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APRESENTACAO

A presente dissertacao faz parte das obrigagcfes para a obtencéo do titulo de
Mestre em Cirurgia Veterinaria pelo Programa de Pdés-Graduacdo em Cirurgia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP — campus de
Jaboticabal — SP. Este trabalho foi apresentado no formato de capitulos para melhor
compreensao e apresentacdo dos resultados, no qual o capitulo 1 (um) representa as
consideragdes gerais, englobando a introducgdo, revisdo de literatura, objetivos,
hipéteses e o resumo da metodologia, bem como os resultados; o capitulo 2 (dois),
por sua vez, sera o0 artigo cientifico; e o capitulo 3 (trés) correspondera as

consideracodes finais.
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USO DO DECANOATO DE NANDROLONA NO TRATAMENTO DA NAO UNIAO
OSSEA EM FRATURAS DO RADIO - ESTUDO EXPERIMENTAL EM COELHOS

(Oryctolagus cuniculus)

RESUMO - O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficacia do Decanoato de Nandrolona
(DN) em fraturas do radio apos indugcdo da ndo unido éssea por defeito segmentar.
Foram utilizados 47 coelhos, da raca Nova Zelandia Branco, com peso médio de 3,8
kg, divididos aleatoriamente em grupos de 8 animais. Os grupos Controle Machos
(GCM) e Controle Fémeas (GCF) foram submetidos a eutanasia aos 45 dias, 0s
grupos Nandrolona Machos (GNM) e Nandrolona Fémeas (GNF) tratados com
aplicacoes semanais de DN na dose de 10mg/kg, via intramuscular (IM) durante 4
semanas. Os Grupos Placebo Machos (GPM) e Grupo Placebo Fémeas (GPF),
tratados com aplicac6es semanais de NaCl 0,9% (IM), durante o mesmo periodo. Foi
realizado exame radiografico apds a cirurgia e aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. Os
animais dos grupos GNM, GNF, GPM e GPF foram submetidos a eutanasia aos 90
dias. Realizou-se exame de densitometria 6ssea do radio dissecado apds a eutanasia
em todos os grupos, bem como analise histolégica. Para as variaveis nao-
paramétricas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Para as variaveis paramétricas foi
utilizado o teste Shapiro-Wilk, ambos a 5% de significancia. Radiograficamente, os
grupos tratados com DN apresentaram média de escore superior aos demais grupos
na formacdo de calo 6sseo. Na analise densitométrica, também foi observada uma
melhora significativa ao parametro de composi¢do mineral 6ssea (BMC) nos grupos
GNM e GNF. Os machos apresentaram maiores médias para 0s parametros contetudo
mineral 6sseo local (BMCL) e densidade mineral 6sseal local (BDML). N&do houve
diferenca estatistica significativa na avaliacdo histolégica.

Palavras-chave: anabolizante, complicacéo, cicatrizacdo, dxa, microscopia.



USE OF NANDROLONE DECANOATE IN THE TREATMENT OF BONE NON-
UNION IN RADIOUS FRACTURES - EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS

(Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT - The aim of research was to evaluate Nandrolone Decanoate (DN)
efficacy in radius fractures after induction of bone nonunion by segmental defect. Forty-
seven New Zealand White rabbits weighing 3.8 kg were randomly divided into groups
of 8 animals. Male Control Group (GCM) and Female Control Group (GCF) were
euthanized at 45 days. Nandrolone Male Group (GNM) and Nandrolone Female Group
(GNF) treated with weekly doses of DN (10mg/kg) intramuscular (IM) for 4 weeks.
Placebo Males Groups (GPM) and Placebo Females Group (GPF) treated with weekly
applications of 0.9% NaCl (IM) during the same period. A radiographic examination
was performed after surgery and at 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days. The groups GNM,
GNF, GPM and GPF were euthanized at 90 days. Bone densitometry of dissected
radius after euthanasia was performed in all groups as well as histological analysis.
For nonparametric variables was used Kruskal-Wallis test. For parametric variables
used Shapiro-Wilk test, both at 5% significance level. Radiographically groups were
treated with DN presented higher average score than other groups in bone callus
formation. In densitometric analysis a significant improvement in bone mineral
composition (BMC) was also observed in GNM and GNF groups. Males showed higher
media for local bone mineral content (BMCL) and local bone mineral density (BDML).
There was no statistically significant difference in histological evaluation.

Key words: anabolic, complication, healing, dxa, microscopy.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

O esqueleto € composto por 0ssos rigidos constituidos por tecido 0sseo,
medula O6ssea, endosteo, peridsteo, cartilagem, nervos e canais vasculares,
podendo ser dividido em 60 a 70% de porcédo inorganica, 5 a 10% de 4gua e o
restante, composto por uma matriz organica de células, coldgeno e proteinas
(Collignon et al., 2017).

Uma fratura ocorre quando hé perda da continuidade da superficie 6ssea
ou cartilaginosa, completa ou incompletamente. Gera lesdes aos tecidos moles
adjacentes, comprometendo a vascularizacdo do mesmo e, potencialmente, a
funcdo do membro (Piermattei et al., 2009).

As fraturas de 0ssos longos em pequenos animais sdo uma das maiores
casuisticas na rotina cirdrgica de peguenos animais. Na maioria dos casos,
intervencdes cirdrgicas sao necessarias para estabilizacdo dessas fraturas,
criando um ambiente favoravel a consolidacdo 6ssea e acelerando o processo
natural de cicatrizacdo. Algumas vezes essas intervencdes ndo séo suficientes
para gque O organismo consiga promover a consolidacdo, seja por fatores
extrinsecos (falha do implante, estabilizacdo pobre ou exacerbada) ou
intrinsecos (idade do paciente, sexo, afec¢cdes concomitantes, infec¢des, entre
outros) (Marques et al., 2016).

Uma das complicacbes mais comuns nas osteossinteses de 0ssos
longos, é, sem duvida, as unides retardadas e as ndo unides ésseas. Estas
complicagBes sdo identificadas quando hd uma demora maior do que a esperada
para que o0 0sso se consolide (unido retardada) ou quando néao é oferecido ao
0sso 0 ambiente necessario para consolidacéo, a qual ndo ocorre (n&o-unido).
Estas geralmente ocorrem quando h& excesso de movimentacdo no foco da
fratura e/ou a presenca de grandes falhas dsseas (Tsai 2016; Massie et al.,
2017).



A nao unido 6ssea afeta, principalmente, regiées onde a vascularizacao
e a cobertura muscular peridssea € escassa. Segundo Munakata et al. (2017), o
radio e a ulna sdo 0s 0ssos mais acometidos por ndo unido 0ssea quando
fraturados (em torno de 60% dos casos), seguido da tibia que é afetada em 25%
dos casos. A intervencédo cirdrgica € por muitas vezes necessaria, visando o
debridamento do 0sso e uma estabilizacdo mais eficaz para que este consiga se
consolidar.

Um dos grandes desafios do tratamento das ndo unifes nao viaveis € a
bioativacdo do ambiente de fratura. Classicamente, o uso de enxertos 6sseos,
medula Ossea e outros fatores de ativacdo tem sido utilizados, entretanto
porcentagens alarmantes de insucesso ainda sédo observadas, especialmente
em cées de porte pequeno; e miniatura (Dinopoulos e Giannoudis, 2007; Krauss
e Bayer, 2012).

Os hormonios esteroides sédo de extrema importancia para a saude dos
0ss0s. In vitro, as células osteoblasticas parecem ser estimuladas com o uso de
androgenos. Partindo deste ponto, muitos estudos tém sido realizados utilizando
esteroides anabolizantes como um auxiliar a reparacdo 6ssea. Embora o
mecanismo de acdo desses farmacos ndo tenha sido claramente elucidado,
acredita-se que estes sejam capazes de estimular a osteoblastogénese, inibindo
a acado dos osteclastos e acelerando a consolidacdo 6ssea. O decanoato de
nandrolona é um esteroide utilizado para prevencao de osteopenia, aumento da
massa 0ssea e tratamento de osteopenia em diferentes animais, porém seu uso

in vivo requer mais estudos (Abedi et al., 2012; Marques, 2016).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Regeneracao 6ssea

s

ApoOs a ocorréncia da fratura, imediatamente € iniciado 0 processo
biolégico que visa restaurar o tecido 6sseo. A cicatrizagdo do 0sso ocorre de

forma diferente dos tecidos, sendo o tecido 60sseo 0 Unico que possui a



capacidade de regeneracdo completa, sem a formacdo de uma cicatriz
propriamente dita (Knight e Hankenson, 2013; Johnson, 2014).

A consolidagédo da fratura € realizada por uma cascata de eventos,
composta por trés principais estagios: inflamacgéo, formacdo de calo 6sseo e
remodelacdo (Ahmad et al., 2013). Pode ocorrer de duas maneiras, sendo elas
indireta e direta. Na cicatrizacdo Ossea indireta, ha formacdo de um calo
fibrocartilaginoso, previamente a formacdo do tecido ésseo, seguida de uma
remodelacdo. Este fenbmeno é prevalente em ambientes de fratura
mecanicamente instaveis (Perren, 2002; Johnson, 2014). Em ossos fraturados,
onde ha contato intimo entre os fragmentos e estabilidade absoluta, a
cicatrizacéo é predominantemente direta (Ai Agl et al., 2008).

A cicatrizacao direta ndo tem como etapas a diferenciacao e reabsorcao
Ossea, progredindo diretamente (mas ndo mais rapidamente) para a
remodelacdo Harvesiana (Perren et al., 2002).

Na presenca de vascularizacdo adequada, o tipo da reparacgao da fratura
dependera do ambiente mecénico. Assim, a consolidacdo podera ocorrer por
meio de um processo natural ou por osteossintese (Johnson et al., 2005). Ocorre
primariamente a formacdo de um hematoma e uma resposta inflamatoria, onde
as citocinas induzem esta resposta a fim de recrutar outras células inflamatorias,
melhorar a sintese de matriz extracelular e estimular a angiogénese (Ai Aqgl et
al., 2008; Tan et al., 2015).

E importante ressaltar que as formas de cicatrizacio 6ssea possuem
diferentes caracteristicas histologicas, podendo ocorrer de forma isolada ou
combinada, a fim de alcancar a consolidacdo do osso e retorno a funcdo do
membro (Johnson et al., 2005).

2.2.Unido retarda e ndo unidao 6ssea

A unido retardada de uma fratura ocorre quando ha maior tempo na
consolidacdo ¢ssea que o esperado. Ou seja, € mais demorada quando
comparada a fraturas parecidas, em condi¢fes e técnicas similares. Em céaes,

ha tabelas que indicam o tempo médio para certos tipos de fraturas (Rovesti,



2005). A fratura podera consolidar ao longo do tempo ou progredir para nao
unido, onde ndo ocorre a cicatrizacdo do osso (Schmaedecke et al., 2003).
Muitos fatores, bioldgicos e mecéanicos, sdo considerados de risco para ambas
as complicacdes, tais como o estado geral do paciente, tipo de trauma,
comprometimento dos tecidos moles, tipo de tratamento realizado e
medicamentos utilizados no periodo pdés-operatorio. Um dos fatores mais
comuns € a estabilizagdo inadequada da fratura. Aos exames radiograficos, ha
persisténcia da linha de fratura, sem esclerose das extremidades. O calo 6sseo
€ notavel, porém reduzido e pode ainda ndo haver formacgéo de ponte no foco de
fratura (Piermattei et al., 2009; Tudury et al., 2017).

Dentre os fatores bioldgicos, o tipo de fratura € de extrema importancia.
Em fraturas causadas por traumas de alta energia observa-se leséo substancial
aos tecidos 0sseos e moles adjacentes. A lesdo periosteal associada a
desinsercdo muscular e o proprio dano aos grupamentos musculares resulta em
menor suprimento vascular, diminuindo assim o potencial para cicatrizacao
0ssea (Krauss e Bayer, 2012).

De uma forma geral, as unides retardadas podem ser revertidas, desde
que se corrijam as falhas mecéanica, biolégica ou ambas. Caso faca-se
necessario, a retirada de implantes soltos ou falhos deve ser considerada,
refazendo a estabilizacdo de maneira correta. O uso de enxertos de 0Sso
esponjoso também é indicado (Rovesti, 2005).

A perpetuacdo dos fatores causadores ou facilitadores da unido
retardada representa risco potencial para a ndo unido 6ssea. As ndo uniées
podem ser viaveis ou ndo, dependendo da qualidade da paténcia vascular. As
viaveis sao subdivididas em hipertroficas, moderadamente hipertréficas ou
oligotréficas, dependendo do tamanho do calo ésseo visualizado nos exames
radiograficos (Krauss e Bayer, 2012). Ha auséncia de atividade de consolidagéo
e uma linha radiotransparente, evidenciando cartilagem e tecido fibroso, sem
formacéao de calo efetivo (Schmaedecke et al., 2003; Johnson, 2014).

As ndo unides inviaveis sdo avasculares, ndo reativas, tornando a uniao
clinica muito mais dificil de ser alcancada (Piermattei et al., 2009). S&o

biologicamente inativas, mesmo com a estabilizacdo adequada. Podem ser



subdivididas em distroficas, necroticas (sequestro), defeito e atréficas (Rovesti,
2005; Krauss e Bayer, 2012). A ndo unido atrofica é o resultado final das unides
ndo vidveis, ocorrendo reabsorcdo do osso morto da area de fratura e
interrupgdo completa da restauracdo 0ssea (Brownlow et al., 2002; Krauss e
Bayer, 2012).

Alguns dos fatores importantes no tratamento das ndo unides incluem
estabilidade no foco de fratura e estimulagéo biologica do 0sso. A terapia objetiva
a criacdo de um ambiente mecéanico e bioldgico favoravel & consolidacao 6ssea.
O canal medular encontra-se fechado, necessitando de intervencéo com o intuito
de remover o tecido fibroso e torna-lo comunicante. O estabelecimento de
fixacdo cirargica rigida e duradoura é mandatério, assim como a enxertia
massiva (Dinopoulos e Giannoudis, 2007; Johnson, 2014).

Algumas opcdes de terapias inovadoras estdo em uso, clinico ou
experimental (Berner et al., 2012). O uso de moléculas biologicamente ativas &
indicado para a melhora da osteoinduc¢éo e regeneracéo 6ssea. Como exemplo,
h& o uso de fatores de crescimento, que direcionam o desenvolvimento das
estruturas e estimulam a angiogénese. Alguns desses fatores sdo o TGF-( (fator
de crescimento transformante), PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), FGF (fator de crescimento de fibroblastos), encontrados no plasma
rico em plaquetas (PRP). O IGF | e Il (fator de crescimento semelhante a insulina)
e as BMPs (proteinas morfogenéticas 6sseas) também sao utilizados com o
objetivo de melhorar a cicatrizacdo 6ssea (Janicki e Schmidmaier, 2011; Vo et
al., 2012).

Da mesma forma, a terapia com células tronco mesenquimais (CTM)
também tém sido utilizada para o reparo de fraturas, visto que tais células
possuem a capacidade de se diferenciar em células osteogénicas, podendo ser
cultivadas e aplicadas a fim de estimular a consolidacdo do osso (Knight e
Hankenson, 2013).



2.3.Decanoato de nandrolona

A Nandrolona é um esteroide sintético derivado da testosterona e
apresenta menor toxicidade ao figado devido a uma reacdo quimica que ocorre
na porgdo B-C1l7 da testosterona. Liga-se aos receptores intracelulares
androgenos por afinidade, de forma semelhante a testosterona, exercendo seus
efeitos anabdlicos, tais como 0 aumento da sintese proteica. Desse modo, pode
apresentar-se como boa alternativa no tratamento de afec¢des dsseas (Cavalari,
2011).

Os hormoénios esteroides sédo de extrema importancia para a saude dos
0SS0s, entretanto, seus mecanismos de a¢cao sdo muito controversos. In vitro, as
células osteoblasticas parecem ser estimuladas com o uso de andrégenos,
porém seu uso in vivo requer mais estudos, devido aos efeitos colaterais. O
decanoato de nandrolona é utilizado para prevencéao de osteopenia, aumento da
massa 0ssea em diversos animais e tratamento de osteoporose em humanos
(Abedi et al., 2012).

Em humanos, utiliza-se o decanoato de nandrolona em pacientes
infectados pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana) com o intuito de
aumentar a massa muscular e o peso corporal, bem como em pacientes
submetidos a hemodialise renal. Ha evidéncias ainda do seu uso para a reducao
de fraturas em mulheres com osteoporose (Vieira et al., 2008).

O decanato de nandrolona ja foi muito utilizado para reparar a massa
magra, prevenir a osteoporose e corrigir a resposta imune em humanos, porém
h& poucos estudos que avaliam a sua eficacia na consolidacdo 6ssea (Ahmad et
al., 2013).

Em um estudo realizado por Marques (2016), utilizou-se o decanoato de
nandrolona em cédes no tratamento de osteotomias para o avango da
tuberosidade da tibia, comparando o uso isolado da nandrolona (na dose de
2mg/kg a cada 21 dias), 0 uso de enxertos 0sseos autdlogos e o0 uso combinado
de ambos. Os resultados obtidos demonstraram que o uso isolado de decanoato
de nandrolona apresenta tempo inferior para a consolidacdo 6ssea quando

comparado ao uso de enxerto 6sseo autélogo.



Um resultado semelhante foi observado no estudo de Ahmad et al.
(2013), onde avaliaram o uso do decanoato de nandrolona na consolidacéo
Ossea de fraturas de tibia induzidas em coelhos. A dose utilizada no presente
estudo foi de 10mg/kg de nandrolona, duas vezes por semana durante 2 e 4
semanas, respectivamente. Os resultados obtidos mostraram que ambos o0s
grupos tiveram consolidacdo 6ssea relevante, porém notou-se melhor atividade
de proliferacdo osteoblastica e de colageno nos grupos experimentais,
acompanhada do aumento da fosfatase alcalina nos mesmos.

No estudo de Abedi et al. (2012), coelhos foram submetidos a perfuracéo
da tibia, comparando o uso de decanoato de nandrolona (2mg/kg) e ciproterona
(5mg/kg), sendo avaliado o processo de consolidagdo por radiografias. Os
resultados mostraram que até o 30° dia ndo foram obtidos resultados
significativos, entretanto, ap0s este periodo observou-se uma melhora na
consolidacéo 6ssea quando usado o decanoato de nandrolona.

As nao unides 6sseas apresentam-se com certa frequéncia na rotina da
clinica de pequenos animais, sendo as fraturas de radio mais acometidas por tal
afeccdo. Diante deste fato, faz-se necessario a busca por terapias alternativas,

visto que a maioria delas necessita de intervencgao cirdrgica.

3. HIPOTESES

A principal hipétese desse trabalho é que a utilizagdo do decanoato de
nandrolona apés a realizacdo do defeito segmentar e estabelecida a ndo unido
0ssea, potencialize o processo de regeneracao 0ssea, tornando-o mais rapido e
eficaz, sendo também alternativa néo-cirargica no tratamento de ndo unides

dsseas inviaveis.



4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivos gerais

Avaliar o uso do decanoato de nandrolona para o tratamento de nao
unido Ossea inviavel por defeito 6sseo segmentar induzido experimentalmente

em coelhos, por meio de andlise radiografica, histopatologica e densitométrica.

4.2.0bjetivos especificos

- Avaliar os efeitos radiogréficos, histolégicos e densitométricos do tecido
0sseo formado antes e apds o tratamento com decanoato de nandrolona,
induzido no radio de coelhos da raca Nova Zelandia Branco (Oryctolagus
cuniculus).

- Avaliar ser o tratamento com decanoato de nandrolona auxiliou no
processo de regeneracdo Ossea em comparagdo com O tratamento
placebo.

- Avaliar se o decanoato de nandrolona pode ser uma alternativa nao-

cirdrgica para o tratamento de ndo unides 6sseas inviaveis.

5. MATERIAL E METODOS

Toda metodologia do presente estudo fora realizada de acordo com as
normas internacionais de bem-estar animal apés aprovacao pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Jaboticabal - SP (Protocolo 019155).



5.1.Instalacdes

Os procedimentos cirargicos foram realizados junto ao Laboratorio de
Ortopedia e Neurocirurgia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal.
Os exames radiograficos foram realizados no Setor de Diagndéstico por Imagem
do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV. As analises
histologicas e densitométricas foram realizadas junto ao Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal.

5.2. Animais

Foram utilizados 47 coelhos da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus),
raca Nova Zelandia Branco, sendo 24 machos e 24 fémeas, adultos jovens (160
a 170 dias de idade), ndo castrados, com peso de 3,8 kg (x 0,3), oriundos do
biotério da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — campus de Botucatu/SP.
Os leporideos foram mantidos em gaiolas individuais proprias a cultura de
coelhos no Setor de Cunicultura da Universidade Estadual Paulista (UNESP) -
campus de Jaboticabal/SP (Figura 1). Todos foram vermifugados com solucéo
oral de toltrazuril* na dose de 15mg/kg por dois dias, havendo repeticéo da dose
apos 5 dias. A alimentacdo foi a base de racdo? adequada a espécie, 4gua e

feno de tifton (Cynodon spp.) ad libitum.

5.3.Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em seis grupos de 8 animais cada,

designados Controle Machos (GCM), Controle Fémeas (GCF), Nandrolona

1 Baycox® 5%, Bayer, Sdo Paulo/Brasil.
2 Fri-Coelho, FRI-RIBE,Trouw Nutrition,S&0 Paulo/Brasil.
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Machos (GNM), Nandrolona Fémeas (GNF), Placebo Machos (GPM) e Placebo
Fémeas (GPF).

Os animais dos grupos GCM e GCF foram submetidos a eutanésia no
45° dia pos-operatorio (antes do tratamento), sendo entdo o grupo controle nas
analises histolégicas e densitométricas.

Nos grupos GNM e GNF foi administrado o Decanoato de Nandrolona®
na dose de 10 mg/kg (IM), uma vez por semana, durante quatro semanas,
quando radiograficamente estabeleceu-se a ndo unido Ossea (45 dias pos-
operatorio). Nos grupos GPM e GPF os animais receberam a aplicacéo
intramuscular solucdo de NaCl 0,9%* uma vez por semana, durante 4 semanas
quando radiograficamente estabeleceu-se a ndo unido éssea (aos 45 dias poés-
operatorio).

Foram avaliados nos diferentes tratamentos o0s parametros
radiograficos, histopatoldgicos e densitométricos.

Realizou-se a comparacao dos resultados obtidos entre os grupos de
machos (GNM X GPM) e os grupos de fémeas (GNF X GPF) na avaliacdo
radiografica, e nas demais analises foram comparados todos 0s seis grupos
entre si.

Um animal do GCM veio a 06bito por causa desconhecida durante o
tratamento, foi excluido do estudo e nado reposto, totalizando 47 animais

avaliados.

5.4.Procedimento cirargico

5.4.1. Pré-operatorio

Foi realizado um periodo de adaptacdo ao local de manutencdo dos
coelhos, e para que os animais alcancassem o desenvolvimento completo do
sistema musculoesquelético (aproximadamente 5 meses), devido ao fato de que
a maturacdo sexual dos coelhos se d& entre 150 a 180 dias de idade. N&o foi

realizado jejum de agua ou alimento previamente a cirurgia.

3 DECA-DURABOLIN®, Schering-Plough Industria Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo/Brasil

4 Solucéo Fisiologica de Cloreto de Sodio a 0,9% - IndUstria Farmacéutica EQUIPLEX®- Goiénia
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5.4.2. Anestesia

Todos os 47 coelhos foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico.
Os animais foram pré-medicados com meperidina® na dose de 5 mg/kg por via
intramuscular (IM). A inducédo foi realizada com isoflurano® 3V% por meio de
méascara facial e posterior intubacdo orotraqueal. O plano anestésico foi
monitorado com auxilio de monitor multiparamétrico’ veterinario, sendo aferida
a frequéncia cardiaca e respiratoria, saturacdo parcial de oxigénio, pressao
arterial sanguinea e temperatura retal. Quando julgou-se necessério pelo
anestesista (aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria ou pressao arterial

sistélica), administrou-se bolus de fentanil® (2ug/Kg).

5.4.3. Cirurgia

Os animais foram submetidos a tricotomia do membro torécico direito
até altura da escépula, regido na qual fora realizada antissepia pré cirurgica com
clorexidine 2%° e clorexidine alcodlico 0,5%*°, protegendo a extremidade do
membro com atadura estéril. Os coelhos foram entédo posicionados em decubito
lateral direito com o membro toracico direito estendido lateralmente.

Realizou-se uma incisdo na pele de aproximadamente 2,5 centimetros
na regido craniomedial do radio (Figura 1), com posterior divulsdo de subcutaneo
e afastamento da musculatura, permitindo a visualizacdo da diafise do radio.
Com auxilio de um especimetro fora demarcado o comprimento de 10
milimetros na diafise do radio, local este onde foi realizada a ostectomia parcial
com o uso de uma serra oscilatéria'* (Figura 1) e irrigacéo local com solucéo de

NaCl a 0,9%, evitando o superaquecimento do 0sso.

5 Dolosal®, Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA, S&o Paulo/Brasil.
6 |soforine® 100%. Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA, Sdo Paulo/Brasil.
" DIGICARE®, DIGICARE Animal Health, Rio de Janeiro/SP

8 UNIFENTAL®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Minas Gerais/Brasil

9 RIOHEX® 2% - Solugdo degermante. Indlstria Farmacéutica Rioquimica Ltda, Sdo Paulo/ Brasil.
10 RIOHEX® 0,5% - Solugéo alcodlica. Indlstria Farmacéutica Rioquimica Ltda, Sdo Paulo/ Brasil.
11 Dentscler, S0 Paulo/Brasil.
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Figura 1. Imagem fotografica da regido craniomedial do radio
de coelho (Oryctolagus cuniculus). A: Incisdo de
pele. B: Mensurag¢do de 10mm com especimetro. C:
Seccdo do osso realizada com serra oscilatoria.
Fonte: Laboratério de Ortopedia e Neurocirurgia
Veterinaria da FCAV.

Apods o corte, 0 segmento 0sseo juntamente com o seu periosteo foi
retirado e descartado, formando uma falha 6ssea de 1 cm. A musculatura e
pele foram suturadas com nylon 4-0 (Figura 2). Todos os procedimentos
cirirgicos foram realizados por um dnico cirurgido, com experiéncia na area

de cirurgia geral e ortopedia veterinaria.
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Figura 2. Imagem fotografica da regido craniomedial do radio de
coelho (Oryctolagus cuniculus) A: ostectomia
parcial do radio realizada com serra oscilatoria. B:
Osso apos a retirada do fragmento do radio. C:
Sutura realizada. Fonte: Laboratério de Ortopedia e
Neurocirurgia Veterinaria da Unesp/FCAV.

5.4.4. POs-operatorio

No periodo p6s-operatério imediato foi iniciada a terapia antimicrobiana
com enrofloxacino? (10mg/Kg), diluido em solucéo de NaCl a 0,9% (razdo de 1
de enrofloxacino para 5 de solucdo de Nacl a 0,9%) por via subcutanea,
mantendo a terapia uma vez ao dia (SID) durante o periodo de 7 dias.

Apbs quatro horas depois da realizacdo da medicacdo pré-anestésica,
foi feito resgate analgésico com morfinal® na dose de 2mg/kg (IM). Para
analgesia, os animais receberam cloridrato de tramadol*4, na dose de 5mg/kg
por via SC, duas vezes ao dia (BID) durante trés dias e tratamento anti-
inflamatério com meloxicam!®> na dose de 1mg/kg (SC), logo apés o

procedimento cirdrgico em uma Unica dose.

12 Zelotril® 10%, Agener Unido Salde Animal, Sdo Paulo/Brasil.
13 Dimorf I®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., Sdo Paulo/Brasil.
14 Cloridrato de tramadol, Teuto, Goias/Brasil.

15 Maxican® 0,2%, Ouro Fino, S&o Paulo/Brasil.
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5.5.Avaliacao pré e pds-tratamento

5.5.1. Avaliacao radiografica

Os animais de ambos os grupos foram submetidos a realizacdo de
exames radiograficos'® no periodo de pds-operatério imediato (P.O), aos 15, 30,
45, 60 e 90 dias apos o procedimento cirargico (Figuras 4 e 5). Realizou-se a
avaliacao duplo cego das imagens radiograficas por dois avaliadores distintos,
experientes e que desconheciam o tempo de realizacdo do exame e o0 grupo
experimental de cada animal.

Com o auxilio de escore, qualificou-se a evolu¢do do processo da nao
unido Ossea nos animais e posteriormente a evolucdo do quadro apos a
administracdo do Decanoato de Nandrolona. Para a analise, foram utilizadas as
médias dos valores registrados. Reacédo periosteal (Quadro 1), volume de calo
0sseo (Quadro 2), qualidade de ponte 6ssea (Quadro 3) entre os fragmentos
foram os parametros semiquantitativos usados para a avaliacao.

Realizou-se as projecbes mediolateral e craniocaudal do membro
torécico direito de cada animal. A técnica utilizada foi com mA= 100, KV= 40 e
mAs = 3,2.

Quadro 1. Escore de avaliacdo radiogréfica da cicatrizacdo Ossea para o
parametro reacao periosteal. (Adaptado de An et al., 1999; Ozturk et
al., 2008).

Escore Caracteristicas radiograficas

1 Auséncia de reacgéao periosteal
Discreta reacao periosteal

Moderada reacao periosteal

Al WN

Intensa reacgéao periosteal

16 Siemens RG150/100 GL.
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Quadro 2. Escore de avaliacdo radiografica da cicatrizacdo 6ssea para o
parametro volume do calo 6sseo. (Adaptado de AN et al., 1999; Oztirk

et al., 2008).
Volume do calo 6sseo
Escore Caracteristicas radiograficas
1 0 a 25% da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo

25 a 50% da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo

50 a 75% da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo

A WN

75 a 100% da falha 6ssea preenchida com calo ésseo

Quadro 3: Escore de avaliacdo radiografica da cicatrizacdo Ossea para 0
parametro qualidade da ponte 0ssea. (Adaptado de An et al., 1999;
Oztirk et al., 2008).
Qualidade da ponte 6ssea

Escore Caracteristicas radiograficas
1 Auséncia de ponte 0ssea entre os fragmentos do radio
Formacao de discreta ponte 6ssea na regido ventrolateral
5 do radio (ligamento interésseo)
Formacéao de ponte 6ssea de espessura inferior ao
3 didmetro da diéfise do radio, restabelecendo a coluna
0ssea
Formacdao de ponte Gssea de espessura igual ou superior
4 ao diametro da diafise do radio, restabelecendo a coluna

6ssea

5.5.2 Avaliacdo densitométrica e histoldgica

Os coelhos dos grupos GCM e GCF foram submetidos a eutanasia ao
45° dia e os grupos GNM, GNF, GPM e GPF aos 90 dias ap0s o procedimento

cirirgico. Realizou-se primeiramente a sedacdo com midazolam'’ (2mg/kg) por

17 Dormonid®, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro/Brasil
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via IM, seguida pela infusédo intravenosa de propofol'® suficiente para parada
respiratéria e, em seguida, infusdo de cloreto de potassiol® intravenoso,
suficiente para parada cardiaca.

Imediatamente ap0s a eutanasia, realizou-se o exame de densitometria
6ssea®® do radio e ulna dissecados. Os ossos foram pesados e tiveram seus
tamanhos mensurados com uma fita milimetrada comum. O equipamento foi
calibrado com o uso de um phantom, com medidas especificas para analise
0ssea, sendo entdo 0 0sso posicionado na mesa e escaneado numa area de 30
cm, fornecendo resultados de conteldo da composicdo mineral 6ssea (g) e
densidade mineral 6ssea (g/cm?) (Figura 5).

Apls a realizacdo do exame de densitometria, foram coletados
segmentos do membro toracico direito dos animais (radio e ulna), sendo as
osteotomias realizadas em aproximadamente 1 cm proximal e distal das
interfaces da falha 6ssea, para exame histoldgico.

Preparou-se o tecido 6sseo com a técnica de descalcificacdo, sendo
inicialmente fixado em formol tamponado a 4% durante 72 horas, em seguida o
material foi colocado em solucdo de acido nitrico 8% com volume 100 vezes
maior ao da peca. O tecido permaneceu nesta solucdo até atingir ponto de corte.

Posteriormente, as amostras foram desidratas em série crescente de
alcoois e diafanizados em xilol. Apos, foram inclusas em parafina e realizadas
seccdes semisseriadas no microtomo a 5 um, sendo entdo coradas pela técnica
de HE e TM. As laminas histoldgicas obtidas foram observadas ao microscopio
de luz para avaliacdo da neoformacao dos tecidos fibrosos, cartilaginosos, 0sso
jovem e maduro durante o processo de cicatrizacdo 6ssea.

Na avaliacdo macroscopica, foi realizada classificagdo qualitativa por
escore (de 1 a 4) de acordo com o grau de unido de cada amostra do radio direito
dos animais avaliados, sendo 1 = falha 0ssea n&o unida, 2 = falha 0ssea
discretamente unida, 3 = falha 6ssea moderadamente unida e 4 = falha 6ssea

unida.

18 Propovan®/ Cristdlia — Itapira-SP
19 Solugéo de cloreto de potassio 19,1% - Industria Farmacéutica EQUIPLEX®, Goiania/Brasil
20 Equipamento DXA, do modelo Hologic Discovery Wi® 13.4.2, software no modo small animal.
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As avaliacBes microscopicas foram quantificadas em escores de 1 a 4,
sendo 1 = auséncia, 2 = discreta quantidade, 3 = moderada e 4 = acentuada
quantidade. Os aspectos microscopicos caracterizados por esses escores foram:
macroscopia, tecido de granulacdo, presenca de osteoblastos e fibras
colagenas, presenca de o0sso nhao mineralizado, formacdo de tecido
cartilaginoso, formacédo de osso lamelar (0sso maduro) e composi¢cao do canal

medular. As avaliacdes foram realizadas por uma patologista experiente na area.

6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram primeiramente submetidos a analise estatistica
descritiva, obtendo-se média, mediana, valor maximo e valor minimo.

Para as variaveis categéricas (escore de avaliacdo radiografica e de
avaliacao histolégica) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico),
sendo que para valores de p iguais ou inferiores a 0,05 (p<0,05) as diferencas
foram consideradas significativas.

Para andlise da variavel densitometria 6ssea (paramétrica) foi utilizado
o teste Shapiro-Wilk, sendo que para valores de p iguais ou inferiores a 0,05
(p<0,05) as diferencas foram consideradas significativas.

Havendo diferenca significativa entre médias, estas foram comparadas
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Para tanto, foram
utilizados os pacotes “agricolae” e “ExpDes”, ambos do programa computacional
R?L,
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CAPITULO 2 - Artigo cientifico nas normas do periédico Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

USO DO DECANOATO DE NANDROLONA NO TRATAMENTO DA NAO
UNIAO OSSEA EM FRATURAS DO RADIO - ESTUDO EXPERIMENTAL EM
COELHOS (Oryctolagus cuniculus)

USE OF NANDROLONE DECANOATE IN THE TREATMENT OF BONE NON-
UNION IN RADIOUS FRACTURES - EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS
(Oryctolagus cuniculus)

Adrielly Dissenha.
Graduada em Medicina Veterinaria pela Universidade Estadual de Maringa — UEM,
(2016).

RESUMO: O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficacia do Decanoato de Nandrolona
(DN) em fraturas do radio apés inducéo da ndo unido dssea por defeito segmentar. Foram
utilizados 47 coelhos, da raca Nova Zelandia Branco, com peso médio de 3,8 kg,
divididos aleatoriamente em grupos de 8 animais. Os grupos Controle Machos (GCM) e
Controle Fémeas (GCF) foram submetidos a eutanasia aos 45 dias, os grupos Nandrolona
Machos (GNM) e Nandrolona Fémeas (GNF) tratados com aplica¢es semanais de DN
na dose de 10mg/kg, via intramuscular (IM) durante 4 semanas. Os Grupos Placebo
Machos (GPM) e Grupo Placebo Fémeas (GPF), tratados com aplicacGes semanais de
NaCl 0,9% (IM), durante 0 mesmo periodo. Foi realizado exame radiografico ap6s a
cirurgia e aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. Os animais dos grupos GNM, GNF, GPM e
GPF foram submetidos a eutanasia aos 90 dias. Realizou-se exame de densitometria 6ssea
do radio dissecado apds a eutanasia em todos os grupos, bem como analise histologica.
Para as variaveis ndo-paramétricas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Para as variaveis
paramétricas foi utilizado o teste Shapiro-Wilk, ambos a 5% de significancia.
Radiograficamente, os grupos tratados com DN apresentaram média de escore superior
aos demais grupos na formacdo de calo 6sseo. Na analise densitométrica, também foi
observada uma melhora significativa ao parametro de composi¢do mineral 6ssea (BMC)
nos grupos GNM e GNF. Os machos apresentaram maiores médias para 0s parametros
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contetdo mineral ésseo local (BMCL) e densidade mineral 6sseal local (BDML). Néo
houve diferenca estatistica significativa na avaliacdo histologica.

Palavras-chave: anabolizante, complicacéo, cicatrizagédo, dxa, microscopia.

USO DO DECANOATO DE NANDROLONA NO TRATAMENTO DA NAO
UNIAO OSSEA EM FRATURAS DO RADIO - ESTUDO EXPERIMENTAL EM
COELHOS (Oryctolagus cuniculus)

USE OF NANDROLONE DECANOATE IN THE TREATMENT OF BONE NON-
UNION IN RADIOUS FRACTURES - EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS

(Oryctolagus cuniculus)

Adrielly Dissenha.
Graduada em Medicina Veterinaria pela Universidade Estadual de Maringa — UEM,
(2011).

ABSTRACT: The aim of research was to evaluate Nandrolone Decanoate (DN) efficacy
in radius fractures after induction of bone nonunion by segmental defect. Forty-seven
New Zealand White rabbits weighing 3.8 kg were randomly divided into groups of 8
animals. Male Control Group (GCM) and Female Control Group (GCF) were euthanized
at 45 days. Nandrolone Male Group (GNM) and Nandrolone Female Group (GNF)
treated with weekly doses of DN (10mg/kg) intramuscular (IM) for 4 weeks. Placebo
Males Groups (GPM) and Placebo Females Group (GPF) treated with weekly
applications of 0.9% NaCl (IM) during the same period. A radiographic examination was
performed after surgery and at 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days. The groups GNM, GNF,
GPM and GPF were euthanized at 90 days. Bone densitometry of dissected radius after
euthanasia was performed in all groups as well as histological analysis. For nonparametric
variables was used Kruskal-Wallis test. For parametric variables used Shapiro-Wilk test,
both at 5% significance level. Radiographically groups were treated with DN presented
higher average score than other groups in bone callus formation. In densitometric analysis
a significant improvement in bone mineral composition (BMC) was also observed in
GNM and GNF groups. Males showed higher media for local bone mineral content
(BMCL) and local bone mineral density (BDML). There was no statistically significant
difference in histological evaluation.

Key words: anabolic, complication, healing, dxa, microscopy.
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INTRODUCAO
O esqueleto é composto por 0ssos rigidos constituidos por tecido 6sseo, medula 6ssea,

endosteo, peridsteo, cartilagem, nervos e canais vasculares, podendo ser dividido em 60 a 70%
de porcdo inorgéanica, 5 a 10% de agua e o restante, composto por uma matriz organica de
células, colageno e proteinas (Collignon et al., 2017).

Uma fratura ocorre quando ha perda da continuidade da superficie 6ssea ou
cartilaginosa, completa ou incompletamente. Gera lesdes aos tecidos moles adjacentes,
comprometendo a vascularizacdo do mesmo e, potencialmente, a funcdo do membro (Piermattei
et al., 2009).

As fraturas de 0ssos longos em pequenos animais sdo uma das maiores casuisticas na
rotina cirurgica de pequenos animais. Na maioria dos casos, intervengdes cirurgicas sdo
necessarias para estabilizacdo dessas fraturas, criando um ambiente favoravel a consolidacédo
Ossea e acelerando o processo natural de reparacdo. Algumas vezes essas intervencdes nao sdo
suficientes para que o organismo consiga promover a consolidacgdo, seja por fatores extrinsecos
(falha do implante, estabilizacdo pobre ou exacerbada) ou intrinsecos (idade do paciente, sexo,
afeccBes concomitantes, infeccdes, entre outros) (Marques et al., 2016).

Uma das complicacdes mais comuns nas osteossinteses de 0ssos longos, é, sem davida,
as unides retardadas e as ndo unides Osseas. Estas complicacdes sdo identificadas quando ha
uma demora maior do que a esperada para que 0 0sso se consolide (unido retardada) ou quando
ndo € oferecido ao 0sso 0 ambiente necessario para consolidacdo, a qual ndo ocorre (ndo unido).
Estas geralmente ocorrem quando ha excesso de movimentacdo no foco da fratura e/ou a
presenca de grandes falhas dsseas (Tsai 2016; Massie et al., 2017).

A ndo unido 6ssea afeta, principalmente, regides onde a vascularizacéo e a cobertura
muscular peridssea é escassa. Segundo Munakata et al. (2017), o radio e a ulna sdo 0s 0SS0S
mais acometidos por ndo unido 6ssea quando fraturados (em torno de 60% dos casos), seguido
da tibia que € afetada em 25% dos casos. A intervencao cirurgica € por muitas vezes necessaria,
visando o debridamento do 0sso e uma estabilizacdo mais eficaz para que haja o reparo.

Um dos grandes desafios do tratamento das ndo unides ndo viaveis € a bioativagéo do
ambiente de fratura. Classicamente, 0 uso de enxertos 6sseos, medula 6ssea e outros fatores de
ativagdo tem sido utilizados, entretanto porcentagens alarmantes de insucesso ainda sao
observadas, especialmente em cdes de porte pequeno; e miniatura (Dinopoulos e Giannoudis,
2007; Krauss e Bayer, 2012).
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Os horménios esteroides sdo de extrema importancia para a satde dos 0ssos. In vitro, as
células osteoblésticas parecem ser estimuladas com o uso de andrdgenos. Partindo deste ponto,
muitos estudos tém sido realizados utilizando esteroides anabolizantes como auxiliar a
reparacao 0ssea. Embora o mecanismo de acdo desses farmacos nédo tenha sido claramente
elucidado, acredita-se que estes sejam capazes de estimular a osteoblastogénese, inibindo a agcdo
dos osteclastos e acelerando a consolidagdo 6ssea. O decanoato de nandrolona é um esteroide
utilizado para prevencdo e tratamento da osteopenia, bem como no aumento da massa 6ssea em
diferentes animais, porém seu uso in vivo requer mais estudos (Abedi et al., 2012; Marques,
2016).

MATERIAL E METODOS
Os procedimentos cirargicos foram realizados junto ao Laboratério de Ortopedia e

Neurocirurgia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. Os exames radiograficos foram realizados
no Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
FCAV. As analises histoldgicas e densitométricas foram realizadas junto ao Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal.

Foram utilizados 48 coelhos da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus), raca Nova
Zelandia Branco, sendo 24 machos e 24 fémeas, adultos jovens (160 a 170 dias de idade), ndo
castrados, com peso de 3,8 kg (£ 0,3), oriundos do biotério da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — campus de Botucatu/SP. Os leporideos foram mantidos em gaiolas individuais
proprias a cultura de coelhos no Setor de Cunicultura da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) - campus de Jaboticabal/SP (Fig. 1). Todos foram vermifugados com solucéo oral de
toltrazuril (Baycox®, toltrazuril 5%, Bayer, Sdo Paulo/Brasil) na dose de 15mg/kg por dois
dias, havendo repeticdo da dose ap6s cinco dias. A alimentacéo foi & base de ragéo (Fri-Coelho,
FRI-RIBE, Trouw Nutrition, S&o Paulo/Brasil) adequada a espécie, agua e feno de tifton
(Cynodon spp.) ad libitum.

Foi realizado um periodo de adaptacdo ao local de manutencéo dos coelhos, e para que
0s animais alcancassem o desenvolvimento completo do sistema musculoesquelético
(aproximadamente 5 meses), devido ao fato de que a maturacéo sexual dos coelhos se d& entre
150 a 180 dias de idade (COUTO, 2002).
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Os animais foram distribuidos em seis grupos de 8 animais cada, designados Controle
Machos (GCM), Controle Fémeas (GCF), Nandrolona Machos (GNM), Nandrolona Fémeas
(GNF), Placebo Machos (GPM) e Placebo Fémeas (GPF).

Os coelhos dos grupos GCM e GCF foram submetidos a eutanésia no 45° dia pos-
operatério (antes do tratamento), sendo entdo o grupo controle nas andlises histologicas e
densitométricas.

Nos grupos GNM e GNF foi administrado o decanoato de nandrolona (Deca-
Durabolin®, Schering-Plough Inddstria Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo/Brasil) na dose de 10
mg/kg (IM), uma vez por semana, durante quatro semanas, quando radiograficamente
estabeleceu-se a ndo unido Ossea (45 dias pds-operatorio). Nos grupos GPM e GPF os animais
receberam a aplicacdo intramuscular solucdo de NaCl 0,9% (Deca-Durabolin®, cloreto de
sodio 0,9%, Schering-Plough Inddstria Farmacéutica Ltda., S&o Paulo/Brasil) uma vez por
semana, durante quatro semanas quando radiograficamente estabeleceu-se a ndo unido éssea
(aos 45 dias pds-operatorio).

Foram avaliados nos diferentes tratamentos os pardmetros radiograficos,
histopatol6gicos e densitométricos. Realizou-se a comparacdo dos resultados obtidos entre os
grupos de machos (GNM X GPM) e os grupos de fémeas (GNF X GPF) na avaliagdo
radiografica, e nas demais analises foram comparados todos os seis grupos entre si.

Todos os coelhos foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico. Néo foi realizado
jejum de agua ou alimento previamente a cirurgia. Os animais foram pré-medicados com
meperidina (Dolosal®, Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA, Séo Paulo/Brasil) na dose de
5 mg/kg por via intramuscular (IM). A inducéo foi realizada com isoflurano (Isoforine® 100%.
Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA, Sédo Paulo/Brasil) 3V% por meio de méascara facial e
posterior intubacdo orotraqueal. O plano anestésico foi monitorado com auxilio de monitor
multiparamétrico (DIGICARE®, DIGICARE Animal Health, Rio de Janeiro/SP) veterinario,
sendo aferida a frequéncia cardiaca e respiratdria, saturacéo parcial de oxigénio, pressao arterial
sanguinea e temperatura retal. Quando julgou-se necessario pelo anestesista (aumento da
frequéncia cardiaca e respiratoria ou pressao arterial sistolica), administrou-se bolus de fentanil
(2ug/Kg) (UNIFENTAL®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Minas Gerais/Brasil).

Os animais foram submetidos a tricotomia do membro torécico direito até altura da

escapula, regido na qual foi realizada antissepia pré cirurgica com clorexidine 2% (RIOHEX®
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2% - Solugdo degermante. Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda, S&o Paulo/ Brasil) e
clorexidine alcoolico 0,5% (RIOHEX® 0,5% - Solucdo alcodlica. Industria Farmacéutica
Rioguimica Ltda, S&o Paulo/ Brasil), protegendo a extremidade do membro com atadura estéril
(os coelhos foram entéo posicionados em decubito lateral direito com o membro toracico direito
estendido lateralmente).

Realizou-se uma incisdo na pele de aproximadamente 2,5 centimetros na regido
craniomedial do radio, com posterior divulsdo de subcutaneo e afastamento da musculatura,
permitindo a visualizacdo do radio. Com o auxilio de um especimetro fora demarcado o
comprimento de 10 milimetros na diéafise do radio, local este onde foi realizada a ostectomia
parcial com o uso de uma serra oscilatoria (Dentscler, Sdo Paulo/Brasil) e irrigacdo local com

solucdo de NaCl a 0,9%, evitando o superaquecimento do osso (Fig. 1).

Figura 1. Imagem fotografica da regido craniomedial do radio de
coelho (Oryctolagus cuniculus). A: Incisdo de pele. B:
Mensuracdo de 10mm com especimetro. C: Seccdo do 0sso
realizada com serra oscilatoria. Fonte: Laboratério de Ortopedia e
Neurocirurgia Veterinaria da Unesp/FCAV.

Apds o corte, 0 segmento 0sseo juntamente com o seu peridsteo foi retirado e
descartado, formando uma falha éssea de 1 cm. A musculatura e pele foram suturadas com
nylon 4-0 (Fig. 2). Todos os procedimentos cirargicos foram realizados por um unico cirurgio,

com experiéncia na area de cirurgia geral e ortopedia veterinaria.



26

Figura 2. Imagem ftogréfica da regéo raomedial do radio
de coelho (Oryctolagus cuniculus) A: ostectomia parcial do
radio realizada com serra oscilatdria. B: Osso ap0s a retirada do
fragmento do réadio. C: Sutura realizada. Fonte: Laboratorio de
Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da Unesp/FCAV.

No periodo po6s-operatdrio imediato foi iniciada a antibioticoterapia com enrofloxacino
(10mg/Kg), (Zelotril®, enrofloxacino 10%, Agener Unido Saude Animal, Sdo Paulo/Brasil),
diluido em solucdo de NaCl a 0,9% (razdo de 1 de enrofloxacino para 5 de solucdo de Nacl a
0,9%) por via subcutanea, mantendo a terapia uma vez ao dia (SID) durante o periodo de 7 dias.

Ap0s quatro horas depois da realizacdo da medicacdo pré-anestésica, foi feito resgate
analgésico com morfina (Dimorf I®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., Sdo Paulo/Brasil) na
dose de 2mg/kg (IM). Para analgesia, 0s animais receberam cloridrato de tramadol (Cloridrato
de tramadol, Teuto, Goias/Brasil ), na dose de 5mg/kg por via SC, duas vezes ao dia (BID)
durante trés dias e tratamento anti-inflamatério com meloxicam (Maxican®, meloxicam 0,2%,
Ouro Fino, Séo Paulo/Brasil) na dose de 1mg/kg (SC), logo ap6s o procedimento cirdrgico em
uma Unica dose.

Os animais de ambos os grupos foram submetidos ao exame radiografico (Siemens
RG150/100 GL) no periodo de pos-operatorio imediato (P.O), aos 15, 30, 45, 60 e 90 dias ap0s
0 procedimento cirurgico. Realizou-se as projecGes mediolateral e craniocaudal do membro
torécico direito de cada animal. A técnica utilizada foi com mA= 100, K\VV= 40 e mAs = 3,2.

As imagens foram submetidas a avaliacdo duplo cego feita por dois avaliadores
distintos, experientes e que desconheciam o tempo de realizacdo do exame e 0 grupo

experimental de cada animal.
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Com o auxilio de escore, qualificou-se a evolugdo do processo da ndo unido éssea nos
animais e posteriormente a evolucdo do quadro apds a administracdo do DN. Para a analise,
foram utilizadas as médias dos valores registrados. Reacgéo periosteal (Quad. 1), volume de calo
0sseo (Quad.2), qualidade de ponte 6ssea (Quad.3) entre os fragmentos foram os parametros

semiquantitativos usados para a avaliagao.

Quadro 1. Escore de avaliagdo radiografica da cicatrizagdo 0ssea para 0 parametro reagao
periosteal. (Adaptado de An et al., 1999; Oztlirk et al., 2008).

Escore | Caracteristicas radiograficas

1 Auséncia de reacdo periosteal
2 Discreta reacdo periosteal

3 Moderada reacéo periosteal

4 Intensa reacdo periosteal

Quadro 2. Escore de avaliacdo radiografica da cicatrizacdo éssea para o parametro volume do
calo 6sseo. (Adaptado de AN et al., 1999; Oztiirk et al., 2008).

Escore | Caracteristicas radiograficas

1 0 a 25% da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo

2 25 a 50% da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo
3 50 a 75% da falha 6ssea preenchida com calo ésseo
4 75 a 100% da falha dssea preenchida com calo 6sseo
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Quadro 3. Escore de avaliagdo radiografica da cicatrizagdo 6ssea para o parametro qualidade
da ponte Ossea. (Adaptado de An et al., 1999; Oztiirk et al., 2008).

Escore | Caracteristicas radiograficas

1 Auséncia de ponte 6ssea entre os fragmentos do radio

2 Formacdo de discreta ponte dssea na regido ventrolateral do radio (ligamento
inter6sseo)

3 Formac&o de ponte Gssea de espessura inferior ao diametro da diéfise do

radio, restabelecendo a coluna 6ssea
4 Formacdo de ponte dssea de espessura igual ou superior ao didmetro da

diafise do radio, restabelecendo a coluna éssea

Os grupos GNM, GNF, GPM e GPF foram submetidos a eutanasia aos 90 dias apds o
procedimento cirdrgico. Realizou-se primeiramente a sedacdo com midazolam (Dormonid®,
Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro/Brasil ), 2mg/kg por via IM,
seguida pela infusdo intravenosa de propofol (Propovan®/ Cristélia, Itapira-SP/Brasil)
suficiente para parada respiratoria e, em seguida, infusdo de cloreto de potassio (Solucédo de
cloreto de potassio 19,1% - Industria Farmacéutica EQUIPLEX®, Goiania/Brasil) intravenoso,
suficiente para parada cardiaca.

Imediatamente ap6s a eutanésia, realizou-se o exame de densitometria dssea
(Equipamento DXA, do modelo Hologic Discovery Wi® 13.4.2, software no modo small
animal) do radio e ulna dissecados. Os 0ssos foram pesados e tiveram seus tamanhos
mensurados com uma fita milimetrada comum. O equipamento foi calibrado com o uso de um
phaintom, com medidas especificas para analise 6ssea, sendo entdo 0 0sso posicionado na mesa
e escaneado numa area de 30 cm, fornecendo resultados de contetdo da composi¢do mineral
0ssea (g) e densidade mineral éssea (g/cm?) (Fig. 4).

Apos a realizagdo do exame de densitometria, foram coletados segmentos do membro
toracico direito dos animais (radio e ulna), sendo as osteotomias realizadas em
aproximadamente 1 cm proximal e distal das interfaces da falha dssea, para exame histoldgico.

Preparou-se o tecido 6sseo com a técnica de descalcificacao, sendo inicialmente fixado
em formol tamponado a 4% durante 72 horas, em seguida o material foi colocado em solucao
de acido nitrico 8% com volume 100 vezes maior ao da peca. O tecido permaneceu nesta

solucdo até atingir ponto de corte.
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Posteriormente, as amostras foram desidratas em série crescente de alcoois e
diafanizados em xilol. Apds, foram inclusas em parafina e realizadas sec¢es semisseriadas no
micrétomo a 5 um, sendo entdo coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e
Tricrdmio de Masson (TM). As laminas histologicas obtidas foram observadas ao microscopio
de luz para avaliagdo da neoformagao dos tecidos fibrosos, cartilaginosos, 0sso jovem e maduro
durante o processo de cicatrizacdo dssea.

Na avaliacdo macroscopica, foi realizada classificacdo qualitativa por escore (de 1 a 4)
de acordo com o grau de unido de cada amostra do radio direito dos animais avaliados, sendo 1
= falha dssea néo unida, 2 = falha 6ssea discretamente unida, 3 = falha dssea moderadamente
unida e 4 = falha 6ssea unida.

As avaliacdes microscépicas foram quantificadas em escores de 1 a 4, sendo 1 =
auséncia, 2 = discreta quantidade, 3 = moderada e 4 = acentuada quantidade. Os aspectos
microscopicos caracterizados por esses escores foram: macroscopia, tecido de granulacéo,
presenca de osteoblastos e fibras coladgenas, presencga de 0sso ndo mineralizado, formacéo de
tecido cartilaginoso, formacéo de 0sso lamelar (0sso maduro), vasos sanguineos e composicao
do canal medular. As avalia¢bes foram realizadas por uma patologista experiente na area.

Os dados obtidos foram primeiramente submetidos a analise estatistica descritiva,
obtendo-se média, mediana, valor maximo e valor minimo.

Para as varidveis categoricas (escore de avaliacdo radiografica e de avaliacdo
histoldgica) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico), sendo que para valores
de p iguais ou inferiores a 0,05 as diferencas foram consideradas significativas.

Para analise da varidvel densitometria éssea (paramétrica) foi utilizado o teste Shapiro-
Wilk, sendo que para valores de p iguais ou inferiores a 0,05 as diferengas foram consideradas
significativas.

Havendo diferenca significativa entre médias, estas foram comparadas entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Para tanto, foram utilizados os pacotes “agricolae” e
“ExpDes”, ambos do programa computacional R (R Core Team (2018) - R Foundation for
Statistical Computing, Vienna/Austria).
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RESULTADOS
Ap0s o procedimento cirurgico, ndo foram observadas fistulas, secre¢des ou inflamacéo

exacerbada no local da incisdo. Todos os animais apoiaram 0 membro j& no segundo dia de p6s-
operatorio.

Os animais foram submetidos ao exame radiografico no pés-operatorio imediato, aos 15
e 30 dias - visando acompanhar a evolucdo da ndo unido 6ssea — e aos 45, 60, 75 e 90 dias
durante o tratamento para as andlises (Fig. 7, 8, 9 e 10).

Para o parametro “reacao periosteal”, foi avaliada a presenca de estimulo de reagdo do
peridsteo de radio e/ou da ulna ao redor da falha dssea.

Dentro do GN, as fémeas obtiveram uma maior média em comparacdo aos machos,
principalmente aos 90 dias, porém sem significancia (p>0,05).

No GP, as fémeas obtiveram uma maior média em comparacdo aos machos, aos
60, 75 e 90 dias (Fig. 3)
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Figura 3. Média e o erro padrdo do escore de avaliacdo
radiografica do parametro reacdo periosteal para os grupos GNM,
GNF, GPM e GPF, dos 45 aos 90 dias.

Para o parametro radiografico “volume do calo 6sseo”, foi realizada a avaliacdo
volumeétrica da presenca de calo 6sseo na falha 6ssea do réadio, graduando-a pela porcentagem
de preenchimento na falha 0ssea.

Dentro do GN, os machos obtiveram uma media maior que as fémeas em todos 0s
momentos. No GP, os machos também apresentaram maior média sobre as fémeas, porém

menor quando comparada aos machos do GN (Fig. 4)



31

—4—GNM —8—-GNF GPM ——GPF
3
25
w o, ‘_/_*—/“.Q
x a =
3 L5 T e v v
0 1
w
0.5
0
45 60 75 90
DIAS

Figura 4. Média e o erro padrdo do escore de avaliacao
radiografica do parametro volume do calo 6sseo para 0s
grupos GNM, GNF, GPM e GPF, dos 45 aos 90 dias.

Ao parametro radiografico “qualidade da ponte dssea”, foi avaliada a presenga ou nao
de ponte entre os fragmentos dsseos ao redor da falha, sendo entdo graduados pela qualidade
da coluna do o0sso.

No GN, os machos (GNM) tiveram uma pequena diferenca entre as médias dos machos
do grupo placebo (GPM) aos 75 dias. Neste mesmo momento, as fémeas do grupo nandrolona
(GNF) obtiveram médias superiores as fémeas do grupo placebo (GPF). Aos 90 dias, apenas o

grupo GPF obteve média menor que os demais (Fig. 5).
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Figura 5. Média e o erro padrdo do escore de avaliacdo
radiografica do parametro reacdo qualidade da ponte 0ssea
para os grupos GNM, GNF, GPM e GPF, dos 45 aos 90 dias.



Figura 6. Radiografias mostrando a evolucédo da cicatrizacdo da

falha Gssea na projecdo craniocaudal do radio e ulna direita do
animal GNF4. A: Po6s-operatorio imediato, mostrando o defeito
6sseo segmentar na diafise do radio (seta). B: 45 dias de pos-
operatorio e ao inicio do tratamento, mostrando o defeito dsseo
segmentar na diafise do radio com reacao periosteal (seta). C: 60
dias de evolucdo, na segunda semana de tratamento, mostrando o
defeito 6sseo segmentar parcialmente preenchido (seta). D: Aos
75 dias, mostrando o defeito segmentar preenchido parcialmente
(seta). Defeito dsseo segmentar preenchido quase completamente

aos 90 dias (seta).
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Figura 7. Radiografias mostrando a evolugdo da cicatrizagéo da falha
6ssea na projecdo craniocaudal do radio e ulna direita do animal
GNM3. A: Poés-operatorio imediato, mostrando o defeito 0sseo
segmentar na diéfise do radio (seta). B: 45 dias de pds-operatorio e ao
inicio do tratamento, mostrando o defeito 6sseo segmentar na diéfise
do radio com reacdo periosteal (seta). C: 60 dias de evolucéo,
evidenciando o defeito 6sseo segmentar parcialmente preenchido
(seta). D: Aos 75 dias, mostrando o defeito segmentar preenchido
quase completamente (seta). E: Defeito 6sseo segmentar preenchido

quase completamente aos 90 dias (seta).
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Figura 8. Radiografias mostrando a evolucdo da cicatrizacdo da
falha Gssea na projecdo craniocaudal de radio e ulna direita do
animal GPM10. A: Po6s-operatorio imediato, mostrando o defeito
6sseo segmentar na diafise do radio (seta). B: Aos 45 dias de p6
operatorio e ao inicio do tratamento, mostrando o defeito dsseo
segmentar na diafise do radio com reacdo periosteal
(seta). C: 60 dias de evolucdo, evidenciando o defeito Gsseo
segmentar na diafise do radio com reacdo periosteal (seta). D: Aos
75 dias. Defeito 6sseo segmentar na diafise do radio com
diminuicdo da reacdo periosteal (seta). E: Defeito 6sseo segmentar

na diafise do radio sem reacédo periosteal (seta) aos 90 dias.

34



35

Figura 9. Radiografias mostrando a evolugdo da cicatrizacdo da
falha Gssea na projecdo craniocaudal de radio e ulna direita do
animal GPF7. A: Pds-operatorio imediato, mostrando o defeito
6sseo segmentar na diafise do réadio (seta). B: 45 dias de pos-
operatério e ao inicio do tratamento, mostrando o defeito Gsseo
segmentar na diafise do radio com discreta reacao periosteal (seta).
C: Aos 60 dias de evolucao, defeito 6sseo segmentar na diafise do
radio com discreta reacdo periosteal (seta). D: Aos 75 dias. Defeito
6sseo segmentar na diafise do radio com reacdo periosteal ndo
progressiva (seta). E: Defeito 6sseo segmentar na diéfise do radio

com reacdo periosteal ndo progressiva (seta) aos 90 dias.

Na anélise da densitometria dssea, foram avaliados os parametros “contetdo mineral
0sseo — BMC”, “densidade mineral 6ssea — BMD?”, “conteudo mineral 6sseo local - BMDL” e
“densidade mineral 6ssea local — BMCL” de todos os grupos. Estes parametros visam uma
analise quantitativa da massa 6ssea dos animais avaliados, mostrando as mudancas da massa
Gssea entre o0s tratamentos.

Ao parametro contetdo mineral ésseo — BMC, o grupo nandrolona (GNM e GNF)
obteve maior média em relagdo ao grupo controle e ao grupo placebo, sendo ainda o0 GNF se

sobressaindo dentre os demais com uma maior média, com significancia (p<0,05) (Fig. 10).
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Figura 10. Média e o erro padrdo do conteddo mineral 6sseo —
BMC, na avaliacdo densitométrica de qualidade da massa 6ssea
para os grupos GCFM GCM, GNF, GNM, GPF e GPM.

Na avaliacdo do pardmetro densidade mineral 6ssea — BMD, os grupos GNF e GCF

obtiveram médias discretamente maiores que os demais grupos, sem significancia (p>0,05)

(Fig. 11).
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Figura 11. Média e o erro padrdo da densidade mineral dssea —
BMD, na avaliagdo densitométrica de qualidade da massa 0ssea
para os grupos GCFM GCM, GNF, GNM, GPF e GPM.

Analisando o conteddo mineral 6sseo local — BMCL, foi possivel evidenciar uma média
superior nos animais machos tratados com nandrolona (GNM). As fémeas no geral (GPF, GNF

e GCF) apresentaram médias inferiores, sobressaindo-se dentre todas as fémeas, o grupo tratado
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com nandrolona (GNF) com ligeiro aumento da média em comparagdo aos outros dois grupos

avaliados, com significancia (p<0,05) (Fig. 12).
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Figura 12. Média e o erro padrdo do conteddo mineral 6sseo

local — BMCL, na avaliacdo densitométrica de qualidade da
massa 6ssea para 0s grupos GCFM GCM, GNF, GNM, GPF e

GPM.

Na avaliacdo do parédmetro densidade mineral 6ssea local — BMDL, os machos dos
grupos nandrolona e placebo obtiveram as maiores médias em comparacdo as fémeas dos
mesmos grupos, evidenciando ainda um discreto aumento da média dos machos do grupo

nandrolona (GNM) em relag@o aos machos do grupo placebo (GPM) (Fig. 13).
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Figura 13. Média e o erro padrdo da densidade mineral 6ssea

local - BMDL, na avaliacdo densitométrica de qualidade da
massa 0ssea para 0s grupos GCFM GCM, GNF, GNM, GPF e

GPM.
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O exame histopatoldgico foi realizado em todos os 47 animais. A avaliagdo histoldgica
permitiu a identificacdo do defeito em processo de regeneracdo 6ssea, avaliando a macroscopia
e 0s parametros de presenca de tecido de granulacdo, osteoblastos e fibras colagenas, 0sso ndo
mineralizado, formacdo de tecido cartilaginoso, osso lamelar maduro (Gsteons), vasos
sanguineos e a formacdo do canal medular. Estes parametros seguem, em ordem cronoldgica,
a formacdo do tecido ésseo propriamente dito e sua qualidade.

Os demais fatores foram também classificados em escores de 1 a 4, onde 1 = ausente, 2
= discretamente presente, 3 = moderadamente presente e 4 = presente. Foram obtidas médias
dos valores obtidos em cada grupo, e os resultados expressos em graficos.

Na macroscopia, as fémeas do grupo controle (GCF) obtiveram médias superiores aos
demais grupos, seguido dos machos do grupo nandrolona (GNM) e das fémeas do grupo
nandrolona (GNF). Os machos do grupo controle (GCM) apresentaram as menores médias
(Figura 14).
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Figura 14. Média e erro padrdo de macroscopia para 0s machos e
fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos GC, GN e
GP.

No parametro tecido de granulacdo, o GCF apresentou média superior ao GNF e ao
GNM, seguido do GPF (Figura 15).
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Figura 15. Média e erro padrdo de tecido de granulacdo para 0s

machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos
GC, GN e GP.

Na avaliacdo do parametro osteoblastos e fibras colagenas, o GCF também apresentou
média superior aos demais grupos, que apresentaram discretas diferencas entre si (Fig. 16)
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Figura 16. Média e erro padrdo de osteoblastos e fibras
colagenas para os machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia

Branco nos grupos GC, GN e GP.

Ao parametro histolégico osso ndo mineralizado, os machos do grupo placebo (GPM)
obtiveram média ligeiramente superior quando comparada aos outros grupos, seguido dos
machos do grupo controle (GCM). As fémeas do grupo controle (GCF) obtiveram as menores
médias (Fig. 17).
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Figura 17. Média e erro padrdo de tecido de 0sso néo
mineralizado para os machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia

Branco nos grupos GC, GN e GP.

Analisando o parametro tecido cartilaginoso, nota-se uma maior media nos machos do
grupo controle (GCM), seguido de uma média igual entre as fémeas do grupo controle (GCF)
e machos do grupo placebo (GPM). As menores médias foram apresentadas nos grupos GNF e
GPF (Fig. 18).
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Figura 18. Média e erro padrdo de tecido cartilaginoso os
machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos
GC, GN e GP.

Na anélise para presenga de osso lamelar maduro (Gsteons), as médias de todos os
grupos foram semelhantes, com uma discreta diminui¢cdo na media do grupo controle das
fémeas (GCF) (Fig. 19).
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Figura 19. Média e erro padrdo de o0sso lamelar para os machos
e fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos GC, GN
e GP.

Avaliando a vascularizacao local (presenca de vasos sanguineos), os machos do grupo
controle (GCM) e as fémeas do grupo nandrolona (GNF) obtiveram as maiores médias. Os
machos do grupo nandrolona (GNM) e as fémeas do grupo placebo (GPF) apresentaram as
menores médias em comparagao aos outros grupos (Fig. 20).
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Figura 20. Média e erro padrdo de vasos sanguineos para 0S
machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos
GC, GN e GP.

Ao parametro que avalia a presenca e qualidade do canal medular, os machos do grupo
controle (GCM) apresentaram a maior média dentre 0s grupos. Tanto 0os machos quanto as
fémeas do grupo nandrolona (GNM e GNF) mostraram uma média superior quando comparado
ao grupo placebo (GPM e GPF) (Fig. 21).
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Figura 21. Média e erro padrdo de canal medular para os
machos e fémeas de coelhos Nova Zelandia Branco nos grupos
GC, GN e GP.

DISCUSSAO
De maneira geral, os resultados mostram que o0s animais tratados com DN obtiveram

eficacia superior na formacéo de tecido 6sseo quando comparados com os demais grupos. Desta
forma, corrobora a hipotese levantada de que o DN potencializa a regeneracdo 6ssea. Nos
estudos anteriores utilizando o DN para aceleracdo da consolidacdo 6ssea, como no realizado
por Abedi et al. (2012), em que foram utilizadas falhas 6sseas circulares, ndo criticas e nao
afetadas por nenhuma complicacdo, com no maximo 4 milimetros de didmetro, ocorreu a
cicatrizagdo total dentro da falha. Assim sendo, deve-se levar em consideragéo o tamanho do
defeito dsseo, uma vez que no presente estudo foi possivel avaliar a eficacia do farmaco e sua
real acdo na formacdo do tecido dsseo, porém tal neoformacdo foi insuficiente para o total
preenchimento do defeito 0sseo realizado, evidenciando que o farmaco se apresenta como
adjuvante no tratamento de fraturas complicadas pela ndo unido e com defeito segmentar grave.

Segundo McDermott et al. (2019), em humanos, ndo ha formacdo de calo 6sseo em
defeitos com mais de 30mm de extensdo, necessitando de interveng@es cirdrgicas para que 0
0sso tenha condigdes de se consolidar. Varios modelos experimentais de inducdo de ndo unido
0ssea sdo apresentados na literatura. Dentre eles, usamos como base para este experimento o
estudo de Hu et al. (2011), onde foram realizadas ostectomias parciais de 8mm de extensao na
diafise do fémur em ratos, obtendo como resultado a ndo unido 6ssea em 90% dos casoso

avaliados. Resultado semelhante foi observado no estudo de Tebyanian et al. (2018), onde
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foram considerados graves os defeitos dsseos de 8mm de didmetro na calota craniana de
coelhos. Com base em tais dados, optou-se pelo tamanho da falha 6ssea de 10mm, visando
como resultado uma ndo unido 6ssea inviavel por defeito segmentar, permitindo desta forma
avaliar a acdo do DN nestas condicdes. A escolha da realizacdo da ostectomia na diafise do
rédio justifica-se pela alta incidéncia de unido retardada e ndo unido 6ssea nessa regido, a qual
sabe-se que ocorre por conta da baixa cobertura muscular e perda da vascularizagdo local
(Munakata et al. 2017). A localizacdo do defeito 6sseo somada a sua extensdo tornou o local
propicio para o desenvolvimento da ndo unido éssea, sendo presente em 100% dos casos
avaliados neste estudo.

O tempo de avaliacdo radiogréafica escolhido no presente estudo tem como base
trabalhos anteriores realizados com consolidacdo dssea em coelhos, como o de Ahmed et al.
(2013), onde aos 40 dias pds-operatorio ja era possivel evidenciar a total cicatrizacdo em
fraturas da tibia. Partindo deste ponto, foi escolhido o tempo de 45 dias p6s-operatorio para
inicio das avaliacGes radiogréficas, onde ja era evidenciada a ndo unido 6ssea, e seu fim aos 90
dias, no qual ndo havia mais evoluc¢éo visivel da neoformacao dssea.

Radiograficamente, 0o GNM e GNF apresentaram médias superiores na formacao de calo
6sseo quando comparado aos outros grupos, demonstrando o potencial positivo do DN para
esse fator analisado. No parametro que avaliou a qualidade da ponte 6ssea, ndo houve diferengas
nas médias entres os grupos ao final do tratamento.

Apesar de relatos anteriores ndo demonstrarem diferencas significativas entre fémeas e
machos na avaliacdo radiografica para cicatrizacdo Ossea para parametros semelhantes
(Miranda et al, 2005), neste estudo foi possivel notar um aumento nas médias apresentadas
pelas fémeas em relacdo aos machos no parametro que avaliou a reacéo periosteal, mesmo nos
grupos ndo tratados.

Resultados semelhantes foram observados também na avaliacdo densitométrica local
para os parametros BMCL e BMDL, no qual os machos apresentaram médias superiores em
relacdo as fémeas. Ainda a respeito das analises de densitometria dssea, ao que se refere ao
BMCL, o GNM apresentou media superior em comparacdo aos outros grupos, com
significancia (p<0.05). Tal resultado evidencia acdo positiva do DN no aumento do contetido
mineral 6sseo do radio nos machos tratados, entretanto, sugere-se a importancia de mais estudos
que avaliem as diferencas fisiologicas entre 0s sexos que venham a afetar a consolidacao dssea

nestes animais.



44

Na anélise densitométrica geral, ao fator BMD ndo houve diferencas significativas entre
0s grupos (p>0.05), resultado este que corrobora o estudo de Tengstrand et al. (2007), que
avaliou este parametro em mulheres osteopordticas tratadas com DN, no qual da mesma forma
ndo foram obtidos resultados significativos. Por outro lado, na analise referida ao BMC, o grupo
nandrolona apresentou diferenca significativa, sobressaindo-se ainda 0 GNF (p<0.05). Tal
evidéncia concorda com os resultados obtidos por Flicker et al. (1997), onde houve um aumento
significante no conteddo mineral 6sseo em mulheres osteopénicas tratadas com DN em
comparacao as tratadas com placebo. Diante deste fato, é possivel afirmar que o tratamento com
DN aumenta o conteddo mineral ésseo, independentemente do sexo.

Macroscopicamente, levando em consideracdo a taxa de unido entre os fragmentos
0sseos, nao foi possivel observar diferencas significativas nas medias entre 0s grupos,
entretanto, o aspecto tecidual observado nos animais do GN parecia ser mais regular e
organizado.

Quanto as analises histoldgicas, para o primeiro pardmetro avaliado “tecido de
granulagdo” o grupo controle apresentou as maiores médias, com destaque ao GCF. Aqui,
devemos ressaltar que os animais do GC foram submetidos a eutanasia aos 45 dias,
diferentemente dos outros grupos. Desta maneira, € necessario expor que por conta da diferenca
no tempo de avaliacdo em cada grupo, 0 processo de reparacdo 0ssea encontrava-se em
diferentes fases, sendo a formacéo do tecido de granulagdo uma das primeiras delas (Zamarian,
2014). Assim, justifica-se os dados expostos neste estudo.

Os achados de Senos (2014) indicam que mesmo quando 0 0sso é acometido pela nao
unido 6ssea, ainda ha evidéncias de atividade osteoblastica e osteoclastica, mesmo sem algum
tratamento. Entretanto, os ratos tratados com DN apresentaram maior a¢do de osteoblastos,
diferindo do presente estudo, pois foi possivel observar que os grupos GNF e GNM
apresentaram as menores médias quanto a acao dos osteoblastos e fibras colagenas, e o grupo
controle evidenciou as maiores médias. Isso pode ser justificado por outro dado obtido por
Senos (2014), ao qual se nota que o DN acelera o processo de formacdo de o0sso maduro,
relembrando que no presente estudo os grupos GCF e GCM foram avaliados anteriormente aos
demais grupos. Ao pardmetro “osso ndo mineralizado”, ndo foram obtidas diferencas
significativas entre 0s grupos, porém o Unico grupo em que 0s machos apresentaram meédia

inferior foi entre os animais tratados com DN. J& na comparacdo entre fémeas, 0 GNF obteve
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uma média superior, confirmando que o farmaco tenha potencial para equiparar a diferenga da
massa 0ssea evidenciada entre machos e fémeas (Vanderschueren et al., 2004; Senos, 2014).

Os machos de todos os grupos apresentaram medias superiores quando comparados as
fémeas no quesito de presenca de tecido cartilaginoso, evidenciando ainda a maior média obtida
pelo GCM. Estes resultados podem ser considerados semelhantes aos obtidos por Hu (2011).
Neste estudo, foram avaliados ratos com ndo unifes dsseas e evidenciada a presenca de tecido
cartilaginoso até a 72 semana (aproximadamente 50 dias), diminuindo progressivamente na 102
e 12° semanas (70 e 85 dias aproximadamente). Hu (2011) ressalta ainda que a presenca de
tecido cartilaginoso indica formacéo 6ssea endocondral ativa. Complementando as evidéncias
obtidas no presente estudo, Vanderschueren et al. (2004) ressaltam que ratos machos
apresentam maior formacdo de osso cortical em relacdo as fémeas, causada pela acdo dos
androgenos; ja o estrogénio parece diminuir a formacao dssea periosteal. O mesmo estudo traz
dados comprobatérios de que homens afetados por tumores gonadais e orquiectomizados
evidenciaram um aumento de 50% no risco de fraturas patolégicas decorrentes de osteopenia
guando comparados aos que ndo foram submetidos ao procedimento. Também cita que homens
orquiectomizados que realizaram terapia androgénica ndo obtiveram queda na BMD ao exame
de densitometria 6ssea quando comparado aos homens néo tratados.

Comparando os grupos tratados (GN e GP), independentemente do sexo, 0 GN sempre
apresentou menor média em todos os parametros histolégicos avaliados. Entretanto, em
referéncia ao parametro que marca a ultima etapa da neoformacao 6ssea pela presenca de 0sso
lamelar, ambos 0s grupos apresentaram resultados quase idénticos. Diante deste fato, € possivel
presumir que o DN possa ter encurtado as fases anteriores a esta, concordando com Zamarian
(2014).

Referindo a quantidade de vasos sanguineos presentes no corte histoldgico, um fato
curioso é evidenciado dentro do GN: as fémeas apresentaram médias superiores somente neste
grupo. Este dado pode ser comparado com os dados obtidos no estudo realizado por Lam et al.
(2019), o qual traz que os andrégenos induzem a vasculogénese em ratas castradas submetidas
a isquemia vascular em membro pélvico. Partindo do pressuposto que o DN é um andrégeno,
pode-se suspeitar que 0 mesmo possui propriedades vasculogénicas. Este fato também pode ter
influéncia nas analises realizadas para avaliar a qualidade do canal medular, onde de mesmo
modo nota-se uma média superior no grupo tratado com DN, sobressaindo-se mais uma vez o

GNF. Uma vez que a vascularizacao local tem relacdo direta com a qualidade do canal medular,
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os resultados vistos neste estudo concordam com Senos (2014), que é capaz de evidenciar em
seu estudo a presenca de um canal medular de melhor qualidade nos animais tratados com DN.

Embora a literatura traga que o DN apresenta menor toxicidade e baixa taxa de efeitos
adversos quando comparado a testosterona, trabalhos evidenciam que superdosagem do
androgeno associada a tratamentos por longos periodos esta relacionada a alteragdes no sistema
cardiovascular, aumento da agressividade em machos e potencial nefrotoxico e hepatotoxico
(Melloni et al., 1997; Pozzi et al., 2013; Tsitsimpikou et al., 2016; Jerénimo et al., 2019). Néao
foram analisados os efeitos colaterais do DN no presente estudo, entretanto os animais
mantiveram-se aparentemente saudaveis durante todo o tempo em que foram avaliados, isso
provavelmente é justificado pela escolha da dose utilizada e curto periodo de tratamento

realizado.

CONCLUSAO
A partir das evidéncias do presente estudo, foi possivel concluir que o decanoato de

nandrolona possui propriedades osteogénicas apresentando interferéncia positiva na
neoformacdo 6ssea, aumentando também o conteddo mineral 6sseo (BMC) local e geral,
entretanto, ainda se torna indispensavel a combinacao desta terapia com o tratamento cirurgico
para ndo unido 6ssea. Nas avaliacdes histolégicas, a ordem cronoldgica da formacao do tecido
6sseo deve ser levada em consideracdo na interpretacdo dos resultados. Conclui-se ainda que
0s machos apresentam naturalmente caracteristicas fisiolégicas que alteram positivamente o
ganho de massa 0ssea, sugerindo assim novos estudos em que haja comparacao entre 0s Sex0s

e uso de esteroides.
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