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RESUMO

BALTHAZAR, D. A. Efeito do enxerto dsseo cortico-esponjoso no reparo de falha
cortical ulnar de Galinhas domésticas. 2010. 57 p. Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

As fraturas em aves representam um desafio para os cirurgides, pois suas caracteristicas
0Osseas peculiares associadas ao tipo de trauma a que geralmente essas espécies sdo expostas determinam fraturas

cominutivas ou até mesmo a perda de segmentos 6sseos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito do enxerto 6sseo cortico-esponjoso na osteogénese em falha cortical ulnar de galinhas
domeésticas (Gallus domesticus), através do acompanhamento clinico, radiolégico e
histopatoldgico da reparagdo Ossea. Foram utilizadas 18 galinhas, fémeas, com idade
aproximada de 70 semanas, pesando aproximadamente dois quilos e meio. Para efeitos de
reducdo no numero de animais utilizados, os mesmos foram submetidos ao processo cirirgico
em ambas as asas, cada uma incluida no grupo Controle (Grupo 1) ou tratado (Grupo I1), e
subdivididos aleatoriamente em quatro sub-grupos de acordo com o periodo de observacgéo.
Apobs jejum hidrico e alimentar de 6 horas foi aplicada pré-anestesia e posteriormente
realizada indugdo anestésica com mascara, seguindo-se a intubagcdo e manutencao em circuito
sem reinalacdo. Apds atingirem o plano anestésico adequado, a face lateral da ulna direita foi
acessada cirurgicamente, local onde criou-se uma falha cortical de aproximadamente 3,3 mm
de largura e 1,6 mm de profundidade. O mesmo procedimento foi realizado na asa esquerda e,
ap0s acesso cirurgico a carena do esterno, foram retirados dois fragmentos 6sseos, 0s quais
foram imediatamente seccionados em pedagos com aproximadamente 3mm e implantados na
falha Ossea j& criada na ulna esquerda. Avaliacdo clinica foi diaria até o 10° dia pos-
operatorio, passando entdo a semanal até o final do periodo de observacao de cada grupo (14,
35, 60 e 90 dias), quando os animais foram abatidos com tiopental sddico e foram coletados
fragmentos das ulnas direita e esquerda para realizacdo dos exames histopatologico e
radiografico post-mortem das lesdes. A Unica alteracdo clinica observada foi hematoma com
resolucdo ao 5° dia. Comparando-se os grupos | e Il nos diferentes tempos, foi possivel
observar que houve diferenca estatistica significante (p<0,05) nos pardmetros radioldgicos e
histopatoldgicos de proliferacdo entre os grupos controle e tratado aos 35 e 90 dias de pds-
cirurgico. Entretanto, nos momentos 14 e 60 dias ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes. Quando foram comparados os 18 animais dos grupos Controle e Tratado sem
levar-se em conta o tempo de observacdo, foi notada diferenca estatistica significante
(p<0,05) entre os dois grupos. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o
processo evolutivo de incorporagdo do enxerto 0sseo cortico-esponjoso mostrou-se bastante
semelhante ao relatado em pequenos animais, alem de ter demonstrado um potencial
osteogénico satisfatorio, mesmo sendo observada a necessidade de um tempo maior para
sofrer remodelacdo 0ssea quando colocado sobre falhas Gsseas estaveis que formam pequenas
lacunas.

Palavras-chave: galinha, falha dssea, enxerto, osteogénese.

Vi



ABSTRACT

BALTHAZAR, D. A. Effects of cortical-cancellous bone graft in repair of failed ulnar
cortex of domestic chickens. 2010. 57 p. Dissertation (Master of Science in Veterinary
Medicine). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2010.

Fractures in birds represent a challenge for surgeons because bone peculiar
characteristics associated with the type of trauma which these species are exposed, in many
cases determine the type comminuted fractures or even loss of bone segments.The aim of this
study was to evaluate the effect of cortico-cancellous bone grafting in osteogenesis in cortical
ulnar failure of domestic chickens (Gallus domesticus) by the clinical, radiological and
histopathological study of bone healing. Eighteen female chickens, weighting two and half
kilograms with approximately 70 weeks were used. In order to reduce the numbers of animals
the both wings were used. For the purpose of reducing the number of animals used, they were
subjected to surgical process on both wings, each included in the Control group (Group 1) or
treated (Group I1), and randomly divided into four sub-groups according to the observation
period. After fasting from food and water six hours was applied pre-anesthesia and
subsequently performed with mask induction followed by intubation and maintenance circuit
rebreathing. After reaching the proper anesthetic plane, the side of right ulna was surgically
accessed, where it was created a failure of cortical approximately 3.3 mm in width and 1.6 mm
in depth. The same procedure was performed in the left wing and after surgical access to the
keel of the sternum were removed two bone fragments, which were immediately cut into pieces
of approximately 3mm and implanted in bone defects already created in the left ulna. Clinical
evaluation was done daily until the 10th postoperative day, then going to weekly until the end
of the observation period of each group (14, 35, 60 and 90 days) when the animals were killed
with sodium pentobarbital and fragments were collected from right and left ulnae achievement
of histopathological and radiographic postmortem injuries. The only abnormality observed was
hematoma, with resolution to 5 days. Comparing groups | and Il at different times, it was
observed that there was a statistically significant difference (p <0.05) in the radiological and
histological parameters of proliferation between control and treated groups at 35 and 90 days
after surgery. However, at times 14 and 60 days there were no significant differences.
Compared to the 18 animals of the treated and control groups without taking into account the
time of observation, a statistically significant difference was noted (p <0.05) between the two
groups. Based on these results, we can conclude that the evolutionary process of incorporation
of cortico-cancellous bone graft was found to be quite similar to that reported in small animals,
and has demonstrated a satisfactory osteogenic potential, even revealing the need for a time to
suffer greater bone remodeling when placed on bone defects stable form small gaps.

Keywords: Chickens, bone defects, graft, osteogenises.
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1 INTRODUCAO

Nos altimos anos a pesquisa e 0 atendimento médico a especies silvestres cresceram
muito devido ao interesse na preservacao e na utilizagdo como animais de companhia. Assim,
varios estudos tém sido realizados para suprir necessidades encontradas no atendimento a
estes, dentre eles as aves (DALMOLIN et al., 2007).

Na clinica aviaria, uma grande propor¢cdo dos problemas tem resolucdo cirdrgica e
dentre as cirurgias, as fraturas de o0ssos longos estdo entre as mais comuns (LEOTTE et al.,
2004). Em decorréncia de uma anatomia diferenciada e de uma fungéo muito especializada, as
fraturas nos 0ssos longos das asas tornam-se ainda mais desafiadoras, devendo promover o
correto alinhamento dos fragmentos dsseos, mantendo a biomecénica normal, além de
proporcionar uma rigida estabilizacdo da fratura (YAMAZOE et al., 1994).

As falhas Gsseas constituem grande desafio ao cirurgido ortopédico e sdo comuns na
cirurgia ortopédica avidria, devido as caracteristicas 6sseas peculiares deste tdxon, associadas
ao tipo de trauma a que geralmente as aves sao expostas (BOLSON et al., 2005). Os 0ssos
distais dos membros torécicos e pélvicos das aves sdo recobertos por uma pequena guantidade
de tecido mole, resultando em fraturas abertas e cominutivas, com a presenga de varias
esquirolas Gsseas e até mesmo a perda de algumas delas (BENNET, 1997).

Uma das principais opcdes para preenchimento de falhas dsseas provocadas por
fraturas cominutivas de 0ssos longos, é a substituicdo de um segmento ou o preenchimento de
falha utilizando-se enxerto ou implante, funcionando estes como adjuvantes no tratamento
(HENRY; WADSWORTH, 1981; SANTOS; RAHAL, 2004).

O enxerto de 0sso esponjoso autdlogo apresenta vantagens sobre outros tipos de
enxertos ou implantes, por apresentar, além de propriedades osteocondutoras, elevado
potencial osteogénico pelo transplante de células vidveis da linha osteoblastica; propriedades
osteoindutivas pela promocdo de quimiotaxia, mitose e diferenciacdo de células
mesenquimatosas pluripotenciais (CMP) em células das linhas condrogénica e osteogénica.
Este tipo de enxerto 6sseo possui também as vantagens de histocompatibilidade e auséncia de
risco de transmisséo de doencas infecto-contagiosas (DIAS et al., 2007). A auséncia de
propriedades mecéanicas é compensada pela grande capacidade osteogénica responsavel por
rapida neoformacdo de tecido 6sseo no local de fratura, o que ira contribuir para rapida
estabilizacdo (STEVENSON, 1998).



Estudos ortopédicos com aves vém sendo realizados no intuito de encontrar uma
maneira eficiente de proporcionar reparacdo 0ssea. Resultados satisfatdrios, mas muitas vezes
contraditérios ja foram encontrados, demonstrando a necessidade de mais pesquisas na area
(ALIEVI, 2000). Apesar de haver indicacdo na literatura classica para o uso de enxertos
esponjosos em aves, ndo ha relatos de avaliacGes cientificas da reparacdo dGssea apds sua
aplicacéo.

Portanto, o presente trabalho se justifica por fornecer informacdes sobre um método de
tratamento que pode dar estimulo adicional a reparacdo 6ssea, processo essencial na resolugdo
de uma afeccdo cada vez mais desafiadora na medicina aviaria, caracterizando-se como
técnica de baixo custo e boa aplicabilidade.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do enxerto dsseo cortico-esponjoso
na osteogénese em falha cortical ulnar de Galinhas domésticas (Gallus domesticus), através
do acompanhamento clinico, radiolégico e histopatolégico da cicatrizagdo Ossea.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osteologia

O esqueleto é o tecido conjuntivo priméario de sustentacdo dos vertebrados, sendo
constituido de ossos de formas e tamanhos diferentes. Além de suas funcGes esqueléticas de
suporte, protecdo e locomocdo, 0 0sso constitui um importante reservatério de minerais,
principalmente o célcio e o fosforo (WASSERMAN; KALLFELZ; LUST, 1996; WHITSON,
2001). Esta sob controle de fatores sistémicos, como os hormonios, e fatores locais, como 0s
fatores de crescimento e citocinas (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

Sua composicdo difere dos outros tipos de tecidos mesenquimais, devido ao seu
elevado conteddo mineral, o qual é responsadvel pela dureza e rigidez (WASSERMAN;
KALLFELZ; LUST, 1996; BOSKEY, 1998).

Os componentes da matriz ssea constituem a maior parte da massa tecidual. A matriz
extracelular ocupa entre 92 e 95% do volume tecidual, sendo formada por varios componentes
organicos e inorganicos. A parte inorganica representa cerca de 67% do peso do 0sso e é
formado predominantemente por cristais de hidroxiapatita, que se arranjam ao longo das
fibras colagenas e sdo envolvidos por substancia fundamental amorfa (BANKS, 1991;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

A matriz organica, também denominada osteoide, constitui cerca de 33% do peso de
uma amostra de tecido 6sseo. E formada predominantemente por fibras colagenas do tipo I,
que representam 95% de sua composicdo, e por uma pequena fracdo de substancia
fundamental amorfa, que contém agregados de proteoglicanos além de outras proteinas ndo
colagenosas (BANKS, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995, TULLY, 2002).

A associacdo de hidroxiapatita com fibras coladgenas é responsavel pela dureza e
resisténcia caracteristicas do tecido 6sseo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995), sendo que suas
propriedades tensoras estdo diretamente relacionadas as propriedades tensoras das fibras
colagenas que o constituem, e as propriedades compressivas estdo relacionadas ao conteido
mineral (BANKS, 1991).

A classificacdo baseada no critério histologico admite apenas duas variantes de tecido
0sseo: 0 imaturo ou primario e o0 maduro, secundario ou lamelar. Os dois possuem as mesmas
células e 0s mesmos componentes na matriz 6ssea, porém, enquanto no tecido 6sseo primario
as fibras colagenas se dispdem irregularmente, sem orientacdo definida, no tecido Gsseo

secundario ou lamelar, essas fibras se organizam em lamelas que adquirem uma distribuicéo
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muito peculiar (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995). Vale ressaltar que ambos podem estar
organizados em diferentes configuracdes: o 0sso compacto e o esponjoso (BANKS, 1991).

O osso compacto é formado por diversas unidades funcionais denominadas Osteons ou
sistema de Havers, que consiste em um canal central, denominado canal de Havers,
circundado por 4 a 20 camadas Osseas concéntricas, as laminas. As células Gsseas estdo
contidas dentro de cavidades, denominadas de lacunas. Os vasos sanguineos se encontram
presentes no interior dos canais de Havers e comunicam-se com a superficie externa e com o
canal medular, através de canaliculos perpendiculares ao eixo maior dos 0ssos denominados
canais de Volkmann (WASSERMAN; KALLFELZ; LUST, 1996).

O 0sso esponjoso € constituido por uma rede entrelacada de finas espiculas 0sseas
denominadas trabéculas, que apesar de apresentarem laminas concéntricas juntamente com
lacunas e células 6sseas, o sistema de Havers estd ausente (BANKS, 1991).

Nos 0ssos longos, as extremidades ou epifises sdo formadas por 0sso esponjoso com
uma delgada camada superficial compacta, enquanto a diafise € formada quase que em sua
totalidade por osso compacto, existindo apenas uma pequena quantidade de 0sso esponjoso
em sua porc¢ao mais profunda, delimitando o canal medular. O canal medular dos ossos longos
e as cavidades do o0sso esponjoso sdo preenchidos pela medula dssea (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1995).

O tecido medular é uma forma hipercelular e altamente vascularizada de tecido
mesenquimal, que Encontra-se dentro da cavidade medular, como um tecido interésseo em
todos o0s 0ssos longos. Durante o desenvolvimento e o crescimento, esses espagos S&o
preenchidos por medula 6ssea vermelha, enquanto na vida adulta este tecido fica confinado a
um numero restrito de locais, como 0 esterno, e 0S espacos remanescentes terdo sido
substituidos por medula 6ssea amarela (BANKS, 1991).

Nos processos de formacao, reabsor¢cdo, manutencao e remodelacdo 6ssea, participam
quatro tipos celulares distintos que derivam de duas linhagens: uma relacionada a formacéo e
manutencdo: osteoblastos, células de revestimento 0sseo e ostedcitos, e outra a reabsorcao:
osteoclastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

Os osteoblastos sdo células mononucleadas, de origem mesenquimal, que se
apresentam como células polarizadas, com nucleo esférico e citoplasma basofilo. S&o
cubdides ou ligeiramente alongadas e formam uma camada celular continua sobre a superficie
Ossea que esta sendo formada, lembrando o arranjo de um epitélio simples. Quando ativas,
possuem um citoplasma rico em organelas de sintese e secre¢do, como reticulo

endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi desenvolvidos, granulos de secrecéo,
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mitocondrias, vesiculas de transporte, vesiculas endossémicas, lisossoma, além das proteinas
do citoesqueleto (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

A funcdo basica do osteoblasto é a sintese e secrecdo de componentes da matriz
orgénica ossea e, além disso, a participacdo na mineralizagcdo da matriz organica. A matriz
Ossea recém formada, adjacente aos osteoblastos e que ainda ndo foi calcificada, recebe o
nome de ostedide. (BANKS, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; WASSERMAN;
KALLFELZ; LUST, 1996) Osteoblastos e pré-osteoblastos exibem niveis elevados da enzima
fosfatase alcalina na superficie de suas membranas citoplasmaticas, a qual, quando liberada,
contribui para o inicio da mineralizacdo e o progressivo crescimento dos cristais de
hidroxiapatita (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

As células de revestimento 0sseo representam o0s osteoblastos que recobrem as
superficies dsseas quiescentes; assim, estas células exibem escassas organelas de sintese e
secrecdo de proteinas e formam uma camada continua de células interconectadas capaz de
manter a homeostase, regulando a concentracdo plasmatica de célcio por mecanismos
parcialmente independentes dos relacionados ao sistema de remodelacdo 6ssea. A transicdo
do osteoblasto para células de revestimento 6sseo envolve mudangas morfoldgicas e
funcionais graduais que culminam com a diminuicdo da secrecdo de proteinas. Estas células
de revestimento 6sseo tém um importante papel na manutencdo e homeostase da matriz 6ssea
e influéncia no metabolismo de célcio e fosfato e troca de substancias. Além disso, acredita-se
que sejam responsaveis pela produgdo de moléculas que ativam a complexa cascata molecular
que culmina na remodelacdo Ossea. (MILLER; JEE, 1987; MUNDY, 1991 apud ANDIA,;
CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

Dentro de lacunas na matriz mineralizada encontram-se os ostedcitos, células que se
originam diretamente dos osteoblastos e mostram uma diminuicdo gradativa da quantidade de
organelas de sintese e de secrecdo, caracterizando pobre atividade metabdlica, porém
indispensavel para a manutencdo da homeostase dssea. Os ostedcitos sdo o tipo celular mais
abundante no tecido 6sseo, em uma proporcdo de 10 ostedcitos para cada osteoblasto.
Comunicam-se com outros ostedcitos e células da superficie Gssea através de processos
citoplasmaticos e juncgdes intimas (gap junctions). Sdo células achatadas ou arredondadas,
com citoplasma levemente basofilo ou acidofilo, que dependendo dos estimulos
extracelulares, tém funcdo tanto de formar tecido ésseo, como reabsorver a superficie dssea
do interior de sua lacuna, em um processo denominado ostedlise osteocitica (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).



Os osteoclastos s@o células de reabsorcdo 0ssea, grandes, mdveis e contendo de 6 a 50
ou mais nucleos, formados a partir da juncdo de células mononucleadas da linhagem
hematopoiética. No local onde se fixam a superficie dssea, apresentam projecées digitiformes,
denominadas borda pregueda. Adjacente a esta regido, situa-se a zona clara, local destituido
de organelas proeminentes. Em osteoclastos ativos, numerosos vacuolos estdo presentes no
citoplasma, sendo estes lisossomas primarios e secundarios, intimamente ligados a funcéo de
reabsorcdo Ossea. Essas células possuem 0s mecanismos necessarios para dissolucdo dos
minerais 6sseos e para digestdo da matriz organica. Frequentemente, nas areas de reabsorcao
Ossea, encontram-se dilatacbes dos osteoclastos, colocadas em depresses escavadas por
acdes enzimaticas na matriz, denominadas Lacunas de Howship (BANKS, 1991).

Apesar da funcdo principal do osteoclasto ser a desmineralizacdo e a degradacdo da
matriz 6ssea, ha evidéncias que reforcam a idéia de que os osteoclastos sdo capazes de
internalizar e digerir células e/ou restos celulares. Assim, os osteoclastos podem fagocitar
ostedcitos liberados durante a reabsorcdo Ossea. (ELMARDI; KATCHBURIAN;
KATCHBURIAN, 1990 apud ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

Exceto nas superficies articulares, onde recebe uma cobertura de tecido cartilaginoso,
0 0SS0 é recoberto externamente por uma camada densa de tecido conjuntivo, o periosteo, que
se prende a sua superficie através de feixes de coldgeno denominados fibras de Sharpey e por
pequenos vasos sanguineos. Consiste em uma lamina de tecido conjuntivo denso
externamente e uma osteogénica mais interna (GETTY, 1986). A camada celular é formada
por células mesenquimatosas, células osteoprogenitoras, ostoblastos e osteoclastos. No adulto,
o envoltério é responsavel pela manutencdo da superficie 6ssea a ele associada, tendo
importante papel na remodelacdo 6ssea e no reparo de fraturas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1995).

A cavidade medular dos ossos longos, as cavidades dos canais de Havers dos 0ssos
compactos e as trabéculas dos 0ssos esponjosos sdo recobertas por uma delgada camada de
tecido conjuntivo, o enddsteo. A camada celular do enddsteo é formada por células idénticas
as encontradas no periosteo, entretanto é formado por tecido conjuntivo frouxo, em cuja

periferia estdo localizadas as células tipicas do osso (BANKS, 1991).

2.2 Osteologia das aves

Atualmente, existem duas Subclasses de aves, as quais foram classificadas de acordo

com a estrutura 0ssea: os ratitas, que incluem as aves ndo voadoras; e 0s carinatas, aves que
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possuem um processo 0sseo no esterno, denominado carena, local de origem da musculatura
peitoral, principal grupo muscular responsavel pelo véo (O"MALLEY, 2005).

A leveza e a resisténcia sdo os principais aspectos exibidos pela maior parte do
esqueleto das aves (FEDUCCIA, 1986). Histologicamente sdo semelhantes aos 0ssos dos
mamiferos, entretanto anatomicamente possuem um cortex fino e denso, com uma medular
preenchida por numerosas trabéculas 0sseas que aumentam a sua resisténcia. A cortical é
semelhante em ambos os sexos, porém a cavidade medular é muito labil nas fémeas,
funcionando como um importante sitio de reserva de calcio. Antes da postura, o célcio
oriundo do trato digestério é captado e depositado nas trabéculas da cavidade medular,
fendmeno que pode aumentar em 20% o peso do esqueleto (O"MALLEY, 2005).

Diversas adaptacdes foram exigidas para que estes animais adquirissem capacidade de
voo, dentre elas a transformacdo do membro anterior em asas. Estas sdo formadas por uma
estrutura esquelética composta pelo Umero, radio, ulna, 0ssos carpais, carpometacarpos e trés
digitos (O"'MALLEY, 2005). O radio e a ulna constituem os 0ssos do antebraco. A ulna ¢
consideravelmente mais calibrosa do que o radio, mas ambos possuem aproximadamente o
mesmo comprimento. (FEDUCCIA, 1986).

Trés principais musculos circundam a ulna. Na face medial, o musculo
ectepicondiloulnar, com origem no epicondilo lateral do umero, e insercdo nas faces cranial e
craniodorsal do corpo da ulna; ainda na face medial, o extensor ulnar do metacarpo, que tem
origem no epicondilo lateral do Umero e a sua margem caudal de seu ventre se prende
fortemente a ulna em sua por¢do proximal e na base das penas secundarias ao longo da maior
parte da extensdo do antebraco. A face ventro-lateral é recoberta pelo musculo flexor ulnar do
carpo, e dorsalmente encontra-se livre de cobertura muscular. (BERG, 1986)

Martin e Ritchie (1994) citam que, quando ha& necessidade de realizagdo de
procedimentos cirdrgicos envolvendo a ulna, o melhor local para acessa-la cirurgicamente é a
face dorsolateral do antebraco, proximo ao local de inser¢do das penas secundarias , gerando

danos minimos aos tecido moles adjacentes.
2.3 Reparacio 0ssea
A reparacdo 0ssea corresponde ao processo biolégico que apds uma destruicdo 0ssea,

restaura a continuidade tecidual necesséria para o restabelecimento da funcdo (FOSSUM et
al., 2005).



Brighton (apud ULBRICH, 2003) afirmou que a reparacdo de uma fratura pode, na
verdade, ndo ser absolutamente um processo de consolidacdo, mas um processo de
regeneracdo Ossea. Na regeneracao, o tecido lesado se auto substitui, ndo havendo formacao
de cicatriz. Sendo assim, apds o fim dos processos reparativos de uma fratura 6ssea, forma-se
um novo 0sso no local original da fratura, ndo havendo mais evidéncias da lesdo anterior
(FEINBERG; STEINBERG; HELMAN, 1991 apud ULBRICH, 2003).

Esta regeneracdo dssea ira ser influenciada por diversos fatores, sejam eles externos ao
organismo, sejam sistémicos ou mesmo fatores intrinsecos ao osso fraturado. Uma dieta
balanceada ¢ um dos componentes esséncias para uma boa regeneracdo Ossea. Todos 0s
nutrientes essenciais, algumas vitaminas e minerais sdo fundamentais para sintese e
manutencdo adequada da matriz organica e inorganica do 0sso. Fatores ligados ao proprio
animal como a idade, séo fatores importantes. Animais mais velhos tendem a possuir
atividade osteogénica inferior a dos jovens (FOSSUM et al., 2005).

Intrinsecamente, a regeneracédo das fraturas ird variar dependendo de fatores biologicos
e mecanicos que influenciam na sequéncia de eventos celulares que irdo ocorrer. Todos 0s
processos fisioldégicos que ocorrem nos 0ssos, compreendendo 0s processos de reparo de
fraturas, dependem do suprimento sanguineo adequado e de uma boa estabilidade (BANKS
1991; FOSSUM et al., 2005).

A circulacdo normal em 0ssos longos consiste de um suprimento aferente da artéria
nutridora principal, das artérias metafisarias proximal e distal e das artérias periosteais que
penetram no 0sso em areas de forte ligacdo fascial. (FOSSUM et al., 2005)

O processo de regeneracdo de fraturas € uma sequéncia de eventos celulares que vai
desde a injuria até a remodelacdo bem sucedida do local lesado, iniciando-se a partir de
importantes reacfes biologicas, que sdo desencadeadas pela propria lesdo dos tecidos
(BANKS, 1991, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Segundo Banks (1991), todo o evento pode ser dividido em estagios, entretanto, vale
ressaltar que os mesmos se relacionam, e sdo caracterizados com base na atividade
aparentemente predominante. Os estagios de regeneracdo das fraturas sao:

- Estagio de impacto: momento em que uma quantidade suficiente de energia €
absorvida pelo osso resultando em fratura. A direcdo, a magnitude e a taxa de carga sobre o
0ss0 interagem com numerosas propriedades bioldgicas para resultar em diversos tipos de
fraturas. Estas podem ser classificadas de acordo com: localizacédo, dire¢do e nimero de linhas
de fratura; se podem ser reconstruidas para proporcionar suporte de peso; e se ficam expostas
ao ambiente (FOSSUMet al., 2005).



- Estagio de inducéo: a divisdo deste estdgio como uma entidade separada é puramente
didatica, visto que 0s seus eventos ocorrem durante todo o processo de regeneracdo. As
alteracdes vasculares, a hipoxia tecidual e o consequente aumento das concentragdes locais de
hidrogénio provavelmente sdo estimuladores do inicio das diferenciagdes celulares. (BANKS,
1991)

- Estagio inflamatorio: este estagio se inicia logo ap6s a injdria e caracteriza-se pela
ruptura da vascularizacdo, pela hemorragia que ela provoca e pela formacdo do hematoma
(HULSE; HYMAN, 1998). Tem duracéo clinica de um a trés dias, e é evidenciado por dor,
tumefacdo e calor. A circulagdo medular € interrompida na maioria das fraturas de 0ssos
longos, sendo assim, no inicio, 0S componentes existentes na vasculatura normal aumentam
para suprir a area lesada, visto que a hipoxia e a acidose sdo caracteristicas significativas do
microambiente. A necrose resultante é o estimulo suficiente para que células inflamatdrias
migrem para o local da fratura. O hematoma parece acionar moléculas que possuem a
capacidade de iniciar as cascatas inflamatorias de respostas celulares criticas para a
regeneracdo da fratura (BANKS, 1991).

As células inflamatorias atraidas para o sitio da fratura secretam mediadores quimicos,
presentes nos trés primeiros dias pos-lesdo, sendo importantes na regulacdo dos eventos
iniciais. Moléculas como o fator de crescimento transformador beta e o fator de crescimento
derivado de plaguetas, constituem reguladores importantes de proliferacdo e diferenciacédo
celulares. Estas e outras moléculas podem estar envolvidas na estimulacdo de quimiotaxia e
angiogénese. Esse estigio de desenvolvimento persiste até o aparecimento de elementos
cartilaginosos e € essencial para o processo de regeneracdo 6ssea. Se ndo houver inflamacéo
ndo havera regeneracdo, enquanto processos inflamatorios exacerbados, caracteristicos de
regides de fraturas infeccionadas (osteomielite), podem retardar ou mesmo impedir 0 processo
de regeneracdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Estagio de reparacdo: o trajeto final da formacéo 0ssea, seja endocondral (tecido 6sseo
formado sobre um precursor cartilaginoso), intramembranoso (tecido 6sseo formado sem um
precursor cartilaginoso, ou por unido éssea direta (tecido 6sseo formado sem evidéncia de
calo), ira depender do ambiente mecénico da fratura (BANKS, 1991).

A cicatrizacdo Ossea indireta ocorre em fraturas com ambiente mecanico instavel,
ocorrendo formacao 6ssea intramembranosa precoce sob o peridsteo, a certa distancia do local
da fratura. Esta camada proliferativa de células estabelecer4 pontes na fenda da fratura,
formando uma camada celular espessa e periférica ao hematoma em regressdo. Acredita-se

que as células osteogénicas desta regido proliferem mais rapidamente que 0S seus vasos
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peridsteos associados e se diferenciem em condroblastos. Portanto, o calo externo consiste
perifericamente em o0sso neoformado e em cartilagem adjacente a fenda da fratura.
Posteriormente, 0s condrocitos da transicdo entre 0 0sso e a cartilagem se hipertrofiam e a
matriz a eles associada se mineraliza e esses eventos continuam até a massa cartilaginosa ser
substituida por tecido ésseo primario (BANKS, 1991). Esse calo em desenvolvimento é
responsavel pela estabilizacdo precoce da fratura e resulta em relativa unido clinica, ponto em
gue 0 0SS0 esta apto a assumir as forcas sustentadoras de peso normais sem a dependéncia do
aparelho de fixacdo (PIERMATEI; FLO, 1999).

Simultaneamente aos eventos descritos no peridsteo, tem-se inicio a formacgédo do calo
endosteal, formado pela proliferacéo tecidual a partir dos envoltérios endosteos. Este € de fato
responsavel pelo reparo da fratura (BANKS, 1991).

As células em proliferacdo do endosteo cortical e trabecular invadem o hematoma em
regressdo, formando o tecido 6sseo que se deposita sobre a superficie interna do 0sso, em um
dos lados da fratura. O tecido forma pontes sobre a fenda e se continua com 0 0sso do outro
lado da fratura, demonstrando assim que o 0sso se forma diretamente, sem intermediario
cartilaginoso. Sendo assim, nota-se que a funcéo primaria do calo externo e a estabilizagdo da
fratura e a reparacdo de fato do local da fratura € realizado pelo calo interno (BANKS, 1991).

- Estagio de remodelacdo: com a volta gradual dos ossos as suas atividades normais e
forcas a que estdo sujeitos, a remodelacdo do calo 0sseo ira se iniciar. Assim € que pouco a
pouco o tecido ésseo primario do calo vai sendo absorvido e substituido por osso lamelar, até
que a estrutura que 0 0SS0 apresentava antes da fratura seja totalmente refeita (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).

Ja a consolidacdo em areas de contato, de altas forcas de compressdo e em lacunas
pequenas e muito estaveis é descrita como unido éssea direta. Esse tipo de unido transpassa a
maioria dos passos citados indo diretamente ao remodelamento dsseo, havendo presenca de
calos intercorticais e pequena quantidade de calos medulares em ponte ndo visiveis
radiograficamente. Assim, a quantidade de calo 6sseo presente é inversamente proporcional
ao grau de estabilidade no local da fratura. (PIERMATEI; FLO, 1999).

Conforme Bennett e Kuzma (1992), a cicatrizacdo 6ssea nao é bem compreendida nas
aves e segundo Martin e Ritchie (1994) estudos controlados avaliando o processo de
cicatrizacdo 6ssea em aves sdo bastante escassos.

Em aves, o principal calo dsseo € intramedular quando a cicatrizagdo dssea ocorre por
primeira intengdo, e este prové um suporte rapido e rigido, em fratura bem alinhada e estéavel,

0 que dificulta a classificacdo radiografica das fraturas. Entretanto, a maior parte delas
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cicatriza por segunda intencdo, assim como demonstrado no trabalho de Teixeira et al. (2004)
no qual, mesmo nos casos em que a fratura consolidou sem complicacdes, havia formacéo de
calo externo, em sua maioria discreto ou moderado, indicando consolidacdo 0ssea secundaria,
caracteristica de imobilizag&o ndo rigida.

Nesta espécie, assim como em outras, o calo endosteal também é o principal
responsavel por maior e melhor suporte para cicatrizacdo da fratura (FERRAZ et al. 2008),
principalmente em o0ssos pneumaticos (BENNETT, 2002). Portanto, imobiliza¢cBes pouco
estaveis e técnicas de estabilizacdo que interfiram na formacao do calo 6sseo endosteal, como
€ 0 caso do pino intramedular e do cimento 6sseo intramedular, provocam retardo na
cicatrizacdo nas aves (TULLY, 2002).

Em um estudo de reparacdo 6ssea em pombos domésticos (Columba livia), West et al.
(1996) relataram a formacdo de calo cartilaginoso apds 15 dias da fratura. Williams et al.
(1987); Alievi (2002) verificaram que, devido a esse calo, os sinais radiogréficos de
consolidacdo Ossea apareceram mais tarde que os sinais clinicos. Salienta-se que a
cicatrizacdo 6ssea e a formacdo do calo podem ser observadas em radiografias 3-6 semanas
apos a osteossintese.

Dalmolin et al. (2007), em estudo da osteossintese de itmero em pombos com uso de
fixador externo, observaram que aos 15 dias de pos-operatdrio, o exame radiografico néo
demonstrava a presenca de calo 6sseo formado ou auséncia de linha de fratura, mas, ao exame
clinico, observava-se a presenca de calo externo palpavel, além de todos os animais
apresentarem uso funcional do membro operado. No exame histoldgico realizado na mesma
data, foi observada a formacédo de um calo constituido por cartilagem hialina, como observado
por LEOTTE (2003), também utilizando fixador esquelético externo. Esse calo proporcionou
unido e estabilizacdo dos fragmentos, mas manteve a linha de fratura radiograficamente
visivel, concordando com a afirmativa de Williams et al. (1987) e Alievi (2002).

Conti et al. (2005) utilizaram fixador externo do tipo | na osteossintese de tibiotarso de
galinhas (Gallus gallus) e observaram um tempo médio para identificacdo radiolégica da
cicatrizacdo de 40 dias + 11,8 dias. Entretanto, corroborando os resultados de West et al.
(1996) e Leotte et al. (2004), clinicamente, observou-se o restabelecimento da plena
capacidade do uso do membro, assim como uma rigida estabilizacdo, antes mesmo dos sinais
radiogréaficos.

Alievi et al. 2001 observaram em avaliacdo histoldgica durante a cicatrizacdo 0ssea de
fraturas de tibiotarsos de pombos domeésticos, que aos 15 dias havia a formacédo de calo 6sseo

contituido por cartilagem hialina, trabéculas 0sseas trancadas e uma espessa camada do
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peridsteo. Aos 30 dias, havia menor quantidade de cartilagem hialina e a presenca de maior
quantidade de trabéculas 6sseas trangadas. Aos 45, 60 e 90 dias, nao foi observada a presenca
de cartilagem hialina, havendo reabsorcdo parcial do calo 6sseo, caracterizando a fase de
remodelamento dsseo.

Vale ressaltar que, independente da técnica utilizada, busca-se como objetivo o0 uso
controlado do membro fraturado durante o periodo de convalescenca, pois pequenos
movimentos minimizam a atrofia por desuso com uma maior rapidez ao retorno normal da
funcdo (LEVITT, 1989). Para Bennett e Kuzma (1992), o uso prolongado da imobilizagdo em
aves pode levar a “doenca da fratura”, sendo essa uma das principais causas de fracasso em

ortopedia aviaria quando o uso do membro é necessario.

2.4 Ortopedia em aves

Dentre as varias doencas que acometem as aves, estao os cistos de penas, as neoplasias
cuténeas, a retencdo de ovos e as unhas alongadas. Porém, as fraturas de 0ssos longos das asas
e dos membros pélvicos estdo entre as mais frequentes (WILLIAMS et al., 1987).

Muitas aves domésticas, particularmente aquelas das ordens Galliformes e
Anseriformes, tornaram-se terrestres atraves da domesticacdo, mas ainda possuem um
esqueleto que estad basicamente adaptado ao v6o. A resisténcia e a leveza sdo 0s principais
aspectos exigidos pela maior parte do esqueleto das aves (FEDUCCIA, 1986; TEIXEIRA,
2004; O’MALLEY, 2005), que é formado por ossos leves, de cortical fina e densa, providos
de medula dssea ou ocos, com comunicacdo Ou Nnao entre Si e com sacos aéreos, e
consequentemente com o sistema respiratorio (BOLSON et al., 2008).

Os 0ssos distais dos membros torécicos e pélvicos das aves sdo recobertos por uma
pequena quantidade de tecido mole, que junto com as caracteristicas descritas anteriormente
resultam em fraturas abertas e cominutivas quando sujeitos ao trauma, com a presenca de
varias esquirolas 6sseas e até mesmo a perda de algumas delas (BENNET, 1997). As falhas
Osseas constituem grande desafio ao cirurgido ortopédico e sdo comuns na cirurgia ortopédica
avidria, devido as caracteristicas 6sseas peculiares deste tdxon, associadas ao tipo de trauma a
que geralmente as aves sao expostas (BOLSON, 2005a). Uma das principais opc¢des para o
tratamento dessas alteracdes € a substituicdo de um segmento ou o preenchimento de falha
Ossea utilizando-se enxerto ou implante (HENRY; WADSWORTH, 1981).
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2.5 Enxerto 0sseo

2.5.1 Histdrico

A aplicacdo adequada de um enxerto ésseo €, com frequéncia, o fator critico que
separa o reparo bem sucedido de uma fratura da ndo-unido, ou até mesmo a possibilidade de
preservacao do membro da amputacdo (STEVENSON, 1998)

O enxerto 6sseo € o tecido 6sseo sem vascularizacao, transplantado para outra regido
com a finalidade de preencher falhas Gsseas criadas por fraturas cominutivas de 0ssos longos,
neoplasias Gsseas, nao-unides ou unides viciosas de fraturas, funcionando estes como
adjuvantes no tratamento (HENRY; WADSWORTH, 1981; SANTOS; RAHAL, 2004). O
termo “enxerto” implica a transferéncia de tecido vivo, enquanto “implante” refere-se ao
material sem vitalidade aplicado ao corpo. Os implantes, além de 0sso morto, como por
exemplo, osso cortical congelado ou liofilizado, também podem ser constituidos de materiais
ndo-bioldgicos, como metal ou ceramica (STEVENSON, 1998).

O uso de aloenxertos vem da antiguidade e sua origem se reveste das caracteristicas de
lenda. Os patronos desses transplantes sdo os célebres gémeos Cosme e Damido, nascidos no
século 111 d.C. na Sicilia. Cosme, clinico, e Damido, cirurgido, teriam realizado muitas curas e
praticas médicas ndo usuais ao longo dos anos, desagradando o imperador romano
Diocleciano, que acabou por sentencid-los & morte no ano de 287 d.C. No século V, Cosme e
Damido teriam patrocinado um milagre na basilica de Roma: o administrador de uma igreja
sofria muito devido a um tumor na perna e, exausto, adormeceu durante suas oracfes. S&o
Cosme e Sdo Damido apareceram-lhe em sonho, removeram o membro doente e o
substituiram pelo de um homem que morrera naquele mesmo dia e o administrador acordou
totalmente curado (MANKIN et al., 1983 apud ALIEVI, 2006).

A primeira descricdo de enxertia Ossea data de 1668, quando Van Meeken, um
cirurgido holandés, realizou um transplante bem sucedido de fragmentos do cranio de um céo
para o cranio de um ser humano. O cirurgido foi forcado a retirar o transplante para evitar a
excomunhdo pala Igreja. Com o passar do tempo, 0 enxerto 6sseo comegou a ser mais usado
em funcéo do sucesso clinico do procedimento, muito embora houvesse discussdo e opinides
contrarias quanto ao aspecto boldgico e reparacional dos enxertos (WEIGEL, 1996; DIAS et
al., 2007).
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A base cientifica do transplante 0sseo foi estabelecida na metade do século IX com
observacdes sobre as propriedades osteogénicas do 0sso e periosteo, assim como a influéncia
benéfica do frio na preservacdo dessas caracteristicas (FEOFILOFF; JESUS-GARCIA, 1996).

Atualmente, enxertos ou implantes 6sseos sdo amplamente utilizados na medicina
humana e de acordo com a Academia Americana de Cirurgides Ortopédicos, em cerca de
500.000 cirurgias realizadas no ano de 2002, foi utilizado algum tipo de enxerto 6sseo, sendo
este o0 tecido mais comumente transplantado (MAXERAS et al., 2002).

Alievi (2006) cita que Wadsworth e Henry, em 1976, foram os primeiros a relatarem a
utilizacdo de aloenxerto 6sseo cortical na Medicina Veterinaria. Os autores realizaram o
procedimento em dois felinos, sendo o primeiro caso experimental, no qual foi utilizado
enxerto fresco; e o segundo envolveu um felino portador de fratura cominutiva de fémur, que
recebeu enxerto congelado. Ambas as intervengdes foram bem-sucedidas, com incorporagao
completa do enxerto.

A utilizacdo de enxerto 0sseo é atualmente um procedimento bem sedimentado na
cirurgia ortopédica veterinaria, sendo considerado o método de elei¢do na reposicao de falhas

Osseas e resseccdes amplas (GIOSO, 2002).

2.5.2 Classificacio dos enxertos

Os enxertos 6sseos sdo classificados segundo o tipo de osso do qual derivam a sua
composicdo. O 0sso esponjoso € rico em trabéculas e se encontra na regido metafisaria dos
0ss0s longos e 0ssos de origem membranosa, como o ileo. O o0sso cortical € mais usado para
promover estabilidade ao foco da fratura, sendo um osso compacto e denso, com a finalidade
de reconstrucéo e estabilidade mecénica (SANTOS; RAHAL, 2004).

Diversos métodos e termos tém sido aplicados para descrever diferentes tipos e usos
dos enxertos (WEIGEL, 1996). O enxerto deslocado de um ponto ao outro em um mesmo
individuo é um auto-enxerto, descrito pelos adjetivos autlogo, autdgeno ou autdctone. Um
aloenxerto, também denominado alogénico, é a transferéncia de tecidos entre dois individuos
geneticamente diferentes, porém da mesma espéecie. E 0 xenoenxerto é o tecido animal de

uma espécie implantado em um membro de uma espécie distinta (STEVENSON, 1998).
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2.5.3 Propriedades do enxerto dsseo

Durante o processo de formacdo do novo tecido ésseo pode-se observar trés
propriedades bésicas do enxerto: a osteogénese, a osteoindugéo e a osteoconducéo (Ibid).

A osteogénese consiste na capacidade de elementos celulares que sobreviveram ao
transplante, produzirem tecido 6sseo ativamente, tendo inicio por volta de cinco dias apos a
transferéncia. O enxerto esponjoso tem grande potencial osteogénico por conter células
quiescentes, células mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos ativos. Estima-se que apenas
10% das celulas deste tipo de enxerto sobrevivam a transferéncia (PIERMATTEI; FLO,
1999). Sendo assim, Weigel (1996) sugere que as principais fontes de células para esta fase
sdo as células osteogénicas e osteoprogenitoras do proprio hospedeiro.

O recrutamento e diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em
osteoblastos € conhecido como osteoinducdo. A diferenciacdo € modulada por vérios fatores,
tais como a proteina morfogenética dssea, o fator de crescimento transformante beta, as
citocinas, o fator de necrose tumoral e as prostaglandinas E2. Além disso, faz-se necessario
um ambiente favoravel e um estimulo indutivo, como um fragmento 6sseo ou célula
osteogénica (MARTINEZ; WALKER, 1999).

A osteoconducgdo é um processo tridimensional de crescimento de capilares, tecido
perivascular e células mesenquimais do leito recipiente para dentro da estrutura enxerto. A
propriedade osteocondutiva de um enxerto ou de um implante depende significativamente de
sua arquitetura; a osteoconducédo é mais rapida em tecido esponjoso do que em cortical devido
a maior porosidade do primeiro. A importancia do ambiente quimico do enxerto e sua

influéncia na osteoconducéo sdo pouco entendidas (Ibid).

2.5.4 Enxerto 0sseo cortical

Dentre as propriedades dos enxertos corticais destacam-se a sustentacdo mecéanica e a
osteoconducdo, visto que de forma geral sdo acelulares e estimulam pouca resposta
osteogénica (FOSSUM et al., 2005)

Na coleta de aloenxerto cortical sdo feitas abordagens cirurgicas para as diafises
Osseas, que sdo retiradas com auxilio de serra, e os canais medulares sdo limpos e lavados
com solugédo salina. Imediatamente, os 0ssos séo transplantados para o local da fratura ou

armazenados para uso futuro (Ibid).
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Existem varios métodos de conservacdo de implantes corticais que visam preservar a
integridade fisica do implante e da proteina osteoindutora, reduzir sua imunogenicidade, e
preservar sua esterilidade (DEL CARLO et al., 1999). Uma grande vantagem dessa alternativa
é a formacgdo de banco de ossos, o que elimina a dificuldade de se encontrar um doador
disponivel e apropriado para o fornecimento emergencial de aloimplantes, além de um Unico
doador fornecer varios segmentos 0sseos (KERWIN et al., 1991 apud ALIEVI et al., 2007).

Del Carlo et al. (1999), em um experimento utilizando 36 cdes, compararam Sseis
métodos de conservacdo de aloenxertos 0sseos. A glicerina 98% ndo foi efetiva na
esterilizacdo do 0sso e alterou suas propriedades biomecénicas. A refrigeracdo a 4°C e a
imersdo em solugdo contendo timerosal 1:1000 ndo mantiveram 0 0SS0 sem contaminantes e
os enxertos falharam. O o0sso conservado sob congelamento em solucdo fisiologica e
antibiético permaneceu estéril, sua integridade fisica foi preservada e ndo falhou na enxertia.
Amendola et al. (2003) concluiram que o mel é uma substancia adequada como conservante
de ossos para serem utilizados como implantes corticais, pois mantém o material livre de
agentes patogénicos e ndo mostra sinais compativeis com rejeicdo, além de preservar a rigidez
0ssea.

Enxertos 6sseos corticais sdo biodegradaveis e tém sido usados no tratamento de
fraturas em aves, porém com resultados controversos (GAIGA, 2002). Maccoy e Haschevk
(1988) realizaram osteossintese de Umero em pombos com aloenxertos e Xxenoenxertos
esterilizados com Oxido de etileno e mantidos & temperatura ambiente. Os enxertos foram
associados com uma alta incidéncia de deiscéncia da sutura, formacdo de sequestro 6sseo e
reacdo a corpo estranho, indicando alto indice de rejeicdo tanto ao aloenxerto quanto ao
xenoenxerto pelo receptor. Ja Wander et al. (2000), utilizando pinos confeccionados de
xenoenxertos 0sseos corticais estocados a -70°C, ndo observaram sinais de rejeicdo ao
xenoenxerto e sim, de incorporacdo do enxerto ao calo 6sseo. Porém, apesar do uso de
imobilizacdo externa, em 20% dos animais, ocorreram fraturas do xenoenxerto na primeira
semana de pos-operatério.

A melhor opcdo para tratar as falhas dsseas é o enxerto autélogo, uma vez que acelera
a reparacdo 0ssea. No entanto, h4 o inconveniente de aumentar a morbidade, a dor, 0s tempos
anestésico e cirurgico e de lesar estruturas normais, aléem de poder nao fornecer volume

suficiente para reparar grandes falhas dsseas (ALIEVI et al., 2007).
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2.5.5 Enxerto 0sseo esponjoso

A utilizacdo do enxerto désseo esponjoso autologo iniciou-se pela necessidade da
resolugéo de defeitos nos ossos da face e do cranio. Atualmente o enxerto de 0sso esponjoso
tem sido utilizado na assisténcia a cicatrizacdo do tecido 6sseo em situagdes onde as
condicdes ideais ndo sdo possiveis de obter (DIAS et al., 2007).

O enxerto de 0sso esponjoso autélogo, se corretamente manipulado, possui elevado
potencial osteogénico pelo transplante de células vidveis da linha osteoblastica; propriedades
osteoindutivas pela promocdo de quimiotaxia, mitose e diferenciacdo de células
mesenguimatosas pluripotenciais (CMP) em células das linhas condrogénica e osteogénica; e
propriedades osteocondutoras ao conferir estrutura tridimensional que possibilita o
crescimento passivo de tecido 6sseo por extensdo de capilares sanguineos, tecido perivascular
e CMP do local receptor para a matriz transplantada. Este tipo de enxerto dsseo possui
também as vantagens de histocompatibilidade e auséncia de risco de transmissdo de doencas
infecto-contagiosas (DIAS et al., 2007).

A auséncia de propriedades mecanicas é compensada pela grande capacidade
osteogénica responsavel por rapida neoformacéo de tecido 6sseo no local de fratura, o que ira
contribuir para rapida estabilizacdo (STEVENSON, 1998). As propriedades osteogénicas
deste tipo de enxerto 0sseo sdo oriundas da extensa area de superficie coberta por células de
revestimento do tecido 6sseo transplantado em associa¢do com células da medula éssea, assim
como da sua arquitetura caracteristica, formada por tecido 6sseo trabecular, que ira permitir
uma rapida revascularizacao (DIAS et al., 2007).

Stevenson (1999) dividiu a incorporacdo do auto-enxerto de 0sso esponjoso no local
receptor em cinco estagios sucessivos. Na fase inicial muitas das células transplantadas
morrem devido a isquemia ou sofrem apoptose, especialmente os ostedcitos situados nas
lacunas no interior das trabéculas Osseas. Entretanto, se o enxerto for corretamente
manipulado, poderdo sobreviver a transferéncia para o local receptor as células com maior
resisténcia a isquemia: as CMP presentes na medula 6ssea e as células progenitoras das
células endoteliais, além de alguns dos osteoblastos situados a superficie das trabéculas
Osseas. Numa segunda fase, cerca de cinco dias ap6s o transplante, ocorre a inflamacéo,
migracdo e proliferacdo de CMP e a reorganizacdo gradual do hematoma em tecido
conjuntivo fibroso. Numa terceira fase, por volta dos 10 dias, h& progressiva revascularizacdo
do enxerto, o qual sofre infiltracdo de vasos sanguineos, completando-se esta etapa nos

primeiros 20 dias apos a cirurgia. A atividade osteogénica inicia-se por volta do quinto dia
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apos implantacdo e apresenta atividade maxima a oitava semana apos o transplante. Por acédo
osteoclastica, na quarta fase, ocorre reabsorcdo das trabéculas Osseas implantadas,
simultaneamente a deposicdo de ostedide sintetizado pelos osteoblastos da zona receptora, e
h& formacdo de tecido 6sseo ndo lamelar sobre as trabéculas 6sseas em necrose. Na quinta
fase ocorre o processo de remodelagdo Ossea, em que o tecido 6sseo ndo lamelar recém
formado e as trabéculas 6sseas em necrose por ele envolvidas sdo gradualmente reabsorvidos
por osteoclastos e substituidos por tecido 6sseo lamelar, constituido por sistemas de Havers.

As duas ultimas fases descritas poderéo ter uma duracéo de varios meses.

2.5.6 Colheita e manipulacio do enxerto

Deve-se seguir certos principios da manipulacdo dos enxertos, para que fique
assegurada a 6tima osteogénese e incorporacao no local receptor, e minima morbidade no
local doador. (WEIGEL, 1996; STEVENSON, 1998).

Para a colheita do enxerto, o cirurgido deve ser bastante cuidadoso com relacdo a
assepsia (SCHENA, 1983 apud SANTOS; RAHAL, 2004). Além disso, deve evitar trauma
aos tecidos e o uso de serras oscilatorias, que induzem aumento de temperatura no 0sso
adjacente, resultando em morte celular e retardo na osteogénese (STEVENSON, 1998)

Em cées, o enxerto esponjoso pode ser colhido da metafise de qualquer osso longo,
mas, pela facilidade técnica e volume, tem sido removido na porc¢do craniodorsal da asa iliaca,
umero proximal, tibia proximal e fémur distal (PIERMATTEI; FLO, 1997). Segundo Denny e
Butterworth (2000), em gatos a colheita de enxerto do Umero proximal, fémur ou tibia pode
ser frustrante, por serem obtidas pequenas quantidades, até mesmo nos adultos. A asa do ilio
consiste no local mais satisfatorio.

Nas aves de grande porte, 0 0SS0 esponjoso para enxertia pode ser colhido da epifise
proximal da ulna ou tibiotarso. Vale ressaltar que o imero, 0ssos pélvicos e fémur devem ser
evitados como fontes de colheita de 0sso esponjoso em aves que voam, poiS S0 0SSOS
pneumaticos. O uso de enxerto cortico-esponjoso € frequente nas aves, tendo como principais
sitios de colheita, as costelas e a carena do esterno. As duas Ultimas costelas sdo facilmente
acessadas para colheita, entretanto o esterno fornece uma grande quantidade de o0sso cortico-
esponjoso. Para acessa-lo devemos afastar os musculos peitorais em ambos os lados da
carena, e a porcao central da quilha pode ser retirada, formando uma janela que dard um
aspecto de alca (Figura 1). Uma vez colhido, estes podem ser divididos através da medula e

serem colocados inteiros sobre a fratura, ou podem ser cortados com o0 uso de instrumentais
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ortopédicos em fragmentos menores para serem usados dentro de falhas ou ao redor de
fraturas (BENNETT, 1997)

Figura 1: Esquema demonstrando a vista lateral do osso do esterno, destacando a porcao
central da carena do esterno (seta), local recomendado por Bennett (1997) para colheita de
tecido 6sseo cortico-esponjoso (Fonte: Bennet, 1997).

Apo6s a colheita, o enxerto esponjoso autélogo deve ser aplicado o mais rapidamente
possivel. No entanto, se for necessaria a estocagem até o momento da transferéncia para a
area receptora, o enxerto pode ser mantido envolto em compressa de gaze umedecida com
sangue ou colocado em uma cuba que deve ser coberta com gaze umedecida em solugéo
salina 0,9% ou Ringer (PIERMATTEI; FLO, 1997). Neste tltimo caso, 0 enxerto pode ser
mantido até 3 a 4 horas (STEVENSON, 1999). A exposicao ao ar por 30 minutos ou mais
diminui a viabilidade celular, e a elevacdo da temperatura acima de 42°C, devido a
luminosidade da sala cirdrgica, induz a morte celular (FOX, 1984 apud SANTOS; RAHAL,
2004). Sangue pode ser misturado ao enxerto colocado na cuba, uma vez que evita secagem e,
apos a coagulacdo, forma um composto moldavel de facil manipulacdo (JOHNSON, 1995
apud SANTOS; RAHAL, 2004). Um fato importante é que o enxerto nao deve ser imerso em
solucBes isotdnicas ou tratado com antibioticos (bacitracina, neomicina e kanamicina), por
serem toxicos para as células (PIERMATTEI; FLO, 1997).
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O tamanho da particula 6ssea tem importancia na vascularizacdo e sobrevivéncia das
células do enxerto (WEGEL, 1993). Ha evidéncias de que fragmentos menores que 0,7 mm
ndo estimulam a osteogénese adequadamente e, se muito reduzidos, além de ndo formarem
0ss0, induzem a resposta de granuloma por corpo estranho (FOX, 1984 apud SANTOS,
RAHAL, 2004).

Antes da aplicacdo do enxerto, o local receptor deve ser lavado amplamente com
salina isotdnica para remover restos necréticos, fragmentos teciduais e coagulos sanguineos,
para facilitar a revascularizacdo do enxerto e reduzir a incidéncia de infeccdo (PIERMATTEI,
FLO, 1997).

Segundo Einhorn (1995), ha um aumento da sobrevivéncia de células do enxerto
guando sdo aplicadas em fraturas estaveis. Isso ocorre devido a rapida revascularizagdo,
permitindo um bom contato entre o leito receptor e o enxerto.

Para avaliarem se 0 enxerto esponjoso autélogo deve ser comprimido quando aplicado,
MARTINEZ et al. (1992) produziram um defeito no cortex caudal da porcdo proximal da
ulna, em cinco cées adultos. Enxerto esponjoso foi colhido do tubérculo maior do Umero e
aplicado no local recipiente, com ou sem compressdo. N&o foram detectadas diferencas na
capacidade osteogénica entre 0s enxertos, tanto por analises histomorfométricas quanto pela

densitometria Optica.

2.6 Anestesia e cuidados pré e pos-cirirgicos

Nos ultimos anos, a aplicacdo da anestesia em aves vem ganhando importancia clinica.
Procedimentos anestésicos em espécies avidrias sdo diferentes daqueles realizados em
mamiferos, principalmente pelas diferengas anatémicas e fisioldgicas encontradas (UZUN et
al., 2003).

Os anestésicos injetaveis geralmente sdo utilizados para anestesia de procedimentos
curtos como exame radioldgico, reparacdo de ferida e laparoscopia. A anestesia inalatoria é
preferida aos anestésicos injetaveis, sendo a técnica de escolha para procedimentos extensos
(GUIMARAES; MORAES, 2000). Goelz, Hahz e Kelley (1990) comentaram que a anestesia
inalatéria com halotano em oxigénio tem sido utilizada em varias espécies de aves, porém
causa alta incidéncia de arritmias e varias mortes.

O isofluorano promove plano anestésico mais estavel, tornando-se o anestésico de
escolha na medicina aviaria. A concentracdo indicada para inducdo varia entre 2 e 3% e entre

aproximadamente 1 e 2% para manutencdo. Tanto o periodo de inducdo quanto o de
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recuperacdo sdo inferiores, podendo demorar até 10 minutos para estacdo (GUIMARAES;
MORAES, 2000).

A analgesia em aves tem sido negligenciada por ignorancia ou por falta de experiéncia
em diagnosticar a dor. Esses animais expressam dor através de sinais como a depressao,
anorexia, claudicacdo e vocalizacdo a palpacdo (HEARD, 1997).

Estudos sugerem que a nocicepcdo em aves € mediada por vias neurais e
neurotransmissores similares aos de mamiferos, o que confirma que essa classe animal é
capaz de perceber a dor (GUIMARAES et al , 2007).

Estudos identificaram maior porcentagem de receptores kappa em relacdo aos mu no
cérebro de pombos domésticos. Esses dados foram extrapolados para as outras espécies de
aves sugerindo que os farmacos agonistas dos receptores mu, como a morfina, seriam menos
eficientes do que os agonistas dos receptores kappa, como o butorfanol, na producdo de
analgesia (IBID)

A maioria das cirurgias ortopédicas sdo consideradas moderadas a intensamente
dolorosas, sendo assim, os mesmos cuidados preconizados em mamiferos devem ser
observados (HEARD, 1997)

Drogas antiinflamatorias ndo-esterdides (AINES) também sdo indicadas para o
controle da dor no pds-operatorio em pacientes ortopédicos. Podem ser utilizados sozinhos ou
em combinacdo com os opiodides. Em cdes, Pibarot et al. (1997), afirmam que o cetoprofeno é
mais efetivo que a oximorfina e o butorfanol no controle da dor pés-operatéria. Em patos de
Mallard (Anas platyrhynchos), o cetoprofeno na dose de 5mg.kg™ promoveu uma reducao dos
niveis de tromboxano por aproximadamente 12 horas (HAWKINS; PASCOE, 2007).

Os AINES diminuem a inflamagdo por bloquearem a enzima responsavel pela
transformacédo do acido aracddnico em uma série de substancias que desencadeiam o processo
inflamatorio, como o tromboxano. Esse mecanismo explica por que esses agentes causam
analgesia em processos que cursam com a inflamacdo (FANTONI; MASTROCINQUE,
2002).

2.7 Antibioticoterapia

Embora a osteomielite seja um problema relativamente comum em mamiferos é rara
em aves. Westfall e Egger (1979) relatam que este fendbmeno pode ter relacdo com as altas
temperaturas corporais destes animais. Entretanto, afirmam que mesmo assim, a profilaxia

com uso de antibiéticos deve ser realizada.
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A escolha de um antibiotico ndo deve ser baseada em tendéncias preconcebidas e
tradicdo, mas sim na flora bacteriana identificada ou esperada no tecido alvo. Uma
antibioticoterapia pode ter natureza profilatica ou curativa, sendo que a profilatica sé deve ser
usada quando indicada pela probabilidade de uma infeccdo ou quando a infeccdo seria
catastrofica (AIELLOR, 2001).

Em animais domésticos, Aiellor (2001), cita que a associacdo de cefalosporinas de 22
ou 3? geracdo e aminoglicosideos podem ser utilizados inicialmente, sendo que a associacdo
pode ser alterada em caso de resisténcias observadas apds resultado de antibiograma. Levitt
(1989) citou como antibidtico mais utilizado nas cirurgias de aves a cefalosporina, e isto se
deve ao seu amplo espectro, rapida concentragdo e boa penetracdo tecidual. Ja Alevi(2000),
Gaiga (2002) e Leotte (2003) utilizaram enrofloxacina na dose de 10-15 mg.kg™, obtendo
bons resultados.

Simionato, Ramos e Coutinho (2003) em estudo realizado com cées, isolaram
bactérias aerdbicas de processos infecciosos 0sseos e testaram a sensibilidade das mesmas a
alguns antimicrobianos, revelando os seguintes resultados: (1) em relacdo as bactérias Gram
positivas, o0 antibacteriano mais efetivo foi a amoxicilina associada ao acido clavulanico,
sendo recomendada para uso em aves por Viana (2007) na dose de 50 a 100 mg/kg, pela via
oral, em intervalos de 12 a 24 horas, entretanto, Tully (2009), recomenda doses de 125 mg/kg,
pela mesma via de administracdo, em intervalos de 6 horas; (2) as bactérias do género
Staphylococcus demonstraram alta sensibilidade a cefalexina, cloranfenicol e enrofloxacina,
enquanto as do género Streptococcus demostraram altos indices de sensibilidade a vérios
antibacterianos  (azitromicina, cefalexina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina,
lincomicina e rifampicina); (3) o cloranfenicol, a enrofloxacina, e a gentamicina mostraram-se
efetivos in vitro contra as enterobactérias; (4) e as duas cepas de Pseudomonas spp mostraram
sensibilidade somente a gentamicina (SIMIONATO; RAMOS; COUTINHO, 2003).

2.8 Avaliacao do reparo 6sseo

A radiologia é a técnica classica na avaliagdo da consolidagdo 6ssea (AIELLOR,
2001), a qual utiliza como principio a densidade dos tecidos que atenuam os raios X apés
atravessarem uma estrutura 0ssea ou tecidos moles adjacentes. Esta densidade, quando
criteriosamente determinada, pode elucidar o diagnostico de enfermidades locais ou

sistémicas, assim como avaliar o processo de reparacdo 6ssea. Como vantagem, cita-se
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principalmente a reducdo de custos quando comparados a outros métodos (PEREIRA;
SOUZA; WESTPHALEN, 2004).

Radiografias sequenciais permitem acompanhar e avaliar 0 processo de regeneracao,
no qual o desenvolvimento de calo periosteal indica que estd ocorrendo formagdo Ossea
indireta, por segunda intencdo, enquanto o preenchimento das linhas de fraturas por tecido
0sseo indicam uma estabilidade Ossea com cicatrizacdo direta, por primeira intencdo
(FOSSUM et al., 2005).

H& relatos de que o processo de conservacdo em formalina seja capaz de alterar a
densidade radiografica do tecido 6sseo, ja que a mesma se degrada, com a acdo da luz, em
acido férmico e agua, o que pode causar desmineralizacdo do 0sso. Sugere-se que O
tamponamento da formalina, que apresenta pH &cido (entre 3,0 e 4,6), poderia evitar ou
minimizar a acdo desmineralizante, entretanto ndo foram observadas diferencas no nivel de
densidade radiografica e descalcificacdo entre grupos de fragmentos dsseos conservados em
formalina simples ou tamponada (FONSECA , 2007).

A avaliacdo histologica da reparacdo tecidual fornece informagbes basicas e
fundamentais para a compreensdo da evolugdo do processo, em suas diferentes fases,
permitindo evidenciar o efeito de diferentes influéncias e tratamentos. Tem como
desvantagem ser uma técnica invasiva, que necessita da coleta do tecido para analise e,
portanto, ndo favorece a avaliacdo da evolucdo do processo em um mesmo animal, o que
demanda um namero maior de espécimes; entretanto, ainda ndo encontra substituto no estudo
da cicatrizacdo e é amplamente utilizada em tecidos moles (BATISTA et al., 2008; COELHO
etal., 2010) e osso (TISEO et al., 2006; TODISCO, 2010).

O uso de escores € recomendado quando se utiliza pardmetros histoldgicos, sendo
considerado um método interessante de avaliacdo. Uma escala numérica € atribuida a cada

parametro de forma que, quanto maior o escore, melhor o processo (BATISTA et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica do Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Castelo Branco- Rio de Janeiro, RJ, sob o processo n° 013/08,
denotando o parecer favoravel.

Foram utilizadas 18 galinhas domésticas (Gallus domesticus), fémeas, com idade
aproximada de 70 semanas, pesando aproximadamente dois quilos e meio, oriundas do plantel

de descarte da Escola Wenceslau Belo, Penha — Rio de Janeiro.

3.2. Quarentena e adaptaciao dos animais

Foi estabelecido o tempo minimo de 15 dias para observagédo e adaptacdo dos animais
nas instalacbes da Fundacdo Jardim Zoologico da Cidade do Rio de Janeiro, onde foram
abrigados em gaiolas individuais de arame galvanizado, medindo 0,8m de comprimento, 0,4m
de altura e 0,4m de largura. As mesmas permaneceram suspensas em um galpdo de paredes
teladas, iluminacdo natural e coberto com telhas de fibro-cimento. O fundo das gaiolas,
comedouros e bebedouros foram higienizados diariamante com &gua e escova, e uma vez por
semana foram colocados de molho em solugdo de hipoclorito de s6dio a 1% durante 15
minutos para desinfecgéo.

Foi realizada avaliacdo criteriosa visando a identificacdo de sinais clinicos de
enfermidades infecciosas, nutricionais ou metabdlicas. Foram coletadas amostras contendo
trés mililitros de sangue da veia jugular direita, as quais foram acondicionadas em tubos a
vacuo com paredes revestidas com heparina sodica. As amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Fundacgédo Jardim Zooldgico da
Cidade do Rio de Janeiro para avaliacdo hematoldgica (hemograma e pesquisa de
hematozoérios) e bioquimica (aspartatato aminotransferase - AST, Creatino quinase - CK,
Lactato desidrogenase - LDH, &cido urico e fosfato). Os animais que apresentassem sinais de
enfermidades ndo foram incluidos no experimento.

Os animais foram identificados com anilhas numeradas nos pés, submetidos ao
protocolo de tratamento antiparasitario com Febendazole!, 30 mg. Kg* VO e receberam
aplicaco tépica de produto ectoparasiticida & base de Propoxur a 1%?.

! Panacur®, Intervet, Sdo Paulo, Brasil
? Bolfo®, Bayer, Belford Roxo, Brasil
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A alimentacéo foi exclusivamente racdo para galinhas em fase de postura®, sendo

fornecida uma quantidade de 10% do peso vivo por dia, para cada animal, e agua ad libitum.

3.3 Grupos experimentais

Para efeitos de reducdo no numero de animais utilizados e supressdo das variacfes
individuais, os mesmos foram submetidos ao processo cirdrgico em ambas as asas. A asa
direita foi utilizada como controle (Grupo 1), na qual foi criada falha 6ssea na face lateral da
ulna; na asa esquerda o mesmo procedimento foi realizado e a falha foi preenchida com
enxerto 0sseo cortico-esponjoso retirado da carena do esterno (Grupo I11).

Os grupos controle (Grupo |) e tratado (Grupoll) foram subdivididos aleatoriamente

em quatro grupos cada, de acordo com o periodo de observacao (Quadro 1)

Quadro 1: Subdivisdes dos grupos controle (grupo I) e tratado (Grupoll) de acordo com o
periodo de observagdo do pds-cirargico em dias.

Periodo de avaliaciao Grupo I (Controle) Grupo II (Tratado)

14 dias de pos cirargico Sub-grupo la Sub-grupo Ila
4 animais 4 animais

35 dias de pés cirurgico Sub-grupo Ib Sub-grupo I1b
4 animais 4 animais

60 dias de pos ciriargico Sua)-g_rup_o lc Sub-grupo lic
animals 4 animais

90 dias de pés cirargico Sug'gfup_o Id Sub-grupo 1d
animals 6 animais

3.4. Preparaciao pré-operatoria

Os procedimentos anestésicos e cirargicos foram realizados no Hospital Veterinario da
Fundacdo Jardim Zoologico da Cidade do Rio de Janeiro, localizado no bairro de Sé&o
Cristovéo, na cidade do Rio de Janeiro.

Antes da administracdo de qualquer farmaco anestésico, os animais foram submetidos
a jejum hidrico e alimentar de 6 horas. Minutos antes do procedimento foi realizado, quando
necessario, o arrancamento manual de algumas penas na face lateral direita do pescogo para
colocacdo de cateter nimero 24 na veia jugular direita, o qual foi fixado com esparadrapo,
permitindo assim um acesso venoso pérvio para administragdo de solucéo de cloreto de sddio

0,9% na dose de 5 ml/kg/h e possiveis drogas de emergéncia.

% Extraovo 16®, Guabi, Campinas, Brasil
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3.5 Anestesia

Apls adequada contencdo fisica, 0s animais receberam como medicacdo pré-
anestésica uma dose de 2mg.kg™ de Butorfanol®, associado a 20mg.kg™ de Cetamina® e 1mg.
kg' de midazolam® todos administrados simultaneamente pela via intramuscular, no
masculo peitoral.

Atingido o efeito de sedagdo, com auxilio de mascara anestésica os animais foram pré-
oxigenados com oxigénio a 100% por dois minutos em fluxo de 1,5 I/min. Em seguida foram
induzidos com Isoflurano’ diluido em oxigénio 100%, fornecido através de mascara
anestésica. Apos a verificacdo da perda do reflexo laringotraqueal, foram intubados com tubo
orotraqueal numero 3,0 sem balonete, o qual foi conectado a um circuito sem reinalacdo
(Baraka), para manutencdo da anestesia com isoflurano ao efeito, vaporizado em oxigénio
100%, em fluxo de 1,0 I/min.

Os animais foram conectados ao monitor multiparamétrico®, através do qual foram
avaliados: tracado eletrocardiografico na derivacdo Il, frequéncia cardiaca, pulso,
temperatura, oximetria e frequéncia respiratoria.

Foram anotados os tempos de inicio de acdo da pré-anestesia (animais apresentando
sinais de incoordenacdo), tempo para sedacao e tempo de recuperacao anestésica.

3.6 Protocolo experimental

No intuito de manter a temperatura corpdrea das aves, as mesmas foram mantidas
durante todo procedimento cirdrgico sobre colchdo térmico, inicialmente em decubito
esternal.

Apds os animais atingirem o plano anestésico adequado, foi realizada a remocéo
manual das penas localizadas na regido peitoral e na face dorsal das asas, sendo que as
remiges foram poupadas. Como terapia antimicrobiana profilatica, foi aplicada, por via
intramuscular, Gentamicina® na dose de 5 mg.kg™, associada a Enrofloxacina’® na dose de 15
mg.kg™.

Para inicio do procedimento foi realizada na asa direita a anti-sepsia com alcool-iodo-
alcool da face dorso-lateral, iniciando-se 0 acesso cirdrgico através de incisdo da pele e tecido

* Turbogesic® - Fort Dodge, Campinas, Brasil
®> Cetamin®- Syntec, Cotia, Sdo Paulo

® Dormonid® 5mg/ml — Roche, Jaguaré, Brasil
" Isoran®- Biochimico, Rio de Janeiro, Brasil

® Dixtal® - Manaus, Brasil

° Gentotec® - Chemitec, S&o Paulo, Brasil

1% Flotril® - Intervet, Sdo Paulo, Brasil
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celular subcutaneo feita com lamina de bisturi nimero 15. A determinacéo do local da incisdo
teve como base a palpacdo da face ulnar desprovida de cobertura muscular (face dorso-
lateral), estendendo-se a inciséo a partir do ponto central do antebraco até as proximidades da
articulagdo Umero-radio-ulnar, com aproximadamente dois centimetros de comprimento
(Figura 2).

A divulsdo do tecido celular subcutaneo foi realizada com auxilio de tesoura
Metzenbaum reta de 15 cm para afastamento lateral da pele e exposicdo do musculo flexor
ulnar do carpo. Para acessar o local de producdo da falha 6ssea, foi introduzida uma Rugina
de Farabeuf reta 14 cm entre a ulna e o0 musculo flexor ulnar do carpo, a qual foi rotacionada
lateralmente expondo a superficie lateral proximal da ulna (Figura 3). Para producéo da falha
Ossea foi utilizada uma broca fresa 1/8°’, com 3,2 mm de didmetro e corte lateral (Figura 4), a

qual foi acoplada a micro-retifica com eixo flexivel™

, na velocidade de 5.000 rotacgdes por
minuto. A broca foi introduzida perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso, na face
lateral, até ser inserida a uma profundidade correspondente a aproximadamente metade do
didametro da broca, o que produzia uma falha com aproximadamente 3,3 mm de largura e 1,6
mm de profundidade (Figura 5).

Apos retirada da Rugina, a musculatura foi reposicionada e a incisdo imediatamente
suturada em plano unico, com fio de Nylon (3-0), no padrédo de pontos simples isolados.

O mesmo procedimento foi realizado na asa esquerda até a producéo da falha, quando
entdo a pele foi aproximada temporariamente com uma pinga Backhaus de 13 cm e a asa
envolvida com compressa cirirgica estéril para posicionamento do animal em decubito dorsal

Com uso de uma Rugina Farabeuf reta de 14 cm, foi realizado afastamento da
musculatura peitoral em ambos os lados da carena (Figura 6). O tecido que reveste a crista da
carena foi excisado com lamina de bisturi nmero 15 para exposi¢cdo do 0sso corti¢o-

esponjoso (Figura 7). Com auxilio de uma cizalha Luer goiva simples reta de 17 cm, foram

! Dremel® - Bosh, Campinas, Brasil
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Figura 2: Vista lateral da asa esquerda de galinha doméstica, demonstrando o local da
incisdo de pele (linha vermelha), estendendo-se 2cm a partir do ponto central do
antebraco até as proximidades da articulagdo umero-redio-ulnar

Figura 3: Rugina de Farabeuf reta (seta branca) 14 cm inserida entre a ulna e 0 musculo
flexor ulnar do carpo de galinha domestica, a qual se encontra rotacionada lateralmente
expondo a superficie ventral proximal da ulna (seta azul).
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retirados dois fragmentos do processo 6sseo e imediatamente seccionados sobre cabo de
instrumental metalico com lamina de bisturi nimero 24, em pedagos com aproximadamente
3mm (Figura 8), colocados entdo em gaze estéril embebida com solucéo de cloreto de sodio
0,9%, até serem implantados na falha dssea ja criada na ulna esquerda. Foi realizada sutura
continua simples dos planos muscular e subcutdneo com fio poligalactina 910 (3-0), e pontos
simples isolados com fio de nylon (3-0), para fechamento da pele da regido esternal.

Figura 4: fresa 1/8°’ (seta branca), com 3,2 mm de didmetro e corte lateral, utilizada
para confecgédo da falha dssea na velocidade de 5.000 rotagGes por minuto.

O animal foi reposicionado em decubito esternal, para que a falha Ossea da asa
esquerda fosse acessada. Os fragmentos foram aplicados sobre a falha dssea, levemente
comprimidos, e a incisdo de pele e o tecido celular subcutaneo imediatamente suturados em
plano unico, com fio de nylon (3-0), no padrdo de pontos simples isolados. Foram anotados 0s

tempos de realizagdo dos procedimentos cirurgicos.
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3.7 Procedimentos pos-operatorios

Para aplicacdo das medicacOes utilizadas no pos-operatorio, fez-se necessario a
realizacdo de contencéo fisica adequada das aves, as quais foram apreendidas com ambas as
mdos em torno das asas, encontrando-se estas posicionadas anatomicamente préximas ao
corpo (Figura 9).

No pés-operatério foram administrados meloxicam®? na dose de 0,2mg.Kg?, SID

durante 3 dias pela via subcutanea; e gentamicina na dose de 5 mg.kg™, SID, associada a
enrofloxacina na dose de 15 mg. kg™, SID, ambas administradas pela via intramuscular.
Foi realizado curativo local das feridas cirdrgicas com polivinilpirrolidona®® e rifampicina
spray™*; no sétimo dia os pontos presentes na pele foram retirados com uso de pinca dente de
rato 12 cm e tesoura Spencer reta 9 cm, e prorrogaram-se 0s curativos locais até o décimo dia
de pos-operatorio.

Figura 5: Falha dssea (seta branca) produzida na face lateral da ulna de galinha
doméstica, apresentando aproximadamente 3,3 mm de largura e 1,6 mm de
profundidade.

'2 Maxican 0,2%® - Ourofino, Vravinhos, Brasil
13 povidine tépico® - Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, Brasil
!4 Rifocina spray® - Sanofi Aventis, Suzano, Brasil

30



Figura 6: Carena do esterno de galinha doméstica exposta apés incisdo de pele e
afastamento da musculatura peitoral em ambos os lados. Notar a presenca de tecido
fibrocartilaginoso (seta branca) revestindo a crista da carena.

Figura 7: Carena do esterno de galinha domeéstica apds exerése do tecido
fibrocartilaginoso que reveste sua crista, expondo tecido 6sseo cortico-esponjoso. Notar
a presenca de 0sso compacto (seta branca) e 0sso esponjoso (seta verde).
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Figura 8: Tecido 0sseo (seta branca) seccionado sobre cabo de instrumental metalico
com lamina de bisturi nmero 24 em fragmentos com aproximadamente 3mm.

Figura 9: Foto meramente ilustrativa demonstrando a contencgéo fisica de um exemplar de
galinha domestica, realizada com ambas as maos em torno de suas asas, encontrando-se estas
posicionadas anatomicamente proximas ao corpo do animal.
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3.8 Avaliacoes

Foram realizadas inspec¢des visuais didrias em todos os animais nos dez primeiros dias,
nas quais verificou-se o estado geral das aves, a recuperacdo da fungdo dos membros operados
e avaliou-se as feridas cirdrgicas quanto a presenca de edemas e exudag6es. Transcorridos 0s
dez dias de pos-operatdrio os animais foram examinados semanalmente até completarem o
tempo de observacao de cada grupo.

Ao término do periodo de observacdo (14, 35, 60 e 90 dias) os animais foram abatidos
com tiopental sodico™, intravenoso, na dose de 40 mg. kg™, coletando-se entéo fragmentos
das ulnas direita e esquerda para realizacdo do exame histopatolégico e radiografico post-
mortem das lesdes.

Os fragmentos de epifise ulnar com a lesdo localizada centralmente foram
descarnados, fixados em formol a 10% por um tempo que variou de 19 a 134 dias, e
encaminhados ao Laborat6rio de Radiologia da Universidade Castelo Branco. Os fragmentos
foram posicionados sobre chassi radiografico 18 x 24, simulando a projecéo dorso-ventral, e
expostos aos raios X com tempo de exposi¢do de 0,011 segundos e distancia foco-filme de 60
cm, em aparelho radiografico com regime elétrico de 55 kilovolts e 5 miliamperes. Apds
exposicdo os filmes foram processados pelo método manual de revelacdo. Foram avaliados

quanto as imagens de proliferacdo tecidual nas proximidades da falha dssea (Quadro 2).

Quadro 2 — Escala semiquantitativa para avaliagdo do grau de proliferacdo tecidual nas
proximidades da falha éssea, com visibiliza¢éo radiogréfica.

Imagem Radiografica Escore (pontos)

Auséncia de proliferacdo 6ssea 0

Proliferacao dssea leve

1
Proliferagdo dssea moderada 2
3

Proliferacdo dssea intensa

Apbs procedimentos radiograficos os fragmentos foram encaminhados para o
Laboratério de Anatomia Patolégica da Universidade Castelo Branco, onde foram

descalcificados em solugé@o de acido nitrico a 10%, clivados transversalmente, e processados

' Thiopentax®- Cristdlia, Itapira, Brasil
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pela técnica de inclusdéo em parafina. Foram confeccionados cortes histoldgicos de

aproximadamente 4 micras e as laminas processadas foram coradas com hematoxilina-eosina

(HE), para posterior avaliacdo do processo de reparacdo em microscopio 6ptico com aumento

de 40x e 100x.

Com o objetivo de avaliar reparacdo da falha dssea e o potencial osteogénico do

enxerto 6sseo implantado, nessa analise foram considerados:

e A evolucdo do processo de reparacao da falha, sendo observada a reagéo inicial

do peridsteo e, principalmente, a maturacdo do tecido 6sseo neoformado que

preenchia a area entre as duas corticais (falha 6ssea) (Quadro 3);

e Quantidade total de tecido 6sseo neoformado (Quadro 4).

Quadro 3 - Escala semiquantitativa para avaliacdo da reacdo inicial do periosteo e maturacao
do tecido 6sseo neoformado que preenchia a area entre as duas corticais (falha 6ssea).

Aparéncia histoldgica

Escore (pontos)

Auséncia de reacao periosteal 0
Resposta periosteal moderada 1
Resposta periosteal intensa 2
Tecido 6sseo neoformado desorganizado 3
Tecido 6sseo neo formado em moderada organizacao 4
Tecido 6sseo neo formado em avancada organizagdo 5

Quadro 4 — Escala semiquantitativa para avaliacdo da quantidade total de tecido 0sseo

neoformado.

Aparéncia histologica

Escore (pontos)

Auséncia de neoformacdo 6ssea

0

Neoformacdo dssea discreta

Neoformacéo 6ssea discreta / moderada

Neoformacdo 6ssea moderada

Neoformacédo 6ssea moderada / intensa

Neoformacdo dssea intensa

1
2
3
4
5

Para andlise dos resultados expressos em escores - grau de proliferacdo tecidual nas

proximidades da falha Ossea visiveis radiograficamente; reacdo inicial do periosteo e a

maturacdo do tecido 6sseo neoformado que preenchia a area entre as duas corticais; e a
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quantidade total de tecido Osseo neoformado - foi utilizado teste Mann-Witney para
comparagdo entre grupos em cada momento e o teste de Wilcoxon para comparacdo dos
grupos considerando-se todos os momentos. Os resultados foram considerados a partir do

nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS

Ap0s receberem aplicacdes de medicacdes pré-anestésicas, as aves apresentaram sinais
de incoordenacdo apds 96 + 13 segundos, encontrando-se aptas para o procedimento de
inducdo anestésica com isoflurano aos 420 + 126 segundos. Apo6s perda do reflexo
laringotraqueal, todas foram intubadas com relativa facilidade. Ao serem conectados ao
monitor multiparamétrico ndo foram observadas alteracGes cardiovasculares, respiratorias ou
térmicas nos animais estudados.

O tempo médio de procedimento foi de 27 minutos, ndo sendo observadas
intercorréncias anestésicas ou cirdrgicas durante os procedimentos. A utilizacdo da broca
acoplada a micro-retifica facilitou a padronizacdo da falha oOssea criada (Figura 10) e
contribuiu para minimizar os danos aos tecidos adjacentes, estruturas essas que foram
utilizadas para fixacdo dos fragmentos de enxerto cortico-esponjoso depositados na falha
Ossea da asa esquerda (Figura 11) Atraves da analise radiografica observou-se a ocorréncia de
deslocamento caudal dos fragmentos de enxerto cortico-esponjoso em um dos animais do sub-
grupo Ila (animal n° 15).

O tempo meédio de recuperacgdo anestésica das aves foi de 2 horas e 26 minutos, sendo
possivel observar-se os animais em estacdo, sem sinais de incoordenacao.

Durante o pos-operatdrio imediato ndo foram observados sinais de dor ou desconforto
e 0S animais ja apresentaram 0 posicionamento anatdmico dos membros operados. Dois
animais apresentaram fraturas no local de criagéo da falha durante a contencdo realizada para
aplicacdo das medicacGes em periodos de 24 horas e 96 horas, respectivamente, sendo
necessaria a inclusao de dois novos animais no experimento.

N&o foram observados sinais de edema ou exudacdes, entretanto houve a formacao de
extenso hematoma ao redor da ferida cirirgica em todos os animais estudados, 0s quais
perpetuaram até aproximadamente o quinto dia de pds-cirargico. Os pontos foram retirados no
sétimo dia, e os curativos locais foram mantidos até o décimo dia ap0s a cirurgia.
Posteriormente, os animais foram avaliados semanalmente, ndo apresentando sinais de

infeccOes ou fraturas.
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Figura 10 e 11: (A)Radiografia lateral da regido do antebraco direito de galinha domestica
demonstrando a falha dssea criada na porgdo ventral da ulna (seta). (B) Radiografia palmo-
dorsal da regido do antebraco esquerdo demonstrando a falha dssea criada na porc¢éo lateral da
ulna preenchida com fragmentos de enxerto 0sseo cortico-esponjoso (seta).

Os animais do sub-grupo la (14 dias de pds-operatdrio) apresentaram auséncia de
imagens radiograficas compativeis com proliferacdo dssea. No exame histopatoldgico, em trés
dos quatro animais avaliados houve reacdo periosteal moderada e uma quantidade de tecido
0sseo neoformada discreta. Somente um dos animais estudados neste sub-grupo mostrou
reacdo periosteal intensa e uma quantidade de tecido 6sseo neoformada discreta / moderada.
Nos animais do sub-grupo lla, com mesmo tempo de observacdo, mas com implantagdo de
enxerto 6sseo, ndo foi possivel a observacdo de imagens radiograficas compativeis com a
presenca de fragmentos do enxerto ou proliferacdo 0ssea, entretanto todos mostraram reacao
periosteal intensa e uma quantidade de tecido 6sseo neoformado discreta / moderada na
histopatologia. Em todos os animais deste sub-grupo foram observados fragmentos de enxerto
0sseo distribuidos proximos a falha cortical, envoltos por tecido fibroso desorganizado
(Figura 12) e com presenga de neovascularizacdo (Figura 13).

Nos animais do sub-grupo Ib (35 dias de pds-operatdrio) ndo foi possivel a observacao
de imagens radiograficas compativeis com proliferacdo 6ssea. Em dois dos quatro animais
avaliados houve a formacéo de tecido 6sseo moderadamente organizado na falha encontrada
entre as duas corticais, e uma quantidade de tecido 6sseo neoformada variando de discreta a
discreta / moderada. Nos outros dois animais deste sub-grupo foi possivel observarmos a
formacéo de tecido 0sseo desorganizado na falha Gssea, e uma quantidade de tecido 6sseo
neoformada de discreta a discreta / moderada. No sub-grupo Ilb foi possivel a observacdo de

imagens radiograficas compativeis com proliferacdo 6ssea intensa em dois dos quatro animais
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estudados, entretanto, no animal 15, esta imagem encontrava-se formada fora do local da
falha. Os outros dois animais deste sub-grupo apresentaram imagens radiograficas
compativeis com leve proliferacdo Ossea. Durante a avaliagdo histolégica foi possivel
observar-se a formacgdo de tecido dsseo variando de desorganizado a moderadamente
organizado, e quantidade moderada de tecido 6sseo neoformado. Vale ressaltar que, no animal
15, esta neoformacdo ocorreu fora da area da lesdo e o tecido ésseo neoformado que
preenchia a area da falha era oriundo do endosteo, encontrando-se em um grau moderado de

organizacao.

Figura 12: Fotomicroscopia evidenciando fragmentos de enxerto 6sseo (E)
distribuidos préximos a falha cortical ulnar de galinha doméstica, envoltos por tecido
fibroso desorganizado (F), nos animais do sub-gruo lla (14 dias) (Hematoxilina-
eosina 40X).
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Figura 13: Fotomicroscopia evidenciando tecido fibroso desorganizado (F) e
fragmentos de enxerto 6sseo (E) apresentando vasos sanguineos neoformados entre as
trabéculas dsseas (Setas) em falha 6ssea ulnar experimentalmente produzida em galinha
domeéstica do sub-grupo Ila (14 dias) (Hematoxilina-eosina 100X).

Os animais do sub-grupo Ic (60 dias de pos-cirdrgico) ndo demonstraram imagens
radiograficas compativeis com proliferacdo 0ssea. Nos quatro animais avaliados houve a
formacdo de tecido 6sseo moderadamente organizado na falha, entretanto o animal 5 ndo
apresentou a formacao de uma ponte unindo as duas corticais, notando-se a presenca de tecido
fibroso adentrando a medular. A quantidade de tecido 6sseo neoformado variou de discreta a
moderada. No sub-grupo lic, dois animais apresentaram imagens radiograficas compativeis
com proliferacdo Ossea intensa, enquanto os animais 16 e 17 apresentaram auséncia ou
proliferacdo dssea leve, respectivamente. A avaliacdo histolégica demonstrou tecido 6sseo no
local da falha variando de desorganizado (Figura 14) a moderadamente organizado (Figura
15), e a quantidade de tecido 6sseo neoformado mostrou grande variabilidade de resultados,
indo do discreto a moderado / intenso.

No sub-grupo Id (90° dia apds a cirurgia) quatro dos seis animais nao apresentaram
reacOes de proliferacdo Ossea radiologicamente visiveis, 0os animais 7 e 10 apresentaram

discreta e moderada proliferacdo 0ssea, respectivamente. Com relacdo a avalia¢do histologica,
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trés dos seis animais ja apresentavam estagios avancados de remodelacgdo (Figura 16) 6ssea na
ponte formada entre as duas corticais, e 0s demais animais apresentaram-se em estagios
variando do tecido 0sseo desorganizado ao moderadamente organizado. Cinco dos animais
estudados apresentaram neoformacéo de tecido 6sseo discreta / moderada, enquanto um dos
animais apresentou uma neoformacdo moderada. Todos os animais do Sub-grupo Iid
mostraram algum grau de proliferacdo 6ssea no exame radiografico, variando este de uma
leve a intensa resposta proliferativa. Nenhum dos animais no sub-grupo Ild alcangou graus
avancados de organizacdo tecidual na falha, seus escores variaram de 3 a 4, demonstrando a
presenca de tecido 0sseo neoformado ainda desorganizado ou moderadamente organizado.

Entretanto, a quantidade de tecido 6sseo neo formado variou de moderada a intensa.

Figura 14: Fotomicroscopia evidenciando tecido 6sseo neoformado apresentando
organizacdo moderada na falha Ossea ulnar experimentalmente produzida em galinha
domeéstica (seta) do sub-grupo llc (60 dias), estendendo-se a partir da cortical (C). Notar a
presenca de extenso calo externo (CE) (Hematoxilina-eosina 40x).
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Figura 15: Fotomicroscopia evidenciando tecido 6sseo neoformado apresentando
organizacdo moderada na falha Ossea ulnar experimentalmente produzida em
galinha doméstica (seta) do sub-grupo Ilc (60 dias), estendendo-se a partir da
cortical (C). Notar a presenca de extenso calo externo (CE) (Hematoxilina-eosina
40x).

J.". _‘* ‘I-

Figura 16: Fotomicroscopia evidenciando tecido 0sseo neoformado (seta)
apresentando remodelacdo avancada na falha Ossea ulnar experimentalmente
produzida em galinha doméstica do sub-grupo Id (90 dias) formando uma ponte
entre as duas corticais (C). Notar a auséncia de calo externo (Hematoxilina-eosina
40x)
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Figura 17: Fotomicroscopia evidenciando ossificacdo da medular (setas) em falha
6ssea ulnar experimentalmente produzida em galinha doméstica do sub-grupo lic
(60 dias) (Hematoxilina-eosina 40X).

Figura 18: Fotomicroscopia evidenciando ossificacdo da medular (setas) em falha
6ssea ulnar experimentalmente produzida em galinha doméstica do sub-grupo lic
(60 dias) (Hematoxilina-eosina 100X).
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N&o foram observadas reacdes inflamatdrias em nenhum dos animais estudados. Em
dezesseis dos dezoito animais avaliados foi observada a presenca de ossificacdo da medular
(Figuras 17 e 18) em diferentes gruas.

A tabela 1 demonstra os resultados da avaliacdo semiquantitativa acima descritos
realizada nos animais em diferentes periodos, com ou sem a presenca de enxerto 6sseo

cortico-esponjoso.

Tabela 1: Resultados expressos em escores do grau de proliferagéo tecidual nas proximidades
da falha ulnar experimentalmente produzida em galinha doméstica ao exame radiografico
(PT); reacdo inicial do periosteo e a maturacdo do tecido 6sseo neoformado que preenchia a
area entre as duas corticais (FO); e a quantidade total de tecido 6sseo neoformado (TN), soma
da pontuacéo de cada animal (3)), a média desta soma (T )e o desvio padréo (SD).

Controle (Grupo I) Tratado (Grupo II)

Dias Animal PT FO TN ) 1 SD PT FO TN ) T SD
1 0 1 1 2 0 2 2 4

14 2 0 2 2 4 0 3 2 5

a 4 0 1 1 2 25 1 0 2 2 4 4 0,5
13 0 1 1 2 0 2 2 4
3 0 4 2 6 3 3 3 9

35 18 0 3 1 4 1 4 3 8

b 14 0 3 2 5 5 085 1 3 3 7 85 129
15 0 4 1 5 3 4 3 10
5 0 4 3 7 3 3 3 9

60 9 0 4 2 6 3 3 1 7

c 16 0 4 1 5 6 0,82 0 4 3 7 7,75 0,96
17 0 4 2 6 1 3 4 8
6 0 5 2 7 3 4 5 12
7 1 3 2 6 1 3 5 9

920 8 0 5 3 8 2 4 5 11

d 10 3 5 2 10 3 3 5 1
11 0 3 2 5 7 179 3 3 4 10 10,17 1,47
12 0 4 2 6 2 3 3 8

Comparando-se os diferentes tratamentos, nos diferentes tempos, foi possivel observar
que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos controle e tratado aos 35
e 90 dias de pos-cirargico. Ou seja, 0 grupo tratado mostrou um potencial osteogénico maior
que o grupo controle, mesmo quando considerou-se importante a varidvel organizacdo do
tecido d6sseo neoformado na falha entre as duas corticais, entretanto nos momentos 14 e 60
dias ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas. Quando foram comparados 0s
18 animais dos grupos Controle e Tratado sem levar-se em consideracdo o tempo de
observacdo, foi possivel observar que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre

os dois grupos.
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5 DISCUSSAO

Segundo Conti et al. (2005), as galinhas se mostram um bom modelo experimental no
gue tange ao treinamento cirurgico, pois oferecem as mesmas caracteristicas anatdmicas de
algumas aves selvagens. Entretanto é importante lembrar que sdo aves domésticas,
familiarizadas a presenca humana e ao alojamento em gaiolas. As aves selvagens, ao
contrario, se estressam com muita facilidade, principalmente na presenca do homem, e se
debatem no interior do recinto, sendo mais sujeitas a problemas como mobilidade no foco de
fratura e, principalmente, deslocamento de dispositivos de fixacdo. No presente estudo foi
observado que, independente da maior facilidade de manejo encontrada nas galinhas
domésticas, dois animais apresentaram fraturas completas no local de criacdo da falha em
procedimentos de conten¢do mecénica no periodo pos-cirurgico, demonstrando que toda
contencdo de animais é sempre um procedimento que merece muita atencdo e planejamento
por parte dos profissionais envolvidos (NETO, 2006).

A ocorréncia destas fraturas mostrou que a criacdo da falha gerou uma diminuicéo da
resisténcia 6ssea naquele ponto, visto que ambas as fraturas ocorreram exatamente no local da
lesdo. Sendo assim, foi necesséria a criacdo de uma técnica de contencdo fisica manual
fundamentada na observacao do comportamento dos animais estudados.

Assim como resultados encontrados por Alievi (2000), o periodo de adaptacdo de 15
dias permitiu que as aves pudessem adaptar-se a nova dieta, a0 novo ambiente e as pessoas
que iriam manipula-las, o que facilitou a realizacdo dos diversos procedimentos clinicos,
como por exemplo a deteccdo de ectoparasitos.

A quetamina é um anestésico dissociativo, que promove estado cataleptoide, mantendo
os reflexos oculares, orais, laringeos, sem promover um bom relaxamento muscular. Os
benzodiazepinicos, quando em associagdo com a quetamina, promovem uma rapida inducéo,
perda de reflexos, bom relaxamento muscular, além de provocarem poucas alteracdes
cardiovasculares e respiratorias (VALADAO, 2002). A associacdo destes dois farmacos
mostrou-se eficaz e segura quando utilizada no presente estudo em galinhas domésticas;
contudo, Heard (1997) cita que a maioria das cirurgias ortopédicas sdo consideradas
moderada a intensamente dolorosas e, sendo assim, optou-se por associar a medicacdo pré
anestésica ao butorfanol, farmaco opidide agonista dos receptores kappa. Segundo Guimaraes
et al. (2007), as aves possuem no cérebro uma maior porcentagem de receptores kappa em
relacdo aos mu, sugerindo que os farmacos agonistas dos receptores mu, como a morfina,

seriam menos eficientes do que os agonistas dos receptores kappa, como o butorfanol, na
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producdo de analgesia. Vale ressaltar, que mesmo associando os trés farmacos ainda foi
necessaria a inducdo com uso de isoflurano diluido em oxigénio fornecido através de mascara
anestésica para que a intubacédo pudesse ser realizada, pois o reflexo laringotraqueal ainda ndo
havia sido abolido.

Apesar de Bennet (1992) e Flecknell (1996) citarem que o decréscimo na funcéo
metabolica, o relaxamento muscular, o tempo prolongado do procedimento anestésico, a
utilizacdo de anestesia inalatéria e a utilizacdo de alcool como anti-séptico na superficie
corporea de aves promova hipotermia, ndo foram observadas quedas acentuadas na
temperatura corporal dos animais estudados, pois 0s mesmos se encontravam sobre colch&o
térmico.

A abordagem cirargica na face dorso-lateral da asa, conforme recomendado por
Martin e Ritchie (1994), foi facilmente realizada, sendo pouco cruenta e oferecendo boa
exposi¢do do sitio cirargico. A utilizagdo da broca acoplada & micro-retifica facilitou a
padronizacdo da falha dssea criada (Figura 9) e contribuiu para minimizar os danos aos
tecidos adjacentes, estruturas essas que foram essenciais para fixacdo dos fragmentos de
enxerto 0sseo depositados na falha 6ssea da asa esquerda (Figura 9). Apesar desta técnica de
fixagdo do enxerto ter se mostrado eficaz, o animal 15 do sub-grupo Ilb apresentou um
deslocamento caudal dos fragmentos 6sseos enxertados.

Optou-se pela colheita de osso cértico-esponjoso na carena do esterno, pois Bennet
(1997) cita que € o local de escolha quando se necessita de grande quantidade de tecido dsseo.
A retirada dos fragmentos foi feita com a utilizacdo de uma cizalha Luer goiva simples reta,
pois deve-se evitar 0 uso de serras, que poderiam induzir 0 aumento da temperatura no 0sso
adjacente, resultando em morte celular e retardo na osteogénese (STEVENSON, 1998).
Bennet (1997) recomenda que o 0sso a ser colhido seja retirado da porgédo central da carena
do esterno, o que evitaria a retirada da crista na qual a musculatura peitoral se origina,
evitando assim lesdes que poderiam atrapalhar no véo. Diante da regido e quantidade indicada
pelo autor para retirada de 0sso cortico-esponjoso, supbe-se que o objetivo seja a manutencdo
da forma do fragmento coletado para substituicdo estrutural na reconstrucdo de falhas
extensas, 0 que, entretanto, ndo € o objetivo do presente trabalho, no qual propde-se a
fragmentacdo do o0sso coletado e preenchimento do sitio receptor com finalidade
predominantemente osteoindutiva. Portanto, a quantidade de osso coletado foi pequena e o
tamanho da lesdo na crista da carena ndo sugere prejuizo a reimplantacdo da musculatura
peitoral, apesar de avalia¢cBes quanto a um possivel prejuizo ao vdo, em outras espécies, ainda

serem necessarias.
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Imediatamente apos a colheita os fragmentos foram cortados, permanecendo com
cerca de 3 mm, visto que Fox (apud SANTOS, RAHAL, 2004) recomenda que os fragmentos
enxertados ndao devem possuir menos que 0,7 mm, pois ndo estimulariam a osteogénese,
concordando com Wegel (1993) que cita a importancia do tamanho da particula 6ssea na
vascularizag&o e sobrevivéncia das células do enxerto.

Piermattei e Flo (1997) afirmam que ap0s a colheita, 0 enxerto esponjoso autologo
deve ser aplicado o mais rapidamente possivel, no entanto, se for necessaria a estocagem até o
momento da transferéncia para a area receptora, 0 enxerto pode ser mantido envolto em
compressa de gaze umedecida com solucdo salina 0,9%. Sendo assim, optou-se pela criagdo
da falha Gssea receptora (asa esquerda) antes da retirada do enxerto, pois os fragmentos
acondicionados em gaze umedecida com solu¢édo salina 0,9% permaneceram assim por pouco
tempo, somente enquanto a musculatura e a pele do peito eram suturadas.

Durante a aplicagdo do enxerto no local receptor foi realizada uma leve compresséo,
visto que Martinez et al. (1992), em trabalho utilizando cées, ndo detectaram diferencas na
capacidade osteogénica entre os enxertos aplicados com ou sem compressao.

Embora Westfall e Egger (1979) tenham comentado que a osteomielite seja um
problema raro em aves, os mesmos recomendam a cobertura antimicrobiana quando se faz
uso de qualquer material implantado. Sendo assim, foi utilizada uma associacdo de dois
antibioticos baseada na microbiota esperada no tecido alvo. Tal associacdo se mostrou eficaz,
visto que n&o foram observados sinais de infec¢cdes em nenhuma das aves estudadas.

Tomasi et al. (apud FONSECA, 2007) investigaram a desmineralizacdo de fragmentos
de o0sso ovino que foram imersos em diferentes solucdes fixadoras e foram mantidas imersas
nas solucdes em trés tempos diferentes: quinze dias, trés meses e dez meses. Os autores
verificaram que a perda de substancia mineral, nos periodos avaliados, foi minima, e isto
permitiu determinar que a perda de peso durante a fixacdo € minima se comparada com a
massa inorganica total existente na amostra. Entretanto, os autores sugerem a realizacdo de
pesquisas que quantifiquem o célcio, bem como analises radiograficas de fragmentos dsseos
conservados em formol até um periodo de 10 meses. Porém, Fonseca (2007) afirma que a
exposicdao do tecido ésseo a formalina, quer seja tamponada ou ndo, apresenta efeito
desmineralizante sobre o tecido 0sseo ja no tempo de 24 horas, alcancando altos indices de
descalcificacdo aos 90 dias de conservacdo. Tal efeito, assim como a reabsorcdo das
trabéculas dsseas promovidas por osteoclastos (Stevenson, 1999), podem ter determinado a
auséncia de imagem radiogréfica dos fragmentos de enxerto no sub-grupo lla.
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O fato de ndo terem sido observadas durante o exame histologico a presenca de células
inflamatdrias no local da lesdo e/ou ao redor dos fragmentos de enxerto, recaem,
respectivamente, sobre: 0os tempos de observacdo, que ocorreram apds 0s trés primeiros dias
pos-lesdo, periodo em que Banks (1991) afirma ocorrer uma resposta inflamatéria intensa; e a
utilizacdo de enxerto autélogo, material este sem nenhum potencial antigénico. Bolson et al.
(2008) sugerem que a inflamacao € relevante no tempo de cicatrizacdo d0ssea, favorecendo a
sua aceleracdo, enquanto Junqueira e Carneiro (1999) referem-se ao processo inflamatério
como essencial, ao afirmarem que, se ndo houver inflamacdo, ndo haverd regeneracéo.
Processos inflamatoérios exacerbados, caracteristicos de regifes de fraturas infeccionadas
(osteomielite), podem retardar ou mesmo impedir o processo de regeneracdo. Observando-se
os resultados obtidos no presente trabalho, postula-se que a inflamacdo ocorreu em niveis de
normalidade, sem influéncia negativa de um processo exacerbado, tampouco de efeito
excessivamente supressivo da medicacdo oral utilizada no pds-operatério (meloxicam), uma
vez que progrediu satisfatoriamente em todos 0s animais avaliados.

As galinhas utilizadas no experimento eram da raca New Hampshire, uma linhagem
americana destinada & producédo de ovos, o que justifica a presenca de ossificacdo da medular,
pois segundo O"Malley (2005) este local funciona como um importante sitio de reserva de
minerais, ja que existe uma demanda muito grande desses elementos durante a fase de postura
de ovos. Fleming et al. (1998), trabalhando com dois grupos de animais de uma linhagem
comercial de galinhas de postura alojadas em diferentes granjas, demonstrou que em um dos
grupos 83,9% das galinhas apresentavam ossificacdo da medular, enquanto apenas 7,5% das
galinhas do outro grupo apresentavam a mesma manifestacdo. Com este resultado o autor
concluiu que o ambiente de criacdo, em particular a alimentacéo, é fundamental na ossificacdo
da medular, visto que os animais eram da mesma linhagem genética. O mesmo autor relata
um aumento na resisténcia dos 0ssos que apresentam esta ossificacdo. Nos animais do
presente estudo ndo foi observada correlacdo entre volume da area de ossificacdo e evolucgéo
da regeneracao 0ssea, entretanto se mostra necessaria a realizacdo de estudos que comprovem
se h4 ou ndo uma relagdo entre reparacdo de lesdes Osseas e a reacdo de ossificagdo da
medular.

Del Carlo et al. (2004), em experimento utilizando polimero de mamona acrescido de
calcio, associado ou ndo com medula dssea em falhas criadas no radio de coelhos, relataram
que aos 21dias de observacao o polimero implantado na falha apresentou-se envolto por uma
camada de tecido fibroso, assim como observado no presente estudo aos 14 dias de

observacdo. Vale ressaltar que, aos 35 dias este tecido conjuntivo ja se apresentando
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organizado, e assim como observado por Ignacio (1995), o mesmo vai sendo gradativamente
substituido por tecido 0sseo imaturo.

Fossum et al. (2005) relatam que os enxertos corticais destacam-se pelas suas
propriedades mecénicas e osteocondutivas, visto que de forma geral sdo acelulares e
estimulam pouca resposta osteogénica. Entretanto o enxerto 6sseo cortico-esponjoso utilizado
no presente estudo demonstrou um grande potencial osteogénico, visto que durante a
avaliacdo o grupo Il, composto por falhas dsseas que receberam o implante de fragmentos de
enxerto, demonstrou uma maior producdo de osso neoformado em comparagcdo ao grupo
controle. Este potencial osteogénico tem origem na extensa area de superficie coberta por
células de revestimento do tecido ésseo transplantado em associacdo com células da medula
Ossea. A atividade osteogénica maxima foi alcancada no periodo entre 60 e 90 dias de
observacdo, concordando com Stevenson (1999) que relata uma atividade osteogénica
iniciada por volta do quinto dia apds implantacéo e atividade maxima a oitava semana apos o
transplante.

Aos 90 dias de observacdo nenhum dos animais do sub-grupo Ild, com implantacéo de
enxerto, apresentou organizacao intensa do tecido 6sseo que recobria a interface entre as duas
corticais, mostrando que, assim como relatado por Stevenson (1999), este processo de
organizacdo lamelar pode ter duracdo de varios meses, ocorrendo a substituicdo do tecido
0sseo ndo lamelar recém formado por tecido 6sseo lamelar, constituido por sistemas de
Havers.

As propriedades osteocondutoras do enxerto foram observadas nos animais que foram
avaliados aos 14 dias de pos-cirdrgico, quando havia neovascularizagdo no interior das
trabéculas dsseas dos fragmentos enxertados. Esta propriedade é conferida pela estrutura
tridimensional, formada por tecido Osseo trabecular, que ir4 permitir uma répida
revascularizacdo (DIAS et al., 2007).

No modelo experimental desenvolvido no presente trabalho foi observada evolugéo de
fratura estavel (apesar da presenca de falha medindo aproximadamente 3,3 mm de largura e
1,6 mm de profundidade), uma vez que a solugcdo de continuidade n&o envolvia todo o
diametro do osso. Isto pode ser comprovado pela formagdo de calo entre as extremidades da
falha no grupo Controle, principalmente a partir do enddsteo, com estagio bastante avancado
de remodelacdo Gssea aos 90 dias, sem a presenca de calos externos. Piermatei e Flo (1999)
afirmam que a consolidagdo em lacunas pequenas e muito estaveis é reparada transpassando a
maioria dos passos de uma cicatrizacdo 0ssea indireta, indo diretamente ao remodelamento

0sseo, havendo presenca de calos intercorticais e pequena quantidade de calos medulares em

48



ponte ndo visiveis radiograficamente. Assim, a quantidade de calo 0sseo externo presente é
inversamente proporcional ao grau de estabilidade no local da fratura.

Conforme relatado por Einhorn (1995), as fraturas estaveis promovem um aumento da
sobrevivéncia de celulas do enxerto devido & rapida revascularizagdo, permitindo um bom
contato entre o leito receptor e o enxerto. Considerando os resultados aqui apresentados,
pode-se considerar que a estabilidade no foco favoreceu a manutencdo de células vivas no
enxerto, o que explica a atividade proliferativa intensa no grupo tratado desde a primeira fase
de avaliacdo. Na avaliagdo histologica aos 14 dias de pos-cirurgico foi observada uma maior
reacao periosteal nos animais tratados quando comparados aos do grupo controle, 0 que pode
ser explicado pelas propriedades osteoindutivas do enxerto que promovem quimiotaxia,
mitose e diferenciacdo de células mesenquimatosas pluripotenciais em células das linhas
condrogénica e osteogénica. As células inflamatorias atraidas para o sitio da lesdo secretam
mediadores quimicos, presentes nos trés primeiros dias pds-lesdo, sendo determinantes na
regulacdo dos eventos iniciais, constituindo reguladores importantes de proliferacdo e
diferenciacéo celulares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; DIAS et al., 2007).

Apesar de Bennett (1997) afirmar que o uso do enxerto cortico-esponjoso é freqlente
em fraturas de aves, ndo foram achados na literatura relatos sobre sua utilizacdo, tampouco
descricdes sobre a evolucdo da consolidacdo 0ssea com aplicacdo deste tipo de enxerto. A
forma de obtencdo e aplicacdo indicada pelo referido autor sugere aplicacdo do enxerto com
fins osteocondutores e trabalhos sobre acdo osteoindutora de enxertos 0sseos cortico-
€sponjosos ou esponjosos em aves também ndo foram encontrados.

A capacidade osteogénica do enxerto cortico-esponjoso fragmentado, aqui observada,
pode representar um ganho no tratamento das fraturas de aves, complicado, segundo Bolson
(2005), devido as caracteristicas 0sseas peculiares deste taxon, associadas ao tipo de trauma a
que geralmente as aves sdo expostas. A formacéo precoce do calo pode conferir estabilidade
inicial para manutencdo da biomecéanica normal, fator de grande importancia principalmente

nas fraturas dos 0ssos longos das asas, conforme afirmam Yamazoe et al. (1994).
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6 CONCLUSOES

Ap0ds analise dos resultados pode se concluir que:

- O enxerto 6sseo cortico-esponjoso demonstrou potencial osteogénico satisfatorio,
entretanto retarda o tempo de remodelacdo 6Ossea quando aplicado sobre falhas estaveis

pequenas.

- A aplicacdo de enxertos autégenos em 0ssos longos de aves é de simples execucdo e
ndo implica na adicdo de custo ao tratamento das fraturas, indicando forte possibilidade de
aplicacdo clinica. Avaliacdes em modelos de fraturas cominutivas instaveis, com perda de
esquirolas, de ocorréncia mais comum nestas espécies, poderdo dar suporte para sua utilizacdo

como rotina na ortopedia avidria.
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