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Lista de Figuras

Capitulo 1

Figura 1. Sequéncia cirirgica mostrando o afastamento muscular para
identificacdo do radio (a), defeito segmentar (b), aplicagdo do cimento 6sseo
ortopédico em forma de cilindro na falha segmentar (C)...........cccceveiiiiiiiinineenn.

Figura 2. Coleta da membrana induzida com 15 dias de pds-operatério (a) e
armazenamento em formalina desta e das extremidades proximal e distal do
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Figura 3. Exemplo de mensuragcdo da membrana induzida em trés locais
distintos (linhas amarelas) em uma ave do Grupo 1 (cimento 6sseo) aos 21 dias
de pés-operatério, empregando o software QuPath-0.3.2. Aumento de 2,5X......

Figura 4. Exemplo da marcagao para contagem de vasos sanguineos (pontos
em amarelo) da membrana induzida em uma ave do Grupo 1 (cimento 6sseo),
aos 21 dias de pds-operatdrio, empregando o software QuPath-0.3.2. Aumento

Figura 5. Proje¢des radiograficas médio-laterais de aves dos Grupo 1 (cimento
0sseo ortopédico) no pés-operatdrio imediato (a) e 21 dias apds a cirurgia (b)
e de aves do Grupo 2 (cimento 6sseo ortopédico acrescido de cefazolina em
pd) no pds-operatorio imediato (c) e 21 dias apds a cirurgia (d). Em ambos os
grupos se visibiliza o cimento ésseo ocupando a falha dssea, como uma massa
radiopaca bem delimitada, com densidade préxima ao tecido ésseo, com
discretos sinais de proliferagdo 6ssea na extremidade proximal. No Grupo 1
nota-se o deslocamento do cimento 6sseo com 21 dias de pds-operatério

Figura 6. Aspecto microscépico da membrana induzida em galinhas com
cimento ésseo ortopédico aos sete (a), 15 (b) e 21 (c) dias de pds-operatdrio.
(a) Proliferagao de tecido fibrovascular contendo fibroblastos e histiécitos, e
fibra muscular necrética (asteriscos). HE, 20x. (b) Proliferagdo acentuada de
tecido fibroso, desorganizado e altamente vascularizado (seta preenchida) com
area de metaplasia cartilaginosa (linha pontilhada). HE, 10x. (c) Proliferagéo de
tecido fibroso moderada, desorganizada e levemente vascularizada (asterisco),
tecido conjuntivo mais frouxo (estrela) proximo ao tecido muscular esquelético.

Figura 7. Aspecto microscépico da membrana induzida em galinhas com
cimento dsseo ortopédico acrescido de antibidtico aos sete (a), 15 (b) e 21 (¢)
dias de pdés-operatorio. (a) Proliferagéo de tecido fibrovascular com presencga
de fibroblasto e histidcitos, bem como células de Langerhans (seta preta) e fibra
muscular necroética (seta branca). HE, 20x. (b) Proliferacdo de tecido fibroso
denso (asterisco), estreita faixa de tecido conjuntivo frouxo (estrela). HE, 5x.
(a). (c) Proliferagao de tecido fibroso frouxo e leve (asterisco), extensa area de
metaplasia cartilaginosa (linha pontilhada) e tecido muscular esquelético
(EStrela). HE, T0X. . e ae e rann e bnrennne
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Figura 8. Aspecto microscopico das extremidades dsseas em galinhas com
cimento ésseo ortopédico aos sete (a), 15 (b) e 21 (c) dias de pds-operatério.
(a) Osso compacto diafisario (asterisco preto); osso trabecular (asterisco
vermelho); proliferagéo de tecido cartilaginoso (linha tracejada) e tecido fibroso
(cruz); fibras musculares hialinizadas (seta branca). HE, 20x. (b) Proliferacao
de tecido fibroso denso, desorganizado (asterisco), associado a uma extensa
area de matriz éssea (seta preenchida) adjacente a diafise (estrela). HE, 5x. (c)
Proliferacao de tecido fibroso denso, desorganizado. HE, 5x...................

Figura 9. Aspecto microscopico das extremidades dsseas em galinhas com
cimento 6sseo ortopédico acrescido de antibiotico aos sete (a), 15 (b) e 21 (c)
dias de poés-operatoério. (a) Osso compacto diafisario (cruz) com discreta
proliferagéo de tecido fibroso (asterisco) adjacente; fibras musculares (seta
preta). HE, 20x. (b) Proliferagcédo de tecido fibroso denso, desorganizado
(asterisco), adjacente a diafise (estrela). HE, 5x. (c) Proliferacao de tecido
fibroso denso, desorganizado (asterisco) associado a matriz 6ssea (estrela).

Capitulo 2

Figura 1. Projecbes radiograficas médio-laterais de aves dos Grupo 1 (resina
acrilica odontologica) no pos-operatorio imediato (a) e 21 dias apds a cirurgia
(b) e de aves do Grupo 2 (resina acrilica odontolégica acrescida de cefazolina
em po) no pos-operatério imediato (c) e 21 dias apds a cirurgia (d). Em ambos
0s grupos se visibiliza a falha 6ssea, porém a resina acrilica ndo poder ser
delimitada, visto a densidade da mesma se aproximar ao dos tecidos moles.
Note o inicio da proliferagao 6ssea nas extremidades aos 21 dias de pos-
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Figura 2. Aspecto microscdpico da membrana induzida em galinhas com resina
acrilica aos sete (a),15 (b) e 21 (c) dias de pds-operatério. (a) Observe duas
zonas distintas: porcdo externa mais delgada e formada por um tecido
conjuntivo frouxo e células exibindo prolongamentos citoplasmaticos
(asterisco); por¢ao mais interna e mais espessa, composta por tecido
conjuntivo desorganizado, altamente vascularizado (seta vazada) e um leve
infiltrado inflamatdrio mononuclear (seta preenchida). HE, 10x. (b) Verifique
duas zonas distintas: porgdo externa mais delgada e formada por um tecido
conjuntivo frouxo e células exibindo prolongamentos citoplasmaticos
(asterisco); porgdo mais interna e mais espessa, composta por tecido
conjuntivo desorganizado, moderadamente vascularizado (seta vazada) e um
moderado infiltrado inflamatério mononuclear (seta preenchida). HE, 10x. (c)
Note duas zonas distintas: porcdo externa mais espessa e formada por um
tecido conjuntivo frouxo e células exibindo prolongamentos citoplasmaticos
(asterisco); porcdo mais interna, composta por tecido conjuntivo
desorganizado, levemente vascularizado (seta vazada). HE,
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Figura 3. Aspecto microscdpico da membrana induzida em galinhas com resina
acrilica acrescida com antibiético aos sete (a),15 (b) e 21 (c) dias de pos-
operatodrio. (a) Proliferacdo intensa de tecido conjuntivo 6sseo (asterisco)
entremeando-se no tecido muscular esquelético (dois asteriscos). HE, 10x. (b)
Observa-se duas zonas distintas: uma porgéo externa mais delgada e formada
por um tecido conjuntivo frouxo (asterisco); uma por¢ao mais interna e espessa,
composta por tecido conjuntivo desorganizado, levemente vascularizado
(estrela) e tecido muscular esquelético (seta preenchida). HE, 5x. (c) Verifica-
se duas zonas distintas: uma porgdo externa mais delgada e formada por
células achatadas e discreta quantidade de tecido conjuntivo (asterisco); uma
porcao mais interna e espessa, composta por tecido conjuntivo desorganizado,
frouxo (estrela) e levemente vascularizado (seta preenchida). HE,

Figura 4. Aspecto microscopico das extremidades dsseas em galinhas com
resina acrilica aos sete (a) 15 (b) e 21 (b) dias de pds-operatério. (a) Matriz
0ssea acentuada (asterisco), matriz cartilaginosa leve (seta preenchida) e area
de calcificagdo distréfica acentuada (seta vazada). HE, 5x. (b) Proliferagéo
moderada de tecido fibroso (asterisco), area de fragmentos de tecido 6sseo
(ostedlise) envolvidos por células multinucleadas (seta preenchida) adjacente
ao osso da diafise (seta vazada). HE, 5x. (c) Proliferagao moderada de tecido
fibroso (asterisco), matriz cartilaginosa leve (seta preenchida), matriz 6ssea
moderada (seta vazada) e tecido muscular (estrela). HE, 5X............cccoeeeeeen.

Figura 5. Aspecto microscopico das extremidades dsseas em galinhas com
resina acrilica acrescida de antibiético aos sete (a) 15 (b) e 21 (b) dias de pos-
operatorio. (a) Proliferagdo acentuada de tecido fibroso, formando um calo
(asterisco), matriz cartilaginosa leve (seta vazada) e 6ssea moderada (seta
preenchida). HE, 2,5x. (b) Proliferacdo moderada de tecido fibroso (asterisco),
matriz cartilaginosa moderada (seta vazada) e Ossea acentuada (seta
preenchida). HE, 10x. (c) Proliferagdo acentuada de tecido fibroso (asterisco) e
moderada de matriz 6ssea (seta preenchida). HE, 10x. ............ccccoeeiiiiiiin .
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CAMPEIRO JUNIOR, L.D. Técnica da membrana induzida usando cimento
6sseo ortopédico ou resina acrilica odontoldgica, acrescidos ou nao de
antibiético, em defeito segmentar no radio de galinhas (Gallus gallus
domesticus). Botucatu, 2020. 83p. Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal)

— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar membranas induzidas pela técnica de Masquelet
com o emprego de cimento 6sseo ortopédico ou resina acrilica odontoldgica,
acrescidos ou n&o de antibidtico, em modelo de falha éssea segmentar induzida
no radio esquerdo de galinhas. Foram utilizadas 60 galinhas higidas, as quais
foram distribuidas em Experimento 1 (G1 — cimento ésseo ortopédico, G2 —
cimento 6sseo ortopédico acrescido de cefazolina em pd) e Experimento 2 (G1
— resina acrilica odontolégica, G2 - resina acrilica odontologica acrescida de
cefazolina em po). Em ambos experimentos foram realizados exames
radiograficos do antebrago esquerdo no pds-operatorio imediato e aos sete, 15
e 21 dias de pds-operatorio. Para a coleta da membrana induzida, procedeu-se
em cada grupo a eutanasia de cinco aves aos sete, 15 e 21 dias de pos-
operatorio. No Experimento 1, radiograficamente o cimento 6sseo foi identificado
com uma massa radiopaca ocupando a falha 6ssea. Pela analise histoldgica ndo
houve diferengca na espessura média entre os grupos em todos os momentos.
As células multinucleadas multifocais diferiram entre os grupos aos 7 (G1>G2) e
21 (G2>G1) dias ap6s a cirurgia. O infiltrado inflamatorio mononuclear diferiu
entre os grupos apenas no dia 21 (G1>G2). A proliferagao de tecido fibroso ndo
diferiu entre os grupos em todos os momentos de avaliagdo. A densidade dos
vasos sanguineos diferiu apenas aos 21 dias de pods-operatério (G2<G1). As
areas multifocais da cartilagem diferiram entre os grupos em todos os momentos
(G1>G2). No Experimento 2, a resina acrilica tinha radiograficamente densidade
proxima aos dos tecidos moles. Nao ocorreram diferengas da espessura média
da membrana e na densidade de vasos sanguineos, entre G1 e G2 aos 15 e 21
dias de pos-operatorio. A area focal de metaplasia mixoide e areas multifocais
de metaplasia cartilaginosa nao diferiram entre G1 e G2. A porcentagem de
células multinucleadas multifocais foi mais evidente no G2. Conclui-se que é
possivel produzir membranas induzidas com produtos derivados do
polimetilmetacrilato, com ou sem o uso de antibiético; contudo, com diferengas

histologicas.

Palavras-chave: Espacgador; Polimetilmetacrilato; Histologia; Radiografia.
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CAMPEIRO JUNIOR, L.D. Induced membrane technique using orthopedic
bone cement or dental acrylic resin, antibiotic-loaded or not, in a segmental
radial defect in chickens (Gallus gallus domesticus). Botucatu, 2020. 83p.
Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the induced membrane technique using orthopedic
bone cement or dental acrylic resin, antibiotic-loaded or not, in a segmental radial
defect in chickens. Sixty healthy chickens were distributed in Experiment 1 (G1 —
orthopedic bone cement, G2 — orthopedic bone cement cefazolin-loaded) and
Experiment 2 (G1 — dental acrylic resin, G2 - dental acrylic resin cefazolin-
loaded). In both experiments, radiographic examinations of the left forearm were
performed in the immediate postoperative period and at seven, 15, and 21 days
after the surgery. In each group, five birds were euthanized at seven, 15, and 21
days after surgery to collect the induced membrane. In Experiment 1, the bone
cement was identified as a radiopaque mass occupying the bone defect on x-
rays. Histologically, there was no difference in mean thickness between groups
at all time points. Multifocal multinucleated cells differed between groups at 7
(G1>G2) and 21 (G2>G1) days after surgery. Mononuclear inflammatory infiltrate
differed between groups only on day 21 (G1>G2). Fibrous tissue proliferation did
not differ between groups at all evaluation times. Blood vessel density differed
only at 21 days postoperatively (G2<G1). Multifocal areas of cartilage differed
between groups at all time points (G1>G2). In Experiment 2, the acrylic resin had
a density close to that of soft tissues on x-rays. The average thickness of the
membrane and blood vessel density did not differ between G1 and G2 at 15 and
21 days after surgery. The focal area of myxoid metaplasia and multifocal areas
of cartilaginous metaplasia did not differ between G1 and G2. The percentage of
multifocal multinucleated cells was more evident in G2. In conclusion, it was
possible to produce membranes induced with products derived from polymethyl
methacrylate, with or without antibiotics; however, histological differences were
observed.

Key words: Spacer; Polymethylmethacrylate; Histology; Radiography.



CAPITULO 1






1  INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As estratégias para o tratamento de perdas ésseas e infecgdes, as
quais induzem falhas ésseas extensas, tém sido constantemente melhoradas em
pacientes humanos (HAN et al., 2017; ALT e GIANNOUDIS, 2019), e o mesmo
pode ser estendido ao paciente veterinario. Existem varias possibilidades
cirargicas, mas deve ser levado em consideragdo a complexidade do método,
curva de aprendizado, tempo de uso do método de estabilizacdo, numero de
procedimentos necessarios, custo e a espécie animal a ser tratada. Se a area a
ser tratada apresenta sinais de infecgéo, para que haja sucesso do tratamento a
area comprometida deve ser removida e a infecg¢ao local controlada (RODNER
et al., 2003; ALT e GIANNOUDIS, 2019).

A técnica da membrana induzida de Masquelet tem sido introduzida
em medicina humana como uma opg¢ao a tratamentos como o transporte ésseo
intercalado e o enxerto fibular vascularizado autélogo (GIANNOUDIS et al.,
2011; MASQUELET, 2017). Em aves, a técnica da membrana induzida de
Masquelet tem sido testada em sua primeira fase em galinhas, mostrando as
caracteristicas da membrana em diferentes tempos de permanéncia do cimento
0sseo (CUEVA et al., 2021).

Outro fato a se destacar é que a produgao da membrana induzida
pode ser afetada por aditivos, tais como o sulfato de bario (MASQUELET, 2017)
e antibidticos (NAU et al., 2016). Entretanto, existem controvérsias quanto a
validade do emprego ou ndo de antibiéticos, juntamente com o cimento dsseo,
na producdo da membrana induzida em pacientes humanos (SCHOTTLE et al.,
2005; GIANNOUDIS et al., 2011; MASQUELET, 2017). Por sua vez, em aves
estas combinacdes, pelo conhecimento dos autores, ainda n&o foram avaliadas.

Desta forma, o presente estudo se justificou uma vez que visou
avaliar membranas induzidas pela técnica de Masquelet com o emprego de duas

formulagdes de polimetilmetacrilato, com ou sem o uso de antibiético, utilizando



a galinha (Gallus gallus domesticus) como modelo experimental. Para o
desenvolvimento do assunto foram estabelecidos dos capitulos: Capitulo 1 -
Introducao e Reviséo da Literatura; Capitulo 2 - Artigos Cientificos 1 e 2.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Membranas induzidas

A técnica de Masquelet é empregada, desde 1986, para o
tratamento de falhas o&sseas complexas em pacientes humanos, sendo
desenvolvida por meio de dois estagios: no primeiro, com o osso estabilizado
faz-se o debridamento da area comprometida e aplica-se no defeito 6sseo o
cimento de polimetilmetacrilato, o qual atua como um espacador e como indutor
de membrana; no segundo, o espagador € removido com seis a oito semanas e
o defeito é preenchido com enxerto autélogo, de forma que a membrana induzida
auxilia na revascularizacdo, previne a reabsor¢cdo do enxerto e favorece a
corticalizacdo (MASQUELET, 2003; MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU et
al., 2010; GIANNOUDIS et al., 2011; MASQUELET, 2017; ALFORD et al., 2021).

Entretanto, segundo Alford et al. (2021), o tempo para a formagéo
da membrana induzida tem ainda sido um ponto de debate em pacientes
humanos, de forma que tem variado de quatro a 96 meses, visto que varias
circunstancias do paciente podem atrasar a realizagao do segundo estagio. Além
disso, estes autores, afirmaram que aparentemente nenhum estudo demonstrou
uma correlagcdo clara entre a maturacdo da membrana e piores éxitos. O
procedimento é considerado uma op¢do menos complexa, comparado aos
métodos de transporte Osseo e autoenxerto de osso vascularizado
(GIANNOUDIS et al., 2011; MASQUELET, 2017; ALFORD et al., 2021).

Geralmente o espagador é moldado antes da solidificagao; deve
ser tdo grande quanto possivel, sem comprometer a aproximagéo dos tecidos
moles e pele; devendo os tecidos moles serem irrigado e protegidos do

aquecimento durante a polimerizagao (MASQUELET, 2017). Ha sugestdes que



0 cimento deve ser colocado nas margens do 0sso para evitar a n&do uniao na
area de acoplamento (HAN et al., 2017).

Tem sido recomendado a insercdo de espagador de cimento com
antibiético em casos de ndo-unido infectada (SCHOTTLE et al., 2005;
GIANNOUDIS et al., 2011). Por outro lado, Masquelet (2017) afirmou que o
antibidtico pode ser inativo para o micro-organismo; alguns antibiéticos ativos
podem afetar as caracteristicas da membrana, mas ndo sabe se modifica as
propriedades biolégicas da membrana; a auséncia de infecgéo recorrente com
cimento sem antibiéticos pode ser considerada um bom sinal; ndo se pode fazer
um debridamento inadequado considerando a acido do antibiético para tratar a
infeccdo 6ssea. Além disso, afirmou a importancia de cimento com sulfato de
bario, por ser produto radiopaco irritativo.

A membrana de corpo estranho desenvolvida durante o primeiro
estdgio é uma resposta ao sistema imune ao cimento Osseo de
polimetilmetacrilato (ALFORD et al., 2021). A membrana tem a capacidade de
secretar varios fatores de crescimento (VEGF, TGF-beta 1, BMP-2, entre outros),
além de ser muito vascularizada em todas as camadas, ja visualizada com duas
semanas, sendo a por¢dao em contato com o cimento um epitélio como sindvio
com poucas células inflamatérias e a camada fibrosa externa composta de
fibroblastos, miofibroblastos e feixes de colageno, com fibras altamente
alinhadas (MASQUELET, 2003; PELISSIER et al., 2004; MASQUELET e
BEGUE, 2010; GIANNOUDIS et al., 2011; HAN et al., 2017; ALFORD et al.,
2021). De acordo com Alford et al. (2021), pode também ser identificada uma
terceira camada de fibras desorganizadas; contudo, algumas vezes é dificil de
diferenciar as camadas, que podem mais facilmente serem observadas com a
coloracao de Picrosirius. Adicionalmente citaram que estudos tém relatado a
formacdo de osso acima da membrana e espagador, o qual se origina
normalmente das extremidades 6sseas. Desta forma, mais osteoblastos podem
ser detectados se a amostra da membrana for avaliada das extremidades
proximais ou distais do defeito e ndao do centro.

Seis pacientes humanos com nao-unido infectada da tibia foram
tratados, por Schottle et al. (2005), por dois estagios. No primeiro estagio, os

defeitos 6sseos (5 a 8 cm) foram submetidos a cultura no debridamento e apds



o resultado foram preenchidos com espagador de cimento impregnado de
gentamicina (Palacos gentamicina). Além disso, receberam antibiético oral por
trés meses. Baseado no resultado de proteina C reativa se prosseguiu com
antibidtico ou realizou-se o segundo estagio da técnica, com remogéo do cimento
e aplicagao de enxerto autdlogo corticoesponjoso. O antibiético foi entdo mantido
por mais seis semanas. A técnica foi considerada de baixo risco e resultou em
alta taxa de consolidagao éssea.

Henrich et al. (2013) empregaram modelo de falha O&ssea
segmentar critica no fémur de ratos, para analisarem a produgao da membrana
induzida de Masquelet com duas, quatro e seis semanas de pds-operatorio. Pela
analise histologica foi observado um tecido vascularizado e rico em células,
sendo que as adjacentes ao cimento de polimetiimetacrilato eram pequenas e
redondas em formato e as distantes ao produto eram alongadas e paralelas ao
mesmo. Foram também detectadas estruturas fibrosas orientadas paralelas ao
polimetilmetacrilato. A espessura da membrana aumentou significativamente de
duas para seis semanas da indugdo, o que foi atribuido ao aumento da
proliferagdo celular. A atividades osteogénicas e neovasculares determinadas
por imunohistoquimica e pelas mensuragdes dos conteudos de BMP-2 e TGFf,
entre outros, foram verificadas principalmente entre duas e quatro semanas, com
diminuicdo apds seis semanas.

As caracteristicas histolégicas das membranas induzidas nos
ambientes 6sseo (defeito em radio), intramuscular e subcutdaneo em coelhos,
foram analisadas por Liu et al. (2013). Os exames histologicos (hematoxilina e
eosina) foram examinados com duas, quatro e oito semanas de pds-operatorio.
Trés medidas foram efetuadas em trés campos separados, as quais incluiram
espessamento da membrana, microvasos e espessamento do osso cortical,
usando um sistema de analise de imagem. A maior densidade de microvasos foi
verificada nas membranas dos defeitos dsseos.

Nau et al. (2016) avaliaram com duas, quatro e seis semanas o
efeito de diferentes cimentos Osseos, com ou sem suplementacdo de
antibiéticos, no desenvolvimento da membrana induzida em defeito femoral
critico (10 mm) em ratos. Houve aumento significante da membrana de duas
para quatro semanas e um nivel constante de quatro para seis semanas. A

adicao de clindamicina, carbonato de calcio e, em menor extensao, vancomicina



resultou em alterag¢des significativas na espessura da membrana. Foi verificado
aumento significante no Palacos R + Gentamicina de duas para seis semanas e
uma significante diminuicdo em Copal Gentamicina + Clindamicina de duas para
seis semanas. Também ocorreram alteragdes na porcentagem de tecido fibroso
dentro da membrana e leves alteragdes na vascularizacdo, dependendo dos
produtos usados.

Para avaliar a eficacia da clindamicina na redug¢ao da infecgéo e no
desenvolvimento da membrana induzida, Shah et al. (2017) implantaram
espacadores de polimetiimetacrilato poroso, com ou sem clindamicina, em
defeitos femorais de 8 mm em ratos, com ou sem inoculagéo de Staphylococcus
aureus. A clindamicina foi eficaz na mitigagdo do desenvolvimento de infecgéo
em defeitos 6sseos inoculados e restaurou o perfil da expressédo do fator de
crescimento e inflamatoério ao redor do espacador de polimetilmetacrilato. Além
disso, a clindamicina teve efeito independente e interativo sobre a membrana
induzida. A histologia qualitativa mostrou a presenca de colageno denso em
todas as membranas, porém células inflamatorias foram vistas infiltrando a
membrana no grupo inoculado com bactéria e sem antibiético, ao passo que as
membranas dos outros grupos foram menos celulares

Cueva et al. (2021) avaliaram a produgao da membrana induzida
em defeitos segmentares do radio de galinhas aos sete, 15, 21 e 30 dias de pos-
operatorio. Pela analise histoldgica foram detectadas trés zonas distintas aos 15
dias de pods-operatoério, sendo uma camada celular em contato com o cimento
0sseo, uma camada de fibras colagenas e uma de tecido conjuntivo
desorganizado, fibroblastos ativos e vasos sanguineos em contato com a
musculatura. Com 21 dias de pds-operatorio as camadas foram menos definidas,
com areas de cartilagem e o0sso, ao passo que com 30 dias a membrana
mostrava mineralizagdo difusa. Segundo os autores, pelas caracteristicas
histologicas, o tempo de 15 dias seria 0 mais adequado para se proceder o

segundo estagio da técnica de membrana induzida por Masquelet.



2.2 Cimento 6sseo

O polimetilmetacrilato tem sido empregado tanto na odontologia
como na ortopedia, sendo neste ultimo denominado cimento désseo acrilico
(MAGNAN et al., 2013). O cimento ésseo de polimetiimetacrilato tem sido usado
em pacientes humanos ha anos para a fixagdo de proteses (WANG e DUNNE,
2008; MAGNAN et al, 2013; CAVALU, 2017), mas também para o
remodelamento de areas comprometidas por tumores, cranioplastia,
vertebroplastia e cifoplastia (WEBB e SPENCER, 2007; MAGNAN et al., 2013),
assim como um liberador de antibiético (KUEHN et al., 2005; VUGT et al., 2019).

A composicao geralmente inclui: p6 de polimero, o qual pode ter
em sua composi¢cao polimetilmetacrilato e/ou copolimeros de metacrilato,
iniciador de perdxido de benzoila, radiopacificador (sulfato de bario ou diéxido
de zircdnio), antibidticos (sulfato de gentamicina, hidrocloridrato de clindamicina,
tobramicina, eritromicina ou metansulfonato de colistina), além de aditivos;
mondémero liquido, que pode ter na composicdo metilmetacrilato ou
butilmetacrilato, ativador (N,N-Dimetil-p-toluidina ou 2-[4-
(dimetilamino)fenilletanol), inibidor (hidroquinona) e aditivos (WEBB e
SPENCER, 2007; WANG e DUNNE, 2008). Embora cimentos ésseos comerciais
apresentem formulacdes similares, existem varias diferengcas em composigao
(CAVALU, 2017).

A estrutura do monbmero de metilmetacrilato permite a
polimerizagdo em temperatura de sala para produzir polimetilmetacrilato sélido
(WEBB e SPENCER, 2007). Na reagao de polimerizagao ocorre a produgao de
calor, o qual pode ser responsavel pela osteonecrose, sendo que o tempo de
endurecimento pode variar em torno de 10 a 20 minutos (MAGNAN et al., 2013).
Uma camada de 4 mm do cimento entre o 0osso e o implante faz com que a
quantidade de calor liberado permanecga abaixo do limite em que ocorre a
desnaturacao das proteinas (PASSUTI e GOUIN, 2003). A temperatura maxima
pode ser influenciada pela composig¢ao quimica do cimento, pela proporcao pé e
liquido e o radiopacificador utilizado (KUEHN et al., 2005).

O radiopacificador € empregado para possibilitar a visibilidade do

cimento 6sseo nos exames radiograficos (KUEHN et al., 2005). Além disso,



varios fatores podem interferir na performance do cimento ésseo acrilico,
incluindo composi¢cdo quimica, radiopacificadores, antibidticos, forma de
preparagao, viscosidade, porosidade, forma de esterilizacdo, entre outros
(KUEHN et al., 2005; CAVALU, 2017). A radiagdo gama encurta as cadeias do
polimero e provavelmente afeta as propriedades mecanica, mas isto ndo é
observado com a esterilizagdo com 6xido de etileno (WEBB e SPENCER, 2007).

O cimento ésseo de polimetilmetacrilato € um bom carreador para
a liberagao de antibiéticos ao local de infecgcdo (MAGNAN et al., 2013; VUGT et
al., 2019). Geralmente ha uma liberacao rapida apos a implantagdo (minutos a
horas) com alta concentracdo de antibidticos, seguida por uma liberagéo
sustentada por varios dias, com concentracdo mais baixa (VUGT et al., 2019).
Os potenciais efeitos negativos do emprego do cimento 6sseo impregnado com
antibidtico incluem o risco de toxicidade sistémica e a geragado de organismos
resistentes, pela exposi¢cao prolongada as concentragbes sub-terapéuticas de
antibiotico (HAYES et al., 2013; VUGT et al., 2019). Os antibioticos sao incluidos
ao po do polimero antes de acrescentar o monémero, sendo incorporados entre
as cadeias de polimetilmetacrilato durante o processo de polimerizagéo (VUGT
et al., 2019).

Contudo, muitos produtos comerciais ja incorporam o antibidtico
em sua composigdo, sendo um dos mais frequentes a gentamicina (KUEHN et
al., 2005). Isto se deve ao bom espectro de atividade bactericida dependente da
concentragdo, estabilidade térmica e alta solubilidade em agua (WEBB e
SPENCER, 2007). Foi citado que doses de antibidticos de menos que 1 grama
por 40 grama de po de polimero ndo tem influéncia na forga tensil ou
compressiva e nao muda as caracteristicas térmicas ou viscosidades (WANG e
DUNNE, 2008). Muitos antibiéticos podem ser labeis ao calor ou causar efeito
deletério ao cimento, tais como flucloxacilina, penicilinas e cloranfenicol
(CAVALU, 2017). Tem sido citado que o uso de antibiético liquido em vez de po
nao foi necessariamente associado com perda de eficacia (HAYES et al., 2013).

Quando polimetilmetacrilato € empregado como pérolas em areas
infectadas em pacientes humanos, em geral, emprega-se como antibiético um
aminoglicosideo como a gentamicina ou vancomicina (RODNER et al., 2003).

Ambos antibidticos sao liberados localmente em concentragdes eficazes apods
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trés a seis meses, quando da remogéao ao ser usado como espagador (MAGNAN
et al., 2013). A combinagao de gentamicina e clindamicina é também conhecida
por ter efeito bactericida sinérgico (KUEHN et al., 2005). De acordo com
Pellegrini e Suardi (2020), o uso de espacador de cimento em revisdo séptica de
proteses em pacientes humanos tem sido efetuado com altas doses de
antibidticos, que muitas vezes excede 2 gramas por 40 gramas de pé de cimento.
Embora seja citado como seguro, existem relatos de faléncia renal aguda nestes
pacientes, as quais foram revertidas apos a remoc¢ao do espacador. Parece que
o risco da faléncia renal e perda de audi¢cao estao relacionados principalmente
ao uso da gentamicina no cimento e pela rota sistémica (PASSUTI e GOUIN,
2003).

Os dados sobre a farmacocinética disponivel para uso de
antibiético impregnados em cimento ésseo em pacientes veterinarios é
considerado limitado, de forma que €& considerado prudente levar em
consideracao a dosagem parenteral simultédnea (HAYES et al., 2013).

Frascos de 1 grama de cefazolina e gentamicina (em alta e baixa
doses) esterilizados a vapor, esterilizados a gas e nao esterilizados foram
misturados ao polimetilmetacrilato para avaliagdo, por Weisman et al. (2000), da
eluicdo dos antibidticos e teste mecanicos. Os blocos de polimetilmetacrilato
contendo antibidtico inibiram o crescimento do Staphylococus aureus por uma
média de nove dias. A concentracdo de cefazolina e gentamicina diminuiram
dramaticamente apds as primeiras 24 horas, mas permaneceram acima da
concentragéao inibitéria minima ao longo do experimento (até 9 dias) para todos
0Ss grupos, exceto gentamicina em baixas doses. A forga compressiva foi afetada
pela adicdo dos antibidticos.

Phillips et al. (2007) compararam a eluigcao in vitro de pérolas de
polimetiimetacrilato com amicacina, cefazolina ou com os antibiéticos
combinados. Apos liberagéo inicial nas primeiras 24 horas, as taxas de liberagéo
diminuiram para ambos antibi6ticos isolados e também na combinagdo. A
eluicdo das pérolas contendo somente amicacina ou cefazolina foram
suficientemente maiores do que a concentracdo inibitéria minima para
patégenos comuns em feridas, por no minimo 30 dias, fato ndo verificado com
os antibidticos combinados. Portanto, a combinagao destes antibidticos nao foi

recomendada.
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As caracteristicas da eluicdo da cefazolina a partir de pérolas de
polimetilmetacrilato de trés diferentes marcas comerciais (SmartSet HV, Depuy |
e Cemfix 3) e de pérolas de sulfato de calcio foram avaliadas por Udomkusonsri
et al. (2012). A proporgao foi de 1 grama de cefazolina para 10 gramas do
polimetilmetacrilato ou sulfato de calcio, sendo as pérolas esterilizadas com
oxido de etileno. Os dois tipos de pérolas apresentaram atividade antibacteriana.
A eluicdo da cefazolina, analisada por 15 dias, foi considerada bifasica, com
6tima eluicdo no periodo inicial e diminuigao rapida depois disso. Foi detectada
pouca diferenga entre os trés tipos de pérolas de polimetilmetacrilato, o que foi
relacionado as porcentagens de polimetilmetacrilato nos produtos comerciais.

Por sua vez, em aves as pérolas de polimetiimetacrilato tém sido
usadas, de acordo com Forbes (2000), no tratamento de “bumblefoot”,
osteomielite e outras infecgdes localizadas. Existem citagdes de 1 a 2 gramas de
pd de antibidtico incorporado com 40-60 gramas ou com 20 gramas de
polimetilmetacrilato. O autor também chama a atencao para antibiéticos labeis
ao calor tais como tetraciclina, cloranfenicol, polimixina B, eritromicina,
bacitracina, ceftiazida. Entre os possiveis de utilizagdo encontram-se a

gentamicina, amicacina, neomicina, lincomicina e clindamicina,

2.3 Fraturas e defeitos 6sseos em aves

As fraturas estao entre as condi¢des ortopédicas mais comuns em
aves (CARRASCO, 2019). Os ossos das aves tém uma série de particularidades
quando comparados aos dos mamiferos, tais como ossos frageis e com corticais
mais finas, sendo alguns ossos pneumaticos, fatos que interferem nos métodos
de tratamento (DONELEY, 2010; DARROW e BENNETT, 2022). O osso longo
tem pouca ou nenhuma organizagao dentro dos sistemas Haversianos (COLES,
2007). Além disso, o éxito do tratamento da fratura esta associado ao estilo de
vida do passaro e a demanda fisica requerida (PONDER e REDIG, 2016;
CARRASCO, 2019). A estabilidade clinica de uma fratura ocorre entre duas e
trés semanas e geralmente precede a evidéncia radiografica de consolidagdo em
torno de trés a seis semanas (DONELEY, 2010).
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As fraturas expostas e contaminadas ndo sdo incomuns em aves
e, quando desenvolvem osteomielite, o debridamento da area é critico para o
sucesso (SCOTT, 2016). Varios organismos tém sido isolados em casos de
osteomielites, mas coliformes sdo comuns e algumas vezes se observa
anaerobicos (COLES, 2007). Fraturas cominutivas em que os fragmentos
O0sseos perderam a conexao com os tecidos moles frequentemente desenvolvem
sequestro 6sseo (PONDER e REDIG, 2016; GROSSO, 2019). Areas com 0sso
desvitalizado ou morto precisam ser removidas, porém se compreendem uma
grande area ou circunferéncia inteira, a fratura pode nao ser reparavel (SCOTT,
2016). Se menos que 25% do comprimento do umero for perdido, a ave pode se
adaptar e aprender a voar (COLES, 2007).

Os sinais de osteomielite incluem drenagem sanguinolenta da
incisdo e achados radiograficos de areas difusas e indistintas do periésteo, mas
muitas vezes dificeis de diferenciar do processo normal de consolidagao, além
da presencga de espiculas 6sseas (SCOTT, 2016). Como aves nao geram muita
reacao periosteal durante a consolidagado da fratura, o mesmo ocorre com a
osteomielite, assim a ostedlise junto com o edema de tecido mole sdo as
anormalidades radiograficas predominantes (GROSSO, 2019). A ave pode
também apresentar contagem elevada de leucécitos e sinais clinicos nao
especificos como anorexia ou queda da asa (PONDER e REDIG, 2016).

Em caso de infeccdo, o antibidtico deve ser baseado na cultura e
antibiograma, porém em rapinantes tem sido indicada a clindamicina pela
penetracdo no osso (SCOTT, 2016). Outros autores também indicam a
clindamicina ou amoxicilina com &cido clavulanico em fraturas exposta,
cominutivas e infectadas (DONELEY, 2010).

As cefalosporinas penetram o osso e seu uso profilatico para
cirurgia é recomendado, sendo a excrecao efetuada pelos rins (TULLY, 2010).
Sao consideradas relativamente nao téxicas e possuem capacidade de inibir a
formagdo da parede celular bacteriana e s&o bactericidas no crescimento e
divisdo de organismos (FLAMMER, 1999). As primeiras geragdoes de
cefalosporinas sdo mais efetivas contra bactérias Gram-positivas e algumas
Gram-negativas, porém as geragdes mais complexas (segunda e terceira)
possuem atividade aumentada nas Gram-negativas, mas a atividade contra

Gram-positivas é reduzida (FLAMMER, 1999). A cefazolina encontra-se na
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primeira geragao de cefalosporinas, cuja dosagem tem sido referida como de 25-
75 mg/kg a cada 8-12 horas para a maioria das espécies aviarias e de 50-100
mg/kg para rapinantes (TULLY, 2010). As cefalosporinas sao potencialmente
sinérgicas com os aminoglicosideos (FLAMMER, 1999).

De acordo com Darrow e Bennett (2022), nos casos de defeitos
0sseos grandes tém sido usado enxerto autdlogo, porém o volume é pequeno
em aves, ou aloenxertos, 0os quais aparentemente possuem poucos beneficios
devido as complicagdes. Outra opcdo promissora € a matriz Ossea
desmineralizada.

Fraturas transversais induzidas no umero de pombos foram
tratadas, por MacCoy e Haschek (1988), com xenoenxertos e aloenxertos
corticais esterilizados com 6xido de etileno. Nenhum dos enxertos contribuiram
ou interferiram com a consolidacido Ossea; contudo, foi detectada aumento
significante do numero de deiscéncia das feridas cirurgicas e infe¢do local,
sequestro do enxerto e reacao de corpo estranho.

Por outro lado, Wander et al. (2000) investigaram o emprego de
pinos 6sseos corticais de xenoenxerto (avestruz ou cdo), os quais foram
comparados com o fio de Kirschner no reparo de fratura do umero de pombos.
Apds a confeccdo das pontas dos pinos de xenoenxertos, estes foram
esterilizados com plasma de gas de H202 e novamente conservados a -70°C. Os
pinos de xenoenxertos induziram reacgao inflamatéria mononuclear que nao
prejudicou a consolidagdo 6ssea, além de apresentarem mais calo periosteal e
inflamac&o no local da fratura do que os ossos estabilizados com fio de
Kirschner.

A distracado osteogénica com o uso de fixador esquelético externo
circular foi aplicada, por Bueno et al. (2019), para o restabelecimento do
comprimento do membro pélvico em dois rapinantes (falcao peregrino e corujao-
orelhudo), os quais apresentavam encurtamento Osseo decorrentes de
complicagdes no tratamento de fratura do tibiotarso. Apds a recuperacdo, ambas
as aves foram soltas.

Por sua vez, a osteogénese com transporte 6sseo foi utilizada por
Johnston et al. (2008), com emprego de um fixador circular, em um papagaio-

de-nuca-amarela, com perda 6ssea consequente a falha no tratamento de fratura



14

tibiotarso. Apds sete semanas houve formacao 6ssea na falha, mas a area de
acoplamento n&o consolidou, sendo necessarias mais duas cirurgias para
debridamento das extremidades ésseas e estimular a consolidagado, sendo a

fratura mantida com fixador esquelético tipo |.
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