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RESUMO

Com o objetivo de investigar o efeito do Diabetes induzido pela aloxana na
consolidacéo de fratura 6ssea, produziu-se uma fratura fechada na tibia esquerda de ratos
Wistar, os quais foram divididos em dois grupos — controle e diabético. A andlise
histomorfométrica do sitio de fratura foi realizada nos periodos de 7, 14, 25 e 35 dias. Apds 7
dias, os ratos diabéticos (GD) apresentaram menor formacdo de tecido 6sseo (P=0,068) e
cartilaginoso (P=0,045) e maior formacéo de tecido conjuntivo fibroso (P=0,006) no local da
fratura, em comparacdo ao grupo de controle (GC). Por outro lado, nos periodos de 14, 25 e
35 dias, observou-se no GD maior osteogénese (P=0,011, P=0,010; P=0,010, respectivamente
para os periodos de 14, 25 e 35 dias), e condrogénese (P=0,028; P=0,033; P=0,019) em
relacdo ao GC. A andlise radiografica revelou fratura deslocada com alinhamento precério de
fragmentos 6sseos e atraso na consolidacéo das fraturas no GD. Os niveis séricos de fosfatase
acalina foram significativamente maiores no GD nos 14° (P=0,06) e 25° (P=0,009) dias em
relacdo ao GC. Nossos resultados sugerem que a formagdo excessiva inicia de tecido
conjuntivo fibroso nos animais diabéticos, associada ao atraso na condrogénese e osteogénese,
pode ndo fornecer a estabilidade apropriada no local da fratura, contribuindo para um maior
desvio dos fragmentos e aumento de volume do calo 6sseo0 nos estdgios finais de
consolidagdo. Esse processo esta possivelmente relacionado a necessidade de periodos

maiores para remodel acdo e completa consolidacdo da fratura em individuos diabéticos.

Palavras-chave: Aloxano, Diabetes, Consolidac&o de Fraturas.



ABSTRACT

To investigate the effect of aloxan on the course of bone fracture healing, a
closed fracture was performed on the anatomical left tibia of rats that were either healthy or
made diabetic by alloxan. Histomorphometric analysis of the fracture site was performed at 7,
14, 25 and 35 days. After 7 days, diabetic rats (db) had significantly less bone (P=0.068) and
cartilage (P=0.045) and greater connective (P=0.006) tissue formation at the fracture site
compared to controls. In contrast, marked callus formation was seen in db with a greater
osteogenesis (P=0.011, P=0.010; P=0.010, respectively for 14, 25 and 35 days) and
chondrogenesis (P=0.028; P=0.033; P=0.019) than controls. Radiographic analysis revealed
displaced fracture with poor alignment of bone fragments and delayed consolidation at these
periods in the db group. The levels of alkaline phosphatase (ALP) were significantly higher in
db at 14 (P=0.06) and 25 (P=0.009) days. Results suggest that the initial excessive formation
of fibrous connective tissue associated with delay in chondrogenesis and osteogenesis may
not provide suitable stability of the fractured site, contributing to the inappropriate alignment
of fragments and an increase in the volume of callus in the later stages. The resulting
displaced fracture in diabetic rats requires long periods for remodeling and complete bone

consolidation.

Key-words: Alloxan, Diabetes, Facture Repair.
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1INTRODUCAO

Nos ultimos 60 anos, a modificacdo no perfil demogréfico da populagdo brasileira
constitui-se em relevante transformacéo social do século 20, consegiiéncia do processo de
industrializacdo, o qual deslocou a populacdo brasileira do campo para as grandes cidades.
Atualmente, 80% da populagéo vivem nas cidades e apenas 20% vivemn no campo. Na década
de 40, a proporcao era de 70% no campo e apenas 30% nas cidades (IBGE, 2000).

Houve também uma reducdo da taxa de fecundidade e de mortalidade infantil, as
quais, associadas a outros fatores, como o0s avancos tecnol gicos da medicina e as campanhas
de vacinagdo vertical, resultaram em aumento da expectativa de vida, segundo dados do
ultimo censo naciona do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2000). Em
sintese, a populacdo cresceu em uma escala menor, envelheceu e estd habitando,
predominantemente, nas cidades.

0 processo de modernizagdo, industrializagcdo e a globalizacdo das sociedades
possibilitam o desenvolvimento de diferentes padrdes de vida, disponibilidade de servicos e
opcdes de alimentos que, associados a0 sedentarismo, incrementam a obesidade e o
surgimento de doencas decorrentes: as chamadas sindromes metabdlicas, entre elas o
Diabetes Méllitus (ZIMMET et al., 2001).

O Diabetes Méllitus compreende uma desordem metabdlica caracterizada por
distarbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, resultante da deficiéncia
absoluta ou relativa de insulina (DIB et al., 1992). Dois transtornos assumem maior
importancia clinica: o Diabetes tipo 1 e o Diabetes tipo 2 que, embora tenham etiologias
diferentes, compartilham de sintomas comuns e complicacbes similares, decorrentes da
hiperglicemia. O Diabetes tipo 1 € uma doenca auto-imune especifica e resulta da falha do
pancreas em produzir insulina, como consequéncia da destruicdo das células beta
pancredticas, produtoras deste horménio, nas ilhotas de Langerhans (EXPERT
COMMITTEE, 2002).

O Diabetes tipo 2 conhecida como doenca da maturidade, pois a prevaléncia
aumenta com o passar dos anos, representa cerca de 90% dos casos. Desses casos, a maior
parte ocorre em pessoas obesas. Caracteriza-se pela diminuicdo da secrecdo de insulina e da
sensibilidade tecidual a esse hormonio. Nos tempos modernos, as transformagGes no
comportamento e estilo de vida tém proporcionado um aumento considerével da prevaéncia
dessa forma da doenca em todo o mundo (ZIMMET et al., 2001).
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Com prevaléncia maior nos paises desenvolvidos e tendéncia de crescimento
exponencial nos paises em desenvolvimento, o Diabetes Mellitus assume caracteristicas
epidémicas. Em uma projecdo para 0 ano de 2025, o numero de individuos portadores da
doenca no mundo sera de 300 milhdes, representando um aumento de 122% em relagdo ao
ano de 1995, em que havia uma populagéo de 135 milhGes de portadores da doenca. No
Brasil, a previsdo € que a populacdo de diabéticos no ano de 2025 sgja de 11,6 milhdes,
ocupando o oitavo lugar no ranking dos 10 paises com populacdo adulta mais acometida pela
doenca (KING et al., 1998).

No Brasil, o Diabetes Mellitus € um problema de salde publica, com importantes
repercussoes socioecondmicas, tanto para o individuo como para a sociedade. Seus custos
estdo relacionados principamente com uma alta freqiéncia de complicacbes agudas e
crénicas, que sdo causas de hospitalizacdo, incapacitagies, perda de produtividade e morte
prematura, ocupando a quarta causa de morte no Brasil (SDB, 2004). Aliado aisso, em estudo
multicéntrico e populacional, realizado em nove capitais brasileiras, quase 50% dos diabéticos
com diagnosticos confirmados desconheciam previamente a enfermidade e 20% dos que
tinham conhecimento ndo faziam tratamento (MALERBI & FRANCO, 1992).

A associagdo entre o Diabetes Mellitus com alteracbes prejudiciais do tecido
0sseo tem sido analisada em varios estudos clinicos e experimentais. LODER (1988), em
estudo retrospectivo de 1972 a 1982 envolvendo 31 pacientes diabéticos, identificou retardo
no processo de consolidac&o de fraturas em 70% dos casos. Estudos experimentais (MACEY
et al., 1989; BEAM et al., 2002; FOLLAK et al., 2004a; FOLLAK et al., 2005) confirmam
estes dados.

Diante dessa redidade, estudos experimentais tém sido empregados para
compreender melhor os mecanismos fisiopatologicos envolvidos e suas complicagdes. O
estudo sequiencial dos eventos envolvidos no reparo 0sseo pode contribuir para melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos do Diabetes Mellitus e, potencialmente, na
identificacdo de alvos de intervencdo terapéutica e profildtica. Dessa forma, este trabalho
propde o estudo experimental do processo de consolidacdo de fraturas fechadas em tibias de
ratos com Diabetes induzido pelo aoxano.
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20BJETIVOS

2.1Gera

. Avdliar ainfluéncia do Diabetes induzido pelo aoxano no processo de consolidacéo de

fraturas fechadas em tibia de ratos.

2.2 Especificos

« Realizar andlise histomorfométrica nos periodos de 7, 14, 25 e 35 dias apds a fratura, em
animais control e e diabéticos;

. Quantificar os nivels séricos de glicose, fosfatase alcalina e paratormdnio nos animais
dos grupos controle e diabético, nos periodos de 7, 14, 25 e 35 dias apos a fratura;

« Realizar andlise radiogréfica nos animais dos grupos controle e diabético, nos periodos
de 14, 25 e 35 dias apos a fratura.
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3REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabetes Mdllitus

3.1.1 Classificagéo

Considerando-se aspectos clinicos e epidemioldgicos, as duas formas mais
importantes do Diabetes sdo: 0 Diabetes tipo 1 e o tipo 2. O tipo 2 tem sua importancia
etiol6gica baseada no meio ambiente e estilo de vida como fator preponderante; o tipo 1 é
uma doenca auto-imune e constitui principal forma de Diabetes diagnosticada nainfanciae na
juventude. Em escala de menor importancia, outras formas de Diabetes, ditas especificas,
podem ocorrer. Fruto de uma diversidade etiol 6gica, a doenca pode surgir como consequiéncia
do alcoolismo, infecgdes no pancreas exocrino, uso de medicamentos, doencas endocrinas e o
Diabetes gestacional (DIB et al., 1992; EXPERT COMMITTEE, 2002).

3.1.2 Diabetes Tipo 1

FERNANDES et al. (2005), em uma contextualizacéo dos fatores imunogenéticos
associados ao Diabetes do tipo 1 descreveram os mecanismos pelos quais determinados
fatores imunogenéticos conferem susceptibilidade para o desencadeamento da doenca.
Agentes ambientais como infecgdes virais, especiamente enterovirus, em particular
Coxsackie B, estdo associados com o0 processo auto-imune de lesdo das células beta.
M ecanismos imunol 6gicos tanto celulares como humorais tém sido relatados na patogenia do
Diabetes tipo 1. Em relagdo aos mecanismos celulares, destaca-se a participacdo de linfocitos
T (CD4" e CD8"). Os linfécitos B e as células apresentadoras de antigenos como macréfagos
e células dendriticas constituem os primeiros tipos celulares a se infiltrarem nas ilhotas de
Langerhans, promovendo a insulinite. Entre os mecanismos humorais, destaca-se a
participacdo de auto-anticorpos especificos para antigenos das ilhotas pancredticas. Assim, em
uma ac&o sinérgica, macrofagos, linfécitos T-CD4" e linfocitos T-CD8" atuam na destruicéo

das células beta-pancreaticas.
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3.1.3 Diabetes Tipo 2

Essa forma de Diabetes vem da associacdo de forte predisposicdo familiar e
genética com o estilo de vida e os fatores ambientais (ZIMMET et al., 2001). A maior parte
dos pacientes € obesa e de pacientes que ndo preenchem os critérios para obesidade pelo
indice de massa corporal, porém apresentam aumento de gordura predominantemente na
regido abdominal (EXPERT COMMITTEE, 2002). Caracteriza-se por apresentar resisténciaa
acao da insulina, que pode preceder o inicio do quadro clinico, e uma deficiéncia relativa de
insuling, a qual se acentua com o decorrer dos anos de evolucdo da doenca (OLIVEIRA &
MILECH, 2004). O aumento da gordura intra-abdominal ou visceral € uma causa conhecida
de insulino-resisténcia e, com o passar do tempo, costuma agregar no seu portador fatores de
risco para a doenca cardiovascular, como hipertensdo arterial, dislipidemia, microal bumindria
e fatores favorecedores da coagulacéo e trombose (DIB et al., 2002; OLIVEIRA & MILECH,
2004).

3.2 Diabetes Experimental

Vé&rios estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar os diferentes efeitos
del etérios do Diabetes no organismo e como reverté-los por meio de tratamento e dieta.

O Diabetes pode ser induzido em animais por VA&rios mecanismos. estresse,
infeccOes virais, toxinas ou manipulagdes, como pancreatectomia; lesdes do sistema nervoso
central; uso de hormbnios anti-insulinicos, exposicdo a hidrocortisona (Hormonio
Adenocorticotréfico) e o uso de agentes quimicos beta-citotoxicos (LERCO et al., 2003).

Entre os agentes quimicos, 0os mais empregados sdo o aloxano e a estreptozotocina
(LUKENS, 1948, GOODMAN, 1987). Ambos destroem as células beta, do péancreas
enddcrino, produtoras de insuling; todavia, mantém intacto o pancreas exécrino produtor das
enzimas digestivas (KATSUMATA et al., 1992; SZKUDELSKI, 2001). A estreptozotocina,
no entanto, tem a desvantagem do alto custo (LERCO et al., 2003).

Em humanos, a estreptozotocina é utilizada para o tratamento do carcinoma das
ilhotas pancredticas que cursam com hiperglicemia (GOODMAN, 1987).

O Diabetes também pode ocorrer na forma espontanea. Alguns estudos
documentam experimentos em roedores com essa forma de Diabetes, como no rato Wistar

chinés (BB), nos camundongos C57BL/k§ homozigotos diabéticos (db/db) e nos
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camundongos diabéticos ndo-obesos (NOD) (KIKUTANI & MAKINO, 1992).

A acdo diabetogénica do aoxano caracteriza-se pela producéo de radicais livres
gue sdo toxicos, especificamente para as células beta, do pancreas, levando a degeneracéo e
morte definitiva das mesmas (GRANKVIST et al., 1981). Essa citotoxidade seletiva do
aloxano é devido a grande capacidade da célula beta em acumular a droga, aliada ao fato de
esta célula demonstrar uma maior sensibilidade aos radicais peréxidos, quando comparada a
outros tipos celulares (JORNS et al., 1999). Estudos documentam a eficécia do aloxano em
model os animais para estudo do Diabetes Mellitus. (LUKENS, 1948; LOCATTO et al., 1993;
SZKUDEL SKI, 2001).

Essa droga foi descoberta por Woehler em 1838, por intermédio da oxidac&o do
acido Urico, e sua acdo diabetogénica foi descoberta por Dunn em 1943 quando estudava os
efeitos do &cido Urico e seus derivados na producdo de lesdo renal em coelhos. Depois da
inducdo, verificou-se que freqlentemente ocorria a morte dos animais do primeiro ao quinto
dia por uremia (oliguria/anuria), albumindria e hematUria associada ao Diabetes. Em ratos, a
persisténcia do Diabetes nos animais remanescentes, isto €, que sobreviveram apos a inducéo,
podia perdurar de 2 a8 meses (LUKENS, 1948).

Segundo LUKENS (1948), em extensa revisdo da literatura a respeito da acéo do
aloxano sobre animais de varias espécies, incluindo o rato, o cdo, o coelho, 0 macaco, o gato,
os indices de mortalidade relacionados ao uso da droga podem variar de 33% e 100%, na
mesma espécie. Esta variabilidade pode estar ligada a multiplos fatores capazes de modificar
os efeitos da droga e a sensibilidade do hospedeiro, envolvendo desde o estado de hidratacéo,
a velocidade de infusdo, a via de administracéo, o tempo de jejum, 0 peso do animal e até a
utilizacdo de substancias tais como: os barbitdricos, que tornam os animais mais sensiveis a
acdo da droga; e o &cido nicotinico, o qua protege os animais de seus efeitos quando
administrados simultaneamente.

Quanto as vias de administracdo da droga, a via endovenosa tem sido a de escolha
na maioria das espécies animais. Contudo, quando essa via for utilizada, a velocidade de
infusdo é importante. Doses efetivas de aloxano ndo produzem Diabetes se as mesmas sdo
injetadas muito lentamente. As vias subcutaneas e intraperitonial também sdo consideradas
satisfatorias no rato (LERCO et al., 2003). Por outro lado, a via oral é usualmente
insatisfatoria, muito embora o Diabetes possa ser produzido em ratos e coelhos se a droga for
rapidamente ingerida com alimento, apés um jejum prolongado (LUKENS, 1948).

Quanto ao peso dos animais, este apresenta importancia na susceptibilidade do

animal aos efeitos toxicos do aloxano, sendo que a toxicidade da droga altera-se numa relacéo
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linear com o peso do animal, aumentando 0,73 poderes de toxicidade para cada unidade de
peso, fato esse importante para calculo da dose letal (LUKENS, 1948).

O jgum também tem um papel importante em relacdo a acdo da droga, pois o
indice de conversdo em animais diabéticos apds a indugdo aumenta quanto mais prolongado
for o tempo de jejum, podendo chegar a 95% de conversdo apds indugdo com jejum prévio de
48 a 60 horas. A administracdo de uma dose similar de aloxano, quando o jgum néo foi
observado, diminui essa resposta para menos de 25% (LERCO et al., 2003).

A dose de aloxano para inducdo do Diabetes € varidvel e depende também davia
de administracdo. Diversos trabalhos apresentam essa variagdo como o estudo realizado por
LUKENS (1948), que indica a dose unica de 42 mg/kg de aloxano diluido em solucéo aquosa
a 5% apos 12 horas de jgfum por via endovenosa.

DERIVI et al. (2002) demonstraram a eficacia do uso de dose Unica de 40 mg/kg
de aoxano diluido em solucdo salina a 2% apds jeum aimentar de 24 horas por via
endovenosa com injecdo na veia peniana.

Por outro lado, LERCO et al. (2003) sugerem o uso de dose Unica de 42 mg/kg de
aloxano diluido em solucdo aquosa a 2% apo6s jejum aimentar de 12 horas por via
endovenosa. Vale ressaltar que a aplicagdo da droga via endovenosa ocorreu em uma das
veias da cauda do rato, sendo que, antes dainjecéo, o animal foi colocado durante 10 minutos
no interior de uma caixa aquecida com lampada elétrica, 0 que proporcionou um grau de
vasodilatac&o evidente.

Ha ainda a indicacdo de MAZZANTI et al. (2003) e SCHOSSLER et al. (2004),
0S guais preconizam o uso de dose Unica de 150 mg/kg de aloxano diluido a 2% em solucéo
de citrato de sodio apds jejum de 24 horas por viaintraperitonial.

CARVALHO et al. (2003) utilizaram dose Unica de 40 mg/kg de aloxano diluido
a 2% em solucdo salina com jejum prévio de 48 horas por via endovenosa com injecéo naveia
peniana. Utilizando essa metodologia, os autores obtiveram um indice de aproveitamento de
40% dos animais tratados, 40% dos animais morreram na primeira semana, provavelmente de

cetoacidose diabética e 0s 20% restantes ndo se tornaram diabéticos.

3.3 Metabolismo Osseo Geral

O tecido 6sseo € um sistema complexo, dindmico e em constante equilibrio entre

formac&o e reabsor¢do. O 0sso desempenha funcdo vital na produgdo de células sangliineas e
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reservatorio de calcio e fosforo do organismo. Estruturalmente, protege as visceras e serve de
alavanca para os movimentos. A parte organica do osso é formada por células e matriz
protéica e a parte inorganica, formada pelos minerais, estas partes representam
respectivamente 30% e 70% da estrutura 6ssea (NETTER, 1990).

Aproximadamente 90% da parte organica do 0sso encontram-se na forma de
colageno, e os 10% restantes do material organico néo-colagénico sdo constituidos por
fosfolipidios, glicoproteinas e proteoglicanos. O colageno predominante em 0ssos e tenddes é
do tipo 1 (NETTER, 1990). Entre as proteinas ndo-colagénicas do 0sso temos:. a osteocalcina,
a sialoproteina éssea e a proteina dssea morfogenética (BMP). A parte mineral consiste
principalmente em um andogo de hidroxiapatita, rica em carbonato, que se denomina apatita
0ssea e pequenas quantidades de sodio, magnésio e potéssio (URIST et al., 1983; NETTER,
1990).

As células formadoras de 0sso incluem as células osteoprogenitoras, osteoblastos
e 0s ostedcitos. A geracao e o0 estimulo dessas células sdo regulados por citocinas e fatores de
crescimento, como as BMPs, fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PGDF), fator de crescimento tipo insulina (IGF) e fator
transformador do crescimento- (TGF-B) (URIST et al., 1983; KUMAR et al., 2005). As
células osteoprogenitoras sdo células-tronco mesenquimais pluripotentes localizadas na
vizinhanca de todas as superficies 0sseas. Quando estimuladas de forma apropriada por
fatores de crescimento, estas células sofrem divisdo celular e produzem descendentes que se
diferenciam em osteoblastos (DUCY et al., 2000; KUMAR et al., 2005). Os osteoblastos séo
células unicelulares gque sintetizam os componentes da matriz organica. Estas células sdo
capazes de concentrar fosfato de célcio, participando da mineralizacdo da matriz. Os
osteobl astos dispdem-se sempre nas superficies 0sseas, lado alado, em um arranjo que lembra
um epitélio simples. Eles possuem prolongamentos citoplasmaticos que se prendem aos dos
osteoblastos vizinhos. Quando um osteoblasto é envolvido pela matriz, recém-sintetizada, este
passa a ser chamado de ostedcito. Dessa forma, osteoblastos e ostedcitos representam as
mesmas células em estégios funcionais diferentes (DUCY et al., 2000; KUMAR et al., 2005).

O osteoclasto é a célula responsavel pela reabsorcdo dssea. Possui de 6 a 12
nucleos, € derivado das células progenitoras hematopoiéticas, as quais também déo origem
aos mondcitos e macrofagos. As citocinas e os fatores de crescimento cruciais para a
diferenciacéo e a maturagdo dos osteoclastos em humanos incluem ainterleucina (IL) -1, IL-
3, IL-6, IL-11, fator de necrose tumoral (TNF), fator estimulante de coldnia de granuldcitos-

macrofagos (CSF-GM), entre outros. Esses fatores atuam pela estimulagdo das células
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progenitoras de osteoclastos ou participando em um sistema paracrino, no qual os osteoblastos
e as células do estroma da medula éssea desempenham um papel central (KUMAR et al.,
2005; TEITELBAUM, 2007).

A reabsor¢do Ossea ocorre por meio da secrecdo de écidos, colagenases e outras
enzimas que digerem a matriz 6ssea. E importante destacar que o equilibrio de metabolismo
0sseo depende essencialmente de um delicado balanco entre a formag&o e reabsorcdo 0ssea,
processo fisioldgico que chamamos de remodelamento 6sseo. As células que controlam
diretamente o remodelamento sdo 0s osteocl astos e osteoblastos, responsaveis pela reabsorcéo
e formag&o Ossea, respectivamente (SUDA et al., 1992; DUCY et al., 2000; KUMAR et al.,
2005; TEITELBAUM, 2007).

Os marcadores bioguimicos mais importantes do metabolismo ésseo séo a
osteocalcina e a fosfatase alcalina (marcadores de formagao), os quais refletem a atividade
dos osteoblastos, e as piridinolinas e os telopeptideos carboxi e amino terminais (marcadores
de reabsorcdo), que refletem a atividade dos osteoclastos (VIEIRA, 1999). A osteocalcina é
uma proteina ndo-colagénica derivada dos osteoblastos e esta envolvida na mineralizacdo da
matriz. A osteocalcina pode ser utilizada como um marcador sérico sensivel e especifico para
a atividade osteobléstica (VIEIRA, 1999; KUMAR et al., 2005). A fosfatase alcalina é uma
enzima codificada pelo gene, tecido ndo especifico, A1P, localizado no cromossomo 1. A
isoenzima 6ssea € um peptideo de 507 aminoéacidos, cuja sequéncia € exatamente igual a da
isoenzima hepética; a diferenca entre elas se da na glicosilagdo. Em condi¢des normais, as
duas formas predominantes em circulagdo (>90% do total) de fosfatase alcalina sdo a 6ssea e
a hepatica em quantidades equivaentes (VIEIRA, 1999; KUMAR et al., 2005).

Véarios horménios atuam sobre o metabolismo 0sseo. Entre esses, de maneira
gera, os horménios tireocideanos exercem um efeito positivo na reabsorcdo éssea, e 0s
hormbnios sexuais um efeito negativo. Os glicocorticdides exercem efeito negativo na
formacdo, porém os horménios de crescimento e a insulina exercem um efeito positivo.
Todavia, a agdo direta no equilibrio mineral € mantida por trés hormoénios principais
Paratormonio (PTH), vitamina D e calcitonina (SUDA et al., 1992; BODY, 2002; KUMAR et
al., 2005; HAMANN & LANE, 2006).

O PTH € um horménio com 84 aminoécidos sintetizado nas glandulas
paratiredides de acdo hipercalcemiante que é secretado em resposta as concentragdes baixas
de clcioionizado (livre de ligagdo protéica). Tais concentracdes de célcio sdo detectadas por
um receptor sensor presente nas células das paratiredides, que uma vez ativado pelo célcio

impede a secrecdo de PTH, ou na presenca de baixa concentracéo de calcio deixa de inibir a
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liberacdo do PTH, permitindo sua secrecdo a corrente sanglinea. A acdo do PTH se faz
diretamente no rim e no 0sso e indiretamente sobre o intestino, elevando o fluxo de calcio
paraacirculagdo (GRACITELLI et al., 2002; HAMANN & LANE, 2006).

Os efeitos hioldgicos conhecidos do PTH se fazem por meio de um receptor de
membrana acoplado a proteina G, que compartilha com o PTH related protein (PTHrp),
denominado receptor PTH/PTH rp tipo | (PRPI). As acBes do PTH sobre a formagdo e
reabsorcdo Osseas tém sido intensamente estudadas, enquanto novos aspectos sobre sua
ligagdo com o receptor e as vias de sinadlizagdo intracelular nos osteoblastos tém sido
descritos. Receptores de PTH foram também identificados nos osteobl astos e seus precursores
(GOLTZMAN, 1999; GRACITELLI et al., 2002; HAMANN & LANE, 2006).

Recentemente, identificou-se a presenca de receptores para o PTH também nos
osteoclastos, evidenciando a agdo direta desse horménio também nessas células. Neste estudo,
0s autores demonstraram que duas formas regulatérias do PTH atuam sobre 0s osteoclastos,
através de receptores diretos e indiretamente via osteoblastos (DEMPSTER et al., 2005).

De uma forma global, o PTH induz as células estromais a expressdo de genes
relacionados a varios fatores de crescimento, incluindo o IGF-1, IGF-I1 e TGF-3. Esses fatores
de crescimento agem recrutando células pre-oesteoblasticas e induzindo sua diferenciacéo e
maturagcdo em osteoblastos maduros (GOLTZMAN, 1999).

A calcitonina € um hormonio de acdo contréria ao PTH, produzida principalmente
nas células parafoliculares C da tiredide. O papel principal da calcitonina € proteger o
esgueleto da perda excessiva de calcio durante periodos de turnover ato, como crescimento,
gestacdo e lactagdo. A calcitonina age através de receptores especificos presentes nos
osteoclastos, inibindo a reabsor¢do Gssea. A possibilidade de a calcitonina contribuir para
osteoclastica (BODY/, 2002).

Entretanto, a importancia da cal citonina como horménio regulador da homeostase
de célcio € ainda controversa. Assim, pacientes com carcinoma medular de tiredide, uma
condicdo clinica geralmente associada com niveis muitos altos de calcitonina, ndo apresentam
hipocalcemia. Por outro lado, existem situages de hipercalcemia severas que ndo estéo
necessariamente associadas com altos niveis circulantes de calcitonina (KOCHI, et al., 1998).

A principal acdo do metabdlito ativo da vitamina D, é contribuir para manter
nivels séricos e extracelulares de célcio constantes. Sua agdo mais estabelecida € a
estimulacdo do transporte ativo do célcio da luz do duodeno para o sangue. A vitamina D

aumenta a absor¢éo de fosforo pelo intestino. Quando ocorre uma diminuicdo no fosfato
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sérico, ha um aumento na sintese de vitamina D, gerando aumento na absorcéo deste ion
(HAUSSLER & McCAIN, 1977).

Especificamente no tecido 6sseo, a vitamina D é importante tanto na formagao
como na reabsor¢do. Na manutencdo da massa 0ssea, a vitamina D permite a mineralizagdo
Ossea normal, participa da maturagdo do colageno e da matriz extracelular, aumenta a sintese
osteobl &stica de proteinas ndo-col agénicas (osteocal cina, osteopontina) e estimula a atividade
fosfatase alcalina (HAUSSLER & McCAIN, 1977). Além disso, incrementa a sintese do
colageno pelos osteoblastos e regula os efeitos de IGF-I sobre o 0sso. Em condi¢es
fisiol6gicas, este metabdlito potencializaa acéo do PTH (HAMANN & LANE, 2006).

A vitamina D ainda atua como potente estimulador da reabsor¢éo Ossea, por
intermédio do aumento da atividade e da quantidade de osteoclastos, conforme estudos
documentados in vivo (SUDA et al., 1992). Estudos in vitro demonstraram a sua atuacéo
sobre a diferenciagdo e fusio dos precursores dos osteoclastos, uma demonstragéo da presenca
de receptores especificos para o metabdlito ativo da vitamina D nestas células (HAMANN &
LANE, 2006).

3.4 Mecanismo de Consolidacéo das Fraturas

A formacdo éssea pode ocorrer em areas ocupadas tanto por tecido conjuntivo
como por tecido cartilaginoso. O processo de ossificacdo que ocorre a partir de tecido
conjuntivo é denominado de intramembranosa e o tecido 6sseo resultante se denomina 0sso
membranoso. A maioria dos 0ssos da calota craniana, 0ssos faciais, clavicula e mandibula é
formada por esse processo. Todos 0s outros 0ssos do corpo se formam por intermédio de um
modelo cartilaginoso, que sdo 0s nucleos de ossificacdo que trazemos durante 0 nascimento,
0S quais sdo substituidos gradualmente por tecido Osseo. O processo de ossificagdo €
denominado endocondral e os 0ssos sdo chamados de cartilaginosos. Os termos 0Sso
cartilaginoso e 0sso membranoso descrevem meramente o ambiente em que se forma um 0sso
e ndo altera a estrutura, uma vez formada (NETTER, 1990). O processo de reparo de fraturas
envolve tanto o0 model o intramembranoso como o endocondral (CAPLAN, 1987; EINHORN,
1998).

O reparo 0sse0 € um processo atamente regulado que pode ser separado em
estagios microscopicos, biogquimicos e biomecanicos superpostos. A sequiéncia de estagios é

desencadeada por uma série de interacGes e comunicacfes entre as diversas células e proteinas
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localizadas na zona de cura (EINHORN, 1998; KUMAR et al., 2005).

O processo de consolidacdo 6ssea pode ser dividido em trés fases. formacédo do
calo de tecido mole, calo 6sseo propriamente dito e remodelacdo. A fratura 6ssea causa
sangramento nas extremidades Osseas e tecidos moles vizinhos;, o codgulo se forma com
rapidez e se observa o inicio de uma reacdo inflamatéria caracterizada pelo aumento da rede
capilar, exsudacdo de plasma e de leucocitos e posterior limpeza de tecidos necréticos nas
extremidades. O hematoma fraturario € importante, porque serve de suporte paraamigracéo e
proliferacdo celular (EINHORN, 1998; KUMAR et al., 2005).

A proliferacdo celular inicia-se aproximadamente 8 horas apés a fratura e alcanca
a sua atividade maxima em torno de 24 horas. Essa proliferacéo ocorre em torno do peridsteo
e tecidos vizinhos, com producéo de células indiferenciadas pluripotenciais e substancia
fundamental, formando-se, assim, um novo tecido conjuntivo. Durante essa fase, 0s elementos
relativos aos tecidos locais se comunicam continuamente entre si (efeito paracrino). Nessa
fase, células inflamatdrias secretam citocinas, tais como IL-1 e IL-6, que s&o importantes na
regulacdo dos eventos iniciais do processo de reparo das fraturas. A producdo de fatores de
crescimento, tais como TGF- e PDGF participa na regulagdo e diferenciacéo de células
mesenquimais e na proliferagdo vascular (EINHORN, 1995; EINHORN, 1998). Assim, no
fina da primeira semana, 0 hematoma se organiza, o0s tecidos adjacentes estdo sendo
modulados para a futura producéo de matriz e as extremidades fraturadas dos 0ssos sofrem
remodelacdo. Este tecido ndo-mineralizado € chamado calo de tecido mole ou pré-cao
(KUMAR et al., 2005).

Subseguientemente, as células osteoprogenitoras ativadas depositam trabéculas
sub-periosteais de osso que se orientam perpendicularmente ao eixo cortical e dentro da
cavidade medular. A formacdo de osso intramembranoso a partir do periésteo inicia-se
imediatamente apos a fratura (EINHORN, 1998). Em alguns casos, as células mesenquimais
ativadas nos tecidos moles e no 0sso ao redor da linha de fratura também se diferenciam em
condroblastos que formam fibrocartilagem e cartilagem hialina. Esta posteriormente sofre
ossificagcdo endocondral similar a0 que ocorre na placa de crescimento, que constitui o
modelo cartilaginoso no processo de reparacdo das fraturas (NETTER, 1990; EINHORN,
1995; KUMAR et al., 2005).

Apébs a formacdo do calo 0sseo, inicia-se 0 periodo de remodelacdo, que € um
periodo mais prolongado que devolve ao 0sso sua forma, estrutura e resisténcia originais. Essa
etapa envolve processos simultaneos de reabsor¢do e deposicdo 0ssea, acompanhados também

pela formag&o de novos vasos. Os osteoclastos invadem e reabsorvem o calo, propiciando a
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neoformacdo vascular. A formag&o de novos vasos facilita a migracdo de células precursoras
osteobléasticas e a consequente deposicdo de osso (EINHORN, 1995; EINHORN, 1998;
KUMAR et al., 2005).

A cura de uma fratura € um processo muito peculiar, j& que pode alcancar a
reparacdo ad integrum do tecido lesionado. O processo de remodelagdo Ossea pode levar anos
e obviamente varia de acordo com a idade do individuo. A reparacéo ad integrum do tecido
0sse0 pode ser completa em criancas, quase completa em adolescentes, porém nunca se
completa nos adultos, principalmente nas fraturas que se consolidam com certo grau de desvio
(NETTER, 1990).

O processo de consolidacéo de fratura pode ser correlacionado a formagdo do
esgueleto embrionario, uma vez que as populacBes celulares envolvidas sdo semelhantes
histomorfol ogicamente. Nesse caso, 0 processo de reparo de fratura recapitula parcia ou
completamente o processo de formacdo do osso fetal (CAPLAN, 1987).

3.5 Processo de Consolidacao de Fraturas e o Diabetes Méllitus

A associagdo entre o Diabetes Mellitus com alteracbes prejudiciais do tecido
0sseo tem sido andisada em vérios estudos clinicos envolvendo fraturas e cirurgias
ortopédicas. Na prética clinica, tem sido verificado retardo de consolidagdo e ocorréncia de
pseudoartrose em fraturas de pacientes diabéticos. LODER (1988), realizou um estudo
retrospectivo de 1972 a 1982 envolvendo 31 pacientes diabéticos, sendo 21 pacientes
portadores de Diabetes do tipo 1 e 10 do tipo 2 com fratura de membro inferior. O autor
identificou retardo no processo de consolidagéo em 70% dos casos.

PAPA et al. (1993), em um estudo retrospectivo de cirurgias de artrodese (fusdo
cirtrgica de uma articulagdo) em pé e tornozel o, efetuadas em pacientes diabéticos portadores
de artropatia neuropética, obtiveram um indice de pseudoartrose de 34%. Em decorréncia do
alto risco de complicagdes nesses pacientes, 0s autores chamam atencéo para outras possiveis
formas de tratamento dessa doenca como moldes de gesso e oOrtesis. Na populacéo em geral,
as técnicas atuais para artrodese do tornozelo obtém fusdo em cerca de 80 a 90% dos
pacientes (CRENSHAW, 1996). Estudos experimentais (MACEY et al., 1989; BEAM et al.,
2002; FOLLAK et al., 2004a; FOLLAK et al., 2005) confirmam o atraso no reparo 0sseo
relacionado com o Diabetes. Entretanto, estes mesmos trabalhos, bem como estudos clinicos
(HIJORTRUP et al., 1985), tém demonstrado que a doenca diabética controlada pela terapia
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com insulina ndo interfere com o processo de reparo 0sseo.
Varios mecanismos foram propostos para explicar a maior incidéncia do retardo

de consolidacdo e a ndo-consolidacdo de fraturas em diabéticos, os quais serdo descritos a

seguir.

3.5.1 Reducé&o do suprimento sanguineo e da angiogénese

A microcirculagdo é congtituida de uma monocamada de células, o endotélio,
envolvidas por membrana basal, as quais exercem importante funcdo reguladora de fluxo a
nivel regional, permitindo trocas nutritivas adequadas em todos os tecidos. Essa regulacéo se
faz basicamente pela célula endotelial, através da liberacdo de varias substancias com funcéo
constritora, como as endotelinas e o tromboxano A2, ou relaxadora, como o 0xido nitrico, as
prostaciclinas e as citocinas. A liberacdo dessas substancias em resposta a estimulos
fisiologicos esta dterada no Diabetes, caracterizando uma disfuncéo endotelial (DIB et al.,
1992; OLIVEIRA & MILECH, 2004).

TYNDALL et al. (2003), em estudos com ratos BB Wistar espontaneamente
diabéticos, demonstraram a importancia de fatores angiogénicos tais como o PDGF no
processo inicial de consolidagéo de fraturas. Assim, fraturas produzidas no fémur foram
analisadas na primeira fase da consolidagéo. Estudos imuno-histoquimicos demonstraram
uma diminuicdo desse fator nos animais diabéticos em relacdo aos controles. Observou-se,
ainda, diminuicdo na taxa de proliferacdo de células com potencial osteogénico. Esses
resultados sugerem que interferéncia da doenca diabética nos estégios iniciais de consolidacéo

das fraturas pode estar associada a diminuicéo na expressao de PDGF.

3.5.2 Alteracéo naresposta inflamatéria

Como mencionado anteriormente, 0 processo de consolidacdo de uma fratura
envolve umafaseinicial, também chamada de fase inflamatoria, durante a qual aformagédo do
infiltrado inflamatério é passo fundamental. Esse processo é controlado por mediadores
quimicos, sendo que alteracdes na expressao dessas mol éculas podem repercutir na migragéo
de células para o foco de fratura, influenciando, dessa forma, nas etapas subseqlientes do
processo de consolidacao dssea.

GRAVES et al. (2005) observaram aumento da expressdo de mediadores
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inflamatorios em ratos CD-1 gue se tornaram diabéticos pel o tratamento com estreptozotocina
e ratos db/db, que desenvolvem espontaneamente o Diabetes tipo 1, em estudo comparativo
com ratos normoglicémicos. Verificou-se uma resposta inflamatéria mais prolongada em
ambos os animais diabéticos pela agdo das quimiocinas proteina quimiotética de macréfagos
(MCP)-1 e proteina inflamatéria do macréfago (MIP)-2 que atraem macrofagos e células
polimorfonucleares, como também estimulam aliberacdo de TNF. Resultados similares foram
obtidos por WETZLER et al. (2000) e LU et al. (2004).

3.5.3 Modificacfes na sintese de colageno e no processo de mineralizacdo

GOOCH et al. (2000) demonstraram alteracdo na expressdo de RNA mensageiro
para colégenos tipo Il e tipo X, com hipotrofia e retardo na maturagdo de condrocitos,
sugerindo que as alteracBes na expressdo do coldgeno e maturacdo dos condrocitos sdo
mecani smos responsaveis pelo atraso na consolidacdo de fraturas em diabéticos. Estudos de
TOPPING et al. (1994) também demonstram diminuicdo na sintese de colageno tipo X em
torno do 14° dia nos sitios de fratura em ratos diabéticos.

Ratos com Diabetes induzido pela estreptozotocina apresentaram diminui¢cdo na
producdo de colageno em torno de 15 a 50% e diminui¢cdo da populag@o de condrécitos em
torno de 40% entre 0 4° e 11° dia apos a fratura (MACEY et al., 1989).

Ratos espontaneamente diabéticos apresentaram, com base na histomorfometria
do 0sso, nas primeiras quatro semanas apos a fratura, distlrbios severos de mineralizagcdo bem
como atraso na diferenciac@o celular e menor forga mecanica do calo 6sseo (FOLLAK et al.,
2003; FOLLAK et al., 2004a; FOLLAK et al., 2004b, FOLLAK et al., 2005).

3.5.4 Desequilibrio entre a reabsorcéo e a deposicéo 0ssea

Em estudo redizado em humanos, SUZUKI et. a. (2005), por meio de
marcadores de atividade osteoclastica na circulagdo sugeriram maior atividade osteoclastica
em pacientes diabéticos. Além disto, HE et al. (2004) demonstraram nimeros relativamente
mais elevados de osteoblastos apoptoticos no tecido 0sseo de animais diabéticos em relacéo

aos animais do grupo controle.
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3.5.5 Produtos finais de glicosilacdo avancada

Um dos mecanismos postul ados para a deficiéncia no processo de consolidacdo de
fraturas em diabéticos € a incorporacdo de glicose as proteinas da matriz extracelular
(BISHARA et al., 2002). Essa via de incorporacédo da glicose independe de um mecanismo
enzimatico de cardter fisiologico que, geramente, é referido como glicosilagdo ndo-
enzimatica de proteinas e parece ser mais significativo em proteinas que possuem longo
periodo de atividade biol6gica como, por exemplo, o colageno (REDDY et al., 2002). A
glicosilacdo ocorre como resultado da interacdo do aglicar com um grupo amino ha molécula
da proteina. Este produto origina compostos estaveis denominados produtos finais de
glicosilacdo avancada (AGES) que desencadeiam ligagBes cruzadas entre moléculas do
colageno (MENTINK et al., 2002). O acumulo desses produtos pela sua capacidade de alterar
as propriedades fisico-quimicas das proteinas, incluindo enzimas e membranas celulares
alteram os mecanismos de inducdo e sinalizagao celular INOUYE et al., 1999).

Produtos finais de glicosilacdo avancada, presente em altos niveis nos individuos
diabéticos, aumentam os quadros inflamatérios (NEUMANN et al, 1999) e retardam o
processo de cicatrizacdo (GOOVA et al, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB). O projeto foi submetido a
aprovacdo do Comité de Etica no Uso Animal, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB,
processo UnB/Doc. n° 27287/05 (Anexo A).

4.2 Animais de Experimentacdo

Foram utilizados ratos, linhagem Wistar, Rattus norvergicus albinus, machos,
com peso corporal inicial entre 215,36 e 376,73 gramas (diabéticos), 280,89 e 393,33
gramas (controle), com aproximadamente 112 dias de vida. Os animais, fornecidos pela
empresa Bioagri Laboratorios Ltda., foram alojados no Biotério da Faculdade de Medicina da
UnB, em ambiente com 12 horas de luz e 12 horas de escuro e temperatura em torno de 28 oC.
Os animais foram alimentados com ragdo LabinaR (Purina Nutrimentos Ltda, Sdo José dos
Campos, SP, Brazil) e agua a vontade. Antes do inicio do experimento, 0s animais passaram
por um periodo de 10 dias de adaptacdo no Laboratorio de Cirurgia Experimental, sob

supervisao de um médico veterinario.

4.3 Inducéo do Diabetes

Para inducéo do Diabetes, apos um periodo de jggum de 30 horas, administrou-se
aloxano 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), diluido em solugdo de cloreto de sodio
0,9% na dose de 150 mg/kg/peso, via intraperitonial em dose Unica, conforme previamente
descrito (CARVALHO et al., 2003; MAZZANTI et al., 2003). Previamente a inducéo, os
animais foram submetidos a uma avaliaco dos niveis de glicose plasmatica empregando-se
amostras colhidas na cauda. Os niveis de glicose foram medidos por meio de um glucémetro
Accu-Chek Advantage (Boehringer Mannheim, IN, USA) (Figura 1).

Quatro horas ap6s a administracdo da droga, os animais tiveram livre acesso a
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alimentac&o. Posteriormente, 6 horas apos, foi fornecida uma solugdo de glicose a 10% como
unica fonte hidrica, durante 24 horas, para evitar uma hipoglicemia fatal, devido a liberacdo
macica de insulina que ocorre apos a destruicdo das células beta do pancreas (MAZZANTI et
al., 2003).

Ao final do sétimo dia apos a inducdo, os animais foram submetidos a outra
avaliacdo da glicose plasmética pelo mesmo método descrito previamente, apos jegum de 6
horas. Os animais que apresentaram uma glicemia superior a 200 mg/dl foram considerados
diabéticos (CARVALHO et al., 2003) e selecionados para 0 experimento, uma vez que 0s
niveis de glicose sérica, considerados normais em Rattus norvergicus albinus, variam de 50 a
135 mg/100 mL (HARKNESS & WAGNER, 1993).
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Figura 1 - Procedimento para avaliagdo da glicemia.
(A) Coleta de amostras de sangue da cauda do animal. (B) Glucometro e glicofita
utilizados para dosagem de glicose. (C) Glicofita com amostra de sangue de
anima do grupo controle. (D) Glicofita com amostra de sangue de animal do
grupo diabético.

4.4 Deter minagdo dos Grupos Experimentais

Para fins de avaliacdo do processo de consolidacéo de fraturas nas suas diferentes
fases evolutivas, foram utilizados 44 animais divididos em dois grupos: controle (GC n= 20) e
diabético (GD n= 24). A distribuicdo dos animais em subgrupos foi realizada por aocagéo
probabilistica empregando-se sorteio simples sem reposicdo. Os animais foram
individualmente identificados por meio de marcas correspondentes a uma letra do alfabeto,
variando de 1 a6, ou sgja, de A até F, para os diabéticos. O grupo controle foi marcado de 1 a
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5, ou sgja, de A até E. Cada grupo foi dividido em 4 subgrupos numerados de 1 a 4,
devidamente identificados nas gaiolas, os quais representam diferentes periodos
experimentais, respectivamente, 7, 14, 25 e 35 dias apés a fratura. Os animais do grupo
diabético (Quadro 1) foram alocados em 4 caixas com 6 animais em cada e os animais do
grupo controle em 4 caixas com 5 animais (Quadro 2).

Quadro 1 - Grupo diabético (GD)

Subgrupos 1 2 3 4
A A A A
B B B B

ANIMAIS ¢ ¢ ¢ ¢
D D D D
E E E E
F F F F

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 2 - Grupo controle (GC)

Subgrupos 1 2 3 4
A A A A
B B B B

ANIMAIS C C C C
D D D D
E E E E

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Sequiéncia das Etapas Experimentais

4.5.1 Producéo das fraturas

Os animais foram anestesiados utilizando-se cloridrato de cetamina (Laborat6rios
Pfizer Ltda., S8o Paulo, SP, Brazil) na dose de 40 mg/kg/peso associado a xilazina (Virbax®
2%, Virbac do Brasil, Jurubatuba, SP, Brazil) na dose de 5 mg/kg/ peso, injecdo intramuscular

na face medial da coxa direita do animal. Foram considerados anestesiados os animais que
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apresentavam respiracéo regular, com flacidez de musculatura esguelética e auséncia de
reflexos.

Foram produzidas fraturas no terco médio das tibias esquerdas dos ratos de forma
manual com 3 pontos de apoio na didfise, semelhantes quanto ao trago e sem exposi¢cdo ao
meio externo, por um unico pesquisador. Com evidéncia clinica da fratura, isto €, mobilidade
no foco; apOs recuperacdo anestésica, os animais foram recolocados nas caixas previamente
identificadas, com &gua e racéo a vontade.

ApOs periodos de 7, 14, 25 e 35 dias, os animais foram sacrificados utilizando-se
cetamina (Laboratorios Pfizer Ltda.) na dose de 50mg/kg/peso associada a xilasina (Virbax®
2%, Virbac do Brasil) na dose de 10 mg/kg/peso, via intraperitonial. Nesse momento

procedeu-se a puncéo cardiaca para coleta de sangue (Figura 2).

Figura 2 - Técnica de puncao cardiaca.

4.5.2 Andlise histopatol dgica

Empregando-se um oste6tomo, procedeu-se a osteotomia no terco proximal da
tibia e desarticulagdo no nivel do tornozelo. A tibia foi dissecada, mantendo-se o involucro
muscular ao redor do foco de fratura (Figura 3). O instrumenta cirargico utilizado durante
esse procedimento foi desinfectado utilizando-se solucdo de glutaraldeido a 2% durante 30
minutos.

Os espécimes obtidos foram fixados em solucéo de formalina (10% formaldeido

37%, 0,65% NapHPO,, pH 7,2). Inicialmente, as amostras foram lavadas em agua corrente e
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desmineralizadas em &cido nitrico 1% por 24 horas. Em seguida, as pecas foram novamente
lavadas em é&gua corrente, desidratadas em banhos de alcool a 70%, 80%, 90% e 100%,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. O material foi seccionado em micrétomo
RM2125RT (Leica, Heerbrugg, St. Gallen, Switzerland) obtendo-se cortes consecutivos de 5
pum, os quais foram corados pela Hematoxilina & Eosina (HE).

SecgOes verticais do sitio de fratura foram analisadas em microscopio éptico
Axioskop 40 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) adaptado a uma camara digital (PowerShot
A620, Canon, Tokyo, Japan). Procedeu-se a analise histomorfométrica avaliando-se a &rea
total do calo 6sseo e distinguindo-se as éreas de tecido fibroso, tecido cartilaginoso e tecido
0sseo neoformado. Para tal andlise, empregou-se o0 programa Image J (National Institutes of
Health, USA).

Dois animais do grupo controle e 2 animais de cada subgrupo experimental foram
submetidos a laparotomia para coleta do pancreas com 0 objetivo de avaliar possiveis

alteracOes provocadas na porcéo enddcrina do 6rgdo pelo aloxano.

Figura 3 - Peca cir urgica dissecada par a analise micr oscopica.
A identificagdo com tinta nangquim orienta a disposi¢éo para inclusdo na parafina.

4.5.3 Andliseradiogréfica

Os exames radiogréficos foram realizados no Laboratério de Biomateriais da

Faculdade de Ciéncias da Salde da UnB e processados no setor de Radiologia da Clinica de

Odontologia do Hospital Universitario de Brasilia.
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Para 0 estudo radiogréfico do calo Osseo, foram obtidas radiografias de dois
animais de cada sub-grupo nos periodos de 14, 25 e 35 dias ap0s a fratura. As radiografias
foram realizadas empregando-se filme oclusal 10-4 (Kodak) em aparelho Spectro (Dabi-
Atlante, Ribeirdo Preto, S&o Paulo). Foi utilizada incidéncia lateral, mantendo-se 20 cm de

distancia do cone ao objeto. O tempo de exposicdo foi de 0,5 segundos.

4.5.4 Andlise bioguimica

As amostras de sangue foram coletadas dos animais por puncgdo cardiaca em tubos
contendo gel de separacdo conforme as normas padréo H3-A3 e H1-A3 do National
Committee for Clinical Sandards (NCCLS), adotadas pelo setor de Bioquimica do
Laboratério de Patologia do Hospital Universitério de Brasilia.

As dosagens bioguimicas de glicose e fosfatase acalina de todas as amostras
foram realizadas por espectrofotometria no aparelho automatizado Konelab (Wiener Lab,
Roséario, Argentina). Para dosagem de glicose, foi empregado o método da glicose-oxidadase-
peroxidase. A glicose é oxidada pela enzima glicose-oxidase a gliconolactona e perdxido de
hidrogénio que, associado a formol e 4-aminoantipirina sob acdo da peroxidase, origina a
quinoniming, a qual € medida espectrofometricamente. Para a dosagem da fosfatase alcalina
foi empregado o método cinético de p-nitrofenil. Os monoésteres do acido fosférico se
hidrolisam a p-nitrofenilfosfato, que ndo tem cor, produzindo fosfato e p-nitrofenol em pH
alcalino. A velocidade de formacéo do p-nitrofenilfolato, que é amarelo, é proporciona a
atividade da enzima presente na amostra de soro.

A dosagem de paratorménio foi realizada em aparelho automatizado Immulite
2000 (DPC Medlab Produtos M édico-Hospitalares Ltda, Brasilia, DF, Brazil) pelo método de
quimioluminescéncia. Esse método é uma reacdo de antigeno e anticorpo, marcada com
fosfatase alcalina. Essa reacdo hidrolisa o substrato quimioluminescente gerando um produto
instavel que, depois de ser estabilizado, gera a emissdo de fétons de luz, os quais séo
amplificados e medidos por um fotomultiplicador, que tem a funcdo de transformar a luz
emitida pelos fétons em impul sos el étricos. Esses impulsos sdo lidos em contagens de luz por

segundo e convertido em unidades internacionais (Ul).



Material e Métodos 35

455 Andlise estatistica

Os dados quantitativos deste estudo foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA). Para andlise dos dados ndo-parameétricos, foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o programa
Satsitical Package Social for Sciences TM (SPSS Inc. Chicago, IL, USA), versdo 13.
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SRESULTADOS

5.1 Modelo Experimental

O modelo experimental mostrou-se adequado ao estudo proposto. A producéo
manual da fratura da tibia, por flex&o forcada, por um Unico pesquisador, possibilitou obter

uma similaridade quanto ao traco e localizacéo.

5.2 Evolucéo Clinica

No processo de inducdo do Diabetes utilizando aloxano, a maioria dos animais,
91%, sobreviveu e, desse grupo, 43% se tornaram hiperglicémicos. Durante o periodo
experimental, dois animais do grupo controle (animal GC3d e GC4e) morreram de causa néo
identificada, com aproximadamente 19 e 20 semanas de vida

5.3 Avaliacéo do Peso

Avaliando o peso fina nas 4 fases do periodo experimenta (7, 14, 25 e 35 dias)
verificou-se que o0 uso do aloxano afetou de modo significativo o peso corporal dos animais
diabéticos em relagdo aos animais do grupo controle nos periodos de 7, 14 e 25 dias (P <
0,05). No entanto, para os animais do 35° dia, onde, pelo maior tempo decorrido com a
doenca diabética, esperava-se um maior declinio do peso corporal, contudo isso ndo ocorreu
(Figura 4).
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Figura4 - Médias do peso final dos animais.
O peso dos animais do grupo controle (GC) e diabético (GD) foi avaliado nos
diferentes periodos experimentais. (*) Indicam diferencas significativas, valores de
P < 0,05, em relagdo ao respectivo GC.

5.4 Avaliacéo da Glicemia

Os niveis de glicose sanguinea foram significativamente maiores nos ratos
diabéticos em comparacdo com o0s animais do grupo controle em todos os periodos
experimentais (P < 0,05) (Figura 5). Nos animais do primeiro periodo (7° dia), o grupo
diabético obteve uma média de glicemia de 489,3 mg% e os animais controle uma média de
130,2 mg% (P < 0,05). No 14° dia, amédia de glicemia no grupo diabético foi de 521,0 mg %
e no grupo controle 151,5 mg%. Nos animais do 25° dia, o grupo diabético apresentou média
de glicemia igual a 527,0 mg%, enquanto os animais do grupo controle apresentaram média
de 154,5mg%. Finamente, no 35° dia, 0 grupo diabético apresentou média de glicemia de
442,5 mg% e os animais do grupo controle médiaigual a 86,75 mg% (Figura5).

Em relagdo aos animais diabéticos do controle interno, estes apresentaram média

de glicemia de 500,6 mg%
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Figura5 - Médias dos niveis de glicose.
A glicemiafoi avaliada nos animais do grupo controle (GC) e diabético (GD) nos
diferentes periodos experimentais. (*) Indicam diferencas significativas, valores de
P < 0,05, em relagdo ao respectivo GC.

5.5 Avaliacéo dos Niveis Séricos de Parator monio e Fosfatase Alcalina

Quanto a andlise bioquimica de PTH, todos os valores obtidos para ambos os
grupos de estudo foram menores que 3 Ul, estando portando abaixo do limite de deteccdo do
método empregado.

Em relacdo a fosfatase alcalina, nos animais diabéticos foi observado um pico nos
nivels séricos desta enzima 25 dias apés a fratura, enquanto no grupo controle esses nivels se
mantiveram inalterados ao longo do periodo experimental. Os niveis de fosfatase acalina do
grupo diabético foram significativamente maiores que no respectivo grupo controle nos dias
14 (P=0,06) e 25 (P=0,009) apos a fratura. O estado diabético per si parece afetar os niveis de
fosfatase alcalina no soro. Contudo, os niveis de fosfatase alcalina dos ratos diabéticos ndo
submetidos a fratura tibial (controle interno) ndo apresentaram diferencas significativas
guando comparados aos niveis do grupo controle (Figura 6).

Conforme demonstrado na Figura 7, observou-se correlagdo positiva entre os
niveis de fosfatase alcalina e aformacéo de tecido 6sseo nos ratos diabéticos, considerando-se

os dados referentes a todos os periodos experimentais (Correlacdo de Pearson R® 0.526;
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P<0.01). No grupo controle ndo se observou correlacdo significativa entre a atividade

fosfatase alcalina e a neoformacéo de tecido 0sseo.

Fosfatase Alcalina (U/mL)
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Figura 6 — Niveisde Fosfatase Alcalina.

Fosfatase Alcalina

(U/mL)

Os niveis séricos de fosfatase alcalina foram avaliados em animais do grupo
controle (GC), diabéticos (GD) e diabéticos controle interno (GDCI) ou sgja sem

fraturas, nos diferentes periodos experimentais. (*)

Indicam diferencas

significativas, valores de P < 0,01, em relacéo ao respectivo GC; (#) indicam
diferencas significativas, valores de P < 0,01, em relacdo ao GDCI.
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Figura 7 - Correlacdo entre os niveis de fosfatase alcalina e for macéo de tecido Gsseo.
Correlacio de Pearson R?=0.526.
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5.6 Andlise Radiogr afica

A andlise radiografica revelou fratura tipo transversa na diéfise distal da tibia
(Figura 8). Nos animais diabéticos foi observado desvio posterior (Figuras 8B e 8D) e desvio
anterior (Figura 8F). Por outro lado, os animais controle apresentaram alinhamento
satisfatorio com discreto desvio (Figuras 8A, 8C e 8E ). No 14° dia apds a fratura, observou-
se eshoco de calo 6sseo nos dois grupos, sendo que, no grupo controle (Figura 8A) o calo
apresentou sinais mais evidentes de consolidacéo em relacéo ao grupo diabético (Figura 8B).
No 25° dia, o calo 6sseo do grupo diabético (Figura 8D) apresentou acentuado deslocamento
posterior, enquanto que no grupo controle observou-se fratura alinhada com ponte éssea
unindo os fragmentos distal e proximal (Figura 8C). No 35° dia, observou-se a organizacdo do
calo 0sseo e aparentemente a reconstituicdo do 0sso cortical no grupo controle (Figura 8E).
Nessa fase, 0 grupo diabético também apresentou consolidacdo Ossea, todavia com menor

grau de remodelagéo e acentuado desvio (Figura 8F).

Figura 8 - Aspecto radiografico das fraturas nos difer entes periodos experimentais.
Incidéncia lateral evidenciando sitio de fratura na tibia dos animais controle [(A)
14 dias, (C) 25 dias (E) 35 diag], e animais diabéticos [(B) 14 dias, (D) 25 dias (F)
35 diag].
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5.7 Andlise Morfol6gica e Morfométrica do Sitio de Fratura

No sétimo dia, os ratos diabéticos apresentaram maior &rea de tecido conjuntivo
fibroso no sitio de fratura em comparagdo com o grupo controle (31,5% e 55,4%,
respectivamente, para o grupo controle e diabético) (P=0,006). Por outro lado, as areas de
tecido cartilaginoso (24,7% e 12,2%, respectivamente, para o grupo controle e diabético)
(P=0,045) e de tecido 6sse0 (15,2% e 7,3%, respectivamente, para 0 grupo controle e
diabético) (P=0,068) foram menores nos animais diabéticos nesse periodo (Figuras 9 e 10).

Entretanto, a formacéo de calo, vista apos 14 e 25 dias, mostrou formacdo ossea
maior para 0s animais diabéticos (26,5% e 52,1%, respectivamente, para 0s grupos controle e
diabético no 14° dia, P=0,011) e (31,9% e 75,2%, respectivamente, para 0s grupos controle e
diabético no 25° dia, P=0,010). Além disso, verificou-se maior formacdo de tecido
cartilaginoso no grupo diabético (30,2% e 51,1%, respectivamente, para os grupos-controle, e
os diabéticos no 14° dia, P=0,028) e (9,1% e 20,9%, respectivamente, para 0s grupos controle
e diabético no 25° dia, P=0,033). Por outro lado, um declinio da formag&o de tecido fibroso
foi observado nos animais diabéticos, resultando em uma &rea menor de tecido conjuntivo
fibroso nesse grupo (13,8% e 3,3%, respectivamente, para os grupos controle diabético no 14°
dia) e (8,6% e 1,1%, respectivamente, para 0s grupos controle e diabético no 25° dia)
(P=0,011, P=0,019, respectivamente, para 0 14° e o0 25° dias). Nos 25° e 35° dias, a maior
parte do calo apresentava-se constituida por tecido 0sseo e cartilagem em ambos 0s grupos
(Figuras 9 e 10).

Apesar das diferencas ao se considerar a area de calo 6sseo distinguindo-se tecido
conjuntivo fibroso, cartilagem e tecido 6sseo em cada periodo experimental, pudemos
observar que a configuragéo do calo 6sseo foi similar em ambos os grupos, com idénticos
picos de formacéo para cada tecido, sendo 7 dias para o tecido conjuntivo, 14 dias paratecido
cartilaginoso e 35 dias para o tecido 6sseo. Os resultados referentes aos dados relativos da
andlise morfométrica (valores em mm? corrigidos em relacdo & &ea total andisada)
apresentaram esbogo idéntico ao dos valores absolutos para ambos os grupos em todos os

periodos avaliados.
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Figura 9 - Analise morfométrica.
A éarea ocupada pelos tecidos conjuntivo (A), cartilaginoso (B) e 6sseo (C) foi
medida nos diferentes periodos experimentais nos grupos controle (L) e diabético
(w). A delimitacdo da érea foi realizada circundando-se os limites de cada tecido
com o emprego do programa Image J. A &rea foi expressa em mm?. (*) indicam
diferencas significativas, valores de P< 0,05, em relacdo ao respectivo controle.
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Figura 10 - Aspecto microscépico do calo 6sseo.
Calo 6sseo nos animais do grupo controle no 7° dia (A) e 25° dia (C) e nos
animais do grupo diabético no 7° dia (B) e 25° dia (D). Coloracdo pela
hematoxilina-eosina. FT-extremidade da fratura. TB-osso trabecular. FC-tecido
conjuntivo fibroso, Ca-tecido cartilaginoso. Aumento 25x, coloracdo HE.

5.8 Andlise Microscopica do Pancreas

Foram analisados cortes histol6gicos do pancreas de animais do grupo controle e
animais diabéticos para avaliac8o das possive's ateracdes histolgicas decorrentes do uso do
aoxano (Figura 11). A Figura 11A, apresenta 0 aspecto microscopico das ilhotas de
Langerhans sem alteragBes, em cujo interior encontram-se predominantemente células beta
(produtoras de insulina) e alfa (produtoras de glucagon), as células beta séo alvo da acéo do
aloxano. Em comparagdo com o pancreas do animal tratado com aloxano (Figuras 11B e 11C)

pode-se observar que as ilhotas do pancreas normal sdo mais arredondadas, apresentam
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arquitetura regular e maior numero de células em seu interior. Por outro lado, as ilhotas do
pancreas diabéticos apresentaram diminuicdo de seu tamanho e distor¢cdo da citoarquitetura

em decorréncia da diminui¢do da populagéo de células beta (Figuras 11B e 11C).

Figura 11 - Aspecto microscopico do pancreas sob efeito do aloxano.
(A) Pancreas de animal controle (aumento 100x, coloragdo HE). (B) Pancreas de
animal diabético (aumento 100x, coloracdo HE). (C) Pancreas de animal
diabético (aumento 200x, coloracéo HE).
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6 DISCUSSAO

A concepcdo do trabalho em questdo foi fundamentada em evidéncias clinicas e
experimentais sobre a influéncia do Diabetes no reparo de fraturas, sendo o Diabetes
importante causa do retardo de consolidac&o de fraturas (LODER, 1988; PAPA et al., 1993).
O processo de consolidagéo de fraturas e reparo de defeitos 0sseos tem sido estudado em uma
variedade de modelos de Diabetes, incluindo ratos espontaneamente diabéticos (FOLLAK et
al., 2003; FOLLAK et al., 2004a; FOLLAK et al., 2004b; FOLLAK et al, 2005); ratos Wistar
BB (BEAM et al., 2002) e animais tratados com estreptozotocina (FUNK et al., 2000;
MACEY et al., 1989). Entretanto, o presente estudo é o primeiro trabalho relativo ao efeito do
Diabetes induzido pelo aoxano no reparo de fratura 6ssea fechada em ratos. Somado a isto,
poucos estudos na literatura (PADULA et al., 2003; FOLLAK et al., 2004a; FOLLAK et al.,
2004b) obtiveram dados histomorfométricos dos sitios de fraturas de animais diabéticos com
0 objetivo de identificar as possiveis influéncias do estado diabético sobre a consolidagdo
Ossea. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do estado diabético
induzido pelo aloxano sobre os parametros histomorfométricos do sitio de fratura. Os
resultados apresentados no presente trabalho foram recentemente submetidos para publicacdo
(Apéndice A).

Em relagdo a indugdo do Diabetes Mellitus utilizando aoxano, pudemos
comprovar a eficacia da droga, sendo observado um indice de conversdo de 43,7%. O
aloxano exerce uma acdo citotoxica direta nas ilhotas pancredticas, eliminando assim a
producdo de insulina e causando severa hiperglicemia no animal. Esta situagdo é andloga ao
Diabetestipo 1 em humanos (KATSUMATA et al., 1992; SZKUDEL SK1, 2001). Consistente
com a literatura, observamos no pancreas dos animais diabéticos uma reducdo no tamanho e
numero das ilhotas pancredticas e distorcdo de sua citoarquitetura, em decorréncia da
diminuicdo do nimero de células B (SCHOSSLER et al., 2004). Estudos prévios também
demonstraram a eficicia do aloxano em modelos animais para estudo do Diabetes Méellitus
(LUKENS, 1948; LOCATTO et al., 1993; LERCO et al., 2003).

A linhagem Wistar Rattus norvergicus foi escolhida em funcdo de ter sido
utilizada em trabalhos de pesquisas semelhantes, favorecendo a comparacdo de resultados
(UDUPA & PRASAD, 1963; BEAM et al., 2002; PADULA et al., 2003). Os niveis de
glicose considerados normais nestes animais variam entre 50 e 135 mg/100 mL (HARKNESS

& WAGNER, 1993), sendo considerados diabéticos animais com valores de glicemiaigual ou
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maiores que 200 mg/100 mL. (CARVALHO et al., 2003). Por outro lado, TONIOLO et al.
(1980) consideram diabéticos os animais que, apos o tratamento com aloxano, apresentaram
nivel de glicemiaigua ou maior que a média do grupo controle acrescido de 3 vezes o desvio-
padrdo desse grupo. No presente estudo, foram considerados diabéticos os animais com
glicemia igua ou superior a 200 mg/100 mL. Tal decisdo deveu-se ao fato de que um
pardmetro acima desse nivel nos obrigaria a empregar um grande nimero de animais em
funcdo da consideravel perda por mortes em razéo da hiperglicemia acentuada.

A via de administragdo do aloxano foi intraperitonial, conforme preconizado por
MAZZANTI et al. (2003) e SCHOSSLER et al. (2004). A opcdo por essa via de
administracdo da droga deveu-se a praticidade e facilidade em relacéo a via endovenosa. Esta
Ultima, apesar de apresentar diferenca significativa no indice de conversdo (80%), também
resulta em consideravel percentual de perda (40%) por morte na primeira semana apds a
inducéo (CARVALHO et al., 2003).

Os periodos experimentais adotados neste trabalho foram fundamentados nos
estudos de UDUPA & PRASAD (1963), que através de estudos histoquimicos descreveram a
evolucao do processo de consolidagao Gssea em ratos.

Com relagdo ao procedimento de inducdo de fraturas, no presente estudo
empregou-se 0 modelo de fraturas fechadas, em funcéo dos baixos indices de infeccéo, além
dos minimos danos aos tecidos moles (ZACHARIAS et al., 1990). Convém destacar que a
adocdo do mecanismo manual de trauma compressivo direto natibia para producéo de fratura,
por um Unico pesquisador, proporciona uma fratura padrdo, com um trago transverso, sem
cominucao, propiciando melhor avaliagdo comparativa nos periodos experimentais. Conforme
previamente verificado em outros trabalhos experimentais a ndo-imobilizacdo das fraturas
experimentais em tibias de ratos néo interfere na obtencdo da consolidacdo (CASTRO et al.,
2006). Além disto, a cirurgia para fixagdo interna dessas fraturas, estd associada a
complicacdes, tais como morte pos-operatoria e infeccdo (PELKER & FRIEDLAENDER,
1997). Mesmo quando meios ndo-cirdrgicos sao utilizados para estabilizacdo de fratura em
ratos, complicagdes podem ocorrer. Em estudo realizado por CASTRO et al. (2006),
utilizando imobilizag&o por gesso, os autores observaram que todos os animais evoluiram para
sindrome compartimental.

Consistente com dados clinicos (LODER, 1988) e experimentais (MACEY, et al.,
1989; FUNK et al., 2000; BEAM et al., 2002; FOLLAK et al., 2004b; FOLLAK et al., 2005)
previamente relatados na literatura, demonstrou-se neste estudo que o Diabetes Méllitus

retarda o processo de consolidacéo de fraturas fechadas em tibia sem imobilizacdo. Esse
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retardo nNnO processo ocorre Nnos primeiros estagios da cicatrizacdo, ou sga, no
desenvolvimento da formacéo do tecido mole abundante, associado ao atraso na diferenciacéo
de células com potencial osteogénico e condrogénico, possivelmente afetado pela ateracdo na
expressdo dos fatores de transcricdo que regulam a diferenciacdo destas células (LU et al.,
2004). Entre esses fatores, € relevante a atuagdo do PDGF na fase inicial do processo de
consolidacéo, conforme estudo de TYNDALL et al. (2003). Estes autores demonstraram, por
meio de estudos imuno-histoquimicos, uma diminuicdo da expressdo de PDGF nos animais
diabéticos, a qual foi relacionada a deficiéncia na sintese do coldgeno. A pouca formagéo
Ossea nos estagios iniciais da consolidacdo observada nos animais diabéticos poderia,
também, ser explicada pelo aumento do nimero de osteoblastos em apoptose observados no
tecido Osseo de animais diabéticos (HE et al., 2004). Tais deficiéncias foram também
comprovadas pelos estudos de MACEY et al. (1989); TOPPING et al. (1994) e GOOCH et
al. (2000). Verificou-se ainda, distdrbios no processo de mineralizacdo da matriz 0ssea em
animais diabéticos (FOLLAK et al., 2004b; FOLLAK et al., 2005). Outros fatores, como o
aumento da atividade osteoclastica (SUZUKI et al., 2005) e a incorporacdo de glicose as
proteinas da matriz celular podem contribuir para 0 atraso no reparo 0sseo observado nos
animais diabéticos (NEUMANN et al., 1999; GOOVA et al., 2001).

Um aspecto importante que pode também afetar a osteogénese € o processo de
angiogénese, aqual presumidamente estaria af etada nos animais diabéticos (DIB et al., 1992),
justificando o atraso da histogénese. Contudo, a maior reacdo tecidual observada neste estudo
nos estégios iniciais da consolidacdo Gssea possivelmente ndo demonstra a existéncia da
microangiopatia, geramente associada a estados diabéticos crénicos (OLIVEIRA &
MILECH, 2004).

Consistente com estudos prévios, nossos resultados demonstraram uma maior
reacdo inflamatéria e conseguente maior formagdo de tecido conjuntivo nos animais
diabéticos nos periodos iniciais de consolidacdo (GRAVES et al., 2005; WETZLER et al.,
2000). A presenca predominante de tecido conjuntivo, o atraso na formacéo de tecido Gsseo e
cartilaginoso e, ainda conforme documentado na literatura, o retardo no processo de
mineralizacdo (FOLLAK et al., 2004b; FOLLAK et al., 2005) contribuiu provavelmente para
uma menor resisténcia biomecanica do calo 0sseo (FUNK et al., 2000; GOOCH et al., 2000)
nos estagios iniciais da consolidacéo. Dessa forma, estes aspectos provavel mente propiciaram
um maior desvio nas fraturas e deslocamento entre os fragmentos, conforme evidenciado nas
radiografias dos animais diabéticos em comparagdo com 0s animais do grupo controle,

especia mente nos periodos mais tardios de consolidacdo. A avaliacéo radiogréfica confirmou
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ainda que os animais diabéticos apresentaram atraso na consolidacdo do sitio de fratura, o que
esta de acordo com achados prévios daliteratura (GOOCH et al., 2000).

Em conseqliéncia do desvio mais acentuado dos fragmentos no sitio de fratura, foi
observado nos animais diabéticos um aumento do volume do calo 6sseo e conseglientemente
maior formacdo de tecido 0sseo e cartilaginoso nos estdgios finais do processo de
consolidacdo. Dessa maneira, a presenca de um calo 0sseo mais exuberante nos animais
diabéticos provavelmente ira requerer periodos maiores para a remodelacdo e consolidacéo
definitiva da fratura. Com base nos nossos resultados, podemos sugerir que o Diabetes
Mellitus retarda, mas ndo impede o processo de consolidacdo Ossea de fraturas fechadas.
Sendo assim, o tratamento de fraturas em pacientes diabéticos deve requerer a reducdo
anatbmica e estabilizacdo dos fragmentos 6sseos, minimizando os efeitos da doenca sobre as
etapas sequenciais do processo de cura que, geramente, serdo dificultados em fraturas com
maiores desvios. Nesse contexto, as fraturas em pacientes diabéticos muitas vezes devem
requerer tratamento operatorio, com os cuidados exigidos na avaliacdo clinica pré-operatoria
rigorosa (OLIVEIRA & MILECH, 2004), em que pesem 0s riscos inerentes ao procedimento
nesses pacientes. Estudos experimentais (BEAM et al., 2002; FOLLAK et al., 2005;
MACEY, 1989) e estudos clinicos (HJORTRUP et al., 1985) demonstram que a doenca
diabética controlada pela terapia com insulina ndo induz repercussdes no processo de
consolidacéo de fraturas, o que reforca a necessidade de controle da doenca diabética para o
sucesso do reparo.

Consistente com a exuberante formacao dssea observada nos animais diabéticos
nos dias 14 e 25 apos a inducdo de fratura, verificamos que a andlise dos niveis séricos de
fosfatase alcalina nesses animais também foi significativamente maior em relacdo aos animais
do grupo controle. Além disso, observamos uma correlacdo estatistica significativa entre a
formagdo de tecido Gsseo e 0s niveis séricos de fosfatase alcalina nos animais diabéticos. Tais
resultados corroboram que o Diabetes induzido pelo aloxano afeta o processo de formagéo e
mineralizacdo matricial no o0sso, conforme previamente descrito em outros modelos de
Diabetes (MACEY et al., 1989; FUNK et al., 2000; BEAM et al., 2002; FOLLAK et. a.,
2004b; FOLLAK et. al., 2005). Estes resultados apontam a fosfatase alcalina como potencial
fator para 0 monitoramento clinico do processo de reparo 6sseo em individuos diabéticos.

Em conclusdo, este trabalho representa o primeiro estudo histomorfométrico do
reparo de fraturas em ratos com Diabetes induzido pelo aloxano. Nossos achados fortemente
sugerem que o estado diabético induzido pelo aloxano resulta em atraso nos processos de

osteogénese e condrogénese e, portanto, na consolidacdo da fratura. A reducdo anatdmica da
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fratura em individuos diabéticos, possivelmente traria uma menor expressdo dos efeitos

del etérios da doenca diabética no processo de reparo 0Sseo.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e com base na metodologia utilizada, podemos

concluir que:

O Diabetes induzido pelo aloxano interfere significativamente com o processo de
reparacdo de fraturas fechadas,

Nos sitios de fratura de animais diabéticos ocorre uma excessiva formacéo de tecido
conjuntivo e atraso nos processos de condrogénese e osteogénese nos periodos iniciais
da consolidacdo. Nesse contexto, a estabilidade do sitio de fratura € reduzida
contribuindo para um alinhamento deficiente dos fragmentos e consequiente aumento do
volume do calo 6sseo nas fases mais tardias de consolidac8o. Esse processo esta
possivelmente relacionado a necessidade de periodos maiores para uma remodelacéo e
completa consolidacéo da fratura em individuos diabéticos;

A andlise dos niveis séricos de fosfatase alcalina pode ser empregada como potencial
marcador para a avaliagcdo de modificacBes relacionadas a consolidacdo de fraturas em
diabéticos;

O significado clinico dos nossos dados € que durante o tratamento das fraturas em
individuos diabéticos é de crucia importancia que os fragmentos sejam reduzidos da
formamais anatbmica possivel, afim de se obter umarelativa independéncia do estado

hiperglicémico no reparo 0sseo.
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Apéndices

APENDICE

Apéndice 1. Areas médias de tecidos conforme periodo de
observacdo. Diabéticos e controle.

Area média dos tecidos por rato

Grupo | Rato p — —
Total Osse0  Cartilaginoso  Conjuntivo
A 23220,6 2075,3 6715,5 8080,9
B 27516,8 5930,9 5359,4 8150,4
GC1 C 327429 1928,3 12573,1 10047,7
D 248284 3186,1 3881,9 10314,6
ul E 29419,1 8054,1 6453,7 6092,1
— A 32931,9 6001,0 10562,3 6523,8
8 B 32139,8 7825,0 8693,1 4214,2
E GC2 C 32490,2 9455,3 10093,7 5407,6
@) D 31079,4 4754,4 12960,9 4158,3
8 E 32478,1 12725,0 7704,4 2299,5
8 A 32968,6 8149,0 2265,9 3866,0
D GC3 B 35583,1 15135,5 2832,6 2322,6
% C 34212,2 5177,8 1287,5 4784,8
E 35750,9 16249,9 6489,4 609,8
A 30058,8 15078,9 3366,7 515,1
cca B 35421,4 18289,5 235,0 1141,6
C 33681,9 14664,2 5226,6 432,2
D 35426,4 24308,3 1092,4 712,1
A 27240,9 1494 2314,4 14110,3
B 32356,1 784,3 1742,3 13817,6
GD1 C 35245,0 1230,0 2326,0 31689,1
D 16500,7 1294,5 2802,5 12403,8
E 22270,0 2496,6 2249,3 14102,9
F 33707,2 5516,2 9070,7 15937,6
A 34187,0 12621,0 17400,0 1196,3
wn B 33458,3 13878,5 145545 16424
8 GD2 C 28302,9 12998,4 13142,6 161,5
= D 28487,3 18402,5 8635,7 749,7
l‘-'ﬂ E 33386,2 18369,9 32979,5 3019,0
< F 28570,5 18826,6 9598,3 45,8
| A 28722,6 22367,0 5853,3 276,3
§ B 30428,3 20873,8 8982,3 0,0
) GD3 C 27207,1 21547,2 2230,7 1231,8
x D 29806,0 18352,4 8899,2 451,9
© E 299221 25160,8 4761,4 0,0
F 30066,5 215444 7699,2 219,2
A 22953,3 17049,9 44255 1477,8
B 30697,3 24051,6 6201,7 443,0
GD4 C 29053,9 22582,2 6148,0 323,6
D 232441 17309,1 5831,8 103,1
E 22865,6 19374,6 3491,0 0,0
F 23485,5 17001,4 6303,9 180,2
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Apendice 2. pesoinicial, peso final, glicemia e FA (GD)

Grupo GD1
: Peso .
Animal inicial | dlicemia F.A. Peso final
A 274,56 289 294 271,85
B 312,21 584 24 216,95
C 215,36 645 712 217,16
D 257,45 394 26 197,99
E 274,10 498 1535 270,84
F 261,23 526 850 257,70
Grupo GD2
. Peso Peso
Animal | piga | glicemia | FA- | g
A 288,15 234 261 317,94
B 277,66 560 958 265,51
C 240,87 567 704 244,78
D 236,11 619 916 222,35
E 300,74 449 453 297,70
F 238,44 697 655 194,00
Grupo GD3
. Peso Peso
Animal | e | dlicemia | FA Final
A 259,97 514 905 236,94
B 285,66 575 847 236,42
C 254,55 536 667 262,89
D 286,97 396 964 312,22
E 258,15 542 795 240,02
F 287,72 599 815 278,36
Grupo GD4
. Peso Peso
Animal [ icial | glicemia | FA- Final
A 238,35 563 1102 237,85
B 376,73 505 600 291,90
C 314,78 275 175 274,19
D 261,43 228 518 311,78
E 252,01 558 777 315,76
F 317,21 526 820 293,46
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Apéndice 3. peso inicial, peso final, glicemia e FA (GC)

Grupo GC 1
. Peso Peso
Animal e | dlicemia | A1 Eing
A 338,21 124 269 341,25
B 374,55 129 313 372,95
C 284,77 137 281 287,85
D 329,54 141 279 332,76
E 280,99 120 306 271,19
Grupo GC 2
. Peso :
Animal | oo | glicemia | FA. | Pesofinal
A 330,12 145 170 332,06
B 389,61 171 295 383,46
C 357,91 148 316 361,83
D 349,21 150 314 347,96
E 350,25 142 342 342,75
Grupo GC 3
: Peso .
Animal inicial | glicemia F.A. Peso final
A 365,35 150 194 349,39
B 354,73 140 216 382,56
C 369,78 176 175 394,73
E 369,40 152 241 375,00
Grupo GC 4
. Peso .
Animal inicial | glicemia F.A. Peso final
A 393,33 158 362 396,06
B 305,46 58 376 361,66
C 364,09 69 330 388,85
D 337,71 62 385 379,57
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Apéndice 4 pesoinicial, peso final, glicemia e FA

Grupo controle interno

. Peso .
Animal inicial Glicemia | F-A. Peso final
C 274,24 690 652 260,54
D 266,30 219 262 259,76
E 384,15 593 611 373,35
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