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Resumo

Palavras-chave:
Coelhos.
Biomaterial.

Avaliou-se, por meio de exames radiograficos e densitométricos, a influéncia de
um biomaterial desenvolvido pela industria brasileira, no processo de reparacao
de fraturas diafisarias instaveis do radio. Foram utilizados 15 coelhos Notfolk,
machos, idade entre cinco e seis meses e peso corporeo médio de 3,5kg. Induziu-
se fratura transversa na por¢ao média da diafise de ambos os radios direito, por
meio de serra giratéria. Ao redor das extremidades fraturadas do radio direito
(tratado) aplicou-se BMPs adsorvidas a hidroxiapatita e aglutinante de colageno
em granulos, ambos de origem bovina. O radio esquerdo nao recebeu tratamento,
sendo considerado controle. Realizaram-se estudos radiograficos e de
densitometria 6ptica por imagens radiograficas no pés-operatorio imediato e
aos 30, 60 e 90 dias de pos-operatorio. Somente no 30° dia de pés-operatorio
ocorreu maior porcentagem de restabelecimento cortical na fratura tratada com
biomaterial. Pela andlise estatistica nao se verificou diferenca nos exames
densitométricos quer entre momentos ou entre membros. Foi possivel concluir
que apenas no exame radiografico ao 30 dias de pés-operatério detectou-se efeito
positivo do biomaterial.

Fratura.
BMP.

Introducao

As proteinas morfogenéticas ésseas
(BMPs) sao fatores diferenciadores, cuja
principal func¢io ¢é induzir a transformacio
das células mesenquimais indiferenciadas em
condroblastos e osteoblastos de forma dose-
dependente.! Os potenciais usos clinicos
dessas proteinas incluem a substitui¢io de
enxertos dsseos no tratamento de unides
retardadas, nio-unides, ma-consolidacoes,

artrodeses e procedimentos ortopédicos
reconstrutivos, entre outros.”

J4 foram isoladas mais de 40 BMPs?;
no entanto, elas nao sio idénticas em relacao
a capacidade osteoindutiva.? A BMP-2
recombinante humana (rh), a BMP-4, a
BMP-5 ¢ a BMP-7 (OP-1) possuem
atividade osteogénica e condrogénica.” A
BMP-2/-4 ¢ a BMP-7 (OP-1) trabalham
cooperativamente e sinergicamente, afetam
varios estiagios da formagao éssea e



promovem consolidacdo da fratura, mas
com atividades distintas.

A habilidade osteoindutora das BMPs
ja foi demonstrada em uma grande
variedade de espécies, com diversos
carreadores, incluindo colageno e polimeros,
em sitios heterotopicos e ortotopicos. Entre
as funcoes do carreador estdo o atraso a
rapida dispersio da BMP do local do
implante e protecdo contra lises nao
especificas.! As propriedades geométricas de
um carreador podem influenciar a
performance da BMP* Particulas s6lidas de
hidroxiapatita e discos sélidos de polimero
foram desfavoraveis para a indugio Ossea;
porém, discos porosos e blocos de
hidroxiapatita foram favoraveis.

Os efeitos da thBMP-2, administradas
em particulas bioerodiveis, colageno gel, ou
por injecao, foram investigados na
consolidacao de fraturas instiveis e estaveis
de tibias de coelhos.> A particulas
bioerodiveis preveniram a migracio de
células que produzem o calo e o colageno
gel foi reabsorvido rapidamente. Quando a
rthBMP-2 foi injetada, o calo de fraturas
mecanicamente instaveis desenvolveu-se mais
rapidamente. Os autores conclufram que os
fatores mecanicos influenciam o tamanho do
calo e, embora a BMP-2 acelere a taxa de
desenvolvimento do calo e uniao cortical, ela
nao afeta a quantidade de osso e cartilagem
produzidos.

Para avaliar a potencialidade da
thBMP-2 em acelerar a consolidacio de
fraturas, foram efetuadas osteotomias (0,5
a 1mm) bilaterais na por¢io medial da ulna
de coelhos. Os membros foram divididos
em grupos que receberam esponja de
colageno absorvivel contendo thBMP-2,
esponja de colageno absorvivel com tampao
e um nao tratado. No periodo de duas
semanas, a area do calo mineralizado, avaliada
por tomografia computadorizada
quantitativa, foi similar em todos os grupos,
mas com trés e quatro semanas estava 20 a
60% maior no grupo tratado com BMP. Pelo
exame histolégico, verificaram padrdes
diferentes nas supetficies palmar e dorsal da
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ulna, provavelmente associados ao acesso
cirdrgico e colocaciao dos implantes. Os
autores concluiram que os animais tratados
com BMP apresentaram uma velocidade de
cicatrizacao 6ssea 33% maior

O presente estudo teve como
objetivo avaliar, por meio de exames
radiograficos e densitométricos, a influéncia
de um biomaterial desenvolvido pela
industria nacional, no processo de reparagiao
de fraturas diafisarias instaveis do radio.

Materiais e Métodos

O desenvolvimento deste trabalho
teve aprovaciao da comissio de ética da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Unesp Botucatu.

Utilizaram-se 15 coelhos Norfolk,
machos, idade entre cinco e seis meses, peso
corpéreo médio de 3,5kg, divididos por
sorteio e numerados de 1 a 15. Os animais
foram alocados em gaiolas individuais
60x60x60cm, suspensas do solo, onde
receberam dgua e ragdo comercial ad libitum.

A tranquiliza¢do foi com mistura de
acepromazina [TORBUGESIC - Fort
Dodge Ltda. - Rua Luiz Fernando Rodrigues,
1701 - Campinas, SP ] (0,1mg/kg) e
butorfanol [ACEPRAN 0,2% - Univet S. A.
- Rua Climaco Barbosa, 700 - Sao Paulo, SP
] (0,1mg/kg), aplicada por via intravenosa.
Apbs 15 minutos, realizou-se anestesia com
a combinac¢io de tiletamina-zolazepan
(TELAZOL - Fort Dodge Ltda. - Rua Luiz
Fernando Rodrigues, 1701 - Campinas, SP)
na dose de 20mg/kg, por via intranasal.

Os coelhos foram posicionados em
decubito lateral esquerdo, com os dos
membros tordcicos, direito (tratado) e
esquerdo (controle), ja submetidos a
tricotomia. Apds anti-sepsia da area cirurgica
com alcool iodado, o radio esquerdo foi
abordado por meio de acesso craniomedial.
A pele e tecido subcutaneo foram incisados
acima do processo estiléide medial do radio
e prosseguiu até a metade proximal do radio,
protegendo-se a veia cefalica. A fascia
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profunda foi incisada e os musculos extensor
carporadial e flexor radial do carpo
retraidos, bem como artéria e veia radiais,
visualizando-se a diafise do radio. Induziu-
se fratura transversa na por¢do média da
diafise do radio, por meio de serra giratéria
(amplitude do defeito de 2mm). Nio foram
realizadas manobras para remover o
periésteo ao redor do local de osteotomia.
O tecido subcutaneo foi aproximado por
uma sutura continua simples e a pele em
pontos isolados simples, ambos com fio de
nailon 3-0. Os animais foram posicionados
em decubito lateral direito e o membro
toracico direito submetido ao mesmo
procedimento utilizado no membro
esquerdo. Entretanto, o foco de fratura
recebeu BMPs adsorvidas a hidroxiapatita
(GEN-PRO - Baumer S.A. - Divisao
Biomateriais - Av. Pref. Antonio Tavares
Leite, 181 - Parque da Empresa, 13800-000
- Mogi Mirim, SP) e aglutinante de coldgeno
em granulos (GEN-COL - Baumer S.A. -
Divisio Biomateriais - Av. Pref. Antonio
Tavares Leite, 181 - Parque da Empresa,
13800-000 - Mogi Mirim, SP), ambos de
origem bovina. Utilizou-se a proporcio de
uma parte de BMPs para 10 partes de
colageno, segundo recomendagdes do
fabricante, que foram acrescidas de 0,05ml
de solucio fisiolégica 0,9% até adquirirem
consisténcia pastosa. Nessa forma, o
produto foi aplicado ao redor das
extremidades fraturas.

Foram administradas enrofloxacina
(5mg/kg por via subcutinea), no momento
da inducdo anestésica e 24 horas apds o ato
cirdrgico, e buprenorfina (0,02mg/kg por
via subcutanea) a cada 12 horas, durante
cinco dias. Efetuou-se limpeza didria das
feridas com solugio anti-séptica e os pontos
cutineos foram removidos no 10° dia de
pos-operatorio.

A avaliacao clinica constou de
observagoes quanto o aspecto da ferida
cirurgica e apoio do membro ao solo.
Exames radiograficos foram realizados, em
posi¢oes craniocaudal e mediolateral, ao
término do procedimento cirdrgico e aos
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30, 60 e 90 dias de pés-operatério. O filme
utilizado foi Kodak, base verde, 18x24,
sendo a distancia foco filme de 90cm. A
revelagdo foi por processadora automatica
Macrotec. A fratura  induzida
experimentalmente foi avaliada,
especialmente na posicido craniocaudal,
quanto a radiodensidade na linha de
osteotomia (radiotransparente, radiodensa
ou ausente), localizagdo do calo 6sseo
periosteal (unicamente medial, unicamente
lateral, ou medial e lateral), presenca de ponte
Ossea (unicamente medial, unicamente lateral,
ou medial ¢ lateral), restabelecimento das
corticais (unicamente medial, unicamente
lateral, medial e lateral, ou ausente),
restabelecimento do canal medular (presente
ou ausente) e remodelamento do calo 6sseo
(presente ou ausente). O volume de calo
6sseo foi classificado em pequeno,
moderado e exuberante.

Realizaram-se estudos de
densitometria o6ptica por imagens
radiograficas em posi¢do craniocaudal nos
focos de fratura dos membros direito e
esquerdo, no pés-operatério imediato e na
época do sacrificio, ou seja, aos 30, 60 e 90
dias de pos-operatério. A determinagao da
densidade mineral Ossea, em milimetros de
aluminio (mmAl), foi obtida por meio de
um programa computacional (software)
[ATHENA - SAI - Sistema de Inteligéncia
Avancada Com. Imp. Exp. Ltda - Sdo José
dos Campos, SP| desenvolvido para medir
a densidade optica em filmes de raios-X. A
leitura foi realizada de acordo com
recomendacdes de Leal.” Foram realizadas
trés afericoes na borda da extremidade
proximal da fratura e trés na borda da
extremidade distal, determinando-se um
valor médio para cada extremidade. Os
valores médios foram somados e divididos
por dois, obtendo-se o total da densidade
mineral 6ssea no foco de fratura.

A analise estatistica para a compara¢ao
do efeito do tempo ap6s implantagao da
BMP aos 30, 60 e 90 dias nos membros
esquerdo (controle) e direito (tratado), foi
realizada pelo teste ndo paramétrico de



Krurkal-Wllis e entre membros em cada
momento pelo teste de Wilcoxon, ambos
ao nivel de 5% de significancia.’

Resultados

O apoio dos membros toracicos
ocorreu nas primeiras 24 horas de pds-
operatério e, posteriormente, nenhuma
complica¢do referente a locomogao foi
observada. As feridas cirtargicas cicatrizaram
sem complicagoes.

No pos-operatério imediato, em
todos os animais, verificou-se osteotomia
completa e regular, sem fragmentacio e sem
desvio do eixo 6sseo. Os resultados
percentuais das andlises radiograficas dos
focos de fratura dos radios direito e
esquerdo, na posi¢ao craniocaudal, aos 30,

Tabela 1
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60 e 90 dias de pos-operatorio, encontram-
se nas tabelas 1 e 2. Nos diferentes
momentos de avaliagdo, o calo periosteal foi
predominante na cortical lateral em relagdo
a medial. O volume do calo foi maior aos
30 do que aos 60 dias, variando de
moderado a pequeno, e semelhante entre os
membros.

Pela analise estatistica nio se verificou
diferenca significativa nos exames
densitométricos quer entre momentos ou
entre membros (p>0,05); entretanto,
observou-se aos 30 dias que o valor da
mediana do  membros  tratados
correspondeu a 98,5% do valor dos
membros controles. A tabela 3 apresenta os
valores medianos, de cinco repeti¢oes da
variacdo da densitometria Optica por imagens
radiograficas, segundo momentos (30, 60 e
90 dias de pds-operatério) e membros.

Resultados percentuais da andlise radiografica em posigao craniocaudal, dos focos das fraturas induzidas experimentalmente noradio direito (tratado) de

coelhos, aos 30, 60 e 90 dias de pos-operatdrio. Botucatu, 2003.

30° dia  pos-operatorio 60°

dia  pés-operatorio 90° dia pés-operatério (n=5)

100% ausente

100% ausente

(n=15) (n=10)
Linha de 80% radiodensa
osteotomia 20% ausente

Localizagiocalo  53,33% lateral e medial
oOsseo periosteal  46,67% lateral
(cortical)
Ponte 6ssea 33,33% lateral e medial
66,67% lateral

Restabeleci-
mento corticais

6,67% lateral e medial
33,33% lateral
60% ausente

70% lateral
30% ausente

70% lateral
30% ausente

100% continuas nas corticais
lateral e medial

20% lateral
80% ausente

20% lateral
80% ausente

100% continuas nas corticais
lateral e medial

Restabeleci- 6,67% presente 100% presente 100% presente
mento canal 93,33% ausente

medular

Remodela-mento  100% ausente 100% presente 100% presente
calo dsseo

Tabela 2

Resultados percentuais da andlise radiogréficaem posicio craniocaudal, dos focos das fraturas induzidas experimentalmente noradio esquerdo (controle) de

coelhos, aos 30, 60 e 90 dias de pds-operatorio. Botucatu, 2003.

30° dia pos-operatério 60° dia p6

" 90° dia pés-op io (n=5)

(n=15)

(n=10)

Linha de
osteotomia

Localizagaocalo
6sseo periosteal
(cortical)

Ponte 6ssea

Restabeleci-
mento corticais

Restabeleci-
mento canal
medular
Remodela-mento
calo 6sseo

86,66% radiodensa
13,34% ausente

53,33% lateral e medial
46,67% lateral

40% lateral e medial 60%
medial

20% lateral
80% ausente

100% ausente

93,33% ausente
6,67% presente

30% radiodensa
70% ausente

20% lateral e medial 40%
lateral

40% ausente

20% lateral e medial 40%
lateral

40% ausente

100% continuas nas cortical
lateral e medial

20% ausente
80% presente

100% presente

100% ausente
20% lateral
80% ausente

20% lateral
80% ausente

100% continuas na cortical
lateral e medial

100% presente

100% presente
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Tabela 3

Lima, A.F. M. etal.

Valores medianos de cinco repeticoes da variagao da densitometria 6ptica por imagens radiogrdficas, segundo momentos (30, 60 e 90 dias de pds-

operatorio) e membros. Botucatu, 2003

MEMBROS
Momentos Esquerdo (controle) Direito (tratado)
30 dias 0,65 aA* 1,29 aA
60 dias 0,75 aA 0,54 aA
90 dias 0,33 aA 0,48 aA

* Letras minusculas: comparam momentos em cada membro
Letras maitisculas: comparam membros em cada momento
Letras iguais indicam diferenca nao significativa (p > 0,05)

Discussao

Embora existam varios modelos de
falhas Osseas criticas para o teste de
biomateriais em animais™'’, optou-se pelo
modelo de cicatrizacdo espontinea em
fraturas instaveis, visto que clinicamente
algumas fraturas sio mais propensas a
consolidacio atrasada ou nao-uniao e
poderiam ser beneficiadas por um estimulo
extra'"? Uma técnica semelhante foi
utilizada®; entretanto, os autores efetuaram
osteotomias bilaterais na porcao média da
ulna de coelhos e imobilizaram o membro
por quatro dias. Vale ressaltar que nenhum
animal do experimento apresentou fratura
do osso adjacente, ao passo que Bouxsein
et al.® procederam eutandsias antecipadas de
trés coelhos em decorréncia de fratura radial.

A avaliacio radiografica comparativa
entre os membros foi realizada, em especial,
pela imagem craniocaudal em decorréncia
da melhor visibilidade nesse posicionamento.
Mesmo utilizando um modelo de fratura
instavel, a presenca de calo periosteal de
volume pequeno a moderado, associado a
auséncia de desvio do eixo 6sseo, foram
indicativos do efeito estabilizador
promovido pela ulna. Como referido por
Hulth", a producio de calo Gsseo esta
associada ao grau de movimento das
extremidades Osseas fraturadas, sendo esse
ausente com método de fixacdo rigida."

Os exames radiograficos aos 30 dias
de pés-operatério mostraram, em ambos

os membros, que a consolidagao da fratura
estava em estagio avanc¢ado, com maior
tendéncia para o restabelecimento de corticais
nos membros tratados com BMP (6,67%
cortical lateral e medial e 33,3% cortical
lateral) em relagdo aos membros controles
(20% cortical lateral). Em modelo de
consolidacio de fraturas em coelhos, Bax et
al’ verificaram que a thBMP-2 acelerou a
unido cortical e a taxa de desenvolvimento
do calo, mas ndo a quantidade de osso e
cartilagem produzidos. Vale salientar que a
predomindncia de calo periosteal na cortical
lateral pode estar relacionada a a¢do do
produto ou ao acesso cirirgico. Da mesma
forma, foi associada a abordagem cirdrgica
e aplicacio de esponja de colageno
absorvivel contendo thBMP-2, para justificar
padroes histolégicos diferentes nas
superficies palmar e dorsal da ulna, em
modelo de osteotomias bilaterais da por¢ao
medial da ulna de coelhos.’

Aos 60 dias de pos-cirurgico, pela
analise radiografica, as corticais estavam
restabelecidas nos membros tratados e
controles; no entanto, a auséncia de linha de
osteotomia, presenca de calo dsseo periosteal
e ponte Ossea foram em discreta
porcentagem mais evidentes, onde a BMP
foi utilizada. No periodo de 90 dias pos-
operatério, observou-se de forma similar em
ambos os membros a reducio do calo dsseo
e restabelecimento morfofuncional da
estrutura 6ssea, correspondendo ao estagio
final da consolidacdo de fraturas."



A densitometria Optica por imagens
radiograficas permitiu avaliar
quantitativamente a reparacao 6ssea.'®'” Pela
analise estatistica ndo foi possivel detectar
diferencas nos exames densitométricos,
provavelmente devido ao numero da
amostra. Contudo, observou-se aos 30 dias
que o valor da mediana dos membros
tratados correspondeu a quase o dobro do
valor dos membros controle (98,5%),
sugerindo um efeito positivo da BMP nessa
fase. Por sua vez, Bouxsein et al.® verificaram,
pela tomografia computadorizada, que trés
e quatro semanas apos a inducdo de
osteotomias na ulna de coelhos, o conteudo
mineral do calo foi 20 a 60% maior no
grupo tratado com rhBMP-2 em relagdo ao
controle e ao tratado apenas com esponja
de colageno.

Em um contexto geral, o processo
evolutivo foi semelhante entre os membros.
Somente aos 30 dias o efeito da BMP foi
mais evidente, porém sem a mesma poténcia
citada por outros autores'™'>'® o que
requerer algumas consideragoes.

O estudo da produgio 6ssea é mais
facilmente avaliado em defeitos®'” do que
em modelos de fraturas com potencial para
consolidacio™, como o adotado no
experimento. Entre as BMPs que possuem

atividade osteogénica e condrogénica estao
a BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-
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731819 entretanto, a utilizada consistiu em

um pool extraida de osso cortical bovino.
Desta forma, ndo possui a pureza e
especificidade das que sdo produzidas pela
tecnologia recombinate.”

Como o carreador utilizado no
experimento foi a hidroxiapatita adsorvida
ao conjunto de BMPs na proporcio de 1:20
(BMP-HA), ambos na forma de p6, pode
ter ocorrido interferéncia negativa, desde que
as propriedades geométricas de um
carreador influenciam a performance da
BMP.** Particulas solidas de hidroxipatita
inibem a formagao 6ssea e as particulas
porosas ou tabletes porosos a estimulam.”'

Conclusoes

Foi possivel concluir que pela
densitometria 6ptica radiografica nio ha
diferenca entre os membros tratados ou nao
com biomaterial, somente pelo exame
radiografico ao 30 dias de pods-operatorio.
com maior porcentagem de restabelecimento
cortical.
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Abstract Key-words:
Rabbits.
. . . . . . Bi terial.
The aim of this study was to evaluate by radiographic and densitometric F:Zgjrzr.la
examinations the influence of a biomaterial developed by the Brazilian industry BMP.

in the reparation process of unstable diaphyseal fracture of the radius. Fifteen
Norfolk rabbits, males, age between five and six months, and average body
weight of 3.5 kg were used. A transversal fracture was induced in the middle
portion of the radial diaphysis of both forelimbs using a circular saw. The
association of BMPs adsorbed to the hydroxiapatite and agglutinant of collagen
in granules, both of bovine origin, were used around the fracture extremities of
the right radius (treated). The left radius did not receive any treatment, and it was
considered as control. Radiographic evaluation and optic densitometry by
radiographic examinations were realized at immediate postoperative, and at 30,
60 and 90 days postoperative. Only at 30 days postoperative occurred higher
percentage of cortical reestablishment of the fracture treated with biomaterial. By
statistical analysis was not observed any difference in densitometric examinations
in the different evaluation moments or between forelimbs. It was possible to
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conclude that only radiographic examination on day-30 postoperative was

observed positive effect of the biomaterial.
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