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Resumo

Objetivando estimular o processo de formagao do calo dsseo do
terco distal do radio de cdes de pequeno porte, foram utilizados 24
animais srd, adultos, de ambos os sexos. Os caes, separados em dois
grupos experimentais de 12 animais denominados de controle e
tratado foram divididos em 4 momentos (m1= 15 dias, m2= 30
dias, m3= 45 dias e m4= 60 dias), e submetidos a fraturas cirargicas.
no grupo tratado, foram realizadas perfuragdes 6sseas nos bordos do
foco da fratura, no sentido cranio-caudal e médio-lateral. No final de
cada momento, os animais controles e tratados foram avaliados
radiograficamente, histologicamente e a densidade mineral ssea
(dmo) determinada no local da fratura. Na avaliacao radiografica do
grupo tratado com 15 e 30 dias foi verificado o processo de reparaciao
6ssea mais intenso do que no grupo controle. Nos momentos m3 e
m4, nio se observaram diferencas no processo de reparagio entre 0s
dois grupos. Os valores da dmo foram maiores nos animais tratados.
o estudo histologico revelou aos 15 e 30 dias, hiperplasia de
condrécitos, e inicio de ossificacao endocondral nos membros
perfurados; o grupo controle mostrou tecido conjuntivo de
sustentacdo e inicio de hiperplasia de condrocitos. Nos m3 e m4 do
grupo tratado, se verificaram formacao e remodelagao de calo periosteal
em fases mais avancadas quando comparados ao grupo controle.
conclui-se que o uso de perfuracées melhora o suprimento de fluxo
sangiiineo e a ativacdo de células osteogénicas no local de fratura,
estimulando o inicio do processo de consolida¢ao da fratura.
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Introducao

A ocorréncia de fraturas que
comprometem a regido média e distal dos
ossos radio e ulna em cies de pequeno porte
¢ comum, e em muitas delas é freqliente a
unido retardada ou a nio unido. Estas
complicagdes sdo o resultado, dentre outras
causas, de um suprimento sangiineo
deficiente, falhas na estabilizacio da fratura
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técnicas tém sido utilizadas para reduzir esse
problema e devolver rapidamente as funcoes
ao membro, porém apresentam contra-
indicacoes e resultados insatisfatérios o que tem
impedido a obtengio do sucesso®®. Problemas
de cicatrizaco de fratura vém sendo objeto
de estudo desde o inicio do século passado.
a realizacio de orificios em focos de fratura
de tibias de humanos, como forma de
induzir a unido das bordas dos fragmentos



6sseos ja foi feita’. o uso dessa técnica em
fratura incompleta de fibula resultou em uma
rapida resolugido, ja que de acordo com
estudos, a mesma provoca alteragdes na
hemodinamica local'"". O acompanhamento
da consolida¢io de uma fratura usando
métodos ndo invasivos, como densitomettia,
tomografia e ressonancia magnética,
possibilita detectar alteracGes que ocorrem
ainda em fases iniciais do processo'’. A
avaliacdo histologica da reparacio de uma
fratura permite acompanhar e definir
especificamente todas as etapas que ocorrem
na consolidacio, além de identificar fatores
que intetferem na reparacao adequada®.

A utilizacao de técnicas densitométricas
constitui uma importante ferramenta no
estudo do esqueleto'. A determinacio da
densidade mineral 6ssea é parte integral do
diagnéstico, planejamento terapéutico e
monitorizacao de individuos com doencas
Osseas. Para uma avaliacao da mineralizacio
ou da densidade mineral 6ssea (dmo) dos
animais, torna-se necessario o emprego de
técnicas de medidas 7 vive '%; dentre elas se
incluem a absor¢io direta por fétons 9,
andlise de ativa¢io por néutrons'’,
tomogtrafia computadorizada'®, fotometria
radiografica’ e a densitometria Optica em
imagem radiografica *, sendo que esta tltima
pode ser utilizada para uma analise seqiiencial
da massa 6ssea, com um custo menor que
as demais metodologias e tendo como fator
preponderante a precisao®"*.

A densitometria Optica em imagens
radiograficas foi utilizada para avaliar as den-
sidades Osseas em ulnas de coelhos, ap6s o
uso de perfuracdes. Os valores densitométricos
obtidos foram confrontados com o material
histologico retirado da area de perfuracio. no
experimento, o preenchimento 6sseo dos
orificios foi estimulado por meio de ultra-
som pulsatil. quanto a avaliagio do
tratamento com esse aparelho, a técnica
densitométrica nio mostrou diferenca
significativa entre os membros tratados e
controles, assim mesmo, as observacoes
histologicas relatam presenca de tecido
conjuntivo fibroso cartilaginoso com
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formacao de trabéculas 6sseas nos dois
grupos. Este método nido invasivo fornece
informagdes equivalentes as conseguidas pela
analise histolégica, demonstrando ser
altamente eficaz e promissor *. estudo da
cicatrizacdo do tecido 6sseo de fraturas em
radio e ulna de cdes adultos, através de
microangiografias demonstrou que o sistema
arterial medular é mais importante que o
periosteal na vascularizacdo da camada
cortical diafisaria em pelo menos dois tergos
da estrutura do osso; evidenciaram ainda a
presenca de tecido cartilaginoso (conjuntivo
e neoformacgido Ossea) somente na linha da
fratura®. Pesquisas para investigar o efeito
da somatotropina canina recombinante, no
metabolismo e aspectos histolégicos do
processo de consolidacao de fraturas em caes
foram realizadas. O estudo histolégico
realizado na oitava semana do experimento
demonstrou que, o grupo tratado
apresentava atividade osteogénica maior,
com evidéncia de ossificagio endocondral
no calo. No outro grupo o local da fratura
mostrava tecido fibroso orientado perpendi-
cularmente ao longo do axis do osso.
Verificaram-se ainda regi6es de fibrocartilagem
sem evidéncia de ossificacao. De acordo com
os resultados, o uso do hormonio aumentou
a atividade osteogénica favorecendo o
processo de repara¢io no local da fratura®.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 24 cies SRD,
machos e fémeas, com idades entre 1 e 3,6
anos que apresentavam o eixo 6sseo do radio
delgado, provenientes do Biotério Central
do Campus de Botucatu, pesando entre 4 e
8 kg. Os animais foram mantidos em canis
de experimentacdo do Hospital Veterinario
da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
- Campus de Botucatu, recebendo
tratamento antiparasitario e profilatico de
moléstias infecciosas, alimentados com racio
e agua ad libitum e mantidos em iguais
condi¢oes de manejo.

Os animais foram separados em dois
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grupos experimentais de 12 cées cada; tratados e
controles. Cada grupo correspondeu a quatro
momentos de estudo: M1 (15 dias apds cirurgia)
M2 (30 dias), M3 (45 dias) ¢ M4 (60 dias). Em
cada momento se utilizaram seis animais, trés para
cada grupo. Apds anestesia®”, nos animais
controles e tratados de cada momento foram
provocadas fraturas transversais a0 eixo do 0sso,
no tergo distal do radio direito, usando ostedtomo
e martelo. Nos tratados, perfuracoes
perpendiculares de 1 mm no sentido cranio-caudal
e médio-lateral foram trealizadas nas extremidades
dos fragmentos fraturados. A imobilizagao externa
fot feita com tala de cloreto de polivinila (PVC).

Radiografias foram realizadas antes do
procedimento cirargico (MI), para avaliar a
integridade Ossea e determinar os valores da
densidade mineral 6ssea (DMO) da regiao distal
do radio. AvaliagSes radiograficas, densitométricas
e histologicas foram feitas no foco da fratura em
M1, M2, M3, e M4 nos animais de ambos os

grupos.

Foi utilizado o método de densitométria
optica em imagens radiograficas para avaliacao
da densidade mineral nas extremidades do foco
da fratura ' e as leituras seguiram o protocolo
estabelecido para caes "',

Para realizar o estudo histologico, foram
feitas eutandsia nos animais tratados e controle
(aprovagio protoc. 025/99-CEEA, Unesp-
Botucatu em 11/02/2000), e os ossos fraturados
experimentalmente, retirados e fixados em
formalina tamponada a 10% sendo
posteriormente submetidos ao processo de
descalcificagio'’. A seguir, foram preparadas
laminas com cortes histolégicos de 4 mm do
tecido 6sseo localizado no foco da fratura, em
seguida se procedeu as coloragdes rotineiras de
Hematoxilina - Eosinae Alcian Pounceu’. A leitura
fol feita em microscopio Optico.

Resultados

No estudo radiografico do primeiro
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Figura 1- Imagem radiografica de fratura na extremidade distal do radio em projecdes (a) cranio-caudal e (b) médio-lateral do membro torécico
direito, grupo do tratado aos 15 dias pds-operatério. Observar-se reagao periosteal leve, bordas com formagéo de ponte 6ssea e aumento

de densidade em fenda da fratura. Botucatu - 2002
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Figura 2 -lmagem radiogréfica de fratura na extremidade distal do radio em projecoes (a) cranio-caudal e (b) médio-lateral do membro toracico
direito, grupo tratado aos 30 dias pds-operatério. Observar-se unido de bordas em fase lateral e calo 6sseo em formagao no foco da
fratura.Botucatu - 2002
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Figura 2 - Valores médios da Densidade Mineral Ossea (DMO) em milimetros de aluminio (mmAl) do local da fratura no terco distal do radio de
24 caes, grupos controles e tratados nos cincos momentos estudados. Botucatu - 2002
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Figura 3 - Valores que deram origem ao grafico

Momentos avaliados

Ml M1 M2 M3 M4
Ne C T C T C T C T C T
01 1,80 2,59 2,00 2,88
02 2,47 2,00 3,18 2,49
03 2,45 2,16 2,52 2,42
04 2,08 2,12 2,81 3,11 2,00 3,79
05 2,08 2,22 2,55 3,08 2,60 3,37
06 2,00 2,69 2,04 3,45 1,80 1,90
07 2,47 2,15 2,66 2,98 2,87 2,89 2,96 3,03
08 2,25 2,20 2,33 2,55 3,24 3,31 2,87 3,23
09 2,42 2,09 3,01 2,73 3,06 3,62 2,80 2,80
10 2,30 2,14 2,52 2,77 2,54 2,89 2,78 2,94 2,35 2,91
11 2,40 2,70 2,54 2,85 2,64 3,07 2,83 298 2,49 2,91
12 2,62 2,75 2,73 2,86 2,73 2,90 2,75 2,90 2,63 2,90
X 2,27 2,31 2,57 2,84 2,61 3,08 2,83 2,98 2,49 2,90
S 0,24 0,27 0,34 0,29 0,46 0,55 0,07 0,14 0,14 0,05

MI - (momento inicial), M1 — (15 dias), M2 — (30 dias), M3 — (45 dias), M4 — (60 dias).

C - grupo controle
T - grupo tratado

momento (M1) observou-se que os focos
das fraturas no grupo controle, em sua
maioria ndo mostravam rea¢ao periosteal,
notou-se ainda, densidade aumentada na
fenda e bordas da fratura na maioria das
amostras. No grupo tratado, verificou-se que
as perfuracdes realizadas no local da fratura
promoveram reagdo periosteal discreta a
moderada, fato esse observado na maioria
dos animais. Notou-se também, nas bordas
das fraturas, forma¢do de ponte Ossea,
aumento de densidade e na maioria dos
membros, 0 eixo dsseo alinhado. Os orificios
foram visualizados como areas radiolucentes,
proximos aos extremos dos fragmentos
fraturados (Figural). No M2 do grupo
controle, observou-se reacdo periosteal em
todos os focos de fraturas, algumas bordas
de fratura mostrando formacdo de ponte
Ossea e a maiotia dos eixos 6sseos alinhados.
No grupo tratado, observou-se, além de
reacdo periosteal em alguns focos de fratura,
formacio de ponte e calo ésseo e em alguns,
reparagdo bastante avancada. Os orificios
proximos as bordas das fraturas mostraram-
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se como areas densas (Figura.2). Nos M3 e
M4 os dois grupos mostraram adiantado
estagio de consolida¢ao de fratura, porém a
linha de fratura ainda era visivel.

A densidade mineral 6ssea (DMO)
dos membros toricicos antes da cirurgia
(MI) dos grupos controle (2,27 + 0,24
mmAl) e tratado (2,31 £ 0,27 mmAl)
apresentaram valores absolutos préximos.
Nos M1 e M2 do grupo controle (2,57 *
0,34 ¢ 2,61 + 0,40), constatou-se aumento
de valores, evento esse também observado
nos mesmos momentos do grupo tratado
(2,84 £ 0,29 e 3,08 £ 0,55), porém de forma
mais acentuada. No terceiro momento do
grupo controle, verifica-se que, enquanto os
valores absolutos ainda apresentam aumento,
(2,83 + 0,07) o tratado comega a mostrar
diminuicao (2,98 * 0,14). Tais valores
demonstram que a DMO do calo ésseo do
grupo tratado teve seu maior valor absoluto
aos 30 dias pés-operatério, o mesmo
ocorrendo no controle somente ao 45 dias.
Observa-se também, que entre M3 ¢ M4
do grupo controle (2,83 + 0,07 e 2,49 *



Figura 4 -Imagem histolégica do local de fratura, na extremidade distal
do radio, grupo tratado aos 15 dias pés-operatério.
Observam-se lacunas formadas (LF), hiperplasia de
ondrocitos (HC) e ossificagao endocondral (OF).
Coloragao Alcian Ponceau. (400X). Botucatu - 2002
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Figura 5 -Imagem histolégica do local de fratura, na extremidade distal
do radio, grupo tratado aos 30 dias pés-operatério.
Observam-se lacunas formadas (LF), hiperplasia de
condrocitos (HC), ossificacao endocondral (OF).
Coloragao Alcian Ponceau (400X). Botucatu — 2002

0,14) e do tratado (2,98 £ 0,14 ¢ 2,90 *
0,05), ocorre uma diminui¢ido de valores,
sendo mais acentuada no controle. Os valores
absolutos da DMO do grupo tratado estio
acima dos obtido pelo grupo controle
(Figura. 3).

O estudo histolégico do foco da
fratura do terco distal do radio mostra que,
aos 15 dias, os animais tratados mostraram
hiperplasia de condrécitos em fase mais
avangada, quando comparados com os
controles. Nota-se ainda, ossificaciao
endocondral em fase inicial, que nio foi
observada no grupo controle (Figura. 4). No
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Figura 6-Imagem histologica do local da fratura, na extremidade distal
do radio, grupo tratado aos 45 dias pds-operatério.
Observam-se osso imaturo (Ol) e formagao de calo
periosteal (CP). Coloraczo Alcian Ponceau (400). Botucatu- 2002

Figura 7 -Imagem histolégica do local de fratura, na extremidade distal
do radio, grupo tratado aos 60 dias pds-operatorio.
Observam-se osso imaturo (Ol), Osteoblastos (OS) e
Osteoclastos (OC). Coloracao. Alcian Ponceau (400X).
Botucatu — 2002

M2, os focos das fraturas dos animais
controles ainda mostraram hiperplasia de
células cartilaginosas, enquanto o grupo
tratado mostrou, além de uma ossificacdo
endocondral avancada, maturacio acentuada
de lacunas. (Figura. 5). No terceiro momento,
observou-se formagao de um calo periosteal
no foco da fratura dos animais tratados e
presenca de osso imaturo, ja no controle os
cortes histolégicos mostraram areas de
hiperplasia de condrécitos e o inicio de
ossificacao endocondral (Figura. 6). No M4
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encontrou-se, no grupo tratado, além da
formacdo do calo periosteal, o inicio da fase
de remodelacdo 6ssea (Figura.7).

Discussao

Os resultados radiograficos, obtidos
neste estudo, demonstraram que as
reparagOes das fraturas, estimuladas por
perfuragbes apresentaram inicio da atividade
osteogénica ja aos 15 dias, confirmando que
o sistema vascular medular é mais eficiente
na vasculariza¢ao da camada cortical
diafisaria, uma vez que as perfuragdes
permitem que fatores osteogénicos, como
fluxo sanglineo mais intenso no foco da
fratura e células osteoprogenitoras,
procedentes do periésteo, enddsteo e medula
Ossea, se concentrem em maior quantidade
no local da fratura, promovendo rapido
inicio do processo de formacgio do calo
6sseo > como constatado em teparagio
de fraturas ésseas em humanos’.

A determinacio da densidade mineral
ossea (DMO) realizada no foco da fratura
mostrou aumento dos valores absolutos
logo aos 15 dias em ambos os grupos.
Entretanto, o valor observado no grupo
tratado foi superior (2,84 mmAl + 0,29)
quando comparado com o controle (2,57
mmAl £ 0,34), permitindo sugerir que a
atividade osteogénica, que da inicio ao
processo de reparagio Ossea, tenha iniciado
antes e com mais intensidade nos membros
petrfurados *. Ao avaliar o segundo
momento do estudo, percebe-se que o valor
obtido permanece elevado no grupo tratado,
com diminuicao da DMO em M3 ¢ M4.
No controle, entretanto, verifica-se aumento
de valor até o M3 e posterior diminui¢ao
no ultimo momento. Tais observacoes
sugerem que a maior formacao de massa
6ssea no foco da fratura do grupo tratado
ocorreu no M2 e no controle no M3, e que
o método, de acordo com pesquisadores,
202226 pode ser utilizado para anilise
seqiiencial de massa 6ssea.

Os resultados densitométricos,
obtidos neste trabalho, quando comparados
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com os achados histolégicos entre os grupos
tratado e controle, evidenciaram que o uso
de perfuraces nas extremidades fraturadas
promove reparagdo mais rapida do foco de
fratura, especialmente nas fases iniciais (M1
e M2), diferente das observagdes
comentadas por outros relatos *'. Essa
diferenca pode estar relacionada com a
espécie animal usada no estudo ou ainda com
método utilizado como fator estimulador
de formagao Ossea.

Os achados histologicos observados
no estudo, como hiperplasia de condrocitos,
ossificagao endocondral, maturacgio
acentuada de lacunas, formacao e
remodelagio do calo periosteal, sao
semelhantes aos encontrados por outros
autores > a0 trabalharem com outra
substancia bioativa. Porém, é importante
destacar que, nesta pesquisa, a formagao do
calo periosteal foi percebida aos 45 dias (M3)
de iniciado o experimento e na oitava
semana (M4), ja se observava o inicio de
remodelacdo Oéssea, evento apenas
verificados nas 12 semanas por pesquisadores
que estudaram o processo de consolidagao
Ossea, apos fraturas cirurgicas em cies de
pequeno porte'’. A presenca desses achados
em menor tempo pode ter sido influenciada
pelo método utilizado para estimular a
formacao do calo no foco de fratura.

Conclusoes

As perfuragoes 6sseas, realizadas no
foco de fratura do tergo distal do radio de
caes, estimularam a osteogénese aos 15 dias
de pos -operatério, provocando rapido
infcio do processo de consolidagao de
fratura, evento esse nao verificado no grupo
controle.

O estudo densitométrico realizado no
local da fratura mostrou que os valores
absolutos da DMO em milimetro de
aluminio do grupo tratado estdo acima do
obtido pelo grupo controle em todos os
momentos.

A avaliacao histolégica do grupo
tratado aos 15 e 30 dias de pos-operatorio,



mostrou o desenvolvimento de hiperplasia de
condrdcitos, formagao de lacunas e ossificacio
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endocondral em fases mais avancadas, quando
comparado ao grupo controle.

Radiographic, densitometric and histological evaluation of the use of bone
perforations on fracture consolidation of distal third of radius from dogs.

Abstract

To stimulate the bone callus development process from distal third
of radius, 24 adult mongrel dogs used were from both sexes. These
dogs were separated in two experimental groups of 12 animals each,
named control and treated, divided in 4 moments (M1=15 days;
M2=30 days; M3=45 days; M4=60 days), who underwent were
performed surgical fractures. In treated group, it was performed bone
perforations on proximal and distal edges, craniolateral and
mediolateral to the fracture site. At the end of each moment, control
and treated animals were evaluated by radiography, histology, and
bone mineral densitometry (BMD) was determined on fracture site.
According to the radiographic data of treated dogs, it was verified on
days 15 and 30 more intense bone regeneration than control group.
During M3 and M4, it wasn’t detected any difference in bone reparation
process betweencontrol and treated groups. In densitometric study,
BMD values were greater in treated animals than in control dogs.
Histological studies revealed at 15 and 30 days chondrocyte hyperplasia
and initial endochondral ossification on drilled limbs; control group
showed sustainment connective tissue and initial chondrocyte
hiperplasia. At M3 and M4 of the treated group, were verified
development and remodeling of periosteal callus in more advanced
phases when comparing with limbs from control group. It can be
concluded that using perforations enhances blood flow supply and
activation of osteogenic cells on fracture site, stimulating the beginning
of fracture consolidation process.

Key-words:
Fractures.
Bone drilling.
Densitometry.
Histology.
Dog.
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