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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da administraciao da condroi-
tina e da glicosamina na consolidacio de fratura em mo-
delo animal. Métodos: Este estudo experimental envolveu
a utilizacio de 40 ratos machos adultos da raca Lewis. Os
animais foram randomicamente divididos em quatro gru-
pos de 10 animais cada, assim constituidos: grupo I, com
administracao de glicosamina; grupo I, com administra-
¢do de condroitina; grupo III, administracao da associa-
¢a0 de glicosamina e condroitina; grupo IV, administra-
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¢ao de agua destilada (grupo controle). Realizou-se uma
fratura fechada médio-diafisaria da tibia e fibula direitas
em cada animal, seguida da administracio diaria das dro-
gas de acordo com o grupo, durante 30 dias. Apos esse
periodo, os animais foram sacrificados para estudo dos
calos 6sseos formados. Os critérios de avaliacao foram a
avaliacio clinica da consolida¢iio éssea, mensuracio da
densidade mineral do calo dsseo utilizando-se a densito-
metria o0ssea e calculo da area do calo formado por meio
de planigrafia. Os dados coletados foram avaliados com a
técnica da analise de variancia (ANOVA) para verificar di-
ferencas entre as médias nos quatro grupos estudados e
com o teste de Tukey para comparacao das médias duas a
duas. Adotou-se nivel de significincia de 5% (a = 0,05).
Resultados: A utilizacao da condroitina e da glicosamina,
tanto de maneira isolada quanto associadas, nao resultou
em aumento da area do calo dsseo ou da sua densidade
mineral 6ssea, e ndo havendo melhora clinica da consoli-
dacio 6ssea. Conclusdo: A administracao de condroitina e
glicosamina, neste estudo, nao influenciou — quer de ma-
neira positiva ou negativa — a consolidacao de fraturas ex-
perimentais em ratos.

Descritores — Fraturas dsseas; Consolidagdo da fratura/efeitos de dro-
gas; Cartilagem articular; Condroitina; Glicosamina;
Ratos

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of administering
chondroitin and glucosamine for bone healing in an animal
model. Methods: This experimental study involved the use of
50 male adult Lewis rats. The animals were randomically
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divided into four groups of 10 animals each, as follows:
group I, with administration of glucosamine; group II, with
administration of chondroitin,  group III, with the
administration of a combination of glucosamine and
chondroitin: group IV, with administration of distilled water
(control group). A close fracture was produced in the mid
shaft of the right tibia and of the right fibula in each animal,
Jollowed by the daily administration of the drugs according to
the groups, for 30 days. After such period, the animals were
sacrificed to study the bone calluses that formed. Evaluation
criteria were a clinical evaluation of bone healing,
measurement of the mineral density of the bone callus using
bone densitometry and a planigraphic calculation of the
callus area that was formed. The data collected were
evaluated by the variance analysis technique (ANOVA) to
check for differences among the mean values in the four
groups of the study, and by the Tukey test to compare the
means two by two. A significance level of 5% (o = 0,05) was
adopted. Results: The use of chondroitin and glucosamine,
either alone or in combination, did not yield an increased
area of bone callus or of the bone mineral density, and there
was no clinical improvement in bone healing. Conclusion:
The administration of chondroitin and glucosamine in this
study did not have any impact — either positive or negative —
on the healing of experimental fractures in rats.

Keywords — Fractures, bone; Fracture healing/drug effects;
Cartilage, articular; Chondroitin; Glucosamine; Rats

INTRODUCAO

A consolidacdo dssea € um processo complexo que envol-
ve multiplas fases que se superpdem(. As respostas celulares
proximas ao local da fratura levam primeiramente a produgdo
de um tecido cartilaginoso, que posteriormente se calcifica.
Esse molde cartilaginoso inicial é fundamental no reparo osso
da maioria das fraturas e depende da proliferacdo e producao
de matriz cartilaginosa ndo mineralizada pelos condrdcitos®.

A glicosamina e a condroitina sdo substincias atualmente
empregadas no arsenal terapéutico da osteoartrose devido a
seus efeitos bioldgicos sobre a cartilagem articular, promo-
vendo aumento da sintese de matriz cartilaginosa, aumento
da producdo de 4cido hialurdnico pelos sinovidcitos e inibin-
do enzimas responséveis pela degradagdo da cartilagem®.

O objetivo deste estudo foi avaliar um possivel efeito bené-
fico da utilizacdo dessas substancias para estimular a consoli-
dacg@o de fraturas.
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METODOS

Os procedimentos descritos a seguir estdo em conformida-
de com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
of International Association for Assessment and Accreditati-
on of Laboratory Animal Care (1996) e com a Lei n® 6.638 de
8 de maio de 1979, que estabelece as normas para a prética
didatico-cientifica da vivisse¢do de animais. O estudo foi sub-
metido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica
da Universidade Estadual de Londrina.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 40 ratos
Wistar do sexo masculino, adultos, com média de 18 meses
de idade, que foram criados no Biotério do Hospital Universi-
tario da Universidade Estadual de Londrina (BHU-UEL). A ali-
mentacao consistiu de ra¢@o industrial, balanceada e peletizada,
e dgua a vontade. O ambiente de experimentagcdo permaneceu
iluminado com luz artificial por 12 horas continuas didrias.
Temperatura, umidade e nivel de ruido foram mantidos esté-
veis.

Os animais foram randomicamente divididos em quatro
grupos: no grupo I foram administrados diariamente, via oral,
por técnica de gavagem, 2ml de uma solug@o contendo 200mg
de sulfato de condroitina; o grupo II recebeu 2ml de uma so-
lucdo contendo 250mg de sulfato de glicosamina; o grupo II1
recebeu 2ml de uma soluc@o contendo 200mg de sulfato de
condroitina e 250mg de sulfato de glicosamina; o grupo IV foi
utilizado como controle e recebeu apenas 2ml de dgua destila-
da. Esse procedimento foi realizado diariamente durante um
periodo de 30 dias a partir da data de realizagdo das fraturas.

O animal foi previamente anestesiado por meio da admi-
nistra¢do intraperitoneal de uma solu¢do contendo quetamina
(40mg/kg) e xilazina (Smg/kg).

Realizou-se, entdo, uma fratura médio-diafisaria de tibia e
fibula no membro posterior direito, fechada, por meio de apa-
relho de alavanca apropriado, o que permitiu uniformizacio
no tipo de trago fraturdrio produzido. A seguir, o animal foi
acondicionado em caixa apropriada, aquecido e isolado dos
demais, até a sua recuperacio anestésica completa, quando
entdo foi devolvido a sua gaiola no biotério. Nao foi utilizado
qualquer tipo de imobiliza¢ao no membro fraturado e foi per-
mitida deambulacio livre.

A eutandsia foi conduzida por médico veterindrio habilita-
do. Os animais foram sacrificados 30 dias apds a data da rea-
lizagdo das fraturas, em sala separada, longe dos outros ani-
mais. Optou-se pela eutandsia por agentes quimicos, por ser
menos traumatica e indolor, sendo administrada uma dose in-
tracardiaca de pentobarbital sédico (200mg/kg).
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Os resultados obtidos foram avaliados por meio de andlise
da mobilidade no calo de fratura utilizando-se o teste manual
de Heard, conforme descrito por Alonso ef al™, avaliacdo ra-
diogréfica da drea do calo 6sseo com planimetria e avaliacdo
da densidade mineral do calo por meio de densitometria 6s-
sea (DEXA).

O teste de Heard® consiste de avalia¢o clinica conforme
uma escala de 0 a 2; € atribuido grau 0 a fratura consolidada,
sem mobilidade ao teste manual, grau 2 quando ocorre mobi-
lidade franca e grau 1 ao padrao intermedidrio de movimenta-
¢ao.

Na avaliacdo do calo 6sseo pela drea radiogréfica (plani-
metria), foram realizadas radiografias do membro posterior
nas incidéncias antero-posterior e perfil, com mamografo
General Electric/Siemens® e técnica de 30mA, 25Kv e 0,5s
de exposicao (figura 1). As imagens foram digitalizadas e me-
dida planimétrica foi determinada através mensuracio bidi-
mensional das radiografias em cm?.

Na avaliacdo densitométrica empregou-se um densitome-
tro modelo Lunar GE Medical System com varredura padrdo e
software préprio para pequenos animais (figura 2), resultando
na medida da densidade mineral dssea dos calos 6sseos em g/
cm?.

Para a andlise estatistica das grandezas especificas (varia-
veis), realizou-se estatistica descritiva das amostras ordinais
(quantitativas): média (M) e desvio-padrdo (DP).

Os dados coletados foram avaliados com a técnica da ana-
lise de variancia para verificar diferengas entre as médias nos

'/

Figura 1
Radiografia do
membro
posterior do
animal na
posicao de
perfil, em que se
observam as
fraturas da tibia
e fibula em
consolidacao

quatro grupos estudados. O teste de Tukey foi empregado para
comparagdo das médias duas a duas. Adotou-se nivel de sig-
nificancia de 5% (o = 0,05).

Utilizou-se o arredondamento cientifico. Nas tabelas, os
valores das estatisticas descritivas, os resultados dos testes
estatisticos e a probabilidade (p) foram apresentados com duas
casas apo6s a virgula ou até o primeiro numero significativo.

Utilizou-se o programa estatistico da GraphPad Software,
Inc.® (1996) Graphpad Prism, versdo 2.01.

RESULTADOS

A analise clinica manual dos calos Osseos, nos diferentes
grupos estudados, demonstrou auséncia de maior rigidez do
calo nos grupos em que as drogas foram administradas, tanto
de forma isolada quanto associadas, em relagio ao grupo con-
trole (tabela 1).

Figura 2 — Imagem de densitometria 6ssea do calo formado no
local das fraturas no membro posterior do animal

TABELA 1

Comparacao das médias das areas dos calos dsseos
formados em cada grupo estudado pela analise de
variancia (ANOVA) - teste de Tukey

Grupo n Planimetria*
Média Desvio- Tukey
padrdo  5%"
I (Condroitina) 10 0,5110 0,1802 A
Il (Glicosamina) 10 0,4440 0,2207 A
Ill (Condroitina + glicosamina) 10 0,4640 0,1354 A
IV Controle 10 0,3210 10,1260 A

* Planimetria: teste F = 2,28 com 3° e 36° de liberdade, valor de p = 0,0964.
T Médias seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey.
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Também ndo ocorreram diferencas entre as médias das dreas
dos calos dsseos na planigrafia (tabela 2) ou aumento da den-
sidade mineral dssea entre os grupos estudos (tabela 3).

DISCUSSAO

O aumento progressivo no nimero de acidentes de transito
tem levado a grande niimero de vitimas com fraturas®, mui-
tas vezes de dificil tratamento, principalmente quando estas
sdo cominutivas ou se hd perda de substincia 6ssea®.

Apesar da expressiva evolu¢do na abordagem inicial e no
tratamento ortopédico definitivo das fraturas nos tltimos anos,
ainda ndo existem métodos seguros e livres de complicacdes
para estimular ou acelerar a consolidagdo de uma fratura.
Embora o emprego do enxerto dsseo autdlogo seja considera-
do a técnica padrao, varios problemas tém sido relacionados a
sua utilizacao®.

Devido a isso, vérias pesquisas tém sido conduzidas com o
objetivo de desenvolver métodos ou medicamentos capazes
de estimular a consolida¢io éssea. Fatores de crescimento?,
transplante de células-tronco®, compostos ceramicos®, uso

TABELA 2

Comparacao das médias da densidade mineral 6ssea dos
calos 6sseos formados em cada grupo estudado pela
analise de variancia (ANOVA) - teste de Tukey

Grupo n BMD*
Média Desvio- Tukey
padrao  5%*
Condroitina 10 0,212 0,049 A
Glicosamina 10 0,185 0,039 AB
Condroitina + glicosamina 10 0,153 0,026 B
Controle 10 0,211 0,046 AB

* BMD: teste F = 3,38 com 3° e 36° de liberdade, valor de p = 0,0587.
* Média seguida por letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey.

de drogas que atuam no metabolismo dsseo, como os bisfos-
fonados%!Y, e aporte nutricional ™ sdo algumas das opgodes
em estudo.

Como o processo de consolidag¢@o de uma fratura depende
na maioria das vezes da formacdo de um molde cartilaginoso
inicial?¥, realizamos este estudo empregando a condroitina e
a glicosamina, drogas atualmente aceitas como capazes de
estimular a sintese de matriz cartilaginosa, em uma tentativa
de com isso incentivar o processo de cicatrizagdo éssea.

O sulfato de condroitina é um agticar complexo composto
por um polimero de cadeias longas formado por unidades re-
petidas de dissacarideos que, por sua vez, contém sulfato de
galactosamina e dcido glucurdnico, que compdem a maioria
dos glicosaminoglicanos da cartilagem articular'?. Pesquisas
demonstram que o sulfato de condroitina tem varios efeitos
bioldgicos sobre a cartilagem, como fazer parte de um grupo
de substratos disponiveis para a deposi¢ao de matriz cartilagi-
nosa, inibir proteases e estimular a sintese de glicosaminogli-
canos e colageno!>17,

A glicosamina € um amino-monossacarideo precursor da
unidade de dissacarideos dos glicosaminoglicanos, conside-
rada esta a unidade fundamental formadora dos proteoglica-
nos da cartilagem articular. O mecanismo de acdo da glicosa-
mina parece envolver a inibi¢do de proteases e a estimulacio
da sintese de glicosaminoglicanos; suas propriedades fisico-
quimicas favorecem tropismo pela cartilagem¥.

Embora essas drogas atualmente sejam amplamente utili-
zadas no arsenal terapéutico da osteoartrose!!¥, ndo encontra-
mos na literatura estudos avaliando seu afeito na consolida-
cdo de fraturas.

O processo de consolidagdo de uma fratura envolve trés
mecanismos que interagem para a cicatrizagio éssea, conhe-
cidos como ossificacdo endocondral, ossificagdo intramem-
branosa e formacdo dssea por aposi¢cao. Nas imedia¢des do
foco de fratura, as respostas celulares levam a producio de

TABELA 3
Comparacao dos resultados da avaliacao clinica dos calos 6sseos pelo método de Heard
Grau de Condroitina + Condroitina Controle Glicosamina Total
consolidacao glicosamina
n % n % n % n % n %
Alto (0) 5 50,0 5 50,0 3 30,0 5 50,0 18 45,0
Médio (1) 3 30,0 3 30,0 5 50,0 2 20,0 13 32,5
Baixo (2) 2 20,0 2 20,0 2 20,0 3 30,0 9 22,5
Total 10 100,0 10 100,0 10 100,0 10 100,0 40 100,0

X% = 2,46 com 6° de liberdade, valor p = 0,8727.
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tecido cartilaginoso, que posteriormente se calcifica, proces-
so esse chamado de ossificagdo endocondral. Em locais mais
afastados ocorre a ossificacdo intramembranosa diretamente,
isto é, formagdo de osso sem necessitar de um molde cartila-
ginoso preexistente, apoiado em uma rede de coldgeno. Fi-
nalmente, a drea de ossificacdo por aposicao direta de osso
reforga o calo por inteiro!?.

O processo de ossificacdo endocondral no reparo dsseo as-
semelha-se ao que ocorre nas placas de crescimento §sseo.
Nesses locais, primeiramente, os condrdcitos proliferam e pro-
duzem uma matriz cartilaginosa ndo mineralizada. Entao, os
condrdcitos hipertrofiados sofrem apoptose e inicia-se a mi-
neralizacdo da matriz. Osteoblastos depositam 0sso novo nos
remanescentes mineralizados da matriz cartilaginosa para pro-
duzir osso trabecular®?, Entao, a fase de remodelagdo se ini-
cia, caracterizando-se por reabsor¢ao pelos osteoclastos segui-
da pelo dep6sito de osso lamelar novo. Apesar da semelhanca
com as placas de crescimento, o processo de consolidacido
dssea € menos ordenado, com areas de calo sofrendo remode-
lacdo entremeadas por dreas que ainda estio na fase cartilagi-
nosa''?.
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