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“A falha do planejamento é o planejamento da falha”

Louic de Jardin
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RESUMO

O decanoato de nandrolona é um esteroide anabdlico que parece interferir no processo de
reparo 6sseo por meio dos fatores de crescimento aumentando a osteogénese e inibindo a
reabsorcdo 6ssea. Este estudo teve por objetivo verificar se o decanoato de nandrolona
interfere no tratamento de fraturas e no processo de reparacdo 6ssea. Trinta e seis coelhos
foram submetidos a um defeito tibial monocortical e tratados conforme o grupo experimental:
G1 (n=18) foi o grupo controle e recebeu injecdo de NaCl 0,9%; G2 (n=18) foi tratado com
decanoato de nandrolona. No 15°, 30° e 45° dias de pds-operatério, seis animais de cada
grupo foram submetidos a eutanasia para que as tibias fossem avaliadas de forma macro e
microscopica. Foram avaliados parametros como presenca de hematoma, integridade da
medula 6ssea, consolidacdo do orificio, integridade da cortical, inflamagédo aguda, necrose,
tecido de granulagéo, tecido conjuntivo fibroso, angiogénese, hiperplasia de periésteo, tecido
0sseo neoformado, nimero de osteoclastos e altura do calo d6sseo. Nao foi observada
diferenca estatistica entre Gle G2 nos tempos determinados, porém ao longo do tempo,
guando comparados os tempos 15 e 45 e 30 e 45 dias, o decanoato de nandrolona foi capaz
de interferir na contagem de osteoclastos e acelerar o processo de reparo 6sseo.

Palavras-Chave: calo 6sseo, coelhos, fraturas, nandrolona, osteoclastos, reparo 6sseo



ABSTRACT

The nandrolone decanoate is an anabolic steroid that seems to interfere in the process of bone
repair by growth factors, enhancing osteogenesis and inhibiting bone resorption. This study was
realized in order to verify if the nandrolone decanoate interferes with treatment of fractures or
with the bone repair process. Thirty-Six rabbits were submitted to a monocortical tibial defect
and treated as the experimental group: G1 (n=18) was the control group which received
injection of NaCl 0.9 % ; G2 (n=18) was treated with nandrolone decanoate. At 15°, 30° and 45°
days post - op, six rabbits of each group were euthanized so the tibias could be macroscopically
and microscopically evaluated. Parameters such as: presence of hematoma; bone marrow
integrity; consolidation of the perforation; cortical integrity; acute inflammation; necrosis;
granulation tissue; fibrous connective tissue; angiogenesis; hyperplasia of the periosteum; the
newly formed bone tissue; number of osteoclasts and bone callus height, were evaluated. No
statistical difference between G1 and G2 were noticed during the observation period, however,
over time, comparisons between 15° and 45° days and between 30° and 45° demonstrates that
the nandrolone decanoate was able to interfere with osteoclast count and speed up the bone
repair process.

Key words: bone callus, rabbits, fractures, nandrolone, osteoclasts, bone repair.
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1. INTRODUCAO

Fraturas 6sseas representam uma parcela significativa da casuistica
dos hospitais de animais de companhia e, na grande maioria dos casos,
requerem tratamento cirlrgico para reestabelecimento da integridade Ossea
(LUCAS, et al, 2001; ROZEN et al, 2007; SILVA et al., 2007; ABUD; CAMPOS;
BRASIL, 2010).

O processo de reparo do tecido 6sseo tem por caracteristica ndo
formar tecido cicatricial e concebe retorno a fungdo do membro acometido por
reestabelecer sua anatomia e mecéanica 6ssea originais. Trata-se de um
processo complexo que envolve uma série de mecanismos espaciais e
temporais coordenados e dependentes de diversos tipos celulares, proteinas,
hormbnios e fatores de crescimento (GIANNOUDIS; EINHORN; MARSH,
2007; ROZEN et al., 2007).

Embora a regeneracdo do tecido 0sseo seja um processo bem
definido, ainda sdo observadas complicacdes inerentes ao tratamento de
fraturas, como a ndo unido atréfica, ndo unido hipertrofica, ma-unido e uniao
retardada, capazes de interferir no tempo de recuperacdo dos pacientes e
aumentar as taxas hospitalizacéo inviabilizando o esperado retorno precoce a
funcdo (ROZEN et al., 2007; SILVA et al., 2007). Um déficit em quaisquer das
etapas do processo de reparo 6sseo € capaz de alterar a sequéncia fisiologica
da cascata da consolidacdo e predispor a complicagcbes. Desta forma,
intervencdes podem ser necessarias a fim de reverter fatores de interferéncia e
permitir que o reparo da fratura progrida para unido adequada e tratamento
eficaz (GIANNOUDIS; EINHORN; MARSH, 2007).

O procedimento cirargico atrapalha, de certa forma, o processo de
reparacao inicial fisiolégico da fratura, por lesionar o periésteo, o canal medular
e destruir o hematoma inicial durante sua execucdo (CRUESS; DUMONT,
1985). O atraso ou a falha na consolidacdo 6ssea é um problema desafiante
para o cirurgidao (YUN et al.,, 2005) que instiga a necessidade de pesquisar
substancias que auxiliem na progressao e sucesso da consolidacdo 0Ossea
(YUN ET AL., 2005; GIANNOUDIS; PSARAKIS; KONTAKIS, 2007).
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O esteréide decanoato de nandrolona tem sido objeto de estudo como
adjuvante no tratamento da osteoporose e no reparo de lesdes Osseas
podendo ser um agente promissor potencial no tratamento de fraturas
(GENNARI et al, 1989; PASSERI et al., 1993; AITHAL et al., 2009; ABEDI et al,
2012; AHMAD, et al 2013 ). Apesar de seu mecanismo de acdo ainda pouco
definido, acredita-se que atue na atividade osteoblastica e na expressédo de
fatores de crescimento promovendo formacdo 6ssea mais densa e precoce
(KASPERK et al,1997; SARANTEAS et al, 2001).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 REPARO OSSEO TECIDUAL

O tecido 6sseo, principal constituinte do esqueleto responsavel pelo
suporte e protecdo de 6rgdos, trata-se de um tecido conjuntivo especializado
formado por células e matriz 6ssea extracelular. A parte inorganica da matriz
0ssea € representada principalmente pelos ions calcio e fosfato formando os
cristais de hidroxiapatita, e a matriz organica apresenta fibras colagenas,
proteoglicanos e glicoproteinas. A associacao das fibras de colageno e cristais
confere a caracteristica singular de dureza do tecido 6sseo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

As células que compde o tecido 6sseo sao os osteblatos, ostedcitos e
osteoclastos e apresentam funcdes especificas: os osteoblastos, células
mesenquimais, possuem intensa capacidade secretora de matriz organica,
estdo localizados na periferia entre 0 osso cortical e o periosteo, e produzem
fatores de crescimento sob influéncia do hormoénio do crescimento (GH) nos
focos de remodelagem; apos a sintese de matriz, o osteoblasto permanece
aprisionado pela matriz recém sintetizada passando a denominar-se ostedcito.
Tais ostedcitos sédo células em repouso, instaladas nas criptas 0sseas a fim de
manter a integridade do tecido, capazes de sintetizar pequena quantidade de
matriz e se diferenciarem em osteoblastos e osteoclastos quando estimulados;
Ao contrario dos osteoblastos, os osteoclastos sdo células gigantes e
multinucleadas responsaveis pela lise e reabsorcdo do tecido 0sseo,
participando ativamente do processo de reparo tecidual (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; MOTTA, 2009).

O processo de reparo é essencial no tratamento de fraturas e visa
recuperar a geometria e mecanica do tecido acometido reestabelecendo sua
funcdo. Trata-se de um processo complexo e multifatorial que engloba uma
série de fatores celulares, hormonais e moleculares e, em condi¢cdes
fisiologicas, tem duracdo de quatro a seis semanas. Didaticamente podemos

dividi-lo em fases inflamatéria, formacéo do tecido de granulacdo, formacéao do
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calo 0sseo e remodelamento Osseo, embora haja  sobreposicdo dos
acontecimentos (figura 1) (KOLAR et al., 2010; ROZEN et al., 2007;
SCHINDELER, et al, 2008).

Fratura
\
\ Calo d
\ Inflamac&o Calo Mole alo duro Remodelamento
2 I\"u, migragio Tecido fibroso Osso lamelar
\ Cartilagem hialina
Tecido de granulacio fibracatilazem Mineralizagdo da Cartilagem
hematoma Reabsorcio do hematoma da fratura Tecido osseo Tecido regenerado
‘ horas dias
dias semanas>
‘ semanas meses >
Hemorragia ‘ meses anos >
Formacdo do hematoma

Coagulagio
Fatores inflamatdrios
AtivacSo celular

Figura 1: o processo de cicatrizacdo Ossea é dividido em estagios consecutivos e
sobrepostos Fonte: Traduzido e adaptado de Kolar et al. (2010).

2.1.1 FASE INFLAMATORIA

Imediatamente apds o trauma ocorre a destruicdo de matriz, morte
celular e lesdo de vasos sanguineos com formac¢do do hematoma local. Como
resposta imunolégica, as células inflamatérias, como macréfagos, linfécitos,
mondcitos e polimorfonucleares, sdo recrutadas a fim de remover os restos
celulares e produzem citocinas (IL1, IL6 e TNF-a), caracterizando o processo
inflamatério ( KALFAS, 2001; JUNQUEIRA; PHILLIPS, 2005; ROZEN et al.,
2007; CARNEIRO, 2008; KUMAR et al, 2008a; KOLAR et AL., 2010).

A contribuicdo do hematoma local no processo de reparo ja € definida e
indispensavel para que se inicie a cascata de eventos, uma vez que representa
um reservatorio de fatores de crescimento produzidos por células (p.ex.

macréfagos, plaquetas), indispensaveis no processo de angiogénese e
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diferenciacdo celular. O aumento da permeabilidade local e a difusdo de
proteinas do plasma e fibrina dos capilares recém-formados também sédo
facilitados pelo hematoma (GIANNOUDIS; EINHORN; MARSH, 2007; KOLAR
et al., 2010; ROZEN et al., 2007; SCHINDELER et al., 2008)

A fase inflamatéria inicia-se ho momento do trauma e se estende por
trés dias, dando inicio a formac@o do tecido de granulagdo (ROZEN et al.,
2007).

2.1.2 FORMACAO DO TECIDO DE GRANULACAO

Marcada por intensa angiogénese e recrutamento das células
mesenquimais progenitoras, forma-se um tecido altamente vascularizado e rico
em células indiferenciadas, denominado tecido de granulacdo. Tais células
progenitoras provem do periosteo, tecido muscular, osso cortical e medula
Ossea adjacentes a leséo, conferindo-lhes papel importante no processo de
nutricdo e reparo ( ROZEN et al., 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A formacdo deste tecido é dependente da acdo quimiotatica e
mitogénica do fator de crescimento (TGF-B) fator de crescimento transformador
beta produzido pelas plaquetas e macrofagos presentes no hematoma
formado, capaz de direcionar e estimular células mesenquimais,
osteoprogenitoras, condroblastos e osteoblastos. Nao o bastante, o TGF-
inibe enzimas proteoliticas que poderiam destruir o tecido neoformado e regula
a producao de matriz celular organica (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007).

Ambos as citocinas e os fatores de crescimento estimulam a migracao
de células progenitoras mesenquimais para o local da lesdo, e os fatores, de
forma geral, induzem a proliferacao celular, sintese de matriz, angiogénese e
agregacao plaquetaria. Acredita-se que o TGF- e as BMPS (proteinas 6sseas
morfogenéticas), em conjunto com os fatores PDGFs (fator de crescimento
derivado de plaquetas), FGFs (fator de crescimento de fibroblastos) e IGF- I
(fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2), atuem diretamente no

recrutamento e diferenciagdo celular das células primitivas. Para o
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restabelecimento vascular local os fatores FGFs, VEGF (fator de crescimento
endotelial) e HIF-1 ( fator induzido por hipdxia -1) influenciam diretamente na
angiogénese (PHILLIPS, 2005; ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS; UPADHYAY;
GIANNOUDIS, 2007; SCHINDELER et al., 2008).

Esta fase, caracterizada por intensa diferenciacdo e proliferacédo de
células osteogénicas mediadas pelo TGF-B, sobrepde a fase inflamatéria no
terceiro dia do processo e encerra-se aproximadamente no sexto dia do reparo
tecidual, totalizando quatro dias de duragcdo (PHILLIPS, 2005; ROZEN et al.,
2007)

2.1.3 FORMACAO DO CALO OSSEO

Desde o quarto até o décimo quarto dia apos o trauma tecidual, o
tecido de granulacdo da origem aos tecidos cartilaginosos e 0sseo pela
combinacdo dos processos de ossificacdo intramembanosa e endocondral. A
formacdo intramembranosa de tecido 6sseo independente de cartilagem, ja a
endocondral depende de células progenitoras para formacéo de cartilagem e
mineralizacdo do calo subsequente. No tratamento da maioria das fraturas a
ossificacdo endocondral € predominante devido ao grau de instabilidade
presente no gap da fratura (ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS; UPADHYAY;
GIANNOUDIS, 2007; SCHINDELER et al., 2008).

Nesta fase, ocorre a formacdo de um infiltrado rico em fibroblastos
adjacente ao peridosteo e as células mesenquimais, jA recrutadas, se
diferenciam em condroblastos capazes de sintetizar matriz cartilaginosa
(colageno tipo Il e proteoglicanos), caracterizando o calo mole. O condroblastos
se diferenciam em condrécitos maduros e o tecido cartilaginoso hipertrofia
conferindo certa estabilidade mecéanica até que o calo cartilaginoso seja
gradativamente mineralizado (ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS; UPADHYAY;
GIANNOUDIS, 2007).

A vascularizacdo se estabelece no foco do calo cartilaginoso e

acredita-se que, ap0s promoverem mineralizacdo intersticial, os condrocitos



22

maduros sofram apoptose e o tecido cartilaginoso € gradativamente removido
pelos osteoclastos provenientes do aporte vascular e substituido por matriz
O0ssea neoformada pelos osteoblastos (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007;
TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007; SCHINDELER et al., 2008). Tais
osteoblastos recém diferenciados também sintetizam uma proteina né&o
coladgena denominada osteocalcina, que incorporada a matriz 6ssea, contribui
para o processo de mineralizacdo O6ssea (SARAIVA, LAZARETTI-
CASTRO,2002).

A diferenciacdo de células tronco em células osteoprogenitoras é
regulada por complexas interacdes e sinalizacdes celulares (autécrinas e
paracrinas) no sito local e por estimulos mecanicos externos, mas também
pode sofrer influéncia de hormdnios sistémicos como o paratorménio, 1,5
dihidroxivitamina D, horménio tireoideano, horménio do crescimento e
esteroides sexuais O fator de crescimento endotelial vascular (VEGEF)
influencia diretamente na diferenciacdo de osteoblastos e na mineralizacao
tecidual com consequente aumento da producdo e cartilagem, reabsorcéo e
formacdo de tecido 60sseo (GIANNOUDIS, 2007; TSIRIDIS; UPADHYAY;
GIANNOUDIS, 2007; KERAMARIS, et al 2008 )

2.1.4 FASE DE REMODELACAO

O tecido 6sseo recém formado € trabecular e requer substituicdo por
um tecido mais resistente a fim de recuperar a integridade mecanica,
anatbmica e funcional do osso (ROZEN et al., 2007). O processo de
remodelacdo do osso trabecular em osso lamelar inicia logo ap6s a formacao
do calo duro (aproximadamente no 14° dia) e perdura por meses, com
resisténcia O0ssea obtida a partir de trés a seis semanas (KALFAS, 2001;
ROZEN et al., 2007)

Os osteoclastos sao os protagonistas do processo de remodelacdo por
promoverem reabsorcdo do calo ésseo mineralizado abundante e, em perfeita

interacdo com os osteoblastos, reestruturam o tecido 6sseo. A remodelacéo
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inicia-se na borda periosteal do calo duro e ao longo do tempo evolui para a
regido endosteal reestabelecendo o canal medular (KALFAS, 2001;
HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; ROZEN et al., 2007)

A sistemética da remodelacdo Ossea compreende quatro etapas:
ativacao, reabsorcdo, reversdo e formacdo. O gatilho para a ativagcdo do
remodelamento consiste na migracdo, via hematégena, de células precursoras
de osteoclastos responsaveis pela degradacao da matriz. Os osteoclastos se
aderem junto a matriz celular por meio dos seus prolongamentos
citoplasmaticos, criam um ambiente &cido e liberam enzimas lisossomais como
a TRAP (fosfatase acida tartarato resistente) e a MMP (metaloproteases da
matriz), capazes de degradar os cristais de hidroxiapatita e colageno (figura 2).
Mondcitos e ostedcitos liberados pela matriz reabsorvida procedem a etapa de
reversao e preenchem as lacunas 0sseas deixando um ambiente propicio para
0s osteoblastos direcionados pelos fatores de crescimento liberados pela
matriz degradada. Finalmente, os osteoblastos sintetizam nova matriz 6ssea e
regulam sua mineralizacdo, encerrando a formacao 6ssea quando aprisionados
na matriz e denominados ostedcitos (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SCHINDELER et al., 2008; MONTECINOS;
ZENI, 2009).

Osteoclasto ~__
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Figura 2- Esquema de reabsorcdo 6ssea. Enzimas contidas nos
lisossomos originados no complexo de Golgi e ions hidrogénio
também produzidos pelo osteoclasto sé@o transferidos para o
microambiente fechado pela zona circunferencial clara, onde
atuam confiandos do restante do tecido. A acidificacdo facilita a
dissolucdo dos minerais e fornece o pH ideal para a acdo das
enzimas hidroliticas dos lisossomos. Assim a matriz é removida e
capturada pelo citoplasma dos osteoclastos, onde possivelmente a
digestdo continua, sendo seus produtos transferidos para 0s
capilares sanguineos. Fonte: Junqueira & Carneiro (2008).

Matriz 6ssea
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Diversos fatores sdo acusados de gerenciar o remodelamento 6sseo e
variam desde a estimulos mecanicos impostos ao tecido, nutricionais e
genéticos a fatores sistémicos e locais. O sistema enddcrino contribui para a
remodelacdo Ossea por intermédio dos horménio do crescimento (GH),
hormdnios calciotrépicos (PTH, calcitronina e metabdlitos de vitamina D) e
hormdnios esteroides (estrégeno, andrégenos e progesterona). O GH é
produzido pela adenohipéfise e pelos osteoblastos de forma independe,
concebendo atuacao local e sistémica concomitante na atividade osteoblastica.
Dentre os fatores locais, destacam-se as citocinas (IL-1, IL-6, IL-11),
prostaglandinas, e os fatores de crescimento. Os fatores de crescimento sao
polipeptidios produzidos pelas proprias células ésseas ou por tecido extra
0sseo que modulam o crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular com
fungdes particulares e especificas (quadro 01) (FERNANDEZ-
TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al , 2006; HADJIDAKIS ;
ANDROULAKIS, 2006; MONTECINOS; ZENI, 2009; ROZEN et al., 2007;

TAKAYANAGI, 2005). )

Estimulam a Estimulam a Inibem a
formagao 6ssea reabsorgado 6ssea reabsorgao 6ssea
Fatores
de BMP-2, .BMP-4, BMP-6, BMP-7, TNF,VEGF,PDGF,FGF,
Crescimento IGF-I, IGF-II, TGF-B, FGF, PDGF M-CDF,GM-CDF
Citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, PGE2, IFNY, IL-4
e Hormonios PGEL1, PGG, PGI2, PGH2

Quadro 01: Fatores locais que regulam a remodelacdo 6ssea.
Fonte: Adaptado e Traduzido de Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al. (2006)

O mecanismo de interacdo entre osteoblastos e osteoclastos é
determinado sistema RANKL—-RANK-OPG. Osteoblastos e células em repouso
sintetizam um peptideo denominado RANKL (ligante do receptor ativador do
fator nuclear-kappa b) que une-se ao seu receptor RANK (receptor ativador do
fator nuclear-kappa b) presente na superficie das células precursoras de
osteoclastos, favorecendo sua diferenciacdo e reabsorcdo Ossea. Como
resposta antagonista e na tentativa de impedir reabsor¢do exacerbada, os

osteoblastos sintetizam uma proteina denominada OPG (osteoprotegerina) que
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bloqueia a ligagdo RANKL - RANK, induzindo a apoptose de osteoclastos
(TAKAYANAGI, 2005; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; ROZEN ET AL.,
2007; MONTECINOS; ZENI, 2009).

2.1.5. REPARO OSSEO EM COELHOS

O tecido Osseo nesta espécie também é composto por sistema
harvesiano, que se assemelha ao de céaes, caprinos e humanos, facilitando a
extrapolacédo de resultados obtidos em pesquisas. O processo de reparo em
coelhos, semelhante ao observado nos humanos, € comporto por trés estagios
(MATOS; ARAUJO; PAIXAO, 2008).

Na primeira semana, nota-se a presenca de um infiltrado celular devido
a multiplicagdo promovida pelas citocinas inflamatérias e infiltragdo de
fibroblastos, associado a presenca de tecido 60sseo jovem e com discreto tecido
lamelar. Na segunda semana, a celularidade se mantém porém a quantidade
de tecido Osseo lamelar aumenta progressivamente até que extrapola a
guantidade de osso neoformado e alcanca a quarta semana do reparo. Nesta
semana, a fibrose medular formada é intensa e a celularidade reduz e o
processo de reparo conclui —se de quatro a cinco semanas (MATOS; ARAUJO;
PAIXAO, 2008; ALJUMAILY, 2010).
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2.2. DECANOATO DE NANDROLONA

Anabolizantes s&o substancias capazes de alterar processos
fisiologicos e consequentemente a formacéo de tecidos corpéreos. O potencial
da testosterona, horménio masculino, na formacao de tecido muscular € bem
definido e notavel quando comparamos a musculatura de machos e fémeas,
assimilando o desenvolvimento da musculatura esquelética como dependente
de andrégenos (PALERMO-NETO, 2002).

Ester6ides anabdlicos androgénicos sintéticos anélogos da
testosterona tem sido objeto de estudo cientifico e utilizados no tratamento de
diversas afeccBes Osseas, musculares e hematopoiéticas. O decanoato de
nandrolona (DN) trata-se de um esteroide com efeito anabdlico predominante e
baixo potencial androgénico capaz de promover hipertrofia muscular
significativa. Inclusive, tal caracteristica anabolica, despertou o uso abusivo e
ilegal em atletas associado aos poucos efeitos colaterais, a curto prazo (
THIBLIN; PETERSSON, 2005; DUTRA; PAGANI; RAGNINI, 2012).

Desde 1980 j4 se sugeria a possibilidade do DN aumentar a
osteogénese e inibir a reabsorcdo 0ssea, contribuindo assim para o aumento
da massa 6ssea (DHEM; ARS-PIRET; WATERSCHOOT, 1980). Kasperk et al.
(1989) foram os primeiros pesquisadores a descrever um aumento dose-
dependente na proliferacdo de osteoblastos apoOs tratamento de cultivos
celulares in vitro com 5-DHT (5a-Dihidrotestosterona). Sequencialmente,
identificaram o potencial mitotico da 5-DHT na proliferacédo celular em cultivos
de osteoblastos por consequéncia do aumento da producdo de TGF-B
(KASPERK et al., 1997).

Diversas investigacdes experimentais in vivo e in vitro vem sendo
conduzidas desde entdo a fim de avaliar a contribuicdo deste farmaco no
processo de reparo 6sseo. A capacidade do DN de aumentar a densidade
Ossea foi verificada em situacdes de osteopenia e inclusive, é utilizado ha
tempos no tratamento de mulheres com osteoporose pds menopausa por
promover aumento satisfatério da densidade e inibicdo da reabsorcdo Ossea
(GENNARI et al., 1989; PASSERI et al., 1993; AITHAL et al., 2009). Em

contrapartida, a associacdo do DN com suplementagao proteica nao revelou
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incrementos na densitometria 6ssea de mulheres com osteoporose e fratura de
fémur (TENGSTRAND et al., 2007).

Além do tratamento da osteoporose estabelecida, o DN é indicado
como profilaxia no desenvolvimento desta afeccdo em situagdes de desuso do
membro por traumas neurolégicos (CARDOZO et al.,, 2010) bem como na
prevencdo de efeitos deletérios na musculatura esquelética em desuso
(FUSATTO, 2010; PARDI, 2010).

A interferéncia do farmaco na evolugcdo do reparo ésseo é bastante
discutida. O aumento na atividade osteoblastica e a melhor mineraliza¢do do
calo 0sseo séo os pontos primordiais. Mota et al. (2010) identificaram aumento
na tensdo maxima de tibias de ratos, avaliadas por testes biomecéanicos e
tratados com o decanoato apo0s a lesdo induzida e Ahmad et al (2013)
complementaram a hipétese quando uma melhor mineralizagéo do calo 6sseo
foi obtida em exames radiogréaficos de coelhos osteotomizados e tratados com
DN. Adicionalmente neste estudo, a atividade de fosfatase alcalina sérica e a
avaliacdo histopatolégica revelaram intensa atividade osteoblastica e formacao

de tecido 6sseo lamelar precoce (AHMAD et al., 2013).

Embora o reparo 0sseo seja influenciado por horménios sexuais e o
incremento do DN no sistema musculo esquelético seja notavel, o real
mecanismo de acdo ainda permanece obscuro (CARDOZO et al.,, 2010;
FUSATTO, 2010; MOTA et al.,, 2010; SCHALCH et al., 2013). Respostas
celulares e moleculares parecem estar envolvidas: o aumento da proliferacao e
adesdo de osteoblastos foi verificado em cultivos celulares tratados com DN
(SCHALCH et al., 2013); a expressao do fator de crescimento TGF-B e os
niveis plasmaticos de IGF-1 foram significativamente aumentados in vitro e in
vivo, respectivamente (KASPERK et al., 1997; SARANTEAS et al, 2001). O
TGF-B é um potente estimulador de formacdo &ssea por promover a
diferenciacao de células primitivas em osteoblastos, sintetizar matriz e inibir a
sintese de proteases que degradam matriz 0ssea, jA o IGF-1, aumenta o
namero e a funcdo dos osteoblastos estimulando a sintese de colageno
(FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006), sugerindo as

vias de agdo do farmaco no metabolismo 0sseo.
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O conhecimento da complexa cascata biolégica e molecular do reparo

0sseo instiga a possibilidade de intervir em diferentes etapas com o intuito de

acelerar a regeneracao tecidual (ROZEN et al., 2007). Rozen et al. (2007)

sugerem alguns momentos especificos onde intervencédo exdgena seria viavel,

gue varia desde a fase inflamatdria até ao remodelamento 6sseo final. Uma vez

gue o DN atua na atividade de osteoblastos e na expressdo dos fatores de
crescimento TGF-B e IGF-I (KASPERK et al., 1997; SARANTEAS et al., 2001;
SCHALCH et al., 2013), a sua atuacdo na dinamica da cascata reflete

diretamente nas fases de reparo (figura 3).

]
/l

: Liberacdo dos fatores de crescimento
hesposta imung TGF-B1; PDGF; FGFs \

1

Inflamagdo (2) Recrutamento de
IL-1;IL-6; TNF- células mesenquimais —

(1) Angiogénese

1l —

Tecido de granulagdo
(3) Proliferacdo de células mesenquimais

(4) osteogénese l

(5) condrogénese _

Calo duro +————————— Formacio do calo Calo mole

Ossificagdo intramembranosa

N\

Proliferacdo de condroprogenitores

1

Diferenciacdo em condrdcitos

$ |

(7) Remodelamento de osso trabecular em osso
secundario

— | (6) Ossificacdo endocondral

1-3 dias

3-6 dias

4-14 dias

Figura 3 - A cascata de cicatriza¢é@o da fratura. NUmeros 1-7 marcam 0s pontos sugeridos para
intervencgdo. As setas vermelhas demonstram os provéaveis locais de atuacdo do decanoato de

nandrolona.

Fonte: adaptado e traduzido de Rozen et al. ( 2007)
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a interferéncia do decanoato de nandrolona no processo de

reparo 0sseo, a fim de sustentar sua utilizagdo como um recurso terapéutico

adicional no tratamento de fraturas.

Objetivos Especificos

Verificar o efeito macroscopico da acdo do decanoato de nandrolona
Verificar o efeito microscopico do decanoato de nandrolona por meio da
avaliacdo da morfologia tecidual do calo 0sseo;

Verificar o efeito microscopico do decanoato de nandrolona por meio da
avaliacdo da presenca e caracteristica de inflamacdo, granulagao,
fibroplasia, angiogénese, periosteo e neoformacao 0ssea;

Verificar o efeito microscopico do decanoato de nandrolona por meio da
contagem de osteoclastos;

Verificar o efeito microscépico do decanoato de nandrolona por meio da

mensuracao da altura do calo ésseo.
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4. JUSTIFICATIVA

A traumatologia representa uma area frequente da ortopedia de
animais de companhia e, concomitante a sua alta casuistica, estdo

relacionadas complicacdes ao longo do tratamento das fraturas.

Na tentativa de contribuir para o sucesso da reparacdo tecidual 6éssea e
reduzir as taxas de insucesso no tratamento de fraturas dos animais de
companhia, pretendeu-se avaliar qual a contribuicio do decanoato de
nandrolona na osteogénese e na consolidacao de falhas 6sseas.

Uma vez identificado o papel deste farmaco na regeneracéo tecidual
Ossea valida- se a sua utilizacdo como recurso adicional no tratamento e
consolidacdo de fraturas a fim de promover a reducdo do tempo de
recuperacao da funcédo do membro acometido.
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5. HIPOTESE

O decanoato de nandrolona interfere no processo de reparo 0sseo
tecidual reduzindo o tempo de consolidacao éssea.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. CERTIFICACAO ETICA

Este projeto foi analisado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/Palotina) e foi aprovado sob o protocolo n°33/2013.

6.2. INDIVIDUOS

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova
Zelandia, machos, com cerca de seis meses de idade e peso 3,5 + DP 0,5 Kg,
oriundos do biotério da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram
transportados em gaiolas préprias sob condi¢cdes controladas de temperatura e
acomodados nas instalacdes do Hospital Veterinario da Universidade Federal
do Parana (UFPR) — Setor Palotina, em area exclusiva, com gaiolas individuais
(dimensdes 40X60X40) e dieta livre com ragdo balanceada para a espécie, por

um periodo de adaptacado de 15 dias

6.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 36 coelhos foram submetidos ao procedimento cirdrgico para a
confeccdo de um defeito O6sseo em tibias direita esquerda e divididos
aleatoriamente em dois grupo experimentais: controle e tratamento. O grupo
G1 (n=18) foi tratado com injecdo intramuscular de NaCl 0,9% em volume
equivalente ao calculado em G2. Os animais de G2 (n=18) receberam 10

mg/Kg de decanoato de nandrolonal, por via intramuscular. As inje¢cées foram

! Deca-durabolin® 50ng/ml — Organon — Sdo Paulo — SP — BR
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realizadas imediatamente ao procedimento cirdrgico, e no 7 °, 14° e 21°, 28°,
36°, 44° dias de pos-operatorio.

Antes do procedimento anestésico, todos os animais foram submetidos
a pesagem, exame clinico e hemograma pré-operatério. Foi realizada
medicacdo pré-anestésica com cloridrato de cetamina (20mg/Kg)?, midazolam?®
(1mg/kg) e sulfato de morfina* (2mg/kg) via intramuscular seguida de tricotomia
ampla e cuidadosa dos membros pélvicos e regido sacrococcigea com
maquina e lamina de tosa de numero 40 finalizada com creme depilatorio a

base de uréia

O acesso venoso foi realizado na veia auricular para administracao de
fluidoterapia transoperatoria com solugdo de Ringer Lactato (figura 04).
Utilizou-se cefalotina® na dose de 15 mg/ Kg por via intravenosa, aplicado 10

minutos antes da inciséo cirurgica cefalotina como antimicrobiano profilatico.

Na sala de cirurgia os animais foram induzidos e mantidos em plano
anestésico com vaporizagdo de isofluorano® via mascara (fluxo de oxigénio de
1-2 litros por minutos e concentracao volatil estimada de 1,7 — 2,5%), por se
tratar de um procedimento inferior a 20 minutos e realizada a anestesia
epidural sacrococcigea com lidocaina’ (0,3 ml/Kg) para analgesia dos
membros pélvicos (GREENAWAY et al, 2001). A monitorizacdo transoperatoria
ocorreu por meio de avaliacdo dos parametros vitais e controle de plano
anestésico observado pela resposta ao pingcamento, reflexos palpebrais e

corneais.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal com os membros
estendidos para a realizacdo da antissepsia cirdrgica prévia com iodopovidona
em solucdo degermante a 1% seguida de &lcool 70% e iodopovidona em

solucdo topica a 1% e a regido distal a tibia foi envolta com ataduras estéreis.

A técnica cirargica constituiu-se de uma incisdo de pele longitudinal
com cerca de 1 cm na face medial da tibia imediatamente proximal ao término

da crista tibial, seguida de incisdo e afastamento do periosteo e perfuracdo

2 Cetamin® 10% — Syntec- Cotia — SP- BR

3 Dormire® 15mg/3ml — Cristalia — Itapira— SP - BR
4 Dimorf® 10mg/ml - Cristalia — Itapira — SP - BR

5 Keflin® 1g — ABL — Cosmopolis — SP - BR

6 |soforine® 1ml/ml - Cristalia — Itapira — SP - BR
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0ssea. Para a perfuragédo do orificio monocortical foram utilizadas duas brocas
cilindricas acopladas a perfuratriz cirdrgica de baixa rotacdo, com 3 mm de
profundidade controladas por meio de um dispositivo cirdrgico de parada
vertical “stop”. A perfuragdo inicial foi realizada com a broca cilindrica de
diametro 2.0 mm e finalizada com a broca de 2.8mm, a fim de evitar fraturas
iatrogénicas, sendo que as brocas possuem um limitador de cortical (Figuras 4,
5e6).

Para sintese, foi realizada sutura do periosteo e subcutaneo com fio
absorvivel sintético multiflamento (poliglactina 910, n° 4-0)8 por meio dos
padrdes Sultan e Cushing respectivamente. Na pele foi utilizado fio néo
absorvivel sintético monofilamento (mononylon 4.0)° e padrdo simples
separado.

Figura 4 — Realizag&o de falha 6ssea experimental em tibia de coelho.
A - palpacdo da tuberosidade da tibia como referéncia anatémica para
incisdo. B - incisdo da pele. C - inciséo do periosteo. D - elevagdo do
periésteo com afastador de Molt. E -perfuracéo tibial. F — aspecto final
da sutura cutanea.

7 Lidovet® 2% - BRAVET — Engenho Novo — RJ - BR
8 Vicpoint® - Point Suture — Fortaleza — CE - BR
% Nylon - Shalon® - Goiania — GO - BR
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Figura 5— Instrumental ortopédico utilizado na inducdo de falha dssea na
tibia de coelhos. A - perfuratriz cirdrgica. B - brocas 2.0 mm e 2.8mm
utilizadas na perfuragdo com dispositivos cirurgico de parada vertical “stop”
(seta amarela).

Figura 6 - Exame radiogréfico da tibia de coelhos
evidenciando o defeito 6sseo circular  produzido
imediatamente acima da crista da tibia e no centro da
metafise tibial (seta amarela). A — projecdo médio-lateral. B —
projecéo craniocaudal.

Os pacientes foram observados até a recuperacdo anestésica e
receberam no periodo poés-operatorio analgesia com 0,2 mg/Kg de
meloxicam!®, a cada 24 horas, por 5 dias e sulfato de morfina* na dosagem de
2,5mg/Kg, a cada 12 horas, por 3 dias, além de todos os cuidados diarios

inerentes a ferida cirargica, estado geral, nivel de atividade e comportamento.

10 Maxicam® 0,2% - Ourofino — Cravinhos — SP - BR
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6.4. COLHEITA E PREPARO DAS AMOSTRAS

No 15°, 30° e 45° dia de pds-operatorio, seis coelhos de cada grupo
experimental foram submetidos a eutanasia de acordo com a Resolugéo
n°1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria para que se
procedesse a colheita de amostras a partir da tibia dos animais.

Para a eutanasia, os animais receberam medicacdo pré-anestésica
com cloridrato de cetamina® (20mg/Kg) e midazolam?® (1mg/kg), seguida de
inducdo com propofol*! (3-mg/kg) até atingirem plano anestésico e injecéo letal
com cloreto de potassio*?.

As amostras foram obtidas por meio de desarticulacdo fémuro-tibio-
patelar e tibio-tarsica e remocdo da pele e camadas musculares de forma a
nao prejudicar a regido proxima a falha 0ssea experimentalmente induzida. As
tibias foram fixadas em solucdo de formol 10% por 48 horas, e seccionadas
com o auxilio de serra oscilatoria, a fim de se obter espécimes menores para

descalcificacao.

O corte foi realizado 1 cm proximal e distal ao orificio, restando um
segmento 6sseo com aproximadamente 2 cm. Para a descalcificacdo em
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 8%, as amostras foram acondicionadas
em recipiente plastico de forma suspensa e a solucao trocada a cada sete dias
até completa descalcificacéo, verificada por exame radiografico, em torno de 4

a 5 semanas (figuras 07 e 08).

11 Propovan® 10mg/ml - Cristalia — Itapira — SP - BR
12 Cloreto de Potassio 10% - Hypofarma —Ribeirdo das neves — MG -BR
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Figura 7— Processamento das tibias de coelhos. A - tibias inteiras apos fixacdo em
formol a 10%. B - segmento tibial de aproximadamente 2 cm apds secgdo com serra
oscilatoria. C - amostra tibial suspensa em EDTA para descalcificacao.

Figura 8: Segmentos de tibia de coelho. A -disposi¢do dos espécimes para exame

radiografico. B — exame radiogréfico dos espécimes antes da descalcificagdo com
EDTA. C — exame radiografico das amostras descalcificadas apds quatro semanas com
diminui¢é@o da radiopacidade.
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6.5. AVALIACAO MACROSCOPICA

As amostras de tibia foram cortadas com |amina de micr6tomo no
sentido longitudinal, de forma a dividir os orificios, criando dois espectrais e
aumentando o numero de amostras. Ambos 0s segmentos foram submetidos a
avaliacdo macroscopica (figura 09).

Figura 9- Espécime de tibia de coelho seccionada no sentido
longitudinal. Seta vermelha demonstra a regiéo do orificio/calo 6sseo.
Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Para a avaliacdo macroscopica houve classificacdo em escores quanto
a presenca de hematoma, integridade da medula 6ssea, consolidacdo do
orificio e integridade da cortical de acordo com a figura 10.

Espécime Avaliacao

Hematoma Grande ( ) Médio( ) Pequeno( ) Nenhum ( )

Integridade da Medula 6ssea | Sim () Né&o( )

Consolidagéo do orificio 100% () 75% ( ) 50% ( ) 25% ( ) 0% ( )

Integridade da cortical Interna: sim( ) nao( ) Externa: sim( ) nado ( )

Figura 10— Ficha de avaliacdo macroscopica dos espécimes de tibia de coelho.
Fonte: Adaptado de CUNHA, 2012
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6.6. AVALIACAO MICROSCOPICA

As amostras foram embebidas em parafina, cortadas em sec¢édo de
5um e os cortes foram corados pelo método de hematoxilina-eosina (Luna,

1968), obtendo-se duas Iaminas de cada animal.

6.6.1. ANALISE DESCRITIVA

As caracteristicas do defeito 6sseo, presenca de tecido de granulacao,
neoformacdo vascular, areas de matriz déssea e/ou cartilaginosa foram
descritas morfologicamente considerando uma l|amina de cada tempo

experimental.

6.6.2. ANALISE SEMIQUANTITATIVA

Ambas a laminas de cada animal foram avaliadas segundo os critérios
de inflamac&o aguda, necrose, tecido de granulacéo, tecido conjuntivo fibroso,
angiogénese, hiperplasia de periosteo e tecido 0sseo neoformado. Tais
parametros foram classificados em escores, seguindo os critérios do Instituto
de Forcas Armadas de Patologia (AFIP): O — ausente; 1 — leve (< 30%); 2 —
moderado (30-70%); 3 — acentuado (70-95%); 4 — severo (>95%). A partir

destes valores, obteve-se a média por animal de cada critério estabelecido.

6.6.3. ANALISE QUANTITATIVA

6.6.3.1. CONTAGEM DE OSTEOCLASTOS

Para a avaliacdo quantitativa foi realizada a contagem de osteoclastos
na regido do calo 6sseo, obtendo-se a média final de seis campos aleatérios,
capturados por microscopia (Leica DM 1000 ®) no aumento de 40 vezes para

determinacdo da média por animal (Figuras 11 e 12).
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Figura 11- Esquema representativo da contagem de osteoclastos. A -
cortical 6ssea. B - calo 6sseo, dividido em seis fragfes: 1 (cortical interna
esquerda), 2 (cortical interna direita), 3 (regido central do calo 6sseo
esquerda), 4 (regido central do calo 6sseo direita), 5 (cortical externa
esquerda) e 6 (cortical externa direita).

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Figura 12— Corte histolégico de tibia de coelhos com calo

6sseo de 45 dias, evidenciando osteoclastos (seta
amarela), em aumento de 40 vezes.
Fonte: Arquivo pessoal, 2014

6.6.3.2. ALTURA DO CALO OSSEO

A altura do calo 6sseo abrangendo a matriz éssea e cartilaginosa foi
determinada por meio da média de trés medidas aleatdrias na regido do calo
(Figuras 13). Para tanto, foram capturadas imagens do calo ésseo por meio de

microscopia (software Leica Application Suite 3.8.0 - Leica DM 1000 ®) em
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aumento de quatro vezes e com auxilio do analisador de imagens Image Pro-

plus® (Figura 14).
; )

Figura 13- Esquema representativo da obtencéo da altura do calo
0sseo de tibia de coelhos. A - cortical 6ssea. B - calo 6sseo, cuja
altura foi determinada a partir da média entre B1l, B2 e B3.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014
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Figura 14- Mensuragdo do calo 6sseo de tibia de coelhos utilizando-se o software
Image-Pro plus®. As linhas amarelas verticais representam trés pontos distintos para
calculo da média da altura do calo Osseo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

6.6.3.3. RELACAO OSTEOCLASTOS:ALTURA DO CALO OSSEO

A relacdo osteoclastos:altura do calo 6sseo (RCH) foi expressa pela
guantidade de osteoclastos por milimetros de calo 6sseo. Essa relacdo foi
determinada para cada animal, em porcentagem, por meio da féormula: RCH

(%) = (C /H) x 100, onde C € osteoclasto e H é altura.
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6.7. ANALISE ESTATISTICA

Para todas as variaveis, foram comparados os resultados de G1 e G2
no 15° 30° e 45° dia de pos-operatério. Também foram comparados os
resultados ao longo do tempo em cada um dos grupos.

Os parametros semiquantitativos, como inflamagédo aguda, necrose,
tecido de granulacéo, tecido conjuntivo fibroso, angiogénese, hiperplasia de
periosteo e tecido 0sseo neoformado, foram submetidos a avaliacdo nao
paramétrica utilizando o teste de Kruskal Wallis seguido por Tukey (p <0,05),
para avaliagdo ao longo do tempo, e ao teste de Mann Whiney (p<0,05), para
comparagao entre 0S grupos.

A contagem de osteoclastos, altura do calo e a relacdo dos
osteoclastos com a altura do calo foram avaliados de forma paramétrica
através o teste T (p<0,05), para a comparagao entre 0s grupos, e pela analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,05), para avaliacdo ao

longo do tempo.
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7. RESULTADOS

7.1. AVALIACAO MACROSCOPICA

Aos 15 dias de pdés-operatério, um animal de cada grupo apresentou
consolidacdo de 75% da falha 6ssea, visto que a cortical externa ndo estava
totalmente consolidada. Os demais coelhos apresentaram consolidagao
completa do defeito ésseo incluindo ambas as corticais interna e externa. A
presenca de pequeno hematoma foi identificada em apenas um exemplar do
grupo nandrolona. A medula éssea de todos os animais estava integra.

No 30° dia de poés-operatorio, todas 0s espécimes apresentaram
auséncia de hematoma local, medula Ossea integra e consolidacdo total do
orificio em ambas as corticais interna e externa. Nao se observou diferenca

entre 0s grupos controle e nandrolona.

Aos 45° dias de pés-operatério ndo se verificou presenca de hematoma
e nem perda da integridade medular, porém quatro animais do grupo controle e
cinco animais do grupo nandrolona apresentaram apenas 75% de consolidacao

do orificio devido a ndo integridade da cortical interna.

7.2.  AVALIACAO MICROSCOPICA

7.2.1. ANALISE DESCRITIVA

Aos 15 dias de pos-cirargico, no grupo controle, verificou-se uma area
focal com intensa formacéo de tecido de granulacéo, fibroplasia, angiogénese
moderada e intensa proliferacdo de osteoblastos envoltos por matriz 6ssea
moderada que por vezes apresentavam mineralizacdo intensa (osteogénse). O
osso neoformado se projetava em direcdo ao peridsteo formando trabéculas
multifocais a coalescentes acentuadas e algumas envoltas por um moderado
infiltrado de osteoclastos alojados em lacunas de Howship indicando

remodelacéo Ossea (figura 15).

No grupo tratado com nandrolona, com 15 dias, ocorreu intensa

deposicao de tecido conjuntivo fibroso no periésteo com grande quantidade de
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fibroblastos e colageno imaturo. A proliferacdo de tecido de granulacédo e
angiogénese foram focais e moderadas. No tecido 6sseo havia intensa
osteogénese com formacdo de trabéculas irregulares e pobremente
mineralizadas, com a presenca de osteoclastos aleatérios em multiplos focos e

deposicdo de matriz 6ssea discreta (figura 16).

Aos 30 dias, no grupo controle, notou-se foco intenso de tecido de
granulacdo sobre o periésteo acompanhado de angiogénese e fibroplasia de
leve a moderada. O tecido 0sseo adjacente a essa area apresentava-se
compacto e denso, porém ainda com ilhas de cartilagem ndo mineralizada ao
centro e ostoclastos distribuidos de forma focal em quantidade moderada
(figura 17). No grupo que recebeu nandrolona, observou-se uma area focal
com intensa neoformacéo 6ssea estendendo-se desde o peridsteo até o canal
medular composta por trabéculas 0sseas jovens, irregulares e pobremente
coradas. Proximo ao periosteo foram observadas ilhas multifocais de

cartilagem (figura 18).

Na avaliacdo aos 45 dias observou-se, em ambos 0s grupos, a
presenca de acentuada fibroplasia focal do periésteo com neoformacdo 0ssea
e trabéculas densas com raros focos de matriz 6ssea ndo mineralizada. A
angiogénese encontrava-se adjacente ao tecido 0sseo neoformado. Notou-se
osteoclasia e macréfagos em alguns segmentos proximos a medula com
intenso infiltrado de granuldcitos acompanhado de lise de algumas trabéculas
(figura 19).
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Figura 15— Calo 6sseo observado apés 15 dias de inducédo experimental de falha éssea tibial

em coelhos tratados com NaCl 0,9%. A. — tecido de granulacdo, angiogénese e fibroplasia
(setas amarelas) B — Trabéculas 6ssea com osteoclasto (seta amarela) alojado na lacunas de
Howship (setas azuis) indicando remodelacao 6ssea.

Figura 16- Calo 6sseo observado apds 15 dias de indugéo
experimental de falha 6ssea tibial em coelhos tratados com
nandrolona. Nota-se intensa deposicdo de tecido conjuntivo
fibroso (tCF) e trabéculas 6sseas pobremente mineralizadas
(seta).



Figura 17- Calo 6sseo observado apds 30 dias de indugéo
experimental de falha éssea tibial em coelhos tratados com
NaCl 0,9%. Nota-se tecido 6sseo compacto e denso (1) em
meio a ilhas de cartilagem e matriz ndo mineralizada (elipses) e

tecido de granulagdo com angiogénese sobre o peridsteo (2)

Figura 18- Calo 6sseo observado ap6s 30 dias de inducao experimental de falha

Ossea tibial em coelhos tratados com nandrolona. A - intensa neoformacéo 0ssea
(seta amarela) estendendo-se desde o periosteo (1) até o canal medular (2)
composta por trabéculas 6sseas jovens, irregulares e pobremente coradas. B -
ilhas multifocais de cartilagem observadas no calo dsseo (seta amarela).

46
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Figura 19- Calo 6sseo observado apos 45 dias de inducdo experimental de falha

Ossea tibial em coelhos tratados com NaCl 0,9% (A) ou nandrolona (B)
demonstrando fibroplasia do periésteo (seta verde), trabéculas Osseas densas

(seta amarela) e intenso infiltrado granulocitico (seta azul).

7.2.2. AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA

Ao se comparar 0s grupos, ndo houve diferenca estatistica na
avaliacdo dos dados nao paramétricos. Todavia, na avaliacdo ao longo do
tempo, os animais do grupo nandrolona demonstraram menor processo
inflamatério aos 30 dias em relacdo aos 15 dias de pés-operatorio (tabela 1).

Tabela 1 - Escore (média + erro padrdo) de inflamacédo aguda, necrose, tecido de granulagéo,
tecido conjuntivo fibroso, angiogénese, hiperplasia de periésteo e tecido 6sseo neoformado
observado em coelhos submetidos a falha éssea na tibia e tratados com NaCl 0,9% ou

nandrolona, acompanhados durante 45 dias de pos-operatorio.

Controle Nandrolona
D15 D30 D45 D15 D30 D45
Inflamagdo aguda 0,17+0,11 0,50%0,26 0,33+0,17 0,50+ 0,18# 0,00 £ 0,00 0,25+0,11
Necrose 0,17+0,11 0,25+0,17 0,00 £ 0,00 0,33+0,17 0,08 + 0,08 0,08 + 0,08
Tecido de granulagdo 1,17 +0,31 0,42+0,27 1,33+0,38 1,92 +£0,55 0,42 +0,15 0,92+0,44
Tecido conjuntivo fibroso 1,75+0,17 1,58 £0,24 1,83 +0,28 2,33+0,49 1,25+0,28 1,58 £0,33
Angiogénese 1,17 £0,21 1,08 + 0,40 1,00+0,18 1,67 +£0,48 0,42 +0,15 0,75+0,42
Hiperplasia de peridsteo 2,08 £ 0,40 1,42 +0,35 2,42+ 0,27 2,25+0,42 1,42 £0,30 2,00+0,41
Tecido 6sseo neoformado 2,08 £ 0,30 2,33+0,33 2,50+0,18 2,67 £ 0,40 1,75+0,36 2,08+0,24

# diferente de D30
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7.2.3. ANALISE QUANTITATIVA

Na comparagédo entre os grupos controle ou nandrolona, ndo houve
diferenca significativa com relacdo ao numero de osteoclastos (Figura 20),
altura do calo (Figura 21) e na relacdo osteoclastos:altura do calo (Figura 22).

A contagem de osteoclastos no grupo tratado com nandrolona foi
significativamente reduzida ao longo do tempo, apresentando diferenca
estatistica entre 15 e 45 dias e entre 30 e 45 dias de pds-operatdrio. Por
consequéncia, a relacdo de osteoclastos:altura do calo, no grupo nandrolona,
também foi menor (tabela 2).

Numero de osteoclastos

1,00 4
—e— controle
O~ nandrolona

0,75 4

0,50

Numero de osteoclastos

0,25 4

0,00

T T
D15 D30 D45

Tempo (dias)

Figura 20- Numero de osteoclastos observados em
calo 6sseo na tibia de coelhos apds 15, 30 e 45 dias de
inducdo experimental de falha éssea e tratados com

NaCl 0,9% (controle) ou nandrolona.
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Figura 21— Altura de calo 6sseo na tibia de coelhos
apo6s 15, 30 e 45 dias de inducdo experimental de falha
O0ssea e tratados com NaCl 0,9% (controle) ou

nandrolona.
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Figura 22— Relagdo osteoclasto:altura de calo 6sseo
observados na tibia de coelhos ap6s 15, 30 e 45 dias de
inducdo experimental de falha éssea e tratados com

NaCl 0,9% (controle) ou nandrolona.
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Tabela 2 - Variagdo (média + erro padrédo) de nimero de osteoclastos por campo, altura
de calo 6sseo em milimetros e relacdo CTH observada em coelhos submetidos a falha
Ossea na tibia ndo tratados e tratados com decanoato de nandrolona, observados aos 15
(D15), 30 (D30) e 45 (D45) dias de pos-operatorio.

Ndmero de

0,597 +0,173 0,706 £ 0,139 0,208 £ 0,111 0,528 +0,115 * 0,547 £0,139 * 0,069 + 0,045
C/por campo
Ntura €0 @ 6,187 + 1,941 3,737 £ 1,222 4,247 + 0,989 6,588 + 0,840 4,088 + 0,740 5,152 + 1,197
bsseo (mm)
Relagdo CH (%) 6,187 + 1,941 3,737 £ 1,222 4,247 + 0,989 6,588 + 0,840 4,088 + 0,740* 5,152 +1,197

* diferente de D45 (p<0,05)
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8. DISCUSSAO

A remodelacdo do enddsteo e reestabelecimento da integridade do
canal medular é a Ultima etapa observada no processo de reparo 0sseo (
KALFAS, 2001; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; ROZEN et al., 2007;
TSIRIDIS et al., 2007). Coelhos submetidos a falhas 6sseas e tratados com
nandrolona apresentaram integridade do endosteo aos 40 dias, diferente dos
nao tratados cuja ponte éssea era exclusivamente da cortical externa (AITHAL
et al., 2009). Sugere-se que a falha na integridade da consolidacéo da cortical
interna encontrada em alguns animais do grupo 45 dias possa ter ocorrido
devido ao retardo no processo de reparo desencadeado pela infeccdo do sitio
cirdrgico (cinco animais do grupo controle e trés do grupo tratamento). Além da
infecdo clinica estabelecida, o infiltrado granulocitico e macréfagos
acompanhados de lise de trabécula 6ssea foram evidenciados na avaliagcéo
morfologica, reafirmando a presenca de infeccdo neste grupo (KUMAR et al.,
2008b).

Considerando que o procedimento cirargico se deu por meio de
técnica asséptica e com terapia antimicrobiana apropriada, alguns fatores
podem ter supostamente contribuido para a infeccéo do sitio cirirgico, como o
sistema imunoldgico dos animais e a suscetibilidade a microtraumas durante a
tricotomia devido a pele delgada caracteristica da espécie (TULLY; MITCHELL;
2009; FOSSUM, 2008).

Embora o processo infeccioso possa ter interferido na consolidacédo do
orificio, a avaliagdo morfologica revelou que as etapas do processo de reparo
aconteceram dentro do tempo pré - determinado pela literatura (ROZEN et al.,
2007; SCHINDELER et al., 2008 KOLAR et al., 2010). Aos 15 dias predominou
a presenca de um tecido fibrocartilaginoso com alguns resquicios de tecido de
granulacao e inicio de um processo de osteogénese que, com 30 dias, cedeu
espaco ao tecido 6sseo mais denso e trabecular, e finalmente, mineralizacéo
das trabéculas aos 45 dias. A cronologia dos achados demonstra que, nesta
espécie, a partir dos 15 dias de reparo 0sseo ja existe a formacédo de calo
0sseo cartilaginoso com inicio de mineralizacdo e presenca de infiltrado celular
de fibroblastos , que evolui para um tecido ésseo mais denso até os 45 dias de

reparo, havendo sobreposicdo dos acontecimentos conforme revisado na
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literatura (ROZEN et al, 2007; MATOS; ARAUJO; PAIXAO, 2008;
SCHINDELER et al., 2008; KOLAR et al., 2010).

Embora n&o tenha havido diferenca significativa entre 0os grupos
controle e tratamento nos tempos estudados, alguns aspectos devem ser
considerados na avalicdo ao longo do tempo: o processo inflamatério teve
menor duragcdo no grupo tratado com nandrolona involuindo aos 30 dias,
enquanto manteve-se presente no grupo controle; a contagem de osteoclastos
e a relacédo de osteoclastos e altura do calo, foi reduzida significativamente nos
coelhos tratados com nandrolona, diferente do observado no grupo controle.
Segundo Hadjidakis e Androulakis (2006), os osteoclastos representam o tipo
celular com atividade aumentada na fase final de remodelamento 0sseo, desta
forma a reducéo significativa na sua contagem ao longo do tempo bem como
processo inflamatorio menos duradouro nos animais tratados com nadrolona
sugerem discreta antecipacdo das fases do reparo 6sseo e remodelamento

0sseo precoce.

O fato do decanoato de nandrolona acelerar o processo de reparo
0sseo, ja foi evidenciado por outros autores ao avaliarem radiografias de
coelhos submetidos a falha Ossea. Abedi et al (2012) visualizaram
desaparecimento da radioluscéncia nas regides da falha 6ssea aos 45 dias no
grupo tratado com nandrolona enquanto o grupo controle apresentou defeitos
radioluscentes sem evidéncia de preenchimento 6sseo. De forma semelhante,
Ahmad et al. (2009) constataram que 0s animais tratados com nandrolona
revelaram calo 6sseo mais denso e desaparecimento do gap da fratura aos 40

dias, que ndo ocorreu totalmente no grupo que néo recebeu o tratamento.

AvaliacGes histoquimicas e histopatologicas do calo désseo ja
revelaram previamente que, tanto o grupo controle como 0 grupo tratamento
evoluiram para a consolidacédo 6ssea final, porém, o decanoato de nandrolona
promoveu maiores atividade osteoblastica e mineralizacdo do calo 6sseo
(AHMAD et al., 2009). Essa observacdo justifica a auséncia de diferenca
estatistica no presente estudo entres 0os grupos controle e nandrolona quando
comparado o calo 6sseo de forma quantitativa e morfométrica e ndo por meio

de variaveis qualitativas.
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Diversos marcadores bioquimicos sdo utilizados na rotina clinica para
identificar atividade Ossea, sendo a osteocalcina e a fosfatase alcalina
representantes do processo de formacdo tecidual (SARAIVA; LAZARETTI-
CASTRO, 2002). Uma vez que ambos séo sintetizados e refletem a atividade
dos osteoblastos, a mensuragdo sérica da osteocalcina e da fosfatase 6ssea
seriam paramentos adicionais validos capazes de avaliar qualitativamente e

sugerir a atuacéo deste tipo celular nos animais tratados com nandrolona.

A idade dos animais utilizados nesta pesquisa pode ter sido fator
determinante para a discreta contribuicdo do DN no processo de reparo 0sseo,
haja vista que coelhos da raca nova Zelandia atingem a puberdade entre 150 —
180 dias (COUTO, 2002). O papel do IGF-1 no processo de diferenciacéo
celular dos condroblastos, fibroblastos e mioblastos é mais evidente na fase
adulta (GOMES; TIRAPEGUI, 1998). Desta forma, uma vez que o DN aumenta
a expressao do IGF-1, a sua atuacao na proliferacdo 0ssea em animais jovens
pode ter sido limitada, o que ndo significa que o esteroide ndo seja capaz de

atuar em individuos na fase adulta e/ou senis.

Ainda nesta justificativa, a concentracdo de IGF-1 é maior ndo somente
na idade adulta, mas também na presenca de atividade fisica. Os receptores
de IGF-1 encontram-se distribuidos de forma abundante na musculatura
esquelética e a elevacdo deste fator secundaria ao exercicio, aumenta a
afinidade e capacidade de ligacédo do fator com seus receptores, resultando em
sintese muscular proteica elevada (GOMES; TIRAPEGUI, 1998). A associagao
do DN com a reabilitacéo fisica em ratos ap0s lesdo 6ssea promoveu ganhos
consideraveis no que diz respeito a contracdo muscular (JOUMAA; LEOTY,
2000).No presente estudo, houve restricdo de atividade fisica devido ao manejo
em gaiolas, caracterizando mais um fator limitante para a acdo anabdlica do

IGF-1 no tecido musculoesquelético.

Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al. (2006) destacam a
atividade fisica como uma dos fatores mecéanicos essenciais para a
remodelacdo d6ssea. A tensdo exercida nos ostedcitos pela musculatura os
induzem a producédo de fatores reguladores que estimulam os osteoblastos,
formadores de matriz celular. Da mesma forma, a auséncia de atividade

muscular induz a reabsorcdo 6ssea exacerbada. Assim, pode-se propor que a
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nandrolona contribua também, de forma indireta, no tratamento de animais com
perda Ossea quando associada a atividade fisica, devido aos estimulos

mecanicos impostos ao tecido 6sseo por meio dos grupos musculares.

A utilizacdo do esteroide sintético em coelhos higidos sem patologias
especificas ndo foi capaz de geral resultados significativos, o que ndo significa
gue o farmaco ndo atue estimulando o tecido 6sseo em paciente senis e/ou
debilitados. Coelhos com osteoporose induzida tratados com decanoato de
nandrolona obtiveram menor perda éssea quando comparados ao grupo
controle e, inclusive, cédes idosos tratados com nandrolona avaliados por
métodos de imagem obtiveram nova aposi¢ao do tecido 0sseo, caracterizando
em ambas as espécies o efeito osteogénico do farmaco por inibicdo da
reabsorcdo Ossea e capacidade de prevenir ou corrigir parcialmente a
rarefacdo Ossea tecidual (DHEM; ARS-PIRET; WATERSCHOOT, 1980).
Resultados semelhantes também foram encontrados em coelhos com
osteoporose induzida por suplementacdo de vitamina D e calcio em que o
grupo tratado com nandrolona aumentou significativamente a densidade

mineral 6ssea dos fémures avaliados radiograficamente (AITHAL et al., 2009).

Baseado nos aspectos bioéticos da experimentacdo animal, o nimero
de animais utilizados em cirurgia experimental deve ser considerado e reduzido
de forma a alcancar informacdes estatisticas validas (DAMY et al, 2010). Muito
embora os procedimentos tenham sido padronizados e os métodos acurados, a
hipétese da eficacia do decanoato de nandrolona foi rejeitada quando
comparados, de forma paramétrica, 0s grupo controle e nandrolona. Tais
resultados, sem significancia estatistica, ndo devem ser desconsiderados no
que diz respeito a contribuicdo cientifica, pois podem assegurar a nao
redundancia de estudo futuros e racionalizar a utilizacdo de animais na cirurgia
experimental, conforme recomendado pela principio dos 3 Rs de Russel &
Burch et al (1959) (reducdo do numero de animais, refinamento de técnica e
substituicdo por modelos) ( PUOPOLO, 2004; DAMY et al., 2010).

Mesmo que as evidéncias deste trabalho e a bibliografia consultada
proponham a utilizacdo do decanoato de nandrolona como promotor do reparo
0sseo, deve-se ressaltar que varios sao os fatores que interferem no processo

de regeneracdo. Dentre as variaveis que interferem diretamente na fisiologia do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhem%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7408528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ars-Piret%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7408528
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55

reparo de uma fratura, destacam-se a estabilidade mecéanica local promovida
pela aplicacdo de implantes variados, a técnica cirurgica empregada na
preservacao dos tecidos moles e a utilizacéo de enxertos biolégicos e sintéticos
(GIANNOUDIS; EINHORN; MARSH, 2007). A falha de quaisquer um destes
componentes, bem como os fatores intrinsecos e extrinsecos do préprio
paciente refletem diretamente no retardo do processo reparo 0sseo. A
nandrolona pode ser um agente adjuvante na terapia, porém nao substitui uma
das variaveis ressalvando a necessidade de técnica cirurgica, implantes e
enxerto aplicados de forma a respeitar os conceitos de osteossintese bioldgica
e biomecéanica 6ssea, bem como a selecdo do paciente apropriado para a
terapia de acordo com o seu escore bioldgico.
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9. CONCLUSOES

O decanoato de nandrolona interfere no processo de reparo 0SSeo,
porém ndo a ponto de gerar resultados estatisticamente significativos na
avaliacdo macro e microscépica do calo 6sseo da tibia de coelhos submetidos

a falha 6ssea experimentalmente induzida.



57

10. PERSPECTIVAS

Avalicbes qualitatvas do calo 0sseo como marcadores
imunohistoquimicos de diferenciacdo celular e atividade osteoblastica podem
ser ferramentas Uteis na compreensao da atuacdo do decanoato de nandrolona
no reparo 6sseo. Assim, o decanoato de nandrolona pode ser considerado um
agente adjuvante no tratamento de fraturas em pacientes selecionados,
obviamente sem dispensar técnica cirdrgica adequada e osteossintese

bioldgica.
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