O 00 N O U Hp W N B

T T S S Y
u A W N P O

[ERY
N o

w W W W W W W W N N N N N N NN N NN PR
N oo o A WN R O VOO N O U  WN P O LV

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E CIENCIA

ANIMAL

ANA CLARA DE FRANCA SILVA AZEVEDO

AVALIACAO DA REGENERACAO OSSEA UTILIZANDO CIMENTO OSSEO
DE BRUSHITA

PATOS/PB
2020



38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54
55
56
57
58
59
60

61

62

63

64

65

66
67
68
69
70
71
72

ANA CLARA DE FRANCA SILVA AZEVEDO

AVALIACAO DA REGENERACAO OSSEA UTILIZANDO CIMENTO OSSEO

DE BRUSHITA

Dissertacdo submetida ao Programa
de Po6s-Graduagdo em Sadde e
Ciéncia Animal, da Universidade
Federal de Campina Grande, como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncia e Saude
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Jorge Cavalcanti de Sa

PATOS-PB
2020



73

74

FICHA CATALOGERAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECADO CSETDAUFCG

A9043 Azevedo, Ana Clara de Franca Silva
Avaliacio daregeneracio 6ssea utilizando cimento 6sseo de Brushita .
Ana Clara de Franga Silva Azevedo. — Patos, 2020,

62f .- 1l; color.

e

Dissertacio (Mestrado em Satide e Ciéncia Animal) — Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Satide e Tecnologia Rural, 2020.

“Orientacio: Prof. Dr. Marcelo Jorge Cavalcanti de S4.”

Referéncias.

1. Biomateriais. 2. Cicatrizacio 6ssea. 3. Cirurgia ortopédica.
4. Cio. I Tirulo.

CDU635.1




75

76

N

o T =
APROVADO EM 12/ V2, 2020

EXAMINADORES:

MO

§ Pr(\ﬁ Dr. Mz
Unidade Académica de




77

78

79
80

81
82
83
84

85
86

87
88
89
90

91
92
93

94

95
96

97
98

99
100

101
102

103
104

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por derramar sobre mim os dons do Espirito Santo, por ser meu guia e

protetor em todos os momentos da minha vida pessoal e profissional.

Ao meu querido Adilio Santo de Azevedo (in memorian) que mesmo distante se fez presente
em meus pensamentos e oragdes, obrigada por existir em minha vida, o que sempre me fez
refletir e agradecer a Deus pela vida e saude que tenho. "Seja forte e corajoso”, obrigada por

sempre me incentivar a ser uma pessoa melhor e a crescer na humildade. Amo vocé.

A meu filho BENJAMIM, MEU AMOR INCONDICIONAL, que no final da "reta" ainda na

minha barriga foi meu companheiro de estudos, sempre muito tranquilo. Te amo.

Ao meu namorado, Lucas Leitdo, por ser tdo dedicado ao nosso relacionamento, por segurar
firme em minha m3o quando eu me senti perdida. Vocé se disp0s seguir comigo nessa
caminhada, sendo compreensivo, paciente e companheiro. Obrigada por ser meu seguro, te

amo meu bem.

A meus pais Cecilia de Franca, Manoel Salvador e aos meus irmdos Ana Carla e Fibio
Emanuel por todo carinho e amor, por sempre me incentivarem a estudar e ir além. Agradeco

a Deus por ter vocés como minha familia.
Aos animais utilizados neste experimento, que tornaram possivel este estudo.

Ao meu orientador, Marcelo Jorge Cavalcanti de S4, pelos ensinamentos e ajuda na minha

formacao profissional.

Aos amigos e colegas de equipe: Hitalo, Otto, Gracineide, Suelton, Edla, Ana Lucélia,

Jefferson, Fabricia, Maisa, Thais, Rauan e Nathdlia obrigada pelo apoio e contribuigao.

Ao Professor Valdomiro da Universidade Federal Rural de Pernambuco pela grande

contribuicdo nesta pesquisa. Muito Obrigada.

Ao CERTIBIO, por disponibilizar o compdsito utilizado neste experimento € ao doutorando

Otto, sempre disposto a contribuir.

Ao Setor de Cirurgia de Pequenos Animais da UFCG, em especial ao Prof. Pedro Izidro e

Professor Marcelo pela liberacdo do setor para realizacio das cirurgias.



105
106

107
108

A todos os funciondrios do HV, Max, Edgar, Dona Fitima, Dona Neném e em especial a

Jailson que com todo carinho e aten¢do me ajudou no manejo com os animais.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de

Campina Grande, pela oportunidade.



109

110

RESUMO

SUMARIO

ABSTRACT....cuiiuecersuennennnsaensaecsasssnsnns

INTRODUCAO GERAL

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

CAPITULO I - AVALIACAO DA REGENERACAO OSSEA APOS ORIFICIO
OSSEO DA TIBIA PROXIMAL DE COELHOS UTILIZANDO CIMENTO

OSSEO A
BRUSHITA

BASE

DE

RESUMO

ABSTRACT....cuiieecensnennennnssensacssassaennns

INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS. ...ueoeeeeenene.

RESULTADOS E DISCUSSOES

CONCLUSAO

CAPITULO II - UTILIZACAO DO CIMENTO OSSEO DE BRUSHITA EM

OSTEOSSINTESE DE TiBIA EM CAO

RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO

METODOLOGIA

RESULTADOS E DISCUSSOES

CONCLUSAO

CONCLUSAO GERAL

15

20
21

21

22

24

27

35

38

39

39

40

41

44

49

51



111

ANEXOS




112

113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

RESUMO

Essa dissertacdo é composta de dois capitulos. No primeiro capitulo objetivou-se avaliar a
neoformacdo dssea com o uso do cimento dsseo a base de brushita apds otectomia proximal
em tibias de coelhos. Foram utilizados 12 coelhos da raca Nova Zelandia clinicamente sadios.
Os animais foram seu préprio controle, o membro pélvico direito era o grupo controle (GC) e
o membro pélvico esquerdo era o grupo biomaterial de brushita (GB), dessa forma, formou-se
dois grupos experimentais. Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos, de acordo com os
periodos de observacdo de 40 e 90 dias para andlise histologica. Utilizou-se uma furadeira
ortopédica, com broca de dois mm, sob irrigacdo constante de solug¢do de cloreto de sédio
0,9% no membro pélvico direito (GC) cujo os defeitos ndo foram preenchidos. No membro
pélvico esquerdo (GB) os defeitos foram preenchidos com o cimento 6sseo de brushita.
Realizou-se andlises clinicas, radioldgicas e histoldgicas. Na anélise descritiva e comparativa
das avaliagdes clinicas e histoldgicas ndo se observou diferenga com relagdo a regeneragcdo
Ossea entre os grupos. Foi verificado que aos 40 dias de pds-operatdrio a reparagdo 6ssea do
grupo brushita foi mais intensa e acentuada quando comparada aos 90 dias. Na andlise
radiografica o grupo brushita revelou reparo Osseo mais rapido, iniciando aos 30 dias. O
cimento dsseo de brushita favorece a neoformacgdo 6ssea. O segundo capitulo objetivou-se
utilizar o cimento 6sseo de brushita em animal jovem e politraumatizado. Foi atendido um cdo
sem raca definida, macho, pesando 11,800 kg, quatro meses de idade e nao castrado. O animal
apresentava fratura obliqua curta em didfise de rddio e ulna esquerda a qual foi estabilizada
com placa compressiva no rddio, fratura cominutiva em didfise de tibia e fibula esquerda
estabilizada com pino intramedular, placa neutra e adi¢ao de biomaterial de brushita no gap da
fratura, e fratura Salter Harris tipo II em femur distal direita estabilizada com pinos cruzados
de Steinmann. Foram realizadas avalia¢des clinicas no periodo de 10 dias de pds-operatério e
exames radiograficos imediato e com 15, 30 e 60 dias de pds-operatorio. Na radiografia de 15
dias de pds-operatdrio da tibia e fibula esquerda foi possivel observar fechamento parcial da
linha de fratura com aumento de radiopacidade no local de implantagdo do cimento dsseo de
brushita e aos 30 dias observou-se consolidacao total. Na fratura Salter Harris tipo II obteve
consolidacdo inicial aos 30 dias e total aos 60 dias, € nos ossos radio e ulna esquerdo
observou-se radiograficamente a consolidacdo inicial aos 60 dias. Dessa forma, o cimento
6sseo de brushita favoreceu a rdpida evolucao cicatricial da fratura de tibia e fibula em cao

politraumatizado.
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ABSTRACT

This dissertation consists of two chapters. No first chapter aims to evaluate a new bone
formation using brush-based bone cement after proximal otectomy in rabbit tibias. Twelve
clinically sadistic New Zealand rabbits were used. The animals were their own control, or a
member of the right control group (CG) and a member of the left group was a brush
biomaterial group (GB), thus forming two groups of experiments. Each group was subdivided
into two subgroups, according to observation observations of 40 and 90 days for historical
analysis. He used an orthopedic drill, with a 2 mm drill bit, under constant irrigation of 0.9%
sodium chloride solution in the right pelvic limb (GC), whose defects were not filled. No left
pelvic limb (GB) had the defects filled with brush mineral cement. Clinical, radiological and
histological analyzes were performed. In the descriptive and comparative analysis of the
clinical and histological analyzes, there was no difference regarding bone regeneration
between the groups. It was selected that after 40 days postoperatively in bone repair of the
brush group it was more intense and accentuated when compared to 90 days. In the
radiographic or group analysis, the brush revealed the fastest repair, starting in 30 days. Brush
bone cement favors bone neoformation. The second chapter aimed to use brushite bone
cement in a young and multiple trauma animal. A mixed breed male dog, weighing 11,800 kg,
four months old and not neutered, was treated. The animal had a short oblique fracture in the
radial shaft and left ulna which was stabilized with a compression plate on the radius,
comminuted fracture in the tibial shaft and left fibula stabilized with an intramedullary pin,
neutral plate and addition of brushite biomaterial in the fracture gap, and Salter Harris type II
fracture in the right distal femur stabilized with crossed Steinmann pins. Clinical evaluations
were carried out within 10 days of the postoperative period and radiographic examinations
were performed immediately and at 15, 30 and 60 days after the operation. On the 15-day
postoperative radiograph of the tibia and left fibula, it was possible to observe partial closure
of the fracture line with increased radiopacity at the implantation site of the brushite bone
cement and at 30 days, total consolidation was observed. In the Salter Harris type II fracture,
initial consolidation occurred at 30 days and total consolidation at 60 days, and in the radius
bones and left ulna, initial consolidation was observed radiographically at 60 days. Thus,
brushite bone cement favored the rapid healing of tibial and fibular fractures in a

polytraumatized dog.
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INTRODUCAO GERAL

Os biomateriais sdo feitos de diferentes materiais e para diversos empregos no ser
vivo. O teste in vivo de biomateriais € a implantacdo do produto em um modelo animal,
visando acompanhar, por meio de avaliagdes clinicas, histolégicas e mecanicas as reacoes
desencadeadas. No teste in vivo no modelo animal € feito o estudo das respostas inflamatorias,
aguda e cronica e a relacdo destas no periodo tardio, com o sucesso € o insucesso do
biomaterial. A biocompatibilidade de um implante depende de varios fatores, especialmente
do tipo de tecido que serd exposto ao material e a duracdo da exposi¢do (REZENDE, 2012).

Os testes de avaliacdo de materiais para emprego em 0ssos, sdo feitos no 0sso
esponjoso ou cortical. Devido a capacidade de regeneracdo do osso, € esperado seu
crescimento sobre o implante. No osso cortical, os pré-osteoblastos revestem os canais de
Havers dos dsteons e os canais vasculares. O peridsteo sobre o osso cortical, é também
composto de pré-osteoblastos. No osso esponjoso, a superficie endosteal da trabécula é
coberta por pré-osteoblastos (SPECTOR E LALOR, 1996).

As avaliacdes da reacdo tecidual sdo observadas pela avaliacdo clinica e histoldgica.
Para restaurar tecidos perdidos, médicos e cirurgides utilizam enxertos autégenos ou
alégenos. O enxerto autégeno pode ser obtido a partir de outras dreas do esqueleto com
disponibilidade, como: crista iliaca, crista tibial, tubérculo maior do imero e o trocinter maior
do fémur. Esse permanece como primeira escolha dos cirurgides no tratamento regenerador
Osseo, principalmente, devido as suas propriedades de osteoconducdo, osteoindugdo e
osteogénese. Entretanto, esse tipo de enxerto apresenta algumas desvantagens como,
necessidade de uma cirurgia adicional na drea doadora, aumento da morbidade, risco de
contamina¢do na drea doadora, risco de infeccdo da ferida cirtrgica e limitacdo em relacdo a
quantidade doadora (FIERZ et al., 2008; DIMITRIOU et al., 2011; HANDA et al., 2012).

A bioengenharia tecidual € um campo multidisciplinar que envolve a aplicacdo de
principios e métodos da engenharia e das ciéncias da saude para assistir e acelerar a
regeneragado e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados (TABATA, 2009).

Os materiais que sdo potencialmente pesquisados na bioengenharia tecidual para
aplicacdo na substituicdo de ossos sdo: metais, polimeros, ceramicas, vidros e compositos.
Todos esses materiais sdo enquadrados numa classe denominada biomaterial (OLIVEIRA et

al., 2009).
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Em virtude da exigéncia tecidual, os biomateriais utilizados como substitutos do tecido
Osseo devem possuir caracteristicas especiais. Eles necessitam ser biocompativeis,
biodegraddveis e osteocondutiveis, proporcionando a conducdo de osteoblastos ou de células
precursoras de osteoblastos para o sitio lesado e de fatores regulatérios que promovam esse
recrutamento, assim como o crescimento celular neste sitio, proporcionando uma estrutura
adequada, que servira de suporte para a neoformacdo dssea (LIU, 2004; WAN, 2006; CHEN
et al., 2009).

Os implantes e as préteses devem ser formados por materiais que possam sustentar as
caracteristicas agressivas do meio, o peso e a carga que lhes sdo impostas, podendo haver
limitacdes e problemas especificos das técnicas de implantagcdo, que limitam a sua utilizagdo.
A utilizagdo de biomateriais € uma opg¢ao vidvel, tendo em conta a constante procura por
materiais ideais (CARMEN et al., 2014).

A enxertia 6ssea € o segundo tipo de transplante tecidual mais realizado no mundo,
perdendo em numeros somente para transfusdo sanguinea (GIANNOUDIS et al., 2005). Os
substitutos dsseos sdo atualmente objetos de intensa investigagdo mundial, tendo como
objetivo encontrar outras alternativas vidveis para se lidar com as limita¢des decorrentes tanto
da colheita de enxerto 6sseo autégeno, como da necessidade de se recorrer a bancos de 0ssos.
Além disso, a utilizacdo de aloenxertos apresenta sempre o risco potencial de transmissao de
doencas infecciosas (KHAN et al., 2005).

Biomateriais de enchimento como os cimentos Osseos sdo utilizados nas dreas
cirirgicas da odontologia e ortopedia: na reparacdo da perfuracdo da raiz do dente,
revestimento da polpa dentdria, na cirurgia do quadril, coluna vertebral, falhas Gsseas
resultantes de traumas e como componente principal para fixar as proteses dentro dos 0ssos.
Dentre os cimentos Osseos utilizados estao os cimentos de fosfato de céalcio, fosfatos de
magnésio, sulfato de cdlcio e de silicato de cdlcio devido a suas propriedades de
biocompatibilidade, bioatividade e propriedades osteogénicas (DOROZHKIN, 2008;
HUGHES, 2015).

Os cimentos 0sseos baseados em silicato de cdlcio sdo formulados a partir de uma
solugdo de 4cido fosférico e pé de wollastonita (CaSiO3) através de uma reagcdo exotérmica,
formando uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura corpdrea. O produto final
dessa mistura é conhecida como brushita (fosfato dicélcico di-hidratado), representada pela
equacdo quimica CaSiO3 + H3PO4 + 2H20 = CaHPO4.2H20 + H2Si03 (MOSSELMANS
et al., 2007; HUGHES, 2015; COLORADO et al., 2011).
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Os cimentos de brushita tem vantagens devido sua boa capacidade de reabsorcdo que é
causada principalmente pela solubilidade da brushita nas condigdes fisioldgicas, além de
possuirem uma boa degradabilidade, osteointegradabilidade e apoiar as células osteobldsticas
a: adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e formagdo do osso mais rdpido do que os cimentos de
apatita (COLORADO, 2011; SOPCAK et al., 2016; PADILLA et al., 2015). As desvantagens
sdo principalmente a alta porosidade que provoca consequentemente fraca resisténcia
mecanica e a sua rapida reacdo de cura (HOFMANN et. al., 2009; SOPCAK et al., 2016).

De acordo com o exposto o objetivo deste estudo foi avaliar a regeneracdo 6ssea apos
o emprego do cimento 6sseo de brushita, em um estudo experimental em coelhos e em um cdo

com fratura de tibia e fibula.
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Avaliacao da regeneracio 6ssea apos orificio 6sseo da tibia proximal de coelhos

utilizando cimento 0sseo a base de brushita
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracio 6ssea conduzida pelo cimentos 0sseo
de brushita em coelhos. Utilizou-se 12 coelhos da raga Nova Zelandia. Os animais
foram seu préprio controle, o membro pélvico direito era o grupo controle (GC) e o
membro pélvico esquerdo era o grupo biomaterial de brushita (GB), dessa forma
formou-se dois grupos experimentais. Cada grupo subdividido em dois subgrupos, de
acordo com os periodos de observacdo de 40 e 90 dias para andlise histoldgica.
Utilizou-se uma furadeira ortopédica, com broca de 2 mm, sob irrigacdo constante de
solucdo de cloreto de sédio 0,9%, no membro pélvico direito (GC) os defeitos ndo
foram preenchidos, no membro pélvico esquerdo (GB) os defeitos foram preenchidos
com o cimento Osseo de brushita. Realizou-se andlises clinicas, radiogréficas e
histolégicas. Na andlise descritiva e comparativa das avaliagdes clinicas, histolégicas
ndo observou-se diferenca com relagdo a regeneracdo dssea entre os grupos, o que se
verificou foi que aos 40 dias de pds-operatdrio a reparacdo Ossea do grupo brushita foi
mais intensa e acentuada se comparada aos 90 dias. Na analise radiografica o grupo
brushita revelou reparo 6sseo mais rapido, iniciando aos 30 dias. Portanto, o cimento

6sseo de brushita favoreceu a neoformacgao 6ssea.
PALAVRAS- CHAVE: biomateriais; consolidagao 6ssea; fraturas; enxertos, coelho.
ABSTRACT:

The objective of this work was to evaluate bone regeneration conducted by brushite
bone cements in rabbits. Twelve New Zealand rabbits were used. The animals were
their own control, the right pelvic limb was the control group (CG) and the left pelvic
limb was the brushite biomaterial group (GB), thus two experimental groups were
formed. Each group was divided into two subgroups, according to the observation
periods of 40 and 90 days for histological analysis. An orthopedic drill was used, with a
2 mm drill, under constant irrigation of 0.9% sodium chloride solution, in the right
pelvic limb (GC) the defects were not filled, in the left pelvic limb (GB) the defects
were filled with brushite bone cement. Clinical, radiographic and histological analyzes

were performed. In the descriptive and comparative analysis of the clinical and
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histological evaluations, no difference was observed in relation to bone regeneration
between the groups, what was found was that at 40 days postoperatively the bone repair
of the brushite group was more intense and accentuated when compared at 90 days. In
the radiographic analysis, the brushite group revealed faster bone repair, starting at 30

days. Therefore, brushite bone cement favored bone neoformation.
KAYWORD: biomaterials; bone healing; fractures; grafts, rabbits.
INTRODUCAO

Os cimentos 6sseos sdo biomateriais sintéticos compostos por duas partes, um
componente em pé e um componente liquido, usados com muito sucesso em diversas
aplicacdes médicas, tal como na cirurgia ortopédica, na dentdria, etc. Estes ddo origem a
uma massa viscosa que se altera ao longo do tempo e que tende a endurecer apds a

mistura das duas partes (Lewis, 1997).

Os cimentos além de cimentarem préteses, também podem preencher cavidades
e pequenos defeitos 6sseos, sendo nesses casos usados como material de enxerto dsseo,
em que se pretende que o cimento seja reabsorvido pelo organismo e substituido por

novo tecido ésseo (Chow, 2009).

Desde entdo, muitos cimentos com diferentes composi¢des t€m sido propostas.
Dependendo do valor de pH da pasta, todos os cimentos de fosfatos de célcio (CPCs)
podem ser classificados, de acordo com o seu produto final, ou seja, processo de
endurecimento (reacdo de setting), em cimentos de apatita (HA-CPCs) e cimentos de
brushita (DCPD-CPCs) (Bohner, 2000; Theiss et al., 2005), em que este ultimo tem
vindo a ganhar algum interesse, devido os DCPD-CPCs serem reabsorvidos muito mais
rapidamente do que os HA-CPCs, isto porque a brushita € um composto metaestivel,
quando usado em condicdes fisiologicas (Bohner, 2000). Os cimentos de apatite sdo
formados acima de pH 4,2, enquanto os cimentos de brushita sdo preferencialmente

formados a pH < 4,2 (Dorozhkin, 2008; Gbureck et al., 2005).

Os cimentos de brushita sdo bastante biocompativeis e bioreabsorviveis (Theiss
et al., 2005). Entretanto, reagdes inflamatdrias t€m sido descritas nas primeiras semanas,
quando uma grande quantidade de cimento de brushita é usado (Dorozhkin, 2008;

Bohner, 2000). Esta inflamac@o pode ser devida a transformacgao parcial do fosfato de
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dicdlcico dihidratado (DCPD (brushita)) a hidroxiapatite (HA) e/ou hidroxiapatite
deficiente em célcio (CDHA) com libertacdo de acido fosférico (Dorozhkin, 2008;
Bohner, 2000). Esta transformacdo a HA e/ou (CDHA) pode ser retardada através da

adicdo de fons magnésio ao cimento (Dorozhkin, 2008).

A absorcdo dos DCPD-CPCs ocorre por decomposiciao de macrdéfagos e células
gigantes, atividade osteocldstica e também por dissolucao simples. Os cimentos de
brushita sdo muito mais bioreabsorviveis, pois decompdem-se através dos dois
processo, tanto o passivo como o ativo. Assim, resulta que os cimentos de brushita se
degradam mais rapidamente que os cimentos de apatite. A taxa de degradacio linear dos
cimentos de brushita € de 0.25 mm/semana. Esta taxa de degradacao rapida pode levar a

formagdo de osso imaturo (Dorozhkin, 2008; Bohner, 2000).

O cimento 6sseo ceramico tem como base os precursores sais de célcio e fosfato,
e por meio do processo de dissoluciao/precipitacdo, apresenta caracteristicas que o
qualificam cada vez mais a ser utilizado, tendo em vista sua bioatividade e capacidade
de reabsor¢do no organismo (Dunne, 2008). Sendo o silicato de cdlcio o principal
componente do cimento 0sseo de wollastonita/brushita, em que o p6 de wollastonita
(CaSi0O3) reage com uma solucio de acido fosforico, obtendo uma massa homogénea,
que apoés a secagem, forma a fase de brushita (Morua et al., 2017). Assim, apresentam:
melhor controle reacional, tempo mais curto de preparacdo, além de uma melhor
propriedade fisico-quimica, por conta de sua melhor homogeneizacio, destacando-se
sua maior regeneracdo Ossea, devido a elevada reabsorcdo do cimento de brushita
(Ramalho, 2010). Este trabalho teve como objetivo avaliar a regeneracdo dssea apos
defeito 6sseo da tibia proximal de coelhos utilizando cimento ésseo a base de brushita

através de avaliacdo clinica, radiogréfica e histoldgica.

MATERIAL E METODOS

O estudo realizou-se no setor de Cirurgia de Pequenos Animais do Hospital
Veterindrio (HV) do Centro de Satde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG) campus de Patos, apds aprovagdo pelo Comité de
Etica do Uso de Animais desta Institui¢do segundo o protocolo n° 0134/2018.

Retrata um estudo experimental, com grupos alocados de forma aleatéria em

biotério. O modelo animal utilizado foi o coelho da raga Nova Zelandia (New Zealand
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(Oryctolagus Cuniculus), clinicamente sadios e perfazendo uma amostra total de 12
animais, seis machos e seis fémeas, pesando em média 2,49 + 0.29kg (média + desvio
padrdo). Os animais eram mesticos, adultos jovens, adquiridos de um criatério
comercial local. Cada animal recebeu uma aplicacio de ivermectina (Ivermectina OF®,
Ouro Fino, Cravinhos — SP, Brasil) na dose de 0,4mg/Kg por via subcutinea (SC) e
em seguida foram numerados e alojados em gaiolas individuais de tamanho
60x40x60cm, previamente higienizadas e suspensas do solo, onde permaneceram por 15
dias para aclimatacdo e em todo o periodo experimental receberam racdo balanceada
duas vezes ao dia e dgua potavel ad libitum.

Os animais foram seu préprio controle, o membro pélvico direito era o grupo
controle (GC) e o membro pélvico esquerdo era o grupo biomaterial de brushita (GB),
dessa forma formaram dois grupos experimentais. E cada grupo subdividido em dois
subgrupos, de acordo com os periodos de observacdo de 40 e 90 dias para andlise
histolégica.

No pré-operatério os animais foram anestesiados com inducdo com zoletil
(Zoletil®, Vibarc, SP - Brasil) na dose 15mg/kg por via intramuscular (IM). Foram
medicados com anti-inflamatério meloxican (Maxicam®, Ouro Fino, Osasco — SP,
Brasil) por via SC na dose de 0,2 mg/kg. Cerca de 30 minutos antes do procedimento
cirurgico administrou-se antibioticoterapia profildtica por via intravenosa (IV) com
cefalotina 20% (Keflin, Aurobindo Pharma, Andpolis - GO, Brasil) a dose de 25 mg/kg.
Ap6s tricotomia em ambos os membros pélvicos e regido lombossacra realizou-se a
anestesia epidural com lidocaina 2% (Lidovet®, Engenho Novo — RJ, Brasil) com
vasoconstritor na dose de 0,3ml/kg associado ao tramadol a 5% (Tramal®, Pfizer,
Guarulhos — SP, Brasil) na dose de 1mg/kg ambos pela via epidural em todos os
animais.

Para preenchimento dos defeitos Osseos utilizou-se o substituto dsseo brushita
injetdvel composto por uma mistura de duas fases, uma fase sélida na forma de 5g de p6
de wollastonita e uma fase liquida de solugdo de 50 pL de politilenoglicol e 2,9 ml de
solugcdo de 4cido fosférico, essa mistura foi homogeneizada por um minuto e meio e
permaneceu em repouso por 30-40 minutos antes de fazer a reagdo exotérmica e cura
final. Este biomaterial foi confeccionado e cedido pelo Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO da Universidade Federal de

Campina Grande (Fig.1).
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Figura 2 - Fluxograma representando a prepara¢do do cimento Osseo de brushita.
Iniciou-se com a mistura da amostra liquida de 50 uL de politilenoglicol e 2,9 ml da
solucdo de acido fosférico, posteriormente esta mistura foi adicionada a amostra sélida
de 5g de p6 de wollastonita, homogeneizou-se por um minuto € meio, permaneceu em

descanso por 40 minutos e implantou no modelo animal.

Os animais foram posicionados e tiveram seus membros pélvicos preparados
para a cirurgia asséptica. Inicialmente foi feita incisdo de 2 cm de extensdo na margem
cranio-medial da tibia, divulsdo do tecido subcutineo e muscular com elevacdo do
peridsteo, expondo a regido diafisdria proximal da tibia. O defeito ésseo foi padronizado
com 2 mm de didmetro e foi confeccionado medialmente na diafise tibial proximal de
cada membro pélvico sendo o limite a transposicdo da cortical-cis. Utilizou-se uma
furadeira ortopédica, com broca de 2 mm, sob irrigacao constante de solucdo de cloreto
de sodio 0,9% para evitar lesdo térmica nas bordas do defeito. No membro pélvico
direito (GC) os defeitos nao foram preenchidos, no membro pélvico esquerdo (GB) os
defeitos foram preenchidos com o cimento 6sseo de brushita. Os implantes foram
fixados as areas receptoras através da sutura da musculatura sobre os mesmos com
padrao de sutura ‘X’ com fio poliglactina 910 3-0 (Shalon Medical - Goiania, Brasil).
Ap6s, reducdo do espago morto com padrao intradérmico e com fio poliglactina 910 3-0
(Shalon Medical - Goiania, Brasil) e dermorrafia com fio nylon 3-0 (Shalon Medical -

Goiania, Brasil) em padrao de sutura Wolf (Fig. 2).



Figura 3- Orificio ésseo na tibia esquerda de coelho. A: lesdo dssea com broca de 2

mm. B: defeito 6sseo de 2 mm e coloragdo marrom ocasionada pela mistura do
biomaterial e sangue. C: presenca do biomaterial na lesdo éssea e miorrafia com fio

poliglactina 3-0.

Radiografias simples na projecdo craniocaudal (CC) e médio-lateral (ML) foram
realizadas no pds-operatdrio imediato, e aos 30, 60 e 90 dias, para acompanhamento da
regeneracdo Ossea. Os dados de presenca e auséncia das varidveis da avaliacdo
radiografica (auséncia de reacdo periosteal; reacdo periosteal apenas nas bordas da lesdo
Ossea; reagdo periosteal nas bordas da lesio com consolidacio evoluindo
concentricamente sem consolidacdo completa; e consolidacio completa) foram
transformados em porcentagens.

No pés-operatério, diariamente a ferida cirdrgica foi limpa com uso de solucio
de cloreto de sédio a 0,9%, com posterior aplicacio de curativo com gaze e
esparadrapo, e anti-inflamatério meloxicam (Maxicam®, Ouro Fino, Cravinhos — SP,
Brasil) na dose de 0,1lmg/kg a cada 24 horas por trés dias. O processo de avaliacdo
clinica das feridas cirdrgicas ocorreu durante os dez primeiros dias de pds-operatdrio,
observando de cinco a dez minutos a inspecao, palpacdo, dor, cicatrizagdo da ferida,
infec¢do, drenagens, apoio do membro no solo, deambulagédo e alinhamento do membro.

Os animais foram eutanasiados ao final de cada periodo de observacdo aos 40 e
90 dias, administrando-se medicacdo pré-anestésica com xilazina 2% (Sedanew®,
Vetnil, Louveira, SP - Brasil) na dose de 5 mg/kg, IM. Seguidos 15 minutos
administrou-se tiopental sédico (Thiopentax®, Cristalia, Itapira - SP, Brasil) na dose de
20mg/kg, IV e logo apds perda dos reflexos, cloreto de potdssio 19,1% (Isofarma
Halexistar, Eusébio - CE, Brasil) na dose de 1ml/kg, IV, de acordo com as normas de

eutandsia definidas pelo CFMV.
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ApOs a eutandsia, nos periodos pré-determinados de 40 e 90 dias, as tibias foram
retiradas, seccionadas em torno de 1 cm acima e abaixo em relagdo a ostectomia. Os
fragmentos dsseos foram submetidos a fixagdo com formalina tamponada a 10%
(Aphatec, Macaé - RJ, Brasil) durante 10 dias. Logo apds, o material foi lavado em 4dgua
corrente e descalcificado em mistura de partes iguais de solu¢do de 4dcido férmico 5%
(Aphatec, Macaé - RJ, Brasil) + 4cido cloridrico 5% (Aphatec, Macaé - RJ, Brasil)
durante cinco dias. Os fragmentos foram incluidos em parafina liquida (Aphatec, Macaé
- RJ, Brasil) e, posteriormente, cortados em fatias transversais de Sum de espessura dos
blocos montados em laminas de vidro. De cada bloco, foram obtidas quatro laminas,
sendo estas submetidas as técnicas de hematoxilina-eosina para visualizacao histoldgica,
avaliando-se a interface osso-implante, os graus de reacdo endosteal e periosteal, tecido
de cicatrizacdo, diferenciacdo Ossea e neoformagdo Ossea e foram graduadas em
discretas, moderadas e acentuadas. As amostras processadas foram entdo avaliadas

através de andlise descritiva comparativa por um avaliador cego.

Analise Estatistica

As diferencas nos resultados clinicos e histologicos entre os membros dos
coelhos tratados com o biomaterial Brushita e os membros com o tratamento controle
foram testadas utilizando-se o teste dos postos sinalizados de Wilcoxon (1945).
Utilizamos este teste ndo-paramétrico porque os dados nao satisfizeram os pressupostos
de normalidade e homogeneidade de variancias dos testes paramétricos. O teste foi
pareado devido a ocorréncia de dependéncia amostral, pois ambos os tratamentos foram
aplicados em um mesmo coelho, apesar de em membros pélvicos diferentes. As andlises
foram realizadas no programa R 3.5.0. (R Core Team, 2018). A avaliagcdo radiogréfica
dos tratamentos controle e brushita foram analisadas através de regressdes polinomiais

de segundo grau. Estas andlises foram realizadas no programa Excel 2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Logo apds a recuperagdo da anestesia epidural e em todo o periodo de avaliagdo
clinica cirdrgica as varidveis de dor a palpacdo, cicatrizagdo, deiscéncia de sutura,
infec¢do da ferida, apoio no solo e deambulacdo ndo diferiram significativamente entre
os grupos controle e grupo brushita em nenhum dos dias avaliados (Tab. 1), tendo em

vista que o suporte da tibia ndo foi comprometido (Melo et al., 1998). Tais fatos sdao
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devido ao tamanho diminuto da lesdo dssea de 2mm, a analgesia empregada e minimo

trauma aos tecidos adjacentes favoreceram para tais observacdes. Esses achados estdo

de acordo com os relatados por Azevedo et al. (2013) e Filgueira (2012) que avaliaram

outros tipos de biomateriais.

Tabela 1. Incidéncia em porcentagem de varidveis clinicas em 12 coelhos durante 10

dias de recuperacao apds o tratamento cirurgico dos membros pélvicos direito Controle)

e esquerdo (Biomaterial Brushita).

o Incidéncia em cada dia de avaliagdo clinica (%)
Varidveis Tratamento 1 5 3 1 5 3 5 3 9 0
Edema Controle 8.3% a* 8.3%a 83%a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 8.3%a 8.3% b** 8.3% b 16.7% b
Brushita 41.7% a 8.3% a 0.0% a 8.3% a 16.7% a 16.7% a 333%a 50.0% a 583% a | 58.3% a
Eritema Controle 0.0% b 0.0% a 0.0% a 0.0% b 0.0% b 0.0% b 0.0% b 0.0% b 0.0% b 0.0% b
Brushita 50.0% a 333%a 25.0% a 66.7% a | 41.7% a | 41.7% a | 58.3% a 50.0% a 583% a | 41.7% a
Dor a palpagdo | Controle 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a
Brushita 0.0% a 0.0% a 0.0% a 8.3% a 8.3% a 25.0% a 25.0% a 16.7% a 16.7% a 16.7% a
Cicatrizagdo Controle 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
Brushita 100% a 100% a 100% a 91.7% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
Deiscéncia de Controle 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a
sutura Brushita 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 0.0%a 0.0% a 00%a | 0.0%a
Infeccdo da Controle 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a
ferida Brushita 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 00%a | 0.0%a 0.0% a 00%a | 0.0%a
Drenagem Controle 0.0% a 0.0% b 0.0% a 0.0% a 8.3% b 8.3%a 8.3%a 0.0% b 0.0% b 0.0% b
Brushita 25.0%a | 41.7% a 0.0% a 16.7%a | 500% a | 41.7%a 41.7% a 41.7% a 41.7% a | 41.7% a
Claudicag@o Controle 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 0.0% b 0.0% b 0.0% a 0.0% a 0.0% b
Brushita 8.3%a 0.0% a 0.0% a 0.0% a 16.7% a 66.7% a | 66.7% a 333%a 333%a 41.7% a
Apoio no solo Controle 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
Brushita 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
Deambulagdo Controle 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
Brushita 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a 100% a
*Letras iguais, entre linhas, representam diferencas nao significativas entre os

tratamentos Brushita e Controle conforme o teste de Wilcoxon pareado a 95% de

confianga. **As diferencas significativas (p < 0,05) estdo destacadas em negrito.

A utilizacdo do cimento dsseo de brushita comparado ao grupo controle resultou

em incidéncia significativamente maior de sinais locais como eritema no primeiro dia e
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a partir do quarto dia ao dia dez; drenagem no segundo, no quinto e do oitavo ao dia
dez; e claudicac@o no sexto, sétimo e décimo dia de pds-operatorio (Tab. 1), diferente
dos resultados encontrados por Azevedo et al. (2013) e Filgueira (2012) os quais ndo
observaram tais alteracdes, entretanto estes autores em seus trabalhos utilizaram
pomada antibidtica no pds-operatério caso niao efetuado neste estudo. Apesar dessas
respostas clinicas pode-se afirmar que ndo houve contamina¢do do produto durante sua
manipulagdo o qual foi constatado pela auséncia de microrganismos nas dreas de
avaliacoes histologicas.

Do oitavo ao décimo dia foi observado edema na maioria dos animais, 0 mesmo
foi relatado por Souza (2018) utilizando substituto dsseo a base de fosfato de célcio.
Segundo Bohner (2000), as reacOes inflamatérias podem ocorrer devido a uma
transformagao do cimento dsseo de brushita em condicdes fisioldgicas pois durante o
processo hd liberagdo do 4cido resultando em reagdes inflamatdrias aos tecidos, sabendo
disso, neste trabalho, justificamos o uso do anti-inflamatério por trés dias no pos-
operatorio para minimizar tais reacdes. O esperado seria que devido ao trauma
cirdrgico, ocorresse um processo inflamatério, principalmente nos primeiros dias, € uma
regressdo do processo inflamatério ao longo do tempo conforme relatado por Vulcani et
al. (2013), porém isso nao foi observado pois até o décimo dia de pés operatdrio alguns
animais ainda apresentavam sinais de inflamacao. Entretanto, a cicatriza¢do da ferida
cirdrgica ocorreu por primeira inten¢do sendo os pontos de sutura retirados no décimo
dia, com base nessa avalia¢do pode-se afirmar ndo existir qualquer rejeicao ao cimento
Osseo de brushita confirmando a sua biocompatibilidade.

Na eutandsia de 40 dias dos animais, no exame post-mortem, apds incisdo da
pele verificou-se uma massa nodular, esbranquicada e de superficie irregular com
aderéncia de peridsteo e fibras musculares adjacente mais acentuado no grupo brushita e
discreto no grupo controle. Ao corte era macia e homogénea, sem odor. As mesmas
observacdes foram relatadas por Souza (2018) e caracterizada como granuloma que
segundo Vasconcelos (2012) € uma inflamagao e trata-se de uma reag¢do de macrofagos,
agentes inanimados e inertes (corpo estranho). Tais caracteristicas ndo foram
observadas em 90 dias ocorrendo total absor¢do do implante pelos macréfagos e células
gigantes.

Os exames histolégicos realizados neste estudo possibilitaram analisar as

reacoes entre os grupos durante o periodo de reparacdo Ossea proposto neste
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experimento. Nao houve diferencas significativas entre as andlises histoldgicas dsseas
(reagdo endosteal, reacdo periosteal, tecido de cicatrizagdo, diferenciagdo dssea € 0SSO
neoformado) dos membros dos coelhos tratados com o biomaterial Brushita e o
tratamento Controle, tanto aos 40 dias quanto aos 90 dias apds os procedimentos

cirurgicos (Tab.2).

Tabela 2. Médias e desvios padrdes (+) dos indices da andlise dssea em seis coelhos aos
40 e 90 dias de recuperagdo apds o tratamento cirtrgico dos membros pélvicos direito

(Controle) e esquerdo (Biomaterial Brushita).

o Tempo

Variaveis Tratamento 10 dias 90 dias

Reacdo endosteal Brushita 0.33 +0.58 a* 0.00+0.0a
Controle 0.33+0.58 a 0.00+£00a

Reacdo periosteal Brushita 1.66 + 1.53 a 1.33+0.58 a
Controle 1.00£1.73 a 1.00£1.00 a

Tecido de cicatriza¢do Brushita 0.66 +0.58 a 0.00+0.0a
Controle 0.66+1.15a 0.00+£00a

Diferenciacdo dssea Brushita 0.66 +0.58 a 0.00+0.0a
Controle 0.33+0.58a 0.00+00a

Osso neoformado Brushita 233+1.15a 200+00a
Controle 2.00+£1.00 a 200+£0.0a

*Letras iguais, entre linhas, representam diferencas nao significativas entre os
tratamentos Brushita e Controle conforme o teste de Wilcoxon pareado a 95% de

confianca.

Entretanto, analisando dentro do grupo de 40 dias a reagdo periosteal foi
moderada e acentuada no grupo brushita em 66,67% e acentuada no grupo controle em
33,33%, tecido cicatricial discreto no grupo brushita em 66,67% e moderado no grupo
controle em 33,33%, diferenciacdo dssea discreta no grupo brushita em 66,67% e grupo
controle em 33,33%, e neoformacdo 6ssea acentuada e discreta no grupo brushita em
100% e moderada no grupo controle em 33,33%.

Aos 90 dias houve reacdo periosteal discreta e moderada no grupo brushita em
100% e no grupo controle discreto € moderado em 66,67%, e neoformagdo Ossea
moderada 100% em ambos os grupos.

Comparando entre os momentos de 40 e 90 dias a reacdo endosteal, tecido
cicatricial e diferenciacdo 6ssea foi mais relevante quando utilizou-se o biomaterial de

brushita e essas respostas foram mais expressivas aos 40 dias de pos operatdrio. Essa
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caracteristica ocorre por que os cimentos de brushita sdo reabsorvidos rapidamente
(Theiss et al., 2005). A reacdo periosteal foi moderada e neoformacao Ossea acentuada
aos 40 dias e aos 90 dias foram discretas e moderadas, respectivamente. Os substitutos
Osseos sdo absorvidos e substituido por tecido dsseo neoformado, conforme observado
por Borges et al. (2000) que avaliou hidroxiapatita sintética como substituto dsseo. A
medida que o biomaterial foi degradado as respostas fisiolégicas ao biomaterial foram
amenizadas prevalecendo osso neoformado. Isso mostra que o cimento de brushita tem
capacidade de osteoindugido e osteocondutiva.

Na avaliacdo histolégica descritiva, pdde-se observar aos 40 dias de pos-
operatdrio, na interface osso-implante que recebeu a brushita, enddsteo e peridsteo
irregular com reacao celular intensa, muitos osteoblastos e osteoclastos ativos, grande
quantidade de fibroblastos e tecido conjuntivo, neoformacdo vascular, biomaterial
vacuolizado, tecido dsseo imaturo, proliferacdo de matriz 6ssea em volta do implante e
presenca de células mesenquimais em processo de diferenciacdo (Fig.3), estas
caracteristicas também foram relatado por Dufrane et al. (2003) o qual avaliou a
citotoxicidade in vitro de cdlcio e silicato liberados por pseudowollastonitta e Avelino
(2018) que avaliou silicato de calcio em coelhos.
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Figura 4 - Micrografia obtida de corte histolégico dos animais eutanasiados aos 40 dias

de pos-operatorio (GB). A: células mesenquimais em processo de diferenciacdo com
reacdo celular intensa (seta preta), osteoblastos (seta branca). B: vasos sanguineos
circundado por osteoblastos (seta preta), tecido Osseo induzido pelo biomaterial
promovendo reposicdo 6ssea. HE. Objetiva de 40 X. Escala 200um e 50um,

respectivamente.
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Nos animais eutanasiados aos 90 dias de pds-operatério, na interface 0sso-
implante que recebeu a brushita, foi observado que o peridsteo apresentava-se
totalmente estruturado, presenca de fibroblastos, tecido conjuntivo ativo, sistema de
Havers grandes e auséncia do biomaterial, demonstrando sua capacidade de
bioatividade e de reabsor¢do no organismo (Dunne, 2008). No grupo controle havia
crescimento 6sseo em direcao medular, reconstitui¢do dssea, muitos sistemas de Havers
em formacgao e remodelamento.

Os dados de presenca e auséncia das varidveis da avaliacdo radiogrifica
(auséncia de reacdo periosteal; reacdo periosteal apenas nas bordas da lesdo Ossea;
reacdo periosteal nas bordas da lesdo com consolidagdo evoluindo concentricamente
sem consolidagdo completa; e consolidagdo completa) foram transformados em

porcentagens. Esta transformacao foi necessaria para controlar o efeito da diferenca nas
quantidades amostrais entre as datas de avaliacdo. O efeito dos tratamentos controle e

brushita sobre estas varidveis ao longo do tempo foi analisado através de regressdes
polinomiais de segundo grau. Estas andlises foram realizadas no programa Excel 2016.
A auséncia de reagdo periosteal ndo foi registrada nos coelhos em nenhum dos
dias de avaliacdo. Na avaliacdo aos 30 dias apds a cirurgia, 83,3% dos membros dos
coelhos tratados com Brushita apresentaram reacdo periosteal nas bordas da lesdo com
consolidag¢do concéntrica ndo completa mostrando presenga de linha radiopaca definida
no local do defeito (Fig.4), indicando uma osteointegracdo assim como relatado por
Moreira et al. (2014), ao passo que a maioria dos controles apresentavam reagdo apenas
nas bordas, com somente 16,6% demonstrando consolidacdo concéntrica ndo completa
(Fig.5 e 6), podendo sugerir que o cimento Osseo de brushita favorece o processo de

cicatrizacdo Ossea mais rapida sendo osteoindutor e osteocondutor.
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Figura 5 - Imagem radiografica na projecdo médio lateral de tibia e fibula de coelho aos
30 dias de pds-operatdrio. A: membro direito, grupo controle. B: membro esquerdo,

grupo brushita. Destaca-se o local de orificio 6sseo em A e B (seta preta).
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Figura 5 - Porcentagem de coelhos que apresentaram reagdo periosteal nas bordas da
lesdo e consolidagao concéntrica ndo completa ao longo de 90 dias de recuperagdo pos-

cirdrgica.
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Figura 6 - Porcentagem de coelhos que apresentaram reacdo periosteal apenas nas

bordas da lesdo ao longo de 90 dias de recuperagdo pds-cirdrgica.

A porcentagem destas varidveis reduziu nas avaliagdes dos dias 60 e 90, pois

muitos coelhos ja apresentavam consolidacdo completa do osso. No dia 60, todos os

membros tratados com Brushita ja haviam consolidado completamente o 0sso, enquanto

que apenas 83,3% dos membros controle haviam atingido a consolida¢do completa

(Fig.7).
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Figura 7 - Porcentagem de coelhos que apresentaram consolidagdo completa do 0sso ao

longo de 90 dias de recuperacao pds-cirtrgica.
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Ao final do experimento, 90 dias, todos os coelhos haviam se recuperado

completamente.

CONCLUSAO

Houve incorporacdo do cimento Osseo de brushita ao leito receptor em 100% dos
casos. O tratamento com Brushita foi capaz de acelerar a consolida¢do das tibias dos
coelhos em comparacdio com o tratamento controle. O biomaterial Brushita ¢é
recomendado para conduzir falhas dsseas em outras espécies como a canina e felina, ja
que apresentou propriedades osteocondutoras com resultados satisfatérios em defeitos

Osseos em tibia de coelho.
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UTILIZACAO DO CIMENTO OSSEO DE BRUSHITA EM OSTEOSSINTESE
DE TIBIA DE CAO

RESUMO

O objetivo € relatar a utilizacdo do cimento 6sseo de brushita em osteossintese de tibia
de cdo. Foi atendido um cdo sem raca definida, macho, pesando 11,800 kg, de quatro
meses de idade, ndo castrado e politraumatizado. O animal apresentava fratura obliqua
curta em diafise de rddio e ulna esquerda a qual foi estabilizada com placa compressiva
no radio, fratura cominutiva em diéfise de tibia e fibula esquerda estabilizada com pino
intramedular, placa neutra e adicdo de biomaterial em tibia, e fratura Salter Harris tipo
IT em fémur direito estabilizada com pinos cruzados de steinmann. Foram realizadas
avaliacdes clinicas apds 10 dias de pds-operatério e exames radiograficos imediato e
com 15, 30 e 60 dias de pds-operatério. Na radiografia de 15 dias de pés-operatério dos
ossos de tibia e fibula esquerda foi possivel observar fechamento parcial da linha de
fratura com aumento de radiopacidade no local de implantagdo do cimento 6sseo de
brushita, aos 30 dias observou-se consolidagdo total. Na fratura Salter Harris tipo II
obteve consolidagdo inicial aos 30 dias e total aos 60 dias, e nos ossos radio e ulna
esquerdo observou-se radiograficamente a consolidacao inicial aos 60 dias. Foi possivel
observar o favorecimento do cimento dsseo de brushita em osteossintese de tibia em

cdo, obtendo a rdpida evolucao cicatricial.
PALAVRAS-CHAVE: biomaterial; cicatrizacao dssea; canino, cirurgia ortopédica.
ABSTRACT

The objective is to report the use of brushite bone cement in dog tibial osteosynthesis. A
mixed breed male dog, weighing 11,800 kg, four months old, untray and multiple
trauma was treated. The animal had a short oblique fracture in the radial shaft and left
ulna which was stabilized with a compression plate on the radius, comminuted fracture
in the tibial shaft and left fibula stabilized with an intramedullary pin, neutral plate and
addition of biomaterial in the tibia, and a Salter Harris fracture. type II in right femur
stabilized with crossed steinmann pins. Clinical evaluations were performed 10 days

after the operation and immediate radiographic examinations and 15, 30 and 60 days
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after the operation. On the 15-day postoperative radiograph of the tibial and left fibula
bones, it was possible to observe partial closure of the fracture line with increased
radiopacity at the site of implantation of the brushite bone cement. At 30 days, total
consolidation was observed. In the Salter Harris type II fracture, initial consolidation
occurred at 30 days and total consolidation at 60 days, and in the radius bones and left
ulna, initial consolidation was observed radiographically at 60 days. It was possible to
observe the favoring of brushite bone cement in tibial osteosynthesis in dogs, obtaining

the fast healing evolution.
KEYWORDS: biomaterial; bone healing; canine, orthopedic surgery.
INTRODUCAO

As fraturas em ossos longos sdo comuns em pequenos animais, pois estdo
sujeitas a forgas fisiologicas (sustentacdo do peso, contragdo muscular) e forcas nao
fisioldgicas (acidentes automobilistico e quedas) (Slatter, 2007). Em sua maioria sao
fraturas de alta energia resultando em perda Ossea e fragmentos cominutivos que
impossibilita a restauracdo anatomica. Nesse caso, a alternativa é a substituicdo dessa
falha 6ssea por enxerto ou biomateriais.

Na restauracdo de tecidos perdidos, médicos e cirurgides utilizam enxertos
autogenos ou aldégenos. O enxerto autdégeno pode ser obtido a partir de outras dreas do
esqueleto com disponibilidade, como: crista iliaca, crista tibial, tubérculo maior do
umero e o trocanter maior do fémur. E permanece como primeira escolha no tratamento
regenerador &sseo, principalmente, devido as suas propriedades de osteocondugdo,
osteoinducdo e osteogénese. Entretanto, esse tipo de enxerto apresenta algumas
desvantagens como, necessidade de uma cirurgia adicional na drea doadora, aumento da
morbidade, risco de contamina¢do na drea doadora, risco de infec¢do da ferida cirtrgica
e limitacdo em relacdo a quantidade doadora (Dimitriou, 2011; Handa, 2012). O enxerto
alégeno seria uma alternativa ao autégeno, porém hd muita controvérsia em relacio a
possibilidade de transmissao de doengas e reagdes imunogenicas (Jiang, 2012).

Os biomateriais sintéticos sao muito utilizados na cirurgia de reconstru¢do dssea,
sua aplicacdo é uma alternativa aos enxertos Osseos, pois ndo danificam tecidos
sauddveis, ndo aumentam os riscos de contaminacdes, além de serem disponibilizados
comercialmente. Podem, ainda, ser de ficil dissolu¢do e absorcao, ao mesmo tempo em

que permitem e estimulam a formacgdo 6ssea (Wan et al., 2006; Chen et al., 2009).
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Os cimentos de brushita (DCPD-CPCs), tem ganhado algum interesse, pois sao
reabsorvidos muito mais rapidamente do que os cimentos de apatita (HA-CPCs), isto
porque a brushita € um composto metaestivel, quando usado em condi¢des fisioldgicas.
Os cimentos de brushita sdo bastante biocompativeis e bioreabsorviveis (Theiss, 2005).
Diante disto, o presente relato teve como objetivo avaliar a influéncia da reparacao
Ossea conduzida pelo cimento 6sseo de brushita em osteossintese de tibia em um cdo,

obtendo a rdpida evolugdo cicatricial.

METODOLOGIA

Foi atendido no Hospital Veterindrio Dr Adilio Santos de Azevedo do Instituto
Federal da Paraiba (HV-IFPB), campus de Sousa, um cdo sem raga definida, macho,
pesando 11,8 kg, quatro meses de idade, ndo castrado e politraumatizado. O tutor
relatou que o animal vive em um sitio e havia sido atropelado, levando para

atendimento apods dois dias.

Na avaliacdo fisica o animal apresentava frequéncia cardiaca (FC) 152 bpm,
frequéncia respiratéria (FR) 28 mpm, tempo de preenchimento capilar (TPC) 2
segundos, temperatura retal (TR) 38,7°C, mucosas hipocoradas, hidratado, pulso
periférico forte e linfonodos submandibular e pré-escapular aumentados. Os exames de

hemograma e bioquimico estavam dentro da normalidade para a espécie.

Na avaliacio ortopédica, o membro tordcico esquerdo (MTE) regido diafiséria
distal de radio e ulna, no membro pélvico direito (MPD) em fémur distal € no membro
pélvico esquerdo (MPE) em regido de didfise de tibia e fibula apresentava dor a
palpacdo, crepitacdo, edema, eritema e aumento de temperatura local. No membro
toracico direito (MTD) ndo apresentava nenhuma alteracdo. O animal ndo apoiava o

membro tordcico esquerdo e nem os membros pélvicos.

No exame radiogriafico foram solicitados as projecdoes medio-lateral (ML) e
cranio-caudal (CC) dos MTE, MTD, MPD e MPE. O animal apresentava no MTE
fratura obliqua curta em ter¢co médio de diafise de radio e ulna, no MPD apresentava
fratura em linha epifisdria classificada como Salter Harris tipo II e no MPE apresentava
fratura cominutiva em terco médio de diédfise de tibia e fibula. Foi realizado uma

bandagem de Robert Jones em MPE e bandagem em Spica no MTE. O animal foi
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medicado com tramadol (Tramal®, Pfizer, Guarulhos — SP, Brasil) na dose Unica de
2mg/kg por via intramuscular (IM), meloxicam 0,2% (Maxicam®, Ouro Fino, Osasco —
SP, Brasil) na dose tnica de 0,2 mg/kg por via subcutidneo (SC) e fentanil (citrato de
fentanila, Genéricos Hipolabor, Belo Horizonte- MG, Brasil) na dose tnica de
0,005mg/kg, IM. Foi solicitado repouso e receitado por via oral meloxicam
(Maxicam®, Ouro Fino, Osasco — SP, Brasil) na dose de 0,1 mg/kg durante 3 dias e
tramadol (Tramal®, Pfizer, Guarulhos — SP, Brasil) na dose de 4 mg/kg a cada 8 horas

durante 5 dias.

A preparagdo do cimento Osseo de brushita consistiu na adicdo de 5g de pé de
wollastonita na solug@o de 50 uL (0,05 mL) de polietilenoglicol (PEG) e 2,9 mL de uma
solugdo de acido fosférico, homogeneizou-se por aproximadamente um minuto € meio.
A pasta permaneceu em descanso por 5 cinco horas e em seguida foi confeccionado

blocos de 1 cm de altura e 0,5cm de circunferéncia (Fg.1).

Figura 1 - Cimento 6sseo de Brushita. A: observa-se no frasco o pé de wollastonita. B:

confec¢do do bloco.

O animal foi encaminhado para o procedimento de osteossintese em MTE, MPE
e MPD apés 15 dias de avaliagdo clinica. Para medicacdo pré-anestésica foi usado
diazepam (Diazepam, Hipolabor, Belo Horizonte - MG, Brasil) na dose de 0,3mg/kg
intravenoso (IV) e fentanil (citrato de fentanila, Genéricos Hipolabor, Belo Horizonte -
MG, Brasil) na dose de 0,005mg/kg (IV). Ap6s tricotomia do MTE, MPE e regiao
lombossacra realizou-se a anestesia epidural com lidocaina 2% (Lidovet®, Engenho
Novo — RJ, Brasil) com vasoconstritor na dose total de 0,25ml/kg sendo 0,98 ml de
bupivacaina (Cloridrato de Bupivacaina, Hypofarma, Ribeirdo das Neves, MG - Brasil)
e 1,96ml de lidocaina associado ao tramadol a 5% (Tramal®, Pfizer, Guarulhos — SP,
Brasil) na dose de 1mg/kg ambos pela via epidural. No plexo braquial foi administrado

3,8mg/kg de lidocaina e 2mg/kg de bupivacaina. Foi realizado antibioticoterapia com
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ampicilina 20% (Ampicilina®, Vetnil, Louveira — SP, Brasil) na dose de 25mg/kg (IV),
anti-inflamatério com meloxicam 0,2% (Maxicam®, Ouro Fino, Osasco — SP, Brasil)
na dose de 0,2mg/kg (IV) e fluidoterapia com NaCl 0,9% 15g/min (IV). Na indugao foi
utilizado propofol (Diprivan®, Astrazeneca, Sdo Paulo — SP, Brasil) na dose de 4mg/kg
(IV). A manutencio foi realizada com infusdo continua de propofol 1% 0,4ml/kg/min
Iv).

O animal ficou em decubito lateral esquerdo para o acesso cirurgico do membro
tordcico esquerdo e posteriormente em decubito dorsal para o acesso cirdrgico do
membro pélvico esquerdo e membro pélvico direito. Apds antissepsia iniciou-se a
cirurgia no MPE conforme a técnica descrita por Fossum (2014) para acessar e
estabilizar a tibia e fibula utilizando um pino intramedular de 2.5mm e uma placa com
fun¢do de neutralizacdo colocando trés parafusos distais e trés proximais. Apds reducao
e estabilizacdo do foco de fratura foi adicionado o cimento sseo de brushita de lcm

cranial e caudal ao defeito 6sseo (Fig. 2).

M

Figura 2- Localizacdo do cimento dsseo de brushita. A: implantagdo do cimento dsseo
de brushita cranial e caudal ao defeito 6sseo no momento do trans-operatdrio (circulo
preto). B: imagem radiografica imediata na projecdo ML a identificacdo do biomaterial
(circulo preto) cranial e caudal no local de defeito dsseo misturado com os fragmentos

cominutivos. C: imagem radiografica imediata na projecdo cranio caudal.

Para reducdo e estabilizacdo da fratura de fémur distal do MPD utilizou-se pinos
cruzados de Steinmann, para estabilizac¢do e reducao da fratura de rddio e ulna no MTE

utilizou-se uma placa com funcdo de compressdo. Em seguida foi realizado miorrafia
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com ndilon 3-0 em padrio X, reducdo do subcutineo com ndilon 3-0 em padrio
intradérmico e dermorrafia com nailon 3-0 em padrdo wolff em todas osteossinteses.
Avaliou-se clinicamente o animal por 10 dias. Observou-se presenga ou auséncia
de edema, eritema, dor a palpacao, cicatrizagcdo, deiscéncia de sutura, infec¢ao da ferida,
drenagem, claudicacdo, apoio no solo, deambulacdo e alinhamento do membro.
Foram realizadas radiografias nas projecdes craniocaudal e mediolateral dos
membros operados no pos-operatorio imediato e com 15, 30 e 60 dias de pds-operatdrio,

visando acompanhar o processo de reparacao dssea.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apdés o exame minucioso, e informacdes como idade do paciente, animal
politraumatizado, tipos e localizacOes das fraturas, disponibilidade do tutor como
capacidade de realizar os cuidados no pés-operatério, foi tomada a decisao para utilizar
o cimento Osseo de brushita para este caso clinico, pois animal politraumatizado requer
fixacdo estdvel por um periodo mais longo e fraturas diafisarias distais de rddio e ulna e
de tibia e fibula apresentam-se com pouco envelope de tecido moles para favorecer no
suporte sanguineo (JOHNSON, 2014).

Para estabiliza¢do da fratura obliqua curta do osso rddio e ulna utilizou-se uma
placa com funcdo compressiva. Segundo Brinker et al., (2009), o uso de placas e
parafusos no tratamento de fraturas transversais diafisdrias € eficaz, obtendo-se
progndstico favordvel para caes e gatos.

O procedimento cirdrgico para reducao da fratura de Salter Harris tipo II direita
e estabilizacdo da fratura dos ossos da tibia e fibula esquerda foram realizadas com
dificuldades por serem tratadas apos 15 dias da lesdo. O trauma ortopédico resulta em
contragdes musculares dificultando o realinhamento dos fragmentos sseos.

O cimento 6sseo de brushita de 1 cm de didmetro e 0,5 cm de circunferéncia foi
adicionado cranial e caudal na diéfise tibial ao local da falha dssea cominutiva, a
selecdo de diametro e comprimento do biomaterial € feita de acordo com a
disponibilidade 6ssea no local receptor (Matsui, 2007). Esse tamanho foi suficiente para
preencher a falha 6ssea e observou-se no periodo pds-operatério e através de
radiografias que ndo houve comprometimento do comprimento do membro.
Biomateriais de enchimento como os cimentos 6sseos de brushita sdo utilizados na

reparacdo Ossea e apresenta suas propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e
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propriedades  osteogénicas (Hughes, 2015) importantes para um animal
politraumatizado.

Para estabilizacdo da fratura Salter Harris tipo II foi preconizado a técnica
cirirgica descrita por Fossum (2014) com colocac¢do de dois pinos cruzados no canal
medular. No caso clinico descrito consideramos a necessidade de adicionar mais 3 pinos
para melhorar a estabilizagdo dos fragmentos, pois 0 membro contraletal também estava
comprometido.

Durante a avaliagdo clinica pés-operatéria de dez dias no MTE, MPE e MPD
notou-se presenca de deambulacdo, alinhamento dos membros, apoio no solo,
cicatrizacdo das feridas cirdrgicas, auséncia de deiscéncia de sutura e de infec¢do das
feridas. No MPE observou-se a partir do quarto dia a presenca de edema e drenagem
cranial a ferida cirdrgica, porém sem interferir com a cicatrizagdo e demais avaliagdes
fisicas deste membro.

Apesar disso, os resultados foram de acordo com os achados de Paretsis (2017) a
qual avaliou biomateriais em tibias de ovinos e ndo houve nenhum comportamento
anormal ou impoténcia funcional dos membros. O animal apresentou evolugado clinica
satisfatoria, ndo se observando quaisquer sinais de infeccdo, dor ou complicacdo,
ocorrendo cicatrizacdo por primeira intencdo nas feridas cirdrgicas, justificada pela
rigorosa assepsia e técnica cirdrgica adequada durante o procedimento, em conjunto
com uma antibioticoterapia e manejo da dor adequado, as mesmas observacdes foram
encontradas por Azevedo (2013) que avaliou diferentes propor¢des de fosfato de cdlcio
na regeneracao do tecido 6sseo de coelhos.

O edema e secrecdo ocorreram no MPE caracterizando um processo inflamatdrio
em consequéncia da presengca do cimento Osseo de brushita. De acordo com Abbas et
al. (2008) tais eventos sdo respostas do organismo a estimulo nio infeccioso como a
implantacdo do biomaterial no local. Segundo Baldwin et al. (2008) os tipos e niveis de
citocinas ao redor do biomaterial podem iniciar reacdes inflamatdrias agudas e cronicas
e mais tarde iniciar o processo de reparo dos tecidos que receberam esse implante.
Compreender essa resposta do organismo € importante pois O sistema imune e a
inflamacao estdo inter-relacionadas, isso € essencial para avaliar a biocompatibilidade
do biomaterial, gerando maior previsibilidade apds o procedimento de implantacio. E

através da resposta inflamatdria que os tecidos vivos reagem contra as agressoes do ato
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cirirgico para implantacdo e evolucdo da interacdo entre os tecidos com um corpo
estranho, no caso o biomaterial.

Na avaliagdo radiografica imediata dos ossos rddio e ulna esquerdo, dos ossos da
tibia e fibula esquerda e da articulacao do joelho direito constatou-se bom alinhamento
de eixo 6sseo fixados as placas 6sseas adjacentes e pinos no canal medular. Na tibia e
fibula esquerda foi observado presenca de linha radioluscente em foco de fratura, e a
presenca do biomaterial brushita radiopaco de lcm preenchendo o defeito dsseo em
regido diafisdria.

Observou-se em 15 dias de pds-operatério dos ossos rddio e ulna direita
auséncia de neoformagdo Ossea, € nos ossos da tibia e fibula verificou-se reacao
periosteal proliferativa adjacente ao foco de fratura, fechamento parcial da linha de
fratura com aumento de radiopacidade no local de implantagdo do cimento ésseo de
bruhsita cujo ainda ndo foi totalmente absorvido pelo organismo iniciando neoformacgao
Ossea (Fig. 3).

Na fratura Salter Harris tipo II direita observou-se na radiografia de 15 dias a
migracdo de dois pinos (Fig.4). A micromovimentacdo na interface pino-osso
originando-se do alto esfor¢o fisiologico pode fazer os pinos afrouxarem rapidamente
(Fossum, 2014). Foi recomendado atividade restrita ao animal, porém caes machos em

virtudes de serem jovens e ativos tendem a ter tal complicagao.

TrETE O P Vs o

Figura 3 - Radiografias de pds-operatério de 15 dias. Em A, na proje¢do CC observa-se
em tibia e fibula esquerda fechamento parcial da linha de fratura com aumento de

radiopacidade no local de implantacdo do cimento de brushita. Em B, na projecio ML
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de radio e ulna esquerda observa-se auséncia de neoformacao 6ssea. Em C, na projecdo

CC de fémur distal, migracao dos pinos cruzados.

Constatamos na radiografia de 30 dias de pds operatério nos ossos do radio e
ulna auséncia de consolidacio dssea, faixa de esclerose endosteal e reagdo periosteal no
local de implantacdo da placa ortopédica, nos ossos da tibia e fibula esquerda presenca
de evidente formacao dssea, remodelacao da reacao periosteal com neoformacao dssea e
fechamento total da falha 6ssea, na fratura Salter Harris tipo II direita observou-se
migracdo dos dois pinos e presenca de formagao dssea.

Na avaliacdo radiografica de 60 dias de pds operatdrio observou-se nos 0ssos de
rddio e ulna esquerda reagdo periosteal com remodelamento 6sseo no foco de fratura,
nos ossos de tibia e fibula esquerda constava fechamento total da falha Ossea e
remodelamento (Fig. 4), na fratura Salter Harris tipo 2 direita continuava a migracao

dos pinos e consolida¢do do foco de fratura.

Figura 4 - Radiografias de 60 dias de pds-operatério. Em A e B nas projecdes ML e CC
de tibia e fibula esquerda, nota-se o fechamento total da falha 6ssea. Em C na projecao
CC de radio e ulna esquerda observa-se reagdo periosteal com remodelamento 6sseo em

foco de fratura.

Os exames radiogriaficos aos 15 dias de pds-operatério mostrou que a
consolidacdo da fratura estava em estdgio avancado com maior tendéncia para o
restabelecimento de corticais nos ossos de tibia e fibula esquerda. Aos 30 dias de pds-
cirtrgico, havia auséncia de linha de fratura, presenca de calo dsseo e ponte Ossea mais
evidente e aos 60 dias havia total consolidacdo e restabelecimento em decorréncia do

preenchimento e do favorecimento do cimento 6sseo de brushita.
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Aos 60 dia de pds-operatério houve evolugdo radiogrifica da cicatrizagdo da
fratura Salter Harris tipo II direita ocorrendo consolidagdo total. As fraturas ocasionadas
em regides trabeculares as epifises cicatrizam mais rapidamente por apresentar maior
area de superficie de contato entre as extremidade da fratura (Fossum, 2014).

No réddio e ulna esquerda apresentou sinais radiograficos de cicatrizacao a partir
dos 60 dias. Neste tipo de fratura, embora seja classificada como “simples”, a
ocorréncia de ndo-unides é comum, devido a subestimagdo das for¢as biomecanicas que
atuam sobre o foco da fratura. As principais for¢as que atuam sdo a rotagdo e
compressdo, podendo haver sobrecarga de forcas biomecanicas sobre os implantes
metélicos comprometendo sua fixacdo. No presente caso clinico apesar do retardo da
cicatrizacdao ndo foram identificadas essas complicacgdes, visto que foram respeitados os
principios bdésicos de fixacdo de placas, sendo transfixadas 8 corticais em cada
segmento fraturado (4 parafusos bicorticais). Para fraturas transversais, o uso de
parafusos abrangendo 6 a 8 corticais € o suficiente para estabilizar a fratura, fornecendo
fixacdo rigida e gerando condi¢des para consolidagdo dssea adequada.

Neste caso decidiu-se analisar a consolidacdo 6ssea através da avaliagdo
radioldgica, j4 que lamaguti et al. (1995) demonstraram que o acompanhamento
radiolégico possui uma confiabilidade muito grande na evolugdo da reparacdo dssea,

quando comparado com resultados post mortem e histolégicos.

CONCLUSAO
O cimento 6sseo de brushita favoreceu a consolidacio 6ssea da fratura de tibia e

fibula com rdpida evolucdo e ndo causou reagdes adversas significativas.
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CONCLUSOES GERAIS

O cimento 6sseo de brushita:

- Foi gradativamente reabsorvido nos periodos avaliados;

- Promoveu osteocondugdo e osteointegracao;

- Apresentou caracteristicas desejdveis para a regeneracdo 6ssea em coelhos e no cao,
entretanto sao necessdrias mais estudos com o uso deste tipo de implante associado a
anti-inflamatdrios para tentar eliminar a reagc@o inflamatdria;

- Favoreceu a consolidacao 6ssea mais rapida.
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Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no
Uso de Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O documento
deve ser anexado em “Ethics Conmitee” (Step 2). Esclarecemos que o ntimero do
Certificado de Aprovacdao do Projeto deve ser mencionado no campo Material e

Métodos.
Tipos de artigos aceitos para publicacao
Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que
os resultados s@o posteriores ao planejamento da pesquisa. Secdes do texto: Titulo
(portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title Page" — Step 2), Resumo,
Abstract, Introdu¢do, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e
Discussao), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias. O nimero de
paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e Referéncias. O nimero de

Referéncias nio deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas em que o resultado € anterior ao
interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo € planejada. Secdes do
texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step
2), Resumo, Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discuss@do e Conclusdes (quando
pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e Referéncias. O nimero de paginas ndo
deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras. O numero de Referéncias ndo deve

exceder a 12.
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Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglé€s, na forma impessoal.
Formatacao do texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das se¢des do artigo, deve ser
apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 2),
no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte
Times New Roman, no tamanho 12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as

paginas e se¢des do artigo (do titulo as referéncias), com linhas numeradas. Nao 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.

Secoes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo

ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com o
nimero do ORCID e com identifica¢do da institui¢do a qual pertencem. O autor e o seu
e-mail para correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title

Page” (Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 200
palavras em um sé pardgrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisao de literatura.
Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explicd-los, quando for o

caso. Cada frase deve conter uma informac@o completa.

Palavras-chave e Keywords: No miaximo cinco e no minimo duas*.
* na submissdo usar somente o Keyword (Step 3) e no corpo do artigo constar tanto
keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o

artigo for submetido.
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Introducao:Explanagdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos , bem como a
pertinéncia, a relevincia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o

suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢do
dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverao
constar obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovacdo do CEUA.

(verificar o Item Comité de Etica).
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabegalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo ardbico e
ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e
do ndmero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a vdrias tabelas (ex.: Tab.
1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor que
12 (o menor tamanho aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o
indispensdvel para o seu entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas

no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracio que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e é
citada no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se
citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto,
fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato JPG com alta qualidade,
em um arquivo zipado, anexado no campo préprio de submissdo, na tela de registro do
artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia
apos a sua primeira citagao.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacido de uso, data) e a correspondente

referéncia deve figurar nas Referéncias.
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Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem

prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusoes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussdo, repeti¢cao

de resultados e especulacoes.

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. Sdo adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ,

conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citacoes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrup¢cdo na

sequéncia do texto, conforme exemplos:

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

e 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);

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 cronoldgica ascendente e alfabética de autores para artigos do

mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informacdo ji citada por

outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao consultado com
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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.

Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citacio coloca-se o sobrenome

do autor, a data da comunica¢do, nome da Instituicao a qual o autor € vinculado.

2. Periddicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés

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. Publicacio avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés

autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sdo 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 carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinéria) — Escola

de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.
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4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores

citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em:

<http://www.org/critcal 6.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.

Taxas de submissao e de publicacao

o Taxa de submissao: A taxa de submissiao de R$60,00 devera ser paga por meio
de boleto bancério emitido pelo sistema eletronico do

Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessario

preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissdo serdo
avaliados.
Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias serd considerado como desisténcia

do autor.

e Taxa de publicacdo:. A taxa de publicagdo de R$150,00 por pégina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo deverd ser paga por meio
de boleto bancdrio , cujos dados serdo fornecidos na aprovacdo do artigo.
OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do
autor de contato deve ser enviado um e-mail

para abmyvz.artigo@abmyvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

Submission and Publication fee. The publication fee is of US$ 50.00 ( fifty
dollars) per page, and US$ 50,00 (fifty dollars) for manuscript submission and

will be billed to the corresponding author at the final proof of the article. The

publication fee must be paid through a bank slip issued by the electronic article
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submission system. When requesting the bank slip the author will inform the

data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

e No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas pelo ABMVZ
ou documento de recurso o mesmo deverd ser anexado em arquivo Word, no
item “Justification” (Step 2), e também enviado por e-mail, aos cuidados do

Comité Editorial, para abmvz.artigo@abmvz.org.br. No caso de artigo ndo

aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso o mesmo deve ser feito

pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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