI et Qu.edas Q b interfalangica; Falha
al., 2017 17 Brincadeiras Distal > 249 Transversal Cerclagem implante/instabilidade
” 17 17 fechadas M (4); Média:9 (11); & P
. P e placa da fratura/refratura
8F Desconhecida Obliqua (6) . -
EUA por erro cirtigico- Nao
(2 <3,5kg- " .
Y1 unido - falha distal
média: 2,1kg
cerclagem;
_ Deiscéncia pele ;
Ulceras por curativo;
ATKAWA et 62 3a96 Afrouxamento
al, 2018 65 65 fechadas 29M Nao informado Distal Média:11 . Ndo Placa convencional parafuso; EXPO~S 160
33F informado placa/remocao;
Japao <Tkg- Osteopenia/ remocao;
média:3kg

Ulceragao repetitiva/

Remocio placa;
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Auto/Ano/Pais Fraturas Classificacg@o N/ Causas Localizacdo Idade(meses) Tipo de Tratamento Principais Complicagcoes
Sexo Peso Fratura Ciriirgico
Inflamagao tecido mole;
Transversal : .
(78): Afrmixament(.) do 1mp1ant§,
AIKAWA et 2,a.132 Obliqua Fixador Ulceracdo gsspmada ao curat~1V0,
119 Meédia: 11 Fraturas ipsilateral /remogao
al., 2019 140 135 fechadas o . . (60); Externo . .
52M  Naio informado Distal L . implante; Refratura ipsilateral
5 abertas 1 Cominutiva  Multiplanar - ~
~ 67F <7 kg- média: . /remocao implante; Penetracio
Japao (1); tipo 1T . A .
2,2 kg Salter iatrogénica do pino;
Harris (1) Osteomielite;
Desalinhamento; Unido atrasada;
Saltos/quedas
(26); Pisadas (3); Desalinhamento; Ostedlise/
BIERENS et Brlncadel.ra/s (2); 3473 ' refratura; Infl.’ilmgga'o.temdo
al.. 2017 A1 37 Automobilistico Média-8 Nio Fixador mole; Infeccdo incisional;
” 41 fechadas 19M (1); Queda de Distal ) informado externo Reducdo da amplitude do
18F veiculos (1); circular movimento do carpo; Reabsor¢io
EUA . <6,8kg — .
Acidente com Média: 2.2k de ulna; Sinostose; Refratura;
porta (1); St Fratura ipsilateral; Nao unido;
Mordedura (1)
DE ARBURN Saltos/quedas Placa ~ORIF Irritagdo ou ferida superficial;
2a69 Transversal Placa T . ~
PARENT et 102 105 92); Média: 13.5 (66): Placa de Desalinhamento; Infeccido do
al., 2017 102 fechadas 50M  Brincadeiras e Distal T 7 ~ sitio cirtirgico; Remocgao
. Obliqua compressao .
52F Desconhecida <Tke — (39) dinAmica implante;
Canada (10) & Refratura;

Média: 3,1kg
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Autor/Ano/Pais Fraturas Classificacio  N/sexo Causas Localizagdo Idade(meses) Tipo de Tratamento Complicagoes
Peso Fratura
MUNAKATA ~ 8 infectadas; 14 ~ 12 a 69 ~ Plaga
et al., 2018 15(ndo - Niao . L. Nao convencional - .
N 7 ndo M . Distal Média:26 . Remocao do implante;
unifo) . informado informado e aloenxerto
Japa infectadas 6F com FGF-2
apao Média: 2,5kg
PIR‘gOSlit al., 16 41\26,:5(1?;.1123%8 Transversal Fixacao Fratura ipsilateral; Secrecéo
20 19 fechadas SM Traumas (20) Distal v (11 externa inflamatdria pinos e fios;
Italia 11F <4 5ke- Obliqua (9) circular Sinostose; Reabsorc¢ao ulnar;
Média: 3,2kg
Mséilﬁ%l Placa
POZZI1 et al., 30 PP convencional; . .
2013 Nio Nio Niio ‘ Média:10,6kg Niio ORIF (15) Osteomielite/Retirada da
30 . . . Distal . Placa;
informado informado informado informado  Aloenxerto(5)
EUA > a 105 Aut6geno(2);
Média:30 BENOLS)

Média: 8,8kg

MIPO (15);
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Tipo de

Autor/Ano/Pais Fraturas Classificacdo  N/sexo Causas Localizacdo Idadle;g:zoeses) Fratura Tratamento Complicagoes
RAMIREZ;
MACiAS” 15 Saltos/quedas l\flréili7a2'7 Obliquas Placa Ulceras de pele ;
2016 15 Fechadas 8M 4 Distal ’ 4 convencional peles
7F (15) (15) Osteopenia;
E h <4kg
Spanfia Média: 2kg
Placa
364120 convencional
REE: Média: 24 B gl;;(:(l)rto Edema, eritema e secrecio
> Média:3,5kg . serosa; Edema, eritema e
BALTZER; Transversal Autélogo ~ SN
NEMANIC 23 (BG) ©6) (BG) secrecdo serosa; Deiscéncia
2018 ’ 23 Fechadas 12M Nao informado Distal Obliqua incisional/osteopenia grave/
11F 4,8 a120 a 7(1) Placa ndo unido atréfica de
EUA Média: 20 convencional- ulna/remocgao do
Média:3,3kg implante/refratura/amputacio;
(0G) Omento
Autélogo
(0G)
Reabsor¢ao ulnar/quebra
NELSON; 6 4.8 2 146,28 placa/falha implante;
meses Transversal
STROM, 2017 Nao Saltos/quedas (5) . (1 Placa de Afrouxamento de
6 Fechadas . . Distal Média:17 ) - .
informado Desconhecido (1) Meses: Obliqua(4) compressao parafuso/falha implante;
EUA <dkg B q dinamica Fratura sitio do parafuso;
média:2,54kg Refratura;

*FGF-2- Fator de crescimento de fibroblasto 2; OG: Omento autélogo; BG: Aloenxerto ésseo; ORIF: Reducao aberta e fixacao interna; MIPO: osteossintese

minimamente invasiva com placa; EUA: Estados Unidos da América.
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A principal causa de fraturas de radio e ulna foram saltos e quedas, seguida
de causas desconhecidas, brincadeiras, “pisoteios”, acidentes automobilistico,
acidentes com portas e mordeduras (Figura 2).

Causas das fraturas %

Figura 2. Causas das fraturas de radio e ulna em cées nos artigos selecionados.

Em relacdo ao sexo, a maioria dos animais eram fémeas (52%), contudo,
trés trabalhos nao relataram os sexos dos animais estudados (Pozzi et al., 2013;
Gibert; Ragetly; Boudrieau, 2015; Nelson; Strom, 2017).

A idade e o0 peso médios dos animais nos estudos foram de 17,31+8,01
meses e 3,58+2,55kg respectivamente, tendo como intervalos de 2 meses a 12,19
anos para idade e 1 a 10,6kg para peso. Entretanto, alguns estudos tiveram como
critério de inclusdo o peso dos caes: estudos por Aikawa et al., (2018), De Arburn
Parent et al,. (2017) e Aikawa et al., (2019), apenas caes que pesavam igual ou
abaixo de 7kg; <6,8kg (Bierens et al., 2017), <4kg (Nelson; Strom, 2017; Ramirez;
Macias, 2016), <6kg (Gibert; Ragetly; Boudrieau, 2015), <6kg (Ree; Baltzer;
Nemanic, 2018). <5 kg (Piras et al., 2011), < 4kg (Ramirez; Macias, 2016), < 3,5kg
(Manchi et al., 2017), <2,5kg (Kang et al., 2016), exceto Pozzi et al., (2013) e
Munakata et al., (2018) que nao relataram peso especifico como critério de inclusao
animais. Os animais do estudo de Munaka et al., (2017) ja tinham passado por
procedimento cirurgico e sofrido complicacbes de ndao unido 6ssea. Apesar de nao
terem usado critério de selecao, os animais tiveram peso <4.1kg. Em relagao a idade

dos animais, apenas um artigo adotou como critério de inclusdo animais com 6
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meses ou mais (Gibert et al.,2015). As fraturas de radio e ulna estudadas em sua
maioria acometeram animais jovens e de pequeno porte.

O principal tipo de fratura foi o transversal com 53%, o segundo maior foram
as fraturas obliquas totalizando 46,1%, seguido das fraturas cominutivas 0,6% e por
altimo Salter Harris 0,3%. Apenas um estudo adotou um critério de inclusao de
fraturas transversais e obliquas (Kang et al., 2016).

O tempo entre a lesdo até o momento do procedimento cirdrgico variou nos
estudos de 1 a 15 dias, com tempo médio de 6,48 + 5,36 dias (Piras et al., 2011;
Bierens et al., 2017; Ramirez; Macias, 2016; De Arbun Parent et al., 2017).

Os tratamentos utilizados variaram grandemente, tendo sido relatados:
fixador externo multiplanar tipo I, fixador externo circular, placa convencional
associada ao enxerto autdlogo, placa convencional associada ao omento e
aloenxerto, placa convencional sem associacao, placa convencional com aloenxerto
e FGF-2 (Fator de crescimento de fibroblasto 2), placa de compressao dinamica,
cerclagem, placa bloqueada associada a autoenxerto, matriz 6ssea desmineralizada
e proteina morfogenética com hidroxiapatita.

As principais complicagdes nos tratamentos com fixadores externos nos 201
animais foram 29,85% inflamacdo dos tecidos moles, 9,95% afrouxamento do
implante e remogéo do implante devido a fraturas ipsilateral 8,95%, desalinhamentos
0sseos com 6,46% e ulceragdes devido a curativo 5,9%, 4,47% dos animais tiveram
reabsorcdo ulnar, 30% desses animais tiveram inicialmente infecg@o incisional com
reducao da amplitude da movimentacao do carpo e apds a reabsorcao ulnar ocorreu
a sinostose do radio e ulna seguido de refratura. Outras complicagdes em menores
proporcées foram observadas como refraturas ipsilateral em 1,49% dos casos,
refratura ipsilateral com remocao do implante em 1,49%, ostedlise em seguido de
refratura 0,49%, 0,49% penetracao iatrogénica do pino, 0,49% osteomielite e 0,49%
de uniao atrasada (Piras et al., 2011; Bierens et al., 2017; Aikawa et al., 2019).

O tratamento com placa em 343 animais tiveram como principais
complicacdes associadas aos tecidos moles com 9,32%, sinostose em 2,91%,
remogao do implante em 2%, devido a infecgbes e dor com claudicagao leve,
desalinhamentos 6sseos em 1,74%. osteopenia em 1,45%, ulceragédo por curativo
em 1,45%, osteomielite em 0,87%, 0,58% nos casos de exposicao de placa, e 0,29%

em cada complicagcdo como reabsorcdo ulnar com falha do implante, refratura por
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remocao de placa, fraturas no sitio do parafuso e falha na fixagédo. (Piras et al., 2011;
Gilbert; Ragetly; Boudriau, 2015; Manchi et al., 2016; Kang et al., 2016; Ramirez;
Macias, 2016; De Aburn Parent et al., 2017; Nelson;Strom, 2017; Aikawa et al.,
2018; Ree; Baltzer;Nemanic et al., 2018).

A placa convencional associada a aloenxerto utilizadas em 15 fraturas
retratadas com ocorréncia de ndo unidao tiveram como complicagdo a remocao do
implante em 87,5% das fraturas ndo infectadas, e 71,42% das fraturas nao
infectadas (Munakata et al., 2018). Ja a utilizagdo da cerclagem associada a placa
em 17 animais causou em 17,64% refraura por erro cirurgico, ulceragdo devido a
curativos em 11,76% e nao unidao em 5,88% dos pacientes (Manchi et al. 2017).

De forma geral as principais complicacées dos estudos foram relacionadas
aos tecidos moles (infeccdo do sitio cirargico, ulceracdes, deiscéncia de pele,
secrecdes inflamatérias), afrouxamento do implante, desalinhamentos ésseos, e
fraturas ipsilateral (Figura 3).

Complicacoes fratura radio e ulna

Fratura sitio do parafuso
Unido atrasada
Penetragdo iatrogénica do pino
Exposicdao do implante
N3do unido

Osteomielite

Osteopenia

Reabsorcdo ulnar

Sinostose

Fratura ipsilateral
Refratura

Desalinhamento dsseo

Afrouxamento do implante

Tecidos moles

%

Figura 3. Complicag6es de fraturas de radio e ulna em caes.
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DISCUSSAO

No que se refere aos fatores predisponentes a complicagées na consolidacao
de radio e ulna, sabe-se que animais de pequeno porte tém maiores chances de
serem acometidos, devido principalmente a menor quantidade de tecidos moles
periésseos, contato limitado da superficie 6ssea no local da fratura em virtude do
tamanho pequeno com consequente reduzido suprimento sanguineo (Barnhart;
Maritato, 2018).

Em relacdo ao peso dos animais, 12 de 13 artigos utilizaram critérios de
exclusdo para o peso dos animais dos artigos selecionados, e por isso nao foi
possivel fazer uma comparagédo das complicagdes de animais de pequeno, médio e
grande porte. Entretanto, um estudo sem critério de peso e que avaliou fraturas nao
consolidadas e demonstrou que os animais tinham peso <4,1kg, reforcando que
animais de pequeno porte podem sofrer de ndo uniao éssea mais frequentemente
que animais de maior porte (Munaka et al., 2017).

De acordo com Akaiwa et al., (2017), a fixacdo de placas é o método de
fixacdo mais utilizado devido ao rapido retorno a funcao e da auséncia de cuidados
pds-operatorios extensos. As placas bloqueadas utilizadas em substituicdo as placas
convencionais podem ser promissoras na consolidacao éssea, garantindo uma
maior estabilidade para fratura, com minimo de contato entre implante e 0sso,
minimizando o prejuizo do suprimento vascular (Kang et al., 2016). Ja a cerclagem
em fraturas radiais e ulnares de caes de raca pequenas € uma técnica cirargica
viavel. No entanto, existem altas taxas de complicacbes quando nao associada a
outros métodos (Manchi et al., 2017). A técnica minimamente invasiva pode causar
uma limitacdo da observagdo do osso e consequentemente do nao alinhamento
intraoperatério excelente (Aikawa et al., 2019). Entretanto, permitem preservar o
foco da fratura com minima agressao aos tecidos (Pozzi et al., 2013).

Bierens et al.,, (2017) discutem utilizacdo de fixador circular externo
modificado pode ser uma alternativa nos tratamentos de fraturas de radio e ulna com
taxas de consolidacao e complicacdes similares a outros implantes. Outra vantagem
da fixacdo externa é a remocao apds a consolidacao 6ssea e dessa forma evita
possiveis complicacbes em longo prazo como acontece com as placas (Aikawa et al.,
2019), mas exige maiores cuidados no pos operatorio e treinamento avangcado do
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cirurgiao devido a dificuldade do posicionamento adequado dos pinos externos em
caes pequenos, além disso pode causar fraturas no momento da sua remocao
(Bierens et al., 2017).

Em outro estudo, todos os animais ja tinham sido operados inicialmente com
placas ou pinos intramedulares, com resultados de fraturas ndo consolidadas e
tiveram resultados favoraveis apés a utilizacao de placa, aloenxerto ésseo e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF-2) (Munakata et al., 2018). Outras associacoes de
placas com omento e autoenxertos 0sseos (Ree; Baltzer; Neamanic et al., 2018),
matriz 6ssea desmineralizada, proteina morfogenética com hidroxiapatita podem ser
promissores na consolidacdo éssea, principalmente de fraturas em caes pequenos
(Kang et al., 2016).

As principais complicagdes nesses estudos foram associadas a inflamagéo
dos tecidos moles e acredita-se que acontece devido tanto ao volume limitado dos
tecidos em caes de pequeno porte quanto pode estar associada a bandagens pés-
operatérias (Meeson; Davidson; Arthurs, 2011; Aikawa et al., 2018; De Arburn
Parent et al.,, 2017). Em contrapartida, outras complicagbes maiores podem ser
evitadas com a utilizacdo dessas bandagens como técnicas de Robert-Jones com
tala (Aikawa et al., 2019). Adicionalmente, a estabilidade inicial permite a selecéo de
implantes menores e, portanto reduz a chance da sua remocgao posterior (De Arburn
Parent et al., 2017). Outra forma de prevenir futuras complicagdes € restricdo dos
exercicios no pos-operatério, visto a importdncia da estabilidade da fratura no
processo de reparo 6sseo (Aikawa et al., 2019).

A fixacao rigida das placas (Aikawa et al., 2018) e fixadores externos podem
desencadear a protecdo contra estresse do tecido 6ésseo e consequentemente levar
a osteopenia e reabsorgcbes 0sseas, e um maior risco de refratura (Bierens et al.,
2017), dessa forma placas de tamanhos adequados podem reduzir a ocorréncia
transitéria de osteopenia resultando menor prote¢cdo contra estresse (De Arburn
Parent et al., 2017; Ramirez; Macias, 2016; Manchini et al., 2017; Kang et al., 2016).
A refratura também pode acontecer devido ao erro cirargico ou remogcao do implante
(Manchi et al., 2016).

Aikawa et al., (2019) relataram que formagéo insuficiente de calo ésseo
também pode ser atribuida a rigidez do implante. E aborda que apesar da
dinamizag&o poder resultar em perda precoce da estabilidade causando um atraso
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Oou nao unido 6ssea esse estudo obteve resultados positivos na consolidacao éssea.
As complicacoes relatadas no estudo podem ser causadas devido a orientacao dos
fios, reabsorcdo 6ssea ao redor do fio, tamanho dos fios ou colocacédo dos fios em
regido de menor didmetro do osso. J& em outro estudo a dinamizagdo causou um
retardo na consolidacao 6ssea (Bierens et al., 2016).

Outro fator importante, € que os implantes podem causar 0 comprometimento
vascular do cortex 6sseo e serem responsaveis por essas complicacoes (Gauthier et
al., 2011; Aikawa et al., 2018) bem como fraturas cronicas que ja foram tratadas
anterioremente com reparo cirargico (De Arburn Parent et al., 2017) podem causar
uma reducgédo do fluxo sanguineo e lesdo nos tecidos moles circundantes causando
maiores taxas de falha na consolidacao déssea (Kang et al., 2017). O tempo entre a
lesdo até o momento do procedimento cirurgico também influenciam diretamente no
sucesso da consolidacao éssea, visto que, de acordo com Griffths et al., (2013)
quando a corregdo cirurgica ultrapassa 72 horas a chances de complicagds
aumentam consideravelmente podendo causar um atraso na consolidacao 6ssea.

Além disso, a dificuldade de obter reducdo anatémica devido a tendéncia dos
musculos flexores do carpo e digital de criar deslocamento caudolateral do
fragmento 6sseo distal, espaco limitado disponivel para implantes (Piras et al., 2011;
Akaiwa et al., 2017), e aposicdao incompleta dos fragmentos ésseos devido a
predisposicao a fraturas tranversais e obliquas podem ser fatores predisponentes a
complicagdes (Bierens et al., 2017). Outro fator importante é a presenca de
infecccao, no qual foi responsavel por retardar a consolidacdo 6ssea (Aikawa et al.,
2019) e ser necessario a remoc¢ao dos implantes (De Arburn Parent et al., 2017).

Observou-se que a utilizagdo de placas causaram menores complicacées nos
animais estudados, devido ao menor tamanho do implante principalmente utilizados
em caes de pequeno porte e em casos de fraturas distais permitindo deambulacao
adequada e melhor estabilizacdo do foco fratura do que se comparado a fixadores
externos (De Arburn Parent et al., 2017; Ramirez; Macias, 2016) .

De maneira geral, a maioria dos casos tiveram como principal complicacées
mais frequentes injarias relacionadas aos tecidos moles, fraturas e refraturas
associadas principalmente a remogao dos implantes e protecdo contra estresse.
Maiores complicacbes sdo observadas em tratamentos que utilizaram fixadores

externos, cerclagem e placas convencionais. Observou-se que a utilizagdo de placas
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causaram menores complicagdes nos animais estudados, devido ao menor tamanho
do implante principalmente utilizados em cé@es de pequeno porte e em casos de
fraturas distais permitindo deambulacdo adequada e melhor estabilizacdo do foco
fratura do que se comparado a fixadores externos (De Arburn Parent et al., 2017;
Ramirez; Macias, 2016

Técnicas de aprimoramento como enxertos autdlogos ou alégenos
(Manakata et al., 2017), biomateriais sintéticos como hidroxiapatita e fatores de
crescimento como a proteina morfogenética 6ssea (Kang et al., 2016), associadas
ao método adequado de fixacdo e experiéncia do cirurgiao podem ser promissores
na consolidacao 6ssea.

CONCLUSAO

As fraturas de radio e ulna nos artigos selecionados foram em sua maioria de
animais jovens e de pequeno porte, com localizagdo distal, do tipo transversal e
obliqua, com causas principais relacionadas a acidentes como saltos e quedas. O
tratamento de escolha em sua maioria é o cirurgico, com utilizacdo de fixadores
externos, cerclagens e placas. De maneira geral a maiorias dos casos tiveram como
principal complicagao injarias relacionadas aos tecidos moles, fraturas e refraturas
associadas principalmente a remocéo dos implantes. A localizagdo da fratura, tipo
da fratura, peso, idade do animal, bem como a escolha do tratamento para uma
melhor coaptagdo dos fragmentos e estabilizacdo da fratura influenciara
diretamenteano sucesso da consolidacdo éssea. Nesse estudo, a utilizacdo de
placas demonstrou terem menores taxas de complicacdes, entretanto é importante
ressaltar que a escolha do implante e da técnica cirurgica utilizada devem seguir
critérios anatdmicos, bioldgicos, mecéanicos e fatores clinicos individuais de cada

paciente.



CAPITULO I

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE CAES COM FRATURAS DE RADIO E ULNA
ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINARIO-UFV

Amanda Pereira dos Anjos et al.

33



34

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE CAES COM FRATURAS DE RADIO E ULNA
ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINARIO-UFV

RESUMO

Objetivou-se com presente estudo retrospectivo analisar o perfil epidemiolégico dos
caes em relacdo a fraturas de radio e ulna atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Vigosa-UFV. Foi realizado um estudo transversal, descritivo,
de carater epidemioldgico, com coleta de dados de base documental. A pesquisa foi
realizada no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa, localizado no
Municipio de Vigosa, Minas Gerais. A amostra foi composta de 87 caes, machos e
fémeas, com histérico de fraturas de radio e ulna, atendidos na instituicao no periodo
de janeiro de 2015 a dezembro de 2019. Os dados foram coletados por meio da
pesquisa dos prontudrios e as variaveis estudadas foram as seguintes: sexo, idade,
peso, causa da fratura, ragas, membro acometido, quanto a fragmentacéo, tipo e
localizagcédo da fatura e tratamento clinico.

Nesse estudo as fraturas de radio e ulna afetaram caes jovens, de pequeno porte,
que sofreram principalmente por quedas ou atropelamentos. Animais sem raca
definida, Pinscher, Poodles e Sptiz Alem&o foram mais acometidos. As localiza¢des
de diéfise distal, do tipo transversa e obliqua tiveram maior importdncia nesse
estudo. Apesar de o tratamento cirargico ser na maioria dos casos a escolha mais
indicada, deve-se considerar uma avalicdo do paciente de forma Unica para que 0s

resultados na consolidagéo da fratura sejam alcangados.

Palavras-chave: Fraturas distais, pequeno porte, canino.

INTRODUCAO

As fraturas de radio e ulna representam 18% da casuistica total das fraturas
em pequenos animais (Brown et al., 2016; De Arburn Parent et al., 2017; Jain et al.,

2018), sendo considerado o terceiro tipo mais frequente em céaes (Minar et al., 2013;
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Jain et al., 2018). Dentre as causas mais comuns, destacam-se acidentes
automobilisticos (Libardoni et al., 2016) e pequenos traumas como saltos e quedas
(Phillips, 1979), principalmente em ragas miniatura (Gilbert et al., 2017). Animais de
pequeno porte sdo mais comumente acometidos em relagdo aos caes de medio e
grande porte, devido provavelmente as diferencas da densitometria e geometria
Ossea (Brianza et al. 2006; Planner, Feichtner e Meyer-Lindenberg, 2021).

As fraturas diafisarias, especialmente no terco distal do o0sso, sdao mais
frequentes (Milovancev e Ralphs, 2004) e, na maioria dos casos, a fratura envolve
tanto radio quanto a ulna (Phillips, 1979). Em caes jovens de médio a grande porte,
geralmente possui satisfatéria regeneracdo éssea, enquanto que nas racas de
pequeno porte, nota-se maior frequéncia de complicagdes como a uniéo retardada e
nao-unido (Brianza et al., 2006; Ramirez; Macias, 2016; Gilbert et al., 2017; Nelson;
Strom, 2017). Diferentes fatores tém sido apontados como responsaveis pelas
complicacdes, como fatores biomecanicos com alta frequéncia de fraturas obliquas
curtas com fragmento de fratura distal limitado, dificultando a reducdo anatémica.
Outro fator impotante é a pouca vascularizagdo disponivel para o processo de
consolidacdo devido a cobertura limitada de tecido mole e vascularizagéo local
reduzida (Ramirez e Macias, 2016; Gilbert et al., 2017; Barnhart; Maritato, 2018).

Nesse sentido, objetivou-se com presente estudo retrospectivo analisar o
perfil epidemiologico dos cées com fraturas de radio e ulna atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Vigosa — UFV.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, descritivo, com levantamento de dados
dos animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa
(HVT-UFV), localizado no Municipio de Vigosa, Minas Gerais, com diagnéstico de
fraturas de radio e/ou ulna. Como critérios de inclusdo no estudo, tem-se ser céo, de
ambos o0s sexos, com histérico de fraturas de radio e/ou ulna, atendidos na
instituicdo no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2019. Os dados foram
coletados por meio da pesquisa dos prontudrios e as variaveis estudadas foram as
seguintes: sexo, idade, peso, causa da fratura, racas, membro acometido,
classificacdo da fratura (quanto a fragmentagéao, tipo e localizagdo) e tratamento
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implementado. Foram excluidos pacientes politraumatizados e fraturas patoldgicas
(causadas por neoplasias, infecgdes e doencas metabdlicas). Os resultados obtidos
foram expressos e analisados mediante a distribuicdo de frequéncias e respectivas

porcentagens.

RESULTADOS

A amostra total foi constituida por 87 caes, sendo 46 % (n=40) machos e 54%
(n=47) fémeas. A maioria dos animais apresentava idade de até 2 anos com
percentual de 56,3%, como ilustrado na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais quanto ao género e idade.

Variaveis Frequéncia Percentual

(n) (%)

Género

Macho 40 46

Fémea 47 54

Idade

Até 2 anos 49 56,3

3 a8anos 22 25,3

Acima de 8 anos 3 3,4

Indefinida 13 14,9

Total: 100 100

Em relacdo a exposicao Ossea, trés animais (3,4%), apresentaram fratura
exposta e 84 (96,6%) fratura fechada. Desses trés animais, dois eram machos e um
fémea. Quanto ao peso dos animais, a maioria tinha até 6kg (50,6%), em seguida,
animas com peso entre 7 a 12kg compreendendo 26,4% do total, 13 a 19kg com
17,2%, e acima de 20kg com cinco animais (5,7%), como descrito na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos animais quanto ao peso.

Peso Frequéncia Percentual
(N) (%)

Até 6 kg 44 50,6

7a12kg 23 26,4

13 a 19 kg 15 17,2

>20 kg 5 5,7

Total: 87 100
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No que concerne as causas das fraturas, as quedas foram o principal motivo
contando com 31 (35,6%) dos animais acometidos. A segunda maior causa foi o
atropelamento com 25 animais (28,7%), seguido de causas indefinidas com 19
(21,8%), mordedura com quatro (4,6%), pisoteamento com trés (3,4%) e outras
causas totalizando cinco (5,7%) como acidentes com arma de fogo, enxada, madeira

e chutes, de acordo com a figura 1.

Causas das fraturas

B Quedas

B Atropelamentos
H Indefinidas
 Mordeduras

M Pisoteios

m Outras

Figure 1. Principais causas das fraturas de radio e ulna nos caes do Hospital Veterinario-UFV.

Em relacdo as racas, verificou-se que 42 (48,3%) nao possuiam raca definida
(SRD), 28 (32,2%) eram da raga Pinscher, seguido pelo Poodle e Sptiz Alemao com
trés individuos cada (3,4%), Pastor Alemao e Red Heeler com dois animais cada
(2,3%), e outras ragas totalizando sete (8%) animais, como pode ser observado na

figura 2.
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Ragas acometidas

m SRD

M Pinscher

B Poodle

[ Sptiz Alem3o
W Pastor Alemdo
B Red Heeler

M Outras

Figure 2. Racas acometidas por fraturas de radio e ulna nos caes do Hospital Veterinario-UFV.

De todas as fraturas de radio e ulna, 83 (95,4%) acometeram ambos 0S 0Ss0S
e quatro (4,6%) apenas a ulna. Os membros toracicos direito e esquerdo foram
acometidos com 44,8% e 43,7%, respectivamente. Animais com fraturas bilaterais
representaram 11,5% dos casos (10 individuos). Destas dez fraturas bilaterais,
quatro animais eram da raca pinscher, quatro SRD, um Sptiz Alemao, um Terrier
Brasileiro, com peso médio de 3,68kg * 2,37. Destes oito animais pesavam menos
de 6kg (8,7% dos animais nessa faixa de peso, oito de 44 casos) e as principais
causas das fraturas foram queda (cinco individuos) seguida de atropelamento (dois
individuos) e ainda um sem causa conhecida e um pisoteado.

Quanto a classificacdo das fraturas, a maioria foi simples com 92% (80),
seguida de cominutiva 5,7%. O sentido da linha de fratura mais observado nesse
estudo, foi a tranversa com 47 (48,5%), discretamente maior que obliqua 45
(46,4%). A fratura espiral, fissura, e em forma de cunha, representaram um total de
trés (3,1%), um (1%), e um(1%), respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuigdo quanto ao tipo de fratura.

Frequéncia Percentual
(N) (%)

Membro
Transversa 47 48,5
Obliqua 45 46,4
Espiral 3 3,1
Fissura 1 1
Forma de cunha 1 1

Total: 97 100

Sobre a localizacéo da fratura, 51(58,6%) foram de diafise distal, 16 (18,4%)
diafise média, nove (10,3%) na diafise proximal, cinco (5,7%) metafise distal e o
mesmo numero na epifise distal 5 (5,7%) e uma Salter Harris tipo 1 (1,1%). O
tratamento cirargico foi indicado em (96,5%) dos pacientes, sendo que apenas trés
animais receberam tratamento conservador. Dentre os 87 animais avaliados, 40
animais nao tiveram acompanhamento e dos 47 animais, 30 tiveram o seu ultimo
acompanhamento com a fratura em processo de consolidagdao, quatro animais com
fratura completamente consolidada, oito animais apresentaram n&o unido 6ssea, e
ma unido foram constatadas em trés animais. Outra complicagdo relatada foi

osteomielite em dois pacientes.

DISCUSSAO

O presente trabalho fornece um panorama geral das caracteristicas dos
animais acometidos por fraturas de radio e ulna atendidos no HVT — UFV. Quanto
as caracteristicas dos animais acometidos, observou-se que os resultados se
assemelham aos dados de Giglio et al., (2007) obtidos no Brasil, que também
observou discreta predominancia de fémeas (53,2%) e animais jovens até 2 anos
(69,7%). Em outro estudo na Litudnia, animais com idade entre 1 e 5 anos,
assumiram 56% (Ramanauskaité et al., 2017). Os caes mais jovens foram os mais
acometidos, e isso provavelmente se deve ao fato de que esses animais sao mais
ativos (Jain et al., 2018), que acabam sendo mais suscetiveis a lesdes (Shapiro et
al., 2008; Minar et al., 2013), bem como possui incapacidade de lidar com perigos
em relacdo ao cdao mais velho (Vidane et al., 2014;Jain et al., 2018). Além disso,
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caes mais jovens possuem corticais 6sseas comparativamente mais finas em
relacdo a caes adultos (Jain et al., 2018 ).

O predominio de animais de até 6kg (50,6%) também esta foi observado em
outros estudos, como de Meirelles, (2015), no Brasil, que dos 310 cées, 140
(45,16%) pesavam até 5 kg e 59 (19,03%) entre 5 e 10 kg. Os céaes de pequeno
porte acabam sendo mais acometidos a fraturas apendiculares provavelmente
devido a reduzida cobertura muscular dos membros (Milovancev; Ralphs, 2004) e
por apresentarem diferengas significativas na geometria éssea do radio e da ulna ao
terem a area transversal do osso menor, bem como por apresentarem valores de
inércia significativamente inferiores, que expde essas ragas a maiores estresses
locais, com uma menor tolerancia a forcas compressivas e de flexdo (Brianza et al.,
2006).

No que se referem as causas das fraturas, as principais foram as quedas e os
atropelamento, assim como relatado também em outros levantamentos realizados
na Irlanda, Brasil e india (Mccarteney; Kiss; Robertson, 2010, Libardoni et al., 2015,
Meirelleis, 2015, Jain et al., 2018). Essas causas acontecem também para os
demais tipos de fraturas, que representaram 43% acidentes de transito e 28,5% por
quedas em estudo por Minar et al., (2013) na Coréia do Sul. Autores como Libardoni
et al., (2015) alertam sobre a necessidade de medidas de protecdo contra quedas
nas residéncias e a de limitar o acesso dos caes as vias publicas.

Nesse estudo, as principais ragas acometidas foram Pinscher e Poodle, além
dos animais sem raca definida. Esses dados estdao de acordo com o encontrados por
Giglio et al., 2007, no qual 40,2% dos animais eram sem raga definida, 22,2% dos
animais da raga Pinscher e 20, 3% da raca Poodle. Em outro estudo, também foi
identificado os mesmos resultados, em que a maioria eram animais sem raca
definida com 38,06%, Pinscher com 22,9% e Poodle com 22,58%. Foi observado
também que 51,29% das ragas pertenciam a raca de pequeno porte (Meirelleis,
2015).

Sugere-se que o maior numero de fraturas em caes SRD pode ser justificado
devido estes caes refletirem a maioria dos animais atendidos no HTV-UFV. Contudo
as trés racas mais acometidas, que foram Pinschers, Poodles e Sptiz Alemao,
apresentam pequeno porte com 39,2% do total e consequentemente maior
vulnerabilidade a experiéncias traumaticas como ja discutido. Esses dados
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corroboram com Gligio et al., (2007), que observaram a mesma ocorréncia para caes
sem raca definida, seguido de animais de pequeno porte (45,7% do total).

Nesse estudo, 0 membro toracico direito foi de forma discreta mais acometido
que o membro toracico esquerdo e uma pequena parcela de acometimento bilateral
assumindo valores sao compativeis com Giglio et al., 2007, no qual foi observado o
acometimento do membro toracico direito com 46,6% casos, e 0 esquerdo com
43,9%, seguido do bilateral com 25 (9,5%) dos casos. No presente estudo, a fratura
bilateral ocorreu em sua maioria em animais de raga de pequeno porte, com peso
inferior a 6kg, sendo a principal causa a queda. De forma semelhante, Meirelleis,
(2015) relatou 18 casos (5,8%), sendo que 15 destes animais pesavam menos de 5
kg (10,71% dos animais com essa faixa de peso), sendo a queda a principal causa
atingindo um total de 12 em 15 animais.

A maioria das fraturas de radio e ulna (95,4%) acometeu ambos 0s 0ssos e
quatro (4,6%) apenas a ulna, dados semelhantes a Giligio et al., (2007) com 87,1%
e Meirelles, (2015) com 86,13%, esses resultados estéo relacionados a biomecanica
do apoio no membro, uma vez que o radio € 0 0sso que sustenta a maior parte do
peso do antebraco, portanto, esta mais sujeita a fraturas (Decamp et al., 2015).

Quanto a fragmentacao a maioria foi simples 80 (92%), seguida de cominutiva
7(8%), demonstrando que as fraturas de radio e ulna ndo apresentam
particularidades em relacdo aos o0ssos longos em geral, nos quais 84% foram
simples e 16% cominutivas em estudo por Minar et al., (2013).

Os tipos de fraturas mais observado nesse estudo, foi a tranversa com 47
(48,5%), discretamente maior que obliqua 45 (46,4%). No estudo de Giglio et al.,
2007 as fraturas transversas, seguida de obliqua foram mais comumente
observadas, e isso acontece devido a forgca aplicada no momento do trauma, visto
que principais causas que levaram a fraturas de radio e ulna nesse estudo
resultaram em forcas de flexdo e compressao, e, portanto desencadeando fraturas
transversais e obliquas (Brianza et al., 2006).

Sobre a localizagdo da fratura, as principais foram a diafise distal, seguida de
diafise média e diafise proximal. Esses resultados se assemelham com Giglio et al.,
(2007), em que a fratura de terco distal foi predominante, seguido de terco médio e
terco proximal. Resultados semelhantes foram observados em outras avaliacdes

retrospectivas (McCartney et al., 2010; Piras et al., 2011; de Souza et al. 2011, Ben
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Ali, 2013; Minar et al. 2013; Gibert et al., 2015), uma vez que o radio é 0 0sso que
sustenta a maior parte do peso do antebraco, a regiao distal € a que recebe o0s
maiores impactos, aumentando dessa forma, as chances de fraturas nessa regido
(Decamp et al., 2015).

Nessa pesquisa o tratamento cirurgico foi adotado na grande maioria dos
animais, e apenas trés animais receberam tratamento com imobilizagdo e tala, um
desses animais devido aos custos do procedimento o tutor optou por esse
tratamento e os outros dois animais tiveram fissura de ulna e fratura de tergco médio
de radio com fissura proximal em radio, respectivamente.

Sugere-se que a escolha pelo método cirurgico, se deve ao fato de possuir
resultados mais satisfatérios na consolidacdo déssea devido a uma maior
estabilizacdo e coaptacao dos fragmentos ésseos (Nelson; Strom, 2017; De Arburn
parent et al., 2017; Ree; Baltzer; Nemanic, 2018), visto que as fraturas de radio e
ulna possuem altas taxas de complicacdes associadas a ndo-unido € ma uniao,
sobretudo as de localizacéo distal e em racas pequenas (Munakata et al., 2018),
como observado no presente estudo, em que dos oito casos de nédo unido déssea
todos eram animais de pequeno porte, dos quais sete eram raga pinscher e um sem
raca definida, dos trés casos de ma unido dois animais também eram animais de
pequeno porte.

Essas complica¢des podem ser explicadas devido ao ndo alinhamento correto
das extremidades Osseas e da instabilidade inadequada no foco da fratura,
associado ao tamanho pequeno do osso com reduzido suprimento vascular em
regiao diafisaria-metafisaria distal, pouco tecido mole adjacente e uma forte tenséo
que € exercida pelos musculos flexor carpal e flexor digital, que deslocam os
fragmentos caudal e lateralmente (Decamp et al., 2015). O suprimento sanguineo
adequado faz com que o transporte de nutrientes, oxigénio, fatores de coagulacao e
crescimento 6sseo que contribuem diretamente no reparo da fratura (Marsell;
Einhorn et al., 2011; Einhorn; Gerstenfeld et al., 2015).

A osteomielite foi relatada em dois animais, que foram vitimas de
atropelamento com presenca de fratura exposta e dessa forma sendo uma fonte
exbgena para contaminacdo, nos casos de fraturas abertas (Gibert; Ragetly;
Boudrieau, 2015). Sugere-se que a auséncia das complicagcbes menores, como por



43

exemplo relacionadas a tecidos moles, podem néo ter sido relatadas nas fichas dos
pacientes.

No presente estudo, poucos animais retornaram para 0 acompanhamento da
fratura, e de acordo com Meirelles, 2015 a auséncia do acompanhamento da maioria
dos pacientes se deve ao fato de que muitos proprietarios continuam o tratamento
com veterinarios das cidades de origem ou somente retornam quando ha dificuldade
de deambulagéo ou sinais de infecgdo. Sugere-se também o nao retorno do paciente
para o tratamento adequado.

CONCLUSAO

As fraturas de radio e ulna acometem os animais domésticos, sobretudo os
caes jovens, de pequeno porte, que sofreram principalmente quedas ou
atropelamentos. Animais sem raca definida, Pinscher, Poodle e Sptiz Alem&o foram
mais acometidos, assim como a localizacdo mais comum foi a diafise distal, com
linha de fratura transversa e obliqua tiveram maior frequéncia. O tratamento cirurgico
foi realizado na maioria dos casos e a complicagcdo mais comum observada foi de

nao uniao éssea em caes de pequeno porte.
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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANA DE
HIDROXIAPATITA E POLICAPROLACTONA E SUA UTILIZACAO NA
REGENERACAO OSSEA

RESUMO

A terapia com biomateriais tem potencial para o tratamento de defeitos
0sseos desencadeados por lesdes, comumente as fraturas. Estudos demonstraram
que a utilizacdo de biomaterial no local do defeito 6sseo pode funcionar como um
arcabouco para a migracao celular, caracteristica da sua capacidade osteocondutora.
Considerando que o coagulo sanguineo formado apo6s a fratura no espaco a ser
regenerado € essencial para a sinalizagdo celular, nesse projeto foi desenvolvida
uma membrana porosa para utilizacdo ao redor do defeito, com o objetivo de
proteger tanto o coagulo quanto o espaco do defeito. Assim, utilizou-se a associacao
da hidroxiapatita sintética (HAP-91) com o polimero policaprolactona (PCL) para o
desenvolvimento dessa membrana. Inicialmente dois tipos de membranas foram
desenvolvidos com diferentes solventes e proporcoes da HAP-91 e da PCL. Essas
membranas foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
difracdo de raios-X (DRX) para avaliar sua topografia de superficie e cristalinidade,
respectivamente. Dessa forma, foi estabelecida a escolha da membrana que
apresentava as caracteristicas desejadas. O processo de regeneracdo éssea no
periodo pés-operatério foi acompanhado através da avaliagdo densitométrica das
imagens radiograficas, tomografia microcomputadoriza e histologia éssea. A
membrana escolhida apresentou facil aplicacdo, maleabilidade e resisténcia
favoravel. Na analise de MEV, observou-se na membrana uma topografia complexa,
com a presenga de microporos e macroporos variando de 66,56+22,94 a
275+49,23um. Na andlise de DRX, o compdsito apresentou alta cristalinidade. Na
andlise da radiodensidade Ossea foi possivel detectar diferencas significativas no
decorrer do tempo (P<0,05) para o grupo tratado assim como 0s animais que
receberam a membrana apresentaram densidade radiogréafica significativamente
maior em relagdo ao grupo controle em 90 dias. Na avaliagcdo da microtomografia
o0ssea (MicroCT), ndo houve diferencas significativas p (<0,05) entre os grupos

tratado e controle para os seguintes parametros: BV (volume 6sseo neoformado),
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Tb.N (numero de trabéculas), Tb.Sp (separacdo entre as trabéculas). Para Tbh.Th
(espessura média das trabéculas) foi significativamente maior no controle. No grupo
tratado com membrana de HAP+PCL foi possivel observar crescimento de tecido
0sseo em quase todo o defeito, com trabéculas ésseas recém-formadas, delgadas,
em crescimento centripeto. Em contrapartida, nos animais que nao receberam a
membrana foi possivel a observacdo de menor quantidade de formacdo de
trabéculas, a neoformacdo 0ssea se restringiu as bordas do defeito. Na histologia
0ssea o0s animais do grupo tratado foi observado um tecido 6sseo mais organizado
com maior irrigacao sanguinea e tecido conjuntivo frouxo se comparado aos animais
do grupo controle. Esses resultados podem sugerir que a membrana pode ser
favoravel na progressdo da regeneracao 0ssea, visto que a membrana pode ser
utilizada como um protetor do coagulo sanguineo e transportador promissor para
células ou fatores de crescimento e deve ser mais explorado em diferentes

configuragdes e fraturas 6sseas.

Palavras-chave: medicina regenerativa; engenharia de tecido &sseo; defeitos
0sseos; arcabouco; compdésitos; biomateriais.

INTRODUCAO

No tratamento de fraturas ésseas encontra-se muitas vezes a necessidade de
reparar lesdes com perda tecidual, visando a estabilidade mecéanica, continuidade
O0ssea com suporte por uma matriz e estimulo exercido por citocinas e fatores de
crescimento. Sendo assim, busca-se o desenvolvimento de sistemas que contribuem
para promogao da regeneracdo do tecido perdido com base nesses pontos,
objetivando o completo retorno a funcao. Diversos estudos in vitro e in vivo tém
demonstrado resultados promissores em favorecer a regeneracao éssea utilizando
os biomateriais (Causa et al., 2006; Chuenijitkuntaworn et al., 2010; Aragon et al.,
2017; Wang et al., 2017; Surmenev et al., 2019).

Atualmente os fosfatos de calcio sdo os mais utilizados, principalmente a
hidroxiapatita (HAP), devido as suas caracteristicas biol6gicas e quimicas que se
assemelha com a fase mineral dos ossos e dentes. A HAP (Hui et al., 2014; Ozawa
et al., 2018) é uma ceramica biocompativel que possui capacidade osteocondutora
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(Borges et al., 2000; Legeros, 2002; Vallet-regi, Gonzalez-calbet, 2004; Carlo et al.,
2009). Ainda sado também caracterizadas por bioatividade e biodegrabilidade
(Andreiotelli; Wenz; Kohal, 2009; Sabree et al., 2015), podendo também conferir
propriedades de osteointegracao quando utilizadas em superficies 0sseas (Valente,
2016). Devido a essas caracteristicas, a HAP ¢é utilizada objetivando manter a
continuidade 6ssea e suporte a migracao de células osteoprogenitoras, processo no
qual ela é absorvida e substituida por um novo tecido ésseo (Zhou; Lee, 2011).

Entretanto a HAP possui alto médulo de elasticidade em relagdo ao osso e
baixa tenacidade a fratura, o que limita seu uso em formatos especificos de
implantes para preenchimento de grandes defeitos € membranas para regeneracao
tecidual guiada. Contudo, em associacdo com polimeros (Neuendorf et al., 2008;
Reis et al., 2011) pode formar compdsitos com melhor resisténcia mecanica (Wan et
al., 2006). Tais associacdes tém sido exploradas, como o trabalho de Cho et al.,
(2019), que utilizando HAP+PCL em modelos de defeitos experimentais em ratos
demonstraram beneficio no grupo tratado. A policaprolactona (PCL) € um polimero
sintético, pertencente a familia dos poliésteres poli-a-hidroxil (Oliveira et al., 2007),
biocompativel, biodegradavel, semicristalino, com baixo custo (Baker et al., 2016),
boa solubilizacdo em solventes organicos volateis (Safaei et al., 2018). Além disso, é
capaz de oferecer suporte para fixacdo de células endotelias e osteoblasticas
(Makarov et al.,2010; Yao et al., 2017).

Dessa forma, a utilizacdo da HAP associada a PCL torna-se promissora na
regeneracao Ossea, permitindo melhor adaptacdo do biomaterial as diferentes
configuracdes de defeitos 6sseos, mantendo a capacidade de fornecer suporte para
diferenciacdo e proliferagcdo celular (Chuenjitkuntaworn et al., 2010; Wen et al.,
2020). Contudo, a forma principal de utilizacdo dos biomateriais € o preenchimento
do defeito 6sseo (Alt et al., 2016; Groppo et al., 2017; Zhou et al., 2018) no intuito de
promover a osteoconducdo (Bigham-Sadegh et al., 2018). Entretanto, os vasos
sanguineos que se rompem com a fratura enchem o local de sangue, formando o
coagulo, pela ativacdo de plaquetas e organizacdo de uma rede de fibrina rica em
fatores de crescimento e citocinas que desencadeiam a formagao 6ssea (Lam et al.,
2011). O coagulo sanguineo também fard o papel de um suporte, favorecendo a
migracao e proliferacao celular no local da fratura (Davies et al., 1996; Gerstenfeld et
al., 2015). Além disso, séo liberados fatores derivados do periosteo, medula éssea e
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dos tecidos adjacentes bem como fatores osteogénicos e angiogénicos importantes
para a formacao de novo osso (Marsell; Einhorn, 2011; Gerstenfeld et al., 2015).

Considerando a importancia do coagulo na sinalizacao para a formagao éssea
0 projeto teve como objetivo o desenvolvimento de uma membrana de HAP com
PCL (HAP+PCL) porosa, flexivel e absorvivel que fosse capaz de envolver o defeito
0sseo de forma a preservar o coagulo no foco da fratura e aliado a isso, servir de
ponte entre os fragmentos da fratura, com sua capacidade osteocondutora
facilitando a regeneracéo de fraturas com grande perda 6ssea no qual a aposi¢ao
perfeita dos fragmentos néo € possivel.

MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho utilizando animais experimentais foi analisada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa,
aprovada e protocolada como processo n° 61/2018.

Objetivou-se no desenvolvimento da membrana, obter uma face com
topografia complexa (estruturas nas escalas macro, micro e nanométricas) e uma
face lisa (Carlo Reis et al., 2011), maleavel para permitir a adaptagao ao redor do
radio. Foram desenvolvidos protétipos com diferentes proporgcées de
policaprolactona (PCL) e hidroxiapatita (HAP) sintética - JHS Laboratério Quimico,
Belo Horizonte (HAP-91®) nas dimensdes de 1 mm de espessura, 15 mm de largura
e 20 mm de comprimento. Para tal, a PCL e a HAP foram pesadas nas proporcdes
50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, respectivamente. As amostras de HAP e PCL
foram acondicionadas juntas em um recipiente para diluicdo da PCL em diferentes
solventes, separadamente em cada um: cloroférmio, éter e DMSO com quantidades
suficientes até a completa homogeneizagao do compoésito. Para formagao dos poros
foram utilizadas duas técnicas. Na primeira, a sacarose foi adicionada
imediatamente apo6s a dissolucdo do da PCL e mistura da HAP (M1). Em seguida,
sobre uma placa forrada com papel aluminio, 0,5 ml de quantidade do biomaterial
em sua forma liquida foi depositada com auxilio de uma espatula para formacao de
cada membrana. Na segunda técnica (M2), sacarose foi pulverizada sobre a face da

membrana voltada para cima. Posteriormente, todas as membranas passaram por
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um processo de secagem natural durante 24 horas. Apos a etapa de secagem, foi
realizada a lavagem das membranas para retirada total da sacarose utilizando agua
destilada. Foram realizadas duas lavagens de 24 e 48 horas, respectivamente. Apds
a lavagem das membranas e total retirada da sacarose, as membranas foram
colocadas em uma bancada e o processo de secagem se deu naturalmente durante
48 horas. Apds estarem totalmente secas, as membranas foram esterilizadas por
radiacdo gama, com auxilio da JHS Laboratério Quimico, Belo Horizonte.

A estrutura microscopica da superficie das membranas foi avaliada através da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Trés amostras de cada membrana
foram fixadas em um suporte metalico sobre uma fita de carbono e recobertas com
uma fina camada de ouro (metalizag¢ao), utilizando um Sputter Coater BAL-TEC/ com
um sistema de deposicao “sputtering balzer’. As amostras foram analisadas em
microscopio eletronico de varredura da marca LEO, modelo 1430VP, no Nucleo de
Microscopia e Microanalise da UFV.

As imagens obtidas com a microscopia eletronica de varredura foram
digitalizadas e analisadas pelo programa Phyton Imaging Livbrary. A topografia de
superficies das membranas foram avaliadas quanto a: topografia com macro, micro
e nanoestruturas de acordo com Kikuchi et al. (2005); distribuicdo e formato dos
cristais de HAP expostos na superficie das amostras, se existentes; presenca ou
nao de poros e, quando presentes, os diametros médios (medindo-se 0 menor e 0
maior didmetro de cinco poros escolhidos ao acaso em cinco imagens de cada
amostra, obtendo-se posteriormente média e desvio padrao). Foi possivel avaliar,
assim, o tamanho dos poros obtidos e analisar a adequacao desses tamanhos ao
desenvolvimento do tecido ésseo com base na literatura.

Com o intuito de avaliar a cristalinidade, os compdsitos foram submetidos a
difracdo de raios-X no Laboratério de Mineralogia do Departamento de Solos da
UFV. Para isso, uma amostra de cada membrana foi moida com o intuito de reduzi-
la a particulas menores e permitir a adequacdao ao porta-amostra. O material
permaneceu 12 horas em temperatura ambiente para secagem. Apds este periodo,
foi realizada a analise de difratometria de raios X no difratdbmetro multifuncional
Panalytical X'Pert Pro PW 3040/60 equipado com tubo de cobalto (radiagdo Co-Ka, A
= 1,79026 A), operado com uma diferenca de potencial de 40 kV e uma corrente
elétrica de 30 mA. As varreduras foram realizadas no modo passo a passo em
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intervalo de 15 a 50° 26 com 0.05° de incremento e 2 segundos de contagem
detempo em cada passo. Os difratogramas obtidos foram apresentados por meio de
gréficos e analisados de forma descritiva.

A citotoxidade das membranas de HAP+PCL foi avaliada realizada pelo teste
de azul de triazol (MTT) com base na capacidade da enzima desidrogenase oxidar
sal de tetrazdlio (3- [4,5-dimetiltiazol-2-i] -2-5-brometo de difenil-tetrazélio) em um
produto insoluvel azul, avaliando-se a viabilidade celular. Foram utilizadas amostras
do biomaterial, de nailon como controle negativo (ndo citotéxico), latex como
controle positivo (citotdxico) e meio (controle). Células da linhagem continua VERO
foram cultivadas a uma densidade celular de 1x10° células/mL (75 pL) em meio o-
MEM (425 pL) a uma temperatura de 37°C numa atmosfera de 95% de ar e 5% de
CO2 num ambiente com 100% de umidade. Apds 24 horas de adesdo a placa, um
fragmento de um fragmento de aproximadamente 3 mm x 3 mm do biomaterial foi
adicionado a cada pogo da placa de 24 pogos, assim como 0s grupos controles,
exceto o fio de nailon que recebeu um segmento de 3mm. Foram realizados quatro
pOCcos para grupo com membrana, assim como para 0s grupos controle. Apos 72
horas de incubacao, o biomaterial foi removido e foi acrescentado 200 yL de uma
solucdo de MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazdlio bromido) (0,5 mg/mL) a
37°C durante 4 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e acrescentado
400uL de dimetilsulfoxido (DMSQO) que atuou por 30 minutos. Apds essa etapa, foi
realizada a leitura dos cristais de formazana, com leito ELISA Spectra Count em um
leitor de placas com densidade Optica em um comprimento de onda de 570 nm. A
geracdao do produto azul €& proporcional a atividade oxidativa da enzima
desidrogenase e os valores obtidos na absorvancia a 570 nm, proporcionais a
viabilidade celular. A citotoxicidade do biomaterial foi calculada por meio de uma
regressdo nao-linear log [Grupos] versus Resposta Normalizada (porcentagens de
células viaveis), utilizando os programas GraphPad Prisma® 5.0 e Microsoft Office
Excel 2013®, submetida a andlise de variancia seguido do teste de Dunnett.

Analise da regeneracao ossea

Para o procedimento experimental, foram utilizados 14 coelhos adultos
fémeas, da ragca Nova Zelandia, brancos, com idade média de doze meses, pesando
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entre 5,0-5,5kg. Os animais foram obtidos do Setor de Cunicultura do Departamento
de Zootecnia da UFV. Os mesmos foram mantidos em gaiolas padronizadas,
proprias para animais desta espécie, presentes na Coelheira do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (DVT/UFV). Os animais receberam
aproximadamente 250¢g/dia ragdo comercial, 4gua e feno ad libitum durante os
periodos de adaptacéo e experimental.

Como medicacdo pré-anestésica foi utilizado diazepam (1,0 mg/kg) com
associagdo de cetamina (12,5 mg/kg) por via intramuscular. Apds efeito da
medicacdo, foi realizada a tricotomia da orelha esquerda e a veia marginal foi
canulada para a administracdo de fluidos (Ringer Lactato) a uma taxa de 10
ml/kg/hora. Uma mdscara anestésica foi utilizada para manutencdo da anestesia,
contendo isofluorano a 1L/min O,. De maneira profilatica, foi administrado cefazolina
(20mg/kg) por via intramuscular, uma hora antes do procedimento.

Em seguida a tricotomia foi realizada no membro toracico direito desde regiao
axilar até a porcao distal das falanges. Cada animal foi posicionado em decubito
lateral direito de forma que a face medial do membro que foi trabalhado permaneceu
para cima, paralelo a mesa cirurgica. O membro esquerdo foi tracionado e fixado
caudalmente, permitindo livre acesso ao local da cirurgia. Uma vez o animal em
plano anestésico, adequada antissepsia, foi realizado bloqueio do plexo braquial
com bupivacaina (3 mg/kg) e lidocaina (7 mg/kg). Em seguida, a regido dos
metacarpos e falanges foi isolada com o auxilio de uma atadura estéril.

Confirmada a auséncia dos reflexos de dor, e com o auxilio de uma lamina de
bisturi n°10, foi realizada uma incisdo craniomedial para acessar o radio em sua
porcao distal da diafise. De acordo com a técnica preconizada por Decamp et al.,
(2015) afastadores de Farabeuf foram utilizados para retragédo e protecao do tendao
dos musculos extensor digital comum, extensor radial do carpo, abdutor polis longo
e flexor radial do carpo, e exposi¢cao do periésteo désseo. Apds correta medigdo com
0 auxilio de uma régua milimetrada estéril, a 10 mm da articulacao radiocarpal, foi
realizada uma ostectomia total do radio de um fragmento de 8mm de comprimento.

Utilizou-se para isso uma caneta de alta rotagdo e broca odontoldgica
Diamond 1014 sob constante irrigagéo de solugao estéril de cloreto de sédio a 0,9%
(Figura 1A). A ulna foi mantida intacta. Para a realizagdo do experimento, os animais
foram divididos em dois grupos, contendo sete animais cada grupo, a saber: Grupo |
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(controle) — defeito 6sseo preenchido com coagulo formado naturalmente; Grupo Il —
defeito 6sseo com coagulo protegido com a membrana de HAP+PCL envolvendo o
defeito dsseo e fixada nas extremidades distal e proximal do defeito no radio com

nailon 3-0 com duas suturas simples uma na parte superior e outra na parte inferior

da membrana em torno dos fragmentos distal e proximal do radio (Figura 1B).
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Figura 1. Procedimento cirargico para realizagdo do defeito experimental no radio de coelho. A-
Realizagdo do defeito 10mm acima da articulacao radiocarpal com broca odontolégica acoplada a
caneta de alta voltagem sob irrigacdo com solucdo de cloreto de sédio a 0,9%. B. Fixacdo da

membrana envolvendo o defeito em uma amostra 6ssea de radio e ulna.

Em seguida musculatura e fascia foram aproximadas com fio 3-0 (nailon) em
sutura continua e a pele com o mesmo fio em sutura Wolf. A metodologia para
confecgao da ostectomia foi modificada de Lyons et al (2014);Ye et al., (2017); Maiti
et al., (2018) e Minto et al., (2021).

Findo o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos anestesiados para
a realizacdo das imagens radiograficas poés-operatérias imediatas, para
documentacédo e avaliacdo dos defeitos 6sseos. Como cuidados pdés-operatdrios
foram realizadas a administracdo de cloridrato de tramadol (10 mg/kg) a cada 8
horas e meloxicam (0,2 mg/kg) a cada 24 horas, ambos por via subcutanea, durante
o periodo de 5 e 2 dias, respectivamente. Foi realizado aquecimento do animal
quando necessario, avaliacao da frequéncia cardiaca e da frequéncia respiratoria.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, no mesmo local onde se

encontravam previamente, monitorados por uma equipe treinada, até que voltassem
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com movimento deambulatério. Diariamente foram observados ingestdo de agua e
alimento, vocalizacdo, piloerecdo, postura dos animais e deambulacdo. A ferida
cirurgica foi avaliada quanto a presenca de edema, inflamacéo e infecgdo a partir de
inspecao visual. Cada membro foi avaliado quanto a claudicagao, de acordo com o
apoio da extremidade com os escores: 0- sem claudicagdo; 1- apoio com
claudicacao; 2- auséncia completa de apoio.

O processo de regeneracdo Ossea no periodo pos-operatério foi
acompanhado através da avaliagdo da radiodensidade 6ssea. Para cada membro
operado, foram realizadas duas incidéncias radiograficas: mediolateral e
craniocaudal. Para isso, os animais foram sedados com diazepam (1,0 mg/kg) e
cetamina (12,5 mg/kg) por via intramuscular. Foram utilizados o equipamento de
raio-X movel marca Raycenter, modelo Omega 200T, e o sistema computadorizado
(CR C Prima e FCR Prima), Hospital Veterinario, DVT/UFV. Foram realizadas
radiografias no pds-operatédrio imediato (dia 0), 30 e 90 dias utilizando-se da técnica
radiografica de 50kVp, 100mA e 5s. Todas as radiografias foram tomadas com um
penetrébmetro de aluminio, constituido por cinco degraus, com espessura de 3 mm
entre cada um deles, posicionado proximo ao radio e a ulna. As imagens
digitalizadas foram analisadas no programa Image J de acordo com Araujo et al.,
2018, que forneceu valores médios dos niveis de cinza para cada regiao
selecionada. Em cada degrau foi selecionada uma area de 25 x 200 pixels, com
auxilio da ferramenta de sele¢ao retangular, sendo entao aferida a tonalidade média
de cinzas. Os valores obtidos foram armazenados sob a forma de tabelas para cada
imagem analisada, a fim de que cada uma tivesse a sua propria escala padrao.
Posteriormente, a ferramenta de selecdo de area retangular foi utilizada para
obtencdo do valor do grau de cinza da regidao do defeito no radio. Estes valores
foram registrados nas tabelas, juntamente com as informacdes de suas respectivas
escalas de aluminio, para, entdo, serem convertidos a unidade de mm Al, mediante
a construcdo de um grafico e sua regressao linear, obtidos com base no
penetrdmetro, no programa Excel. A da radiodensidade foi submetida a analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores para medidas repetidas considerando o
tratamento (grupos tratados e controle) e tempo (p6s-operatério, 30 e 90 dias) como

variaveis independentes.
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Tomografia microcomputadorizada

Apds 90 dias do poés-operatdrio, os animais foram submetidos a eutanasia
através do uso de sobredose anestésica de propofol pela via intravenosa seguido de
cloreto de potassio pela mesma via. Apds confirmacao da perda dos sinais vitais,
foram realizadas as coletas das amostras, através da desarticulacdo das
articulagdes proximal e distal em relagc&o ao local a ser analisado, imersos em formol
10% por 72 horas, e mantidas em alcool 70% até o processamento final.

A andlise por tomografia microcomputadorizada foi realizada de acordo com
Reis et al (2010). Todos os fragmentos foram escaneados utilizando o sistema
SkyScan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT Kontich, Belgium) com resolugdo de 21
pMm, 90kV e 111pA, e filtro de aluminio de 0,5mm + Cobre 0,038 mm que se encontra
localizado no Nanolab (Microscopia Eletrénica e outras técnicas) da Universidade
Federal de Ouro Preto - UFOP. As imagens foram obtidas através de reconstrucéao
pelo software NRecon (SkyScan, versdo 1.7.0.4) e analisadas através do software
CTANn (SkyScan, versdo 1.16) para os seguintes parametros: BV (volume 6sseo
neoformado), Tb.N (nimero de trabéculas), Tb.Th (espessura média das trabéculas)
e Tbh.Sp (separacdo entre as trabéculas). Para isso, em cada amostra foi
selecionada uma regiao de interesse (ROI), visualizando o centro do defeito e
selecionando os slice 4 mm na direcao proximal e 4 mm da regiao distal. Além disso,
apés definir o ROI, foi necessario definir um valor limiar para binarizagao (threshold).
Ap6s obter o threshold que mais se assemelhou a imagem original para cada
amostra, foi feita a média dos valores obtidos. Dessa forma, foi determinado um
limite inferior em 60 e um limite superior em 180 (grayscale threshold 0 — 255),
sendo a mesma binarizacdo utilizada para todas as amostras. Adicionalmente, os
cortes bidimensionais foram utilizados para avaliagdo qualitativa da a presenca de
unido 6ssea entre os fragmentos e trabéculas presentes no defeito. Os parametros
da tomografia foram submetidos ao teste t quando a distribuicio normal e
homogénea. O teste Mann-Whitney foi realizado quando as condicbes de
normalidade e homegeneidade néo foram cumpridas. Em caso de significancia para
todas as avaliagdes, foi procedido o teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.
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Analise histologica

A analise histolégica foi realizada apdés as andlises por tomografia
microcomputadorizada. As amostras foram inicialmente descalcificadas com acido
formico 10% e citrato de sbédio durante trés semanas. Em seguida, foram
desidratadas em acool a 70, 80, 90 e 100% por aproximadamente 12 horas em cada
etapa, com repeticdo no alcool absoluto e diafanizadas em dois banhos de xilol por 2
horas cada. Os fragmentos foram incluidos em parafina e posteriormente
seccionados em cortes de 8um no micrétomo rotativo e montados em lamina de
vidro. De cada bloco de parafina foram obtidos pelo menos dois cortes histologicos,
que foram submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina, visando a
analise histoldégica da amostra em microscépio Optico. Na analise qualitativa, foram
avaliadas areas de formacdo de novo osso em toda extensdo do defeito, sendo
observadas as caracteristicas das trabéculas ésseas, remodelacdo das mesmas e
espacos medulares. Aléem disso, avaliou-se a presenca de tecido fibroso e presenca

de células osteoprogenitoras.

RESULTADOS

Desenvolvimento da membrana e estudos in vitro

Dentre os solventes utilizados, 0 que apresentou melhor dissolugao da HAP
com PCL foi o cloroférmio, seguido do DMSO e por ultimo o éter, realizando-se,
assim, as etapas seguintes com o cloroférmio. Durante o desenvolvimento das
membranas, observou-se que aquelas contendo 50%, 40% e 30% de HAP
mostraram-se demasiadamente frageis. J& os compdsitos contendo 10% e 20%,
mostraram-se maleaveis e mais resistentes a manipulacdo (Figura 2 A), o que
favorece a colocacdo e adequacao da membrana no defeito ésseo (Figura 2 B).
Como o compésito com 20% possui a maior proporcdo de HAP, ceramica com
resultados favoraveis ja demonstrados para regeneracao 6ssea (Sidane et al. 2017;
Torres et al. 2017; Akhbar et al. 2018; Araujo et al.,2018) com caracteristica
desejavel para manipulacdo, esta proporcao foi escolhida para os testes
subsequentes.
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Figura 2. Membrana de HAP-91 e PCL. A- Maleabilidade da membrana. B- Membrana (seta)
envolvendo o defeito de 8mm do radio distal.

A técnica de homogeneizar a sacarose juntamente com o compésito (M1)
proporcionou a formagdo de uma camada de polimero e HAP envolvendo os
granulos de sacarose, dificultando sua remocao na lavagem e impedindo a formagéao
dos poros adequados (Figura 3A). A técnica de formacao dos poros que permitiu
remogcdo completa da sacarose nas etapas de lavagem da sacarose foi a de
pulverizacdao (M2), como formacdo de poros macroscépicos como mostrado na
Figura 3B. Na analise microscopica, pode ser observado (Figura 3 C) a presenca
dos poros do compdsito de HAP+PCL. O tamanho dos poros variaram de 66,56um

122,94 e 275um +49,23 (Tabela 1) para microporos e macroporos, respectivamente.

Tabela 1. Média e desvio padrao (em um) do didmetro dos poros

Membrana 80:20 Poros (um)
Microporos PCL e HAP 66,56+22,94
Macroporos PCL e HAP 275+49,23

Pode-se notar ainda, a superficie da membrana (Figura 3 D) com a presenca
dos cristais da HAP na matriz da PCL. Diferentemente do que pode ser observado

na membrana desenvolvida com a sacarose homogeneizada no compaésito, na qual



57

nota-se uma superficie compacta, lisa e sem definicdo das estruturas. Esta
membrana ndo foi selecionada para o estudo in vivo por nao possuir superficie
topografica ideal para regeneracao éssea.

De acordo com as andlises das caracteristicas macroscépicas e
microscépicas, optou-se pela membrana de HAP+PCL na proporcdo de 80:20
dissolvida no cloroférmio, com técnica de pulverizacdo da sacarose para formacao

dos poros.

Figura 3. Microscopia eletrénica de transmissdo e varredura da membrana de HAP-91 e PCL. A-

MEV da superficie da membrana 20% HAP+PCL pela técnica de homogeneizacao da sacarose com
compésito. Observa-se que o compdésito forma uma pelicula sobre a sacarose (seta). B- Prototipo da
membrana com presenca de macroporos. C- MEV da superficie da membrana 20% HAP+PCL pela
técnica de pulverizacdo da sacarose apods a fabricagdo. Observa-se presenga dos poros (setas) de
HAP na matriz de PCL. D- Em maior aumento, podem ser observados os cristais de HAP (setas) em
meio a matriz lisa de PCL (asterisco) e a diferenca de topografia dos biomateriais.
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O difratograma da membrana estd demonstrado na figura 4. Podem ser
observados picos altos e agudos da HAP (Chen, Wolke, De Grot, 1994; Reis et al.,
2012) e PCL (Bittiger; Marchessault; Niegisch, 1970; Milovac et al., 2014;
Trakoolwannachai; Kheolamai; Ummartyotin et al, 2019). Os valores foram
consistentes com CPDS Card para HA (Mincryst, 2019) e como a PCL Baji, 2007;
Quian et al., 2009; Chen J, 2014).
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Figura 4. Difratograma do composito de hidroxiapatita sintética associada a policaprolactona na

avaliagdo de sua cristalinidade por difracdo de raios X representada pelos valores das distancias

Interplanares (d).

O teste de bicompatibilidade das membranas de HAP+PCL tiveram como
resultados diferencgas significativas no tempo de 72 horas (Figura 5) para o latex em
relacdo ao biomaterial, nailon e controle com p<0,05 de significancia. O biomateral
apresentou viabilidade celular, semelhante ao controle e ao nailon.
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Figura 5. Viabilidade celular em cultivo de linhagem continua de Vero. O asterisco (*) demonstra a
diferencas do latex entre 0s grupos.

Estudo in vivo

No péds-operatdrio os animais apresentaram edema do membro e claudicacao
grau 1 em ambos o0s grupos por aproximadamente cinco dias. Os animais nao
apresentaram deiscéncia ou infeccdo da ferida cirargica em 90 dias de avaliagcao.
Um animal do grupo controle apresentou fratura distal de ulna no 14°® dia do poés-
operatorio, confirmada com exame radiografico, e imediatamente foi realizada a
eutanasia desse animal. Dois animais do grupo controle apresentaram
automutilacao discreta das falanges distais sem apoio do membro no dia 20° e 30°
dia pds-procedimento cirargico, e, portanto foi realizado curativo no membro durante
10 dias, até o momento da cicatrizagédo da ferida.

Durante a avaliagdo das radiograficas do pds-operatério imediato no grupo
controle observou-se o defeito de aproximadamente 8 mm e bordas bem delimitadas
(Figuras 6 A1). Nos dias 30 e 90 ainda foi possivel visualizar o defeito 6sseo sem
alteracao significativa na radiodensidade (Figura 6 A2 e A3). A avaliacdo dos
animais no grupo tratado demonstrou que no pos-operatério imediato também foi
observado a presenca do defeito 6sseo com as bordas delimitadas e 8mm de
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tamanho (Figura 6 B1). Nos dias 30 (Figura 6 B2) e 90 (Figura 6 B3) ainda foi
possivel visualizar o defeito 6sseo, com uma reducdo do tamanho do defeito

principalmente aos 90 dias.
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Figura 6. Radiografias com projecao cranio-caudal dos grupos controle (A) e tratado com membrana
de HAP-91+PCL (B) do radio e ulna de coelhos submetidos a realizacdo do defeito na diafise distal do
radio. Pos-operatorio (A1 e B1), com 30 dias (A2 e B2) e 90 dias (A3 e B3). As setas indicam local do

defeito.
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Na comparagdo entre os valores médios de mmAl do defeito no grupo
controle ndo houve diferencas significativas na radiodensidade &éssea no pos-
operatério imediato em relacdo aos 30 e 90 dias. Também néo foram observadas
diferencas significativas entre 30 e 90 dias. Notou-se que os animais que receberam
a membrana de HAP+PCL tiveram incremento da radiodensidade éssea em todos
os tempos avaliados (P<0,05). Além disso, os animais que receberam a membrana
apresentaram radiodensidade Ossea significativamente maior em relagdo ao grupo
controle (P=0,0228) aos 90 dias (Figura 7).

Densidade (mm de Aluminio)
4,0

35 Bd

3,0 Ac P
25 Aa
20 M controle

15 tratado

1,0

0,5

0,0
Dia0 Dia 30 Dia 90

Figura 7. Densidade radiografica média e desvio padrao obtidos na anélise da regidao do defeito 6sseo
no dia 0, 30, 90 dias dos grupos HAP-91+PCL e controle. Letras mailscula diferentes (entre grupos
dentro de uma mesma data) e letras minusculas diferentes (entre datas dentro do grupo e entre os
grupos em datas diferentes) denotam diferenga significAncia (p < 0,05) na analise de variancia

(ANOVA) de dois fatores para medidas repetidas.

Na avaliacdo qualitativa da tomografia microcomputadorizada aos 90 dias
apos a cirurgia, foi possivel observar no grupo tratado com membrana de HAP+PCL,
o crescimento de tecido 6sseo em quase todo o defeito (Figura 8 A), com trabéculas
Osseas recém-formadas, delgadas, em crescimento centripeto e evidente reacao
periosteal. No grupo tratado quatro animais tiveram unido do fragmento do defeito.
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Em contrapartida, nos animais que nao receberam a membrana é possivel
observar que a formacado Ossea se restringiu as bordas do defeito e formacéao
discreta de trabéculas (Figura 8 B), com apenas dois animais com uniao dos
fragmentos 6sseos. E possivel observar que houve uma perda na regularidade da
borda do defeito, sugestivo de formacao de tecido 6sseo em ambos os grupos. Na
analise estatistica ndo houve diferencas significativas p (<0,05) entre o grupo tratado
e controle para os seguintes parametros: BV (volume 6sseo neoformado), Tb.N
(numero de trabéculas), Th.Sp (separacdo entre as trabéculas). Para Tb.Th
(espessura média das trabéculas) o resultado demonstrou ser maior no grupo

controle.

Figura 8. Imagens por tomografia microcomputadorizada de secgdes transversais do radio de coelho

aos 90 dias. A - Radio de animal que néao recebeu nenhum compésito (grupo controle), apresentando
poucas trabéculas, restrita a borda do defeito (seta vermelha). B - Radio de animal que recebeu a
membrana de HAP+PCL (seta branca), preenchido por trabéculas 6sseas recém-formadas (seta

vermelha).

Foi possivel distinguir o osso neoformado do biomaterial, uma vez que o
padrao visualizado na regeneracdo 6Ossea do defeito foi caracteristico de osso
trabecular como descrito por Bouxsein et al., (2010) e Aradjo et al., (2015), enquanto
como pode ser observado na imagem 3D, diferente do grupo controle (Figura 9 A) o
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biomaterial foi visualizado como granulos radiopacos, ao redor do defeito nos
animais do grupo tratado (Figura 9 B).

Figura 9. Reconstrucdo tridimensional por tomografia microcomputadorizada de duas amostras
analisadas do radio de coelho apés realizagdo do defeito segmentar e reparacdo por 90 dias. A.
Grupo controle. B. Grupo com membrana de HAP+PCL (granulos radiopacos de HAP - setas

brancas).

Na histologia 6ssea, o grupo com membrana apresentou tecido conjuntivo
frouxo na parte externa formando uma capsula de tecido conjuntivo e uma matriz
proviséria mais espessa na parte interna da membrana com superficie irregular com
intensas células ativas entre membrana e o tecido 6sseo (Figura 10 A), com
presenca de tecido conjuntivo denso (Figura 10 B) e regiao de medula 6ssea (Figura
10 C) com intensa vascularizacdo. Observou-se tecido 6sseo lamelar mais
organizado (Figura 10 D), com presenga de trabéculas ésseas neoformadas
contendo ostedcitos e osteoblastos ativos.
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Figura 10. Fotomicrografia da regido do defeito realizado no radio de coelho 90 dias de pds-operatério
submetidos a implantagdo da membrana de hidroxiapatita e policaprolactona. A. Interface (seta fina)
da regidao externa da membrana (ME) com uma fina camada de tecido conjuntivo e intensa matriz de
tecido conjuntivo (TC) com presenca de borda irregular (seta larga) aderido a face porosa da
membrana voltada para o defeito 6sseo. HE, 100x. B. Tecido conjuntivo denso vascularizado. HE,
200x. C. Medula o6ssa vascularizada (MO). HE, 200x. D. Tecido 6sseo (O) mais organizado com

presenca de osteocitos (seta) e osteoblasto ativo (asterisco). HE, 200x.
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O grupo controle apresentava menor quantidade de matriz proviséria de
tecido conjuntivo frouxo (Figura 11 A), presenca de tecido ésseo lamelar
desorganizado (Figura 11 B), presenca de osso trabecular com irrigacdo sanguinea
menos densa (Figura 11 C). Em ambos os grupos foi observado presenga de
osteoblastos ativos (Figura 11 D) com formagao 6ssea, auséncia de células gigantes
e processo inflamatorio.

Figura 11. Fotomicrografia da regiao do defeito realizado no radio de coelho 90 dias de pds-operatério

do grupo controle. A. Matriz delgada de tecido conjuntivo (TC). HE, 100x. B. Tecido 6sseo
desorganizado (O). HE, 200x. C. Osso trabecular. HE, 200x. D. Osteoblastos ativos (setas). HE, 200x.
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DISCUSSAO

Com desenvolvimento da engenharia de tecidos, a associacao de polimeros
com ceramicas, como a HAP com a PCL, tem sido utilizada na regeneragao 6ssea.
Nesse estudo, uma membrana de HAP+PCL foi desenvolvida a fim de melhorar as
propriedades mecanicas, de degradacao, interacdo e adesao bioldgica. Além disso,
a membrana foi planejada com o intuito de promover a osteocondug&o e ser suporte
para neovascularizacao e consequentemente favorecer a formacao 6ssea.

Nesse estudo, as membranas desenvolvidas que possuiam maiores
concentragcdes de HAP-91® apresentaram-se mais frageis. Esse fato pode ser
explicado devido a HAP ter alto mddulo de elasticidade e por consequéncia, baixa
tenacidade a fratura (Shishatskaya et al., 2004; Neuendorf et al., 2008). Estudo por
Doyle, Tanner e Bonfield (1991) com compésitos de HAP associada a
polihidroxibutirato demonstrou que valores de resisténcia sdo inversamente
proporcionais a porcentagem de HAP nos compdésitos, 0 que posteriormente
também foi demonstrado com outras associacdes de polimeros e ceramicas (Fabri et
al., 2010; Minto et al., 2021). Dessa forma, quanto maior a proporcdoda HAP maior
sera a fragilidade do compdsito. A membrana escolhida com proporcao 20:80
(HAP+PCL), apresentou a maior concentracdo de HAP com excelente maleabilidade
de forma a permitir adaptacdo a defeitos 6sseos e no caso do presente estudo,
envolver o defeito 6sseo como realizado no modelo in vivo utilizado.

O mecanismo de agdo da membrana desenvolvida se baseia em trés
premissas: (i) protecdo do local do defeito; (ii) protecdo do volume do codagulo; e (iii)
osteoconducdo. Considerando as duas primeiras premissas, a importancia do
envolvimento do defeito 6sseo € preservar o coagulo sanguineo no local do defeito,
impedindo a interposicdo de outros tecidos entre os fragmentos da fratura e a
protecdo do volume do coagulo para que preencha todo o defeito, diminuindo a
contracdo da matriz formada pelo coagulo em organizacao (Reis et al., 2011). Assim,
deve-se favorecer a ativagao plaquetaria e adesao da rede de fibrina rica em fatores
de crescimento e citocinas que sao primordialmente os fatores iniciadores e
perpetuadores da formacdo 6ssea (Lam et al.,, 2011) em todo o defeito dsseo,
diferentemente de outros estudos que preencheram o defeito ésseo (Ochoa et al.,
2013; Rezaei; Mohammadi, 2013, Perdigao et al., 2015; Chuenijitkuntaworn et al.,
2016; Valente et al., 2016; Araujo et al., 2018) . Por sua vez, a superficie da
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membrana foi desenvolvida com o objetivo de favorecer a adesdo e ativacéao
plaquetarias, além da adesao da rede de fibrina (Oprea et al., 2003; Kikuchi et al.,
2005; Tripathi et al., 2012; Wen et al., 2020) dentro dessas duas primeiras premissas.

A superficie da membrana também trata da terceira premissa, a da
osteoconducdo. E importante ressaltar que o coagulo sanguineo também é
responsavel por fazer o papel de um “scaffold” (Gerstenfeld et al., 2003; Einhorn;
Gerstenfeld, 2015) favorecendo ainda mais a migracdo, adesao e proliferagéo
celulares (Davies et al., 1996). Mas, adicionado a isso, esta a superficie interna da
membrana servindo de ponte entre os fragmentos &ésseos, se apresentar as
caracteristicas de uma superficie osteocondutora. A topografia de superficie da
membrana desenvolvida pode ser caracterizada como de alta complexidade pela
presenca de macro e micro poros de acordo com Kikuchi et al., (2005) o que se
torna ideal na regeneracao de tecidos, pois favorece uma maior adesao da matriz de
fibrina do coagulo, maior adesao plaquetaria, migracao e adesao de osteoblastos
(Trakoolwannachai; Kheolamai; Ummartyotin, 2019). A potencializacao da migragéo
celular, ou seja, caracteristica de osteoconducao acontece também devido a maior
area de contato oferecida pelo compdsito com superficie complexa para atuacoes
celulares contribuindo também para melhor interacao interface 6ssea-compésito na
regeneracao 6ssea (Thomas et al., 2018; Fan, 2019). Além do mais, as particulas
expostas da HAP observadas na membrana, promovem a regeneragcdo Ossea
devido a capacidade bioativa (Cho et al., 2019) permitindo a liberacdo dos ions de
célcio do arcabouco que podem ser usados pelas células osteogénicas para
formacao 6ssea (Ryan et al., 2015; Cho et al., 2017).

O tamanho dos poros obtidos na membrana corroboram com trabalho de
Shokrollahi et al. (2010), em que membranas composta por HAP, associada a
polimeros, apresentaram superficie de membrana extremamente complexa, com
presenca de macroporos definidos como aqueles maiores do que 100 pm e
microporos entre 1 a 20 um.

Foi sugerido que o tamanho do poro ideal minimo necessario para favorecer a
condutividade 6ssea deve ser entre 100 e 500 ym (Jin et al., 2000; Tampieri et al.,
2001; Fan, 2019). De acordo com Ghomi et al. (2016) o tamanho minimo deve ser
de 200 pym. Em contrapartida, Aragon et al. (2017) obtiveram resultados
promissores com nanoparticulas de hidroxiapatita associadas a nanofibras de PCL
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com presengca de microporos entre 50-90 uym, que favoreceram a adesdo e
proliferacao celular. Assim, percebe-se que o tamanho ideal dos poros e estruturas
na superficie de membranas ainda ndo é um consenso, contudo, € consenso que
uma superficie topograficamente complexa € essencial para a osteocondugao e
ativagao plaquetaria. Dessa forma, os resultados obtidos em relagédo a superficie da
mebrana e ao didmetro dos poros foram compativeis com a literatura, e a membrana
foi considerada promissora quanto a osteoconducéo.

A cristalinidade de um biomaterial € de grande relevancia uma vez que
influencia sua capacidade de absorcdo assim como nas suas propriedades
mecanicas. Sabe-se que polimeros semicristalinos tém suas regides amorfas
absorvidas mais rapidamente do que regides cristalinas, devido a maior
suscetibilidade de penetracdo da agua nestas regides (Pinster et al., 1994; Middleton;
Tipton, 2000). Apesar de a degradagado ser mais lenta em biomateriais cristalinos
como a HAP (Reis et al., 2012), sugere-se que a adicdo da HAP aumente a
hidrofilicidade da matriz de PCL, consequentemente potencializando a degradacéo
por hidrélise do compdésito (Ang et al., 2006; Davachi et al., 2016).

Outra caracteristica importante € o biomaterial ser biocompativel como
demonstrado no teste in vitro da viabilidade celulares resultados nesse estudo
corroboram com Fabbri et al., (2010); Andrade et al., (2019) e Smaida et al., (2020)
no qual foram observadas adesdo e proliferagdo celular nos compdsitos de
HAP+PCL. Em outro estudo realizado por Chuenjitkuntaworn et al., (2016), o
“scaffold” de HAP associado a PCL permitiu crescimento, expressdo génica e
diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas de medula
ossea (BMSCs), células tronco da polpa dentaria (DPSCs) e célula tronco de origem
adiposa (ADSCs).

A similaridade dos grupos tratados e controle para claudicacao durante cinco
dias do pés-operatério indica que ocorreu devido ao proprio ato cirdrgico e nao
devido ao composito, assim como auséncia de infeccdo e desicéncia. Estudos
realizados com HAP-91® em tibia de caes (Borges et al., 2000), e ulna de coelhos
(Vital et al., 2008) também tiveram resultados semelhantes, assim como por Carlo et
al., (2009) ao avaliar HAP-91® associada ao polimero polihidroxibutirato em ulna de
coelhos. Dessa forma presenca das membranas de HAP+PCL parece nao ter

interferido nos sinais clinicos dos animais.
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Na avaliacdo da radiodensidade Ossea, os resultados do presente estudo
foram diferentes dos encontrados por Duarte et al., (2007); Reis et al., (2010) e
Araujo, (2018), no qual os valores de radiodensidade dos grupos tratados foram
maiores em relagédo ao grupo controle em todos os tempos avaliados. Esses autores
discutem como sendo o resultado do alto nimero atémico da HAP presente, bem
como com a maior formacdo 6ssea causada pelo biomaterial. A diferenca para o
presente estudo estd provavelmente na pequena propor¢cao de HAP utilizada na
membrana e na resultante menor quantidade no local do defeito. Corrobra com isso
a auséncia de diferenca significativa na radiodensidade entre os grupos tratado e
controle no pés-operatério imediato, demonstrando que a HAP na membrana nao foi
suficiente para altera¢des na radiodensidade. .

As diferengas significativas observadas no grupo tratado entre as datas
quanto ao incremento da radiodensidade 6ssea, assim como a diferenga significativa
aos 90 dias entre os grupos, é provavelmente resultado da maior formacao 6ssea. A
caracteristica ostecondutora da membrana de HAP+PCL, junto da protecdo do
coagulo sanguineo, como ja mencionado anteriormente permite dessa forma que o
processo de regeneracdo de forma discretamente mais rapida e/ou eficiente (De
Azevedo et al. 2012, Vital et al. 2006 e Miranda et al. 2005, Araujo et al. 2016,
Valente et al. 2016). Esse resultado foi semelhante ao estudo de Ochoa et al. (2013)
que aos 90 dias, notou-se maior radiopacidade no grupo tratado em relagdo ao
controle. Os dados indicaram que a membrana de HAP+PCL favoreceu o
crescimento 6sseo na regidao do defeito de 8 mm em comparagdo com defeitos sem
tratamento, demonstrando sua caracteristica osteocondutora do biomaterial.

Nas analises da tomografia microcoputarizada, os resultados foram
semelhantes ao de Araujo et al. (2015), no qual ndo apresentaram diferencas
significativas entre grupo controle e tratado com HAP91 associada a PCL aos 42
dias em defeito de olecrano de coelho. Em outro estudo para BV total regenerado
nao houve diferencas entre grupo tratado com HAP e grupo controle (Guda et al.,
2011).

Entretanto, a partir da analise da variacdo individual das imagens da
tomografia microcomputadoriza, sugere-se que a HAP+PCL pode ser vantajosa na
progressdo da regeneracao 0ssea, visto que a membrana pode ser utilizada como
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um protetor do coagulo sanguineo e transportador promissor para células ou fatores
de crescimento.

Os resultados da histologia éssea demonstraram que a membrana serviu de
suporte para adeséao e proliferacdo celular, permitindo a formacéo éssea sem incitar
respostas biolégicas indesejaveis, assim como tecido 6sseo mais organizado, maior
presenca de matriz proviséria de tecido conjuntivo frouxo com maior irrigacao
sanguinea. De forma semelhante ao observado por Ochoa et al., (2003) percebeu-
se que a formacdo de osso novo com intensa neovascularizagdo foram mais
evidentes na no grupo tratado com a presenca da hidroxiapatita bem como um
tecido 6sseo mais desenvolvido.

Esses resultados foram diferentes ao de Araujo et al. (2018), que observou
padrbes histoldégicos semelhantes no grupo controle e tratado com HAP-91+PCL.
Entretanto, de acordo com Chuenijitkuntaworn et al. (2018) um “scaffold” 3D de
HA+PCL foi responsavel por apoiar o crescimento celular, expressdao génica e
diferenciacao osteogénica de células tronco mesenquimais. A auséncia de infiltrado
inflamatério sugere a biocompatibilidade da membrana de HAP + PCL, corroborando
com os dados clinicos.

CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel desenvolver a membrana de HAP e PCL utilizando
cloroférmio como solvente pela técnica de pulverizacdo da sacarose. A membrana
apresentou alta cristalinidade, com superficie complexa com presenca de nano,
micro e macroporos e cristais de hidroxiapatita expostos nessa superficie. O
compésito de HAP+PCL mostrou-se biocompativel. A membrana desenvolvida,
utiizada em defeito segmentar de 8 mm em diafise de osso longo em coelho,
favoreceu o processo de formacdo 6ssea, demonstrando resultados evidentes aos
90 dias. Assim, entende-se que este biomaterial € promissor e deve ser mais
explorado em diferentes configuracdes e fraturas ésseas.



72

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer a CAPES (Cédigo Financeiro 001), FAPEMIG e
CNPq pelo apoio financeiro. Além disso, o Nucleo de Microscopia e Microanalise
(NMM-UFV) para suporte em microscopia eletrénico de varredura, Laboratério de
Anadlise de Solos (Departamento de Solos) para analise de difracao de raios-X, ao
Nanolab (Microscopia Eletrénica e outras técnicas) da Universidade Federal de Ouro
Preto-UFOP para analise microtomografia 6ssea e ao Laboratério de cultivo celular
(Departamento de Fisica) por fornecer o laboratério de cultura de células.

CONCLUSOES GERAIS

A associacao da HAP+PCL é responsavel por favorecer a regeneracao 6ssea,
devido a capacidade osteocondutora que permite migracédo, adesao e proliferacao
celular no local do defeito 6sseo. Nesse estudo, a membrana de HAP+PCL
desenvolvida teve como finalidade proteger o coagulo sanguineo, que é rico em
fatores de crescimento e citocinas que desencadeiam a formacao éssea, e servir de
suporte para as células que participam desse processo. Acredita-se que a
membrana pode ser benéfica na consolidacdo éssea, principalmente nos casos em
que envolve complicagdes como retardo na unido, ndo unido éssea ou fraturas com

grande perda 6ssea na qual a aposicao perfeita dos fragmentos nao é possivel.
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