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RESUMO

SENOS, R. Uso do decanoato de nandrolona na ndo-unido de fratura induzida
em fémur de rato: aspectos morfolégicos. [The use of nandrolone decanoate in
experimental nonunion fracture of the femur of the rat: morphological aspects]. 2014.
88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.
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A nao-unidao de fratura € uma complicacdo relativamente comum em ortopedia
humana e veterinaria. Dentre os tipos de ndo-unido, a atréfica costuma ser a mais
dificil de tratar. Atualmente, o tratamento amplamente utilizado para esses casos é
invasivo. Buscando alternativas, o presente estudo objetivou observar se o
decanoato de nandrolona interfere positivamente no incremento de regeneragéo de
nao-unido de fratura 6ssea com déficit vascular induzida experimentalmente em rato.
Foram utilizados 10 ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), divididos
em 2 grupos (grupo controle - GC e grupo tratado - GNan). Protocolos cirdrgicos
foram desenvolvidos a fim de promover fratura na diafise do fémur esquerdo com
inducdo de déficit vascular por remoc¢éo do peridsteo e enddsteo e isolamento do
foco de fratura com artefato de latex. Em seguida ao estabelecimento do quadro de
nao-unido de fratura nos dois grupos de estudo, foi administrado 1,5mg/kg de
decanoato de nandrolona IM, uma vez por semana, durante 4 semanas no GNan. A
verificacao do perfil morfologico do tratamento foi realizada pelo exames radiolégicos
periodicos, exame anatomopatologico, microscopia eletrdnica de varredura,
microtomografia computadorizada e microscopia 6ptica. Os resultados mostraram
gue o protocolo de nédo-unido de fratura desenvolvido foi eficiente para estudos
gualitativos e quantitativos de crescimento 6sseo. Adicionalmente, foi observado que
o decanoato de nandrolona promoveu incremento significativo de regeneracéo
0ssea em ndo-unido de fratura com déficit vascular por aumento da atividade
osteoblastica e reducdo da atividade osteoclastica no GNan. Houve aumento de
massa 0ssea na cabeca femoral e diferentes regides da diafise femoral. As andlises
de percentual de colageno nao revelaram diferencas significativas entre GC e GNan,
portanto, a qualidade 6ssea entre os grupos é semelhante. Dada viabilidade
econdmica do farmaco, € sugerido ensaios mais avancados que comprovem O
potencial terapéutico do decanoato de nandrolona no tratamento de ndo-unido de
fratura atrofica em pacientes humanos e veterinarios.

Palavras-chave: Atrofica. Colageno. Morfometria. Pseudoartrose.



ABSTRACT

SENOS, R. The use of nandrolone decanoate in experimental nonunion fracture
of the femur of the rat: morphological aspects. [Uso do decanoato de nandrolona
na ndo-unido de fratura induzida em fémur de rato: aspectos morfolégicos]. 2014. 88
f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2014.

The nonunion fracture is a relatively frequent complication in both human and
veterinary medicine. Among their types, the atrophic nonunion fracture is usually the
most difficult to treat and the elective treatment is surgery. In order to search for
alternative therapeutic approach, the present study aimed to analyze the
morphological changes induced by the use of nandrolone decanoate in experimental
nonunion fracture with vascular deficit in the rat model. Ten adult Wistar rats (Rattus
norvegicus) were divided into two groups, control (GC) and nandrolone decanoate
(GNan). Surgical protocols were developed to promote fracture nonunion in the left
femur diaphysis with vascular deficit by removing the periosteum and endosteum and
isolating the fracture site using a latex artifact. After the establishment of the
nonunion fracture, the GNan was treated with nandrolone decanoate (1.5mg/kg IM,
once a week, during 4 weeks). Periodical radiological examinations were performed.
In addition, anatomopathological evaluation, scanning electron microscopy,
computed micro-tomography and optical microscopy techniques were performed.
The results showed that the surgical protocols to establish the nonunion fracture
were efficient and allowed qualitative and quantitative evaluation of bone growth.
Besides, the nandrolone decanoate promoted the bone regeneration at the nonunion
fracture site by raising the osteblastic activity and reducing the osteclastic activity.
The percentage of collagen analysis did not reveal significant differences between
GC and GNan. This guarantees some quality for the regenerated bone. Due to the
economical viability of the use of nandrolone decanoate use, new advanced studies
are recommended to prove the therapeutic potential of that anabolic steroid for the

treatment of atrophic nonunion fracture in humans and other animals.

Keywords: Atrophic. Collagen. Morphometry. Pseudoarthrosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS DOS OSSOS

Os ossos funcionam como uma armacgéo do corpo, protegendo algumas visceras, e
como alavancas para os musculos, possibilitando os movimentos. Séo considerados, ainda,
o6rgdos hematopoiéticos por conterem a medula 6ssea, fonte de eritrocitos e leucdcitos.
Além destas caracteristicas, constituem reserva mineral, especialmente, de calcio e fésforo
(CALHOUN, 1954; MCLEAN, 1958).

Os 0ssos longos sao assim chamados por possuirem uma dimensdo maior que
outras duas dimens@es. Tipicamente, sao cilindricos, alongados e possuem extremidades
alargadas. Sdo comumente encontrados nos membros onde atuam como alavancas de
suporte para os movimentos. E dividido em trés segmentos caracteristicos, uma parte
central conhecida por diafise ou corpo que possui formato tubular e outras duas
extremidades de morfologia irregular, conhecidas com epifises. Fémur dos mamiferos,
incluindo o homem, cado e rato, € um 0sso longo (GETTY, 1986; DYCE; SACK; WENSING,
2010).

As epifises dos 0ssos longos revelam uma camada externa chamada de substancia
compacta. Internamente, encontramos 0 0sso trabecular mais frouxamente arranjado. Em
0ssos longos, a diafise estd escavada para formar a cavidade medular e, portanto,
encontramos apenas a substancia compacta conhecida por osso cortical (CAMPBELL,
1968; GETTY, 1986; DYCE; SACK; WENSING, 2010).
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Figura 1 - Estrutura externa e interna de osso longo
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Fonte: (http://antranik.org/cartilage-and-bones/ ,2013, adaptado por SENOS, 2014).

Uniformemente espalhadas pelo tecido 6sseo, encontramos as células 6sseas ou
ostedcitos. Esta célula representa a diferenciacdo terminal do seu precursor osteoblasto que
ocorre apos a mineralizacdo de toda a matriz extracelular ao seu redor (WEBSTER et al.,
2013). Um daltimo tipo celular, chamado de osteoclasto, encontra-se no tecido 6sseo com
funcao de reabsorver o tecido dsseo e, assim, modelar e remodelar o osso (EURELL, 2004).

Do ponto de vista estrutural, o tecido 6sseo possui uma matéria organica (2/3 do
peso do 0sso0) e uma matéria inorganica (1/3 do peso do o0sso). A matéria organica é
responsavel pela flexibilidade e elasticidade do osso. Além das células, ela possui uma
grande quantidade de colageno. Por outro lado, a dureza do osso € conferida pelos seus
compostos inorganicos do qual destaca-se o fosfato de calcio (GETTY, 1986).

A deposicdo de sais de calcio na substéncia intersticial do osso reduz sua
permeabilidade. Desta forma, para a ideal vascularizagdo, 0S 0SsS0S possuem canais
vasculares, que no 0sso compacto sdo orientados em relacdo a estrutura lamelar do osso
circundante. Os canais longitudinais no centro dos ostebnios sdo chamados de canais
nutricios. Eles contém vasos sanguineos que se comunicam entre si, com 0 endédsteo da
cavidade medular e com o periésteo superficie 6ssea (HUGHES, 1952; MCLEAN, 1958).


http://antranik.org/cartilage-and-bones/
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Figura 2 - Estrutura microscépica do 0sso compacto
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Fonte:
(http://s199.photobucket.com/user/susan_dalisay2000/media/Human%20Anatomy/33e9.jpg.html
2013; adaptado por SENOS, 2013).

O periosteo é a membrana delgada de tecido conjuntivo especializado e de grande
potencial osteogénico que reveste o 0sso. O enddsteo, a exemplo do periosteo, tem grande
potencial de formacdo éssea, contudo é uma membrana que reveste a cavidade medular
(EURELL, 2004).

Os 0ssos sdo estruturas muito dinAmicas em constante renovacao pelas atividades
osteoblasticas e osteoclasticas. Tornam-se mais delgados e fracos pelo desuso e
hipertrofiam-se para suportar maiores cargas (DYCE; SACK; WENSING, 2010). Suas
estruturas resistem a compressdo de 1,2kg/cm? e tensdo média é de 914,4kg/cm?
(MCLEAN, 1958). Em ocasifes nas quais forgcas externas superam as resisténcias, 0S 0SS0S
fraturam. Em resposta, um reparo pode ocorrer formando regenerado (SALTER, 2001;
PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009).


http://s199.photobucket.com/user/susan_dalisay2000/media/Human%20Anatomy/33e9.jpg.html
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1.2 AS FRATURAS OSSEAS

A lesdo 6ssea mais comum € a fratura que pode ser descrita como uma
descontinuidade do tecido 6sseo. Essa descontinuidade resulta de forcas de compressao,
tensdo ou avulsdo que superam a resisténcia do tecido (SALTER, 2001; SCHILLER;
TEITELBAUM, 2002).

As forcas intensas o suficiente para fraturar um 0sso, comumente, lesionam também
os tecidos moles adjacentes. Nessas situagfes, frequentemente, nos deparamos com
guadros de necrose muscular extensa, hemorragia provocada por cisalhamento dos vasos
sanguineos, laceracfes de inser¢des tendineas ou fixacdo de ligamentos ou, ainda, lesdes
nervosas provocadas por estiramento, esgarcamento ou ruptura (HUTH, 1989; SCHILLER;
TEITELBAUM, 2002; HULSE; JOHNSON, 2002; DENNY; BUTTERWORTH, 2006;
ZALAVRAS et al., 2008).

O processo de reparo da fratura é definido por possuir trés fases distintas. Na fase
inflamatodria, iniciada horas ap6s a instauracdo do quadro fratuario, existe uma extensa
laceracdo do peridsteo. A ruptura resultante de vasos sanguineos no periésteo e tecidos
moles adjacentes ocasiona hemorragia extensa. Em adicdo, musculos e outros tecidos
moles podem sofrer necrose e hemorragia. Encontramos, ainda, necrose do tecido 6sseo no
foco fratuario pela interrupcdo do suprimento sanguineo no 0sso. Essas caracteristicas sdo
evidenciadas pela auséncia de ostedcitos e lacunas ésseas vazias (HULSE; JOHNSON,
2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005; BORRELI et
al., 2012).

Poucos dias apds a fratura, a hemorragia forma um coagulo grande que precisa ser
reabsorvido para que a fratura possa progredir no seu processo de consolidacdo. A
neovascularizacdo inicia-se na periferia do coagulo formado e pode estender-se até os
tecidos moles vizinhos ou cavidade medular. Sdo evidenciados, também, dilatacdo dos
vasos sanguineos adjacentes, transudacdo, exsudagéo e resposta inflamatéria padréo de
leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos e células mononucleares. Por volta do sétimo dia
de fratura, grande parte do codgulo é organizada pela invasdo de vasos sanguineos e
fibrose inicial (HULSE; JOHNSON, 2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON;
HOULTON; VANINI, 2005; BORRELI et al., 2012).

Nesta mesma época, encontra-se 0sso inicial, trancado, correspondente a cicatriz
0ssea. Uma vez que a neoformacgdo 0ssea necessita de suprimento sanguineo adequado,
0s pequenos fragmentos de osso inicial sdo formados na periferia do coagulo, onde a
vascularidade € maior. Os osteoblastos, responsaveis pelo 0sso inicial, sdo originados de

células mesenquimatosas pluripotentes dos tecidos moles e medula 6ssea (HULSE;
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JOHNSON, 2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005;
BORRELI et al., 2012).

Na maioria das fraturas observa-se, também, a formacao de cartilagem que, por fim,
€ reabsorvida por ossificacdo endocondral. Esse tecido misto de osso e cartilagem é
chamado por calo 6sseo (HULSE; JOHNSON, 2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002;
JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005; BORRELI et al., 2012).

A fase seguinte, de reparacdo, inicia-se na primeira semana apo6s a fratura e
estende-se por meses dependendo do grau de liberdade de movimento do foco fratuario.
Durante esta fase ndo sdo mais encontradas células inflamatérias agudas. A etapa é
caracterizada pela diferenciacdo de células pluripotentes em fibroblastos e osteoblastos. A
reparacdo ocorre da periferia para o centro do foco de fratura com objetivo de organizar e
absorver o coagulo sanguineo e, ainda, prover neovasculariza¢édo para a construc¢éo do calo
gue ira consolidar o osso ao final desta fase de reparo (HULSE; JOHNSON, 2002;
SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005; BORRELI et al.,
2012).

Durante esta fase, grandes quantidades de osteoclastos dentro dos canais de
Havers e Volkmann atuam a fim liberar novo aporte sanguineo. O crescimento do calo
0sseo externo € continuo e se forma calo no enddsteo, interno, na cavidade medular. As
bordas das fraturas comecam a sofrer acdo osteoclastica de remodelacdo formando
superficies lisas e biseladas. Nas areas de maior concentracdo cartilaginosa, a
neovascularizacdo penetra calcificando a cartilagem e favorecendo o processo de
ossificacdo endocondral ampliando a placa de crescimento de neoformacéo éssea (HULSE;
JOHNSON, 2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005;
BORRELI et al., 2012).

Por fim, semanas ou meses apds a fratura inicial, o calo ésseo liga as bordas das
fraturas e inicia a Ultima etapa conhecida como fase de remodelacdo. Esta fase caracteriza-
se por intensa acao osteoclastica a fim de restaurar a anatomia 0ssea com restauracéo do
canal medular. N&o é rara a condigdo em que 0 0sso € forte suficiente para ser considerado
consolidado, mas do ponto de vista biolégico, a acdo de remodelamento permanece por
longo prazo (HULSE; JOHNSON, 2002; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; JOHNSON;
HOULTON; VANINI, 2005; BORRELI et al., 2012).

Embora, a maioria dos casos de tratamento de fratura adequado evolua
satisfatoriamente, outro grande nimero absoluto falha. Em medicina humana e veterinaria é
relativamente comum a ocorréncia de ma-unido, retardo de unido ou mesmo a nao-uniao

dos segmentos das fraturas.
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Figura3- Esquema de consolidacdo secundaria de fratura em osso longo e acompanhamento
radiografico

Intensidade de resposta

10%0 70%0

e L G OND e Tempo

[/

Fonte: (JOHNSON, 2005 e THRALL, 2001; adaptado por SENOS, 2014).

Legenda: 1) Fase inflamatéria com formacéo de hematoma; 2) Fase de reparo com rapida chegada de tecido de
granulacéo; 3) Fase de remodelamento com formagéo de calo fibrocartilaginoso e 4) mineraliza¢éo
de calo com restauracdo da anatomia 6ssea

1.3 NAO-UNIAO DE FRATURA

Quando um sitio fratuario ndo é consolidado, é instaurado um quadro de ndo-unido
0ssea (SCHILLER; TEITELBAUM, 2002).

Apesar dos avancos no tratamento de fraturas, estima-se que 5%-10% das fraturas
em humanos na América do Norte ou Reino Unido avance com alguma complicacéo de
consolidacdo (CANADIAN ORTHOPAEDIC TRAUMA SOCIETY - COTS, 2003; MILLS;
HAMISH; SIMPSON, 2013). Nos Estados Unidos da América, sdo estimados cerca de
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10000 casos de ndo-unido de fratura por ano (HAK et al., 2014). No Brasil, faltam estudos
epidemiolégicos amplos, mas o percentual de 5% de ndo-unido dentre os casos de fraturas
de fémur tratadas com placa bloqueada é descrito por Miyazaki et al. (2012) em estudo
retrospectivo.

A falha na consolidacdo de fraturas gera problemas para o cirurgido e implicacdes
funcionais, sociais e financeiras para o paciente (EINHORN, 1995; HECKMAN;
SARASOHN-KAHN, 1997; CANADIAN ORTHOPAEDIC TRAUMA SOCIETY - COTS, 2003).
Sem levar em consideragdo a morbidade do paciente e tempo n&o produtivo, o National
Health Service do Reino Unido estimou que os custos de tratamento de uma néo-unido de
fratura no Reino Unido variam de 28 mil a 320 mil reais por pessoa (MILLS; HAMISH;
SIMPSON, 2013).

Em medicina veterinaria, as nao-unides de fratura em o0ssos longos, também,
parecem ser complicagbes relativamente comuns. Entretanto, a escassez de publica¢bes
nacionais e internacionais referentes a esse tema limita a contextualizacéo do cenario global
e custos anuais com tratamentos cirirgicos.

Em estudo radiografico, a nédo-uniao € caracterizada por defeitos entre as
extremidades da fratura e cavidade medular ocluida, a menos que a estabilizacdo do foco
de fratura seja feita com um pino intramedular. E possivel encontrar, ainda, as superficies
lisas na linha de fratura e esclerose do tecido ésseo (THRALL, 2001; FARROW, 2006).

Figura 4 - Radiografias de ndo-unides fratuarias femorais com esclerose das bordas fratuarias
¥ [~
, .

Fonte: (GAO, 2013; CRISTANTE, 2011; adaptado por SENOS, 2013)
Legenda: A) quando a técnica de estabilizacdo do foco impede o fechamento do canal medular e B) quando o
canal medular fica ocluido
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As causas dessas complicagcbes sdo bem variadas. A ndo-unido representa a
faléncia do processo metabdlico complexo que envolve diversas células, fatores reguladores
neuroendécrinos e idnicos e proteinas morfogenéticas (SALTER, 2001; SCHILLER;
TEITELBAUM, 2002; CANADIAN ORTHOPAEDIC TRAUMA SOCIETY - COTS, 2003).
Aparentemente, o género, fatores genéticos, tabagismo, doencas metabdlicas e caréncias
nutricionais podem estar relacionados no processo (RAJASEKERAN; GIANNOUDIS, 2012;
COPUROGLU; CALORI; GIANNOUDIS, 2013; DIMITRIOUS et al., 2013; POUNTOS et al.,
2013).

A patogénese da né&o-unido pode estar relacionada principalmente a fatores
mecéanicos como instabilidade ou interposicdo de tecidos no foco da fratura (CANADIAN
ORTHOPAEDIC TRAUMA SOCIETY - COTS, 2003), além de infeccdo e alteractes
vasculares (SALTER, 2001; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002). Destes fatores, pode-se
classificar basicamente as nao-unides de fraturas como eutréficas - com interposicao de
tecido entre os fragmentos - , atréficas - com déficit vascular evidente - e hipertréficas -
representa bom aporte vascular, porém sem estabilidade necessaria para promover o reparo
e cicatrizacao do tecido 6sseo — (JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005).

Dentre as causas das nao-unies atréficas destaca-se a laceragéo de tecidos moles
adjacentes ao foco de fratura, incluindo o peridsteo, e deficiéncias vasculares, sobretudo de
caracteristicas anatdmicas (WELCH et al., 1997; SALTER, 2001; SCHILLER; TEITELBAUM,
2002; CANADIAN ORTHOPAEDIC TRAUMA SOCIETY - COTS, 2003). Provavelmente, a
nao-unido atréfica é o tipo mais tipo mais dificil de tratar (PIERMATTEI; FLO DECAMP,
2006).

De modo geral, os tratamentos de ndo-unibes de fraturas instauradas por déficit
vascular local utilizam técnicas cirdrgicas que preveem maior estabilidade do foco de fratura
e debridamento das bordas da fratura a fim de promover melhora neovascular
(RODRIGUEZ-MERCHAN; FORRIOL, 2004; BEICKERT et al.,, 2006). Entretanto, nao
parece ser muito claro que a melhor disposicdo dos fragmentos de fratura possa
incrementar a vascularizagdo local. Além dos altos custos envolvidos nestes tipos de
tratamentos, o0s riscos do ato cirargico e aumento do tempo de morbidade do individuo, nos
leva a pensar nas possibilidades de abordagens para estas complicagbes (BEAVER;
BRINKER; BARRACK, 1997; BABHULKAR; PANDE; BABHULKAR, 2005).

Embora muitos estudos envolvendo fatores reguladores do crescimento ésseo - fator
de crescimento transformante TGF-B, fator de crescimento endotelial vascular VGEF,
plasma rico em plaquetas PRP, proteinas morfogenéticas de osso BMPs - venham sendo
conduzidos como alternativa para o tratamento cirdrgico em quadros de n&o-unido
(RAMOSHERB et al., 2002; KAPLANSKY; DURNOVA, 2007; AZAD et al., 2009; KAIPEL et

al., 2012), seus resultados s&o incipientes e muitas vezes inexplicados do ponto de vista dos
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precisos fenbmenos metabodlicos. Em adigdo, sdo tratamentos pouco difundidos que
costumam ter alto custo financeiro — embora alguns desses tratamentos custem menos que
os cirurgicos — (DAHABREH; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2007; DAHABREH et al., 2009)
gue, muitas vezes, inviabiliza o seu emprego rotineiro.

A maioria dos estudos experimentais envolvendo tratamentos néo invasivos para a
nao-unido, utilizam como modelo fraturas que ndo mimetizam adequadamente a isquemia

local da fratura.

1.4 OS MODELOS EXPERIMENTAIS ATUAIS DE NAO-UNIAO DE FRATURA

Alguns modelos experimentais utilizam-se da producdo de grandes defeitos
segmentares ou instabilidade mecénica na fixacdo da fratura para gerar quadros de néo-
unido (GARCIA et al., 2008; KRATZEL et al., 2008; OETGEN et al., 2008; FERREIRA et al.,
2009; HU et al., 2011; SCALICZKI et al., 2012). Entretanto, estes modelos ndo recriam 0s
distarbios metabodlicos que podem interferir no processo de consolidacdo da fratura,
limitando-se as questdes mecanicas. Este tipo de ndo-unido (mecanica) ndo pode ser
utilizado para avaliar o efeito de drogas anabdlicas no processo. Nestes modelos, a ndo-
unido nao foi criada por efeitos biolégicos locais, mas sim pela perda de contato entre os
segmentos 0sseos envolvidos na fratura (KOKUBO et al., 2003).

Cabe ressaltar que o periésteo cumpre papel fundamental na consolidacdo, a
medida que suas células se diferenciam em osteoblastos determinando uma ossificacdo
intramembranosa. O peridsteo, portanto, é a principal estrutura envolvida na questdo
biolégica da consolidacdo (WELCH et al., 1997; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002).

Dentre os modelos que recriam uma condicdo de falha vascular, o modelo
experimental de Kaspar et al. (2008) de néo-unido de fratura parece inadequado. Embora a
remocgdo do periésteo constitua técnica importante, a medida que os autores removeram,
também, a medula 6ssea do osso fraturado, produziram uma condi¢cdo além da conhecida
em ndo-unides e, portanto, alterou-se os mecanismos fisiopatoldgicos de néo-unido de
fratura (MANOLAGAS; JILKA, 1995).

Ja os modelos de Hietaniemi, Peltonen e Paavolainen (1995) e Kokubo et al. (2003)
parecem aproximar-se da realidade clinica. Contudo, a curta remo¢édo do periésteo (2mm
das bordas da fratura), talvez, interfira nas técnicas morfométricas 6sseas recomendadas

para estudos de crescimento 6sseo (DEMPSTER et al., 2013).
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Figura 5 - Modelos experimentais de ndo-unido de fratura éssea encontrados na literatura que
utilizam diferentes técnicas

Hu ef al, 2011. Modelo de
nao-uniao com falha
segmentar. Modelo mais
comum encontrado na
literatura.

Kasper et al, 2008. Modelo
com boa estabilidade no
foco de fratura. Condigao

atrofica discutivel pela
remogao da medula
ossea.

Hietaniemi et al, 1995.
Modelo com
caracteristicas atroficas
boas. Limitagao na analise
de crescimento oOsseo

cortical. Y :
Fonte: (HIETANIEMI, 1995; KASPER, 2008; e HU, 2011; adaptado por SENOS 2013).

Baseado nos modelos jA descritos na literatura, nenhum modelo atualmente é

definitivo e serve o propésito dos estudos para tratamentos de ndo-unido atréficas.

1.5 O DECANOATO DE NANDROLONA

O decanoato de nandrolona é um anabolizante esteroide andrégeno. Trata-se do
primeiro derivado sintético da testosterona que teve suas propriedades anabdlicas e
androgénicas suficientemente separadas para uso clinico (KICMAN, 2008; BARCELOUX;
PALMER, 2013). A remocé&o do grupo 19-metil foi o que possibilitou a reducéo dos efeitos
androgénicos, mas com manutencdo dos efeitos anabdlicos comparado ao proprianato de
testosterona (GAO; BOHL; DALON, 2005).
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Como todos os anabolizantes dessa classe, seu efeito € exercido sobre varios
tecidos no organismo, como musculos e 0ssos, por exemplo (MCGRIFF-LEE et al., 2005;
KICMAN, 2008; GHIZONI et al., 2013; PIOVESAN et al., 2013).

O decanoato de nandrolona é gradualmente liberado do depdsito intramuscular e
subsequentemente hidrolisado em nandrolona (GAO; BOHL; DALON, 2005). O perfil
anabdlico da nandrolona, segundo estudos metabdlicos realizado em humanos, demonstra
os efeitos anti-catabdlicos e poupador de proteinas, como também os efeitos favoraveis
sobre o metabolismo do calcio em sua maior absorcéo intestinal, menor taxa de excrecdo
renal e aumento de massa 6ssea em humanos com osteoporose. Os efeitos anabdlicos
estdo associados com a presenca da enzima 5-a-redutase em tecidos contendo receptores
androgénicos. Pela acdo da 5-a-redutase a nandrolona passa a 5-a-dihidro-nandrolona
(HOFBAUER; KHOSLA, 1999; KICMAN, 2008). Essa se liga mais fracamente aos
receptores androgénicos do que a nandrolona (BELIDO et al., 1995). Isso explica o efeito

relativamente forte da nandrolona em tecidos destituidos de atividade alta da 5-a-redutase.

Figura 6 — Representagédo gréafica da molécula de nandrolona (A) e formula comercial do decanoato
de nadrolona (B)

OH

A Nandrolona B

Fonte: (Kicman, 2008; e www.mundo.anabolico.blogspot.com ; adaptado por SENOS 2013).

A nandrolona tem demonstrado um aumento do teor mineral 6sseo, detencdo de
perda Ossea e reducdo da incidéncia de fraturas (TIDERMARK et al., 2004; BERIASHVILI,
MENABDE; CHIKHLADGE, 2006; TENGSTRAND et al., 2007). Com isso, teve larga
aplicacdo no tratamento da osteoporose. Apesar do efeito do decanoato de nandrolona estar
bem documentado em relacdo ao aumento de massa muscular e indiretamente de massa
0ssea, seu efeito direto no tecido 0sseo possui pouca documentagdo cientifica em estudos
in vivo (AERSSENS et al., 1993; SCHOT; SCHUURS; KLOOSTERBOER, 1993;
KAPLANSKY; DURNOVA, 2007; HEDSTROM et al., 2002). Em estudos in vitro demonstrou-
se a presenga de receptores androgénicos em células “osteoblast-like” que estimulam a

proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica (KOUSTENI et al.,, 2007). Em modelos



32

experimentais de indugdo de osteopenia, o efeito da nandrolona esta parcialmente
documentado, tanto em prevencdo como em tratamento de ratos com osteoporose induzida
(BELIDO et al.,1995; XIAODONG et al., 2000).

O uso do decanoato de nandrolona em fraturas, ainda, é incipiente. A literatura
contemporanea fornece apenas dados experimentais em coelhos com resultados que
indicam um incremento no crescimento 6sseo alcancado pela alta atividade osteoblastica e
reducéo do tempo de tratamento da fratura (AHMAD et al., 2013).

Contudo, atualmente, ndo h& definicdo dos efeitos da nandrolona como coadjuvante
do tratamento das ndo-unies de fraturas. Com essas caracteristicas, temos o interesse em
avaliar os aspectos morfolégicos produzidos pelo decanoato de nandrolona em nao-uniées
de déficit vascular. Dessa forma, formulamos a pergunta: Sera o decanoato de nandrolona

capaz de promover crescimento 6sseo em nao-unides de fratura de carater atrofico?
1.6 OBJETIVO

Avaliar a influéncia do decanoato nandrolona no tratamento de n&o-unides atroficas
de fraturas induzidas em fémures ratos.
a) Desenvolver um modelo experimental de ndo-unido de fratura com deficiéncia vascular
gue reproduza um quadro semelhante ao de ndo-unido atréfica e, ainda, permita analises
morfométricas;
b) Testar nossa hip6tese por meio de grupo controle e grupo experimental no qual
utilizaremos o decanoato de nandrolona. Fazer andlises qualitativas e quantitativas para
caracterizar morfologicamente os efeitos do decanoato de nandrolona sobre fraturas néo

unidas com falha vascular.

1.7 JUSTIFICATIVA

s

Nossa proposta é justificada pelo relativo grande numero de casos clinicos
veterinarios e humanos de n&do-unido de fratura. No homem esta complicacdo pode afetar
diretamente sua produtividade, bem como perdas econdmicas oriundas ndo somente da
menor produtividade por perda da morfologia e fungdo, como dos custos de possiveis

tratamentos invasivos. Em medicina veterinaria, animais utilizados para trabalho, também,
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sofrem com a morbidade e os custos de revisdo cirlrgica podem interferir na decisdo do

tratamento.
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Materiais e Métodos
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COMITE DE ETICA

O experimento foi aprovado nas normas de ética estabelecias pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Fluminense (CEUA-UFF), sob o registro
namero 170/2012 para execucdo das etapas experimentais nesta instituicdo. Para fins de
registro e desenvolvimento de tese de doutoramento, o estudo foi aprovado, também, no
Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (CEUA-FMVZ-USP) sob o protocolo numero 2904/2013.

2.2 ANIMAIS E CONDICOES DE ALOJAMENTO

Utilizamos 10 espécimes de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar de criacdo
convencional. Os espécimes foram produzidos e criados até os 2,5 meses de idade no
Nucleo de Animais de Laboratério da Universidade Federal Fluminense (NAL-UFF) e, em
sequéncia, cedidos ao Laboratorio de Morfologia Experimental do Instituto Biomédico
(LaMEX-UFF) para realizacdo do experimento.

Durante todos os procedimentos, 0s animais estiveram alojados no Biotério 1 do
LaMEx-UFF. Os ratos foram mantidos individualmente em caixas de polipropileno com
grade superior, de dimensdes 30cm x 20cm X 1l4cm. Temperatura controlada de 24°C,
umidade média de 50% e ciclos de luz de 12h dia/noite. Os animais tiveram racdo propria
para ratos Nuvilab® (valores nutricionais no Apéndice A) e agua filtrada ad libitum.

Os animais passaram por 15 dias de adaptacdo ao ambiente e rotina do novo
biotério antes de serem submetidos ao primeiro procedimento cirlrgico com a finalidade de

reduzir o estresse dos animais.

2.3 ETAPAS EXPERIMENTAIS

O cronograma de execucdo de cada etapa experimental envolvendo espécimes

vivos é representado pela figura 7.
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Figura 7 - Cronograma das etapas metodoldgicas in vivo do estudo

15d 45d 15d 30d

Fonte: (SENOS, R., 2014).

Etapa | — Captacdo dos animais
Os animais foram recebidos do NAL-UFF e acomodados no Biotério | do LaMEx-

UFF, conforme previamente descrito.

Etapa Il — Primeiro procedimento cirargico

A Etapa Il ocorreu nas dependéncias do LaMEx-UFF.

O objetivo desta etapa era instalar o quadro de fratura dssea transversal na diafise
femoral esquerda por método cirdrgico. Desejava-se, ainda, que o0 quadro evoluisse ao
estado de ndo-unido de fratura com déficit vascular.

O procedimento anestésico foi realizado com aplicacdo de medicacdo pré-
anestésica, acepromazina 0,75mg/kg intramuscular. Cinco a 10 minutos apds, realizamos a
aplicacdo da associacao de cloridrato de quetamina/cloridrato de xilazina nas dosagens de
80mg/kg e 10mg/kg, respectivamente, via intraperitoneal.

Apos constatagdo de plano anestésico cirurgico por auséncia de reflexo palpebral e
resposta a estimulo doloroso (compressdo interdigital), realizou-se ampla tricotomia no
membro esquerdo do animal, desde a coluna vertebral lombar, sacral e caudal, passando
pela parede abdominal, até articulacéo tarsica. No membro pélvico, foram abordadas as
faces lateral e medial.

Em seguida, foi realizada a antissepsia do membro com solucdo de clorexidine e
clorexidine alcodlico e iniciado o ato cirargico.

1- O acesso cirtrgico foi realizado por incisdo cutdnea do trocanter maior ao epicondilo

lateral femoral, utilizando cabo de bisturi n°3 e lamina n°15 (Figura 8A);
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2- Apos divulsdo de tecido subcutaneo com tesoura Spencer ponta fina/fina e pinga de
disseccdo anatdbmica, realizou-se diérese entre a borda cranial do musculo biceps femoral e
a borda caudal do musculo tensor da fascia lata com objetivo de alcancar o plano cirdrgico
0sseo com bisturi, tesoura e pinca de dissecgdo anatdmica (Figura 8B);

3- O acesso final ao 0sso deu-se ao afastar a musculatura adjacente a diafise femoral com
auxilio da tesoura em movimento de divulséo;

4- O peridsteo de toda a diafise foi removido por raspagem com lixa para criar um ambiente
de déficit vascular no osso (Figura 8C);

5- Com uso de serra oscilatoria, a osteotomia completa e transversal foi procedida no tergo
médio da diafise do fémur (Figura 8D);

6- Em seguida, foi removido o enddsteo de toda a diafise de ambos o0s segmentos da
fratura, se utilizando a rosca de um pino intramedular (Figura 8F);

7- A fratura foi estabilizada utilizando um pino intramedular rosqueado de 1,5mm: a)
Realizou-se corte obliquo na ponta obtusa do pino, com uso de alicate cirirgico, e insercao
do mesmo no fragmento proximal de forma retrégrada pelo canal medular, desde a
extremidade da fratura até sua saida na fossa trocantérica femoral utilizando furadeira
cirargica. b) Em seguida, a fratura foi reduzida e estabilizada com movimento normégrado
do pino intramedular até atingir osso trabecular da epifise distal utilizando maquina furadeira
cirdrgica (Figura 8G e Figura 9);

8- Isolou-se o foco de fratura e diafise femoral da musculatura crural revestindo um artefato
de latex, dreno de “penrose” n°2, nos dois fragmentos da fratura do fémur. O objetivo desta
etapa era impedir que vasos sanguineos de tecidos adjacentes ao foco de fratura atuassem
no processo de regeneracdo 0ssea, simulando a necrose tecidual gerada em casos clinicos
de fraturas (Figura 8H);

9- FO ato cirargico 1 foi finalizado com a sintese dos tecidos divulsionados e incididos
utilizando fio monofilamentar de nylon 3-0. Para a aproximac¢ao da musculatura, foi utilizado
ponto simples continuo. Para pele e tecido subcuténeo, foi efetuado ponto simples

descontinuo (Figura 8I-J).

O pés-cirargico imediato foi realizado com administragdo subcutanea de antibiotico
Enrofloxacina (10mg/kg) e analgésico Tramadol (5mg/kg).

Apods 12 horas do fim do ato cirdrgico, iniciou-se nova terapia por via subcutanea
com antibidtico profilatico Enrofloxacina (10mg/kg, 12-12h, durante 3 dias); anti-inflamatério
Meloxicam (1mg/kg, 24-24h, durante 5 dias) e analgésico opidide Tramadol (5mg/kg, 12-
12h, durante 3 dias).
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Figura 8 - Sequéncia de técnica cirargica para instalacdo de quadro de ndo-unéo de fratura no fémur
esquerdo de rato

Fonte: (SENOS, 2014).

Legenda: Etapa Il. A e B) diéreses cutdnea e subcutanea, respectivamente; C) remog¢do do periosteo; D)
osteotomia da diafise femoral; E) fratura experimental; F) remocao do enddsteo; G) fixagcdo do pino
intramedular; H) insercdo de artefato isolante de latex; | e J) sintese subcutanea e cutanea,
respectivamente



39

Figura 9 - Esquema de técnica cirargica de implantacao do pino intramedular em fémur de rato

Fonte: (JOHNSON, 2006).
Legenda: Etapa Il. A) passagem retrograda do pino e B) fixagdo normograda.

Etapa lll — Exame radiografico |

Para constatacdo do sucesso cirargico da Etapa Il, foram realizados exames
radiogréaficos dos espécimes.

Eles foram deslocados até a Clinica Veterinaria Be Happy na cidade de Petropolis -
RJ. Foram utilizados equipamento de radiografia FNX 90 CTI, chassi com placa de fosforo e
leitura computadorizada com o FCR Prima Fuji modelo CR-IR391RU e impressora a Seco
DKYPIX Prima.

Os animais foram submetidos a leve anestesia com objetivo de minimizar o estresse
e facilitar a manipulacdo. O protocolo utilizado foi a associacdo cloridrato de quetamina /
cloridrato de xilazina, 50mg/Kg e 5mg/kg, respectivamente, via intraperitoneal.
Foram obtidas imagens radiogréaficas de ambos os membros pélvicos nas posi¢des latero-
lateral e cranial-caudal.

A imagem sugestiva de fratura diafisaria femoral, transversa e completa, bem como a
constatagdo de artefato radiopaco, caracteristico do pino intramedular foi evidenciada por 3
médicos veterinarios.

Ao final do procedimento, os animais foram retornados ao Biotério 1 do LaMEXx-UFF.
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Etapa IV — Segundo Procedimento Cirdrgico

Quinze dias ap6s a constatacdo radiografica da fratura, foi realizado o segundo
procedimento cirargico a fim de avaliar a esclerose das bordas da fratura e remover o
artefato de latex (dreno “penrose”). Esta remocao teve por objetivo assegurar que, depois de
instalada a n&o-unido da fratura, os tecidos adjacentes e seus vasos ndo eram suficientes
para promover a regeneragao 0ssea. Além disso, nao era desejado que o artefato de latex
atuasse como barreira fisica para o reparo 6sseo.

O procedimento anestésico e acesso cirargico foram executados igualmente aos
descritos na Etapa Il. Em seguida, removeu-se o artefato de latex (dreno de “penrose”)
utilizando tesoura Spencer, bisturi e pinca de disseccdo anatdbmica. Foram observadas
escleroses das bordas da fratura (Figura 10). Por fim, o ato cirargico 2 foi concluido de

forma semelhante ao executado que o na Etapa I, incluindo, os cuidados pés-operatérios.

Figura 10 - Técnica cirirgica de remocgao do artefato isolante de latex de fémur de rato e constatagao
de n&o-uni&o de fratura

-

Fonte: (SENOS, 2014).
Legenda: A) remocdo do artefato e B) foco da fratura apos remocdo com esclerose das bordas
fratuarias

Etapa V — Exame radiografico Il e Inicio de terapia com decanoato de nandrolona

Antes de iniciar o protocolo de administracdo do anabolizante esteroide, decanoanto
de nandrolona, em tratamento a nao-unido de fratura, novo exame radiografico foi realizado
para constatar este quadro.

O local, protoloco anestésico, equipamentos e posi¢des radiograficas seguiram o
mesmo padrao da etapa lIl.

ApoOs serem observadas as ndo-unides de fratura em todos os espécimes, 0s
animais foram retornados ao Biotério 1 do LaMEx-UFF.

Aleatoriamente, os espécimes foram divididos em 2 grupos: grupo controle (GC) e

grupo tratado com decanoato de nandrolona (GNan). Cada grupo continha 5 espécimes.
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Ambos os grupos foram submetidos as mesmas condi¢es, exceto a administragéo
do decanoato de nandrolona (Deca Durabolin®), dosagem 1,5mg/kg, intramuscular, uma
vez por semana durante quatro semanas realizada exclusivamente em GNan.

Apés a ultima administracdo do decanoato de nandrolona, foi respeitada uma
semana de caréncia para acdo farmacoldgica da ultima aplicacdo da droga, antes de
proceder a etapa VI.

Etapa VI — Exame radiogréafico lll, eutanasia e coleta de material para estudo
morfolégico

Como ultima etapa com animais vivos, foi realizado o terceiro exame radiogréafico
com objetivo de comparar os achados entre os grupos GC e GNan e, ainda, compara-los
com o exame radiogréfico Il para avaliacdo da evolucao morfolégica apés a administracédo
do decanoato de nandrolona.

O local, protoloco anestésico, equipamentos e posi¢coes radiograficas seguiram os
mesmos padrbes das etapas lll e V.

Em ao LaMEx-UFF com os animais, foram procedidas as eutanasias utilizando
sobredosagem de Tiopental Sédico na dosagem em 100mg/kg, via intraperitoneal.

A disseccdo anatdbmica para fins de coleta do fémur foi realizada seguindo protocolo
semelhante aos protocolos cirlirgicos das Etapas Il e IV. Em seguida, o fémur foi
desarticulado proximalmente com incisdo sobre a cépsula articular e ligamento da cabeca
do fémur na articulacdo coxo-femoral. Distalmente, os ligamentos da articulagdo tibio-
femoro-patelar foram transversalmente seccionados para a liberacéo do fémur neste plano.
Apoés a coleta dos fémures, o pino intramedular foi removido cuidadosamente, obtendo-se
dois fragmentos, proximal e distal (Figura 11). As amostras foram fixadas por imersdo em

solucdo aquosa de formaldeido tamponado 10%.
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Figura 11 - Fragmentos 6sseos coletados do grupo tratado com decanoato de nandrolona (GNan) e
do grupo controle (GC) para processamento histologico

Fonte: (SENOS, 2014).

Etapa VIl — Preparo e analise das amostras

Apoés fixacdo do material por 2 meses, foram realizadas as analises macroscopicas
gualitativas dos fragmentos das fraturas.

Em seguida, executamos a descalcificacdo das amostras para realizacdo de analises
mais apuradas.

A descalcificagédo foi procedida utilizando solu¢cdo aquosa de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 10% pH 7,0. As solugbes foram trocadas, rotineiramente, duas vezes
por semana até que as amostras estivessem adequadas para processamento histolégico. O
tempo médio desta etapa foi de aproximadamente doze meses.

Apenas um fémur de cada grupo, GC e GNan, n&do foram submetidos a descalcificacéo para

realizacdo de microscopia eletrénica de varredura.

1) Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As amostras nao descalcificadas dos grupos GC e GNan foram analisadas
gualitativamente por microscoépica eletrdnica de varredura.

Os fragmentos 6sseos foram lavados em solugéo tampé&o. Em seguida, desidratamos
crescentemente em solugdo aquosa de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, 98% e 100%). Apés
esta etapa, as amostras foram levadas a estufa a 37°C durante 24h. As amostras foram
coladas em “stabs” metalicos utilizando cola de carbono. Em seguida, foram metalizadas
com ouro “sputting” no equipamento EmitechVR K500. Por fim, os fragmentos ésseos foram
analisados em microscopio eletrénico de varredura LEO 435 VP-Zeiss.
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2) Microtomografia computadorizada

A microtomografia computadorizada por transmissao de raios X (XCT) € uma técnica
nao destrutiva capaz de fornecer informacfes do interior dos objetos e, entre elas,
avaliacdes volumétricas com objetivo de caracterizar a morfologia das amostras, que por
sua vez pode ter natureza 2D ou 3D, em diferentes planos.

O ensaio de XCT foi conduzido no Laboratério de Instrumentacdo Nuclear do
Departamento de Engenharia Nuclear da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LIN-
UFRJ) (Figura 12). As amostras descalcificadas foram submetidas ao escéner de alta
energia (SkyScan/Bruker 1173 X-Ray SkyScan, Kntich, Bélgica). As imagens foram obtidas
com equipamento calibrado a operar com 70kV de voltagem, 114pA de corrente elétrica e
filtro de aluminio de 1,0mm. O detector utilizado foi do tipo flat-panel, sendo possivel
alcancar imagens com matriz de 2240 x 2240 pixels e com o tamanho de pixel de 9,91um.
As projecdes foram obtidas em 180° considerando uma média de 5 projecdes a um passo
angular 0,3°.

As projecOes foram reconstruidas no programa Nrecon® SkyScan (version 1.6.9.4),
cuja teoria é baseada em Feldkamp.

Para as visualizagbes 2D e 3D, foram utilizados os programas de visualizacdo 3D
SkyScan CTvox versao 3.0 (SkyScan, Kontich, Bélgica) e o programa Data Viewer versao
1.5.1.2 (SkyScan, Kontich, Bélgica).

Figura 12 - XCT realizada no LIN-UFRJ

Fonte: (SENOS, 2014).
Legenda: A) fotografia do equipamento de XCT; B) exemplificacdo dos possiveis planos de anélise e
C) visualizagdo de uma imagem radiogréfica em tempo real.

As andlises morfométricas foram executadas a partir de volumes de interesse (ROI),
gue relacionados com a quantidade de se¢Bes geraram determinados volumes de interesse
(VOI). Nessa etapa, foi utilizado o programa CTan versao 1.14.4.1+ (Skyscan, Ltd, Bélgica).
Os parametros analisados seguiram a padronizacdo da literatura (HAHN et al, 1992;
CHAPPARD et al, 2008, 2011; RECKER et al., 2011; DEMPSTER et al., 2013). Trés regides
— cada uma com 0,2 mm de altura - de cada fémur (Figura 13) foram analisadas, conforme

explicitado a seguir:
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a) Andlise de osso trabecular no terco médio da cabeca femoral, com objetivo de
realizar controle positivo da acdo da droga, uma vez que os efeitos do decanoato de
nandrolona em o0ssos trabeculares jA sdo conhecidos. Foram verificados o fator
padrao de osso trabecular (Tbh.PF), espessura de trabécula (Tb.Th), numero de
trabéculas (Tb.N), volume 64sseo (BV), percentagem de volume ésseo (BV/TV),
conectividade das trabéculas (Conn) e numero de Euler (NE).

b) Analise de osso cortical da diafise femoral do segmento proximal da fratura, cerca de
3-4mm proximal a linha de fratura. Foram analisados por estereologia — 21 planos
transversais subsequentes por segmento — o volume de osso (BV) e a area de
superficie do osso (BS). As andlises 2D — apenas um plano transversal por
segmento — contemplaram area significativa total se seccao transversal do 0sso
(B.Ar), perimetro significativo total de sec¢éo transversal do osso (B.Pm), espessura
transversal (Cs.Th) e espessura trabecular em modelo de haste (Tb.Th.rd).

c) Andlise de osso cortical da diafise femoral do segmento distal da fratura, cerca de 3-
4mm distal a linha de fratura. Foram analisados os mesmos parametros do

segmento proximal supracitado.

Figura 13 - Planos de secc¢do transversal utilizados na quantificacdo estereoldgica e/ou
bidimensional para osso cortical e trabeculado no fémur esquerdo dos ratos
estudados

=
=
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3-4mm

- regidoes de analise

Fonte: (SENOS, 2014).
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3) Microscopia Optica

Estudos de microscopia 6ptica foram executados para caracterizagdo das bordas
das fraturas nos segmentos proximal e distal (Figura 14).

Os segmentos proximais foram clivados transversalmente a cerca de 5-6mm distal
da borda proximal da cabeca do fémur, enquanto os segmentos distais foram clivados cerca
de 5mm proximal da borda proximal da troclea do fémur.

Em seguida, procederam-se as etapas classicas de preparo histolégico
(desidratacédo, diafanizacdo e inclusdo em blocos de Paraplast®). Cada segmento femoral
deu origem a um bloco contendo o segmento diafisario proximal ou distal, totalizando 16
blocos, dos quais 4 eram dos segmentos proximais do GC, 4 dos segmentos distais do GC,
4 dos segmentos proximais GNan e 4 dos segmentos distal do GNan. Dois cortes coronais
de 5um de cada bloco foram selecionados para confec¢édo de cada lamina histolégica. As
laminas foram coradas de acordo com as técnicas a seguir:

a) Hematoxilina-Eosina, para caracterizagdo da amostra (Apéndice B);

b) Picrossirius modificado, para quantificacdo de colageno (Apéndice C);

Figura 14 - Esquema de planos de clivagem dos segmentos proximal e distal e areas de o0sso cortical
analisadas em fémur esquerdo de rato na microscopia Optica

Planos transversais
de clivagem

de analise

regiao

Fonte: (SENOS, 2014).
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As laminas foram observadas com auxilio do microscopio Optico Axioscépio Zeiss® e
0s resultados analisados em um microcomputador utilizando programa de morfometria
especifico Carl Zeiss Axiovision Viewer 4.8® (Berlim, Alemanha), seguindo processos de
captacdo da imagem, calibragdo do equipamento, engenharia da imagem, mensuracao dos
campos nas laminas de Picrossirius modificado, listagem dos dados e comparacdo dos
resultados.

Para a quantificacdo de colageno foram padronizadas as leituras de 5 campos
aleatérios por lamina a uma distancia de até 2mm da linha de fratura de cada segmento

femoral.

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados quantitativos obtidos da microtomografia computadorizada e microscopia
Optica foram analisados estatisticamente a fim de estabelecer um padréo para tais quesitos.

Consideramos como significancia estatistica p valor menor que 0,05.
Média, desvio padrdo e o teste ndo paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon foram calculados
para cada variante analisada utilizando o programa Epilnfo TM version 7.1.3 (Atalanta,
Georgia, EUA) (ZAR, 1998).

Nas analises de percentual de colageno, foi utilizado percentual médio de colageno

encontrado em cada segmento para calculo de Mann-Whitney-Wilcoxon.
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Resultados
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3 RESULTADOS

3.1 EXAMES RADIOGRAFICOS

Os exames radiogréaficos periddicos (Etapa Ill, V e VI) revelaram a evolugcdo do
guadro de fratura, ndo-unido e regeneracao 0ssea a depender do grupo, GC ou GNan.

Etapa lll

Durante esta Etapa, foram obtidas imagens sugestivas de fratura diafisaria femoral,
transversa e completa. Constatou-se, ainda, artefato radiopaco, caracteristico do pino
metdalico no canal intramedular de todos os espécimes (Figura 15). O mesmo laudo foi

fornecido por 3 médicos veterinarios.

Figura 15 - Imagem radiografica de membro pélvico esquerdo do rato nimero 2 (Rattus norvegicus),
posicdo medial-lateral

Fonte: (SENOS, 2014).

Nota: Em destaque (circunscrito): fratura diafisaria transversal completa no fémur esquerdo. Obs:
presenca de corpo estranho de alta densidade dentro do canal medular, caracteristico de pino
intramedular rosqueado.
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Etapa V

Observou-se imagem sugestiva de fratura diafisaria femoral, transversa e completa.
Foi constatado, ainda, artefato radiopaco, caracteristico do pino metélico no canal
intramedular de todos os espécimes. Nao foi notada imagem sugestiva de crescimento
0sseo nas bordas da fratura de nenhum espécime (Figura 16). Considerando os exames da
Etapa lll, em avaliagdo temporal, foram diagnosticados quadros néo-unido de fratura em
todos os espécimes. Esse laudo foi concordado por 3 médicos veterinarios.

Figura 16 - Imagens radiograficas de membros pélvicos esquerdos de ratos. Posicédo latero-lateral

Fonte: (SENQOS, 2014).

Legenda: A) espécime nimero 4 e B) espécime nimero 2. Em destaque (setas): fratura diafisaria
transversal completa no fémur esquerdo. Obs: presenca de corpo estranho de alta
densidade dentro do canal medular, caracteristico de pino intramedular rosqueado em
ambos os animais.

Etapa VI

J& com os grupos GC e GNan definidos, apds administracdo do decanoato de nandrolona
no GNan, foram observadas imagens radiograficas diferentes. Ambos 0s grupos
apresentaram imagens caracteristicas de fratura diafisaria femoral, transversa e completa
com artefato radiopaco caracteristico de pino metalico rosqueado no canal intramedular.
Entretanto, o GNan apresentou bordas de fratura irregulares proeminentes sugestivas de
crescimento 6sseo. Por outro lado, alguns espécimes do GC apresentaram areas de menor
densidade na regido cortical do foco da fratura sugestivo de reabsorcdo 0ssea (Figura 17).

Trés médicos veterinarios foram consultados nos laudos.
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Figura 17 - Imagens radiograficas de membros pélvicos de ratos do grupo controle e do grupo
tratado com decanoato de nandrolona 125 dias apds osteotomia

Fonte: (SENOS, 2014).

Legenda: A e C) espécime numero 4 do GC. B e D) espécime nimero 2 do GNan. Fratura diafisaria
transversal completa no fémur esquerdo em ambos o0s animais. Presenca de corpo
estranho de alta densidade dentro do canal medular, caracteristico de pino intramedular
rosqueado em todos os quadrantes. Em A e C nédo é observada expanséo 6ssea. Em B e

D, imagens radiopacas irregulares proeminentes caracteristicas de crescimento 0sseo.
Comparar com figura 16.
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3.2 ACHADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Os achados macroscopicos revelaram morfologia diferenciada nos fragmentos
proximais e distais dos grupos GC e GNan.

Ja durante a coleta, se notou que a retirada do pino intramedular dos espécimes GNan era
dificultada. O pino estava comprimido no canal medular. Em contrapartida, nos espécimes
GC, o pino intramedular estava relativamente livre dentro do canal medular.

Em relacdo as bordas das fraturas, houve estreitamento nos fragmentos proximais
gue se encaixavam nos fragmentos distais, deformando as bordas das fraturas.
Particularmente, os fragmentos proximais do GC apresentaram as bordas das fraturas em
formato de ponta de lapis. Consequentemente, os alargamentos das bordas das fraturas dos
fragmentos distais do GC grupo foram bem acentuados.

Outros achados foram obtidos na morfologia do canal medular dos fragmentos
distais. Os espécimes GNan apresentaram canal medular de contorno regular, enquanto no

GC o canal apresentou contorno irregular.

Figura 18 - Fragmentos distais de fémur esquerdo de ratos Wistar (Rattus norvegicus), vista proximal

Fonte: (SENOS, 2014).
Legenda: A esquerda, grupo controle (GC). A esquerda, grupo tratado com decanoato de nandrolona
(GNan). Destaque para tamanho e contorno da cavidade medular, menor e regular no GNan
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3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Nas andlises por microscopia eletrbnica de varredura, foram encontradas
peculiaridades para cada fragmento (proximal e distal) em cada um dos grupos (GNan e
GC) (Figura 18).

O fragmento proximal GC mostrou-se com superficie irregular externa com areas
porosas, entremeadas de outras proeminentes. Essas imagens sugerem reabsorcdo 0ssea
ou reabsorcdo 6ssea associada a focos de neoformacgédo 6ssea (Figura 19). Destacou-se,
ainda, a borda da fratura com formato de ponta de lapis como evidenciado
macroscopicamente. Por outro lado, o fragmento proximal de GNan apresentou superficie
irregular externamente, espessura cortical relativamente grande e canal medular de 1,5mm
sugestivo de neoformacédo Gssea, especialmente, nas camadas externas de 0sso.

Os fragmentos distais apresentaram morfologia ainda mais distintas. No GC,
encontramos um canal medular bem dilatado na borda da fratura com diametro superior a
3,0mm, indicando que o pino intramedular estava mais livre nessa regiao. Além disso, a
camada cortical desse segmento tinha espessura inferior a 1,0mm em determinadas
regides. A superficie externa estava irregular com imagem sugestiva de deformacdo. No
GNan observamos superficies externas muito irregulares. O canal medular atingiu seu
didmetro minimo de aproximadamente de 1,5mm por contato com 0 pino intramedular.
Adicionalmente, a espessura cortical superior a 1,5mm indicou intensa atividade

proliferativa, uma vez que a cortical do GC apresentou espessura bem inferior.
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Figura 19 - Fotomicrografias de microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos dsseos de
fémures de ratos Wistar (Rattus norvegicus)

Grupo Controle Grupo Nandrolona

Fonte: (SENQOS, 2014).

Legenda: Destacam-se em A e B (GC) superficies externas regulares fora do foco de fratura e borda
em ponta de lapis (A) sugestiva de baixa proliferacdo 6ssea ou sequestro. C e D (GNan)
apresentam areas irregulares externas e cortical espessa (D) sugestiva de proliferacao
Ossea

Figura 20 - Fotomicrografia da borda da fratura do fragmento proximal do grupo controle em quadro
de ndo-unido de fratura em fémur esquerdo de rato

Fonte: (SENOS, 2014).
Legenda: Detalhe de regido porosa, sugestiva de reabsor¢éo dssea.
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3.4 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

As analises qualitativas comparadas da microtomografia computadorizada
corroboraram os resultados radiograficos e de microscopia eletrbnica de varredura. As
imagens externas de cada segmento revelaram diferencas claras entre GC e GNan
evidenciando crescimento 6sseo superior no GNan.

No GC, observou-se morfologia mais regular da diafise femoral em ambos os
segmentos quando comparadas ao GNan. Em adicdo, o fragmento proximal do GC
apresentou area de estreitamento préxima a borda da fratura, como em ponta de lapis
(Figura 20A).

Por outro lado, chama a atencé@o a deformacdo do GNan em relagdo a morfologia
normal do fémur. O colo femoral encontrou-se muito largo, gerando a falsa impressdo de
estar curto. Outro achado foi a discreta silhueta supracondilar do segmento distal e
abaulamento das epifises medial e lateralmente a troclea (Figura 20B).

Em plano coronal mais profundo foi possivel observar a relagéo entre espessura da
cortical e o didmetro do canal medular. Notamos que nos segmentos proximais, o GC teve
grande variacdo da espessura cortical e canal medular relativamente largo. Em
contrapartida, o GNan mostrou cortical espessa e canal medular estreito.

Outra caracteristica interessante foi a comparacao entre as bordas das fraturas dos

segmentos distais. No GC a borda apresentava grande dilatacao, diferentemente do GNan.

Figura 21 - Imagens radiolégicas de microtomografia computadorizada de fémures esquerdos de
ratos em quadro de ndo-unido de fratura
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Fonte: (SENOS, 2014).
Legenda: Vista cranial. Analises externas e internas de seccao coronal dos segmentos proximal e
distal. A) grupo controle; B) grupo experimental
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Nos planos transversais, foi possivel destacar grande diferenca entre as espessuras
corticais e didmetro medular nas regides de analises quantitativas (Figura 21). GC
apresentou uma delgada espessura cortical e amplo canal medular, enquanto GNan teve
cortical espessa e canal medular em torno de 1,5mm.

Figura 22 - Aspectos morfolégicos dos fémures esquerdos de ratos analisados em microtomografia
computadorizada

Proximal

Fonte: (SENOS, 2014).
Nota: Planos transversais aproximadamente 3-4mm distantes das bordas das fraturas em ambos os

segmentos proximais e distais

As anélises morfométricas da cabeca femoral (controle positivo) destacaram maior
massa 0ssea no GNan em comparagdo ao GC. As caracteristicas promovidas pelo
decanoato de nandrolona foram marcantes no aumento do volume 6sseo, aumento do
percentual de volume ésseo e aumento da espessura trabecular (Tabela 1). Nesses
parametros, os dados coletados indicaram diferenca significativa (p<0,05) entre GC e GNan
no 0sso trabecular e, portanto, confirmaram o controle positivo do experimento, ou seja, 0
decanoato de nandrolona produziu efeitos no GNan.

As variantes de conectividade (Conn) e numero de Euler (EN) da cabeca femoral

indicaram que o decanoato de nandrolona ndo promoveu aumento significativo (p>0,05) das
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conexdes formadas entre as trabéculas dsseas. Além disso, o nimero de trabéculas 6sseas
(Th.N), também, ndo indicou diferengas significativas (p>0,05) (Tabela 1).
Os valores absolutos em cada espécime podem ser encontrados no Apéndice D.

Tabela 1 - Analises morfométricas tridimensionais dos tercos médios cabecas femorais de ratos
realizadas em microtomografia computadorizada

Média (desvio padréo) Média (desvio padréo)
GC GNan

Medida

BV (mm?) 0,089 (+ 0,031) 0,247 (+ 0,057)
BVITV (%) 21,031 + 5,332 47,800 (+ 8,101)
Th.PF (mm™) 14,536 (+ 2,856) -6,160 (+ 6,249)
Tb.Th (mm) 0,077 (+ 0,012) 0,106 (+ 0,027)
Th.N (mm™) 2,815 (+ 0,990) 4,570 (+ 0,512)
Conn 71,25 (+ 67,85) 103,25 (+ 51,94)
EN - 36,50 (+ 44,66) 56,00 (+ 75,37)

Legenda: GC = grupo controle; CNan = grupo tratado com decanoato de nandrolona; BV = volume
0sseo; BVITV = percentagem de volume 6sseo; Th.Pf = padrdo de osso trabecular; Th.Th
= espessura trabecular 6ssea; Th.N = nimero de trabéculas 6sseas; Conn = conectividade
entre as trabéculas 6sseas; EN = nimero de Euler
Fonte: (SENOS, 2014).
Nota: As variantes BV, BV/TV, Th.PF e Tb.Th apresentaram diferencas significativas no teste ndo
paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon

As analises quantitativas realizadas em planos transversais simples (2D) ou
sequenciais (3D) em o0ssos corticais das diafises femorais evidenciaram aumento de massa
Ossea cortical no GNan quando comparado ao GC tanto no fragmento proximal quanto no
distal (Tabela 2).

O aumento do volume ésseo (BV) na analise 3D em GNan foi corroborado por seu
correspondente bidimensional de area do osso (B.Ar). A maior superficie 6ssea (BS)
observada em GNan durante analise tridimensionalmente foi acompanhada por seu analogo
bidimensional de perimetro do osso (B.Pm). Além desses parametros, foi observada maior
espessura de 0sso e maior espessura de cortical no GNan em andlises 2D.

Os testes estatisticos de Mann-Whitney-Wilcoxon registraram diferenca significativa
(p<0,05) para todas as variantes analisadas.

Observamos, ainda, maior diferenga entre as médias de GC e GNan referentes as
variantes do segmento proximal que no segmento distal (Tabela 2).

Os valores absolutos em cada espécime podem ser encontrados nos Apéndices E-F.
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Tabela 2 - Analises morfométricas bidimensionais e tridimensionais de osso cortical das diafises

femorais dos segmentos proximal e distal em fémures de ratos realizada em

microtomografia computadorizada

Segmento Média (desvio padrdo) Média (desvio padrao)

femoral GC GNan
BV (mm°) 0,8369 (+ 0,4044) 3,005 (+ 2,229)
BS (mm?) 18,690 (+ 9,377) 52,151 (+ 34,666)

C_EU B.Ar (mm?) 4,089 (z+ 1,998) 14,430 (+ 10,770)

'5 B.Pm (mm) 42,7504 (+ 18,363) 96,116 (+ 52,231)

Pt

O Cs.Th (mm) 0,179 (+ 0,028) 0,280 (+ 0,049)
Tb.Th(rd) (mm) 0,1628 (+ 0,0178) 0,2068 (+ 0,0121)
BV (mm?) 1,466 (+ 0,215) 2,751 (+ 1,148)
BS (mm?) 32,981 (+ 3,146) 56,361 (+ 19,771)

T B.Ar (mm?) 7,077 (£ 1,032) 13,209 (+ 5,552)

—

'é) B.Pm (mm) 81,332 (+ 4,181) 102,881 (+ 38,222)
Cs.Th (mm) 0,173 (£ 0,017) 0,259 (+ 0,0131)
Tb.Th(rd) (mm) 0,161 (+ 0,008) 0,197 (+ 0,002)

Legenda: GC = grupo controle; GNan = grupo tratado com decanoato de nandrolona; BV = volume
0sseo; BS = superficie 6ssea; B.Ar = area 0Ossea; B.Pm = perimetro 6sseo; Cs.Th =
espessura do 0sso; Th.Th(rd) = espessura da cortical 6ssea.

Fonte: (SENOS, 2014).

Nota: Houve diferencas significativas (p<0,05) em todas as variantes analisadas nos testes ndo

paramétricos de Mann-Whitney-Wilcoxon
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3.5 MICROSCOPIA OPTICA

As laminas histologicas coradas com hematoxilina-eosina confirmaram as imagens
radiogréficas, de microscopia eletrénica de varredura e microtomografia computadorizada ao
revelarem o crescimento 6sseo no GNan, mas ndo no GC (Figura 22).

As imagens captadas nos segmentos GC mostraram um tecido homogéneo e bem
definido, sem maiores quantidades de nucleos celulares e, portanto, ndo indicaram a
presenca de grande quantidade de osteoblastos ou neoformacao 6ssea no foco da fratura
(Figura 22A). Encontrou-se, por outro lado, moderada atividade osteoclastica, evidenciada
por areas escuras com células multinucleadas delimitando grandes lacunas no tecido 6sseo
(Figura 22C).

No GNan, obteve-se achados morfoldgicos diferentes. Foram encontradas trés
regibes distintas (Figura 22D): 1) na borda da fratura, um tecido irregular com muitos
ndcleos grandes sugere intensa atividade osteoblastica na formacdo de novo tecido 6sseo;
2) logo adjacente a borda da fratura, estd demarcada uma regido de nudcleos celulares
desalinhados e coloracdo de matriz extracelular mais intensa, caracteristica de neoformacéao
Ossea e; 3) por fim, a regido mais afastada da borda da fratura apresenta homogeneidade e
distribuicao relativamente organizada dos nucleos celulares. Em adi¢do, encontramos matriz
extracelular de coloragcdo menos intensa.

Essas caracteristicas sugerem tecido 6sseo antigo.
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Figura 23 - Fotomicrografias histolégicas de tecido 6sseo proximas a borda de fratura de fémures
esquerdos nao-unidos de ratos do grupo controle (A e C) e do grupo tratado com
decanoato de nandrolona (B e D)

________ Controle _____J ____ Nandrolona_____|

Fonte: (SENOS, 2014).

Legenda: A) borda regular com distribuicdo regular dos ostedcitos. B) Destaque para area de
atividade osteoblastica na borda da fratura. C) Destaque para regido de atividade
osteoclastica. D) Trés regibes distintas de formagdo Ossea na qual | = zona
osteoblastica; Il = zona de osso neoformado; Il = osso formado anteriormente.

O estudo sobre colageno revelou média de 94,96 + 2,58% no segmento proximal e
94,68 + 1,65% para o segmento distal no GC. No GNan, as médias foram 93,65 + 2,47% no
segmento proximal e 96,57 + 0,82% no segmento distal (Figura 23). Ndo houve diferencas
estatisticas significativas (p>0,05) entre 0s grupos.

Os valores absolutos de cada espécime encontram-se no Apéndice G.



Figura 24 - Fotomicrografias histologicas de tecido 6ésseo coradas com Picrossirius modificado para

evidenciacao das fibras colagenas na cor vermelha

Nandrolona

Fonte: (SENOS, 2014).
Nota: Ndo houve diferencas significativas (p<0,05) em todas as variantes analisadas nos testes ndo
paramétricos de Mann-Whitney-Wilcoxon
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4 DISCUSSAO

4.1 O MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental de nado-unido de fratura com déficit vascular proposto no
presente estudo tinha por objetivo aproximar as condigcbes experimentais daquelas
encontradas nos casos clinicos de ndo-unides atroficas. Nesses casos, 0 aporte sanguineo
no foco da fratura ndo é suficiente para favorecer os processos de cicatrizacdo e
regeneracdo, especialmente, nos primeiros dias apés fratura (BROWNLOW et al., 2002;
SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; LU et al., 2007).

A literatura oferece diversos modelos com caracteristicas diferentes. Grande parte
promove a ndo-unido de fratura por falha segmentar (FERREIRA et al., 2009; GARCIA et al.,
2008; HU et al., 2011; KASPAR et al., 2008; OETGEN et al., 2008; SCALICZKI et al., 2012)
gue nao corresponde aos casos clinicos de ndo-unides atréficas, mas, sim, aqueles em que
sdo necessarios a realizacéo de enxerto 6sseo (KOKUBU et al., 2003).

Nesse sentido, 0 modelo proposto foi bem sucedido ao reproduzir 0 quadro de néo-
unido. Os achados radiograficos assemelham-se com a literatura para quadros classicos de
nao-unido (THRALL, 2001). As imagens radiograficas sugestivas de bordas de fratura
escleroticas e com atividade osteoclastica evidente confirmam o processo. Adicionalmente,
as bordas das fraturas encontradas foram semelhantes as descritas na literatura para nao-
unido atrofica (PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2009).

E sabido que a estabilizacdo dos segmentos da fratura é fundamental para o reparo
0sseo (SALTER; HARRIS, 1963; SCHILLER; TEITELBAUM, 2002; MEHTA et al., 2011).
Usualmente, segmentos femorais produzidos por fraturas diafisrias transversas completas
ndo possuem indicacdo apenas de pino intramedular para tratamento em animais.
Normalmente, se opta por outra técnica, a fim neutralizar as forgas resultantes da rotacéo
entre os fragmentos (BEALE, 2004; STIFFLER, 2004; JOHNSON; HOULTON; VANINI,
2005).

A utilizacdo de um pino intramedular no modelo desenvolvido neste estudo decorre
de limitacBes técnicas e econdmicas. Nao foi possivel o acesso a fixadores externos ou
placas que pudessem ser implantadas em fémures de ratos.

Entretanto, os resultados indicaram que o uso de um pino intramedular foi eficiente
para instalacdo do quadro de n&o-unido de fratura. O didmetro dos pinos — 1,5mm -
utilizados foi pertinente por ndo terem ocorrido casos de migracédo dentro do canal medular.

Para permitir movimentos de rotacdo entre os segmentos da fratura ndo é necessario utilizar
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um pino frouxo dentro do canal medular. Nesse sentido, 0 modelo proposto trouxe avanco
técnico em relagdo aos estudos prévios (HIETANIEMI; PELTONEN; PAAVOLAINEN, 1995;
KOKUBO et al., 2003) que usaram pinos com diametro de 0,7mm e 1,25mm e tiveram
migracao em cerca de 10% dos espécimes. Consequentemente, nesses modelos descritos
na literatura, perdeu-se a padronizacdo da ndo-unido em alguns espécimes que tiveram que
ser descartados, o0 que torna esses modelos discutiveis do ponto de vista ético e econdmico.

No intuito de melhorar a estabilizacdo do foco fratuario, o modelo de Kaspar et al.
(2008) utilizou um fixador externo como técnica. Entretanto, para criar a falha vascular, além
de cauterizar o periésteo em 2mm de cada borda da fratura, removeu-se a medula 6ssea
por aspiracdo. Desta forma, o ambiente fisioldgico foi drasticamente modificado, produzindo
um quadro pouco descrito na literatura, ndo-unido 6ssea por doenca medular.

A importancia da vascularizacdo no processo de reparo 6sseo é conhecida. Da
mesma forma, sua falha contribui para o retardo de unido ou mesmo a ndo-unido em
fraturas do tipo atr6fica (WELCH et al., 1997; REED et al., 2003; LU et al., 2007).

Alguns modelos, ao tentar criar falhas vasculares semelhantes aos casos clinicos de
ndo-unido atréfica, fizeram raspagem ou abrasdo parcial do periosteo (HIETANIEMI;
PELTONEN; PAAVOLAINEN, 1995; KOKUBO et al., 2003; DICKSON et al., 2007). Essa
remocdo comedida de 2mm é suficiente para gerar o quadro desejado, porém pode ser
limitantes para andlises morfométricas padronizadas em osso cortical em regibes fora do
foco de fratura (CHAPARD et al., 2011; DEMPSTER et al., 2013).

O modelo proposto no atual estudo também destoou da literatura pela extensa
remocao do periésteo e enddsteo — de uma epifise a outra. Essa técnica fez com que
houvesse menores diferencas osteogénicas entre o foco de fratura e outras areas da diafise
femoral, permitindo analises quantitativas para verificacdo do crescimento 6sseo fora do
foco de fratura. Dessa forma, foi evitado que as deformacBes ocorridas nas bordas das
fraturas oriundas das for¢cas compressivas entre os fragmentos proximal e distal afetassem a
padronizacéo dos dados coletados.

Outro ponto caracteristico deste modelo foi a inclusdo de um artefato isolante de
latex que impediu o contato do osso com tecidos adjacentes ricamente vascularizados
durante os primeiros 60 dias pos-osteotomia. O longo periodo de manutencdo do artefato
isolante de latex é explicado pelo bem-estar animal, evitando-se sucessivos procedimentos
anestésicos. Baseado nos estudos de Brownlow et al. (2002) e Reed et al. (2003) que
estimaram que as nao-unides atréficas ocorrem por deficiéncias vasculares nas primeiras
trés semanas apoés a leséo é6ssea, foi projetada uma falha vascular que garantisse a nao-
unido por longo periodo até que testes comprobatérios de ndo-unido fossem realizados.

O longo periodo de estudo da ndo-unido éssea, aparentemente, gerou deformidades

nas regibes proximas ao foco fratuario. Acreditamos que as forgas exercidas de um
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fragmento contra o outro — gravidade — por prolongado tempo acarretou desvios das
camadas corticais. Curiosamente, outros autores que estudaram modelos experimentais
com uso de pinos intramedulares por tempo semelhante ndo relataram esses achados
(HIETANIEMI; PELTONEN; PAAVOLAINEN, 1995; KOKUBU et al., 2003; KRATZEL et al.,
2008).

Os achados de microscopia Optica e eletrbnica de varredura indicaram que pode
ocorrer atividade osteoblastica e osteoclastica nas ndo-unides de fratura. Isso caracteriza o
aspecto dinamico do tecido durante a moléstia (DICKSON et al., 2007; SCHWABE et al.,
2014) e corrobora o conceito que o foco de fratura estd passivel de interferéncias e
mudancas desde que devidamente estimulado (GUERKOV et al., 2001; OGILVIE et al.,

2012), mesmo apods varias semanas da instalacao da fratura.

4.2 SOBRE O USO DO DECANOATO DE NANDROLONA

Os resultados obtidos em cada técnica analitica mostraram que o decanoato de
nandrolona interfere positivamente no incremento do reparo 6sseo. As imagens sugestivas
de crescimento 6sseo na regido do foco de fratura séo evidentes nos exames radiogréaficos,
na microscopia eletrdnica de varredura, na microtomografia computadorizada e nas analises
histologicas. A presenca de receptores androgénicos em células de tecidos Osseos é
conhecida tanto in vivo quanto in vitro (VANDERSCHUEREN; BOUILLON, 1995; ABU et al.,
1997; SINNESAEL et al., 2013). Assim, é natural que alguns anabolizantes esteroides
possuam atividade anabdlica sobre o tecido 6sseo (SINNESAEL et al., 2013).

Os mecanismos de acdo produzidos por hormdnios sexuais e seus derivados
parecem bem complexos e a literatura atual ainda ndo fornece dados categdricos
(MCGRIFF-LEE et al., 2005; SINNESAEL et al., 2013; MANOLAGAS; O'BRIEN; ALMEIDA,
2013). E possivel que a acgdo de estimulos androgénicos possua efeitos diferentes entre
machos e fémeas. A literatura (MANOLAGAS; O'BRIEN; ALMEIDA, 2013) menciona que 0s
receptores androgénicos em camundongos machos — ndo em fémeas — tem efeito de
protecdo do osso trabecular em acOes especificas nos osteoblastos e ostedcitos
responséaveis pela formagéo de novo tecido 6sseo, mas ndo nos osteoclastos que tém por
funcéo a reabsorcéo 6ssea (AUGHEY; FRYE, 2001).

Por outro lado, os receptores estrogénicos em fémeas e machos possuem acgéo
direta sobre a regulacdo da apoptose de osteoclastos (FALAHATI-NINI et al., 2000). E
descrito, também, que receptores estrogénicos sao devidamente sinalizados por derivacao

aromatizante da testosterona e, portanto, a testosterona e seus derivados podem ter efeitos
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anti-catabodlicos sobre o tecido 6ésseo, incluindo as fémeas (MANOLAGAS; O’BRIEN;
ALMEIDA, 2013; SINNESAEL et al., 2013).

Em controversa as premissas anteriores, Pederson et al. (1999) e Michael et al. (2005) em
estudos com culturas celulares concluiram que a testosterona tem efeitos diretos na inibi¢céo
da formacdo de osteoclastos. Ja o estrogénio nado foi identificado como modulador da
atividade osteoclastica.

O presente estudo nao tinha por objetivo investigar os mecanismos bioquimicos
resultantes da acédo do decanoato de nandrolona no tecido 6sseo; contudo, é evidente que a
acdo deste farmaco produziu aumento da atividade osteoblastica e declinio da atividade
osteoclastica, mesmo em condi¢Bes de falha vascular, segundo os achados histolégicos.
Dessa informacdo, se pode interpretar que, ao menos em machos, os horménios
androgénicos possuem efeitos importantes ndo apenas na formacgédo de novo tecido 6sseo
como, também, em sua reabsorcéo (PIGNOLO; KASSEM, 2011).

Uma vez que o decanoato de nandrolona tem efeito anabdlico semelhante ao do seu
precursor testosterona, mas sem atividade androgénica intensa (KICMAN, 2008), é possivel
gue seus efeitos ocorram igualmente nos receptores androgénicos. Consequentemente,
existe ldgica em considerar que outros anabolizantes esteroides derivados da testosterona,
e com configuracdo molecular semelhante ao decanoato de nandrolona como a trembolona
e estanozolol (KICMAN, 2008; BARCELOUX; PALMER, 2013), possam produzir efeitos
semelhantes ao do decanoato de nandrolona. Nesse sentido, uma nova subarea da
ortopedia e da bioquimica aplicada poderia emergir. Seria interessante testar os potenciais
terapéuticos desses farmacos anabolizantes esteroides androgénicos em patologias 6sseas
caracterizadas por baixa atividade osteoblastica ou alta atividade osteoclastica, por
exemplo, a osteoporose e outros tipos de ndo-unido 6ssea.

A quantificacdo de crescimento 06sseo na diafise femoral, osso cortical, por
microtomografia computadorizada indicou um aumento significativo da massa 6ssea em
decorréncia da acdo do decanoato de nandrolona. Isso pode ser representado pelo aumento
do volume ésseo (BV e B.Ar), aumento area de superficie cortical (BS, e B.Pm) e aumento
da espessura da cortical (Cs.Th e Th.Th(rd)) no GNan se comparado ao GC. Esses dados
confirmam que o0 0sso cortical cresceu em todas as direcdes do plano transversal em
regides distantes do foco de fratura, tornando as diafises maiores e mais fortes.

Com base em tais dados, € possivel explicar, ainda, que as forgas compressivas no
foco de fratura por tempo prolongado produziram menores deformagBes das bordas da
fratura em GNan se comparado a GC, — como observados macroscopicamente, na
microscopia eletrbnica de varredura e na microtomografia computadorizada — porque GNan

possuia 0sso cortical mais resistente.
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Esses resultados quantitativos que caracterizaram a atividade anabdlica do farmaco
no tecido 0sseo sdo consistentes com a literatura sobre o efeito do decanoato de
nandrolona no tratamento de outras moléstias dsseas.

O ganho de massa Ossea produzido por acdo do decanoato de nandrolona foi
relatado diversas vezes em estudos de tratamento da osteoporose (GEUSENS et al., 1986;
NEED et al., 1987; PASSERTI et al., 1993; SCHOT; SCHUURS; KLOOSTERBOER, 1993;
ERDTSIECK et al., 1994; ORWOLL, 1996).

Recentemente, Ahmad et al. (2013) e Beriashvili, Menabde e Chikhladge, (2006)
aplicaram o decanoato de nandrolona em experimentos, respectivamente, de fraturas tibiais
e mandibulares em coelhos. Ambos o0s estudos encontraram, também, propriedades
osteoindutivas com aumento de massa 0ssea e reducdo do tempo necessario para a
regeneracdo do 0sso no grupo tratado com o anabolizante esteroide.

Ao analisar os resultados da microtomografia computadorizada juntamente com os
achados histolégicos, pode-se deduzir que as medidas tomadas na microtomografia
computadorizada subestimaram o crescimento 0sseo real no foco de fratura. A alta atividade
osteoblastica na regido da borda da fratura apresentada na microscopia 6ptica néo foi
igualmente revelada nas regibes corticais onde foram analisados os parametros de
crescimento dsseo por meio da microtomografia computadorizada.

Atualmente, a literatura ndo fornece técnicas morfométricas padronizadas
(DEMPSTER et al.,, 2013) que sejam adequadas para a caracterizacdo do crescimento
0sseo no foco de uma fratura em processo de reparo. Embora o comprimento ésseo possa
ser uma possivel forma de mensuracdo, deve-se considerar que as distor¢cdes das bordas
da fratura, por acéo da gravidade em longo periodo, pode gerar viés. Além disso, o tamanho
dos animais e seus pesos, que variam consideravelmente dentro de 140 dias de
experimentacao, sao fatores que podem dificultar analises precisas.

Desta forma, é importante destacar que apesar dos dados morfométricos trazerem
comprovacao estatistica sobre os efeitos do decanoato de nandrolona no tecido ésseo
fraturado, ndo-unido e com falha vascular, eles retratam indiretamente o crescimento 6sseo
no foco da ndo-unido. Certamente, as informag6es mais reais obtidas sobre os fenébmenos
gue ocorrem na regido de maior interesse de crescimento 6sseo sdo aquelas obtidas
gualitativamente no préprio foco de fratura.

No tratamento dos dados de controle radiograficos, embora 0s exames ndo tenham
fornecido dados precisos dos fenébmenos do crescimento ésseo no GNan, elas serviram
para 0 monitoramento temporal do quadro de ndo-unido das fraturas. Os achados foram
categoricos ao demonstrar que nenhum espécime apresentou crescimento 6sseo durante a
instalacdo do quadro de ndo-unido de fratura. Entretanto, apds aplicagdo do decanoato de

nandrolona, o GNan mostrou morfologia diversa com areas irregulares de crescimento
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0sseo proximo ao foco de fratura. Esses achados foram mais bem evidenciados e
explicados no exame anatomopatoldégico macroscopico e na microscopia eletrbnica de
varredura. As andlises radiograficas sdo instrumentos aceitaveis nas andlises temporais
clinicas de nao-unido de fratura, mas ndo retratam exatamente os fenédmenos fisiol6gicos
microscopicos de atividade osteoblastica e osteoclastica.

Outra questdo pertinente diz respeito ao controle positivo da acdo do decanoato de
nandrolona por meio de analise do osso trabecular da cabeca femoral. Como era esperado,
0 GNan apresentou significativo aumento de massa éssea trabecular na regido analisada
(JEMORE et al., 1997; PANDE; FRANCIS, 2001; HUANG et al., 2002; HOURDE et al.,
2009) confirmando a atividade do decanoato de nandrolona ndo apenas no 0sso cortical,
mas, também, no osso trabecular. Contudo, mais uma informagcdo importante pode ser
extraida a servico do decanoato de nandrolona no tratamento de osteopenia trabecular. O
ganho de massa 6ssea no 0sso trabecular ocorreu por aumento da espessura das
trabéculas 6sseas (Th.Pf) e ndo pela formacdo de novas trabéculas (Th.N). Esses dados
sdo corroborados pelos calculos de conectividade (Conn) e niumero de Euler (EN) que nao
indicaram aumento de conexdes entre as trabéculas dsseas, fendbmeno que ocorre quando
mais trabéculas sao formadas. Essa informacdo sobre como ocorre o0 ganho de massa
0ssea no 0sso trabecular ndo foi encontrada na literatura consultada, mas € importante para
o entendimento do grau de resisténcia do osso formado nas epifises dos 0ssos longos.

As andlises quantitativas de percentual de colageno no 0sso cortical sugerem que a
gualidade, em especialmente, a resisténcia do osso neoformado no GNan néo é inferior aos
0ss0s hormais. O coldgeno é o componente principal dos ossos dos mamiferos. Sua
estrutura fita-tripla helicoidal polipeptidica é relativamente longa. As fibras de colageno estao
dispostas nos 0ssos em camadas ordenadas e conferem ao tecido resisténcia as forcas de
tensdo (ALBERTS et al., 1997). E conhecido que alteragdes qualitativas e quantitativas das
moléculas de coladgeno no tecido 6sseo geram fragilidades e predispdem as fraturas
(KNOTT et al., 1995; SHUSTER, 2005; WYNNYCKY et al., 2009; ORKOULA; VAIDAKI;
KONTOYANNIS, 2012; DE WAARD et al., 2014). Nesse sentido, o osso formado pela acédo
do decanoato de nandrolona ndo deve apresentar fragilidade por quantidade desequilibrada
de colageno. Contudo, analises qualitativas do coldgeno produzido no novo tecido poderéo
oferecer respostas adicionais.

Apoés toda a caracterizacdo sobre o crescimento 6sseo cortical no foco de ndo-unido
de fratura com grande falha vascular, é esperado que o decanoato de nandrolona atue na
formacdo de novos vasos sanguineos, mesmo que secundarios & neoformagéo 6ssea. O
presente estudo nao utilizou técnicas quantitativas que confirmassem essa hipétese e a

literatura consultada n&o fornece dados angiolégicos sobre o efeito do decanoato de
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nandrolona na angiologia dos o0ssos. E reconhecida a necessidade de novos estudos para
evidenciar esta caracteristica.

Sobre 0 modelo experimental desenvolvido e aplicado ao uso do decanoato de
nandrolona no tratamento da ndo-unido de fratura, € compreensivel que 0os movimentos
rotacionais impediram a cooptacdo das bordas da fratura e, consequente, reparo (BEALE,
2004; STIFFLER, 2004; JOHNSON; HOULTON; VANINI, 2005), mesmo que tenha ocorrido
crescimento 6sseo no foco de fratura. Isso reforga o conceito de que néo basta formacéo de
tecido O6sseo para a consolidacdo da fratura (SALTER; HARRIS, 1963; SCHILLER;
TEITELBAUM, 2002; MEHTA et al., 2011). Assim, é evidente que o tratamento de nao-
unides com falha vascular ou atréficas demanda estabilidade entre as bordas das fraturas
para ocorrer a consolidacao. Caso contrario, possivelmente, o quadro de nédo-uniao atréfica
evoluird para hipertréfica.

Outra limitacdo deste estudo é o numero amostral. Devido as dificuldades de
aprovacao de protocolos nos CEUAs e limitagbes econdmicas, ndo foi obtido um nimero
amostral suficiente para producdo de uma curva de normalidade estatistica nos dados
morfométricos. Isso levou a utilizagédo do teste ndo paramétrico de probabilidade estatistica
chamado de Mann-Whitney-Wilcoxon para calculos de probabilidade. Contudo, como néo foi
observada nenhuma intersecdo de valores absolutos entre GC e GNan, exceto para a
variante B.Pm, e como as informacdes morfométricas foram confirmadas em todos os
valores de significancia e todos os p valores calculados foram inferiores a 0,05, foi possivel
considerar as amostras heterogéneas.

Em relacdo a viabilidade econdmica do decanoato de nandrolona, seu uso pode
apresentar largas vantagens em relacdo aos demais tratamentos propostos para ndo-unido
de fraturas (RANOSHE et al., 2002; RODRIGUEZ-MERCHAN; FORNIOL, 2004; BEICKERT;
HIERHOLZER; BUHREN, 2006; KAPLANSKY; DURNOVA, 2007; AZAD et al., 2009;
KAIPEL et al., 2012). O custo relativamente baixo do decanoato de nandrolona estimulou
sua aplicacdo no tratamento de osteoporose humana em diversas regides do mundo
(PFEILSCHIFTER, 2006; DIMAI et al., 2009; ORIMO et al., 2012). Baseado na cotagéo atual
da droga (consulta realizada em 15/11/2014), o decanoato de nandrolona injetavel tem valor
médio de R$0,60 por miligrama. O seu uso em dosagem igual a testada no presente estudo
em um possivel paciente humano adulto, de 70kg, geraria um custo de tratamento de
aproximadamente R$250,00. Trata-se de um valor insignificante se comparado aos 28 a 320
mil reais de um tratamento cirdrgico (WILLIAMS, 1994; MILLS; HAMISH; SIMPSON, 2013),
0 que possibilitaria 0 uso da droga, inclusive como coadjuvante ao tratamento cirlrgico.
Seria viavel, também, a utilizacdo do decanoato em tratamentos médicos veterinarios.

Mesmo que o uso de tratamentos terapéuticos coadjuvantes, como a BMP-7,

reduzam o tempo de internacdo e morbidade do paciente e, talvez, a demanda cirargica, 0s
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custos de doze mil reais por aplicacdo (DAHABREH; DIMITRIOU; GIANNOUDIS, 2007;
DAHABREH et al., 2009) sdo bem superiores aos custos estimados com o decanoato de
nandrolona.

Certamente, a indicacdo terapéutica do decanoato de nandrolona é uma realidade
distante. Consideracbes referentes ao uso humano e veterinario, efeitos terapéuticos e
adversos e dosagem, dentre outras, devem ainda ser obtidas. Entretanto, a viabilidade

econdmica deve servir para estimular novos estudos.
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5 CONCLUSOES

- O modelo de ndo-unidao de fratura proposto foi eficiente e reproduziu caracteristicas
atréficas em fémur de rato, podendo ser considerado adequado para estudos de

tratamentos terapéuticos de crescimento 6sseo nessas condicdes;

- O pino intramedular de 1,5mm de diametro permitiu movimento rotacional em torno do eixo

axial no foco da fratura, mas evitou a migragéo indesejada;

- As remocdes integrais do periésteo e enddsteo associadas ao uso temporario do artefato
de latex produziram falha vascular na consolidacdo da fratura e permitiram analises

morfométricas do osso cortical com menores distor¢des;

- O uso prolongado de pino intramedular em ndo-unido de fratura produziu deformacdes das

bordas da fratura em ambos os segmentos proximal e distal;

- O decanoato de nandrolona promoveu neoformacdo O0ssea em foco de ndo-unido de
fratura induzida com falha vascular com o incremento da atividade osteoblastica e reducédo

da atividade osteoclastica;

- O decanoato de nandrolona promoveu aumento do volume ésseo cortical e aumento da

espessura cortical fora do foco da fratura;

- O decanoato de nandrolona gerou aumento de massa 0ssea trabecular na cabeca femoral
por aumento da espessura das trabéculas; entretanto, ndo produziu novas trabéculas ou

ampliacdo das conexdes entre elas;

- As analises morfométricas atuais padronizadas, para 0sso cortical, ndo se aplicam a todos

os estudos de crescimento 6sseo no foco da fratura;

- O osso neoformado por agdo do decanoato de nandrolona n&o apresentou diferencas na

guantidade de colageno produzido em relagdo a um tecido 6sseo normal,

- Existe uma viabilidade econdmica para uso terapéutico do decanoato de nandrolona no

tratamento das ndo-unido de fratura ou, ainda, como coadjuvante aos tratamentos classicos.
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Apéndices



APENDICE A - Valores nutricionais da rac&o utilizada para alimentacéo dos ratos.

Nutriente Valor
Umidade 125¢g/kg
Proteina bruta 220g/kg
Extrato etéreo 409/kg
Matéria mineral 90g/kg
Matéria fibrosa 700/kg
Calcio 10-14g/kg
Fosforo 8000mg/kg
Vitamina A 13000Ul/kg
Vitamina D3 2000Ul/kg
Vitamina E 34Ul/kg
Vitamina K3 3mg/kg
Vitamina B1 5mg/kg
Vitamina B2 6mg/kg
Vitamina B6 7mg/kg
Vitamina B12 22ug/kg
Niacina 60mg/kg
Acido pantoénico 20mg/kg
Acido félico 1mg/kg
Biotina 0,05mg/kg
Colina 1900mg/kg
Sadio 2700mg/kg
Ferro 50mg/kg
Manganés 60mg/kg
Zinco 12g/kg
Metionina 4000mg/kg
BHT 100mg/kg

Fonte: (NUVILAB®, 2012)
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APENDICE B - Protocolo de técnica colorimétrica para caracterizacdo de tecido 0sseo,

Hematoxilina-eosina.

Reagente Exposicao

xilol 1 5 minutos
xilol 2 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
alcool 90% 5 minutos
alcool 70% 5 minutos
agua corrente 10 minutos
hematoxilina de Harris 5 minutos
agua corrente 10 minutos
eosina 5 minutos
alcool 90% 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
xilol 1 5 minutos
xilol 2 5 minutos

Fonte: (SENOS, 2014).
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APENDICE C - Protocolo de técnica colorimétrica para evidenciacdo de fibras colagenas,
Picrosirius modificado.

Reagente Exposicao

xilol 1 5 minutos

xilol 2 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
alcool 90% 5 minutos
alcool 70% 5 minutos
agua destilada 5 minutos
picrosirius (60°C) 45 minutos
agua corrente 5 minutos
hematoxilina Harris 5 minutos
agua corrente 5 minutos
alcool 90% 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
alcool 100% 5 minutos
xilol 1 5 minutos

xilol 2 5 minutos

Fonte: (SENOS, 2014).
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APENDICE D - Tabela com valores absolutos das analises de microtomografia
computadorizada de osso trabecular do terco médio da cabec¢a femoral de ratos no grupo

controle e tratado com decanoato de nandrolona. Valores por espécime.

Rato # Th.PF Tb.Th Th.N 3\ BV BV/TV Conn
" 10 15,6593 0,0674 2,7429 -26 0,0583 18,5097 38
o 1 15,3464  0,0808 2,0121 -3 0,0740 16,2642 35
g 3 10,3542  0,0674 4,2289 -102 0,1298 28,5248 173
= 4 16,7848 0,0914 2,2763 -15 0,0948 20,8259 39
o 2 -3,3132 0,0892 4,8441 -68 0,3152 43,2180 99
—g 6 -1,0682 0,0829 4,6699 -92 0,1762 38,7177 127
-E 7 -5,0501 0,1432 3,8218 53 0,2492 54,7515 33
CZB 9 -15,2099 0,1102 4,9445 -117 0,2472 54,5117 154

Legenda: GC = grupo controle; CNan = grupo tratado com decanoato de nandrolona; BV = volume
0sseo; BVI/TV = percentagem de volume 6sseo; Th.Pf = padrdo de osso trabecular; Tb.Th =
espessura trabecular 6ssea; Th.N = numero de trabéculas ésseas; Conn = conectividade entre as
trabéculas 6sseas; EN = numero de Euler.

Fonte: (SENOS, 2014).
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APENDICE E - Tabela com valores absolutos das andlises de microtomografia
computadorizada de osso cortical do segmento proximal a aproximadamente 3mm proximal
do foco ndo-unido de fratura em fémures de ratos nos grupos controle e tratado com

decanoato de nandrolona. Valores por espécime.

BV B.Pm Cs.Th Tb.Th.rd

10 0,3437 8,3570 1,6757 23,0182 0,1456 0,1444
1 1,1718 28,2136  5,8441 59,396 0,1677 0,1529
3 1,1637 24,8377 5,6143 57,3386  0,1958 0,1692

Controle

4 0,6681 13,3518 3,2226 31,2486 0,2062 0,1846

© 2 1,5700 29,1911 7,2207 60,2578  0,2397 0,1954
?g) 6 2,3930 44,2327 11,7204 85,8214 0,2731 0,2054
-g 7 6,3068 103,216 30,3317 172,705 0,3512 0,2238
< 9 1,75087 31,9613 8,4464 65,6782 0,2572 0,2027

Legenda: BV = volume ésseo; BS = superficie éssea; B.Ar = area éssea; B.Pm = perimetro do 0sso;
Cs.Th = espessura do 0sso; Th.Th.rd = espessura de cortical do 0sso.
Fonte: (SENOS, 2014).
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APENDICE F - Tabela com valores absolutos das analises de microtomografia
computadorizada de osso cortical do segmento distal a aproximadamente 3mm distal do
foco ndo-unido de fratura em fémures de ratos dos grupos controle e tratado com decanoato

de nandrolona. Valores por espécime.

BV . Cs.Th  Tb.Th.rd

10 1,4272 32,6590 6,8895 80,313 0,1716  0,15805
1 1,2082 28,9902 5,8386 76,1751 0,1532 0,1519
3 1,7293 36,6138 8,3416 86,1139 0,1937 0,1723

Controle

4 1,4989 33,6599 7,2376 82,7264 0,175 0,1613

© 2 2,1870 62,4904 10,3729 83,4650 0,2663 0,1973
Tg) 6 2,4019 45,4822 11,5724 95,9905 0,2411 0,1939
'é 7 4,4519 81,1569 21,4345 158,533 0,2708 0,1999
rZU 9 1,9611 36,3139 9,4567 73,5341 0,2572 0,1964

Legenda: BV = volume ésseo; BS = superficie 6ssea; B.Ar = area 6ssea; B.Pm = perimetro do 0sso;
Cs.Th = espessura do 0sso; Th.Th.rd = espessura de cortical do 0sso.
Fonte: (SENOS, 2014).
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APENDICE G - Tabela com valores absolutos das andlises de percentual de colageno
proximo as bordas de fraturas de fémures ndo-unidos de ratos em cada um dos cinco

campos analisados por espécime numerado (#).

Controle Nandrolona

#10 (%)  #1(%)  #3(%) #4 (%) #2 (%)  #6(%)  H#7(%)  #9 (%)

99,03 99,54 91,5 99,34 96,7 97,66 97,67 87,91

TEU 93,76 89,23 94,26 99,66 97,5 85,3 98,07 89,05
"= 87,93 97,64 89,89 99,23 97,57 77,73 94,95 95,57
E 94,51 93,41 89,34 94,14 83,19 92,34 89,74 99,97
98,08 95,07 94,77 98,93 97,46 97,18 97,6 99,94

|

98,62 95,74 98,82 88,16 97,34 99,11 96,11 92,89

= 98,45 84,49 91,4 96,86 97,5 97,94 95,69 92,29
k7 95,82 90,65 92,55 95,92 98,41 97,43 95,88 99,21
Q 93,85 99,51 89,67 98,42 97,27 89,13 99,47 99,27

97,58 97,77 93,64 95,64 95,56 95,37 99,54 95,92






