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Apresentagao

O presente trabalho foi dividido em capitulos para melhor compreenséo, no qual
o capitulo 1 (um) corresponde a uma breve introdugao do tema pesquisado; o capitulo
2 (dois) é o artigo que representa o principal resultado da tese; o 3 (irés) € uma revisao
a respeito das aplicagdes percuténeas na ortopedia veterinaria e; o capitulo 4 (quatro)
inclui as limitagdes e conclusdes da pesquisa. Anexo aos apéndices encontra-se a
metodologia detalhada de como foi realizado o trabalho.
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PLASMA RICO EM PLAQUETAS, MEDULA OSSEA E QUITOSANA NAS
OSTEOSSINTESES MINIMAMENTE INVASIVAS NA TiBIA DE CAES

RESUMO - A osteossintese minimamente invasiva com placa (MIPO) tem sido
cada vez mais aceita para o tratamento de fraturas em pequenos animais,
especialmente pela capacidade de preservagao do hematoma inicial do foco fraturado.
Outra forma de auxiliar o processo cicatricial 6sseo € a utilizagdo de biomateriais, tais
como o plasma rico em plaquetas (PRP), aspirado de medula éssea (MO) e a
quitosana (QUI). Objetivou-se, na presente pesquisa, avaliar a consolidagado 6ssea
obtida da MIPO e inje¢ao percutanea de PRP, MO e QUI, no foco de fraturas tibiais
de caes, por meio de exames clinicos, radiograficos e de densitometria 6ptica. Foram
utilizados trinta caes apresentando fraturas da tibia e atendidos na rotina cirurgica do
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,
Jaboticabal. Os grupos foram formados de acordo com o biomaterial injetado sendo:
grupo 1 (nada foi injetado), grupo 2 (MO), grupo 3 (PRP) e grupo 4 (QUI). Foram
injetados 2 mL de cada biomaterial no foco da fratura, imediatamente apos o
procedimento de osteossintese minimamente invasiva com placa bloqueada. Os
animais foram avaliados quanto a intensidade de formag¢ao do edema (EDE), atividade
deambulatéria (DEAM), exames radiograficos e densitometria 6ptica no momento
imediato apos a cirurgia e 15, 30, 60, 90 e 120 dias pds-operatorios. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos com relacdo ao EDE e DEAM.
Setenta por cento dos animais operados nos diversos grupos apresentaram apoio do
membro grau 4 ou 5 aos 15 dias de pdos-operatorio. Aos 30 dias, todos os animais
apresentavam deambulacéo grau 5. Dentre os grupos (1, 2, 3 e 4) ndo se observou
diferenca estatistica quanto ao uso do membro, entretanto o grupo 2 foi o que
apresentou maior porcentagem (60%) de apoio aos 15 dias (grau 5). Houve diferenca
quanto ao momento da consolidagao, ocorrendo mais cedo no grupo 2 (46,87 dias).
Nao houve diferenca estatistica na densidade mineral do calo ésseo formado entre os
grupos e os momentos avaliados. Os biomateriais PRP, MO e QUI associados a MIPO
auxiliaram contribuem na consolidacao dssea na tibia de caes. O concentrado de MO
promove a consolidagao éssea mais precoce.

Palavras-chave: aplicagcao percutanea, biomateriais, cao, consolidagao 0ssea



PLATELET-RICH PLASMA, BONE MARROW OR CHITOSAN IN MINIMALLY
INVASIVE OSTEOSYNTHESIS IN THE TIBIA IN DOGS

ABSTRACT - Minimally invasive plate osteosynthesis (MIPO) has become
widely accepted for the treatment of fractures in small animals, especially because of
the preservation of the initial hematoma and minimization of the soft tissues damage.
Another way to improve bone healing is the use of biomaterials, such as platelet-rich
plasma (PRP), aspirated bone marrow (MO) and chitosan (QUI). The aim of this study
was to evaluate the bone healing after the association of MIPO and percutaneous
injection of PRP, MO, and QUI in the treatment of tibial fractures in dogs. Clinical and
radiographic examination and optical densitometry were used. Thirty dogs from the
surgical routine of the Veterinary Teaching Hospital of the Faculty of Agricultural and
Veterinarian Sciences (UNESP, Jaboticabal) presenting tibial fractures were used.
The groups were formed according to injected biomaterial: group 1 (nothing was
injected), group 2 (MO), group 3 (PRP) and group 4 (QUI). Two mililiters of each
biomaterial was injected into the fracture site percutaneously just after the surgery. The
dogs were evaluated for the intensity of edema formation (EDE), ambulatory activity
(DEAM), radiographs and optical densitometry, immediately after surgery and 15, 30,
60, 90 and 120 days postoperatively. There was no significant difference between
groups considering EDE and DEAM. Seventy percent of the animals presented
member support grade 4 or 5 at 15 days postoperatively. After 30 days, all dogs
presented without lameness. Among the groups, there was no statistical difference in
the walk, however the group 2 showed the highest percentage (60%) of weight bearing
at 15 days. There was a difference considering clinical union in the group 2 (46,87
days). There was no statistical difference in the mineral density of the bone callus
formed between the groups and the moments assessed. The PRP, MO and QUI
associated with MIPO help bone regeneration in the treatment of tibial fractures in

dogs. Bone marrow concentrated promotes shorter bone healing time.

Keywords: biomaterials, bone healing, dog, percutaneous application
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Capitulo 2
Figura 1.

LISTA DE FIGURAS

Imagens fotograficas das radiografias no periodo experimental. 1. Paciente
de numero 3 do grupo 1 (controle) na proje¢ao craniocaudal. 1A: Fratura
cominutiva em tergco médio da tibia (seta) em projecdo mediolateral; 1B:
Projecdo craniocaudal indicando a fratura cominutiva (seta); 1C: Pos-
operatério imediato com bom alinhamento do eixo 6sseo; 1D: 15 dias de
pos-operatorio com inicio de formacgao do calo 6sseo; 1E: 30 dias de pos-
operatorio com unido clinica da fratura; 1F: 60 dias de pds-operatdrio; 1G:
90 dias de pos-operatorio; 1H: 120 dias de pds-operatdério com
remodelamento 6sseo. 2. Paciente de numero 8 do grupo 2 (medula
0ssea) na projecao craniocaudal. 2A: Fratura obliqua longa em terco médio
da tibia (seta) em projecdo mediolateral; 2B: Proje¢ao craniocaudal
indicando a fratura obliqua longa (seta); 2C: Pés-operatorio imediato com
bom alinhamento do eixo 6sseo; 2D: 15 dias de pds-operatorio com inicio
de formagao do calo 6sseo; 2E: 30 dias de pds-operatério com unido
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducgao

Primordialmente, a técnica de reducao de uma fratura deve objetivar o
reposicionamento anatdémico dos fragmentos ésseos e a restauragdo do alinhamento
e funcdo normal do membro (OLIVEIRA, 2009). Classicamente, o manejo terapéutico
das fraturas dos ossos longos em cées e gatos envolve a redugdo direta e
estabilizagao aberta dos fragmentos. No entanto, este método convencional requer
uma abordagem cirurgica extensa e experiéncia para minimizar as complicagdes
potenciais, tais como a lesdo aos tecidos moles e ao suprimento sanguineo 6sseo
(KOCH, 2005).

Assim, abordagens mais cautelosas tais como a “abra, mas nao toque” (“Open,
But Do Not Touch” — OBDNT) foram encorajadas. Entretanto, ainda buscava-se um
menor grau de manipulagéo dos tecidos, para maximizar a preservagao do hematoma
primordial da fratura e reduzir a lesdo iatrogénica das estruturas adjacentes ao foco
fraturado. Uma opcgdo encontrada, para casos selecionados, foi a abordagem
conhecida como osteossintese minimamente invasiva (Minimally Invasive
Osteosynthesis —MIO), que obedece aos principios de uma fixagéo interna biolégica
(PERREN, 2002).

A fixagdo interna biolégica € um tipo de osteossintese que prioriza a
manutengcdo do ambiente da fratura, tentando minimizar danos ao suprimento
sanguineo e evitando manipulagdo excessiva dos fragmentos &sseos; como
consequéncia, as fraturas podem ter a precisdo de redugdo anatObmica reduzida,
assim como a qualidade da estabilidade (PERREN, 2003). Nestes casos, a fratura ndo
€ exposta e os fragmentos sao reduzidos indiretamente (KRETTEK; MULLER;
MICLAU, 2001).

A estabilizagdo cirurgica utilizando a MIO pode ser alcangada com variados
tipos de implantes como fixadores externos, hastes bloqueadas, placas e parafusos,
entre outras associagcbes como o plate and rod (placa e pino intramedular)
(DEJARDIN; GUIOT; VON PFEIL, 2012). A despeito das diversas possibilidades, as



placas e parafusos representam o sistema mais comumente utilizado. Neste caso, ele
€ chamado de osteossintese minimamente invasiva com placa (Minimally Invasive
Plate Osteosynthesis - MIPO) (GUIOT; DEJARDIN, 2011).

O implante utilizado na osteossintese biolégica deve ser estavel e relativamente
flexivel, para permitir consolidacdo 6ssea secundaria, ou seja, consolidagéo indireta
com formagao de calo 6sseo. As vantagens bioldgicas destas técnicas podem,
potencialmente, acelerar a unido 6&ssea clinica, permitindo retorno a fungao
locomotora mais rapida a despeito de certo grau de instabilidade na fratura (PERREN,
2003).

A MIPO ¢ indicada principalmente para fraturas diafisarias nao passiveis de
reconstrugao anatdmica com trauma extenso aos tecidos moles, ou seja, quando n&o
se consegue reconstruir a coluna 6ssea (HUDSON; POZZI; LEWIS, 2009). Entretanto,
Beale e Mccally (2012) citam que n&do ha contraindica¢des para realizar a MIPO, desde
que se tenha um intensificador de imagem transoperatério, podendo ser indicadas até
mesmo nas fraturas articulares, as quais ha a necessidade de reducao anatémica.

A complicagdo mais comum quando da utilizagdo da MIPO é o mau
alinhamento do membro (HULSE, 2012). Esse erro pode ser evitado com a utilizagao
de intensificadores de imagem como o fluoroscépio (BEALE; MCCALLY, 2012).
Outras complicagdes importantes incluem lesao ao suprimento sanguineo e nervoso
devido a tracdo excessiva do membro, infec¢ao, insercdo de parafuso na articulacéo
e falhas do implante (PEIRONE et al., 2012).

Os biomateriais sdo substancias desenvolvidas com o propdsito de tratar,
aumentar ou substituir de forma parcial ou total diversas partes do organismo, sendo
formados por um ou mais materiais (PERRI DE CARVALHO et al., 2002; GIL;
FERREIRA, 2006). No caso das fraturas ésseas, eles possuem a fungéo de estimular
uma consolidagao precoce ou ainda minimizar danos ou atrasos na consolidagao que
poderiam ocorrer devido a traumas excessivos de manipulacdo durante o
procedimento cirurgico.

Recentemente, as pesquisas utilizando medula éssea (VAZ et al., 2010),
plasma rico em plaquetas (LINS; HARTMANN; ROSENFELD, 2014) e quitosana
(GUZMAN et al., 2014) como biomateriais osteoestimuladores, tém aumentado.
Considerando-se as potenciais complicagdes associadas com a cirurgia ortopédica,



muitas vezes de dificil resolucdo ou mesmo desastrosas, tém se buscado
incessantemente formas de facilitar ou potencializar o processo de consolidagao
o0ssea. Neste sentido, o emprego de biomateriais aplicados percutaneamente no
reparo de partes danificadas do tecido ésseo tem sido alvo de diversas pesquisas na
ortopedia veterinaria. Além disso, no conhecimento dos autores ndo ha pesquisas
utilizando a osteossintese minimamente invasiva com placa associada a aplicagao

percutanea de biomateriais.

2. Justificativa

Procedimentos minimamente invasivos, com trauma cirurgico limitado aos
tecidos moles e 0sso, ja tém sido aplicados no manejo de fraturas por um longo
periodo na Medicina (BABST; KHONG, 2007). Os primeiros resultados clinicos
demonstraram vantagens importantes destas abordagens, que melhoram a
consolidagéo da fratura e reduzem o risco de infecgdo (KREGOR et al., 2004). Desta
forma, o uso de placas percutaneas em osteossintese minimamente invasiva (MIPO)
€ recomendado na reparacao de fraturas no ser humano (COLLINGE; SANDERS,
2000; AITA et al.,, 2014). Na Medicina Veterinaria, sao crescentes os estudos
utilizando essa técnica (SCHMOKEL et al., 2007; GUIOT; DEJARDIN, 2011;
BARONCELLI et al., 2012; FLORES, 2013; BALLABEN, 2014).

Além disso, existe uma crescente busca por biomateriais que possam agir
como substitutos 6sseos ou como coadjuvantes no reparo do osso (ZAMBUZZ| et al.,
2005). Com efeito, a quitosana (LEE et al., 2002), a medula 6ssea autdgena e o
plasma rico em plaquetas ja tém sido utilizados como medida terapéutica
complementar em cirurgias ortopédicas veterinarias para estimular a formagao 6ssea
em defeitos e no tratamento de atrasos de consolidacdo (MARTINS et al., 2013;
GUERREIRO et al., 2014; KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006).



3. Hipotese

E esperado que os grupos tratados (medula 6ssea, plasma rico em plaquetas
e quitosana) apresentem melhor desempenho global (como intensidade e formacao
de edema no membro operado, deambulacdo e avaliagbes radiograficas) em
comparagao ao grupo controle. E dentre os biomateriais, acredita-se que a medula

O0ssea apresentara menor tempo de consolidagao 6ssea.

4. Objetivos

4.1 Gerais

- Avaliar a consolidacdo Ossea apods a realizagcdo da técnica de osteossintese
minimamente invasiva com placa bloqueada associada a aplicagdo percutanea dos
biomateriais plasma rico em plaquetas, concentrado de medula 6ssea ou gel de

quitosana, na tibia de caes.

4.2 Especificos

- Avaliar a consolidagdo 6ssea por meio de exames clinicos, grau do edema e
deambulacao por meio de escores predefinidos;

-Avaliar a consolidacao 6ssea por meio de exames radiograficos que avaliam a
radiopacidade na linha de fratura (RLF), localizagao do calo 6sseo periosteal (LCO),
presenca de ponte oOssea (PPO), restabelecimento das corticais (RC),
restabelecimento do canal medular (RCM), remodelamento do calo 6sseo (RCO),
volume do calo ésseo (VCO) e caracteristicas da linha da fratura (EAR - escores de 1
ab).

- Avaliar o indice de mineralizagao do calo 6sseo formado por meio da densitometria

Optica e comparar entre os grupos tratados.
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CAPITULO 2 - Plasma rico em plaquetas, medula 6ssea ou quitosana na

osteossintese minimamente invasiva com placa da tibia de caes

Normas do periodico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Anexo

1)

RESUMO - Objetivou-se avaliar por meio de exames clinicos, radiograficos e
de densitometria dptica a consolidacdo 6ssea obtida da osteossintese minimamente
invasiva com placa bloqueada na tibia de caes associada a aplicagao percutanea dos
biomateriais plasma rico em plaquetas (PRP), concentrado autélogo de medula 6ssea
(MO) ou gel de quitosana (QUI). Foram utilizados trinta caes apresentando fraturas da
tibia e atendidos na rotina cirdrgica de um Hospital Veterinario. Os grupos foram
formados de acordo com o biomaterial injetado sendo: grupo 1 (nada foi injetado),
grupo 2 (MO), grupo 3 (PRP) e grupo 4 (QUI). Foram injetados 2 mL de cada
biomaterial no foco da fratura, imediatamente apds o procedimento de osteossintese
minimamente invasiva com placa bloqueada. Os animais foram avaliados quanto a
intensidade de formagao do edema, atividade deambulatoria, exames radiograficos e
densitometria 6ptica no momento imediato apés a cirurgia e 15, 30, 60, 90 e 120 dias
pos-operatorios. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos com
relacdo ao edema e deambulacdo. Setenta por cento dos animais operados nos
diversos grupos apresentaram apoio grau 4 ou 5 do membro aos 15 dias de pos-
operatorio. Dentre os grupos (1, 2, 3 e 4) nao se observou diferenca estatistica quanto
ao uso do membro, entretanto o grupo 2 foi o que apresentou maior porcentagem
(60%) de animais sem claudicag&o aos 15 dias. Houve diferenga quanto ao momento
da consolidagdo, ocorrendo mais cedo no grupo 2 (46,87 dias). Nao houve diferenca
estatistica na densidade mineral do calo 6sseo formado entre os grupos e os
momentos avaliados. Os biomateriais PRP, MO e QUI associados a MIPO contribuem
na consolidagdo 6ssea na tibia de cédes. O concentrado de medula 6ssea promove
consolidacdo dssea mais precoce.

Palavras-chave: aplicacdo percutanea, biologia da fratura, biomateriais,
consolidacéo Ossea.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate through clinical,
radiographic and optical densitometry bone regeneration obtained from minimally
invasive osteosynthesis with locking plate in the tibia of dogs associated with
percutaneous application of platelet rich plasma (PRP) biomaterials, centrifuged
autologous bone marrow (MO) or chitosan gel (QUI). Thirty dogs from the surgical
routine of the Veterinary Teaching Hospital presenting tibial fractures were used. The
groups were formed according to injected biomaterial: group 1 (nothing was injected),
group 2 (MO), group 3 (PRP) and group 4 (QUI). Two mililiters of each biomaterial was
injected into the fracture site percutaneously just after the surgery. The dogs were
evaluated for the intensity of edema formation (EDE), ambulatory activity (DEAM),
radiographs and optical densitometry, immediately after surgery and 15, 30, 60, 90 and
120 days postoperatively. There was no significant difference between groups
considering EDE and DEAM. Seventy percent of the animals presented member
support (grade 4 or 5) at 15 days postoperatively. After 30 days, all dogs presented
without lameness. Among the groups, there was no statistical difference in the walk,
however the group 2 showed the highest percentage (60%) without lameness at 15
days. There was a difference considering clinical union in the group 2 (46.87 days).
There was no statistical difference in the mineral density of the bone callus formed
between the groups and the moments assessed. The PRP, BM and CHI associated
with MIPO helped bone regeneration in the treatment of tibial fractures in dogs. Bone
marrow group presented shorter bone healing time.

Keywords: biomaterials, bone healing, dog, percutaneous application.

Introdugao

A osteossintese minimamente invasiva com placa um conceito moderno de
fixagdo, que tem por objetivo preservar o ambiente biolégico, de modo a maximizar o
potencial de cicatrizacdo 6ssea e do tecido mole lesionado, facilitar a rapida
recuperacao da fungédo do membro e reduzir a dor pos-cirurgica em fraturas dos ossos
longos em caes e gatos (Leung, 2008). Essa técnica segue os principios da fixagao
biolégica interna (Krettek et al., 2001), sendo uma das técnicas mais reportadas nos
ultimos anos (Baroncelli et al., 2012; Pozzi et al., 2013; Yanez et al., 2014).
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Os biomateriais sdo substancias desenvolvidas com o propdsito de tratar,
aumentar ou substituir de forma parcial ou total diversas partes do organismo, sendo
formados por um ou mais materiais (Perri de Carvalho et al., 2002; Gil e Ferreira,
2006). No caso das fraturas Osseas, eles possuem a fungdo de estimular uma
consolidagdo precoce ou ainda minimizar danos por manobras inadequadas ou
atrasos na consolidagdo que poderiam ocorrer devido a traumas excessivos de
manipulacédo durante o procedimento cirurgico.

Recentemente, as pesquisas utilizando medula 6ssea (Vaz et al., 2010),
plasma rico em plaquetas (Lins et al., 2014) e quitosana (Guzman et al., 2014) como
biomateriais osteoestimuladores tém aumentado. Isso porque esses materiais
possuem vantagens, como facil obtencdo, simplicidade do procedimento para
utilizagdo e nédo requerimento de material especializado.

Esses biomateriais possuem uma caracteristica comum de poderem ser
aplicados por via percutanea, uma vez que sua consisténcia € compativel com seringa
e agulha. A essa técnica dar-se o nome de aplicagdo ou inje¢cao percutanea e
apresenta algumas vantagens, como facilidade na aplicagdo, representam
procedimentos rapidos, causam menos risco ao paciente e € minimamente invasivo
(Connolly e Shindell, 1986).

Considerando-se as potenciais complicagdes associadas com a cirurgia
ortopédica, muitas vezes de dificil resolucdo ou mesmo desastrosas, tém se buscado
incessantemente por formas de facilitar ou potencializar o processo de consolidacao
o0ssea. Neste sentido, o emprego de biomateriais aplicados percutaneamente no
reparo de partes danificadas do tecido ésseo tem sido alvo de diversas pesquisas na
ortopedia veterinaria. Além disso, na literatura consultada ndo ha pesquisas utilizando
a osteossintese minimamente invasiva com placa associada a aplicagado percutanea
de biomateriais.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar por meio de exames clinicos,
radiograficos e densitometria éptica, a consolidagdo 6ssea obtida da osteossintese
minimamente invasiva com placa bloqueada na tibia de caes associada a aplicacao
percutanea dos biomateriais plasma rico em plaquetas, concentrado de medula 6ssea

ou quitosana.
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Material e métodos

Delineamento experimental

Todos os procedimentos realizados foram previamente submetidos a Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”), Campus de
Jaboticabal, e aprovado de acordo com os preceitos éticos estabelecidos para os
animais de experimentacdo com o numero de protocolo 017930/12.

Foi realizado um estudo prospectivo de 48 caes com fraturas de tibias
provenientes da rotina clinico-cirurgica do Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais
do Hospital Veterinario da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, atendidos e
acompanhados durante o periodo de marco de 2012 a maio de 2015.

Os critérios de inclusdo foram aqueles cades jovens ou adultos que
apresentaram fratura da tibia, associada ou nao a fratura da fibula, em especial
fraturas cominutivas ou com mais de um segmento fraturado, com até dez dias apos
o trauma.

Os animais que apresentaram sinais evidentes de desnutrigdo (escore corporal
baixo, desidratacdo, anorexia, apatia), ou outra afeccdo sistémica que pudesse
comprometer a consolidacdo 6ssea como disfungdes renais, cardiacas e hormonais,
fraturas expostas de qualquer grau, animais que ndo compareceram aos retornos
propostos ou que morreram durante o periodo da pesquisa foram excluidos. Estes
compuseram no total de 18 animais.

Quatro grupos experimentais foram formados, aleatoriamente, cada um
composto por oito animais, com exce¢ao do grupo 4 que apresentava seis, sendo eles:

Grupo 1 — representado pelos animais no quais foram realizadas as
osteossinteses minimamente invasivas com placa bloqueada e nada foi injetado no
foco da fratura, sendo este o grupo controle;

Os demais foram constituidos por cdes submetidos as osteossinteses
minimamente invasivas com placa bloqueada, e em cada grupo foi injetado um
biomaterial diferente, sendo eles:

Grupo 2 — inje¢ao do concentrado de medula dssea;

Grupo 3 — injecao de plasma rico em plaquetas;
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Grupo 4 — injecao do gel de quitosana.

Foram utilizadas placas retas (Caomédica, Campinas, Sao Paulo) de ago
inoxidavel do mesmo fabricante, com sistema de bloqueio dos parafusos, disponiveis
nos sistemas 2, 2.7, 3.5 e 4.5 mm, sendo o tamanho escolhido conforme o peso

corporal e estrutura éssea do paciente.

Preparo dos biomateriais

Preparagao do concentrado de medula 6ssea

Foram colhidos 10 mL de medula éssea do tubérculo maior do umero com
seringas previamente heparinizadas. A amostra foi processada em Centrifuga
(Centrifuga Baby - Modelo 206, Fanem, S&o Paulo, SP) a 1500 rotagdes por minuto
(RPM) durante 10 minutos para concentrar as células mononucleares, conforme
citado por Del Carlo et al. (2004). Apds a centrifugagao, o plasma sobrenadante foi
descartado e o concentrado medular levado ao centro cirurgico para utilizagdo na
osteossintese. Foi também realizada a contagem das células nucleadas em camera
de Neubauer de amostras de 0,5 mL de medula 6ssea antes e apds a centrifugagao

para comparacgao. Para contagem as amostras foram diluidas em solucao de Turk.

Preparagao do plasma rico em plaquetas

O protocolo para preparagado do plasma rico em plaquetas (PRP) seguiu a
metodologia descrita por Aleixo et al. (2011). Foi colhido, de cada paciente, um frasco
de sangue de 4,5 mL contendo citrato de sédio (Tubos de coleta a vacuo com citrato
de sédio a 3,2%, Labor Import, Osasco/SP). As amostras passaram por duas
centrifugacdes. A primeira centrifugagéo a 1200 RPM por 10 minutos, no qual todo o
plasma e a zona de névoa foram aspirados, transferidos para um tubo estéril sem
aditivo e concentrados pela segunda vez, agora a 1600 RPM por 10 minutos. Em
seguida, descartou-se aproximadamente 80% do sobrenadante, permanecendo
apenas a parte mais concentrada em plaquetas e o botdo plaquetario que se
encontrava no fundo do tubo. Para ativacado plaquetaria, os tubos foram levemente
agitados e foi adicionado cloreto de calcio (Cloreto de calcio 10%, Injectcenter,
Ribeirdo Preto/SP).
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Preparagao do gel de quitosana

O gel foi obtido de acordo com o procedimento proposto por Chenite et al.
(2000). Para tanto, 200 mg de quitosana (com alto peso molecular e grau de
desacetilagdo superior a 75% (Sigma-Aldrich, CAS Number: 9012-76-4) foram
dissolvidos em 9 mL de solucédo de acido cloridrico 0,1 M. A solucéo resultante, foram
adicionados, lentamente e sob agitacdo, 560 mg de fosfato de glicerol dissddico
(Glycerol phosphate disodium salt hydrate — Sigma-Aldrich, CAS Number: 55073-41-
1), previamente dissolvidos em 1 mL de agua destilada, o que levou a formagao de
gel esbranquicado. Apds o preparo, o gel foi submetido a esterilizagdo em autoclave
e conservagao a temperatura ambiente média de 25 °C, para posterior aplicagcéo de 2

mL no foco da fratura.

Procedimento cirurgico

Os pacientes receberam medicacdo pré-anestésica (MPA) por meio da
aplicacao intramuscular de cloridrato de clorpromazina (Longactil 25 mg/ml, Cristalia,
Produtos Quimicos Farmacéutica Ltda, Itapira/SP) (0,3 mg/kg) e Morfina (Dimorf 10
mg/ml, Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéutica Ltda, Itapira/SP) (0,25 mg/kg).
Aguardou-se 20 minutos e com o paciente ja sob efeito da MPA, foi realizada a
venoclise com cateter de tamanho adequado a cada paciente. Apds tricotomia ampla
do membro fraturado e regido lombossacral, os pacientes foram encaminhados
imediatamente ao centro cirurgico. Ato continuo foi realizada indugédo anestésica com
o agente Propofol (Profol 1%, Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéutica Ltda,
Itapira/SP) (4 mg/kg IV), intubag&o orotraqueal com sonda e manutencao da anestesia
com uma mistura de isoflurano e oxigénio a 100%. Em seguida, o animal foi
posicionado para anestesia local epidural com lidocaina (Xylocaina 2%, Hipolabor
Farmacéutica Ltda, Sabara/MG) sem vasoconstritor 2% (4 mg/kg) associada a
bupivacaina (Neocaina 0,75%, Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéutica Ltda,
Itapira/SP) 0,75% sem vasoconstritor (2 mg/kg) e cloridrato de tramadol (Tramal 5%,
Hipolabor Farmacéutica Ltda, Sabara/MG) (0,5 mg/kg) no espago entre sétima
vértebra lombar e primeira vértebra sacral (L7-S1).
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Com o paciente em decubito dorsal, foi realizada antissepsia do membro e
posteriormente foram aplicados panos cirurgicos de tecido estéreis. A fratura foi
reduzida de maneira fechada e indireta, com o minimo de manipulagdo. O alinhamento
e comprimento 6sseo foram atingidos com base nas referéncias anatémicas do
proprio membro e comparagdo com O membro contralateral, sem uso de
intensificadores de imagem. O acesso cirurgico foi restrito a duas pequenas incisées
na face medial da tibia, sendo uma proximal e uma distal ao foco de fratura. A placa
foi inserida através da incisdo proximal e entado deslizada pelo tunel de tecidos moles
adjacentes a superficie do osso, sobre o local da fratura. Apos o adequado
posicionamento da placa sobre a superficie 6ssea, foram realizados os orificios para
a aplicagao dos parafusos bloqueados, com o auxilio de um guia de perfuragdo e uma
broca longa. A quantidade necessaria de parafusos a ser colocada foi definida de
acordo com cada fratura. Apds a colocagao dos parafusos, a ferida cirurgica foi
suturada em trés camadas trés camadas, sendo o utilizado o fio poliglecaprone 2-0
para a sutura de musculatura e redugao do espago morto (subcutaneo) com o padrao
simples continuo em ambas, e o fio de nailon 3-0 foi utilizado para o padrao simples
separado na sutura de pele.

Apos a sutura de pele, colocou-se uma agulha calibre 40x12mm (Agulha
40x12mm, Becton Dickinson Industria Cirurgica Ltda, Curitiba/PR) por via percutanea
através de palpacao dentro da falha 6éssea no foco da fratura e, de acordo com o grupo
de cada animal, foi injetado de uma s6 vez 2 mL de cada biomaterial. No grupo

controle nada foi injetado.

Cuidados pds-operatorios

Foram prescritos antibiético cefalexina (Cefalexina, Eurofarma Laboratorios
Ltda, Sdo Paulo/SP) (dose de 25 mg/kg, a cada 12 horas, durante 10 dias) anti-
inflamatoério meloxicam (Maxicam injetavel 0,2%, Ouro Fino Saude Animal Ltda.,
Cravinhos/SP) na dose de 0,2 mg/kg no primeiro dia e 0,1 mg/kg nos demais dias, a
cada 24 horas) durante trés dias, e por ultimo dipirona (Dipirona sédica, Laboratério
Geyer, Porto Alegre/RS, na dose de 25 mg/kg a cada oito horas por sete dias) e
cloridrato de tramadol (Tramal 5%, Hipolabor Farmacéutica Ltda, Sabara/MG, na dose
de 3 mg/kg a cada oito horas por cinco dias) como analgésicos. Também foi
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recomendada limpeza da ferida cirurgica com solugao fisioldgica (Solugao fisiologica
cloreto de sédio a 0,9%, Quimica Farmacéutica Gaspar Viana S.A., Sdo Paulo/SP) e
aplicacao toépica de rifamicina (Rifocina spray, Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda,
Suzano/SP), uma vez ao dia durante 15 dias. As suturas cutédneas foram removidas

no décimo quinto dia de pds-operatorio.

Avaliagdes pds-operatorias

Os pacientes foram avaliados clinicamente e radiograficamente, sempre pelo
mesmo avaliador, antes da cirurgia (Momento 0 — MO0), e apds 15 dias (M15), 30 dias
(M30), 60 dias (M60), 90 dias (M90), e 120 dias (M120) da cirurgia.

A intensidade do edema foi classificada em escores adaptados de Dallabrida
(2004), sendo nulo (escore 0) quando ndo ha aumento de volume no local da cirurgia,
discreto (1) quando ha aumento de volume no local da cirurgia, moderado (2) quando
ha aumento no local da cirurgia e na regido fraturada da tibia e grave (3) quando ha
aumento de volume no local da cirurgia, regido da tibia e porgao distal do membro.

A deambulacéo foi classificada em escores adaptados de Dallabrida (2004),
sendo grau 1, quando o animal ndo se mantém em posi¢gao quadrupedal; grau 2,
animal em posi¢ao quadrupedal, porém sem o apoio do membro; grau 3, apoio do
membro, mas sem sua utilizagdo ao caminhar; grau 4, uso claudicante do membro ao
caminhar e, grau 5 com a utilizagdo do membro sem claudicagéo.

Exames radiograficos sequenciais, nas projegdes craniocaudal e mediolateral,
foram realizados no periodo pds-operatério imediato e apés 15, 30, 60, 90 e 120 dias
do procedimento cirurgico. Para avaliacdo do processo de consolidagcdo ossea, as
radiografias foram analisadas quanto as variaveis: radiopacidade na linha de fratura
(RLF), localizagdo do calo 6sseo periosteal (LCO), presencga de ponte 6ssea (PPO),
restabelecimento das corticais (RC), restabelecimento do canal medular (RCM),
remodelamento do calo 6sseo (RCO), volume do calo ésseo (VCO) e caracteristicas
da linha da fratura (EAR - escores de 1 a 6), descritas e adaptadas de Sena (2006) e
Souza et al. (2011).

Utilizou-se um densimetro digital MRA para obtencdo do Indice de
Mineralizacdo (IM) do calo 6sseo formado na fratura. Para tal, gerou-se duas

0 — = _ y1-y0
equagbes y =ax +b, onde b=yl ea = ——

, obtidas de um grafico linear de
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descrito por Moraes (2002). A area mais radiodensa e a area menos radiodensa em
cada radiografia foram submetidas a avaliacdo densitométrica e os valores obtidos
aplicados na férmula matematica, obtendo-se assim o valor de a e b. Em seguida, o
valor médio da DO, de cada radiografia, foi inserido nesta férmula matematica de
forma que, o valor de x encontrado correspondeu ao indice de mineralizacdo da
radiografia observada, obtendo-se valores para IM na projegao craniocaudal (IMCC)

e IM na projecao mediolateral (IMML).

Analise estatistica

O delineamento utilizado para analise das variaveis estudadas (EDE, DEAM,
RLF, LCO, PPO, RC, RCO, RCM, VCO, EAR, IMCC, IMML) foi de parcelas
subdivididas com medidas repetidas no tempo, testando o fator tratamento (4 niveis)
nas parcelas e o fator momento (6 niveis) nas subparcelas, com 5 repeticbes por
tratamento. O quadrado médio de animal dentro de tratamento foi usado como residuo
para testar o efeito de tratamento. Quanto as variaveis discretas, ou seja, todas exceto

IMCC e IMML, estas foram antes das analises de variancia, transformadas em
2[resposta + 1. Havendo diferenca significativa entre as médias (p<0,05) estas foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey no mesmo nivel de significancia (5%). Para
as referidas analises foi utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do
programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary NC, USA).

Resultados

Dos trinta animais estudados, 40% tinham menos que 12 meses de idade, 57%
eram sem raca definida, 43% de diversas racas (Blue Heeler, Border Collie,
Dachshund, Fila Brasileiro, Labrador Retriever, Pinscher e Poodle), e 46 % machos e
54% fémeas. A diafise foi a regido tibial mais afetada correspondendo a 85% das
fraturas. As fraturas encontradas foram: 63% entre transversas e obliquas, 10 % de
configuragbes em espiral e 27% de cominutivas. Com relagdo ao peso, 47% dos
animais era de pequeno porte (1 a 10 kg), 26,5% de médio porte (11 a 20 kg) e 26,5%
de grande porte (21 a 50 kg).

Entre os grupos, a idade foi homogénea no grupo 1 (controle) e no 2 (medula

6ssea) no qual 50% tinham menos e 50% tinham mais de 12 meses de idade. O grupo
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3 (plasma rico em plaquetas) apresentou 75% com mais de 12 meses e 25% com
menos e, o grupo 4 (quitosana) apresentou 67% dos animais com mais de 12 meses
e 33% com menos.

Os tipos de fraturas dentro de cada grupo foram heterogéneos no qual o grupo
1 apresentou 37,5% fraturas do tipo A, 25% B e 37,5% C. O grupo 2 obteve 75% do
tipo A, 12,5% B e 12,5% C. O grupo 3 apresentou 50% do tipo A e 50% do tipo C, e 0
grupo 4 apresentou 100% do tipo A.

Nao houve diferencga estatistica no edema e na atividade deambulatéria entre
os grupos. No presente trabalho, 70 % dos animais operados nos diversos grupos
apresentaram apoio claudicante do membro ao caminhar (grau 4) ou uso do membro
sem claudicacao (grau 5) aos 15 dias de pds-operatério. No M30, todos os animais
nao apresentavam claudicagdo do membro (grau 5).

Dentre os grupos (1, 2, 3 e 4) ndo se observou diferenca estatistica quanto ao
uso do membro, entretanto o grupo 2 foi o que apresentou maior porcentagem (60%)
de apoio aos 15 dias (com grau 5 - uso do membro sem qualquer restricdo).

Os resultados estatisticos das variaveis radiograficas e de densitometria optica:
radiopacidade da linha da fratura (RLF), localizagdo do calo 6sseo periosteal (LCO),
presenca de ponte 6ssea (PPO), restabelecimento das corticais (RC), remodelamento
do calo 6sseo (RCO), volume do calo ésseo (VCO), indice de mineralizagdo na
projecdo craniocaudal (IMCC) e indice de mineralizagédo na projecdo mediolateral
(IMML) ndo apresentaram diferenga estatistica significativa entre os grupos 1, 2, 3 e
4. Entretanto, as variaveis restabelecimento do canal medular (RCM) e escala de
avaliacao radiografica (EAR) apresentaram-se estatisticamente diferentes no grupo 2

em relacéo ao demais (Tab. 1 e 2).
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo da variavel RCM (restabelecimento do canal
medular) comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula éssea, 3
— grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15, 30,
60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pos-operatério, em caes submetidos a

osteossintese minimamente invasiva.

Médias e desvio padrao da variavel RCM (restabelecimento do canal medular)

Momentos
 Grupos 0 15 30 60 90 120
1 2.00£0.0  2.00+0.0 2.00£0.0  1.50+0.54  1.14+0.37* 1.12+0.35
2 2.00£0.0  1.75+0.46  1.25+0.46*  1.00%0.0 1.00+0.0 1.00+0.0
3 2.00£0.0  1.85+0.37  1.62+0.51  1.14+0.37* 1.00+0.0 1.00£0.0
4 2.00£0.0  1.83+0.40  1.83+0.40  1.33+0.51*  1.20+0.44 1.00£0.0

*Houve diferencga estatistica significativa entre os grupos 1, 2, 3 e 4 pelo Teste de Tukey a 5%.

Tabela 2. Média dos momentos (M15, M30, M60, MO0 e M120) de consolidacao
clinica de acordo com a escala de avaliagao radiografica (EAR) comparada entre os
grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula éssea, 3 — grupo plasma rico em
plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste
de Tukey a 5% no pos-operatério, em caes submetidos a osteossintese minimamente

invasiva.

Média dos momentos de consolidagao clinica da fratura de acordo com a EAR

Média
Grupo Animais
(Dias)
1 2 3 4 5 6 7 8

1 90 60 30 120 15 90 60 90 69.37
2 30 15 60 60 30 120 30 30 46.87*
3 120 30 60 30 90 90 60 60 67.50
4 60 60 30 90 90 15 . : 57.50

*Houve diferencga estatistica significativa entre os grupos 1, 2, 3 e 4 pelo Teste de Tukey a 5%.

A Figura 1 mostra imagens radiograficas do alinhamento 6sseo atingido nos
pacientes que foram submetidos a técnica de MIPO, bem como a evolugao

radiografica da consolidagdo 6ssea em um céo de cada grupo experimental.
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Figura 1. Imagens fotograficas das radiografias no periodo experimental. 1. Paciente de

numero 3 do grupo 1 (controle) na proje¢ao craniocaudal. 1A: Fratura cominutiva em tergo
médio da tibia (seta) em proje¢cao mediolateral; 1B: Projegao craniocaudal indicando a fratura
cominutiva (seta); 1C: Pds-operatorio imediato com bom alinhamento do eixo 6sseo; 1D: 15

dias de pds-operatério com inicio de formacao do calo 6sseo; 1E: 30 dias de pds-operatério
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com unido clinica da fratura; 1F: 60 dias de pds-operatério; 1G: 90 dias de pds-operatorio;
1H: 120 dias de pds-operatorio com remodelamento 6sseo. 2. Paciente de numero 8 do
grupo 2 (medula 6éssea) na projegao craniocaudal. 2A: Fratura obliqua longa em tergo médio
da tibia (seta) em projecdo mediolateral; 2B: Projegdo craniocaudal indicando a fratura
obliqua longa (seta); 2C: Pds-operatorio imediato com bom alinhamento do eixo ésseo; 2D:
15 dias de pés-operatério com inicio de formagdo do calo 6sseo; 2E: 30 dias de pos-
operatorio com unido clinica da fratura; 2F: 60 dias de pds-operatério; 2G: 90 dias de pds-
operatorio; 2H: 120 dias de pds-operatério. 3. Paciente de numero 8 do grupo 3 (plasma rico
em plaquetas) na projecéo craniocaudal. 3A: Fratura cominutiva em terco médio da tibia
(seta) em projecao mediolateral; 3B: Proje¢ao craniocaudal indicando a fratura cominutiva
(seta); 3C: Pds-operatério imediato com bom alinhamento do eixo 6sseo; 3D: 15 dias de pos-
operatdrio com inicio de formacéo do calo 6sseo; 3E: 30 dias de pds-operatério com unido
clinica da fratura; 3F: 60 dias de pds-operatério; 3G: 90 dias de pos-operatorio; 3H: 120 dias
de poés-operatério com remodelamento 6sseo. 4. Paciente de numero 5 do grupo 4
(quitosana) em projegao craniocaudal. 4A: Fratura obliqua longa em terco médio da tibia
(seta) em projegao mediolateral; 4B: Projegéo craniocaudal indicando a fratura obliqua longa
(seta); 4C: pds-operatdrio imediato com bom alinhamento do eixo 6sseo; 4D: 15 dias de pds-
operatorio; 4E: 30 dias de pds-operatorio; 4F: 60 dias de pds-operatério; 4G: 90 dias de pos-
operatorio com uniao clinica da fratura; 4H: 120 dias de pds-operatério com remodelamento

0sseo.

Como complicagdes, um animal do grupo controle apresentou reagao
inflamatdria ao fio de sutura (poliglecaprone 25) que foi substituido, posteriormente,
por fio de nailon. Outro animal do mesmo grupo apresentou falha do implante aos 60
dias de pods-operatorio com quebra do parafuso mais proximal, esperou-se a
consolidacdo 6ssea que ocorreu aos 120 dias. Entretanto nesse momento, houve
exposicao da placa 6ssea, sendo esta retirada e, foi colocada uma imobilizagcédo
externa rigida no animal por 15 dias. Outra complicagéo foi a inser¢ado de um parafuso

na articulagao tibiotarsica em um animal do grupo 3 (plasma rico em plaquetas).
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Discussao

A tibia € um dos o0ssos longos que mais se adequa a técnica da osteossintese
minimamente invasiva, visto a anatomia permitir facil acesso a superficie medial para
aplicagdo da placa, e a escassa cobertura muscular contribuir para a redugcdo de
fratura, sem muitas vezes utilizar intensificadores de imagem. Entretanto, essas
caracteristicas também favorecem uma grande ocorréncia de complicagbes de
fraturas quando da utilizacdo de outras técnicas de reducdo, principalmente
reconstrugdo anatdbmica. Assim, uma abordagem minimamente invasiva a fraturas
tibiais € de grande importancia para ortopedia veterinaria.

Os principios da osteossintese minimamente invasiva sao melhor aplicados nas
fraturas em que ndo se consegue reconstruir a coluna dssea, ou seja, em fraturas
complexas e cominutivas, muitas delas com grande lesao aos tecidos moles, mas nao
existe contraindicagao de seu uso em outras configuragdes de fraturas, a ndo ser nas
articulares as quais deve ser realizado a reconstrugcdo anatéomica (Hudson et al.,
2009). Mesmo nestes casos pode se utilizar a MIPO com a orientagao da fluoroscopia
(Beale e Mccally, 2012). No presente estudo, utilizou-se a técnica da MIPO para
corregao tanto de fraturas cominutivas complexas como para as mais simples como
as obliquas e obteve-se sucesso no tratamento, corroborando com Schmdkel et al.
(2007), Baroncelli et al. (2012) e Adelina et al. (2013). No entanto, Hudson et al. (2012)
e Beale e Mccally (2012) citaram que se pode usar do artificio da MIPO para tragados
simples de fraturas, tendo o cuidado de inserir parafusos mais proximais a linha de
fratura.

No presente trabalho nao se utilizou do artificio de radiografias transoperatorias
ou fluoroscopia para visibilizagado dos fragmentos durante os procedimentos, obtendo
consolidagédo 6ssea em todas as configuracdes de fraturas operadas até mesmo nas
de tragados mais simples. Muitos trabalhos realizados fora do Brasil (Hulse, 2012;
Adelina et al.,, 2013) usa-se intensificadores de imagens como ferramenta
indispensavel, uma vez que permite observar varias projegcdes exatas e rapidas da
superficie 6ssea, sendo o0 método mais util para avaliar o alinhamento (Peirone et al.,
2012).

A consolidagao 6ssea obtida com a MIPO ¢ a indireta ou secundaria, ocorrendo
por meio da formacao de calo 6sseo. Essa técnica obedece aos principios de
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osteossintese biolégica, em que se prefere preservar o ambiente da fratura em busca
de consolidagéo mais rapida, ao mesmo tempo em que se pode perder um pouco do
alinhamento mais adequado do membro (Perren, 2003). Apesar de ser uma técnica
bastante recomendada, principalmente para fraturas irredutiveis, alguns trabalhos
citam que ndo ha diferenga significativa no tempo de consolidagédo 6ssea da MIPO em
relagcdo a técnica de reducgdo aberta “open reduction and internal fixation” (ORIF)
(Pozzi et al., 2013). Este trabalho citado possui a limitagdo de ser um estudo
retrospectivo, ndo tendo acompanhamento clinico e radiografico frequente e preciso
para definir o tempo de unido dssea, enquanto a presente pesquisa, foi realizada no
modelo randomizado, com numero de animais que permitem uma analise estatistica
e com acompanhamento clinico e radiografico de todos os pacientes nos momentos
15, 30, 60, 90 e 120 dias apds o procedimento cirurgico.

A MIPO foi associada a aplicacido percutanea de biomateriais, tais como
enxerto autégeno de medula 6ssea centrifugada, plasma rico em plaquetas e o gel de
quitosana no foco de fraturas tratadas para minimizar o tempo de consolidagao éssea,
trazendo menos morbidade ao paciente. Essas substancias estimulam a regeneragéo
dos tecidos Osseos e cartilaginosos por meio de um procedimento minimamente
invasivo (Connolly e Shindell, 1986), de baixo custo e que necessita apenas de agulha
e seringa para aplicagao. Além disso, na literatura consultada ndo ha trabalhos na
literatura consultada que citam a aplicagao percutdnea de biomateriais associada a
MIPO.

Verifica-se atualmente que a principal indicagdo de uso da aplicagao
percutanea de biomateriais € em casos de n&o unido 6ssea, sendo considerado um
método efetivo e seguro principalmente, quando se injeta o concentrado osteogénico
de medula 6ssea (Hernigou et al., 2005). Os biomateriais foram injetados para avaliar
a influéncia deles na consolidacdo 6ssea em fraturas recentes e nos resultados
clinicos da pesquisa, tentando reduzir os indices de complicacbes que sdo comuns
nas fraturas tibiais. Nesse estudo n&o se observou sinais de infeccdo dssea e apenas
um paciente apresentou complicagdo de unido da fratura, sendo verificada unido
retardada no paciente 4 do grupo controle em que nao foi aplicado nenhum biomaterial
no foco da fratura. Contrapondo o estudo de Pozzi et al. (2013) que obteve um animal
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com osteomielite no seu grupo MIPO e um no grupo ORIF, sendo necessario a retirada
da placa.

A MIPO favorece o retorno rapido a fungdo do membro uma vez que diminui os
danos aos tecidos moles, sendo vantajosa em relagdo a ORIF (Baroncelli et al., 2012).
Dentre os grupos (1, 2, 3 e 4) ndo se observou diferenga estatistica quanto ao uso do
membro, entretanto o grupo 2 foi o que apresentou maior porcentagem (60%) de apoio
aos 15 dias (com grau 5 — sem claudicagao). Isso porque a medula éssea apresenta
propriedades osteogénicas e osteoindutoras, uma vez que possui em sua cComposigao
células tronco mesenquimais que podem se diferenciar em osteoblastos que irdo agir
no reparo e na formagao 6ssea (Kraus e Kirker-Head, 2006). Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos, conferindo essa adequada
deambulacio a estabilidade alcangada com a técnica e implante utilizados.

O PRP tem sido muito utilizado em pesquisas e na rotina clinica na medicina
veterinaria em variadas areas, especialmente na ortopedia (Guerreiro et al., 2014). A
grande vantagem de se utilizar o PRP nas fraturas, € que ele fornece um ambiente
favoravel a consolidagao tecidual, uma vez que seus a-granulos, quando ativados,
liberam fatores de crescimento, citocinas e estimulam a migragao celular através da
angiogénese e quimiotaxia (Alsousou et al., 2013).

A medula 6ssea centrifugada € um dos métodos que pode ser utilizado quando
se quer concentrar de forma nao fracionada as células tronco mesenquimais. Existem
outros métodos mais eficientes que concentram uma quantidade maior de células
tronco fracionadas da medula dssea, mas esses métodos exigem laboratério
adequado para cultivo celular e alguns equipamentos e materiais que nao estao
disponiveis na maioria dos centros cirurgicos de pequenos animais. Assim o aspirado
de medula 6ssea, apesar de ter um moderado potencial osteogénico, é de facil
obtencao e confeccdo, necessitando de equipamentos mais simples, representando
uma importante vantagem do seu uso em comparagao ao cultivo de células tronco
fracionadas (Vaz et al., 2010).

A quitosana foi utilizada neste trabalho na forma de gel o que propiciou sua
aplicagdo percutanea. As vantagens desse tipo de aplicagdo de biomateriais
consistem em menor morbidade ao paciente, na opcdo de carrear agentes

terapéuticos e nao conter substancias residuais (Naderi et al., 2011). Sao escassos
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os estudos randomizados com sua utilizagdo em fraturas, sendo encontrados alguns
trabalhos experimentais com tenddes (Santana et al., 2014) e cartilagem (Martins,
2010).

O grupo 4 apresentou tempo de consolidagdo 6ssea semelhante aos grupos
controle e 3, viabilizando-o na utilizagdo em fraturas, além de sua facil aplicabilidade.
A quitosana possui a capacidade de ativar macréfagos, que por sua vez irdo modular
a consolidagao e liberar citocinas e fatores de crescimento que auxiliam no processo
de cicatrizagdo tecidual (Gorzelanny et al., 2010).

As avaliagbes radiograficas foram importantes para o acompanhamento de
sinais de consolidagao 6ssea realizadas nos tempos pré-determinados para se obter
avaliacao mais fidedigna (Pozzi et al., 2013), sendo possivel o acompanhamento para
comparacgao da evolugao do calo ésseo entre os grupos 1 (controle), 2, 3 e 4. Dentre
as variaveis radiograficas analisadas, observou-se diferenga estatistica em RCM
(restabelecimento do canal medular) e EAR (escala de avaliagao radiografica). Nestas
0 grupo 2 apresentou-se diferente estatisticamente dos grupos 1, 3 e 4, devido
apresentar essas variaveis mais precocemente (M30).

A radiopacidade da linha de fratura iniciou como ausente, ou seja, o tragado da
fratura foi visibilizado presente, a medida que foram avangando os momentos (M90 e
M120), foi havendo uma formacao de calo ésseo igualmente nos quatro grupos, que
obviamente provocou a radiodensidade da linha de fratura. Ocorreu de forma
semelhante com o restabelecimento do canal medular, que nos primeiros momentos
(MO e M15) nao estavam presentes de forma geral nos grupos, no M30 estava
presente no grupo 2 (MO), presente em metade dos animais do grupo 3 (PRP) e
ausente nos grupos 1 e 4, havendo diferenga significativa entre eles. No M60, M90 e
M120 estavam presentes em todos, ndo havendo diferenga significativa. A analise
dessas variaveis constitui um dos critérios para auxiliar na visibilizagcdo da
consolidagdo 6ssea que, segundo Guiot e Déjadin (2011) sdo muito importantes
principalmente quando correlacionados com a deambulacdo clinica do paciente. A
medida que houve restabelecimento do canal medular e das corticais, houve maior
remodelamento ésseo, diminuicdo do volume calo ésseo e presenca de ponte dssea

que caracterizaram a consolidagao das fraturas em todos os grupos.
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A escala de avaliagdo radiografica ndo demonstrou diferenga estatistica
significativa quando comparada as médias entre os grupos 1, 2, 3 e 4, houve diferenga
guanto ao momento da consolidagéo, ocorrendo mais cedo no grupo 2 (MO) aos 46,87
dias. Esse tempo de consolidacdo é considerado precoce e ocorreu devido a
associacido de técnicas minimante invasivas, a MIPO e a aplicagao percutanea do
concentrado de medula 6ssea que preservaram o ambiente biolégico da fratura e
ofereceram células tronco mesenquimais indiferenciadas para aumentar as chances
de uma cicatrizagao tecidual mais rapida e com risco reduzidos de complicagdes. Esse
tempo foi semelhante aos estudos de Guiot e Déjardin (2011), que relataram unido
clinica em 45 dias pds-operatorio com a técnica da MIPO sem adi¢cédo de adjuvantes
para estimular a cicatrizagao.

Com relacdo ao indice de mineralizagdo éssea obtido pelos valores de
densitometria 6ptica sdo poucos os trabalhos que relatam sua utilizacdo como auxilio
na determinagao da consolidacdo 6ssea das fraturas (Souza et al., 2011), uma vez
que é importante para quantificar a concentragdo mineral 6ssea através de imagens
radiograficas (Louzada et al., 1998), ndo havendo, porém, diferenca entre os grupos

estudados, ou indicios de osteopenia que indicassem alguma afeccao éssea presente.

Conclusoées

Os biomateriais plasma rico em plaquetas, medula éssea e quitosana
contribuem na consolidagao 6ssea associados a osteossintese minimamente invasiva
na tibia de caes, sendo que o concentrado de medula éssea promove menor tempo
de consolidagdo. Os escores radiograficos sao essenciais para determinar o tempo
de unido clinica e consolidagao da fratura, principalmente a escala de avaliagao
radiografica. Nao ha diferenga estatistica na avaliagao clinica e na densidade mineral
do calo 6sseo formado entre os grupos. A técnica da MIPO pode ser realizada
adequadamente mesmo sem utilizar intensificadores de imagem. A quitosana nao

causa reagao inflamatéria ou complicagbes indesejaveis.
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CAPITULO 3 - Aplicacdes percutaneas na ortopedia veterinaria
Submetido ao periodico Revista Ciéncia Rural (Anexo 2)

RESUMO - As aplicagbes percutédneas consistem na inje¢cdo de substancias
ou materiais pela via percutanea com o intuito principal de estimular a cicatrizagao de
tecidos, como 6sseo e o tendinoso. Diversos materiais podem ser injetados
percutaneamente desde que possuam consisténcia compativel com o procedimento
fisico de aplicagdo. No entanto, 0 que mais se observa sdo pesquisas utilizando
medula 6ssea, células-tronco, plasma rico em plaquetas, alguns farmacos e certos
biomateriais, na forma liquida ou gel. Dessa forma, o objetivo dessa revisdo é
investigar os resultados clinicos das aplicagbes percutaneas na medicina veterinaria
bem como suas indicagdes, principais locais de aplicacdo, descrever enxertos ou
outros biomateriais que podem ser utilizadas e suas limitagdes, baseando-se em
evidéncias clinicas. O plasma rico em plaquetas é mais utilizado para tratar lesées
cartilaginosas. Experimentos evidenciam que a aplicagdo de medula éssea é eficaz
para a consolidacdo 6ssea, sendo indicada para complicacbées no tratamento de
fraturas. Os polimeros naturais tém sido utilizados como hidrogéis devido a sua
excelente biocompatibilidade, mas a maioria dos experimentos ainda € em in vitro. As
terapias com aplicagdes percutdneas na medicina veterinaria representam uma
técnica que tende a crescer, uma vez que se trata de um procedimento minimamente
invasivo, sendo necessario que estudos randomizados sejam realizados para garantir

sua eficacia.

Palavras-chave: células tronco, hidrogéis, medula 6ssea, plasma rico em plaquetas,

via percutanea.

ABSTRACT - Percutaneous injections of substances or materials have the
primary purpose of stimulating healing of tissues such as bone and tendon. Several
materials can be injected percutaneously as long as they have the physical
consistency compatible with the application process. However, the most commonly
observed are researchs regarding the use of bone marrow stem cells, platelet-rich

plasma, selected drugs and appropriated biomaterials, in liquid or gel form. Thus, the
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objective of this review is to investigate clinical results of percutaneous applications in
veterinary medicine as well as the indications and main application sites, to describe
grafts or other biomaterials used and their limitations, based on clinical evidence. The
platelet rich plasma is the mostly used substance to treat cartilage lesions.
Experiments show that the application of bone marrow is effective for bone
regeneration, and is adequate for the treatment of fracture complications. Natural
polymers such as hydrogels have been used due to its excellent biocompatibility, but
most experiments are still in vitro. Percutaneous application in veterinary medicine is
a technique with growing tendency, because it requires a minimally invasive

procedure, although randomized studies to ensure its effectiveness are required.

Keywords: stem cells, hydrogels, bone marrow, platelet rich plasma, percutaneous

application.

Introducgao

Importantes avangos tém sido observados no tratamento das fraturas na
medicina veterinaria, tais como novos implantes e métodos de fixagao, que permitem
recuperacao funcional precoce e mais efetiva do paciente. Métodos como a
osteossintese minimamente invasiva e a técnica “abra, mas nao toque” vem sendo
cada vez mais utilizados com o objetivo de interferir menos no hematoma inicial da
fratura e, com isso, permitindo que ocorra um processo de consolidacdo mais rapido
e efetivo. Apesar dessa evolugao nas pesquisas, ainda nao existe um meio eficaz e
livre de complicagdes para melhorar ou acelerar o tratamento de uma fratura (VAZ et
al., 2010).

Existem variadas opcdes de biomateriais e enxertos quando se pretende
auxiliar no manejo de uma lesdo musculoesquelética e, cada uma delas apresenta
uma funcdo e forma diferente de aplicagcdo. As aplicagbes percutaneas tanto de
enxertos autélogos de sangue como de biomateriais tém chamado atencgéo
recentemente, pois permitem facilidade de aplicacdo, representam procedimentos
rapidos, que causam menos risco ao paciente, especialmente por serem minimamente

invasivos.
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Assim, tais aplicagbes consistem em injetar por via percutédnea substancias ou
materiais com o intuito principal de estimular a cicatrizagao de tecidos, como 6sseo e
tendinoso (CONNOLLY & SHINDELL, 1986).

Diversos materiais podem ser injetados percutaneamente desde que possuam
consisténcia compativel com a agulha e seringa. No entanto, o que mais se observa
sdo pesquisas utilizando medula éssea (HERNIGOU et al., 2005; GARNAVOS et al.,
2010), células-tronco (HERNIGOU et al., 2006), plasma rico em plaquetas (FINNOFF
etal., 2011), alguns farmacos (SILVA & GRILLO, 2011) e biomateriais na forma liquida
ou gel.

A principal indicac&o de uso dos biomateriais € em casos de ndo unido ossea,
sendo considerado método efetivo e seguro quando se injeta o concentrado
osteogénico de medula 6ssea (HERNIGOU et al., 2005). Mas também podem ser
utilizados nos casos de unides tardias (KASSEM, 2013), osteotomias (D’ELIA et al.,
2009), necrose asséptica da cabega femoral e pseudoartroses (BASTOS FILHO et al.,
2012). Dessa forma, o objetivo dessa revisao ¢é investigar os resultados clinicos das
aplicagdes percutaneas na medicina veterinaria bem como suas indicagdes, principais
locais de aplicacdo, descrever enxertos ou outros biomateriais que podem ser

utilizadas e suas limitagbes, baseando-se em evidéncias clinicas.

Enxertos e biomateriais

O enxerto 6sseo autdélogo € considerado a técnica “ouro” para se estimular a
consolidacao 6ssea (VAZ et al., 2010), sendo a quantidade de enxerto disponivel uma
das principais complica¢des, pois dependendo do paciente ela é limitada, nao
suprindo a necessidade do sitio receptor. Além disso, existem outras desvantagens
do seu uso como danos ao local doador, dor, hematomas, infec¢ao e claudicagao.
Como alternativa, a aplicacédo percutadnea de aspirados de medula éssea tem sido alvo
de pesquisas clinicas e experimentais, buscando-se estimular a consolidagado de
fraturas (VAZ et al., 2010), tratar pseudoartroses (BASTOS FILHO et al., 2012) e
preencher defeitos dsseos adquiridos por trauma ou ressecgdes Osseas cirurgicas
(D’ELIA et al., 2009; GARNAVOS et al., 2010).

Uma das primeiras experiéncias clinica com injecao percutanea de aspirado de

medula 6ssea para se auxiliar no tratamento de fraturas foi realizada em 1986 por
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CONNOLLY & SHINDELL (1986). Eles administraram em humanos com
pseudoartrose, obtendo-se consolidagao 6ssea em seis meses.

BASTOS FILHO et al. (2012) estudaram a seguranga e a eficacia da infuséo
percutanea do aspirado de medula 6ssea total e da infusédo de células mononucleares
no foco de pseudoartrose e concluiram que ambas as técnicas foram eficientes,
ocorrendo consolidagao em todos os casos estudados.

Apesar dos resultados animadores encontrados na literatura, algumas
complicagbes adicionais sao possiveis. A presenca de material gorduroso e o volume
aplicado podem predispor a ocorréncia de embolia pulmonar (BASTOS FILHO et al.,
2012). Em caes e gatos, essa complicagdo se torna improvavel, uma vez que
normalmente o volume administrado ndo excede a 5 ml, até porque o peso corpdreo
do animal muitas vezes n&o permite extragdo de grande quantidade de medula 6ssea.
Enquanto que na medicina humana, relatam-se administracdo de até 100 ml de
aspirado medular (BASTOS FILHO et al., 2012).

Outra complicagao consiste na formacao ectépica de osso se a aplicagao da
medula 6ssea ocorrer fora do foco fraturado, como por exemplo no tecido muscular, o
qual foi observado por BARROS et al. (2001) em um dos coelhos do seu estudo.

O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma concentragao autéloga de plaquetas
em um pequeno volume de plasma (MARX, 2004), sendo fonte rica de fatores de
crescimento (LIEBERMAN et al.,, 2002), que favorecem a reparagdo éssea e a
vascularizagao local, uma das principais caracteristicas para integragdo de enxertos
o6sseos (AGHALOO et al., 2002). Além disso, pode ser facilmente injetado por via
percutanea.

Quando se injeta 0 PRP em uma cirurgia para corregao 0ssea, as plaquetas
liberam primeiramente dois fatores de crescimento, dentre outros varios: o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador 3
(TGF-B). No processo de reparacgao tecidual, o primeiro fator citado se une as células
endoteliais dando inicio a angiogénese, e 0 segundo se liga aos osteoblastos, fazendo
a mitose celular e estimulando a produ¢do de matriz ostedide (TISCHLER, 2001).
Dessa forma, o plasma rico em plaquetas esta relacionado a uma série de eventos de
carater regenerativo, o que |he confere a possibilidades de utilizacdo em varios
tecidos, especialmente no ésseo.
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Assim, varios estudos s&o encontrados na literatura com o uso de PRP em
fraturas (SILVEIRA, 2009; SOUZA et al., 2011; FILGUEIRA et al., 2014), uma vez que
ele possui proteinas osteocondutoras que servem de matriz para a migragao epitelial,
formacgao 6ssea, tornando o PRP uma substancia com grande potencial para auxiliar
na integragdo de enxertos (MARX, 2004). Em lesbes tendineas (FINNOFF et al.,
2011), o PRP age estimulando a cicatrizagcéo, sendo tratamento promissor (LINS et
al., 2014). Ainda pode ser associado com injecao de corticosteroides (PEERBOOMS
et al., 2010; GOSENS et al., 2011; THANASAS et al., 2011) e utilizado como terapia
pos-cirurgica no tratamento da ruptura do ligamento cruzado cranial em caes (SILVA
et al., 2012). Porém, por via percutdnea sao poucos os trabalhos encontrados na
medicina veterinaria, ao passo que na medicina humana, a inje¢cado percutanea de
PRP como tratamento de lesdes musculoesqueléticas se tornou procedimento
comumente realizado (LINS et al., 2014).

Da mesma forma que existe risco da aplicacdo percutdnea de medula dssea,
também existe risco quando se aplica o PRP, incluindo sangramento, danos
neuroloégicos ou vasculares durante a puncgao, infec¢do, sendo a reagao alérgica o
principal, pois ela pode ocorrer devido a ativagéo plaquetaria com trombina bovina que
€ o utilizado mais comumente, risco que pode ser eliminado se utilizar cloreto de calcio
ou trombina enddégena (WEBB, 2012).

Os biomateriais sdo substancias desenvolvidas com o propdsito de tratar,
aumentar ou substituir de forma parcial ou total diversas partes do organismo, sendo
formados por um ou mais de um material (PERRI DE CARVALHO et al., 2002; GIL &
FERREIRA, 2006). Também podem ser encontrados na literatura como enxertos
aloplasticos e subdivididos conforme origem (natural ou sintética) e sua composi¢éao
quimica (metalicos, ceramicas, polimeros ou compdsitos) (DRURY & MOONEY,
2003). Dependendo do biomaterial e da estrutura quimica, ele pode variar quanto a
sua acao mecanica e configuragao espacial (blocos sdlidos, laminas, esponjas
porosas e hidrogéis) (ABUKAWA et al., 2006).

Normalmente, o que se encontra com relacido aos biomateriais que possuem
funcao osteocondutora ou osteoindutora, sdo formas que substituem o 0sso e que
para serem aplicados necessitam de procedimento cirurgico para exposi¢ao da lesao

ossea, ligamentar ou tendinea. Assim, o material a ser utilizado em um determinado
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organismo vivo deve apresentar caracteristicas mecanicas compativeis com o tecido
e localizagdo do implante, considerando suas propriedades fisicas (mecanica,
formacgao e degradacao do gel), de transporte de massa (difusao) e biolégicas (adeséao
e sinalizagao celular) (KRETLOW et al., 2009).

Os polimeros naturais tém sido amplamente utilizados como hidrogéis na
engenharia de tecidos, devido a sua excelente biocompatibilidade e por possuirem
propriedades quimicas e fisicas adequadas a essa forma (TAN & MARRA, 2010).
Dessa forma, uma variedade de hidrogéis, sistemas poliméricos de origem sintética
ou natural, altamente hidratados e degradaveis tém sido empregados como scaffolds
(arcaboucgos) injetaveis, por apresentarem propriedades estruturais € mecanicas
similares a matriz extracelular da maioria dos tecidos (NADERI et al.,, 2011). Os
naturais incluem o colageno, acido hialurénico, fibrinogénio, glicosaminoglicanas e
quitosana (TAN & MARRA, 2010). Entre os sintéticos estao o acido poliglicolico (PGA),
acido polilatico (PLA), copolimero poli (acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), entre
outros (DRURY & MOONEY, 2003).

As vantagens da aplicagdo injetavel de biomateriais consistem em menor
morbidade ao paciente, devido ndo ser necessario procedimento cirurgico para sua
utilizacao, facil incorporacao de varios agentes terapéuticos se o material tiver como
funcao carrear algum farmaco, ndo conter solventes residuais, que poderao estar
presentes nos scaffolds pré-formados (NADERI et al., 2011). Outro fator favoravel ao
uso destes materiais seria a facil incorporagcado de agentes ativos soluveis durante a
mistura dos polimeros antes da injecao do material, podendo facilmente solucionar
problemas de adesdo e proliferacdo celular (PAYNEA et al.,, 2002), quando
associados a células mononucleares da medula 6ssea.

Uma das principais indicagbes da aplicagdo de biomateriais injetaveis inclui
corregdes plasticas na medicina, tais como uso do colageno bovino para corregao do
envelhecimento facial (PAULA, 2014) e acido hialurénico (LEONARDIS et al., 2010).
Podem ainda servir para carrear células de transplante para consolidacéo de tecidos
como 0sso, cartilagem e musculo liso (TAN & MARRA, 2010).

Um estudo realizado por SALGADO (2009) utilizando matrizes um gel de acido
sebacico com policaprolactona injetados na tibia de ratos, ndo observou reacgdes
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adversas de inflamag¢ao ou morte celular e, aos 90 dias observou-se consolidagao
o0ssea completa.

O campo da engenharia de tecidos estar cada vez mais avangado, sdo poucos
os trabalhos com aplicagdes percutaneas na medicina veterinaria, visto que muitos
desses materiais ainda estao sendo utilizados in vitro ou em culturas de células como
o realizado por ALHADLAQ et al. (2004), que utilizaram duas camadas de hidrogel
formados por polimerizagdo carreando fatores de crescimento condrogénico e
osteogénico e aplicaram em cultura de celulas mesenquimais adultas e observaram
osteogénese e condrogénese apos quatro semanas de implante. Assim, s&o
necessarios mais estudos para que se saiba exatamente a acdo desses biomateriais
no organismo; mesmo sendo conhecida sua biocompatibilidade sdo necessarios
estudos randomizados para que sua eficacia na consolidacdo Ossea possa ser

comprovada.

Terapia celular

Apesar de muitas inovagdes e descobertas na area da engenharia tecidual, a
enxertia autdloga continua sendo a técnica mais utilizada pelos médicos nos casos de
traumas graves com perdas dsseas, no qual é necessaria uma fonte fornecedora de
tecido 6sseo como, por exemplo, a crista iliaca e o tubérculo maior do umero.
Entretanto, dependendo da extensdo do trauma, a fonte € limitada e a abertura de um
NOvVO campo cirdrgico causa mais dor ao paciente e aumenta os indices de morbidade
(TAN et al., 2013). Por isso terapias alternativas vém sendo desenvolvidas dentro da
engenharia de tecidos 6sseos e uma delas € a utilizagdo de células tronco, que tem
por objetivo estimular e reduzir o tempo do processo de consolidagdo 6ssea (BENTINI,
2013).

As células tronco (CT), células mae, células estaminais ou stem cells sédo
células que possuem a capacidade de se auto reproduzirem e de gerarem novas
células com propriedades especificas de certos tecidos (GROMPE, 2012).

De acordo com o local de origem, as CTs podem ser classificadas em células
tronco embrionarias e células tronco adultas ou somaticas (DEL CARLO et al., 2008).
As CTs embrionarias sao derivadas da massa celular interna do embrido e podem se

diferenciar em tipos celulares dos trés folhetos embrionarios (endoderma, mesoderma
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e ectoderma) (ILLICH et al., 2011). As CTs adultas sao derivadas de 6rgaos e tecidos
adultos, como musculos, tecido adiposo e medula 6ssea. Sdo chamadas de
multipotentes, ou seja, podem originar varios tipos celulares, mas em numero limitado.
O principal papel de uma célula tronco adulta em um organismo vivo € manter e
reparar o tecido no qual se encontram. Possuindo assim, uma caracteristica chamada
de plasticidade celular, que confere ampla capacidade de se diferenciar em diversas
linhagens celulares (MATSUOKA et al., 2006).

As CTs de medula éssea sao as mais utilizadas em terapia celular,
especialmente pela facilidade de sua obtencdo. Além disso, elas apresentam
capacidade de se diferenciarem em varios tipos celulares, como osteoblastos e
condrocitos, sendo uma boa alternativa para reparo e consolidagdo tecidual
(JAFARIAN et al., 2008).

Varios estudos estdo sendo realizados com as células tronco em animais, mas
ainda nao se sabe ao certo como elas causam a melhora da lesdo. Alguns autores
citam que isso possa ocorrer devido a liberagdo de mediadores quimicos, tais como
citocinas e fatores de crescimento no local da lesdo, que estimulam a angiogénese e
reduz o numero de mortes celulares (MONTEIRO et al., 2010).

Aplicacgoes clinicas

Alguns trabalhos de importancia clinica podem ser citados na aplicagao
percutanea de substancias, levando em consideracdo que nem todos possuem uma
metodologia randomizada e sim experimental, uma vez que a area engenharia de
tecidos para consolidacdo 6ssea com materiais injetaveis € relativamente nova.

O plasma rico em plaquetas possui uma série de beneficios para tratar lesdes
musculoesqueléticas, sendo as lesdes cartilaginosas umas das mais pesquisadas
recentemente. Assim, YAMADA (2011) realizou um estudo no qual tratou lesées
induzidas na cartilagem de equinos com aplicagdes intra-articulares de PRP e CT
mesenquimais, sendo esse benéfico e eficaz no tratamento das lesbes condrais. O
mesmo autor ainda cita que o gel do PRP forma um arcabougo que permite a
implantacao de células mesenquimais, orientando sua proliferacao organizada.

SAITO et al. (2009) utilizaram coelhos como modelo de ensaio, realizando a
ruptura do ligamento cruzado cranial e comparando a injec&o intra-articular do PRP
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ou do plasma pobre em plaquetas (PPP) ambos contidos em hidrogéis de gelatina.
Esse tratamento foi iniciado quatro semanas apdés a ruptura do ligamento e realizado
duas vezes a cada sete dias, durante trés semanas. Os autores observaram que
houve uma supressdo morfolégica e histolégica na progressdo da doenga
osteoarticular quando se utilizou o PRP comparado com o PPP.

Em trabalho semelhante, mas utilizando um cao proveniente da rotina clinico-
cirurgica veterinaria realizado por SILVA et al. (2012), realizaram trés inje¢des intra-
articulares de PRP com intervalos de 15 dias como terapia pds-cirurgica da ruptura do
ligamento cruzado cranial, obtendo-se um bom retorno funcional do membro e
modulacdo da osteoartrose, ou seja, comparando as radiografias antes e apds o
tratamento observou-se minima progressao dos seus sinais.

MORAES (2013) fez a avaliacéo clinica, laboratorial e ultrassonografica de
injecoes de PRP na articulagdo metacarpofalangeana de equinos comparando com a
aplicacao de solucéo fisioldgica. Nos animais que receberam trés aplicacbes com
intervalos de sete dias do PRP nao foram observadas alteragdes clinicas e
laboratoriais, contudo ao exame ultrassonografico notou-se um aumento da
vascularizagdo da membrana sinovial, sugerindo que o PRP possui uma agao pro-
inflamatadria leve e proviséria que nao causa alteragdes na cartilagem.

Existem diversos trabalhos mostrando a aplicacdo clinica do PRP, medula
0ssea, células tronco e outros biomateriais, entretanto trabalhos clinicos relatando sua
utilizacao injetavel percutanea séo poucos. Na medicina, ocorre o contrario, pois a
maioria dos trabalhos cita sua utilizagdo percutanea, principalmente relatos de casos
como o de SANCHEZ et al. (2003) que citam o uso de 2 mL PRP ativado com o cloreto
de caélcio para tratar avulsdo na cartilagem de um atleta no qual obteve-se sucesso,
tendo o paciente retornado as suas fungdes competitivas apds 18 semanas. A partir
deste, varios trabalhos randomizados podem ser encontrados.

HERNIGOU et al. (2006) realizaram um estudo utilizando a fragado concentrada
das células mononucleares da medula 6ssea para tratar ndo-unido 6ssea na diafise
da tibia em humanos, aplicada por via percutanea. Observaram reversao da ndo-uniao
e consolidagao 6ssea em 88% dos casos e o0 sucesso do tratamento era proporcional

a concentragao celular.
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Um estudo realizado por ZAMPROGNO (2007) relata que a terapia com CTs
proveniente da medula 6ssea, mostrou-se efetiva para a estimulagdo osteogénica de
nao uniao de fraturas em seis animais, por meio da inje¢ao percutanea, promovendo
a unido Ossea nesses pacientes que apresentavam um ano ou mais de fratura.

PACINI et al. (2007) realizaram um estudo com equinos que apresentavam
inflamacéao do tendao do musculo flexor digital superficial, no qual o grupo tratamento
com 11 animais recebeu CTs derivadas da medula éssea e o grupo controle recebeu
a terapia convencional. Dos 11 equinos tratados com CTs, nove apresentaram
melhora significativa quando avaliados pela ultrassonografia, e retornaram a atividade
atlética sem recidiva. Enquanto que os animais do grupo controle apresentaram
recidiva apds sete meses (média) de tratamento.

Mais recentemente, KASSEM (2013) obteve 95% de sucesso no tratamento de
fraturas com nao-unido e unido tardia, utilizando o aspirado de medula éssea
percutaneamente. Ainda cita que nao foi observado infec¢ao ou dor local.

Ja os hidrogéis sdo uma classe de biomateriais que possuem uma boa
biocompatibilidade, flexibilidade na sua confecgdo, composicdo variavel e
propriedades fisicas que podem se assemelhar ao ambiente fisiolégico onde sera
implantado. Essas caracteristicas fazem com que eles, isoladamente ou em
associagao com células tronco, apresentem diversas aplicagdes na area biomédica
(LI et al., 2012). Assim, NADERI-MESHKIN et al. (2014) observaram que o hidrogel
de quitosano beta-glicerol-fosfato-hidroxietil-celulose quando injetado em cultura de
células tronco mesenquimais propiciou condicdes adequadas para a diferenciagao
dessas células em condroblastos, sendo recomendado para utilizagao na engenharia
de tecidos.

MARTINS (2010) estudou a biocompatibilidade do gel de quitosana associada
ao glicerol fosfato, injetando-o em defeitos osteocondrais induzidos na troclea do talus
de equinos e observou que o gel de quitosana glicerol fosfato foi biocompativel com a
articulacdo e pode ser utilizado em futuros estudos como suporte de CTs
mesenquimais e para liberacao controlada de medicamentos.

JI et al. (2010) avaliaram a mandibula e maxila de caes apds a injegao de
hidrogéis com base de quitosana, sendo recomendado para a consolidagao de tecidos

e como veiculo de farmacos.
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Em um estudo utilizando CTs mesenquimais de coelhos, PARK et al. (2007)
avaliaram a eficacia de um hidrogel injetavel (polietileno glicol fumarato) no
carreamento de fatores de crescimento para consolidagdo de cartilagem. Os
resultados desse experimento sugerem que o hidrogel foi um biomaterial promissor
para ser injetado no meio de cultivo células, favorecendo a diferenciacdo destas em

condrdcitos e sendo viavel para carrear substancias bioativas.

Conclusao

As terapias com aplicagdes percutaneas na medicina veterinaria representam
técnicas que tendem a crescer, uma vez que se trata de um procedimento
minimamente invasivo, evitando com que os animais sejam submetidos a um novo
procedimento cirurgico.

Experimentos evidenciam que a aplicagdo de medula 6ssea tanto concentrada
como em sua fragdo total é eficaz para a consolidacdo 6ssea, sendo indicada
principalmente nos casos de ndo-unidao ou atrasos na uniao 6ssea. Enquanto que o
PRP apresenta estudos controversos, uma vez que sua concentracdo influencia
diretamente para uma melhora ou piora na cicatrizagao.

Os biomateriais na forma de hidrogéis e as células-tronco ja estdo sendo
utilizados ha muitos anos, mas a maioria dos experimentos ainda € em in vitro, sendo

necessario que estudos randomizados sejam realizados para garantir sua eficacia.
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CAPITULO 4 - Consideracdes finais

e Limitagdes do estudo

A principal limitagado do estudo foi a falta de compromisso por parte de alguns
proprietarios, tendo que muitas vezes excluir o paciente do grupo experimental e
aguardar que outro animal em condigdes de inclusdo na pesquisa aparecesse na
rotina clinico-cirurgica do Hospital Veterinario, impossibilitando assim, a obtengao de
um numero maior de pacientes.

Outra limitacao se deve a falta de padronizacdo com relacdo a idade, raca,
sexo, peso e tipo de fratura nos animais, uma vez que depende da rotina dos casos
que chegam ao Hospital Veterinario, variando os resultados e o tempo de realizacao
do projeto. Além disso, o tipo de fratura influencia, uma vez que, fraturas cominutivas
permitem maior aplicabilidade da técnica da osteossintese minimamente invasiva

enquanto as obliquas sdo menos recomendadas.

e Conclusbdes

Os biomateriais plasma rico em plaquetas, medula dssea e quitosana
contribuem na consolidagao 6ssea associados a osteossintese minimamente invasiva
na tibia de caes;

O concentrado de medula éssea promove menor tempo de consolidacido 6ssea
quando comparado aos grupos controle, plasma rico em plaquetas e quitosana;

Os escores radiograficos sao essenciais para determinar o tempo de unidao
clinica e consolidagao da fratura, principalmente a escala de avaliagao radiografica;

N&ao ha diferenga estatistica na avaliagao clinica e na densidade mineral do calo
6sseo formado entre os grupos;

A técnica da MIPO pode ser realizada adequadamente mesmo sem utilizar
intensificadores de imagem;

A quitosana nao causa reacgao inflamatoria ou complicagdes indesejaveis.
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APENDICE B: Metodologia detalhada

1. Resumo da metodologia

1.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados foram previamente submetidos a Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”), Campus de
Jaboticabal, e aprovado de acordo com os preceitos éticos estabelecidos para os

animais de experimentagdo com o numero de protocolo 017930/12 (Apéndice A).

1.2 Protocolo experimental

1.2.1 Animais e ambiente de experimentagao

O presente projeto foi desenvolvido, na sua totalidade, no Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de
Jaboticabal - SP.

Foram estudados 30 animais da espécie canina (Canis familiaris) apresentando
fratura da tibia provenientes da rotina clinico-cirirgica do Servigo de Cirurgia de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario supracitado no periodo de fevereiro de
2012 a maio de 2015. As fraturas encontradas foram classificadas de acordo com a
AO/ASIF (PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009).

Foram realizados exames radiograficos pré-operatérios, bem como exames de
hemograma, leucograma, plaquetograma e bioquimico de rotina (creatinina e alanina
aminotransferase).

Os proprietarios de todos os caes inclusos no experimento assinaram um termo
de compromisso permitindo o acompanhamento pds-cirurgico dos animais e se
comprometendo durante o periodo experimental a fazer todos os retornos necessarios
(Apéndice C).
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1.2.2 Critérios de inclusao

Foram considerados candidatos em potencial, aqueles cées jovens ou adultos
que apresentaram fratura da tibia, associada ou n&o a fratura da fibula, em especial
fraturas cominutivas ou com mais de um segmento fraturado, com até dez dias apos
o trauma.

Os animais que apresentaram sinais evidentes de desnutrigdo (escore corporal
baixo, desidratagdo, anorexia, apatia), ou outra afeccdo sistémica que pudesse
comprometer a consolidagdo 6ssea como disfungdes renais, cardiacas e hormonais,

além de fraturas expostas de qualquer grau foram excluidos da presente pesquisa.

1.2.3 Implantes

Foram utilizadas placas retas de ago inoxidavel', com sistema de bloqueio dos
parafusos, disponiveis nos sistemas 2, 2.7, 3.5 e 4.5 mm, sendo o tamanho escolhido
conforme o peso corporal e estrutura 6ssea do paciente.

Os parafusos corticais bloqueados? de ago inoxidavel, disponiveis nos sistemas
2, 2.7 e 3.5 mm, foram utilizados de acordo com a numeragao da placa e com
medi¢des realizadas durante o procedimento cirurgico com auxilio de instrumento

medidor de profundidade. Esses implantes estdo disponiveis comercialmente.

1.2.4 Grupos experimentais

Foram criados quatro grupos experimentais aleatoriamente, cada um composto
por oito animais, exceto o grupo 4 com seis, sendo eles:

Grupo 1 — representado pelos animais nos quais foram realizadas as
osteossinteses minimamente invasivas com placa bloqueada e nada foi injetado no

foco da fratura, sendo este o grupo controle;

' Placa reta com bloqueio — Cdomédica- Campinas, SP, Brasil.
2 Parafuso de blogueio — Caomédica — Campinas, SP, Brasil.
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Os demais grupos foram constituidos por animais submetidos as
osteossinteses minimamente invasivas com placa bloqueada e aplicagdo de um
biomaterial diferente, sendo eles:

Grupo 2 — injegao do concentrado de medula 6ssea;

Grupo 3 — injegao de plasma rico em plaquetas;

Grupo 4 — injecao do gel de quitosana.

1.2.5 Preparo pré-operatorio e anestésico

Todos os pacientes receberam medicagao pré-anestésica (MPA) por meio da
aplicagéo intramuscular de cloridrato de clorpromazina® (0,3 mg/kg) e Morfina* (0,25
mg/kg). Aguardou-se 20 minutos e com o paciente ja sob efeito da MPA, foi realizada
a vendclise com cateter® de tamanho adequado a cada paciente. Apds tricotomia
ampla do membro fraturado e regido lombo-sacra, os pacientes foram encaminhados
imediatamente ao centro cirurgico. Ato continuo, foi realizado indugao anestésica com
o agente Propofol® (4 mg/kg 1V), intubagéo orotraqueal com sonda e manutengdo da
anestesia com uma mistura de isoflurano e oxigénio a 100%. Em seguida, o animal foi
posicionado em decubito ventral com os membros pélvicos estendidos cranialmente
para realizagdo de antissepsia com clorexidine’ e alcool® respectivamente, seguido da
anestesia local epidural utilizando-se agulha de Tuohy?® para deposi¢do dos agentes
lidocaina'® sem vasoconstritor 2% (4 mg/kg) associada a bupivacaina' 0,75% sem
vasoconstritor (2 mg/kg) e cloridrato de tramadol'? (0,5 mg/kg) no espaco entre sétima

vértebra lombar e primeira vértebra sacral (L7-S1).

3 Longactil 25 mg/ml- Cristalia, Produtos Quimicos Farmacet. Ltda, Itapira/SP.

4 Dimorf 10 mg/ml - Cristdlia, Produtos Quimicos Farmacet. Ltda, Itapira/SP.

5 Cateter 22 BD Angiocath, USA.

6 Profol 1% - Cristélia, Produtos Quimicos Farmacet. Ltda, Itapira/SP.

7 Rioex 2% - Rioquimica Industria Farmacéutica — Sao José do Rio Preto/SP.

8 Rialcool 70 - Rioquimica Industria Farmacéutica — Sdo José do Rio Preto/SP.

9 Agulha Tuohy Epidural — 16Gx, Imp. Cirargica Fernandes Ltda, UNISIS Corp. Tokyo, Japan.
10 Xylocaina 2% — Hipolabor Faracéutica Ltda, Sabara/MG.

" Neocaina 0,75%- Cristalia - Produtos Quimicos Farmacet. Ltda, Itapira/SP.

12 Tramal 5% — Hipolabor Farmacéutica Ltda, Sabara/MG.
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1.2.6 Preparagao da medula éssea (MO)

ApoOs antissepsia ampla e colocagdo de panos de campo, 0s animais
anestesiados foram colocados em decubito lateral e submetidos a colheita de MO. As
amostras foram obtidas por pungéo rotacional e aspiragdo com o auxilio de agulha
40x16'3. O local de puncgao foi o tubérculo maior do Umero contralateral ao membro
pélvico fraturado, facilitando o posicionamento na mesa cirdrgica. A colheita foi
realizada com seringas de 20 mL'# previamente heparinizadas com Liquemine™®.

Foram colhidos 10 mL de medula éssea. A amostra foi colocada em tubo e
levada ao Laboratdrio de Pesquisas do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria
da UNESP - Jaboticabal, no qual foi processada em uma Centrifuga'® a 1500 rotagdes
por minuto durante 10 minutos, para concentrar as células tronco mesenquimais,
conforme citado por Del Carlo et al. (2004). Ainda foi retirada uma quantidade de 0,5
mL para contagem da porcentagem de células nucleadas.

Ap0s a centrifugacéao, o plasma sobrenadante foi descartado utilizando-se uma
capela de fluxo laminar'” e o concentrado medular levado ao centro cirdrgico para
utilizacdo na osteossintese. Enquanto isso, as amostras de 0,5 mL de MO e 0,5 mL
do concentrado de MO foram, previamente, colocadas em microtubos identificados e
levadas ao laboratério para diluicdo em solugédo de Turk'®.

Em microscopia de luz dptica’®, foram contados os quatro quadrantes laterais
da camara de Neubauer e depois somados. Esse valor era multiplicado por 102,5 para

as amostras antes da centrifugacao e por 2050 para a amostras apos a centrifugacgao.

1.2.7 Preparagao do plasma rico em plaquetas

O protocolo para preparagao do plasma rico em plaquetas (PRP) seguiu a

metodologia descrita por Aleixo et al. (2011).

13 Agulha 40x16mm —Becton Dickinson Industria Cirtrgica Ltda, Curitiba/PR.

4 Seringa 20 mL —Becton Dickinson Industria Cirlrgica Ltda, Curitiba, PR.

5 Liguemine — Heparina sodica, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro, RJ.
16 Centrifuga Baby | Centrifuge Mod. 206, Fanem, Sao Paulo, Brasil.

7 Capela de Fluxo Laminar VECO, modelo: Bioprotector-12.

18 Liquido de Turk - Renylab Quimica e Farmacéutica Ltda, Barbacena — MG.

19 Microscopio Nikon Eclipse E200.
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A coleta de sangue foi realizada antes da aplicagao da MPA, com agulha calibre
25x7mm?°, Foi colhido, de cada paciente, um frasco de sangue de 4,5 mL contendo
citrato de sédio?’ e foram levados para o Laboratério de Pesquisas do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria da UNESP de Jaboticabal.

Para obtencdo do PRP, as amostras coletadas passaram por duas
centrifugacdes. A primeira centrifugagdo a 1200 RPM por 10 minutos, no qual todo o
plasma e a zona de névoa foram aspirados, transferidos para um tubo estéril sem
aditivo e concentrados pela segunda vez, agora a 1600 RPM por 10 minutos. Em
seguida, descartou-se aproximadamente 80% do sobrenadante com um pipetador
automatico??, permanecendo apenas a parte mais concentrada em plaquetas e o
botdo plaquetario que se encontrava no fundo do tubo. Depois realizou-se a
plaquetometria do plasma contido nos tubos pelo Analisador Hematoldgico
Veterinario?® para verificar a contagem final das plaquetas. Foram contadas no
microscopio optico (no aumento de 400x) as plaquetas encontradas dentro dos 25
quadrantes centrais de cada lado da cdmara de Neubauer®*, e esse valor foi
multiplicado por 1000 para fornecer a quantidade de plaquetas total por pL.

Para ativacao plaquetaria, os tubos foram levemente agitados e foi adicionado
cloreto de calcio®® 2:1 (1 mL de PRP para 0,5 mL do ativador de plaquetas), que

passou a apresentar consisténcia gelatinosa (gel de plaquetas).

1.2.8 Preparagao do gel de quitosana

O hidrogel de quitosana foi preparado e esterilizado em sua totalidade pela
equipe da Profa. Dra. Maria Gabriela Nogueira Campos, na Universidade Federal de
Alfenas em Alfenas, Minas Gerais.

O gel foi obtido de acordo com o procedimento proposto por Chenite et al.
(2000). Para tanto, 200 mg de quitosana (com alto peso molecular e grau de
desacetilagdo superior a 75% (Sigma-Aldrich, CAS Number: 9012-76-4) foram

20 Agulha de coleta multipla preta — Vacuette do Brasil - Americana/SP.

21 Tubos de coleta a vacuo com citrato de sédio a 3,2% — Labor Import - Osasco/SP.

22 Micropipeta automatica 20-200ul Eppendorf Research — Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo/SP.
23 Analisador Hematolégico Veterinario POCH-100i Diff, Sysmex

24 Camara de Neybauer dupla espelhada — In Lab — Brand Germany.

25 Cloreto de célcio 10% - Injectcenter, RibeirdoPreto/SP.
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dissolvidos em 9 mL de solugdo de acido cloridrico 0,1 M. A solugéo resultante, foram
adicionados, lentamente e sob agitacdo, 560 mg de fosfato de glicerol dissddico
(Glycerol phosphate disodium salt hydrate — Sigma-Aldrich, CAS Number: 55073-41-
1), previamente dissolvidos em 1 mL de agua destilada, o que levou a formagao de
gel esbranquigado. Apds o preparo, o gel foi submetido a esterilizagdo em autoclave
e conservagao a temperatura ambiente média de 25°C, para posterior aplicagao de 2

mL no foco da fratura (Figura 1).

Figura 1. A. Imagem fotografica de um tubo do tipo falcon contendo o hidrogel

de quitosana (seta). B. Hidrogel de quitosana (seta) sendo aplicado
no foco da fratura apdés o procedimento de osteossintese
minimamente invasiva com placa em um animal do grupo 4
(quitosana), Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-
SP. Jaboticabal, SP - 2015.
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1.2.9 Procedimento cirurgico

Com o paciente em decubito dorsal, foi realizada antissepsia com clorexidine
2% seguida por alcool. Foram aplicados panos cirurgicos de tecido, e a extremidade
do membro foi protegida por malha tubular estéril?.

A fratura foi reduzida de maneira fechada e indireta, com o minimo de
manipulagdo. O alinhamento e comprimento ésseo foram atingidos com base nas
referéncias anatdbmicas do proprio membro e comparagdo com o membro
contralateral, sem uso de intensificadores de imagem.

O acesso cirurgico foi restrito a duas pequenas incisdes na face medial da tibia
(Figura 2), sendo uma proximal e uma distal ao foco de fratura. Nessas regides foi
realizado divulsdo do tecido subcutédneo e afastamento da musculatura até atingir a
superficie 6ssea. A placa foi inserida através da incisdo proximal e entdo deslizada
pelo tunel de tecidos moles adjacentes a superficie do 0sso, sobre o local da fratura.
Apods 0 adequado posicionamento da placa sobre a superficie 6ssea, foram realizados
os orificios para a aplicagéo dos parafusos bloqueados, com o auxilio de um guia de
perfuragdo e uma broca longa. A placa foi moldada em alguns pacientes, com o
cuidado de preencher os furos bloqueados com parafusos, para evitar que fossem
danificados e que posteriormente nao fosse possivel bloquear os parafusos na regiao
moldada da placa. Os parafusos corticais bloqueados foram inseridos no tecido 6sseo
através das incisdes que foram feitas para insercao da placa. A quantidade necessaria
de parafusos a ser colocada foi definida de acordo com cada fratura. Apds a colocagao
dos parafusos, a ferida cirurgica foi suturada em trés camadas, sendo o utilizado o fio
poliglecaprone 2-0 para a sutura de musculatura e redugcdo do espaco morto
(subcutaneo) com o padrdo simples continuo em ambas, e o fio de nailon 3-0 foi

utilizado para o padréao simples separado na sutura de pele.

26 Malha tubular estéril — Polarfix, Polar Medical Ind. e Comércio de Products Hospitalares Ltda, Mau4/SP.
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Figura 2. A. Imagem fotografica da sequéncia da osteossintese minimamente

invasiva com placa na tibia. Incisbes proximais e distais (setas amarelas)
ao foco da fratura. B. Verificagdo do tamanho da placa a ser utilizada no
membro. C. Introducao da placa pelo tunel de tecidos moles adjacentes a
superficie do 0sso, sobre o local da fratura. D. Inser¢ao dos parafusos na
placa 6ssea. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP.
Jaboticabal, SP - 2015.

Apoés a sutura de pele, colocou-se uma agulha calibre 40x12mm?2’ por via
percutanea através de palpacao dentro da falha 6ssea no foco da fratura, e de acordo
com o grupo de cada animal, foi injetado de uma sé vez 2 mL de cada biomaterial

(Figura 3). No grupo controle, nada foi injetado.

27 Agulha 40x12mm —Becton Dickinson Industria Cirtrgica Ltda, Curitiba/PR.
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Figura 3. A. Imagem fotografica da injecdo percutdanea de 2 mL de concentrado de

medula 6ssea (seta amarela) no foco da fratura (circulo amarelo) apdés
osteossintese minimamente invasiva com placa na tibia de um céo do
grupo 2 (medula éssea). B. Apos injecao percutanea de 2 mL de gel de
quitosana (seta amarela) no foco da fratura (circulo amarelo). Setor de
Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP. Jaboticabal, SP -
2015.

1.2.9.1 Prescrigoes pos-operatorias

Foram prescritos antibiotico (cefalexina?® na dose de 25 mg/kg, a cada 12
horas) durante 10 dias, anti-inflamatério (meloxicam?® na dose de 0,2 mg/kg no
primeiro dia e 0,1 mg/kg nos demais dias, a cada 24 horas) durante trés dias, e
dipirona® (dose de 25 mg/kg a cada oito horas por sete dias) e cloridrato de tramadol

(na dose de 3 mg/kg a cada oito horas por cinco dias) como analgésicos. Também foi

28 Cefalexina — Eurofarma Laboratdrios Ltda, Sdo Paulo/SP.
2 Maxicam injetavel 2% - Ouro Fino Satde Animal Ltda. — Cravinhos/SP.
30 Dipirona sédica — Laboratorio Geyer, Porto Alegre/RS.
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recomendada limpeza da ferida cirirgica com solugéo fisiologica3! e aplicagéo tdpica
de rifamicina32, uma vez ao dia durante 15 dias. As suturas cuténeas foram removidas

no décimo quinto dia de pos-operatorio.

1.2.10 Avaliagao pos-cirurgica

Todos as variaveis analisadas foram colocadas em uma ficha de avaliagao de
cada animal (Apéndice D) e transformadas em escores numeéricos para posterior

analise estatistica.

1.2.10.1 Avaliacao clinico cirurgica

Os animais foram avaliados clinicamente, quanto a deambulacédo e ao edema
do membro afetado, sempre pelo mesmo avaliador, antes da cirurgia (Momento 0 —
MO), e apds 15 dias (Momento 15 — M15), 30 dias (M30), 60 dias (M60), 90 dias (M90),
e 120 dias (M120) da cirurgia.

Os pacientes foram avaliados com relacdo a intensidade da formacao de
edema no membro operado e a sua capacidade de deambulagéo de acordo com a

escala adaptada de Dallabrida (2004) nos Quadros 1 e 2, respectivamente.

31 Solugdo fisiologica cloreto de sodio a 0,9% - Quimica Farmacéutica Gaspar Viana S.A., Sdo Paulo/SP.
32 Rifocina spray — Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda, Suzano/SP.
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Quadro 1. Classificagdo em escores do grau de intensidade de edema (EDE) da ferida
cirurgica observado para avaliagdo pré e pos-operatdria de caes
submetidos a osteossintese minimamente invasiva associada a medula
0ssea, plasma rico em plaquetas e gel de quitosana nas fraturas da tibia,
Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo
de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Grau de intensidade do edema Descrigao
Nulo (0) N&o ha aumento de volume no local da cirurgia.
Discreto (1) Aumento de volume no local da cirurgia.
Moderado (2) Aumento de volume no local da cirurgia e regido fraturada
da tibia;
Grave (3) Aumento de volume no local da cirurgia, regido da tibia e

porgao distal do membro;
Fonte: Adaptado de DALLABRIDA, 2004.

Quadro 2. Classificagdo em escores do grau de deambulagédo (DEAM) clinica de
acordo com caracteristicas observadas para avaliagdo pré e pos-
operatdria de cdes submetidos a osteossintese minimamente invasiva
associada a medula 6ssea, plasma rico em plaquetas e gel de quitosana
nas fraturas da tibia, Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP,
no periodo de margo de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Grau de deambulagao Descrigao
1 Nao se mantém em posi¢cao quadrupedal
2 Em pé, porém sem apoio do membro
3 Apoio do membro em posi¢cao quadrupedal, porém sem sua

utilizacédo ao caminhar
4 Uso claudicante do membro ao caminhar
Utilizacdo do membro sem qualquer restrigdo
Fonte: Adaptado de DALLABRIDA, 2004.
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1.2.10.2 Avaliagao radiografica

Avaliacdo radiografica de ambas as tibias, em incidéncias craniocaudal e
mediolateral foi realizada no periodo pos-operatorio imediato para avaliagcdo do
posicionamento e alinhamento do membro e da aplicagdo dos implantes. Exames
radiograficos sequenciais, seguindo as mesmas proje¢des citadas anteriormente,
foram realizados apds 15 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias e 120 dias do procedimento
cirurgico, para avaliagado do processo de consolidagédo Ossea.

As radiografias foram analisadas quanto aos aspectos radiograficos descritos

no quadro 3 e 4.

Quadro 3. Classificagdo em escores das caracteristicas da avaliagdo radiografica
observadas nas radiografias nos momentos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias
de cées submetidos a osteossintese minimamente invasiva associada a
medula 6ssea, plasma rico em plaquetas e gel de quitosana nas fraturas
de tibia, Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no
periodo de margo de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Aspectos radiograficos Escore de avaliagao
Radiopacidade na linha de fratura (RLF) 1- Radiotransparente

2- Radiodensa

3- Ausente
Localizagao do calo 6sseo periosteal (LCO) 1- Medial
2- Lateral

3- Bilateral

4- Ausente
Presencga de ponte 6ssea (PPO) 1- Medial
2- Lateral

3- Bilateral

4- Ausente
Restabelecimento das corticais (RC) 1- Medial
2- Lateral

3- Bilateral
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4- Ausente
Restabelecimento do canal medular (RCM) 1- Presente
2- Ausente
Remodelamento do calo 6sseo (RCO) 1- Presente
2- Ausente
Volume do calo ésseo (VCO) 1- Pequeno

2- Moderado

3- Exuberante
4- Sem formacao
Fonte: Adaptado de SENA (2006).

Quadro 4. Escala de avaliagéo radiografica (EAR) de acordo com caracteristicas da
linha de fratura observadas nas radiografias em avaliagdo nos momentos
0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias de caes submetidos a osteossintese
minimamente invasiva associada a medula dssea, plasma rico em
plaquetas e gel de quitosana nas fraturas de tibia, Setor de Clinica
Ciruargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Grau Caracteristicas da linha de fratura
1 Sem proliferagao dssea
Presenca de proliferagéo 6ssea, sem calo em ponte
Presenca de proliferagdo 6ssea, com calo em ponte
Menor que 1 mm, com proliferagcdo dssea, sem calo em ponte

Menor que 1 mm, com proliferagdo 6ssea, com calo em ponte (unido clinica)

o g A~ WODN

Auséncia de linha de fratura
Fonte: Adaptado de Souza et al. (2011).

1.2.10.3 Avaliagao por densitometria 6ptica

Para se estabelecer um padrdo de avaliacéo da radiopacidade do calo 6sseo

foi utilizada a técnica de densitometria 6ptica (DO), utilizando um densimetro digital
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MRA. Utilizou-se o indice de Mineralizacdo (IM) que consiste em um valor numérico
relativo para a radiopacidade gerada na linha de fratura, tornando a avaliagdo das
imagens radiograficas mais precisas. Para se determinar o valor de IM, foi feito uso
de um grafico (Figura 4), no qual o eixo X horizontal era constituido por valores de
mineralizagao de 10 a 0, enquanto que o eixo Y vertical apresentava os valores médios

de DO das imagens radiograficas. Foi entao obtido um grafico linear (Moraes, 2002)

de equagdo y = ax + b, onde b=yl ea = ﬁ:zg , descrito por Ballaben (2014).

A area mais radiodensa e a area menos radiodensa em cada radiografia, foram
submetidas a avaliagdo densitométrica e os valores obtidos langados na férmula
matematica, obtendo-se assim o valor de a e b. Em seguida, o valor médio da DO, de
cada radiografia, foi inserido nesta formula matematica de forma que, o valor de x
encontrado correspondeu ao indice de mineralizagao da radiografia observada.

Para isso, padronizou-se a distancia de 1 metro da ampola para a mesa do

aparelho de Raios-X 23 e a kilovoltagem e miliampéres para cada animal.

Exemplo:
x0 =10
x1=0

y0 = regido mais radiodensa da radiografia = 0,30
y1 = b = regidao menos radiodensa da radiografia = 2,12
y = Média dos quatro pontos préximos ao foco da fratura em cada projecao = 0,72

x = indice de mineralizacdo 6ssea em cada projecdo radiografica

y1l—y0
= x1—x0

2,12 —-0,30
a = W a=—0,182
y=ax+b

0,72=-0,182x+ 2,12 x=7,70=IMCC

33 Aparelho de Raios-X marca “Siemens”, modelo tridoros 812E com capacidade para 800 mA,
equipado com grade antidifusora “Polter-Bucky”, empregando-se filme TGM/RA montado em chassi
metalico com écrans intensificador “Lanex” Regular.
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Fonte: Moraes (2002).

Figura 4. Grafico de determinagdo do indice de Mineralizagdo para avaliagdo da
radiopacidade do calo 6sseo formado nas radiografias de cdes submetidos
a osteossintese minimamente invasiva associada a medula dssea, plasma
rico em plaquetas e gel de quitosana nas fraturas de tibia, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de marco de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

1.3 Analise estatistica

O delineamento utilizado para analise das variaveis estudadas (EDE, DEAM,
RLF, LCO, PPO, RC, RCO, RCM, VCO, EAR, IMCC, IMML) foi de parcelas
subdivididas com medidas repetidas no tempo, testando o fator tratamento (4 niveis)
nas parcelas e o fator momento (6 niveis) nas subparcelas, com 5 repeticdes por
tratamento. O quadrado médio de animal dentro de tratamento foi usado como residuo
para testar o efeito de tratamento. Quanto as variaveis discretas, ou seja, todas exceto

DOCC e DOML, estas foram antes das analises de variancia, transformadas em
i/resposta + 1. Havendo diferenca significativa entre as médias (p<0,05) estas foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey no mesmo nivel de significancia (5%). Para
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as referidas analises foi utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do
programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary NC, USA).

2. Produtividade (descricao das publicacdes relacionadas a pesquisa)
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APENDICE C: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Plasma rico em plaquetas, medula 6ssea ou quitosana nas osteossinteses

minimamente invasiva com placa nas fraturas da tibia em caes.

Nome da Pesquisadora: Fabricia Geovéania Fernandes Filgueira

Orientador: Prof. Dr. Bruno Watanabe Minto

Natureza da pesquisa: o Sr. (Sra.) esta sendo convidado (a) a autorizar a participacao de seu animal

nesta pesquisa que tem como finalidade avaliar clinicamente e radiograficamente a utilizacdo da

Plasma rico em plaquetas, medula éssea e quitosana nas osteossinteses minimamente invasiva com

placa nas fraturas de tibia em caes.

1.

Identificagdo do (s) animal (is):
Espécie: canino

Raca:
Nome/RG:

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitira que o (a)

pesquisador (a) realize avaliagdo clinica pré-operatéria do paciente, na sequencia sera
realizada a cirurgia para corregéo da fratura de tibia com uso de pequenas incisdes (pequenos
cortes na pele, menor do que o tradicionalmente realizado), por onde sera colocada uma placa
bloqueada que estabilizara a fratura. Logo apoés, podera ser injetado ou ndo no foco da fratura
plasma rico em plaquetas, medula éssea ou gel de quitosana, que irdo auxiliar no processo de
consolidagcéo 6ssea. Serdo realizadas radiografias e exames de densitometria dptica no pés-
operatorio imediato, e nos retornos que serao apoés 15, 30, 60, 90 e 120 dias, no quais o animal
sera submetido a novas avaliagdes clinicas. O Sr. (Sra.) tem a liberdade de se recusar a
participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre
a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do
telefone da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Riscos e desconforto: a participacao nesta pesquisa néo traz complicagdes legais. O paciente
estara sujeito a possiveis complicagbes anestésicas como qualquer outro procedimento
tradicionalmente realizado para corregao desse tipo de fratura. Os procedimentos adotados
nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentagdo Animal segundo o Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), Lei Federal 11.794, de 08 de outubro de 2008
e aLei Estadual 11.977, de 25 de agosto de 2008.
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4. Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo sado estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

5. Beneficios: esperamos que este estudo obtenha informagdes importantes sobre as vantagens
oferecidas por uma cirurgia ortopédica menos traumatica, com menores riscos de infecgdo e
complicagbes anestésicas, pois a cirurgia sera realizada em tempo menor do que
tradicionalmente realizada, de forma que sera construido a partir desta pesquisa possa
favorecer o avancgo de técnicas ortopédicas, sendo mais uma opgao viavel para os ortopedistas
quando estiverem frente com casos semelhantes, o pesquisador se compromete a divulgar os
resultados obtidos.

6. Pagamento: o Sr. (Sra.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participagado. Os custos que ficardo por conta do Sr. (Sra.) serdo
a taxa cirurgica e anestésica, bem como exames complementares (avaliagdo pré-operatéria
como hemograma, perfil bioquimico para avaliar fungdo renal e hepatica, além das
radiografias), também sera responsavel pelos custos com materiais necessarios para a
realizagédo do procedimento cirirgico. Esses custos sdo os mesmos que teriam se fosse optar
por cirurgia ortopédica convencional para a corregcdo da fratura do seu animal. Apds estes
esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta

pesquisa. Portanto, preencha, por favor, os itens que seguem abaixo:
Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa.

NOME DO PROPRIETARIO:

CPF/RG:
Assinatura do Proprietério (a)
Assinatura do Pesquisador (a)
Data: / /
TELEFONES

Pesquisadora Fabricia Geovéania Fernandes Filgueira: (16) 8189-6033
Orientador: (16) 3209-2626 ramal 536 CEUA/UNESP: (16) 3209-2600



APENDICE D: Ficha de acompanhamento clinico-cirurgico dos animais que

participaram do projeto de pesquisa

Ficha de acompanhamento clinico-cirtrgico do Projeto MIPO

Caso:

Nome: RG:

Raca: Idade:
Nome do proprietario: Telefone:
Data do trauma: Membro afetado:

Tipo de trauma:

Data da cirurgia:

Cirurgiao:

Anestesista:

AVALIAGOES
MO0-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:
AVALIACAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:
AVALIACAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo dsseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:

Remodelamento do calo ésseo:

Volume do calo ésseo:
ESCALA DE AVALIACAO RADIOGRAFICA:

OBSERVACOES:

M 15-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:
AVALIACAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:
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AVALIAGAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo dsseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:

Remodelamento do calo dsseo:

Volume do calo 6sseo:

ESCALA DE AVALIAGAO RADIOGRAFICA:
OBSERVACOES:

M 30-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:

AVALIAGAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:

AVALIAGAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo 6sseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:

Remodelamento do calo dsseo:

Volume do calo ésseo:

ESCALA DE AVALIAGCAO RADIOGRAFICA:

OBSERVACOES:

M 60-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:

AVALIACAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:

AVALIACAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo dsseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:
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Remodelamento do calo ésseo:

Volume do calo ésseo:

ESCALA DE AVALIAGAO RADIOGRAFICA:
OBSERVACOES:

M 90-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:

AVALIACAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:

AVALIAGAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo dsseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:

Remodelamento do calo ésseo:

Volume do calo 6sseo:

ESCALA DE AVALIAGAO RADIOGRAFICA:

OBSERVACOES:

M 120-Data:
AVALIACAO DEAMBULATORIA:

AVALIACAO DA INTENSIDADE DO EDEMA:

AVALIACAO RADIOGRAFICA

Radiopacidade na linha de fratura:

Localizagao do calo dsseo periosteal:

Presenca de ponte 6ssea:

Restabelecimento das corticais:

Restabelecimento do canal medular:

Remodelamento do calo ésseo:

Volume do calo ésseo:

ESCALA DE AVALIACAO RADIOGRAFICA:

OBSERVACOES:
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APENDICE E: A tabela que relaciona os trinta pacientes inclusos nos grupos

experimentais, com a idade, peso corporal, raga, sexo e tipo de fratura de acordo com

a classificagao adotada pela AO/ASIF (PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009).

Tabela 1E. Idade, peso, raga, sexo e classificagdo das fraturas (AO/ASIF -
PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009).), dos caes inclusos nos grupos

experimentais (1 — grupo controle, 2 — grupo medula éssea, 3 — grupo plasma

rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e submetidos a osteossintese

minimamente invasiva com placa, Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos

Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP,

Jaboticabal-SP, no periodo de marg¢o de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal,

SP —2015.

Exporimental AT i) ey Raga sexo
1 1 42 28 Labrador Retriever Fémea 42CH1
1 2 8 25 Border Collie Fémea 42B2
1 3 12 20 SRD* Macho 42C2
1 4 60 23 SRD Fémea 42C2
1 5 8 20 Labrador Retriever Fémea 42B2
1 6 60 20 SRD Macho 42A2
1 7 11 15 Blue Heeler Fémea 42A2
1 8 7 10 SRD Fémea 42A2
2 1 5 07 SRD Fémea 42A2



6 06
60 5
60 20

8 13
24 14
12 10

4 8
72 7
72 7

4 5,2

9 16
48 8
60 5

108 9
84 22,5

8 30
12 30
19 35

SRD

Pinscher

SRD

SRD

SRD

Poodle

Blue Heeler

Dachshund

Dachshund

Poodle

SRD

SRD

SRD

Dachshund

SRD

Labrador Retriever

SRD

SRD

Macho

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Macho

Fémea

Macho

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Macho

Fémea
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42A2

42A2

42C2

42A2

42A1

42B2

42A2

42A2

42C2

42A2

42C2

42C2

42A1

42A2

42C2

42 A1

42A2

42A2
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4 4 120 55 SRD Fémea 42A3
4 5 60 51 Fila Brasileiro Macho 42A2
4 6 2 3,8 SRD Fémea 42A2

*SRD - sem raga definida.
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APENDICE F:  Resultado do preparo dos biomateriais

A contagem de células nucleadas antes, apdés a centrifugacédo e quanto

concentrou em relagao a contagem inicial esta descrito na tabela 1F.

Tabela 1F. Contagem das células nucleadas dos animais do grupo 2 — medula éssea,

antes, apos a centrifugagdo e quanto concentrou das células nucleadas
em porcentagem, submetidos a osteossintese minimamente invasiva,
Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo
de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Antes da Concentragao das
. . Apos a centrifugacao i
Animal centrifugacao células nucleadas
Células/ml
Células/ml (%)
1 21.269 331.060 15,56
2 23.940 3.208.229,5 134,01
3 22.902 2.008.860 87,71
4 18.375 686.700 37,37
5 7.021,25 96.350 13,72
6 105.000 112.750 1,07
7 30.975 1.699.440 54,86
8

70.007,5 487.900 6,96
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A tabela 2F mostra a contagem plaquetas antes, apds o protocolo de centrifugacgéo e

quantas vezes concentrou as plaquetas em porcentagem.

Tabela 2F.

Contagem das plaquetas dos animais do grupo 3 — plasma rico em
plaquetas, antes, apds do protocolo de confecgdo e quanto vezes
concentrou em relagdo a contagem inicial, submetidos a osteossintese
minimamente invasiva, Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais
do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-
SP, no periodo de margo de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Concentragao das

Animal Sangue periférico PRP
plaquetas (%)
131.000 507.000 3,87
131.000 507.000 3,87
208.000 545.000 2,62
299.000 1.151.000 3,84
359.000 832.000 2,31
227.000 965.000 4,25
196.000 731.000 3,72
315.000 810.000 2,57

0 N O 0 A~ WO N =




78

APENDICE G: Implantes utilizados nos animais dos grupos experimentais

Os implantes foram utilizados na fungao ponte, onde a placa recebeu todas
as cargas biomecanicas que passam para o 0sso. Foram provenientes da mesma
empresa em todos os animais, mostrando na Tabela 1G a descrigdo dos implantes de

acordo com o paciente.

Tabela 1G. Descrigdo da espessura da placa bloqueada (mm), numero de furos e
quantidades de furos preenchidos com parafusos nos fragmentos
proximal e distal. Esses implantes foram utilizados nos animais
submetidos a osteossintese minimamente invasiva associada a medula
0ssea, plasma rico em plaquetas e quitosana nas fraturas de tibia, Setor
de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo
de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Grupo Espessura da Numero de Quantidade de parafusos
Paciente furos na
experimental placa (mm) nos fragmentos 6sseos
placa
Proximal Distal
1 1 3.5 12 3 4
1 2 3.5 10 2 2
1 3 2.7 9 2 3
1 4 3.5 12 2 3
1 5 3.5 11 2 3
1 6 4.5 12 3 2
1 7 2.7 10 3 2
1 8 2.7 7 2 2
2 1 2.7 7 2 2
2 2 2.0 10 2 3
2 3 2.0 10 4 2
2 4 3.5 10 3 3
2 5 2.7 8 2 3
2 6 3.5 12 3 2
2 7 2.7 6 2 2




2 8 24
3 1 2.0
3 2 2.0
3 3 2.0
3 4 2.7
3 5 2.7
3 6 2.0
3 7 2.4
3 8 3.5
4 1 3.5
4 2 3.5
4 3 4.5
4 4 2.0
4 5 4.5
4 6 2.0

10
10

10

12

11

11

12*

14*

N B WO W W W W N W DNDNDWDNDWNDN

N WO N N WO W NN W DN WDNDNDDNDDNdDDD
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* Placa de espessura de 4,5 com furos e parafusos de 3,5.
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APENDICE H: A avaliagao clinica quanto & intensidade do edema no membro apés a
cirurgia e a capacidade de deambulacéo dos pacientes estdo amostrados nas tabelas
1H e 2H.

Tabela 1H. Médias e desvio padrao da intensidade da formacédo do edema comparada
entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula éssea, 3 — grupo
plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15,
30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em caes
submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da intensidade da formagao do edema

Momentos
~ Grupos (] 15 30 60 90 120
1 2.00£0.92  1.00+0.63 0.0+0.0  0.0+0.0 0.42+0.78 0.12+0.35
2 2.00£0.53  0.87+0.99  0.12¢+0.35 0.0¢0.0  0.0+0.0 0.0+0.0
3 2.50+0.53  1.28+0.95 0.0+0.0  0.0+0.0  0.0+0.0 0.0+0.0
4 2.33+0.51 1.00+0.89  0.33%0.51 0.0¢0.0  0.00.0 0.0+0.0

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 2H. Médias e desvio da avaliagdo deambulatéria comparada entre os grupos
(1 — grupo controle, 2 — grupo medula éssea, 3 — grupo plasma rico em
plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15, 30, 60, 90 e 120)
pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em caes submetidos a
osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica Cirurgica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel —
UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de 2015.
Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio da avaliagdo deambulatéria

Momentos
 Grupos 0 15 30 60 90 120
1 1.62+0.51 3.66+1.36  4.42+0.53  4.83+0.40 4.71+0.48 4.87+0.35
2 1.8740.35  4.37#0.91  4.87+0.35 5.00+0.0 5.00+0.0 4.71%0.75
3 1.37+0.74 3.42+1.71  4.50+0.75  4.85+0.37 4.60+0.89 5.00+0.0
4 1.50+0.54 3.50+1.22  4.33+0.81 5.00+0.0 5.00+0.0 5.00+0.0

Nao houve diferencga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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APENDICE I: Os resultados estatisticos das variaveis radiograficas radiopacidade da
linha da fratura (RLF), localizagao do calo dsseo periosteal (LCO), presenga de ponte
o0ssea (PPO), restabelecimento das corticais (RC), remodelamento do calo 6sseo
(RCO), volume do calo ésseo (VCO) e a escala de avaliagéo radiografica (EAR) estao

listados nas tabelas 11, 21, 31, 41, 51, 61 e 71, respectivamente.

Tabela 11. Médias e desvio padréo da variavel RLF (radiopacidade da linha de fratura)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
caes submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel RLF (radiopacidade da linha de fratura)

Momentos
 Grupos 0 15 30 60 90 120
1 3.00£0.0 1.66+1.03 1.85+1.06  2.00:0.0 2.00+0.57 1.87+0.64
2 2.50£0.92 1.87+0.83  2.00+0.53  2.40+0.54  2.33%0.81 2.42+0.97
3 3.00£0.0  1.85%+1.06  2.00+0.53  2.00%0.0 2.20+0.44 2.16+0.75
4 3.00£0.0 2.83+0.40  1.83+0.98  2.00+0.63 2.2+0.44 2.40+0.54

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 2I. Médias e desvio padrdo da variavel LCO (localizagdo do calo 6sseo
periosteal) comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo
medula 6ssea, 3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana)
e os momentos (0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no
pos-operatorio, em caes submetidos a osteossintese minimamente
invasiva, Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no
periodo de margo de 2012 a maio de 2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao de LCO (localizagao do calo 6sseo periosteal)

Momentos
~ Grupos 0 15 30 60 920 120
1 3.87+#0.35 3.33+1.21  3.28+1.11 3.00+0.0 2.85+0.37 3.00+0.0
2 4.00£0.0  3.37+1.06  3.12#0.99  3.00+1.22  2.66+1.03 2.85+0.69
3 4.00£0.0  3.42+0.78  3.3740.74  2.28+0.95 3.000.0 3.000.0
4 4.00£0.0  3.66+0.51  3.16+£0.75  2.83+0.40  3.20+0.44 3.20+0.44

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.



84

Tabela 3l. Médias e desvio padrdao da variavel PPO (presenca de ponte éssea)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
cées submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel PPO (presencga de ponte 6ssea)

Momentos
~ Grupos 0 15 30 60 920 120
1 3.87+#0.35 3.50+0.83 3.00+1.29  2.83x0.40  2.71+0.48 3.00+0.0
2 4.00£0.0  3.00+1.30  3.00£0.92  2.80+1.09  2.83+0.98 3.14+0.37
3 4.00£0.0  3.42+0.78  3.12+0.83  2.28+0.95 3.00+0.0 3.00£0.0
4 4.00+0.0 3.83+0.40  3.16+0.75  2.83+0.40  3.00+0.70 3.00+0.70

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 41. Médias e desvio padrédo da variavel RC (restabelecimento das corticais)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
caes submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel RC (restabelecimento das corticais)

Momentos
 Grupos (] 15 30 60 90 120
1 3.62+1.06 4.00+0.0 3.57+1.13 2.83+1.69  3.00+0.57 3.12+0.35
2 4.00£0.0  3.75+0.46  2.50+1.06  2.80+0.44  2.83+0.40 3.00+0.0
3 4.00£0.0  3.71+0.75  3.374#0.74  2.28+0.95 3.00+0.0 3.00+0.0
4 4.00£0.0  3.83+0.40  3.66+0.51  2.33+0.81 2.60+1.14 3.20+1.44

Nao houve diferencga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 5. Médias e desvio padréo da variavel RCO (remodelamento do calo 6sseo)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
caes submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel RCO (remodelamento do calo 6sseo)

Momentos
 Grupos (] 15 30 60 90 120
1 2.00£0.0  2.00+0.0  1.85+0.37  1.16£0.40  1.14+0.37 1.12+0.35
2 2.00£0.0  2.00£0.0  1.62#0.51  1.20+0.44  1.16+0.40 1.14%0.37
3 2.00£0.0  1.71+0.48  1.62+0.51  1.28+0.48 1.00+0.0 1.00+0.0
4 2.00£0.0  2.00+0.0  1.66+0.51  1.16+0.40 1.00+0.0 1.00£0.0

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 6l. Médias e desvio padrdao da variavel VCO (volume do calo 6sseo)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
cées submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel VCO (volume do calo 6sseo)

Momentos
~ Grupos 0 15 30 60 920 120
1 3.62£1.06 3.33+1.03 3.14+1.06  1.33%0.51 1.57+0.53 1.50+0.53
2 4.00£0.0  3.37+0.91  2.62+1.18  2.40+1.34  2.00+1.26 1.71+1.25
3 4.00£0.0 3.28+1.25 2.75+1.48  1.28+0.48  1.40+0.54 1.1620.40
4 4.00£0.0  3.50+0.83  2.66+1.03  2.16+1.16  1.40+0.89 1.40+0.89

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 71. Médias e desvio padrao da variavel EAR (escala de avaliagao radiografica)
comparada entre os grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula dssea,
3 — grupo plasma rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos
(0, 15, 30, 60, 90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em
caes submetidos a osteossintese minimamente invasiva, Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao da variavel EAR (escala de avaliagao radiografica)

Momentos
~ Grupos 0 15 30 60 920 120
1 0.0+0.0  1.1622.04 1.57+0.71  4.66+2.06  5.28+1.49 5.75+0.46
2 0.0+0.0  1.87+1.80 4.25+1.83 560+0.54  5.00+2.00 5.28+1.88
3 0.0+0.0  1.14+1.21  2.50+1.85  4.00+1.41 5.00+1.73 5.66+0.51
4 0.0+0.0  1.1621.94 2.50+2.50 4.50+1.37  5.60+0.54 6.00+0.0

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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APENDICE J: Resultados da avaliagéo por densitometria 6ptica

Os resultados dos indices de mineralizagdo Ossea na projegéao
craniocaudal e mediolateral estdo descritos nas tabelas 1J e 2J,

respectivamente.

Tabela 1J. Médias e desvio padrao dos valores obtidos para o indice de mineralizagao
nas radiografias em projecdo craniocaudal (IMCC) comparada entre os
grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula 6ssea, 3 — grupo plasma
rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15, 30, 60,
90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no pds-operatorio, em caes
submetidos a osteossintese minimamente invasiva. Setor de Clinica
Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao do indice de mineralizagao 6ssea em projegao craniocaudal

(IMccC)
Momentos
 Grupos (] 15 30 60 90 120
1 6.88+1.67 8.79+0.45 9.08+0.51 8.51+0.30  8.09+0.70 8.44+0.62
2 6.19+2.36 7.52+2.13  7.30+2.87  7.00+2.97  7.89+1.62 7.40+1.21
3 6.93+1.08 7.14+1.61  7.60+1.20  7.34+1.40  6.75+0.80 6.52+0.99

4 7.11+1.86  8.50+1.23 7.57+2.34 8.18+1.30 8.27+1.34 8.74+1.33
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Tabela 2J. Médias e desvio padrao dos valores obtidos para o indice de mineralizagao

nas radiografias em projecdo mediolateral (IMML) comparada entre os

grupos (1 — grupo controle, 2 — grupo medula 6ssea, 3 — grupo plasma

rico em plaquetas e 4 — grupo quitosana) e os momentos (0, 15, 30, 60,

90 e 120) pelo Teste de Tukey a 5% no poés-operatdrio, em caes

submetidos a osteossintese minimamente invasiva. Setor de Clinica

Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel — UNESP, Jaboticabal-SP, no periodo de margo de 2012 a maio de
2015. Jaboticabal, SP - 2015.

Médias e desvio padrao do indice de mineralizagdo 6ssea em projecao mediolateral

(IMML)
Momentos
 Grupos (] 15 30 60 90 120
1 5.84+1.29 7.53+t0.90 7.39+1.64  7.60+1.34  7.68+0.87 7.55+1.28
2 6.13+1.42 6.86+1.63 6.44+2.82  7.28+1.80  7.52+1.46 7.64+1.29
3 517+1.45 6.78+1.65 7.03+1.47 6.80+1.18  6.08+1.12 6.09+1.29
4 6.2741.90 8.16£1.75 6.79+2.01  7.52+1.22  7.66%1.21 8.07+1.32
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ANEXO 1: Normas do periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia

ARQUIVO BF‘PSILEII‘%’“ DE INSTRUCOES AOS AUTORES
MEDICINA ..ETE|}‘|‘~1|...'J|H e Politica Editorial

E ,*_L;UTEleH e Reproducio de artigos publicados

Brazikon Joum

aned An - e Orientacdo para tramitacdo de artigos
ISSN 0102-0935 versio » Tipos de artigos aceitos para publicacdo
impressa e Preparacao dos textos para publicacdo

ISSN 1678-4162 versdo online ~ ® Formatacdo do texto
e Secoes de um artigo

e Taxas de submissdo e de publicacido

e Recursos e diligéncias

Tipos de artigos aceitos para publicacdo
Artigo cientifico
E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados sdo
posteriores ao planejamento da pesquisa.
Secgdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract, Introducao,
Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussdo), Conclusoes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias nao deve exceder a 30.

Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado é anterior ao interesse de sua
divulgagao ou a ocorréncia dos resultados n&o € planejada.

Secgdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract, Introducgao,
Casuistica, Discussao e Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras.


http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#001
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#002
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#003
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#004
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#005
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#006
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#007
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#008
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#009
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0102-0935&lng=pt&nrm=iso
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O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Comunicagao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de publicagéo,
embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiagdo deve ser compacto, sem distingado
das sec¢des do texto especificadas para "Artigo cientifico”, embora seguindo aquela ordem. Quando
a Comunicacao for redigida em portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida em inglés
deve conter um "Resumo”.

O numero de paginas nao deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicagao
Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para ortografia em
inglés recomenda-se o Webster’s Third New International Dictionary. Para ortografia em portugués

adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatagao do texto

e O texto nao deve conter subitens em qualquer das sec¢des do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em espagamento
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e seg¢des do artigo (do titulo as referéncias), com linhas
numeradas.

e Na&ao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,

substancia, empresa e pais.

Secgoes de um artigo
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Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar 150
digitos.
Autores e Filiagdao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com identificagcao
da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-mail devem ser
indicados com asterisco.
Nota:

1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiag&o;

2. o texto do artigo em pdf nao deve conter o nome dos autores e filiagao.
Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000 digitos
incluindo os espagos, em um so paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de
literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o
caso. Cada frase deve conter uma informacgao. Atengao especial as conclusées.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco.
Introdugdo: Explanagdo concisa, na qual sao estabelecidos brevemente o problema, sua
pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, suficientes
para baliza-la.
Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descricdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados devera constar,
obrigatoriamente, o numero do protocolo de aprovagdo do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranga, quando for o caso.
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.
Tabela:Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagdo dos cabegalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em algarismo arabico e ponto
(ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do numero
de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser
apresentada em espagamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito € 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento.
As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apos a

sua primeira citagao.
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Figura: Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é referida no texto como Fig
seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura
(ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também
ser enviadas no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
préprio de submisséo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente,
inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.
Nota:
Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, informagéao
sobre a fonte (autor, autorizagédo de uso, data) e a correspondente referéncia deve figurar nas
Referéncias.
Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des Resultados
e Discusséo poderéo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer
das partes e sem subitens).
Conclusoées: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, sem revisao de literatura, discussao, repeticao de resultados
e especulagoes.
Agradecimentos: Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e
teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis.
Sé&o adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ conforme exemplos:
Como referenciar:
1. Citagdes no texto
A indicacao da fonte entre parénteses sucede a citagao para evitar interrup¢gao na sequéncia
do texto, conforme exemplos:

« autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...

(1987/88)
e U dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)
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e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronologica
ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citagdo: Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a informacgéo ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento n&do consultado com o ano de
publicacdo, seguido da expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.
Comunicagéo pessoal: Nao fazem parte das Referéncias. Na citagdo coloca- se o sobrenome
do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.
2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals.
Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.
HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino. Not.
Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.
3. Publicagao avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Séo Paulo. Anais...
Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).
MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.
NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.
SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcacga e de carne em bovinos de
corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.
4. Documentos eletrénicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al.):
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QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critca16.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.

Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado
em: 5 dez. 1994.
Nota:

e Artigos que nao estejam rigorosamente dentro das normas acima nao serdo aceitos
para avaliagao.

« O Sistema reconhece, automaticamente, como "Desisténcia do Autor" artigos em
diligéncia e/ou "Aguardando liberagdo do autor", que ndo tenha sido respondido no

prazo dado pelo Sistema.

© 2001-2007 Escola de Veterinaria UFMG
Caixa Postal 567
30123-970 Belo Horizonte MG Brasil

Tel: +55 31 3409-2042

Tel:  +55 31 3409-2041
Mail

abmvz.artico@abmvz.org.br
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ANEXO 2: Normas do periédico Revista Ciéncia Rural
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Normas para publicagao
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/normas.htm

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisées bibliograficas e notas
referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdao ser destinados com
exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados via eletrénica
e editados em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverao ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210
X 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens
superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho
12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisao
bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos
e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina,
sendo que nao poderao ultrapassar as margens e nem estar com apresentagao
paisagem.

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdu¢gao com
Revisao de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussao; Concluséo e
Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacao; Fontes de Aquisi¢ao; Informe Verbal;
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovagao de um comité de ética institucional ja na submissao.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracao Modelo
Humano, Declaracédo Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos:
Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introducdo; Desenvolvimento; Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentagdo; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de FEtica e
Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagao
de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracao Modelo
Animal).



http://submission.scielo.br/index.php/cr/index
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo1a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo1a.pdf
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo3a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo3a.pdf
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/
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5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués
e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdiviséo,
porém com introdugido; metodologia; resultados e discussdo e conclusao; podendo
conter tabelas ou figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentagao; Fontes de
Aquisicéo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes
das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagao de um comité de ética
institucional ja na submisséao. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos
ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar obrigatoriamente as
seguintes informagdes:

a) Qual o problema cientifico estudado neste manuscrito?

b) Qual a abordagem empregada para resolver o problema estudado?

¢) Quais os principais resultados/conclusdes do estudo que possam encorajar ao
editor enviar o manuscrito para revisores?

d) Qual é a contribuigao a ciéncia que justifica a publicagdo do manuscrito como
artigo na Ciéncia Rural?

Para maiores informacgdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato
pdf no endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés
e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo
deve ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes
cientificos no titulo. O nome cientifico sé deve ser empregado quando estritamente
necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais sec¢des
quando necessarios.

9. As citacbes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maiusculas
seguidas do ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de
acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como
uma ma formacgao congénita (MOULTON, 1978).

10. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista.

10.1. Citagao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazdnia a
bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.


http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo2a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo2a.pdf
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/coverletter_pt.htm
http://www.scielo.br/cr
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10.2.Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.
The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

10.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

10.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de
identificacdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, |.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae),
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored
Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008.
doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a
diferentes concentracdes de terra de diatomacea em trigo armazenado a granel.
Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 .
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.

10.5. Resumos:
RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagao de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pds-graduacgao e
Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.

10.6. Tese, dissertacao:
COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertagao/Tese (Especializagdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) -
Curso de Pés-graduacao em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

10.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producédo Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20).

10.8. Informacgao verbal:
Identificada no préprio texto logo apds a informacgao, através da expressao entre
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parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o enderego completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagao na qual foi emitida a
informacgéo.

10.9. Documentos eletrbnicos:

MATERA, J.M. Afecgdes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. S&o Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings...
Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de
recuperacao de ulcera de cornea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3. 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

11. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominagao quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e
graficos (com largura de no maximo 16¢cm) devem ser feitos em editor grafico sempre
em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extenséo .tiff. As tabelas devem
conter a palavra tabela, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e nao
devem exceder uma lauda.

12. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

14. Sera obrigatdrio o cadastro de todos autores nos metadados de submisséo. O
artigo nao tramitara enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser
utilizado.

15. Lista de verificagao (Checklist .doc, .pdf).


http://www.ufsm.br/ccr/revista/checklist1.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/checklist1.pdf
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16. Os artigos serao publicados em ordem de aprovacgao.

17. Os artigos nao aprovados serdao arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-
se a Comisséo Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisdao de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacao novamente.

Ciéncia Rural
Universidade Federal de Santa Maria - Centro de Ciéncias Rurais
Prédio 42, Sala 3104 97105-900 - Santa Maria, RS, Brasil
E-mail: cienciarural@mail.ufsm.br
Fone/Fax: (55) 32208698
Fax: (55) 32208695



http://cienciarural.web811.uni5.net/?___store=default
mailto:cienciarural@mail.ufsm.br
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ANEXO 3: Classificagao da fratura de acordo com AO/ASIF

Fonte: PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009.



