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Figura48  Microfotografia de osso cortical (corte longitudinal), do grupo D (x4). Unido Gssea
(seta azul), osteons secundarios, 0sso antigo (estrela preta) e 0sso novo (estrela azul)... 99
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RESUMO

Objetivou-se nesta pesquisa avaliar os efeitos da suplementag¢do com Lithothamnium calcareum,
da irradiacdo com LED e da associagdo destes dois tratamentos na consolida¢do de osteotomia
experimental em coelhos, por meio de exames radiogréafico, cintilografia 6ssea, densitometria
0Ossea e histologia. Utilizaram-se 20 coelhos machos da raca Nova Zeléndia, de 4 a 5 meses de
idade, com massa corporal média de 2,5Kg, que foram submetidos a osteotomia do ter¢co médio
da tibia direita e fixac¢do interna com dois pinos intramedulares. Os coelhos foram distribuidos-
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (A,B,C,D) com cinco animais cada. O grupo A
recebeu diariamente dieta contendo 0,75% de L. calcareum, o B recebeu a mesma dieta
associada ao tratamento com LED (50mW de poténcia, 870nm de comprimento de onda)
durante sete semanas, utilizando densidade energética de 12J/cm? em irradiagdo continua
durante 120 segundos em quatro pontos ao redor do foco da osteotomia. O grupo C recebeu a
irradiagdo com LED e o grupo D constituiu o controle sem tratamento adicional a fixagdo da
osteotomia. A evolugdo clinica ocorreu sem intercorréncias. A irradiacdo com LED foi de facil
aplicacdo, sem estresse para 0s animais, bem como as avaliagdes radiograficas que foram
realizadas somente com contencdo manual. As avaliagdes clinica e laboratoriais foram feitas
semanalmente e as radiografias e cintilografias, antes do estudo e em intervalos de 15 dias até o
final do experimento. A densitometria dssea e a histologia foram realizadas aos 60 dias. Os
resultados laboratoriais se mostraram dentro dos parametros fisiologicos. As avaliagdes
radiogréaficas e cintilograficas permitiram acompanhar a evolucao do processo de consolidagdo
gue ocorreu em todos os casos. Observou-se semelhanca das imagens radiograficas entre os
grupos A e D e entre B e C. O calo 6sseo nestes dois Ultimos mostrou evolucdo discretamente
mais lenta. Histologicamente verificou-se consolidagcdo completa em todos os animais do grupo
D (controle), em nenhum do grupo B, em 75% do grupo A e em 60% do grupo C. Dos
resultados pode-se concluir que embora tenha ocorrido a consolidacao clinica e radiografica aos
60 dias em todos os casos, histologicamente o grupo controle (D) foi melhor, mostrando que o
organismo sadio ndo necessita de estimulo para o processo de reparacdo éssea. O grupo B, da
associagdo do LED e L. calcareum, foi o de resposta mais lenta. Novas pesquisas devem ser
realizadas para avaliar o efeito da suplementacdo mineral e do estimulo de luz biomoduladora
em animais portadores de deficiéncias minerais e alteracBes osseas.

Palavras-chave: Lithothamnium calcareum, fotobiomodulacéo, cintilografia 6ssea, coelho,
osteotomia.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate LED irradiation in the consolidation of experimental
osteotomy in rabbits, by radiographic, bone scintigraphy and histology examinations. Twenty
male, New Zealand, white rabbits, 4-5 months of age with an average body mass of 2.5kg, were
surgically induced mid-tibial osteotomies, fixed with two intramedullary pins. The animals were
randomly divided into two experimental groups (A,B,C,D). The group A received diet
containing 0.75% of L. calcareum, group B receive the same diet and LED irradiation (50mwW
of power and 870nm of wave leng), with energy density of 12J/cm2 and continues outflow
irradiation for 120 seconds in four points around the osteotomy. Group C received the LED only
and group D served as a control without further tratement of the osteotomy fixation. LED
irradiation was easy to perform to the animals as well as the radiographic evaluations, bouth
were performed using only manual restraint. The clinical and laboratory assessments were made
weekly and radiographs and bone scintigraphies were done every 15 days until the end of the
experiment. Bone density scans and histology were performed at day 60. Radiographs and bone
scintigraphies show consolidation in all cases. A radiographic similarity was observed in the
images between groups A and D and between B and C. The callus development in grups B and
C was slightly slower. Histologically there was bone consolidation in all animals of group D
(control), none in group B, 75% in group A and 60% in group C. From the results we can
conclude that, although there was clinical and radiographic bone consolidation in all cases after
60 days, the control group proved to be better histologically, showing that a healthy organism
needs no aid to repair bone. In Group B, the association of LED and L. calcareum showed a
slower response. Further research should be conducted to assess the effects of mineral
supplementation and photobiomodulation on animals with mineral deficiencies and bone
alterations.

Keywords: Lithothamnium calcareum, photobiomodulation, bone scintigraphy, rabbits,
osteotomy.
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INTRODUCAO

O tecido Gsseo, considerado um tecido
estrutural e metabolico, proporciona suporte
e estrutura mecénica ao tecido mole
protegendo o cérebro e os Orgdos da
cavidade toracica e participa do
metabolismo mineral e da hematopoiese
(Doblaré et al. 2004; Samuelson, 2007).
Esse tecido tem uma grande capacidade de
regeneracdo, € provido de forca e rigidez,
possui elasticidade limitada e quando lesado,
inicia-se uma série de reagdes que sob
condi¢bes normais, tém o potencial para
restaurar a arquitetura e propriedades
mecanicas do tecido (Webb e Tricker, 2000;
Hungria, 2007; Schindeler et al. 2008).
Entretanto, a consolidagdo das lesdes Osseas
pode ser influenciada por diversos fatores
como o tipo, duracdo e intensidade do
trauma, resposta inflamatoria, suprimento
sanguineo, idade do paciente, doengas e
estados metabolicos e nutricionais, reducgdo,
estabilizacdo da fratura, carga e movimento
(Khadra et al. 2004; Perumal e Roberts,
2007). Muito embora em condi¢des normais
a maioria das fraturas ndo apresente
problemas de consolidacéo, existem algumas
situacbes em que o tecido 6sseo nao
responde  convenientemente.  Algumas
condicbes sistémicas como ma nutrigdo,
diabete, osteoporose, infecc¢des, reducdo ou
perda do suprimento sanguineo,
instabilidade biomecéanica, auséncia de
contato 6sseo, magnitude da lesdo e fatores
iatrogénicos  podem  comprometer a
consolidacdo 6ssea levando a unido
retardada ou & ndo-unido (Denny e
Butterworth, 2000; Doblaré et al. 2004).

Diferentes métodos terapéuticos tém sido
pesquisados na tentativa de promover
aceleracdo ou melhora do processo de
regeneracao 6ssea, como o uso de fatores de
crescimento, células tronco, auto e alo-
enxertos (Rijk et al. 2003), fontes
fotobiomoduladoras (Desmet et al. 2006),
suplementos alimentares (Doetsch et al.
2004), dentre outros (Oztirk et al. 2008).
Porém, muitos deles apresentaram resultados
ainda inconsistentes e controversos, talvez
em parte, pela falta de padronizacdo dos
tratamentos para as diferentes espécies e
situacdes clinicas em que foram utilizados.

A terapia com fontes de luz de baixa
intensidade, conhecida como
fotobiomodulagéo, utiliza fontes
monocromaticas e espectros de luz desde o
vermelho visivel até o infravermelho
préximo, tem sido empregada tanto in vitro
quanto in vivo com resultados varidveis
(Matsuzaka et al. 2004; Liu et al. 2007; Kim
et al. 2008). Este tipo de tratamento baseia-
se na capacidade da luz no espectro
vermelho ou infravermelho préximo de
alterar, direta ou indiretamente, o
metabolismo celular como resultado da
absorcdo por fotoreceptores presentes nas
células (Karu, 1999; Desmet et al. 2006;
Mikail, 2009). Uma das fontes
fotobiomoduladoras séo os diodos emissores
de luz (LED - Light Emitting Diode) que
vém sendo introduzidos na pratica clinica
como alternativa terapéutica a laserterapia e
ttm demonstrado  efeitos  anabdlicos
semelhantes  sobre diferentes tecidos,
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modulando as funges celulares (Vinck et al.
2003; Casalechi et al. 2008).

Essas fontes fotobiomoduladoras séo
métodos terapéuticos clinicamente aceitos
para o tratamento da dor e na reparagdo de
tecidos moles como feridas infectadas,
isquémicas e hipoxicas, lesdes da retina,
mucosa oral, coracdo e nervo Optico
(Whelan et al. 2001; Brawn e Kwong-Hing
2007; Corazza et al. 2007). Recentemente,
efeitos anabolicos sobre as células
precursoras dos osteoblastos também foram
demonstrados, o que indica um efeito
benéfico do LED sobre as células ésseas,
sugerindo seu potencial para aplicacdo
clinica nas patologias deste tecido (Kim et
al. 2008). A maioria dos estudos que
sugerem efeitos anabodlicos sobre o tecido
0sseo tem utilizado o laser como fonte
biomoduladora (Guzzardella et al. 2003;
Pinheiro e Gerbi, 2006; Liu et al. 2007).
Esses resultados indicam que a luz, sob
condicdes especiais de aplicacdo, pode
modular beneficamente a resposta do tecido
0sseo. No entanto, as controvérsias
levantadas e a escassa literatura disponivel
com emprego do LED parecem indicar, que
a  fotobiomodulagdo  como  método
terapéutico das patologias do tecido 6sseo,
ainda ndo estd totalmente estabelecida e
desta forma, mais pesquisas precisam ser
conduzidas para 0 entendimento dos
mecanismos celulares que levam aos efeitos
anabolicos do LED. Também, é necessario
padronizar os protocolos terapéuticos para
fornecer resultados objetivos e replicaveis
que comprovem a eficacia desta terapia, com
vista a indicacdo do melhor potencial
terapéutico do LED no tecido 6sseo.

Outro método que tem sido utilizado para
auxiliar no processo de reparacdo 6ssea € 0

uso dos nutracéuticos, que podem
proporcionar beneficios com a prevencédo ou
0 tratamento de doencas metabdlicas
(Andlauer e Furst, 2002). O Lithothamnium
calcareum, uma alga marinha rica em
elementos minerais, principalmente célcio e
magnésio, utilizada na nutricdo animal,
demonstrou ter efeitos variaveis (Dias, 2001;
Melo e Moura, 2009). A sua utilizacdo na
alimentacdo animal foi avaliada em
diferentes espécies melhorando a saude dos
animais, o ciclo reprodutivo e a qualidade
dos derivados, como carne, leite e ovos
(Pope et al. 2002; Melo et al. 2008, Euler,
2009). A vantagem desta fonte mineral é sua
alta  solubilidade, fator  diretamente
relacionado a absorcdo intestinal e a
biodisponibilidade do produto no organismo
(Orsine et al. 1989; Melo et al. 2006).
Existem poucas pesquisas publicadas
relatando os efeitos desta alga calcéria sobre
0 tecido 6sseo. Porém, ja foram sugeridos
efeitos  anabdlicos sobre  0s  0ssos,
estimulando o crescimento (Assoumani,
1997, Pope et al. 2002) e recentemente na
consolidacdo de fratura (Palhares et al.
2008) e falha Ossea (Teixeira, 2008).
Pesquisas ainda devem ser conduzidas para
se estudar o efeito do L. calcareum sobre o
tecido 6sseo e mais especificamente na
consolidagdo de fraturas.

Desse modo, o conhecimento adicional nos
tratamentos existentes e a busca de novos
métodos ndo invasivos que estimulem a
consolidacdo dssea adquirem consideravel
importancia. O objetivo deste trabalho €
avaliar os efeitos da fotobiomodulagéo, do
Lithothamnium calcareum e da associagdo
destes dois tratamentos na consolidacdo de
osteotomia experimental em coelhos, por
meio de exames clinico, radiografico,
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cintilografia dssea, densitometria 6ssea e
histologia.

LITERATURA CONSULTADA

Tecido Osseo

O o0sso é um tecido conjuntivo, duro
especializado e que possui importantes
funcdes estruturais e metabdlicas (Doblaré et
al. 2004; Samuelson, 2007). A habilidade
deste tecido em armazenar minerais, em
especial calcio, principalmente na forma de
cristais de hidroxiapatita, € uma das
caracteristicas que o diferencia dos outros
tecidos conectivos (Samuelson, 2007). No
coelho o esqueleto é mais fragil que em
outras espécies e representa 8% do peso
corporal total (Harkness e Wagner, 1993;
Mader, 1997).

No adulto, o osso lamelar pode ser cortical
(compacto) ou trabecular (esponjoso).
Microscopicamente, 0 0sso cortical possui
um osteon ou sistema de Havers orientado
longitudinalmente, onde a matriz
extracelular é depositada em camadas
concéntricas ao redor do canal vascular
central chamado canal de Havers. Dentre as
camadas podem-se observar lacunas que
contém os osteocitos (figura 1) (McDowell,
1992; Webb e Tricker, 2000, Doblaré et al.
2004).

No osso compacto, fibras nervosas e vasos
sanguineos, passam pelo canal de Havers e
pelos canaliculos até chegar aos ostedcitos.
O osso trabecular recebe o aporte sanguineo
do enddsteo no canal medular. Os canais de
Volkmann sdo transversais e obliquos e

unem tanto os canais de Havers quanto o
sistema vascular do enddsteo e do peridsteo
(figura 1) (Samuelson, 2007).

O suprimento sanguineo do 0sso maduro
normal deriva-se da circulacdo sistémica,
através de artérias nutricias, metafisarias e
periosteais (Doige, 1990; Denny e
Butterworth, 2000). O fluxo normal do
sangue através do cortex diafisario dos 0ssos
longos é de forma centrifuga, da medula
para o periésteo (Wilson, 1991). O sistema
vascular aferente encontra-se na cavidade
medular do 0sso e é constituido pela artéria
nutricia e pelas artérias metafisarias
proximal e distal. A artéria nutricia atravessa
a cortical e penetra na cavidade medular
onde se divide em artérias ascendentes e
descendentes nutrindo o enddsteo da regido
diafisaria do osso (Wilson, 1991; Denny e
Butterworth, 2000). As metéfises dsseas sdo
supridas pelas maltiplas artérias metafisarias
que se unem as artérias diafisarias (Wilson,
1991). Nos ossos longos, medula e cortex
possuem vascularizagdo paralela, por meio
de ramos vasculares que derivam-se da
artéria nutricia. O ramo que nutre o cortex
divide-se para suprir 0s vasos dos canais de
Havers (figura 2) (Wilson, 1991).

O peridsteo, que encontra-se unido ao 0sso e
em contato externo com a musculatura,
possui vasos sanguineos, tecido conectivo
fibroso denso e células osteogénicas (Eurell
e Van Sickle, 2006; Samuelson, 2007). Sua
vascularizacdo consiste em vénulas e
arteriolas que provéem um aporte sanguineo
restrito, atingindo apenas um quarto a um
terco da espessura da cortical, onde se
anastomosam com os capilares do sistema
arterial medular. A pressdo do fluxo
sanguineo medular parece limitar o fluxo
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periosteal para a parte interna do cortex
(figura 2) (Wilson, 1991).
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Figura 1. Representagdo gréafica da estrutura microscopica do osso cortical. (a) Esquema 3D do osso cortical, (b) corte do sistema de
Havers, (c) fotomicrografia de um sistema de Havers. (Tomado de Doublaré et al. 2004).
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Figura 2. Esquema do suprimento sanguineo de um osso longo maduro. (Tomado de Denny e Butterworth, 2000).

Durante a vida 0 osso cresce, modifica a sua
forma, se regenera e sofre constante
remodelacdo. No adulto, a formagdo e a
reabsor¢do G6ssea mobilizam e rearmazenam
0 célcio e o fésforo dos ossos, sendo que o0
equilibrio entre essas atividades ao longo do
tempo ird determinar a massa 0ssea. Esses
processos sd0 mediados por eventos
mecéanicos, hormonais e fisioldgicos
(McDowell, 1992; Doblaré et al. 2004).
Dentre os fatores que promovem 0 processo
de reabsorcdo Ossea estd principalmente a
remogao de tecido necrosado, mas também,
processos  prolongados de  estresse
biomecéanico, desequilibrios nutricionais
como deficiéncia de vitaminas e/ou minerais
como o célcio, diminui¢do ou auséncia de
atividade fisica e mudancgas na secrecdo de
hormdnios (Samuelson, 2007).

Quando lesado, o tecido dsseo, diferente de
outros 6rgdos, pode-se regenerar, de forma
que apo6s a remodelagdo volta para seu
estado fisiolégico normal (forma e fungéo).
Esse complexo processo que envolve a
interacdo de diversos mecanismos esta
sujeito a uma ampla possibilidade de
variagOes e pode ser dividido em diferentes
fases  sequenciais que compreendem
inflamacdo aguda, formagdo do hematoma,
angiogénese, formagéo do calo, ossificagéo e
remodelacdo (figura 3) (Webb e Tricker,
2000; Doblaré et al. 2004). A duracdo de
cada fase e 0 tempo necessario para
completar o processo de reparagdo tecidual
depende de alguns fatores como a idade do
paciente e estado de salde geral, tipo,
duracdo e intensidade do trauma, resposta
inflamatoria, suprimento sanguineo local,
reducdo, estabilizacdo, carga e movimento
(Schelling, 1991; Pinheiro e Gerbi, 2006).

Y
(== @ Hemtom
‘ o -

AN

Fratura

‘ (b) Formacio do calo
0850 imaturo SR
cartilagem hialina @

Figura 3. llustragdo esquematica da consolidagdo 6ssea
secundaria. (a) Formagdo do hematoma no sitio da fratura. (b)
Substitui¢do do hematoma por calo 6sseo. (c) Processo de
remodelagdo 6ssea. (Tomado de Denny e Butterworth, 2000).

Quando se produz uma fratura o peridsteo é
dilacerado, o0s vasos sanguineos sao
rompidos, o0s fragmentos 0sseos sdo
deslocados e o tecido mole é traumatizado.
Como consequéncia, ocorre sangramento
local com subsequente formacdo do
hematoma e interrupgdo do fluxo sanguineo
(Doige, 1990; Schelling, 1991).

S8o descritos dois tipos de consolidacdo
0ssea, primaria e secundaria, e a sua
ocorréncia depende fundamentalmente do
grau de estabilidade presente no foco da
fratura durante todo o processo de
consolidagdo (Hungria, 2007; Schindeler et
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al. 2008). Na consolidacdo primaria, direta
ou por primeira intengdo, 0 0sso € o Unico
tecido formado entre os fragmentos Gsseos;
enquanto na consolidagdo secundaria,
indireta ou por segunda intencdo, forma-se
inicialmente um tecido conectivo
cartilaginoso ou fibroso entre os fragmentos
0sseos, chamado de calo, que ira se
mineralizar e seré substituido
progressivamente por osso (Kaderly, 1991).
A rigidez da fixacdo ou da imobilizagdo da
fratura determina o tamanho do calo
cartilaginoso e consequentemente o tipo de
consolidacdo (Schelling, 1991; An et al.
1999).

A consolidacdo primaria depende de dois
fatores bésicos que sdo a vascularizagdo
local (bioldgico) e a estabilidade absoluta
(mecénico) (Hungria, 2007). Este tipo de
consolidacdo é observada geralmente nas
reducBes abertas com fixacdo interna rigida,
onde hé redugo, estabilizagdo e compressao
do foco da fratura, com consequente
eliminacdo do processo bioldgico de
estabilizacdo progressiva, sem formacao dos
tecidos de granulacdo, fibroso e
cartilaginoso (figura 4) (Webb e Tricker,
2000; Hungria, 2007). Caracteriza-se pela
auséncia do calo periosteal e endosteal uma
vez que aparentemente sdo eliminados os
sinais  biol6gicos  responsaveis  pelo
recrutamento de  células  precursoras
osteogénicas dos tecidos adjacentes
(Kaderly, 1991). Entretanto, a grande
maioria das fraturas sofre consolidacdo
secundaria, onde existe um discreto
movimento dos fragmentos 0sseos que sao
progressivamente estabilizados em funcéo
da restauracdo da circulagdo sanguinea local
até a formacdo de tecido dsseo com
recuperacdo da capacidade de carga
(Hungria, 2007). Dispositivos de fixacdo de

fraturas como  pinos intramedulares,
reduzem, mas ndo impedem, o movimento
dos fragmentos &sseos, 0 que estimula a
invasdo vascular e a formagdo do calo ésseo
(Webb e Tricker, 2000).

Figura 4. Desenho da ossificacdo primaria apresentada nas
fixacOes rigidas (tomado de Kaderly, 1991).

O processo de consolidagdo  OGssea
secundaria € um conjunto de respostas
teciduais sequenciais. Imediatamente apés a
fratura, ocorre uma hemorragia local devido
a ruptura de vasos periosteais, medulares e
corticais presentes nos canais de Havers e de
Wolkman, com consequente formacdo do
coagulo e interrupcdo do fluxo sanguineo
local na tentativa de promover hemostasia.
Consequentemente, a isquemia local causa
necrose tecidual que é removida pelos
macrofagos. Paralelo a este processo, ocorre
reorganizacdo do coagulo formando-se um
tecido de granulag&o inicial pela migracdo e
proliferacdo de células mesenquimais
indiferencadas provenientes dos tecidos
moles adjacentes, como também
neoformacdo de pequenos vasos sanguineos.
Deste modo, forma-se o calo primario que
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confere estabilizacdo inicial a fratura (Webb
e Tricker, 2000; Doblaré et al. 2004;
Schindeler et al. 2008). E importante
considerar que a proliferacdo vascular e o
suprimento sanguineo extradsseo persistem
somente até o restabelecimento total do
sistema vascular aferente (Schelling, 1991).

De modo geral, o calo cartilaginoso forma-
se nos primeiros dias pés-trauma e divide-se
em interno produzido pelo enddsteo, e
externo, considerado o mais importante,
produzido pelo periésteo (Doige, 1990;
Webb e Tricker, 2000). Na formac&o do calo
0sseo, células mesenquimais aferentes do
periésteo, enddsteo e medula Ossea,
diferenciam-se em condrdcitos, osteoblastos
e fibroblastos. Os condrdcitos proliferam e
sintetizam matriz cartilaginosa até a
completa  substituicdo do tecido de
granulacdo por cartilagem, enquanto o0s
fibroblastos continuam sua proliferacéo.
Paralelamente, se produz a invasdo de
células do endotélio vascular e inicia-se a
angiogénese  (Doblaré et al. 2004;
Schindeler et al. 2008). Em seguida, inicia-
se a formagdo de matriz 6ssea mineralizada
que comeca nas areas de maior estabilidade
na periferia do calo. Essa fase representa o
periodo mais ativo da osteogénese e
caracteriza-se  por elevada atividade
osteoblastica (Schindeler et al. 2008). O calo
0sseo primario (cartilaginoso) é
progressivamente substituido por calo 6sseo
secundario (mineralizado) formando uma
ponte rigida ao redor do foco da fratura,
conferindo maior resisténcia a mesma. O
processo de remodelacéo, considerado a fase
final e a mais longa do processo de
consolidacéo 0ssea, consiste na
reestruturagdo do 0sso imaturo na
configuracéo original pela acao
principalmente dos osteoclastos. Essa fase

comeca lenta e progressivamente com o
intuito de restabelecer a estrutura e funcéo
original do osso (figuras 3 e 5) (Doige,
1990; Schelling, 1991; Webb e Tricker,
2000; Doblaré et al. 2004; Samuelson,
2007). Embora as fases sequenciais de
consolidacdo  descrevam  0s  eventos
fundamentais ocorridos através do tempo de
regeneracdo Ossea, existe uma inter-relacéo
entre eles, sendo que a substituicdo do calo
por o0sso lamelar ocorre simultaneamente
com a mineralizacdo da cartilagem, invasao
vascular e formacdo de osso imaturo. Além
disso, eventos  fundamentais  como
proliferacdo e diferenciacdo celular, sintese
de matriz extracelular acontecem durante
todas as fases de consolidagdo (Schindeler et
al. 2008). Segundo Richardson (2000),
devido ao metabolismo acelerado da
espécie, as fraturas nos coelhos apresentam
um calo dsseo por volta do décimo dia ap6s
0 trauma, sendo que a consolidacdo 6ssea
completa, em fraturas sem complicagdes,
ocorre geralmente as seis semanas pos-
trauma.

Ossificacdo
Intramembranosa

Ossificagdo
Endocondral

Figura 5. Representacdo gréafica da consolidacdo 6ssea
secundaria. Calo 6sseo apés nove dias da fratura mostrando
0ss0 maturo sob o periésteo (ossificagdo intramembranosa) e
abundancia de tecido cartilaginoso adjacente a fratura
(condrogenése) (Fonte: Doblaré et al. 2004).
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Diferentes espécies animais tém sido
empregadas em pesquisas de consolidacéo
de fraturas e osteotomias (An e Friedman,
1999, An et al. 1999). Apesar de todos os
organismos apresentarem algumas
diferencas na fisiologia Ossea, Norris e
colaboradores (2001) propuseram o coelho
como modelo particularmente Gtil para se
estudar a fisiologia dssea humana, uma vez
gue essa espécie apresenta padrdes de
crescimento 0sseo e perfis de massa 0ssea
semelhantes as dos seres humanos. O
fechamento das placas epifisarias no coelho
ocorre por volta das 28 semanas de idade e
parece estar associado, como nos humanos,
as concentracdes de estrdbgenos no
organismo (Harcourt-Brown, 2002). Além
disso, a densidade mineral Gssea continua
aumentando até as 36 semanas de vida, oito
semanas ap06s a maturidade esquelética.
Padrbes de aumento de densidade 6ssea apds
o fechamento epifisdrio também sdo
observados em humanos (Norris et al.
2001). Outra das vantagens é a semelhanca
do comportamento dos marcadores de
remodelacdo Ossea e a 1,25diidroxivitamina
D. O metabolismo acelerado do coelho faz
com que esses eventos fisiologicos
acontecam em periodos de tempo mais
curtos do que nos humanos, fato que facilita
e aprimora o0 estudo dos processos
fisiologicos no tecido Osseo. Todavia, 0s
autores alegam uma possivel desvantagem
do coelho, uma vez que a quantidade de Ca
ingerida por kg de massa corporal é maior
do que a registrada em humanos. Porém, isto
também é observado com outros modelos
animais (Norris et al. 2001).

Fotobiomodulacéo

Varias técnicas tém sido usadas na tentativa
de melhorar a regeneragdo do tecido 6sseo,
dentre elas estd a terapia com luz de baixa
intensidade (<500mW de poténcia média),
mais  comumente  conhecida  como
fotobiomodulagdo, a qual utiliza fontes de
luz que parecem promover e/ou regularizar
processos metabdlicos que resultam em
reparacdo de tecidos e alivio da dor (Bartels,
2002; Guzzardella et al. 2003). Entretanto, a
fotobiomodulacdo estd a margem das
praticas aceitas nos  aspectos ndo
convencionais da medicina veterinaria
complementar e alternativa (Bartels, 2002).

Terapias fotobiomoduladoras tém sido
testadas utilizando diferentes poténcias e
densidades energéticas no tratamento de
diversas patologias. Laserterapia de baixa
energia (Low-Level Laser Therapy — LLLT)
e diodos emissores de luz (Light Emitting
Diodes - LED), utilizando espectros
luminosos  entre  630-1000nm,  tém
demonstrado, tanto em culturas celulares
quanto em  modelos  experimentais,
promover o processo de proliferacdo e
diferenciagdo celular e reparagdo de tecidos
como pele, tenddes, ligamentos, 0ssos e
cartilagem (Pontinen et al. 1996; Whelan et
al. 2001, Bartels, 2002; Corazza et al. 2007,
Casalechi et al. 2008; Oliveira et al. 2008).
Os autores supracitados, alegam que esse
efeito parece ser conseguido através da
estimulacdo  de  diversos  processos
biol6gicos como angiogénese, proliferacao
celular, quimiotaxia, sintese de colageno,
liberagdo de fatores de crescimento, dentre
outros.

Evidencias sugerem que a absor¢do da luz
ocorre por meio de biomoléculas especificas
presentes no tecido irradiado, que
transformam a energia luminosa em energia
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bioquimica (Karu 1999; Mikail, 2009). A
irradiacdo celular em certos comprimentos
de onda pode ativar alguns fotoreceptores
presentes na célula (Karu, 1999). Desta
forma, as reacbes bioquimicas especificas,
bem como todo o metabolismo celular
podem ser alterados. Estes fotoreceptores
também chamados de cromdéforos naturais
sdo o citocromo das mitocondrias, a
hemoglobina, a bilirrubina, a mioglobina e a
melanina, que quando estimulados dardo
inicio a vias secundérias de sinalizacdo
celular, resultando em aumento do
metabolismo  energético, modulagcdo de
fungdes celulares e consequente estimulo
dos mecanismos de reparacdo celular
(Desmet et al. 2006; Mikail, 2009).

Acredita-se que a sequéncia de eventos
moleculares comeca pela absor¢do da luz
por fotoreceptores. Apos absor¢do da luz, de
certo comprimento de onda utilizado para a
irradiacdo, esta molécula assume um estado
eletronicamente excitado, a partir do qual
processos moleculares priméarios podem
levar a um efeito bioldgico mensuravel em
determinadas circunstancias (Karu et al.
2005). Para ser considerado fotoreceptor e
participar da fotobioregulacdo, esta molécula
deve fazer parte de uma estrutura chave que
regule uma via metabodlica. Cadeias redox
sdo um exemplo deste tipo de estrutura
(Karu, 1999). Segundo Karu (1999), existem
mecanismos de acdo  primarios e
secundarios, porém, ainda ndo estdo
totalmente  estabelecidos.  Mecanismos
primarios ocorrem durante a irradiagdo
atuando diretamente sobre as moléculas
fotoreceptoras. Entretanto, sabe-se que
muitas reagGes bioquimicas na célula
ocorrem horas ou mesmo dias apos
irradiacdo, sendo conhecidas como reacdes
secundarias (Karu, 1999).

Tem sido sugerido que as mitocondrias séo
sensiveis & irradiagdo com fontes luminosas
monocromaticas, as quais induzem ativagao
da cadeia respiratoria na célula, produzindo
mudangas no redox na mitocéndria e no
citoplasma celular (Karu, 1999). Essas
mudangas influenciam  diretamente a
permeabilidade celular, aumentando a
atividade da Na'/K*-ATPase, afetando o
fluxo de Ca" que ird, de forma indireta,
modular a sintese de DNA e RNA, com
consequente modulagdo da proliferacdo
celular (figura 6) (Karu, 1989; Karu et al,
2005, Millis et al. 2005).

Esses mecanismos de bioestimulagdo,
parecem ser induzidos por fontes luminosas
no espectro visivel e infravermelho proximo
(400-1000nm)  (Karu,1989) e diferem
discretamente  daqueles  gerados  por
espectros de luz ndo visiveis (>1000nm),
uma vez que a sequéncia de eventos parece
ser iniciada ao nivel da membrana celular,
provavelmente através de efeitos fotofisicos
nos canais de Ca™ e ndo na mitocondria
(Smith, 1991, Millis et al. 2005). Entretanto,
sugere-se que independente do local onde
for iniciado o estimulo, o resultado
bioestimulante parece ser 0o mesmo:
proliferacdo celular (figura 6) (Smith, 1991).
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DNA
A @
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Figura 6. Esquema apresentando o modelo de estimulacdo
bioldgica pela radiagdo laser de baixa energia (Tomado de
Smith, 1991).

Fotoresposta

Uma das fontes fotobiomoduladoras
utilizadas clinicamente sdo os diodos
emissores de luz (Light Emitting Diodes —
LED) que estdio sendo introduzidos
comercialmente  como  alternativa a
laserterapia, uma vez que a irradiagdo com
fontes de luz ndo coerente € mais econdémico
e parece ser tdo eficiente quanto a irradiacéo
por laser (Stahl et al. 2000; Enwemeka,
2006). Um LED é um componente
eletrbnico formado por materiais
semicondutores, onde, por meio da
movimentacdo de elétrons, é produzida a
emissdo espontanea de luz monocromatica,
ndo coerente, sem aumento de temperatura
(Millis et al. 2005; Mikail, 2009).

O LED como fonte de luz apresenta
diferenca em relacdo ao laser. Uma dessas
diferencas estd na forma de gerar a luz, que
no LED é tipicamente produzida por um
mecanismo de emissdo espontdnea de

radiacdo e no laser a emissdo de luz €
estimulada por uma substancia radioativa,
como gases de hélio-neon (HeNe), arsenato
de galio ou arsenato de galio-aluminio
(GaAlAs) dentro outros (Millis et al. 2005).
Desta distingdo basica decorrem as
diferencas estruturais e funcionais entre 0s
dois dispositivos. Assim, trés caracteristicas
principais diferenciam o tipo de luz
decorrente de um dispositivo LED, daquele
produzido pelo laser ou a luz comum:
monocromatico, ndo coerente e ndo
colimado. Monocromatico significa que toda
a luz gerada pelo LED é de um Unico
comprimento de onda e uma Unica cor.
Colimacdo faz referéncia a distribuicdo dos
raios e acontece quando todos os fétons
caminham de forma paralela na mesma
direcdo, como ocorre com o laser e ndo com
0 LED. Assim, no laser, o feixe de luz
mantém o didmetro desde a origem até o fim
(ndo divergente). A coeréncia da luz refere-
se a forma como os f6tons viajam no espago
e no tempo, e ocorre quando se tém ondas de
um mesmo comprimento que séo
encaminhadas de forma sincronica, como
ocorre com o laser. Esta caracteristica
ocorre em menor proporgdo com a luz
gerada pelo LED e ndo acontece com a luz
comum, onde diversas ondas sdo emitidas de
forma assincronica, cada uma com diferente
frequéncia e comprimento de onda (figura 7)
(Millis et al. 2005; Mikail, 2009).

A radiacdo emitida pelo LED pode ser
definida como  monocromatica, néo
coerente, espontanea, sem emissdo de calor
e com divergéncia maior do que o laser
(figura 7).
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Luz do sol — policromatica, nio coerente

LED —monocromitica, nio coerente

A

Lager — monocromatica, coerente

Figura 7. Desenho apresentando as principais diferengas entre
aluz do sol, a luz do LED e a luz do laser.

De forma geral, a luz é dispersada e
distribuida difusamente na medida em que
penetra no tecido, fato que pode ser
influenciado pela coeréncia da luz.
Teoricamente, acredita-se que laser, LED e
luz policromética ndo se dispersam nem se
distribuem da mesma forma nos tecidos
(Enwemeka, 2006). A penetragdo tecidual
dos raios laser, usados nas terapias de baixa
energia, tem sido definida em humanos e
sabe-se que a coeréncia é diretamente
proporcional a distribuicdo da luz nos
tecidos: maior comprimento de onda, maior
penetracdo (Millis et al. 2005; Mikail,
2009). Os autores atribuem os efeitos
terapéuticos do laser a essa caracteristica
(Millis et al. 2005). Porém, evidéncias
sugerem que ndo é esta propriedade fisica a
responsavel pelos efeitos anabolicos das
fontes fotobiomoduladoras, uma vez que o
LED demonstrou ser terapeuticamente tdo
eficiente quanto o laser no reparo tecidual
(Whelan et al. 2001; Desmet et al. 2006).
Smith (1991) alega que é a radiacdo a

responsavel pelos efeitos fotobioldgicos e/ou
fotofisicos gerando respostas terapéuticas e
ndo os dispositivos utilizados. Assim sendo,
a distincdo entre os  dispositivos
fotobiomoduladores, principalmente o LED
e o laser, poderia ser feita pela coeréncia da
luz propriamente dita e a coeréncia apos
interacdo  biolégica com os tecidos
(Enwemeka, 2006). Fatores como a
caracteristica do tecido a ser irradiado deve
ser levado em consideragdo, uma vez que 0
pelo e o tipo de pele parecem influenciar na
penetracgdo da luz (Millis et al. 2005).

O LED também difere do laser na
guantidade de energia necesséria para a
geracdo da luz, sendo bem menor com o
LED (Stahl et al. 2000). Ainda, o laser,
devido & colimagdo da luz possui uma
limitada largura do feixe, dificultando o
tratamento de grandes &reas de tecido.
Alguns tipos de laser emitem uma
quantidade de calor que poderia,
potencialmente, produzir ou aumentar o
dano nos tecidos. Em contraste, o LED pode
ser construido em diferentes tamanhos para
alcangar grandes éareas de tecido e ndo
emitem calor, tornando-os uma fonte
luminosa simples, pratica e econdmica
(Desmet et al. 2006).

Contudo, os mecanismos que levam aos
efeitos fotobiomoduladores nos diferentes
tecidos ainda ndo sdo bem entendidos, mas é
consenso de que o efeito parece depender do
momento da irradiacdo (Karu, 1989;
Pinheiro e  Gerbi, 2006), sendo
aparentemente mais efetivo nas fases iniciais
de maior proliferagcdo celular (Vinck et al.
2003; Matsuzaka et al. 2004; Huang et al.
2007). Deve ser considerado que o
tratamento com laser parece funcionar nos
casos de danos teciduais graves ou em
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estados patologicos (Karu, 1989; Smith,
1991; Brawn e Kwong-Hing, 2007).

Os efeitos fotobiomoduladores do LED nos
tecidos e no metabolismo celular tém sido
pesquisados in vivo (Vinck et al. 2005;
Corazza et al. 2007) e in vitro (Vinck et al.
2003, Huang et al. 2007). In vivo, o LED
tem sido utilizado no tratamento da dor e na
reparacdo de tecidos com resultados
satisfatérios (Whelan et al. 2001; Casalechi
et al. 2008).

Vinck e colaboradores (2003) avaliaram a
proliferagdo de fibroblastos in vitro,
comparando diferentes tipos de LED com o
laser e concluiram que tanto o LED quanto
0 laser induzem efeitos benéficos ao nivel
celular. Efeitos similares nos fibroblastos
foram reportados por Huang e colaboradores
(2007).

No tecido dsseo, a maioria dos
pesquisadores tem empregado o laser como
fonte biomoduladora, empregando diferentes
espectros de luz, com comprimento de onda
variando  entre  630nm e  1000nm
(Guzzardella et al. 2003; Khadra et al. 2004;
Liu et al. 2007, Lopes et al. 2007; Oliveira
et al. 2008; Queiroga et al. 2008). Uma
revisdo de literatura recente de 34 artigos,
com pesquisas conduzidas in vitro e in vivo,
concluiu que a LLLT tem um efeito
estimulante sobre o tecido Osseo. Esses
estudos indicam que o uso de energia laser
com comprimento de onda no infravermelho
pode aumentar a  proliferagio de
osteoblastos, deposicdo de colageno e
formacdo Ossea (Pinheiro e Gerbi, 2006).
Pesquisas com emprego do LED também
tém sugerido respostas positivas a irradiacdo
com este tipo de dispositivo (Liu et al. 2007;
Kim et al. 2008).

Lithothamnium calcareum

Outras indicagbes para se promover a
consolidacdo dssea é a utilizacdo de
nutracéuticos. O termo nutracéuticos €
derivado das palavras nutricdo e
farmacéutico e sdo considerados alimentos
ou parte de um alimento que proporciona
beneficios médicos e de saude, incluindo
prevencdo e/ou tratamento de doencas. Esses
produtos incluem nutrientes isolados,
suplementos dietéticos na forma de capsulas,
dietas, ervas, cereais e bebidas, dentre outros
(Andlauer e Furst, 2002).

A nutricdo, assim como a imunidade, tem
uma intrinseca relacdo na recuperagdo pds-
trauma. Na regeneragdo tecidual torna-se
fundamental a instituicio de um plano
nutricional com dieta balanceada e ingestao
adequada de calorias, uma vez que O0S
nutrientes ingeridos somente serdo utilizados
para essas funcbes metabdlicas, quando
satisfeita a demanda para a manutencdo
normal do organismo (Hazewinkel, 1994;
Reusch, 2005; Morais e Burgos, 2007). A
nutricio é um fator importante no
desenvolvimento e manutencdo da massa
ossea (llich e Kerstetter, 2000). Sabe-se que
alguns minerais, como o Ca e 0 P, sdo
essenciais para a salde e produtividade dos
animais e possuem fungdes nutricionais e
bioguimicas bem definidas como
manutencdo do equilibrio acido-basico, da
pressdo osmética, da permeabilidade das
membranas celulares, contracdo muscular e
coagulacdo, dentre outras; além disso, sao
componentes estruturais dos tecidos dsseo e
muscular (McDowell, 1992; Mateos e Blas,
1998; Committee... et al. 2005).

Minerais considerados essenciais,
necessarios em quantidades relativamente
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grandes (>100ppm), sdo classificados como
macrominerais e aqueles necessarios em
pequenas quantidades (<100ppm) séo
classificados como microminerais.
Consideram-se macrominerais o calcio,
fosforo, potassio, magnésio, sodio, cloro e
enxofre; enquanto o cobre, cromo, cobalto,
iodo, manganés, molibdénio, niquel, fluor,
ferro, litio, selénio, zinco sdo microminerais
(McDowvell, 1992, llich e Kerstetter, 2000).

A importéncia da suplementacdo com Ca
sobre o desenvolvimento, qualidade e massa
Ossea permanece controverso (Norris et al.
2001, Doetsch et al. 2004). Porém, sabe-se
gue as necessidades dietéticas variam nas
diferentes faixas etarias, sendo maiores nos
periodos de crescimento, lactagdo e
envelhecimento (Melillo, 2007; Morais e
Burgos, 2007). O valor de um alimento
como fonte de minerais depende ndo
somente do seu contetdo, mas também da
quantidade que o animal poderd extrair e
reter para seu proprio uso (Orsine et al.
1989), fato este relacionado a solubilidade
da fonte mineral (Melo et al. 2006).

Diferentes eventos concomitantes concorrem
para a manutencdo do Ca pelo organismo,
como capacidade de absorcdo intestinal,
metabolismo  6sseo, excrecdo renal e
ingestdo de vitamina D, elemento necessario
para obtencdo dos beneficios nutricionais do
Ca (Morais e Burgos, 2007). Nos coelhos, 0
Ca é importante tanto para a qualidade dos
0ss0s quanto para a qualidade dos dentes
(Richardson, 2000). Segundo Harcourt-
Brown (2002), uma ma qualidade Gssea e
dental devido a deficiéncia de Ca pode
desempenhar um importante papel no
desenvolvimento de mé oclus&o nos coelhos.

A consolidagdo de fraturas € um processo
regenerativo que pode ser influenciado
diretamente pela  dieta e mais
especificamente por aquelas com deficiéncia
mineral (Hazewinkel, 1994). Desta forma,
esperar-se-ia que a suplementagdo mineral,
direta ou indiretamente, auxiliasse na
consolidacdo  Ossea. Porém, pesquisas
conduzidas com nutracéuticos no reparo ou
prevencdo de fraturas ainda apresentam
resultados inconsistentes (Doetsch et al.
2004, Neumann et al. 2004).

Dentre 0s produtos considerados
nutracéuticos estd o  Lithothamnium
calcareum, uma alga coralina vermelha que
precipita carbonato de Ca e magnésio em
suas paredes celulares, sob a forma de
cristais de calcita (figura 8) (Lopez-Benito,
1963; Dias, 2001). As algas marinhas vém
sendo utilizadas desde a antiguidade para
uso agricola e mais recentemente na nutri¢éo
animal, sendo incluida nas dietas em forma
de farinha no momento da fabricagdo,
geralmente substituindo o calcéario (Dias,
2001). Apenas as formas livres das algas
(rodolitos, nodulos e seus fragmentos) séo
viaveis para a exploracdo econdmica, uma
vez que constituem depositos sedimentares
inconsolidados, facilmente coletados através
de dragagem (Dias, 2001).

Figura 8. Imagem fotografica do Lithothamnium
calcareum na forma morta (Tomado de Melo e Moura,
2009)
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A composi¢do do Lithotamnium calcareum
consta basicamente de carbonato de Ca,
carbonato de magnésio e mais de 20
oligoelementos, presentes em quantidades
variaveis, principalmente ferro, magnésio,
boro, niquel, cobre, zinco, molibdénio,
selénio e estroncio (Tabela 1) (Dias, 2001).

Tabela 1 Composicao mineral do Suminal®

E utilizado na agricultura (Lopez-Benito,
1963), mas também nas indlstrias de
cosmeéticos, dietética, implantes em cirurgia
Ossea, potabilizagdo de aguas e nutricao
animal (Dias, 2001; Melo et al. 2006; Pelicia
et al. 2007; Melo et al. 2008, Teixeira,
2008).

Elemento Quimico % Elemento Quimico %
Calcio (Ca0) 455 Litio(Li) 5 ppm
Magnésio (MgO) 3.8 Fluor (F) 800 ppm
Silicio (SiO,) 2,1 Bismuto (Bi) 8 ppm
Boro (B) 20 ppm Prata (AQ) <1ppm
Cobre (Cu) 2 ppm Aluminio (Al) 0,7 %
Enxofre (S) 0,50 Bario (Ba) 5 ppm
Ferro (Fe,05) 0,71 Berilio (Be) <1 ppm
Manganés ( Mn) 46 ppm Escandio (Sc) 1 ppm
Molibdénio (Mo) 5 ppm Titanio (Ti) 0,01 %
Zinco (Zn) 11 ppm Estanho (Sn) 10 ppm
Cromo (Cr) 4 ppm Tungsténio (W) <10 ppm
Cobalto (Co) 8 ppm itrio (Y) 5 ppm
Cloro (CI) 0,20 Zirconio (Zr) 5 ppm
Faésforo (P,0s) 0,11 Lantanio (La) 8 ppm
Potassio (K,0) 0,02 Cério (Ce) 8 ppm
Sodio (Na) 0,25 Neodimio (Nd) 4 ppm
Vanadio (V) 14 ppm Samario (Sm) 0,5 ppm
Niquel (Ni) 10 ppm Eurdpio (Eu) 0,5 ppm
lodo (1) 12 ppm Gadolinio (Gd) 0,05 ppm
Selénio (Se) 1 ppm Disprosio (Dy) 0,3 ppm
Hélmio (Ho) 0,05 ppm Erbio (Er) 0,1 ppm
Itérbio (Yb) 0,1 ppm Lutécio (Lu) 0,01 ppm

Tomado de Melo e Moura, 2009

A sua utilizacdo na alimentacdo animal foi
avaliada em diferentes espécies melhorando
a salde dos animais, seu ciclo reprodutivo e
a qualidade dos derivados (carne, leite,
queijos e ovos) (Pope et al. 2002; Dean et al.
2003; Pelicia et al. 2007). O L. calcareum
pode ser utilizado tanto no estado natural
guanto ap6s secagem e moagem (Algarea,
1997; Dias, 2001). O Ca na dieta para
animais pode ser suprido por diferentes
fontes deste mineral, tais como calcério,

fosfato de Ca, calcita, farinha de casca de
ostras, casca de ovos, dentre outros (Pelicia
et al. 2007). Melo e colaboradores (2008)
citam que o L. calcareum pode ser usado
como uma fonte alternativa de Ca em aves.
Uma das vantagens do seu uso como fonte
de Ca na dieta, quando comparado com
outras fontes, é sua alta solubilidade, fator
diretamente  relacionado a  absorcédo
intestinal e a biodisponibilidade do produto
(Airhart et al. 2002; Melo et al. 2006).
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Em coelhos, foi observado recentemente que
a inclusdo do L. calcareum na dieta, em
niveis de 0,25%, 0,50% e 0,75%, ndo
mostrou melhoria no rendimento produtivo,
rendimento de carcaca, na digestibilidade
aparente de matéria seca, proteina e energia
e na morfometria das vilosidades ileais
(Euler, 2009). Entretanto, niveis de inclusao
de 0,10% na dieta afetaram negativamente a
largura e o comprimento das vilosidades do
ileo (Euler, 2009).

S&0 escassos 0s trabalhos sobre os efeitos do
Lithothamnium sp no tecido 6sseo, quando
empregado em situagbes normais ou
patolégicas. Em estudo com ratos,
Assoumani (1997) relatou que a farinha de
algas apresentou vantagens em relagdo ao
calcério no crescimento do osso fémur e na
biodisponibilidade de Ca. Resultados
semelhantes sobre o crescimento dos
animais foram relatados por Pope e
colaboradores (2002).

Recentemente, foi observado o efeito da
suplementagdo com o L. calcareum na
consolidacdo de falha dssea cortical
reconstruida com autoenxerto cortical na
tibia de cées, que mostrou precocidade no
processo de consolidagdo, uma vez que a
andlise  radiografica  indicou  maior
radiopacidade nos animais tratados quando
comparados com 0s animais do grupo
controle (Teixeira, 2008). Também, em
relato de caso, foi observada consolidagéo
satisfatoria de fratura ulnar em equino
tratado conservativamente com arnica e L.
calcareum durante 30 dias (Palhares et al.
2008).

Metabolismo do céalcio em coelhos

O célcio (Ca) constitui o componente
principal do esqueleto. No coelho, 99% do
Ca do corpo estd nos 0ssos e nos dentes, que
diferentemente de outras espécies, apresenta
erupcdo permanente de aproximadamente
2mm por semana, representando um fator
importante nas necessidades de Ca nesta
espécie. O 1% restante do Ca total no corpo
participa de funcBes metabdlicas que
incluem conducdo de impulsos nervosos,
contracdo muscular, coagulacdo e equilibrio
eletrolitico (Blas e Mateos, 1998, Harcourt-
Brown, 2002).

No sangue, o Ca encontra-se sob trés
formas: ionizado, unido a outros elementos
(especialmente fosfato) ou unido a proteinas
(especialmente albumina) (Harcourt-Brown,
2002). As necessidades dietéticas variam
segundo os estagios da vida, sendo maiores
durante o crescimento, gestagdo/lactacdo e
envelhecimento (Melillo, 2007; Morais e
Burgos, 2007).

A maioria dos mamiferos segue um padrao
semelhante de metabolismo do Ca segundo
as  necessidades  metabdlicas.  Dois
hormbnios,  paratormoénio  (PTH) e
calcitonina, atuam em conjunto para
controlar e manter os niveis de Ca no sangue
Otimamente  equilibrados. O PTH &
produzido pelas glandulas paratiredides
quando o nivel de Ca no sangue encontra-se
abaixo do nivel minimo. Este aumento de
PTH no sangue estimula a atividade da alfa-
hidroxilase nas células dos tubulos renais, a
qual aumenta a sintese de 1,25-
dihydroxycholecalciferol (calcitriol), forma
ativa da vitamina D. Consequentemente, 0
aumento de calcitriol, incrementa a absorcéo
intestinal de Ca e P e em decorréncia
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elevam-se 0s niveis destes ions no sangue.
Para se proteger contra niveis excessivos de
Ca no sangue, as glandulas tiredides
produzem calcitonina, que promove a
absorcdo deste excesso de Ca e sua
deposigdo nos 0ssos (Redrobe, 2006).

Os coelhos, entretanto, ndo mantém a
homeostase do Ca de maneira convencional,
e ndo € claro por que apresentam tao
elevados niveis de Ca sanguineo quando
comparados com outras espécies. Sabe-se
gue os coelhos metabolizam o Ca de forma
diferente de todos os outros animais, onde a
maior parte deste mineral na dieta é
absorvida no intestino, independente das
necessidades metabdlicas, sendo o excesso
excretado principalmente na urina através
dos rins (Mateos e Blas, 1998; Melillo,
2007). Os niveis de Ca no sangue, portanto,
variam substancialmente com o teor de Ca
da dieta, sugerindo que a calcitonina nao age
da mesma forma sobre o excesso de Ca
nesta espécie (Redrobe, 2006). Porém, existe
controvérsia sobre esta hipdtese (Mateos e
Blas, 1998, Harcourt-Brown, 2002).
Segundo Melillo (2007), a vitamina D néo é
importante na absorcdo do Ca quando os
niveis na dieta sdo elevados, mas sim
quando sdo deficientes. O autor ainda
esclarece que o PTH, como em outras
espécies, regula os niveis sanguineos de Ca,
porém, em maiores proporcles, 0 que
explica as altas concentrages no sangue.

Diferentemente de outros mamiferos, as
concentracdes de Ca no sangue dos coelhos
variam  amplamente  (Melillo, 2007;
Emanuelli et al., 2008; Kaneko et al. 2008).
Desta forma, o Ca no soro é proporcional a
ingestdo deste na dieta. Os coelhos
apresentam praticamente completa absorcéo
intestinal de Ca e como resultado, as

concentracdes tanto de Ca ionizados quanto
de Ca total no soro, sdo 30-50% maiores em
comparagdo com aquelas em outras espécies
de mamiferos (Ca ionizado, 3,4+0,26mEq/L;
Ca total, 12,92+1,0mg/dL) (Harcourt-
Brown, 2002).

Além dos niveis de Ca serem
significativamente maiores no sangue do
coelho, a forma como é absorvido desde o
intestino até sua eliminacgdo através dos rins
também difere das outras espécies (Jenkins,
1997). O Ca pode ser absorvido desde o
trato intestinal, diretamente por difuséo
passiva ou por transporte ativo através da
mucosa, com a ajuda de proteina
carregadora, ativada pelo calcitriol. O
transporte passivo parece ser 0o mecanismo
principal de absor¢do do Ca e depende do
gradiente de concentracdo entre o lUmen
intestinal e o sangue. A auséncia de
mecanismos hormonais compensatorios,
explica o motivo da absorcdo do Ca ser
proporcional a concentracdo deste mineral
na dieta (Mateos e Blas, 1998; Harcourt-
Brown, 2002). Nos coelhos, quando as
concentracdes de Ca na dieta sdo adequadas
ou elevadas, a vitamina D parece ndo ser
necessaria para absorcdo do Ca, sendo neste
caso, mediada pela difusdo passiva. No
entanto, nas dietas deficientes, a vitamina D
aumenta a absorcdo intestinal deste mineral
(Melillo, 2007).

A maioria dos mamiferos excreta 0 excesso
de Ca de forma eficiente através da bile e
intestinos. Entretanto, os coelhos filtram o
excesso através dos rins, a uma taxa de 45-
60% e excretam-no na urina, Processo
mediado pelo PTH e o calcitriol (Mateos e
Blas, 1998; Melillo, 2007). As taxas de
excrecdo de Ca, como a absorcdo, séo
proporcionais a ingestdo alimentar. O Ca se
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precipita como carbonato na urina alcalina
dos coelhos. Isto, associado a ingestdo de
grandes quantidades de Ca, forma o
sedimento urinario e confere 0 aspecto turvo
a urina, tipico desta espécie (Harcourt-
Brown, 2002).

Outro mineral importante no organismo €é o
fosforo (P), uma vez que junto ao Ca
compde a estrutura dos ossos. Além disso, é
regulador da formacdo dssea e inibidor da
reabsorcdo e altas quantidades poderiam ser
prejudiciais para o 0sso (Morais e Burgos,
2007). O P é obtido da dieta e sofre absor¢édo
intestinal devido & influéncia da vitamina D
e 0 PTH (Harcourt-Brown, 2002). Segundo
Morais e Burgos (2007), a maioria do P
vegetal é encontrado sob a forma de fitato
que € de dificil digestdio o que
consequentemente dificulta a sua absorg&o.
Nos coelhos, o PTH também estimula a
excrecdo renal de P. Concentracfes
sanguineas de P sdo dificeis de interpretar e
sdo influenciadas por diferentes fatores
como ingestdo, niveis na dieta, absorcdo
intestinal  e/fou  distdrbios  metabdlicos
(Richardson, 2000). Segundo Harcourt-
Brown (2002), existe escassa informagdo
sobre a relevancia clinica das concentragdes
séricas e urinarias de fosfato nos coelhos.

Cintilografia Ossea

Diferentes técnicas diagnosticas sdo usadas
para avaliar o tecido 6sseo. Uma delas é a
cintilografia, que utiliza principalmente o
tecnécio-99m como radiotracador do tecido
0sseo. Na medicina humana, a avaliacdo
Ossea com is6topos radioativos é um método
rotineiramente usado no diagnostico de
disturbios dsseos (Hughes, 1980).

Em 1937 na Universidade de Palermo
(Italia), Carlo Perrier e Emilio Segré
descobriram o elemento 43 (Tecnécio — Tc),
depois de estudar uma forte radioatividade
emitida por uma placa de molibdénio (Mo)
proveniente de um ciclotron (Schwochau,
2000). A maioria do *Tc é obtido como
subproduto do decaimento radioativo do
molibdénio-99 (Eckelman e Levenson,
1997; Schwochau, 2000, Saha, 2004).

O gerador de *Mo-*"Tc mais comum é um
sistema fechado, composto por uma coluna
cromatografica de didxido de aluminio
(AlLO3), na qual é depositada uma
quantidade conhecida de *Mo radioativo.
Este desintegra-se na coluna e origina o
%MTc, Fazendo-se passar através da coluna
uma solucdo de cloreto de sodio estéril
(NaCl 0,9%), coleta-se no liquido eluente
somente 0 tecnécio-99m na forma de
pertecnetato  de  sédio  (Na®"TcO,),
enquanto o 99Mo permanece adsorvido a
coluna de alumina (Saha, 2004). O Tc
presente no Na®™TcO, apresenta um estado
de valéncia de +7. Neste estado, o tecnécio
ndo pode-se ligar as moléculas dos quelantes
empregados em estudos 0sseos.
Consequentemente, para tais estudos, torna-
se necessaria a redugdo do Tc+7 para
estados de oxidacdo mais baixos, como +3,
+4 ou +5, menos estaveis e capazes de se
ligar aos agentes quelantes a fim de formar
os radiofarmacos (Eckelman e Levenson,
1997; Saha, 2004). Um dos agentes
redutores do Na*"TcO, comumente
utilizado é o fon estanoso (Sn**) (Eckelman
e Levenson, 1997).

Segundo Saha (2004), mais de 80% dos
radiofarmacos usados na medicina nuclear,
sdo marcados com *™Tc, devido as
caracteristicas  fisicas e  radioativas.
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Especificamente, o *™Tc é o radioisotopo
mais comumente utilizado na pratica
diagndstica das patologias do tecido dsseo,
por apresentar caracteristicas desejaveis
como meia-vida relativamente curta de seis
horas, monoemissor de raios gama de baixa
energia (140KeV), baixo custo, alta
disponibilidade, dentre outras (Rocha e
Harvert, 1979; Schwochau, 2000; Thrall e
Ziessman, 2003). Este isotopo tem sido
utilizado também para marcacdo de
compostos, sendo os da familia dos
difosfonatos os tragadores de escolha na
pratica clinica, por possuirem um melhor
clareamento sanguineo e tecidual, ja que ndo
se ligam as proteinas (Hughes, 1980; Saha,
2004).

Para a preparacdo dos radiotragadores 6sseos
é necesséria a reducdo do *"Tc através da
adicdo de cloreto estanoso (SnCl,) em
guantidade suficiente para reduzir o estado
de oxidacdo do *™Tc de +7 (ndo reativo)
para +4 (reativo), permitindo que ocorra a
quelacdo mediante adicdo do radiotragador
(difosfonato). Desta forma, o *™Tc forma
um quelato com o difosfonato na presenca
do SnCl, (Schwochau, 2000; Thrall e
Ziessman, 2003).

Deve-se evitar a entrada de ar no frasco de
marcacdo, uma vez que 0 oxigénio (Oy)
hidrolisa o ion estanoso (Sn) gerando
impurezas  coloidais que alteram a
biodistribuicdo do radiotracador no corpo,
reconhecidas pela captagdo no figado ou no
sistema reticuloendotelial degradando a
imagem do esqueleto. Além disso, se 0 Sn
for hidrolisado a eficiéncia de marcacdo é
comprometida, resultando em pertecnetato
livre, que também degrada a imagem. O
radiotracador deve ser usado num prazo

maximo de duas a trés horas apds o preparo
(Thrall e Ziessman, 2003).

O comportamento quimico instavel do *™Tc
ressalta a importancia de avaliar a pureza
radiogquimica do produto, que é definida
como a percentagem do total da
radioatividade que se encontra na forma
radioquimica desejada (Thrall e Ziessman,
2003). Por exemplo, se 5% da atividade de
¥MTc  permanece livie na forma de
pertecnetato de sodio, pode-se dizer que a
pureza radioquimica é de 95%. As causas
das impurezas radioquimicas sdo a
deficiente marcacdo inicial, radiolise,
descomposicdo, mudanca de pH, exposicdo
a luz e/ou exposicao de agentes quelantes ou
redutores (Thrall e Ziessman, 2003).

Os radiotracadores  (0sseos, como O
metilenodifosfonato marcado com tecnécio-
99m (*™Tc-MDP), sdo utilizados para o
diagnostico de fraturas, tumores §sseos,
lesBes metastaticas, sarcomas, artrite,
osteomielite e outras doengas dsseas, assim
como para avaliagdo de osteointegracdo
(Schwochau, 2000, Rijk, 2003; Zhou et al.
2008). A dose a ser administrada nos
pacientes deve ser medida no calibrador de
doses e pode ter uma variagdo de
aproximadamente 10% do valor calculado
(Thrall e Ziessman, 2003). As unidades de
radioatividade expressam o decaimento ou a
taxa de desintegracbes do radiotragador
(tabela 2) (Thrall e Ziessman, 2003).
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Apos injecdo intravenosa, estes
radiotragcadores distribuem-se rapidamente
pelos fluidos do espago extracelular, sendo
que 50% da dose injetada é fixada pelo 0sso
2-6 horas apds administracdo (Bahk, 2000).
Vinte e quatro horas ap6s injecdo, 75-85%
do %M Tc-MDP s&0 eliminados
principalmente por excrecdo urinaria (Figura
9) (Saha, 2004).

/Administracdo.
" intravenosa

1

Fluido Fluido 2
xracaiolas Espaco vascular extraceiular > IR
. extradsseo . Osseo 0

" Eliminagdo |
pela urina |

Tabela 2. Sistema internacional de conversdo e
unidades convencionais de radioatividade

UNIDADE CONVENCIONAL
1 curie (Ci) = 3,7 x 10" dps*

UNIDADES DO SISTEMA INTERNACIONAL
1 becquerel (Bq) = 1 dps

CURIES - BECQUERELS
1Ci=3,7x10"dps =37 GBq
1mCi=3,7x 10" dps = 37 MBq
1 uCi = 3,7 x 10* dps = 37 KBq

BECQUERELS - CURIES
1Bqg=1dps=2,7x10" Ci = 27 pCi

1 MBq = 10° dps = 2,7x10°® Ci = 0,027 mCi
1 GBq = 10° dps = 27 mCi

*dps: desintegragdes por segundo.
(Tomado de Thrall e Ziessman, 2003)

Figura 9. Desenho esquematico apresentando a distribuicdo do radiotragador no corpo ap6s administragao

intravenosa.

A identificacho do  esqueleto/tecido
extradsseo melhora com o tempo. Assim
sendo, a aquisicdo das imagens na fase
estatica da cintilografia dssea deve ser
iniciada 2-3 horas ap6s administracdo do

radiotracador (Schwochau, 2000, Thrall e
Ziessman, 2003). Apods este tempo a maior
parte do *™Tc ja sofreu adequada depuracéo
do tecido mole, restando na circulacdo
aproximadamente 3-5% da dose
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administrada, o que permite uma melhor
observacdo do tecido désseo (Rocha e
Harvert, 1979; Saha, 2004).

O mecanismo de captacdo dos compostos de
fosforo marcados com *™Tc é pouco
compreendido (Thrall e Ziessman, 2003).
Fatores inerentes ao 0sso como atividade
metabdlica, fluxo sanguineo e contetdo de
Ca, assim como taxa de permeabilidade e
coeficiente de difusdo do radiotragador,
influem na captacdo deste pelo osso (Matin,
1979; Hoghes, 1980; Shani et al. 1990;
Bahk, 2000). Parece que a absorcdo dos
radiotracadores no 0sso cortical é por
difusdo passiva e a sua distribuicdo esta
relacionada a disposicdo vascular e a
natureza do osso (Hughes, 1980). Sugere-se
que o *™Tc-MDP é inicialmente adsorvido
pela matriz mineral do 0sso, com pequena
ligacdo a matriz organica (Shani et al. 1990;
Schwochau, 2000; Thrall e Ziessman, 2003).

A cintilografia 6ssea trifasica € uma técnica
especial de imagem usada para avaliar
alteracdes do fluxo sanguineo local e para
distinguir entre algumas doengas como
osteomielite, celulite, gota, fraturas, dentre
outras (Saha, 2004). Essa distincdo é
clinicamente  importante  devido  as
implicagBes terapéuticas de cada patologia.
Evidéncias indicam que o estudo trifasico do
tecido 0Osseo, é superior ao estudo estatico
convencional (Nutton et al, 1985). O
procedimento é realizado em trés fases: a
primeira fase do exame é dinamica, onde se
identifica a fase arterial e venosa do fluxo
sanguineo, a segunda fase € quando o
radiotracador estd no espago vascular,
também chamada de pool e a terceira fase
corresponde a fixacdo Gssea propriamente
dita (Thrall e Ziessman, 2003).

A cintilografia 6ssea é uma técnica
diagndstica altamente sensivel para detectar
precocemente areas de metabolismo alterado
no esqueleto, areas de remodelacdo dssea e
depésitos metastaticos, ao contrario da
imagem radiol6gica, que requer uma
alteracdo de 30-50% na densidade Ossea
para poder ser detectada. Porém, é pouco
especifica (Thrall e Ziessman, 2003).

Tomografia Computadorizada

Com o avanco da tecnologia, mais métodos
e ferramentas diagndsticas estdo sendo
disponibilizados para avaliacdo da densidade
0ssea nos animais. Diferentes métodos séo
utilizados para quantificar a densidade
mineral nos 0ssos, como digitalizacdo de
imagens, dupla emissdo de raios X (DXA -
Dual-energy X-ray Absorptiometry), simples
ou dupla emissdo de fétons (SPA e DPA
Single/Dual-Energy Photon Absortiometry),
tomografia computadorizada quantitativa
(TCQ), dentre outros (Lopez-Ben et al.
2006; Adams, 2009). Na TC raios X passam
através do objeto de estudo e a energia
transmitida é registrada pelos detectores do
equipamento para depois serem construidas
imagens digitais que representam a anatomia
interna dos individuos (Mirell, 1979). O
principio da reconstrugdo de imagens
tomograficas, a partir da multiplicidade de
leituras transmitidas, foi descrito por
Oldendorf em 1961. Alguns anos depois
aplicando o mesmo principio  geral,
Houndsfield desenvolveu,
independentemente, o primeiro sistema de
uso médico (Mirell, 1979).

Os equipamentos utilizados para realizacéo

da TC tém evoluido significativamente
desde a sua criacdo, oferecendo cada vez
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mais vantagens tanto para 0s pacientes
quanto para os clinicos (LeBlanc et al.
2007). Atualmente existem complexos
equipamentos, providos de mdltiplos
detectores e um tubo de raios X que gira em
torno do paciente enquanto este é
transportado através do aparelho a uma
velocidade constante predeterminada (Figura
10) (Lopez-Ben et al. 2006; Adams, 2009).

Tubo de rayos
—

Volumen
& imagen

> ._\.
Rotacién

. A

Movimiento ™

continuo ‘n::}f

de la mesa

Figura 10. Esquema da aquisicdo helicoidal da imagem
tomogréfica e o distanciamento entre os cortes (Modificado
de Mufiiz e Casanovas, 2006).

Os raios X divergentes, emitidos de forma
constante durante a passagem do paciente,
sdo captados por varios detectores
localizados no lado oposto (figura 11), o que
possibilita a obtencdo de varios cortes em
uma Unica rotagdo, reduzindo drasticamente
0 tempo de aquisi¢do das imagens (Mufiiz e
Casanovas, 2006). Além disso, a rotacdo em
espiral permite a reconstrucdo dos cortes
helicoidais de qualquer plano anatémico, em
imagens volumétricas (3D), com alta
precisdo e definicdo (Lopez-Ben et al. 2006;
LeBlanc et al. 2007; Adams, 2009). Isto é
chamado de tomografia computadorizada
helicoidal multicortes (HMCT - helical
multislice computed tomography).

Fan beam: continuous rotation

Figura 11. Esquema de um sistema de TC helicoidal
multicortes apresentando a varredura do raio X colimado
atravessando o corpo e sendo captado por varios detectores
(Tomado de Lopez-Ben et al. 2006).

Os principios de formagdo da imagem séao
semelhantes aos de um equipamento de
radiografia convencional, baseados na
magnitude de atenuacdo do feixe de raio X
gue passa através do corpo. Essa diferenca
de absorcdo determina as diferentes
opacidades da imagem. A TC possui a
habilidade de detectar e diferenciar uma
ampla faixa de densidades teciduais, que
representam os graus de atenuacdo relativa
do feixe de raios X no momento em que
atravessa o0 tecido, em comparacdo com
atenuacdo da agua. De modo geral, essas
densidades,  expressas em  unidades
Hounsfield (HU - Hounsfield Units), variam
de -1000 até 4000, passando pelo zero que
representa a dgua (An, 1999; LeBlanc et al.
2007). O intervalo desses valores e as
unidades para cada tecido podem variar
ligeiramente entre os fabricantes de escaner
(Lopez-Ben et al. 2006).

A densidade Gssea varia entre a cortical e a
trabecular. O osso cortical possui valores
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maiores que +1,000 UH, enquanto 0 0sso
trabecular esta na faixa de -25 a 714 HU
(An, 1999).

Uma das vantagens da TC com respeito a
outras técnicas de diagndstico por imagens,
principalmente a radiografia convencional, é
a capacidade de diferenciacdo, com alta
definicdo, entre os tecidos moles e o0s duros.
Também, deve-se destacar a possibilidade
de avaliacOes detalhadas da anatomia, o que
€ muitas vezes impossivel através de
radiografias  convencionais devido a
superposicdo de imagens (LeBlanc et al.
2007). Para a avaliagdo do sistema
musculoesquelético, meios de contraste
intravenosos ndo sdo  rotineiramente
empregados. No entanto, estes podem ser
particularmente Gteis na avaliagdo de
processos infecciosos ou tumorais em tecido
muscular adjacente ao 0sso ou na avaliacao
da vascularizacdo local por meio de
angiogramas (Lopez-Ben et al. 2006).

Com respeito a densidade tecidual,
especificamente do tecido 6sseo, a TC
quantitativa (TCQ) também apresenta
vantagens quando comparada com outros
métodos de densitometria Gssea. A maior
diferenca estd na possibilidade de se avaliar,
de forma separada, a densidade das regibes
cortical e medular do osso, fato
particularmente Util na pratica médica para
avaliacdo de osteoporose e na odontologia
para implantodontia oral (Lopez-Ben et al.
2006; Adams, 2009).

Histologia
O exame histolégico é uma técnica

diagndstica utilizada para avaliacdo da
estrutura e composicdo dos tecidos

biol6gicos. Apesar da existéncia de técnicas
diagndsticas modernas, a histologia continua
sendo uma importante ferramenta nas
pesquisas ortopédicas (Gruber e Stasky,
1999). O processamento do tecido 06sseo
para a avaliagdo difere discretamente
daquele realizado para tecidos moles, sendo
necessario inicialmente a remocdo do
componente mineral do tecido por meio da
descalcificagdo, feita geralmente em
solucdes 4acidas, conservando a matriz
organica e celular (Gruber e Stasky, 1999).

Fatores como tipo de corte (longitudinal ou
transversal), espessura (um) e coloracdo
variam nos diferentes estudos e a sua
escolha dependera do interesse  do
pesquisador no momento da avaliacdo.
Cortes de 5um corados pela técnica de
hematoxilia-eosina (HE) s&o rotineiramente
utilizados (Gruber e Stasky, 1999). Técnicas
qualitativas e quantitativas de avaliacdo sdo
comumente empregadas para estudar o
tecido (Eurell e Van Sickle, 2006). O
nimero de osteoblastos, o tamanho do
osteoide, o grau de calcificacdo do 0sso
novo e o numero de osteoclastos sao
indicadores da formagdo ou reabsor¢do
0ssea (Thomas e Richter, 1984).

Anestesia em coelhos

Apesar da frequente utilizacdo do coelho
como modelo experimental, séo
relativamente escassas as pesquisas sobre
anestesia nesta especie e o indice de
mortalidade devido a agentes sedativos e
anestésicos é maior do que aquele registrado
em cées e gatos (Brodbelt, 2009). Diferentes
protocolos anestésicos sdo empregados em
coelhos. Apesar da anestesia inalatéria ser
utilizada nesta espécie, sdo relatadas
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dificuldades para sua administracdo, tanto
através de madscara quanto por intubacédo
endotraqueal (Mason, 1997; Harcourt-
Brown, 2002; Percy e Barthold, 2007,
Flecknell, 2009). Agentes injetaveis,
sistémicos e infiltragdes locais, sdo também
usados para anestesia em  coelhos
(Malinovsky et al. 1997; Malinovsky, 1999;
Lipman et al. 2008).

Geralmente, preconiza-se jejum alimentar
pré-anestésico na maioria das espécies
animais para evitar complica¢fes durante a
anestesia (Rich, 2002). Para o coelho,
entretanto, a literatura & controversa com
relacdo a realizacdo deste jejum (Lipman et
al. 2008; Flecknell, 2009).

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi realizado apds aprovagdo
pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CETEA) da UFMG sob o protocolo
nimero 01/2009.

Foram utilizados 20 coelhos (Oryctolagus
cuniculus) da raca Nova Zelandia, machos,
de 4 a 5 meses de idade, com massa corporal
média de 2,5Kg provenientes da Fazenda
Experimental Prof. Hélio Barbosa da Escola
de Veterindria da UFMG, localizada no
municipio de lgarapé - MG. Durante um
periodo de adaptacdo de 30 dias, todos os

animais foram avaliados por exames clinico
geral e laboratorial (hemograma) e
submetidos a avaliagbes radiografica e
cintilografia 6ssea de controle, assim como
mensuracgdo dos niveis de célcio (Ca) total,
fosforo (P) e fosfatase alcalina (FA) no
sangue e na urina. O periodo de adaptacéo é
necessario para evitar que as alteracdes
metabolicas e hormonais decorrentes do
estresse do transporte e 0 novo ambiente
interfiram nos resultados ou causem até
mesmo a morte dos animais.

Os 20 animais foram distribuidos uniforme e
aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (A, B, C, D) segundo o
tratamento utilizado e foram mantidos em
gaiolas individuais de arame galvanizado,
medindo 60x60x37cm no Laboratério de
Metabolismo  Animal da Escola de
Veterinaria da UFMG, em Belo Horizonte,
onde receberam racdo formulada para o
experimento e agua a vontade.

As avaliagcBes clinica e laboratorial das
concentracdes séricas e urinarias de Ca total,
P e FA também foram realizadas durante
todo o experimento (tabela 3)

A reparagdo Ossea foi acompanhada por
radiografia e cintilografia quinzenal e as
avaliagbes de densitometria Ossea e
histologia foram feitas aos 60 dias de estudo
(tabela 4).

Tabela 3. Tempos de realizagdo das avaliagdes clinica e laboratorial.

Tempo de avaliagdo (dias do pds-operatorio)

Avaliagdo 0 7 14 21 28 35 2 29 56
Clinica X X X X X X X X X
Ca (soro, urina) X X X X X X X X X
P (soro, urina) X X X X X X X X X
FA (soro, urina) X X X X X X X X X

Ca: célcio total, P: fésforo, FA: fosfatase alcalina

40



Tabela 4. Tempos de realizacdo dos exames de radiografia, cintilografia 6ssea, denstometria dssea e histologia.

Exames

Tempo de avaliagéo (dias do pos-operatério)

0 15 30 45 60
Radiografia X X X X X
Cintilografia 6ssea X X X X X
Densitometria 6ssea X
Histologia X

Antes do procedimento cirdrgico ndo foi
realizado jejum hidrico nem alimentar dos
animais (Richardson, 2000; Lipman et al.
2008; Flecknell, 2009). No pré-operatério os
coelhos receberam, pela via intravenosa,
30mg/kg de cefalotina® como antibidtico
profilitico 30  minutos antes do
procedimento cirdrgico. A anestesia foi
induzida com injecdo intramuscular, na
regido glitea, de 20mg/kg de cloridrato de
cetamina® e 2,5mg/kg de cloridrato de
xilazina®. Ap6s a sedacdo do animal, foi
feita tricotomia ampla do membro pélvico
direito desde a regido lombar até a
articulacéo tibio-tarsica. Anestesia epidural
na regido lombosacra, entre as vértebras L7
e S1, com injecdo de 12,5mg/kg de
bupivacaina* foi realizada no animal antes
de entrar a sala de cirurgia e para
manutengdo anestésica utilizou-se injecao
intravenosa de propofol® segundo a
necessidade. Durante todo o periodo
anestésico, foram monitoradas as
frequéncias  cardiaca e  respiratoria.
Fluidoterapia de apoio foi feita com solugéo
de cloreto de sédio a 0,9%.

Com o animal posicionado em decubito
lateral direito, foi realizada anti-sepsia com
solucdo de iodopolivinilpirrolidona (PVPI)

! Cefamox; Bristol-Myers-Squibb, Sdo Paulo
2 Ketalar® 10%, Pfizer, S&o Paulo

* Rompum® 2%, Bayer SA

4 Neocaina® 5%, Cristalia

% Propofol, Cristélia

degermante seguida por solucéo alcoolica de
iodo a 2% desde a articulacdo coxo-femoral
até a articulacdo tibio-tarsica. Seguiu-se a
colocagdo dos panos de campo.

No transoperatorio foi realizada abordagem
do terco medio da tibia do membro pélvico
direito mediante incisdo cranio-medial da
pele, de aproximadamente 2,0cm de
comprimento. Apds seccdo da pele, o tecido
subcutaneo e a fascia crural foram afastados®
e a tibia foi exposta (Popesko et al. 1992,
Piermattei, 1993). Com uma serra oscilatdria
acoplada & furadeira pneumatica’ e sob
irrigacdo constante com solucéo fisioldgica a
0,9%, foi realizada a osteotomia transversal
do terco médio da tibia. Seguiu-se a
osteossintese mediante  a insercéo
normégrada de dois pinos® intramedulares
utilizando-se  perfurador manual®. O
didmetro dos pinos utilizados para cada
animal foi determinado segundo o calibre do
canal medular, variando segundo o didmetro
das tibias. Assim, as combinacGes do
didametro dos pinos utilizados foram dois
pinos de 1,5mm, um pino de 1,5mm e um
pino de 2,0mm ou dois pinos de 2mm. Apos
a coaptagdo dos fragmentos 6sseos mediante
utilizacdo de duas pingas autocentrantes, 0s
pinos foram introduzidos no ponto médio

® Afastadores de Homman

" Furadeira pneumatica 3M® 0 — 1100 rpm
8 Pinos de Steinmann

® Jacob’s
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entre a crista da tibia e o ligamento colateral
medial, orientados no eixo longitudinal até
atingirem um ponto de maior resisténcia no
terco distal da tibia. Verificou-se a
estabilidade do foco da osteotomia mediante
discreta rotacdo externa e interna do
membro. Uma vez estavel, os pinos foram
dobrados e cortados cerca de 0,5cm do 0sso
com ajuda de um alicate articulado para
cortar pinos (Figura 12). A fascia crural e 0
tecido subcutaneo foram aproximados com
fio absorvivel de acido poliglicolico™® 5-0
em padrdo continuo simples. A dermorrafia
foi realizada por pontos separados simples
com néilon monofilamentar™ 5-0. Os
animais foram radiografados imediatamente
apos a cirurgia.

No pds-operatério o0s animais foram
avaliados clinicamente imediatamente ap6s
0 procedimento e diariamente até a retirada
dos pontos de pele oito dias depois da
cirurgia, seguido de avaliacdo semanal até o
final do experimento.

0 safil®
" Fio inabsorvivel - Ethicon
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Figura 12. Imagens fotograficas apresentando os procedimentos cirlrgicos da osteotomia (A) Afastadores de
Homman (setas) expondo os fragmentos 6sseos apOs osteotomia do terco médio da tibia, (B) Pinca autocentrante
(seta preta) segurando o foco da osteotomia no terco médio da tibia durante a introducéo dos pinos intramedulares
(seta amarela) com auxilio de perfurador manual (seta branca) (C) Coaptacéo dos fragmentos 6sseos (seta) apos a

osteossintese.

Formulacéo das dietas experimentais

A racdo oferecida aos animais durante todo
0 periodo experimental foi fabricada na
Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa
da Escola de Veterinaria da UFMG,
localizada no municipio de Igarapé — MG.
Foram formulados dois tipos de dieta
experimental: uma dieta controle ou de
referéncia, formulada  segundo  as
recomendacdes de Blas e Mateos (1998) a
fim de atender as exigéncias nutricionais de
coelhos nesta faixa etaria e uma dieta com
nivel de inclusdo de 0,75% de farinha de
algas marinhas (Lithothamnium

calcareum?) em substituicdo a Bentonita da
dieta controle (Tabela 5). Os niveis de todos
0s demais  nutrientes  (carboidratos,
proteinas, gordura e micronutrientes) foram
mantidos iguais para as duas dietas (Tabelas
5 e 6). Os ingredientes utilizados para a
fabricagdo de cada dieta  foram
rigorosamente  pesados, misturados e
peletizados, com granulos de 12 — 15mm de
comprimento por 4 — 5mm de didmetro. As
dietas foram oferecidas diariamente aos
animais segundo o calculo do consumo de
5% do peso do animal. Porém, foi oferecido
25% além do calculado para garantir a

12 Suminal® - Algarea Mineragio
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disponibilidade constante de alimento. A
racdo era disponibilizada todos os dias no
final da tarde, entre as 17 e 18 horas. Para a
mensuragdo do consumo, as sobras do

Tabela 5. Composi¢do das dietas experimentais

alimento foram recolhidas e pesadas
diariamente antes da administracdo da nova
porgdo de alimento.

Ingredientes

Dieta Controle

Dieta com L.calcareum

Feno de alfalfa

Farelo de trigo

Farelo de soja

Milho moido

Milho desintegrado com palha e sabugo
Oleo de soja

Fosfato bicalcico

Calcareo

Sal

Bentonita

Lithothamnium calcareum
Melaco em pd

DL-metionina

L-lisina

Premix vitamfnico e mineral*
Total

35,09 35,09
25,00 25,00
10,53 10,53
6,69 6,69
15,00 15,00
1,00 1,00
0,57 0,57
0,71 0,71
0,50 0,50
2,00 1,25
0,00 0,75
2,00 2,00
0,11 0,11
0,30 0,30
0,50 0,50
100,00 100,00

Premix de vitaminas e minerais da Vaccinar Ltda. Se (0,10mg); 1(0,40mg); Fe(40,00mg); Cu(10,00mg);
Mn(40,00mg); Zn(50,00mg); Vit.A(10.000Ul); Vit.D3(1.000UI); Vit.E(15,00mg); Vit.B;,(10,00mg); Vit.K(2,00mg);
Tiamina(2,00mg); Rivoflavina(5,00mg); Piridoxina(3,00mg); Niacina(30,00mg); Acido Pantoténico(15,00mg);

Colina(500,00mg); Acido Félico(0,50mg).

Tabela 6. Valores calculados da composicdo
nutricional das dietas experimentais

Ingredientes Valor calculado

(%)
Matéria seca 88,87
Proteina bruta 16,50
Fibra em detergente acido 17,50
Calcio 0,90
Fésforo total 0,60
Lisina total 0,74
Metionina + cisteina total 0,60
Energia digestivel (Kcal) 2567,46

Grupos experimentais

Antes do procedimento cirdrgico os coelhos
foram distribuidos aleatoriamente em quatro

grupos experimentais (A, B, C, D) com
cinco animais cada.

Os animais do grupo A receberam a dieta
contendo o L. calcareum, os do grupo B
receberam a mesma dieta associada ao
tratamento com o LED, os animais do grupo
C receberam somente o tratamento com
LED e os animais do grupo D constituiram
grupo controle e ndo receberam nenhum tipo
de tratamento adicional a fixacdo da
osteotomia (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo dos grupos experimentais

Tratamentos
Grupo Lithothamnium Fotobiomodulagédo
calcareum (LED)
A Sim N&o
B Sim Sim
C Néo Sim
D Néo Né&o

Para o tratamento com fotobiomodulagéo
utilizou-se um aparelho LED™ de luz
infravermelha com comprimento de onda de
880nm e poténcia de 50mW (figura 13). O
protocolo de aplicacdo foi feito segundo as
recomendacBes do fabricante e ajustado para
a espécie como descrito por outros autores
que utilizaram fontes fotobiomoduladoras no
tecido dsseo (Liu et al. 2007). Os animais
foram contidos manualmente e posicionados
em decubito dorsal com o membro pélvico
direito esticado verticalmente. A ponta do
aparelho foi colocada sobre a pele e foram
irradiados quatro pontos consecutivos ao
redor do foco da osteotomia (cranial, lateral,
caudal e medial) (Figura 14). A ordem dos
pontos para aplicacdo do LED foi respeitada
em todos o0s animais para garantir a
uniformidade na aplicacdo do tratamento.
Cada ponto foi irradiado continuamente com
uma densidade energética de 12J/cm?
durante 120 segundos, sendo a dose final por
animal de 48J/cm? Os animais receberam o
tratamento imediatamente  ap6s 0
procedimento cirtrgico seguido de cinco
sessOes a cada 48 horas e cinco sessfes a
cada trés dias, totalizando 11 sessdes.

3 FisioLED® - M.M. Optics LTDA

Figura 13. Imagem fotogréfica do equipamento LED.
Esquerda: aparelho FisioLed® da MMOptics; direita
acima: o6culos de protecdo; direita abaixo: fonte de
energia.

Figura 14. Imagem fotografica mostrando o
posicionamento do coelho e a forma de aplicagdo do
LED na face cranial da tibia direita sobre o foco da
osteotomia.

O pelo da éarea irradiada foi tricotomizado
periodicamente a fim de evitar uma possivel
interferéncia deste com a penetracdo da luz
no tecido e para garantir a igualdade na
aplicacéo do tratamento.
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Avaliacao Clinica

A avaliacdo clinica dos animais foi feita por
exame clinico geral com observagdo diaria
da ferida cirlrgica e da reacdo inflamatéria
até a retirada dos pontos oito dias apds o
procedimento  cirdrgico, seguido de
avaliagdo semanal do estado de salde geral,
estabilidade do foco da osteotomia e
presenca de claudicacdo. Todos os animais
foram pesados semanalmente em balanga de
precisdo, até o final do experimento.

Desempenho produtivo

A avaliacdo do desempenho produtivo foi
realizada no laboratério de metabolismo
animal da Escola de Veterinaria da UFMG
em Belo Horizonte, em ambiente apropriado
para pesquisas metabolicas e de avaliacdo de
alimentos em coelhos. A temperatura e
umidade foram mantidas estaveis conforme
as  recomendacbes de infraestrutura
propostas para esta espécie (Mateos e Blas,
1998; Harcourt-Brown, 2002).

As duas dietas, padrdo e experimental,
foram formuladas e oferecidas aos coelhos
como  descrito  anteriormente,  sendo
avaliados o consumo de racdo e 0s seus
efeitos sobre o ganho de peso dos animais. O
consumo diario de racdo foi medido por
meio da diferenca entre a quantidade em
gramas de racdo fornecida e as sobras. O
ganho de peso dos animais, medido
semanalmente, foi obtido pela diferenca
entre 0 peso no inicio da semana e 0 peso no
final da mesma.

Avaliacdo Radiogréfica

As radiografias foram realizadas no setor de
radiologia do Hospital Veterinario da
UFMG.

Foram realizadas radiografias da tibia do
membro direito nas projectes cranio-caudal
(CC) e médio-lateral (ML) dos animais de
todos o0s grupos experimentais em diferentes
tempos do pos-operatdrio (tabela 4). Os
animais ndo receberam nenhum tipo de
sedacgdo para a realizacdo do procedimento,
sendo utilizada apenas a contengdo manual.
Foi usado equipamento radiogréafico de
500mA e filmes* para raio-X tamanho
24x30.

Foi feita avaliagdo duplo cego das
radiografias por trés avaliadores distintos
gue desconheciam o tempo de realizacdo do
exame e 0 grupo experimental de cada
animal. Para isto, foi colocado em cada
radiografia um numero aleatério (101 — 200)
e com o auxilio de um escore, foi qualificada
a evolugdo do processo de consolidagdo
0Ossea.

Para a andlise, utilizou-se a média dos
valores registrados. Reagdo periosteal,
formacdo de calo dsseo, formacdo de ponte
Ossea, presenca de linha de osteotomia e
remodelacdo foram os pardmetros semi-
guantitativos usados para a avaliacdo. Cada
avaliador recebeu duas tabelas, uma delas
com o escore junto as especificagdes de cada
categoria (tabela 8) e a outra tabela com o
codigo da radiografia onde era registrado o
escore (An et al. 1999; Oztiirk et al. 2008).

1 Kodak®
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Tabela 8. Escore de avaliagao radiogréafica para consolidagdo de osteotomia experimental

Categoria Escore Especificagdes
Reacao periosteal 3 Exuberante Ultrapassa os 60% do fragmento 6sseo
2 Moderado Entre os 30 — 60% do fragmento dsseo
1 Discreto Menor a 30% do fragmento 6sseo
0  Ausente N&o existe reagéo
Formagdo de calo 3  Exuberante Longitudinalmente ultrapassa os 60% do fragmento 6sseo e/ou
0sse0 transversalmente é maior do que o diametro do 0sso
2 Moderado Longitudinalmente esta entre os 30 — 60% do fragmento 6sseo
e/ou transversalmente esta entre 50 — 100% do que o diametro do
0SS0
1 Discreto Longitudinalmente é menor que os 30% do fragmento 6sseo e/ou
transversalmente é menor do que os 50% do didmetro do 0sso
0 Ausente N&o existe formacéo de calo 6sseo
Formacéo de ponte 3  Unido completa O calo 6sseo esta completamente unido bilateralmente
Ossea 2 Unido moderada Visao de linha radiolucente parcial e pouco definida
1  Unido discreta Viséo de linha radiolucente pouco definida bilateralmente
0  N&o unido Visdo nitida de linha radiolucente bilateralmente
Presenga de linha 3  Ausente Unido completa do calo 6sseo e das corticais
de osteotomia 2 Moderado Ponte completa do calo 6sseo com presenga de linha de
osteotomia nas corticais
1 Discreto Uni&o unilateral do calo 6sseo sem uniéo das corticais
0 Completa N&o unido do calo 6sseo nem das corticais
Remodelacédo 4 Total Auseéncia de calo 6sseo
3 Moderada avancada  Discreto calo dsseo com radiopacidade similar ao 0sso e/ou
visibilizagao do canal medular
2 Moderada inicial Discreto calo dsseo com radiopacidade aumentada
1 Discreta Superficie do calo ésseo regular
0  Ausente Calo 6sseo com superficie irregular
Total 16

Avaliacdo Laboratorial

Apos a desinfeccdo local com alcool 70%,

(500pL) de soro foram colocados em tubos
conicos e armazenados em geladeira até o
processamento. Usando um kit comercial®,

foram colhidos de cada animal, 1mL de
sangue com seringa hipodérmica de 3mL
por puncdo do ramo lateral da veia safena.
As amostras foram colocadas em tubos sem
anticoagulante, devidamente identificados, e
ap6s 30 minutos da colheita o soro foi
separado mediante centrifugacdo a 3000rpm
por dez minutos. Quinhentos microlitros

foram quantificados o Ca total, 0 P e a FA
pelo método colorimétrico segundo as
recomendacdes do fabricante.

Colheram-se de cada animal 2mL de urina
através de sonda uretral nimero quatro. Esta
foi imediatamente encaminhada para o

15 Synermed International Inc.
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laboratério onde foi centrifugada a 1000rpm
durante cinco minutos para separa¢do do
sobrenadante. Foram colocados em tubos
conicos™® devidamente identificados, 500pL
de sobrenadante. Devido a caracteristica de
elevada concentracdo da urina do coelho, as
amostras foram diluidas em 4&gua estéril
numa relacdo de 1:10 para a leitura.
Utilizando um kit™ comercial foi realizada a
dosagem de Ca total, P e FA segundo as
recomendacdes do fabricante.

As amostras de sangue e de urina foram
processadas e avaliadas no Laboratério de
Patologia Clinica da Escola de Veterinaria
da  UFMG utilizando  equipamento®’
especializado.

Os resultados das analises bioguimicas
foram langados em mg/dL para Cae P, e em
UI/L para FA. Segundo o sistema
internacional de unidades (S| — International
System of Units), o Ca e o P séo reportados
em mmol/L (Kaneko et al. 2008). Desta
forma, neste trabalho, os valores serdo
expressos em mmol/L apds a conversao
(tabela 9).

Tabela 9. Fatores de conversao de unidades

Unidade

P_ararr)et_ro Unidade Fator Internacional
bioquimico

(Sn
Caélcio mg/dL  x  0,2495 mmol/L
Fésforo gdL x 0,3229 mmol/L

Fonte: Kaneko et al. 2008

16 Eppendorf, 1ml
7 COBAS MIRA - R&M diagnéstico

Cintilografia Ossea

A consolidacdo da  osteotomia  foi
acompanhada também por cintilografia
oOssea trifasica, realizada no departamento de
Anélises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmacia da UFMG,
utilizando  uma  gamacadmara®®  com
colimador de baixa energia e alta resolucédo
(Figura 15). Para a realizagdo do exame, foi
utilizado um farmaco (metilenodisfosfonato
— MDP) marcado com material radioativo
(®™tecnécio) formando o radiotracador
Metilenodifosfonato™ (*™Tc-MDP).

O procedimento de marcagdo foi realizado
em uma camara de chumbo por pessoa
treinada, que encontrava-se devidamente
paramentada com luvas de latex, avental de
manga comprida e o6culos blindados. O
metilenodifosfonato® (MDP) foi misturado
com o pertecnetato de s6dio® (Na*"TcO,)
obtido da eluicdo do gerador de *Mo/*™Tc,
variando segundo o peso do animal. Esta
marcacdo era feita para uso exclusivo no dia,
uma vez que o composto deve ser usado em
um prazo maximo de 2-3 horas apds o
preparo. A dose era calculada antes da
marcagdo segundo o peso dos animais.

Em um frasco ampola lacrado e a vécuo
contendo MDP liofilizado e cloreto
estanhoso (SnCl,) como agente redutor, foi
adicionado o0 pertecnetato de sédio
(Na®"TcO,). A solucdo permanecia a
temperatura ambiente por dez minutos para
garantir a reacdo de marcacéo, obtida através

'8 Nucline TH/22, Mediso (Medical Imaging
System)

% aboratério de Radioisétopos, UFMG

20| aboratério de Radioisétopos, UFMG

2! ECOGRAF Niicleo diagnéstico — Medicina
Nuclear — Belo Horizonte
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da reducdo do *"Tc por acdo do ion
estanhoso, e a formacdo de um quelato entre
0 *™¢ reduzido e 0 MDP.

Antes de cada cintilografia era determinada
a pureza radioquimica (PR) através de
cromatografia em camada delgada (CCD),
para determinar a presenca de pertecnetato
livre, sendo desejdveis indices com valores
superiores a 90%. Para isto, foi utilizada
uma lamina de silica gel de 1x10cm dividida
em dez partes de um centimetro. No terceiro
quadrante da lamina (2,5cm), era aplicada
uma gota do radiotragador e ela era entdo
colocada num tubo de ensaio, contendo
acetona como solvente. Quando a acetona
absorvida atingia a metade do décimo
guadrante, a lamina era retirada do tubo de
ensaio, secada a temperatura ambiente e
cortada em duas partes de cinco centimetros
(superior e inferior). As partes eram
colocadas em dois tubos de contagens e
levadas para o contador de radiacdo®.

22 Contador de radiacdo gama 1480 Wizard® 3

Figura 15. Imagem fotogréfica da Gamacamara Nucline
TH/22. (A) Detector de radiagdo, colimador LEHR (seta). (B)
computador de aquisi¢do de imagens.
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O pertecnetato (tecnécio livre), considerado
uma impureza gerada no processo de
marcagdo, migra para a parte superior da
CCD, enquanto o *™Tc-MDP e o *"Tc
reduzido e hidrolisado permanecem na
origem da I[&mina de CCD (Figura 16).

10 —

Frente do
N ~ solvent
9 - TcO, livre spivente
(5%)
8 —
7 -
6
s b Y | __ Linha
de corte
4 -
(95%)
- PmTe_difosfonato X
il e il ey il Origem
2 Te-reduzido
¢ hidrolizado
1

Lamina de silica gel
com solvente acetona

Figura 16. Representagdo esquematica do sistema de
radiocromatografia para controle de qualidade do “™Tc-
MDP.

A radioatividade das cromatografias foi
contada em um calibrador de dose. A PR foi
determinada da seguinte forma:

100 X cpm inferior
% MDP-*™T¢ = P

cpm superior + cpm inferior

Uma vez determinada a pureza radioquimica
e previamente a realizagdo do exame 0s
animais foram pesados e preparados
mediante colocacdo de cateter heparinizado
na veia cefalica. Quinze minutos antes da

aplicacéo do radiotracador, os animais foram
anestesiados com associagdo de 20mg/kg de
cloridrato de cetamina® e 2.5mg/kg de
cloridrato de xilazina® injetados pela via IM
e posicionados na gamacamara®. Foi
utilizado um colimador® de baixa energia e
alta resolugdo (LEHR — Low Energy high
Resolution). O animal foi colocado sobre
uma bandeja plastica em decubito dorsal,
com o0s membros pélvicos tracionados
caudalmente e alinhados paralelamente,
sendo que a area de captacdo do colimador
atingia desde o terco médio do fémur até os
metatarsos (Figura 17). Cada animal recebeu
uma dose de 1,6mCi/kg (59,2MBq) de
¥MTc-MDP pela via intravenosa como
sugerido por outros autores que utilizaram
esta espécie (Rijk et al. 2003). Trés
segundos apos aplicacdo do radiotracador foi
realizada a imagem na fase de fluxo,
obtendo imagens dindmicas de trés segundos
de duracdo durante 60 segundos (Figura 18
A e B). Cinco minutos ap6s a aplicagdo, foi
captada a fase tissular ou de equilibrio
(pool), que gera uma imagem estética
captando, de forma constante, a radiacdo
emitida durante 300 segundos (Figura 19 A
e B). Seguiu-se a captacdo da imagem
estatica da fase de fixacdo Ossea trés horas
depois da aplicagdo do radiotragador,
obtendo uma imagem da radiacdo emitida
durante 600 segundos (Figura 20 A e B). Os
tempos de aplicacdo do radiotragador e de
realizacdo de cada fase foram registrados. A
cintilografia foi realizada em diferentes
tempos do pos-operatorio (tabela 4).

28 Ketalar® 10% - Pfizer, S&o Paulo

* Rompum® 5% - Bayer SA

2 Nucline TH/22, Mediso (Medical Imaging System)
% Colimador de baixa energia LEHR
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Figura 17. Imagem fotogréafica apresentando o posicionamento do coelho na gamacamara durante a cintilografia
oOssea. (A) vista lateral esquerda do coelho com o colimador (seta) na regido pélvica, (B) vista posterior do coelho
posicionado sob o colimador (seta).

Figura 18. Imagem cintilografica da fase de fluxo apresentando, de esquerda para direita e de
cima para baixo, a captagdo da radioatividade do *™Tc-MDP chegando progressivamente nos
membros pélvicos, desde o fémur até os metatarsos (vista ventro-dorsal).
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Figura 19. Imagem cintilografica da fase tissular ou de equilibrio. (A) captacéo da radioatividade do **™Tc-MDP nos
membros pélvicos direito (seta branca) e esquerdo (seta amarela), desde o tergo proximal do fémur até os metatarsos,
com a cauda entre eles (projecdo ventro-dorsal) (B) imagem anterior apresentando a regido de interesse (ROI),
selecionada desde a articulagdo fémoro-tibio-patelar (seta branca) até a articulagdo tibio-metatarsica (seta amarela)
nos dois membros.

Figura 20. Imagem cintilogréfica da fase estatica de fixac4o ¢ssea. (C) captaco da radioatividade do *™Tc-MDP nos
membros pélvicos direito (seta branca) e esquerdo (seta amarela), desde o tergo proximal do fémur até os metatarsos,
com a cauda entre eles (projecdo ventro-dorsal) (D) imagem anterior apresentando a regido de interesse (ROI),
selecionada desde a articulagdo fémoro-tibio-patelar (seta branca) até a articulagdo tibio-metatarsica (seta amarela)
nos dois membros.
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As imagens das fases de fluxo, tissular e
fixacdo OGssea, foram processadas com
auxilio de software”  préprio do
equipamento, onde cada pixel da imagem
representou 0 nlimero de captacdo de raios
gama detectados no paciente. Para
guantificar a radiacdo na regido da
osteotomia, foi selecionada uma area para
mensuracdo da radiacdo emitida pelo tecido
0sse0 do membro operado que foi
comparada com a mesma area do membro
contralateral. Esta &rea foi denominada de
regido de interesse (ROl - Region Of
Interesting). A ROI foi obtida manualmente
delimitando o tamanho da tibia, desde a
articulagdo  fémoro-tibio-patelar até a
articulacdo  tibio-metatarsica de cada
membro (Figuras 19B e 20D). Para garantir
a igualdade das regides delimitadas, o ROI
selecionado no membro direito (alvo) foi
copiado e colado sobre 0 membro esquerdo
(ndo alvo), quando era realizada a contagem
de radiacdo de cada um dos ROI. Em
seguida, foi determinado o indice de
atividade (1A), obtido do quociente da ROI
do membro alvo pela ROI do membro nédo
alvo, utilizando a seguinte formula:

ROI alvo
A= — """
ROI ndo alvo

Para avaliacdo da fase de fluxo de cada
coelho foi calculado o IA, como descrito
anteriormente, na vigésima imagem, que era
selecionada a partir da chegada do
radiotragador nos membros pélvicos.

A avaliacdo das imagens foi feita por pessoa
treinada, sendo um UGnico avaliador que

2 MEDISO InterView XP® v1.04.036 (Build
53)

desconhecia 0s tratamentos e 0S Qrupos
experimentais. Comparacdo entre os dados
obtidos nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias do
po6s-operatdrio dos animais e entre 0s grupos
experimentais foram analisados
estatisticamente.

Aos 60 dias do pds-operatorio foi realizada
eutanasia dos animais mediante injecdo
intravenosa de sobredose  anestésica,
utilizando 90mg/kg de tiopental sédico®.
Antes da eutanasia, foi canulada a veia
safena com cateter”® nGmero 18G para
sedacdo dos animais, mediante inje¢do IV
lenta de 5mg/kg de cloridrato de xilazina®.
A necropsia dos animais foi realizada na
Escola de Veterinaria da UFMG. A tibia do
membro direito foi retirada mediante
desarticulacdo ao nivel das articulacdes
femoro-tibio-patelar e tibio-metatarsica. A
seguir, foi realizada disseccdo cuidadosa do
0ss0, retirando-se todos os tecidos moles,
com o cuidado para ndo interferir no calo
0sseo. As pecas foram identificadas,
fotografadas e colocadas em recipientes
adequados com solucdo de formalina neutra
10% em tampéo fosfato por 30 dias. Foram
realizadas avaliacdes da densitometria Gssea
e histologia.

Densitometria Ossea

A densidade mineral dssea (DMO) foi
determinada por tomografia
computadorizada, realizada no laboratdrio
Hermes Pardini do Hospital Lifecenter,
utilizando um tomdgrafo helicoidal®'. Para

% Tjophentax® - Cristalia

2 BD Cateter Insyte™ — Becton Dickinson
* Rompum® Bayer SA

%1 Multi Slice — 16 canais — Philips®
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isto, foram cortados fragmentos Osseos da
tibia direita de 4cm de comprimento,
atingindo a regido da osteotomia e 0 0ssO
adjacente & mesma. Os 20 fragmentos,
devidamente identificados, foram afixados
em uma placa de isopor com fio de sutura
ndo absorvivel®* 5-0 (figura 21) e
transportados em formalina neutra 10% em
tampédo fosfato até o laboratério. O tamanho
da placa foi de 10x15cm correspondente a
area de leitura do tomografo.

Figura 21. Imagem fotogréafica dos fragmentos &sseos
afixados na placa de isopor para a realizagdo da tomografia
computadorizada.

Para realizacdo do procedimento a placa de
isopor contendo as amostras foi colocada no
tomdgrafo (120kV, 199mAs) e foram
obtidos cortes helicoidais, com 1mm de
espessura e 1mm de separacdo entre eles.
Imediatamente ap6s a realizacdo do exame,
as imagens foram processadas com auxilio
de software® préprio do tomégrafo, onde foi
mensurada a atenuacdo da radiagdo em uma
area delimitada para cada amostra,
denominada regido de interesse (Region of
interesting — ROI). O ROI, correspondente
ao tamanho do fragmento 06sseo, incluia as

%2 prolene — Ethicon®
* Brilliance®16

duas corticais, a medular e o calo 6sseo.
Antes da selecdo do ROI, era ajustada a
espessura do corte para cada fragmento. Por
fim, a &rea e a densidade tecidual média de
cada amostra foram registradas em mm? e
unidades Hounsfield (HU - Hounsfield
Units) respectivamente (Figura 22).

Figura 22. Imagem tomogréfica digital apresentando a forma
de sele¢do da regido de interesse (ROI) (seta amarela).

O processamento e a analise dos dados
obtidos foram realizados por um mesmo
avaliador que desconhecia tanto 0s
tratamentos quanto 0s grupos experimentais.

Imediatamente apés a realizacdo da
tomografia computadorizada as amostras
foram colocadas novamente em formalina
neutra 10% em tampdo fosfato e
encaminhadas para o laboratério de
histopatologia para realizacéo do
processamento histolégico.

Histologia
O processamento das amostras foi realizado
aos 60 dias do experimento, no Laboratdrio

Clinico Cajal, em Belo Horizonte - MG.

Para realizacdo da histologia os fragmentos
0sseos de 4cm de diametro foram
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conservados em formalina neutra 10% em
tampéo fosfato durante 30 dias. ApoGs esse
periodo cada fragmento ésseo foi envolvido
em gaze e identificado para descalcificacdo
em solugdo de acido formico 24%,
tamponado com citrato de sodio, pH 4.5. As
20 amostras foram colocadas no mesmo
recipiente e imersas na  solugdo
descalcificadora. A solucdo foi trocada a
cada trés dias até a comprovacao
radiografica de completa descalcificacdo do
tecido.

Apbs a descalcificacdo, as amostras foram
lavadas por 24 horas em agua corrente e
cortadas longitudinalmente, para entdo
serem  desidratadas em alcodis de
concentracdes crescentes (70%, 80%, 90%,
absoluto 1, absoluto 2), permanecendo duas
horas em cada um deles. Posterior a
desidratacdo, os  fragmentos  foram
diafanizados em xilol por duas horas e
embebidos em parafina liquida por duas
horas e incluidos em blocos de parafina.
Destes foram obtidos cortes de 5um de
espessura. As amostras foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) segundo

procedimento padrdo para observagdo por
microscopia Optica de luz.

A andlise das amostras foi realizada no
laboratério de Histopatologia do
Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Histologia descritiva foi realizada nas
amostras para observacdo da morfologia,
estrutura e organizagdo das células e da
matriz extracelular, utilizando um escore de
avaliacdo (tabela 10).

Foi realizada avaliacdo duplo cego das
amostras. A analise semiquantitativa foi
feita por trés avaliadores distintos que
desconheciam a distribuicdo dos
tratamentos, com exce¢do do grupo controle
que foi avaliado inicialmente e serviu de
referéncia para classificar a consolidagdo
nos outros grupos experimentais. Para isto,
as laminas foram marcadas aleatoriamente
com um numero (01 — 15) e com o auxilio
de um escore, foi qualificada a consolidacédo
Ossea em termos de presenca de calo dsseo e
unido 6ssea (tabela 10).

Tabela 10. Escore de avaliagdo histolgica para consolidagao de osteotomia experimental

Categoria Escore Descricéo
Presenca de calo 6sseo
Exuberante 3 Presenca de calo, endosteal e periosteal, nas duas corticais
Moderada 2 Presenga de calo, endosteal ou periosteal, nas duas corticais
Discreta 1 Presenca de calo, endosteal ou periosteal, em uma das corticais
Ausente 0 Continuidade cortical
Unido 6ssea
Completa 3 Preenchimento completo do espago da osteotomia, nas duas corticais, com 0sso
compacto e/ou bordas da osteotomia imperceptiveis
Moderada 2 Preenchimento parcial do espaco da osteotomia, mais dos 50% da cortical
Discreta 1 Preenchimento parcial do espaco da osteotomia, menos dos 50% da cortical
Ausente 0 N&o unido dos fragmentos 6sseos

Modificado de An e colaboradores, 1999.
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Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado um
delineamento  inteiramente  casualizado
(DIC) em parcelas subdivididas, com quatro
tratamentos e cinco repeticBes cada,
utilizando-se o programa SAS. Para cada
variavel foi determinada a media e o desvio
padrdo e realizada andlise de variancia
(ANAVA). Os dados quantitativos foram
analisados por métodos paramétricos e 0s
dados qualitativos por métodos nao
paramétricos. A escolha do teste para
comparagdo das médias foi determinada
segundo o delineamento e o coeficiente de
variacdo (CV) de cada variavel (Sampaio,
2007), todos com niveis de significncia de
5% (p<0,05).

Para avaliagdo das varidveis consumo,
ganho de peso e densidade oOssea foi
utilizada analise de covaridncia. Assim
sendo, para avaliar o consumo, utilizou-se o
peso dos animais como covaridvel e o teste
de Tukey (CV: 8,54) para a comparagao
entre as médias dos diferentes tratamentos.
Para avaliar o ganho de peso dos animais,
foi utilizando o peso inicial como covariavel
e 0 teste de Tukey (CV: 5,17) para a
comparacdo entre as médias. Na avaliacdo
da densidade dssea, usou-se a area como
covariavel e o teste t (CV: 45,04) para
comparar as médias. Durante o experimento,
um animal apresentou paralisia
gastrintestinal, diminuindo drasticamente o
consumo e o0 peso nos Ultimos dez dias de
avaliagdo. Para ndo interferir na analise
estatistica, foram calculadas as parcelas
perdidas (Sampaio, 2007).

Ao analisar os valores das variaveis Fluxo,
Pool e Estatica no estudo de cintilografia
0ssea, observou-se que apenas a Estatica

apresentou distribuicdo normal. Para as
varidveis Fluxo e Pool foram utilizadas
transformacdes logaritmica e raiz quadrada
respectivamente. Apds a ANAVA, os dados
foram submetidos a analise de regresséo,
considerada significativa quando p<0,05.

Ao analisar os valores séricos e urinarios de
Ca, P e FA, observou-se que nenhum dos
valores apresentou distribuicdo normal.
Transformacdes logaritmicas e raiz quadrada
foram aplicadas para tentar normalizar a
distribuicdo dos dados. Para valores de Ca
sérico e FA e P urinarios, foi utilizado
transformacdo logaritmica, enquanto para Ca
urinério e FA e P séricos foi utilizado raiz
guadrada. Apos a ANAVA, os dados foram
submetidos a analise de regressdo,
considerada significativa quando p<0,05.

Por serem semiquantitativos, os parametros
da avaliacéo radiografica (reagdo periosteal,
formacdo de calo dsseo, formacdo de ponte
Ossea, presenca de linha de fratura e
remodelacdo), foram analisados por testes
ndo paramétricos, também com niveis de
significancia de 5% (p<0,05). Foram
utilizados os testes de Friedman para
comparagdo das medianas entre 0s tempos e
0 teste de Kruskal-Wallis para comparacao
das medianas entre os tratamentos.

Para analisar os dados obtidos da avaliagdo
histologica, foi utilizado o teste nao
paramétrico de  Kruskal-Wallis  para
comparagdo entre tratamentos, com nivel de
significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, o coelho como modelo
experimental foi vidvel em varios aspectos
como facilidade de acomodacéo e manuseio,
custo da pesquisa, tempo de obtencdo de
resultados, dentre outros. Vantagens do uso
desta espécie com fins de pesquisa foram
relatadas por An e colaboradores (1999), que
afirmam ser o coelho um dos animais mais
comumente  utilizados nas  pesquisas
ortopédicas, superando outras espécies
experimentais como ratos, cdes, cabras e
camundongos, e acredita-se que continua
assim ainda hoje. (An e et al. 1999; An e
Friedman, 1999). Apesar disso, devido as
diferencas anatdmicas, bioldgicas e técnicas
cirirgicas utilizadas, nem sempre estes
modelos fornecem pardmetros adequados
para serem extrapolados para todas as
espécies. O coelho foi 0 modelo animal mais
utilizado entre os anos 1992 e 1996 para as
pesquisas sobre fraturas e/ou osteotomias
(An e Friedman, 1999). Acredita-se que a
sua popularidade €é o resultado da
disponibilidade, custo, tamanho, facilidade
de manuseio, acesso Vvascular e uma
variedade de caracteristicas anatbmicas,
fisiologicas e bioquimicas. Dentre estas
caracteristicas, o tamanho e o facil manuseio
permitem ao pesquisador trabalhar em
pequenos espacos com grupos experimentais
grandes o suficiente para fornecer resultados
estatisticamente confidveis. Isto facilita
inclusive, o0 controle das variaveis
ambientais que possam influenciar a
resposta e obter resultados mais confidveis
(Sampaio, 2007).

Neste trabalho, a docilidade desta espécie,
especificamente da raca Nova Zelandia,
possibilitou utilizar apenas a contencdo

manual para execucdo da maioria dos
exames realizados, como colheita de sangue
e urina a cada oito dias, aplicacdo do LED a
cada dois dias e radiografias a cada 15, o
que reduziu significativamente a utilizagdo
de sedativos e o tempo de execucdo dos
procedimentos. Além da docilidade, o
tamanho contribuiu para facilitar o
transporte dos animais para realizacdo dos
exames de radiografia e cintilografia 6ssea
realizados a cada 15 dias, sendo que a
cintilografia era realizada em éarea afastada
daquela do experimento (faculdade de
Farmacia).

Apesar de ser frequentemente usado o jejum
solido e hidrico no pré-operatério, este ndo
foi realizado neste estudo, conforme
recomendado por Lipman e colaboradores
(2008) e nenhuma intercorrencia foi
verificada. O jejum pré-operatorio é
preconizado para minimizar os riscos de
vOmito durante a anestesia ou no pods-
operatorio, mas ainda ndo ha um consenso a
respeito disto no coelho. Alguns autores
alegam que este animal é incapaz de vomitar
e que seu estbmago ndo se esvaziard mesmo
depois de vérios dias de jejum, devido em
parte a coprofagia (Richardson, 2000;
Harcourt-Brown, 2002; Flecknell, 2009).
Outro fator a considerar é que coelhos com
massa corporal inferior a 3kg, como 0s
utilizados neste estudo, podem desenvolver
acidose metabdlica que quando associado a
baixa de glicose decorrente do jejum, pode
levar a obito pela incapacidade de
compensagdo da acidose (Lipman et al.
2008). Por outro lado entretanto, 0 jejum
alimentar de uma a 12 horas, é considerado
benéfico, pois evita a presenca de alimento
na boca no momento da intubagdo, bem
como reduz o volume do estdmago,
facilitando assim a respiracdo durante a
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anestesia (Mason, 1997; Harcourt-Brown,
2002; Rich, 2002, Lipman et al. 2008). De
forma geral, ha consenso de que ndo ha
necessidade de remover a agua antes da
cirurgia.

Foi registrado um total de cinco Obitos
(20%) nesta pesquisa, sendo quatro durante
a inducdo anestésica (80%) e um durante 0
transoperatorio (20%). Em todos estes casos
empregou-se o isoflurano administrado por
meio de méascara com dose de manuten¢do
de 1-2%. Apesar de ser este farmaco
utilizado com frequéncia para anestesia em
coelhos  (Richardson, 2000; Harcourt-
Brown, 2002), observou-se que 0s cinco
animais que receberam o isoflurano como
anestésico geral junto com diferentes
protocolos préanestésicos vieram a dbito. Os
resultados negativos da anestesia com
isoflurano levaram a substituicdo do
protocolo anestésico pela associacdo de
anestesia epidural e propofol. Segundo
Flecknell (2009), o principal problema com
0 uso do isoflurano em coelhos é a restri¢ao
respiratéria como resposta do animal ao
odor do farmaco, que pode ocorrer tanto
durante a inducdo quanto durante a
manutencdo anestésica dos pacientes. Além
disso, deve-se ressaltar que a intubacdo
endotraqueal nos coelhos é uma técnica
dificil de se realizar devido a anatomia do
animal, causando na maioria das vezes
laringoespasmo e danos iatrogénicos a
laringe e/ou faringe (Harcourt-Brown, 2002;
Percy e Barthold, 2007). A técnica de
intubacdo endotraqueal &s cegas requer
muita pratica e cuidados (Mason, 1997),
motivo pelo qual optou-se inicialmente pela
utilizagdo de mascara para administragdo do
isoflurano, técnica mais utilizada para a
anestesia inalatoria nesta espécie (Flecknell,
2009).

Segundo Brodbelt (2009), nos registros de
mortalidade perioperatéria em pequenos
animais no Reino Unido, o coelho aparece
como a terceira espécie mais comumente
anestesiada depois do cdo e do gato e chama
a atencdo o registro de alto indice de
mortalidade, substancialmente maior
(1,39%) do que nas outras duas espécies
(cdo: 0,17%, gato: 0,24%), devido ao uso de
agentes sedativos e anestésicos. A maioria
das mortes acontecia no pos-operatorio
(62%), seguido do trans (30%) e pré-
operatério (6%) e nenhuma antes da pré-
medicacdo (0%). E interessante notar que
59% das mortes registradas foram por causa
indefinida e 39% das restantes, foram devido
a causas cardiopulmonares (Brodbelt, 2009).

A anestesia epidural associada a sedacdo
permitiu a realizagdo do procedimento
cirrgico sem complicagdes. A duragdo do
efeito anestésico da bupivacaina®, na dose
utilizada e associada com sedativos, foi de
aproximadamente duas horas. Efeito
semelhante é relatado na literatura, com
duracdo anestésica em coelhos em torno de
100 minutos (Malinovsky et al. 1997;
Malinovsky, 1999; Lipman et al. 2008).

A pesar dos coelhos serem rotineiramente
utilizados em pesquisas que envolvem
procedimentos cirlrgicos, sdo considerados
como um dos animais de laboratério mais
dificeis de anestesiar, sendo esta dificuldade
atribuida a variagOes especificas da espécie
em resposta a anestesia, tais como
sensibilidade a depressdo respiratéria e
limitagdo  anatdbmica para intubagdo
endotraqueal (Mason, 1997; Lipman et al.
2008).

3 Neocaina® 5%, Cristalia, RJ.
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Sdo relativamente escassas as pesquisas
sobre manejo anestésico em coelhos e
acredita-se que os Obitos registrados nesta
pesquisa (20%) foram devido a mdltiplos
fatores. Segundo Brodbelt (2009), a relativa
falta de experiéncia em anestesiar essa
espécie, 0 manejo mais superficial dado a
este tipo de paciente e 0 maior potencial de
complicagbes, levam a um maior risco de
morte anestésica. Desta forma, apesar da
seguranca inerente da maioria  dos
anestésicos de dltma geracdo, estes
continuam sendo culpados pela mortalidade
transoperatoria nos coelhos. Existem outros
motivos que podem contribuir para aumentar
0 risco anestésico nesta espécie, como o
estresse causado por multiplos fatores,
hipoxia devida a fatores como o tipo de
farmaco utilizado, doencas respiratorias,
fatores mecénicos como compressdo do
térax ou oclusdo das vias aéreas e doencas
preexistentes, que na maioria das vezes sao
subclinicas (Harcourt-Brown, 2002). Maior
risco é observado, se mais de um destes
fatores esté& presente no mesmo animal.

O coelho oferece vantagens para utilizacdo
em pesquisas quando comparado com outras
espécies animais. Neste estudo, o tamanho
do coelho possibilitou a utilizagdo de
dispositivos de fixagdo interna da osteotomia
sem complicacbes e de tamanhos
convencionais, comumente empregados para
fixacdo de fraturas ndo experimentais em
cdes e gatos (Rich, 2002). Como citado por
Hankenson e colaboradores (2003), a
estrutura tubular e a espessura cortical dos
0ssos longos nos coelhos torna-0s um
modelo favoravel em estudos de fixacao
0ssea com pinos intramedulares. Além disso,
segundo Norris e colaboradores (2001), a
anatomia e a fisiologia dsseas do coelho
apresentam semelhangas com a dos seres

humanos, sugerindo desta forma, a
possibilidade de extrapolacdo de resultados.
Contudo, devido ao metabolismo acelerado
da espécie, observa-se um tempo mais curto
de consolidacdo Ossea, quando comparado
com outras espécies animais (An et al. 1999;
Richardson 2000; Hankenson et al. 2003), o
gue ndo interfere na extrapolacdo de
resultados e facilita a realizacdo dos estudos
em termos de custo e disponibilidade do
local.

Observou-se neste estudo que a abordagem
medial do terco médio da tibia é simples,
devido a auséncia de tecido adiposo, nervos
€ Vasos sanguineos importantes, assim como
presenca de apenas pequenos Qrupos
musculares, tornando facil o acesso ao 0sso
(Popesko et al. 1992, Piermattei, 1993). A
forma anatomicamente retilinea da tibia
permitiu uma facil, rapida e adequada
introducdo dos pinos no canal medular para
a fixacdo da osteotomia. Apesar da faixa
etaria e massa corporal semelhantes entre 0s
coelhos, o didmetro dos pinos empregados
foi selecionado no momento da cirurgia,
devido a variagdes do canal medular que
levaram a utilizacdo de pinos com diferentes
didmetros. O didmetro do canal medular dos
animais deste estudo, no terco médio da
tibia, variou entre quatro e seis milimetretros
aproximadamente, que levou ao emprego
das associacGes de dois pinos de 1,5mm
(10%), de dois de 2,0mm (30%) e de 1,5mm
e 2,0mm (60%). O uso de mais de um pino
dentro do canal medular proporcionou
estabilidade ao foco da osteotomia,
limitando a rotagdo dos fragmentos dsseos
sobre seu eixo e permitindo consolidagéo de
todas as osteotomias, como verificado
radiograficamente. Sabe-se  que a
estabilizacdo do foco da fratura € um dos
fatores importantes para 0 sucesso da
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consolidacdo (Doige, 1990; Webb e Tricker,
2000; Rich, 2002; Hungria, 2007;
Schindeler et al. 2008), portanto, pelos
resultados obtidos pode-se afirmar que o
método utilizado nesta pesquisa exerceu a
sua funcdo de forma satisfatoria e permitiu
avaliar o efeito dos tratamentos testados.
Além da estabilizacdo, outro fator a ser
considerado na consolidacdo dssea € a
influencia do manuseio dos tecidos durante a
intervencdo cirdrgica.

Neste estudo ocorreu em um dos 20 coelhos,
fissura do fragmento proximal da tibia apos
a realizacdo da osteotomia, devido a forga
excessiva aplicada a pinga autocentrante que
alinhava os fragmentos 6sseos, no momento
em que era introduzido o primeiro pino
intramedular. A fissura foi corrigida
mediante colocacdo de duas cerclagens com
fio de aco 0,6mm (Figura 23), que permitiu
estabilizar o foco da osteotomia. A
necropsia, observou-se que o fio de ago
estava totalmente coberto pelo calo 06sseo,
indicando que este ndo interferiu
negativamente no processo de consolidacao
Ossea.

Figura 23. Imagem fotogréafica da radiografia pésoperatéria
imediata, mostrando as duas cerclagens para fixagdo da
fissura no fragmento proximal da tibia.

Em dois coelhos ocorreu impactacdo dos
fragmentos  6sseos no  pOs-operatdrio
imediato, possivelmente devido a
instabilidade  excessiva no foco da
osteotomia (Figura 24). As impactagdes de
aproximadamente 1mm e 4mm, verificadas
radiograficamente, conferiram entretanto,
estabilidade ao foco da osteotomia.
Verificou-se projecdo subcutanea proximal
dos pinos no caso da impactacéo de 4mm. A
irritacdo tecidual no tergo proximal causada
pelos pinos provocou seroma e estes foram
cortados ao nivel da articulagdo fémoro-
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tibio-patelar para ajustar o tamanho e evitar
a exposicdo dos mesmos e
consequentemente do canal medular ao
ambiente externo. Na impactacdo de cerca
de 1mm ndo foi necessario realizar este
procedimento, uma vez que ndo houve sinais
de irritacdo local.

Figura 24. Imagem fotogréafica da radiografia pdsoperatéria
mostrando a impactagdo dos fragmentos proximal e distal da
tibia.

Todos o0s animais apresentaram evolucao
clinica satisfatdria e a ferida cirdrgica
cicatrizou por primeira intengdo. Também,
ndo houve evidéncia de alteragdo na saude
fisica ou no comportamento dos coelhos,

decorrentes da cirurgia, 0 que mostra que 0
método cirtrgico utilizado ndo produziu
incapacidade ou sofrimento para os animais.

Aos 45 dias de experimento, um coelho do
grupo B apresentou inapeténcia progressiva
com reducdo drastica do peso corporal. Ao
exame clinico as variaveis fisioldgicas
encontravam-se  dentro dos pardmetros
normais, foi observada desidratacdo leve,
apatia e contetdo gasoso a palpacdo
abdominal. Radiografias contrastadas foram
obtidas cinco dias ap6s a mudanca de
comportamento do animal. Apos trés horas
da administracdo do bario, as radiografias
revelaram que 0 mesmo encontrava-se ainda
no estdbmago, sendo eliminado parcialmente
no dia seguinte. O diagndstico presuntivo foi
de obstrucdo parcial devido a bolas de pelo.
N&o foi realizado nenhum tipo de tratamento
neste animal para ndo interferir com as
avaliacBes do experimento, uma vez que
restavam apenas dez dias para realizagdo da
eutanasia. A necropsia foi observado
elevado contetido géastrico de bolas de pelo
de diferentes tamanhos misturadas com meio
de contraste e nenhuma outra alteracdo
significativa foi  observada.  Segundo
Harcourt-Brown (2002) e Percy e Barthold
(2007) no coelho, a presenca postmortem de
pelo misturado com contetdo estomacal no
estdbmago é um achado normal.

Antigamente acreditava-se que a
compactacdo de pelo e alimento
(tricobezoar) no estbmago era a causa
primaria de obstrucdo pildrica no coelho
(Jenkins, 1997). Porém, hoje sabe-se que a
hipomotilidade  gastrintestinal,  causada
principalmente por dor, estresse e medo,
leva ao aciimulo de pelo no estomago com a
consequente formacdo de tricobezoares e
eventual obstrucdo gastrica (Richardson,
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2000;  Harcourt-Brown,  2002).  Os
tricobezoares sdo achados incidentais
frequentes nas necropsias de coelhos (Percy
e Barthold, 2007). Outros fatores como
restricdo de exercicio, ingestdo de toxinas,
aderéncias pos-cirlrgicas, estresse
ambiental, rotina, transporte, temperaturas
extremas, umidade, dentre outros parecem
estar relacionados com esta alteracdo
(Reusch, 2005) Outra possivel causa da
hipomotilidade gastrintestinal sdo as dietas
com contetdos deficientes de fibra e
excessos de carboidratos (Jenkins, 1997;
Richardson, 2000, Reusch, 2005). Porém,
neste caso é pouco provavel, uma vez que 0s
20 coelhos receberam dois tipos de dietas
rigorosamente controladas, ambas contendo
guantidades iguais de fibra bruta e
carboidratos, com niveis suficientes para
esta espécie como recomendado na literatura
(Blas e Mateos, 1998; Euler, 2009).

Como o coelho apresentou esta alteracdo
aproximadamente aos 45 dias do pos-
operatdrio, poder-se-ia pensar que foi
independente do procedimento cirtrgico ou
da dor causada pelo mesmo. Seria mais
provavel atribuir ao estresse a causa da
hipomotilidade gastrintestinal apresentada
neste coelho, e ainda, talvez a
susceptibilidade individual. Pelo fato desse
animal fazer parte do grupo tratado com o
LED, estava submetido a estresse constante.
No entanto, no momento em que o coelho
desenvolveu a doenca o protocolo das
aplicagdes do LED ja tinha terminado, ha 10
dias.

O procedimento de aplicagdo do LED,
entretanto, foi de facil execucdo em todos o0s

coelhos. O posicionamento dos animais em
decubito dorsal e o ambiente tranquilo
permitiram o manuseio e a aplicacdo da luz
de forma simples, sem necessidade de
contencdo quimica. Durante a aplicacdo
observou-se que o LED é uma fonte de luz
gue ndo produz desconforto para o paciente,
possibilitando sua aplicacdo em coelhos,
apesar desta espécie ser particularmente
estressada. Nenhuma mudanga significativa
foi percebida no local de aplicacdo do LED
durante o periodo de realizacdo do
tratamento nem nos dias subsequentes.
Também, ndo foram observadas diferencas
guando comparados com 0s animais que ndo
receberam este tratamento.

As observagOes anteriores sugerem que 0
LED é um dispositivo de tratamento ndo
invasivo que pode ser aplicado sem
dificuldade nesta espécie.

A suplementacdo com o Lithothamnium
calcareum administrou-se  facilmente
mediante inclusdo na racdo, como descrito
na literatura (Dias, 2001; Melo et al. 2006;
Pelicia et al. 2007; Melo et al. 2008) e em
dose de inclusdo previamente empregada em
coelhos (Euler, 2009).

Na tabela 11 encontram-se os valores das
médias e coeficientes de variagdo (CV) das
variaveis consumo e ganho de peso nos
diferentes tratamentos (A, B, C, D).

Para a variavel consumo a ANAVA ndo
mostrou diferenca significativa das médias
corrigidas entre os diferentes grupos
experimentais (p>0,05) (tabela 12).
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Tabela 11. Media de consumo diario e ganho de peso de coelhos alimentados com dieta convencional e dieta com

inclusdo de L. calcareum (0,75%)

Tratamentos
A A C D
P Vv
arametro (L. calcareum) (L. calcareum+ LED) (LED) (Controle) ¢
Consumo (g) 125,099 115,457 127,185 112,293 8,544
Ganho de peso (Kg) 3,492 3,454 3,268 5,168

L. calcareum: Lithothamnium calcareum; g: gramas; LED: Light Emitting Diode; SD: desvio padréo; CV:

Coeficiente de Variagdo.

Tabela 12. Comparagdo entre tratamentos das médias
corrigidas da variavel consumo.

Tratamento Media (g)
C 127,185a
A 125,099 a
B 115,457 a
D 112,293 a

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste t
(p<0,05).

Os resultados de consumo encontrados nesta
pesquisa estdo dentro dos valores esperados
para coelhos alimentados com dietas
convencionais. Ainda, corroboram os dados
do consumo reportados por Euler (2009) em
estudo com coelhos em crescimento da raca
Nova Zelandia, suplementados com o L
calcareum.

A suplementacdo com L. calcareum foi
realizada sem dificuldades, pois foi incluido
na racdo como descrito na literatura (Dias,
2001; Melo et al. 2006; Pelicia et al. 2007;
Melo et al. 2008) e em dose de inclusédo
previamente empregada em coelhos (Euler,
2009). A média do consumo da racdo
suplementada com o L. calcareum foi igual
a racdo  normal, sem  diferenga
estatisticamente  significativa  (p>0,05)
(figura 25B, tabela 12). Esta observacdo foi
feita em outras espécies, segundo a literatura
consultada (Dean et al. 2003; Pelicia et al.

2007). Por outro lado, este suplemento
mineral ndo afeta negativamente o consumo
de racdo, podendo ser utilizada como fonte
alternativa de célcio na nutricdo animal
(Melo et al. 2008; Euler, 2009).

A variavel ganho de peso, entretanto,
mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos que foram
suplementados (A, B) e o grupo controle (D)
(p<0,05) (tabela 13, figura 25A).

Tabela 13. Comparagdo entre tratamentos das médias
corrigidas da variavel ganho de peso.

Tratamento Media (Kg)
A 3,554 a
B 3,502 a
C 3,468 ab
D 3,284 b

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste t
(p<0,05).

A diferenca no consumo entre 0s grupos nao
foi estatisticamente significativa (p>0,05), o
que leva a pensar que, possivelmente, a
inclusdo do L. calcareum na dieta, teve um
efeito positivo sobre a digestibilidade
aparente da racdo e/ou sobre a conversdo
alimentar dos animais, conforme relatado
por Orsine e colaboradores (1989), em
trabalho com bezerros e Pope e
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colaboradores (2002) com frangos de corte.
Segundo Melo e Moura (2009) a melhora na
conversdao alimentar pode estar relacionado
com a alta solubilidade que apresenta o L.
calcareum quando comparado com outras
fontes de macro e microminerais. Segundo
Melo e colaboradores (2006), essa
caracteristica esta diretamente relacionada a
absorcdo intestinal e a biodisponibilidade do
produto, fator considerado  também
respetivamente por Airhart e colaboradores
(2002) e Melo e colaboradores (2006), em
seus trabalhos com ganho de peso de

(A) Ganho dePeso

3,60

3,55

3,50 -
345 -
3,40 -
3,35 -
3,30 -
3,25 -
3,20 -
3,15 -

valores (kg)

3,10
A B C D

Tratamento

Figura 25. Grafico das médias dos parametros (A) peso

experimentais.

As atividades invasivas como colheita de
sangue foram de fécil execucdo no coelho. A
veia safena é um dos locais de colheita
preconizado em coelhos, assim como a
artéria marginal da orelha (Richardson,
2000; Harcourt-Brown, 2002). Nesta Gltima,
ndo é necessaria a utilizacdo de seringa para
extracdo do sangue, sendo utilizada apenas
uma agulha, j& que o sangue arterial flui
espontaneamente do vaso. Entretanto, neste
estudo optou-se pela utilizacdo apenas do
ramo lateral da veia safena, para evitar lesdo
do pavilhdo auricular, uma vez que foram
realizadas multiplas colheitas. Além disso,

pintinhos e desmpenho de codornas

japonesas em postura.

Por outro lado, entretanto, resultados
diferentes foram reportados em outras
pesquisas com coelhos (Euler, 2009), com
codornas (Melo et al. 2008), com suinos
(Dean et al. 2003) e com galinhas (Pelicia et
al. 2007), que ndo mostraram diferencas
significativas no ganho de peso dessas
espécies quando suplementadas com L.
calcareum.

(B) consumeo

Consumo (g/kg/dia)
&

105

100

C A B D

Tratamento

e (B) consumo dos animais nos diferentes grupos

observou-se que a quantidade de sangue
colhida da artéria marginal da orelha, era
dependente  do  periodo do dia.
Aparentemente, quando a  extracdo
sanguinea era realizada a tarde o fluxo
arterial  era menor, com aumento
significativo do tempo necessario para o
procedimento. Isto aumentava o estresse
causado ao animal e levava, na maioria das
vezes, ao insucesso do procedimento e a
necessidade de colheita na veia safena. Isto é
devido, provavelmente, a diminuicdo do
metabolismo dos animais neste periodo do
dia.
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Apesar da féacil execucdo da colheita
sanguinea, observou-se que apés a
centrifugacdo das amostras para obtencdo do
soro, aproximadamente um terco das
aliquotas apresentava hemdlise. Segundo
Harcourt-Brown (2002), ¢ dificil obter
amostras sanguineas de boa qualidade em
coelhos. Segundo o autor, hemdlise e
formacdo de coagulos sédo as alteragdes mais
comumente  observadas, possivelmente,
pelas caracteristicas inerentes a membrana
das hemacias que sdo mais finas.

As concentracdes séricas e urinarias de Ca,
P e FA em funcdo do tempo pds-operatorio,
mostraram variacbes como indicado nas
tabelas 14, 15, 18, 19, 21, 22. O intervalo
dos valores de referéncia para Ca, P e FA,
sdo inconsistentes na literatura. Segundo
Harcourt-Brown (2002), diferencas nas
técnicas de anélise dos parametros podem
levar a desigualdade dos resultados. Ainda,
diferencas significativas entre a raga, 0 sexo
e/ou a idade tém sido observadas para alguns
pardmetros bioquimicos em coelhos de
laboratério (Melillo, 2007) assim como o
efeito do sofrimento, da estacdo do ano ou
da temperatura didria (Emanuelli et al.,
2008)

Observou-se neste estudo que os valores da
concentragdo de Ca, tanto no soro quanto na
urina de coelhos, foram evidentemente
maiores que as descritas em outras espécies
animais (Kaneko et al. 2008). Ao analisar o0s
valores, observou-se que apenas para as
concentragdes séricas de Ca foi encontrada
interagdo estatisticamente significativa entre
0s tempos e os tratamentos (p<0,05) (tabela
14). Equagdes de regressdo linear,
quadratica e cubica foram encontradas para

0os tempos, sendo todas significativas
(p<0,05), com valores de R2 de 71,63%,
82,64% e 91,58% respectivamente. Apenas
a regressdo quadratica foi utilizada para
explicar o comportamento no tempo, uma
vez que € a curva que melhor descreve o
comportamento desta variavel (figura 26).

Diferenca estatistica significativa entre os
tempos (p<0,05), mas ndo entre o0s
tratamentos (p>0,05), foi encontrada na
comparacdo dos valores de Ca urinério,
porém, ndo houve interacdo significativa
entre eles. Apenas a equacdo de regressao
quadratica foi significativa (p<0,05), porém,
com R2 de 30,89%.

As concentragdes pré-cirtrgicas de Ca total
no soro dos animais deste estudo, foram em
média 3,45mmol/L  (13,84mg/dL) com
valores méximo de 7,73mmol/L e minimo
de 3,22mmol/L. O intervalo dos valores de
referéncia normais para o Ca sanguineo
varia segundo a literatura e mostra
inconsisténcia entre o0s autores, como
apresentado na tabela 16. Apesar destas
diferencas, a média dos valores encontrados
no tempo zero nesta pesquisa, foi
semelhante ao reportado na literatura (tabela
16), sendo discretamente superior aos
valores citados por Harkness e Wagner
(1993), Mader (1997) e Richardson (2000).
Existem poucos trabalhos sobre as
concentracdes urinarias de Ca, devido talvez
ao fato de que no coelho geralmente, a taxa
de excre¢do urinaria de Ca é cerca de 45—
60% (Melillo, 2007), sendo que 0 excesso
ingerido na dieta é diretamente excretado na
urina (Richardson, 2000) sem relevancia
clinica (tabela 15).
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Tabela 14. Média dos valores da concentragdo sérica de Ca (mmol/L) nos diferentes tratamentos em funcdo do tempo

experimental.

Tempo (dias do pds-operatério)

Tratamento — 7 14 21 28 3% 2 49 56 Media
A 3558 Ab 3,234 Ab 2674 Ab 3,127 Aa 3,000 Aa 3174 Aa 3468 Aa 3184Aa 3139Aa 3174
B 6402Ba 3443Ab 3323 Aba 3508 Aa 2979Aa 3,189 Aa 2959Aa 3014Aa 2700Aa 3,502
c 3310Ch 4955Aa 3728Ba 3424Ca 2864Ca 2,909Ca 2,774Ca 2,939Ca 2726Ca 3292
D 3957 Ab 3458 Ab 3,084Aba 3298Aa 3,370 Aa 3156Aa 3,149 Aa 3318Aa 2,844Aa 37203
Média 4307 3772 3202 3339 3055 3107 3088 3114 2852

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).

Tabela 15. Média dos valores da concentragdo urinaria de Ca (mmol/L) nos diferentes tratamentos em fungdo do

tempo experimental.

Tempo (dias do pds-operatorio)

Tratamento 0 7 14 21 28 3% 7 9 56 Media

A 12725 8433 11178 11,098 8782 5549 7635 10479 7486  9263a

B 10230 12275 8832 6467 7385 6786 9581 9431 8819  8867a

c 6,687 7350 9132 5539 4092 7335 10479 6886 6582  7.120a

D 693 8533 7,984 8383 3693 7884 9980 8832 9421  7.96la
Média  9144A 9148A 9281A 7872B 5988B 68898 9419A 8907TA 8077 A

Meédias seguidas de letras distintas, maiusculas nas linhas e mindsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).

Tabela 16. Valores de referéncia do Ca sanguineo em
coelhos segundo diferentes autores.

Valores de

Referéncia Autores j)rlli?::eéo
(mmol/L) publicag

3,50 Kamphues 1986
Harkness e Wagner 1993
1,40-3,19 Mader 1997
1,39-3,11 Richardson 2000
Goad et al. 1989
3,20-3,70 Harcourt-Brown 2002
2,74 -3,49 Melillo 2007
1,46 - 3,60 Kaneko et al 2008

Fonte: Harkness e Wagner, 1993; Mader, 1997
Richardson, 2000; Harcourt-Brown, 2002; Kaneko et
al. 2008.

Segundo Harcourt-Brown (2002), variagdes
na ingestdo e no contelido de Ca das dietas
fornecidas aos animais poderiam explicar
algumas destas discrepancias, uma vez que
0s niveis de Ca total no soro e na urina
refletem diretamente o aporte nutricional

(Mateos e Blas, 1998; Richardson, 2000,
Redrobe, 2006; Melillo, 2007).

Ao analisar os valores em funcéo do tempo,
observa-se que as concentracdes séricas de
Ca diminuiram gradativamente até o final do
periodo experimental com uma aparente
estabilizacdo nas Gltimas duas semanas do
experimento (Figura 26A). As concentraces
urindrias se comportaram de forma
semelhante, porém, no final do experimento
houve aumento préximo aos valores iniciais
(figura 26B). Nota-se que os valores séricos
estiveram dentro dos intervalos normais de
referencia reportados na literatura para esta
espécie (tabela 16) (Harkness e Wagner,
1993; Mader, 1997; Richardson, 2000;
Kaneko et al. 2008).
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Figura 26 Grafico do comportamento das concentragdes sérica e urinaria de célcio (Ca) em fungdo do tempo.
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Figura 27 Gréfico apresentando o comportamento da concentragdo sérica e urinaria de calcio

(Ca). Comparagdo entre grupos experimentais.

Este comportamento das concentragtes
sérica e urinaria de Ca pode ser devido a
resposta fisiolégica do organismo a demanda
de Ca (Schindeler et al. 2008).

As diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) das concentragdes séricas de Ca
encontradas entre 0s grupos experimentais
foram observadas apenas nos primeiros 15
dias do experimento (Tabela 14). Nos
tempos de avaliagdo subsequentes a
concentragdo  sérica de Ca  foi
estatisticamente igual (p>0,05) entre todos
os tratamentos.

Embora estatisticamente ndo significativa
(p>0,05), foi observada uma maior excregao
urinaria de Ca por parte dos animais dos
grupos tratados com a suplementacédo por L.
calcareum (A e B), quando comparados com
0S grupos que receberam a dieta ndo
suplementada (C, D) (figura 27). Isto pode
ser devido a maior quantidade deste mineral
na dieta suplementada com a alga, uma vez
que nos coelhos a absorcdo de Ca é
independente das necessidades metabdlicas,
sendo o excesso excretado principalmente na
urina (McDowell, 1992; Mateos e Blas,
1998; Redrobe, 2006; Melillo, 2007).
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Com relagdo a concentragdo sérica de FA, dieta, sexo, sofrimento, estacdo do ano ou

observou-se nesta pesquisa que os valores temperatura diaria, foram sugeridos como
encontrados foram altamente varidveis nos varidveis intervenientes nos resultados
diferentes tempos avaliados (tabela 18), (Melillo, 2007, Emanuelli et al. 2008).
devido, provavelmente, a instabilidade da
enzima no organismo. Os valores séricos Tabela 17. Valores de referéncia de FA em sangue de
normais de referencia para a FA em coelhos coelhos segundo diferentes autores.
variam significativ_amente_) na literatura, ;/:;ergzcdiz Autores Ano de
mostrando grandes inconsisténcias entre 0s (UIIL) publicacéo
autores, como indicado na tabela 17. 112,00 — 350,00 Harkness e Wagner 1995
Segundo  Harcourt-Brown  (2002), a 4,00 - 16,00 Mader 1997
utilizacdo de diferentes técnicas de analise 15,00 - 90,00 Richardson 2000
nas pesquisas poderia explicar, em parte, 10.00-70,00 Harcourt-Brown 2002
12,00 - 96,00 Melillo 2007
essas variagOes. Outros fatores como idade, 106,20 — 133,80 Kaneko et al. 2008

Tabela 18. Media dos valores séricos de FA (UI/L) nos diferentes grupos experimentais em funcdo do tempo
avaliado.

Tempo (dias do pds-operatorio)

Tratamento 0 7 1 21 28 3% ) 9 56 Média
A 6280 6340 2860 7752 9134 9746 8908 9312  8l56  7610a
B 13162 27,00 6100 548 5080 5002 7026 5392 8460  6489a
C 8040 66,60 4920 57,12 3904 8680 9318 10000 5128  6929a
D 7000 5440 140,60 1848 4502 7920 5680 6868 4270  6399a

Média 86,21 A 5285A 6985A 5198A 5655A 7837A T7733A T7893A 6504A
Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).

Tabela 19. Media dos valores urindrios de FA (UI/L) nos diferentes grupos experimentais em funcdo do tempo
avaliado.

Tempo (dias do pdés-operatério)

Tratamento 0 7 14 21 28 3% 2 49 56 Media
A 17000 21,400 35600 7,200 11,400 6800 5400 27200 15740  16416a
B 42000 17200 82,200 4400 10000 9,600 62,600 19,400 19400 29,644 b
c 42,400 10000 21200 20,00 7,000 22,800 11,000 24,000 21,400 19,989 ba
D 26580 27,800 37,400 72,200 25400 60,800 37,000 75600 27,180 43,329 b

Média 31,995 A 19,100 B 44,100 B 25,975B 13,450 B 25,000 B 29,000 B 36,550 A 20,930 A
Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).
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Figura 28 Gréfico do comportamento das concentragdes sérica e urinaria de calcio (Ca) em funcédo do tempo.
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Figura 29. Grafico apresentando o comportamento da concentragdo sérica e urinaria de
fosfatase alcalina (FA). Comparag&o entre grupos experimentais.

As concentracgdes séricas de FA neste estudo
estdo dentro dos intervalos normais de
referéncia reportados por Richardson (2000),
Harcourt-Brown (2002) e Melillo e
colaboradores (2007). A analise dos
resultados mostrou que ndo houve interagédo
estatisticamente  significativa entre  0s
tempos e os tratamentos (p>0,05) (tabela
18). Apenas a equacdo de regressdo clbica
foi significativa (p<0,05) para representar as
variagBes da concentracdo sérica de FA nos
tempos avaliados, com valor R2 de 89,16%
(figura 28) e equacdo de regressdo
quadratica para as concentragcdes urinarias
(R2:50,54%) (figura 28), no entanto, estas
ndo explicam o comportamento fisiol6gico
da variavel. Estatisticamente, ndo houve
diferenca  significativa  (p>0,05) das
concentracdes séricas de FA entre os tempos
avaliados nem entre os diferentes grupos
experimentais (tabela 18).

As concentragfes séricas de FA para o0s
grupos B e C, foram semelhante as do grupo
controle (D) (tabela 18, figura 29), sendo
discretamente maiores. Segundo Matsuzaka
e colaboradores (2004), a estimulagdo in
vitro com luz laser promove proliferacdo

significativa dos osteoblastos. Porém, os
autores observaram que as concentragdes de
FA no grupo irradiado foram iguais as do
grupo controle (Matsuzaka et al. 2004).
Com base nesse relato pode-se pensar que 0
LED poderia ter promovido o efeito
bioestimulador sem interferéncia com as
concentragdes séricas de FA. Para o grupo A
(L. calcareum) foram encontrados valores
séricos de FA semelhantes aos dos outros
grupos experimentais (p>0,05) (tabela 18) e
valores urinarios menores em relacdo aos
outros grupos expimentais (B,C,D) (p<0,05),
(tabela 19) mas sem relevancia clinica.

As médias das concentragdes séricas de P
encontradas neste estudo estdo aumentadas
com relacdo aos valores de referéncia
normais para esta espécie publicados na
literatura (tabela 20). Esses resultados
podem ter sido devidos a hemolise
observada ap6s a centrifugacdo das
amostras. Segundo Harcourt-Brown (2002),
a hemolise e formagdo de codgulos
comumente observadas nas aliquotas
sanguineas de coelhos, pode alterar o
resultado das analises. Como o0 P estd
presente dentro da célula, as concentracbes
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séricas sdo facilmente aumentadas pela
hemolise (Melillo, 2007).

Tabela 20. Valores de referéncia de P sangliineo em
coelhos segundo diferentes autores.

Valores de

. Ano de
Referéncia Autores ublicacio
(mmol/L) P ¢
1,29 -2,00 Harkness e Wagner 1993
1,28-1,92 Harcourt-Brown 2002
1,29-2,10 Melillo 2007
1,15-1,45 Kaneko et al. 2008

Ao analisar os valores séricos e urinarios de
P, observou-se que ndo houve interacdo
entre os tempos e os tratamentos (p>0,05)
(tabelas 21 e 22). Apenas a equacdo de
regressdao  quadratica foi  significativa
(p<0,05) para representar as variacOes das
concentracdes sérica e urindria de P nos
tempos avaliados, com valores R2 de
89,16% e 62,39% respectivamente (figura
30)

Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) das concentragdes
séricas e urinarias de P entre os grupos
experimentais, mas sim entre 0s tempos
avaliados (p<0,05) (tabelas 21 e 22, figuras
30 e 31).

Apesar da importdncia do P para o
organismo e em especial para o tecido 6sseo
(McDowell, 1992, Committee... et al. 2005;
Morais e Burgos, 2007), concentracdes
sanguineas de P em coelhos sdo de dificil
interpretacdo e sdo  fisiologicamente
influenciadas por diferentes fatores como
ingestdo, niveis na dieta, absorcéo intestinal
efou distlrbios metabdlicos (Richardson,
2000). Segundo Harcourt-Brown (2002),
existe pouca informacdo sobre a relevancia
clinica das concentracfes séricas de fosfato
em coelhos e 0 aumento pode ser Gtil apenas
no diagnostico de doenca renal (Melillo,
2007).

Tabela 21. Comparacéo entre as médias dos valores da concentracdo sérica de P (mmol/L) nos diferentes tratamentos

em fungdo do tempo experimental.

Tempo (dias do pds-operatério)

Tratamento Média
0 7 14 21 28 35 42 49 56
A 1,989 2,105 3,235 2,480 2,519 2,667 1,976 1,718 2,551 2,360 a
B 1,421 3,022 1,976 2,525 3,468 2,209 2,028 1,731 1,879 2,251a
C 2,351 2,067 4,075 3,093 1,769 2,163 1,808 2,215 2,344 2,432 a
D 2,693 1,963 3,675 2,460 2,964 2,170 2,357 1,744 1,621 2,405 a
Média 2,113 A 2289A 3240B 2640B 2680B 2302A 2042A 1852A 2,099A

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).

Tabela 22. Comparagdo entre as médias dos valores da concentragdo urinaria de P (mmol/L) nos diferentes

tratamentos em funcéo do tempo experimental.

Tempo (dias do pés-operatorio)

Tratamento 0 7 12 21 28 35 2 9 56 Media

A 0387 0413 0536 0749 1150 1175 0601 0633 0588  0692a

B 0407 1066 0710 0614 0930 0678 1202 0607 058  0765a

c 0749 0452 0459 0646 1,150 0736 0620 0743 0575  068la

D 0542 0717 0575 0445 0814 1305 1027 0626 0323  0708a
Meédia 0521 0662 0570 0613 1011 0974 0885 0652 0517

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste t (p<0,05).
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Figura 30 Grafico do comportamento da concentracao sérica e urinaria de fosforo (P) em fungéo do tempo.
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Figura 31 Gréfico apresentando o comportamento da concentragdo sérica e urinaria de fosforo

(P). Comparagcéo entre grupos experimentais.

Os exames radiograficos possibilitaram
acompanhar satisfatoriamente a evolugéo do
processo de consolidagdo da osteotomia
(tabela 23 e figuras 32, 33, 34, 35, 36), ndo
sendo necessaria a sedacdo dos animais. A
contencdo manual dos coelhos em decubito
dorsal para a projecdo VD e em decubito
lateral direito para a projecdo ML do MPD
foi suficiente para a realizacdo do exame.

No poés-operatorio imediato verificou-se em
todos 0s animais o correto posicionamento
dos pinos na tibia e a coaptagcdo dos
fragmentos Osseos (figura 32). Reducdo da
osteotomia foi satisfatéria em todos os

animais. Em alguns casos a extremidade
proximal dos pinos ficou maior do que
0,5cm, mas sem significado clinico. Nas
avaliagdes subsequentes verificou-se a
consolidacdo em todos os grupos, como
mostram as figuras 33, 34, 35 e 36. Aos 15
dias observa-se em todos o0s animais do
grupo A (L. calcareum) e D (controle), calo
0sseo com hordas lisas e ponte 6ssea (figura
33 A e D) e bordas irregulares nos animais
dos outros grupos (B e C) (figura 33 B e C).
A linha de osteotomia estava presente em
todos, sendo mais evidente nos grupos B (L.
calcereum+LED) e C (LED) (figura 33).
Aos 30 dias verificou-se evolugdo do quadro
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em todos os animais com redugdo do calo
0sse0 e caracteristicas radiograficas de
remodelacdo, naqueles dos grupos A e D
(figura 34 A e D), presenca de ponte 6ssea e
calo com bordas lisas nos dos grupos B e C
(figura 34 B e C). Neste periodo a linha de
fratura era menos evidente em todos o0s
animais (figura 34). Aos 45 dias ja se
verificava  continuidade  cortical com
remodelacdo avancada em todos os coelhos
(figura 35). O aspecto radiografico nos
animais dos grupos A e D era mais avancgado
do que os demais. Aos 60 dias verificou-se
radiograficamente, processo de remodelacéo
mais  avangado, mais ainda  ndo
completamente  finalizado (figura 36)
(Schelling, 1991). Nos animais do grupo B
(L. calcaruem+LED) e C (LED) verificou-se
ainda, uma linha ténue de menor densidade e
0 calo era maior do que nos demais,
sugerindo evolucdo discretamente mais lenta
do processo. A formacdo do calo 0sseo esta
associada a presenca de micromovimento no

foco da osteotomia, resultado esperado
guando se emprega 0 pino intramedular
como dispositivo de fixacdo de fraturas
(Doige, 1990). O calo 6sseo € neste tipo de
fixagdo, um resultado benéfico, porque
confere estabilidade a osteotomia e permite
a evolugdo favoravel do processo de
reparacdo Ossea, como observado neste
estudo. A linha de osteotomia foi se
tornando menos evidente no decorrer do
periodo experimental, caracteristica da
evolucdo do processo de consolidagdo 6ssea
(Doige, 1990; Hungria 2007).

Diferencas estatisticamente significativas
entre 0s tempos de avaliacdo (p<0,05), mas
ndo entre 0s grupos experimentais (p>0,05)
foram observadas em todos os parametros
considerados. Nas tabelas 23 e 24,
apresentam-se as medianas dos cinco
parametros analisados nos diferentes tempos
de avaliacdo e nos tratamentos.

Tabela 23. Comparacdo dos valores das medianas dos parametros avaliados na radiografia. Reagdo Periosteal (RP),
formacdo de Ponte Ossea (PO), formagdo de Calo Osseo (CO), presenca de Linha de Osteotomia (LO) e
Remodelagéo (R), avaliados nos diferentes tempos TO (antes da cirurgia), T15 (15 dias), T30 (30 dias), T45 (45 dias),

T60 (60 dias).

Tempo (dias) RP PO Pa?g = LO R
To 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
T15 1,667 b 0,667 ab 1,667 b 0,667 ab 0,333 ab
T30 1,000 ¢ 2,167 bc 2,000 b 1,667 be 1,333 be
T45 1,000 ¢ 2,667 1,500 b 2,500 cd 2333 ¢
T60 0,000 a 2,667 1,667 b 2,833 d 2,500 ¢

Medianas seguidas de letras distintas nas colunas diferem pelo teste de Friedman (p<0,05).

Tabela 24. Comparagdo dos valores das medianas dos parametros avaliados na radiografia Reagdo Periosteal (RP),
formacdo de Ponte Ossea (PO), formagdo de Calo Osseo (CO), presenca de Linha de Osteotomia (LO) e
Remodelacdo (R), avaliados nos diferentes tratamentos. A (L. calcareum), B (L. calcareum+LED), C (LED), D

(controle).
Parametro
Tratamento RP PO co o R Total
A 1,000 a 2,333a 1,333a 2,333a 1,667 a 8,666
B 1,000 a 2,333a 1,667 a 1,667 a 1,333a 8,000
C 1,000 a 2,000 a 1,667 a 1,667 a 1,667 a 7,668
D 1,333a 2,000 a 1,667 a 1,667 a 1,000 a 7,667

Medianas seguidas de letras distintas nas colunas diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 32. Imagem fotografica da radiografia pds-operatoria imediata. Observa-se a osteossintese e a linha da osteotomia no
terco médio da tibia (seta branca) em proje¢do ML. (A) grupo A — L. calcareum, (B) grupo B - L. calcareum+LED, (C) grupo
C - LED, (D) grupo D - Controle.
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Figura 33. Imagem fotografica da radiografia aos 15 dias de pds-operatério. Observa-se formagdo de calo ao redor da
osteotomia no terco médio da tibia (projecdo ML) com superficie irregular, linha de osteotomia menos definida e inicio da
formacéo de ponte 6ssea. (A) grupo A — L. calcareum, (B) grupo B - L. calcareum+LED, (C) grupo C - LED, (D) grupo D -
Controle.
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Figura 34. Imagem fotogréfica da radiografia aos 30 dias de p6s-operatdrio. Observa-se o calo ao redor da osteotomia no tergo
médio da tibia com superficie lisa (projegdo ML), presenca da linha de osteotomia parcial e pouco definida e formagéo de
ponte dssea completa. (A) grupo A — L. calcareum, (B) grupo B - L. calcareum+LED, (C) grupo C - LED, (D) grupo D -
Controle.
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Figura 35. Imagem fotogréfica da radiografia aos 45 dias de pds-operatério. Observa-se calo ésseo discreto com superficie lisa
e densidade mineral semelhante aquela da cortical (projecdo ML). (A) grupo A — L. calcareum, (B) grupo B - L.
calcareum+LED, (C) grupo C - LED, (D) grupo D - Controle.
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Figura 36. Imagem fotografica da radiografia aos 60 dias de pds-operatério., Observa-se calo ésseo discreto com superficie
lisa e visibilizacdo do canal medular do lado direito do pino (seta branca) (projecdo ML). (A) grupo A — L. calcareum, (B)
grupo B - L. calcareum+LED, (C) grupo C - LED, (D) grupo D - Controle.

81



82



Apesar de semelhantes radiograficamente,
verificou-se nos animais tratados com LED
(B e C) evolucdo discretamene mais lenta do
que os demais.

Diversas pesquisas tém relatado os efeitos
da luz do laser sobre diversas situacdes no
tecido  6sseo, demonstrando  efeitos
anabdlicos (Bartels, 2002, Guzzardella et al.
2003; Khadra et al. 2004; Lopes et al. 2007;
Oliveira et al. 2008), mas o efeito do LED
permanece ainda relativamente pouco
estudado neste tecido (Brawn e Kwong-
Hing, 2007; Kim et al. 2008). A maioria dos
trabalhos com emprego do LED tem
sugerido um efeito anabdlico deste
dispositivo sobre a reparagdo de tecidos
moles (Whelan et al. 2001; Casalechi et al.
2008).

Liu e colaboradores (2007) observaram que
a irradiacdo por laser aumentou o volume do
calo 6sseo em relagdo ao controle e atribuiu
este achado a propriedade do laser sobre a
proliferacdo celular, como tém sido sugerido
em estudos in vitro onde observaram ter
aumento da proliferagdo dos osteoblastos
(Matsuzaka et al. 2004; Oliveira et al.
2008). Matsuzaka e colaboradores (2004),
utilizando GaAlAs diodo laser,
evidenciaram aumento significativo dos
osteoblastos na fase proliferativa. Os autores
acima relatam ndo haver diferencas
significativas na fase de diferenciacdo
celular. Porém, luz proveniente de
dispositivos LED, que também tem sido
avaliada in vitro, parece promover a
diferenciagdo de células precursoras do
tecido 0sse0, como demonstrado
recentemente por Kim e colaboradores
(2008), que em estudo utilizando LED com
647nm de comprimento de onda com
diferentes tempos de aplicacdo (10, 30 e 90

seg.) e densidades energéticas (0.093J,
0.279J e 0.836J) observaram diferenciacgdo
de células tronco mesenquimais de rato em
osteoblastos.

Na avaliacéo cintilografica neste estudo, foi
verificada a hipercaptacdo do radiotracador
(99mTc-MDP) na area de osteotomia,
possibilitando a avaliagdo dindmica do
processo de consolidacédo 0ssea,
complementando as informacdes
radiograficas (figuras 38, 39, 40, 41, 42).
Esta técnica diagnostica permite
informagBes mais detalhadas sobre os
tecidos moles no local da osteotomia,
imperceptiveis nas radiografias, uma vez
que esta define com maior precisdo a
estrutura dssea.

Observa-se em todas as imagens (figura 38,
39, 40, 41, 42), durante todo o periodo
experimental, captacdo aumentada nas
epifises dsseas de todos os coelhos. Isto
representa grande atividade metabdlica local
nestes animais que estavam em fase de
crescimento e estd dentro do esperado
(Matin, 1979; Hughes, 1980).

Aos 15 dias de avaliacdo, na fase de fluxo,
observou-se maior captacdo do radiotragador
ao longo da diafise da tibia, 0 que representa
0 aumento da vascularizacdo local (figura
39) (Wilson, 1991). Nas fases de pool e
estatica, a captacdo do radiotragador foi mais
localizada, delimitando o local da leséo no
terco médio da tibia do MPD (figura 39).
Verificando as tabelas 25 e 26, pode-se
observar o aumento da irrigacdo local
caracteristico do processo de consolidacao
Ossea neste periodo (Wilson, 1991). Estes
resultados sé&o condizientes com 0s
observados radiograficamente aos 15 dias de
avaliacdo (figura 33).
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Aos 30 e 45 dias, observou-se, durante todas
as fases, uma reducdo progressiva da
captacdo local do radiotracador em todos 0s
animais (figuras 40 e 41) o que corrobora 0s
achados  correspondentes a  evolucédo
observada nas imagens radiograficas nos
mesmos periodos (figuras 34 35). Essa
reducdo foi verificada até os 60 dias, periodo
final do estudo, quando se observava alguma
captacdo, indicativa de pequena atividade
Ossea local, compativel com o aspecto
radiografico de remodelacdo em fase final
(figuras 36 e 42) e com os achados
histolégicos (Eckelman e Levenson, 1997;

Nutton et al., 1985; Thrall e Ziessman,
2003). Neste periodo o IA na fase de fluxo
foi proximo daquele no tempo zero, ndo
havendo diferenca estatistica entre 0s
valores (p<0,05) (tabela 25). Como esta fase
estuda de forma dindmica a irrigacdo local
(Saha, 2004), o resultado leva a concluir que
a vascularizacdo local estd retornando a
situacdo pré-operatoria. Isto significa que o
processo de reparacdo  Ossea  esta
finalizando, como verificado aos exames
radiografico e histologico que revelam
processo avangado de remodelacdo 6ssea.

Tabela 25. Comparagdo entre as médias do IA da fase de FLUXO (cpm) nos diferentes tratamentos em funcéo do
tempo experimental. A (L. calcareum), B (L. calcareum+LED), C (LED), D (controle).

Tempo (dias)

Tratamento Total
TO T15 T30 T45 T60
A 1,032 1,369 1,250 1,105 1,137 1,179 a
B 1,056 1,457 1,486 1,311 1,124 1,287 a
C 1,073 1,394 1,295 1,210 1,097 1,214 a
D 1,048 1,278 1,331 1,313 1,147 1,223 a
Total 1,052 A 1,374 B 1,341 B 1,235C 1,126 A

Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e mintsculas nas colunas, diferem pelo teste SNK (p<0,05).

Tabela 26. Comparagdo entre as médias do IA da fase de POOL (cpm) nos diferentes tratamentos em fungdo do
tempo experimental. A (L. calcareum), B (L. calcareum+LED), C (LED), D (controle).

Tempo (dias)

Tratamento Total
TO T15 T30 T45 T60
A 0,999 1,510 1,381 1,215 1,168 1,255 a
B 1,000 1,823 1,554 1,355 1,208 1,388 a
C 1,000 1,760 1,399 1,236 1,315 1,342 a
D 1,000 1,740 1,438 1,261 1,165 1,321a
Total 0,999 A 1,708 B 1,443 C 1,266 D 1,214D

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste SNK (p<0,05).

Tabela 27. Comparago entre as médias do IA da fase ESTATICA (cpm) nos diferentes tratamentos em funcéo do

tempo experimental. A (L. calcareum), B (L. calcareum+LED), C (LED), D (controle).

Tempo (dias)

Tratamento Total
TO T15 T30 T45 T60
A 1,003 2,092 1,650 1,400 1,323 1,494 a
B 1,010 2,510 1,921 1,647 1,406 1,699 a
C 0,996 2,522 1,855 1,664 1,472 1,702 a
D 1,018 2,408 1,985 1,445 1,408 1,653 a
Total 1,007 A 2,383 B 1,853 C 1539 C 1,402 D

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, diferem pelo teste SNK (p<0,05).
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Figura 37. Grafico do comportamento da captagio de **"Tc-MDP, pelo tecido 6sseo, em fungdo do tempo
experimental (T0,T15,T30,T45,T60) comparando as trés fases (Fluxo, Pool e Estética).

A captacdo dos compostos de fosforo
marcados com “™Tc é pouco compreendida
(Thrall e Ziessman, 2003). Sabe-se, que a
deposicdo no osso é fortemente influenciada
por fatores inerentes a este, como atividade
metabdlica, fluxo sanguineo e contetdo de
Ca, mas também inerentes a natureza do
radiotracador como a taxa de permeabilidade
e coeficiente de difusdo (Hoghes, 1980;
Shani et al. 1990; Bahk, 2000).

Acredita-se que 0 mecanismo normal de
absorcdo dos radiotragadores no 0sso
cortical seja por difusdo passiva através dos
vasos capilares do sistema de Havers,
seguido da unido a matriz inorganica do
0ss0. A distribuicdo desses radiotragadores
ndo é uniforme e esti relacionada com a
disposicdo vascular e a natureza do 0sso
(Hughes, 1980). Para 0 ®™Tc-MDP, supde-
se que inicialmente ocorra adsorcdo a matriz
mineral do o0sso, com pequena ligacdo a
matriz organica (Shani et al. 1990). A
captagdo é significativamente maior no

fosfato de Ca amorfo do que no cristal de
hidroxiapatita maduro, fato que pode
explicar a intensa fixacdo nas areas de
atividade osteogénica aumentada
(Schwochau, 2000; Thrall e Ziessman,
2003).

E importante saber, que a captagio
aumentada dos radiotracadores no 0sso, ndo
¢ devida somente as areas com aumento de
atividade osteogénica. Em  condicgfes
patolégicas como nas fraturas, se produz um
aumento do fluxo sanguineo local devido a
neovascularizacdo durante 0 processo
normal de reparacdo Gssea, 0 que permite
uma melhor distribuicdo e chegada de
maiores quantidades do radiotragador a
matriz do 0sso, produzindo, desta forma,
uma hipercaptacdo na area lesada (Matin,
1979; Hughes, 1980). No 0ss0, 0S processos
patoldgicos que cursam com aumento, tanto
do fluxo sanguineo quanto da osteogénese,
resultam em  maior captacdo  dos
radiotragadores.
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Ao analisar a captacdo na fase de Fluxo,
observaram-se diferencas estatisticas
significativas entre os tempos de avaliacéo
(p<0,05), mas ndo entre os tratamentos
(p>0,05) (tabela 23). Nos estudos de
cintilografia 0ssea, a fase de fluxo realizada
no primeiro minuto apds injecdo do
radiotracador, representa o fluxo sanguineo
e é usada para avaliar as suas alteracdes
(Thrall e Ziessman, 2003; Saha, 2004; Zhou
et al. 2008). Os resultados aqui apresentados
(15 dias) mostram com evidencia um
aumento no fluxo sangliineo representado
pela diferenca do IA, observada quando
comparados com o controle, realizado antes
da cirurgia (TO) (tabela 23, figura 40d).

Analisando a tabela de resultados do fluxo
(tabela 23, figura 37), observa-se uma
evolucdo no processo de regeneracdo 0ssea,
representado por uma diminui¢do gradual do
IA, como sugerido na literatura (Matin,
1979).

Os resultados foram semelhantes em todos
0S grupos experimentais, sendo iguais
estatisticamente (p>0,05), como mostram as
tabelas 25, 26 e 27.

Um aumento significativo do IA nas fases de
fluxo e Pool para os grupos tratados com
LED (B e C) era esperado, mas isto nédo foi
observado, uma vez que ndo houve diferenga

significativa (p>0,05) quando comparados
com o grupo controle (D), inclusive nas
fases iniciais de aplicacdo (tabelas 25 e 26,
figura 43). Efeitos angiogénicos tém sido
sugeridos como consequéncia da aplicacdo
do LED, como demonstrado por Corazza e
colaboradores (2007) em estudo com ratos.
Os autores avaliaram o efeito do LED sobre
a vascularizacdo  cutdnea, utilizando
comprimento de onda de 635nm e poténcia
de 90mW, e verificaram diferenca
significativa na irrigacdo local do grupo
irradiado quando comparado com o controle.
Segundo os autores, esses resultados podem
estar associados com uma reducdo das
células inflamatorias, assim como a
estimulacdo de fatores de crescimentos
angiogénicos durante a fase inicial de
cicatrizagdo. No entanto, esses resultados
ndo foram observados neste trabalho.
Resultados diferentes com relacdo ao efeito
deste dispositivo sobre a angiogénese tém
sido sugeridos por Pontinen e colaboradores
(1996), que utilizaram a luz LED de 635nm
de comprimento de onda e 112,5mW de
poténcia sobre  feridas cutdneas e
observaram uma diminuicdo significativa
(p<0,05) de 36% no fluxo sanguineo. Na
opinido dos autores, as diferencas nos efeitos
fotobiomoduladores, podem estar
relacionadas a poténcia da luz e ndo a
coeréncia da mesma.

93



1.80

Cintilografia Ossea - Tratamentos

1.60
1.40

1.20

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Valores do IA (cpm)

Tratamento

M fluxo
H pool

M estatica

Figura 43. Grafico do comportamento da captagdo de ™ Tc-MDP, pelo tecido dsseo nas trés fases (Fluxo, Pool e

Estatica), comparando entre tratamentos (A,B,C,D).

O *™Tc-MDP mostrou-se eficiente como
radiotragador do sistema esquelético, como
citado na literatura (Rocha e Harvert, 1979;
Schwochau, 2000; Rijk, 2003; Thrall e
Ziessman, 2003; Zhou et al. 2008). A
cintilografia Ossea € uma técnica simples
ndo invasiva, sensivel e foi efetiva no
acompanhamento do processo de
consolidacdo de osteotomia em coelhos
(Figuras 38, 39, 40, 41, 42). Além disso, seu
uso nesta  pesquisa  permitiu 0
acompanhamento periddico, com
mensuragdes em diferentes tempos de
avaliagdo, sem necessidade de realizar
eutandsia do animal experimental e sem
alterar a andlise histoldgica.

Embora a TC seja realizada em individuos
vivos (LeBlanc et al. 2007; Adams, 2009),
por razdes econdmicas, neste estudo, foram
utilizados apenas os fragmentos 6sseos para
a avaliacdo da densitometria (figuras 21 e
22). Os valores encontrados neste trabalho
estdo dentro da faixa de normalidade do
tecido dsseo sadio, como reportado na

literatura (An, 1999, LeBlanc et al. 2007;
Adams, 2009).

No presente trabalho, ndo foi encontrada
diferenga estatistica significativa (p>0,05)
entre 0s grupos experimentais (tabela 28).
Esses resultados sugerem que os tratamentos
avaliados neste estudo, ndo alteraram a
densidade mineral dos o0ssos no periodo final
de avaliagdo, mantendo-se semelhante
aqueles observados nos animais do grupo
controle (D) que ndo receberam tratamento
adicional.

Tabela 28. Valores das medias da densidade 6ssea nos
diferentes tratamentos

Tratamentos Média (UH)
B 327,868 a
D 318,129 a
C 263,445 a
A 246,219 a

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste t
(p<0,05).
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Figura 44. Gréafico apresentando as médias da
densidade mineral 6ssea (UH). Comparagdo entre
grupos experimentais.

Apesar de ndo ter sido significativo
estatisticamente (p>0,05), observa-se uma
discreta redugdo da DMO nos animais dos
grupos A e C quando comparados com 0s
grupos B e D (Tabela 26). Liu e
colaboradores (2002) relatam, apés o
emprego do LLLT (830nm de comprimento
de onda, poténcia de 200mW/cm?,
intensidade  energética de 10J/cm?) no
tratamento de osteotomia, aumento da DMO
na fase inicial de consolidacdo 6ssea. Neste
trabalho, entretanto, a DMO foi avaliada no
final do periodo experimental (60 dias),
guando o processo de consolidacdo
encontrava-se em fase final de remodelacéo
(fig. 36).

Quica, para futuras pesquisas utilizando o
coelho como modelo experimental, seria
interesante considerar avaliacdes em menor
tempo do pds-operatorio.

Resultados que sugerem modificacdo na
parte mineral do osso observados apos
suplementagdo com o L. calcareum foram
citados por Pope e colaboradores (2002) em
estudo com frangos de corte na fase de

crescimento. Diante desses resultados, o
guestionamento que deve ser considerado é
se a DMO, verificada a TC, expressaria a
eficiéncia ou a qualidade do calo dsseo.

Embora sem diferenca estatistica
significativa (p>0,05), no grupo B (LED+L.
calcareum) observa-se maior DMO quando
comparado com 0S  Ooutros  grupos
experimentais (A, C, D) (tabela 28). Os
dados estdo, entretanto, dentro dos valores
de referencia normais para a densidade 6ssea
(An, 1999; Lopez-Ben et al. 2006; Muiiiz e
Casanovas, 2006; LeBlanc et al. 2007;
Adams, 2009). Este resultado poderia
sugerir, uma fase menos avancada de
remodelacdo, o que foi corroborado com a
andlise histolégica, na qual este grupo
mostrou evolugdo mais lenta (figura 46).

Os nutracéuticos tém sido introduzidos
comercialmente  para  tratamento  ou
prevencdo de  distrbios  metabolicos
(Andlauer e Furst, 2002), com resultados
variaveis no tratamento de patologias 6sseas
(Doetsch et al. 2004, Neumann et al. 2004).
Resultados de suplementacdo com Ca e
vitamina D tém demonstrado efeitos
anabolicos sobre a densidade mineral e
formac&o do calo dsseo quando utilizados no
tratamento  conservativo de  fraturas
proximais de Umero em humanos com
osteoporose (Doetsch et al. 2004). Outros
trabalhos,  entretanto, tém  relatado
resultados pouco satisfatorios do uso de
suplementagbes minerais no reparo de
fraturas (llich e Kerstetter, 2000). Isto
acontece, provavelmente, em resposta a um
comportamento fisioldgico. Sabe-se que a
exigéncia de Ca é  determinada
principalmente pelas necessidades
esqueléticas (uma vez que este mineral
representa uma parte significativa da
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estrutura  dos 0ssos) e exerce um
comportamento  limitante  (Hazewinkel,
1994; llich e Kerstetter, 2000). Isto significa
que possivelmente a resposta esquelética
positiva a suplementacdo, serd observada
somente nos casos de deficiéncia quando
ocorre a reposicdo de Ca até a zona limite
fisiologica. Segundo llich e Kerstetter
(2000) a adicao de Ca, em casos de ingestdo
dietética além do limiar, provavelmente nao
ird interferir na massa Ossea. Avaliagdes
sequenciais da DMO junto com outros
parametros podem ser realizadas em futuros
estudos, que permitam inferir mais
detalhadamente, qual a influencia dos
minerais presentes no L. calcareum sobre as
fases iniciais do processo de consolidacdo
0ssea.

Na avaliagdo histoldgica observou-se que o
corte longitudinal feito nos fragmentos

0sseos  permitiu a classificagdo e
comparagdo do processo de consolidacdo
0ssea entre grupos experimentais, aos 60
dias do pds-operatorio (figuras 45, 46, 47,
48) (Gruber e Stasky, 1999; Eurell e Van
Sickle, 2006). Os resultados da avaliagdo
histolégica apresentam-se na tabela 29.
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Figura 45. Microfotografia de osso cortical (corte longitudinal), do grupo A (x4). Unido 6ssea (seta azul), fenda de
osteotomia (seta preta), 0sso antigo (estrela preta) e 0sso novo (estrela azul).

Figura 46. Microfotografia de osso cortical (corte longitudinal), do grupo B (x4). Observam-se areas de unido 6ssea
(seta azul), linha da osteotomia (seta preta) com areas de reabsor¢do da superficie 6ssea pelos osteoclastos (estrela
amarela), calo dsseo (estrela preta).
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Figura 47. Microfotografia de osso cortical (corte longitudinal), do grupo C (x4). Unido 6ssea (seta azul), fendas de
ndo unido (seta preta), 0sso antigo (estrela preta) e 0sso novo (estrela azul).

Figura 48. Microfotografia de osso cortical (corte longitudinal), do grupo D (x4). Unido éssea (seta azul), fenda de
osteotomia (seta preta), osteons secundarios (seta amarela), 0sso antigo (estrela preta) e 0sso novo (estrela azul).
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Tabela 29. Valores das medianas da avaliagdo histolégica
nos diferentes tratamentos. CO: presenca de calo dsseo, UO:
unido ossea.

Tratamento CcO uo
A 0,00 a 2,66 a
B 1,00a 1,33b
C 1,00a 2,00a
D 2,00 a 3,00 a

Medianas seguidas de letras distintas diferem pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

A avaliacdo histologica mostrou
consolidacdo em todos o0s animais.
Verificou-se presenca de osteons

secundarios e primarios, tuneis vasculares
com presenca de osteoclastos nas areas de
remodelacdo da linha de osteotomia em
alguns animais, e discreto calo 0sseo
endosteal e/ou periosteal, compativeis com
processo normal de consolidagcdo Gssea
(Thomas e Richter, 1984; Schelling, 1991,
Kaderly, 1991; Poéntinen et al. 1996;
Hungria, 2007).

Um animal do grupo C (LED), apresentou
reacdo de tipo corpo estranho na regido
medular em wuma das corticais, onde
observou-se aumento de fibrina, presenca de
células gigantes e formacdo de tecido
conjuntivo circunjacente a lesdo, semelhante
a uma cépsula. O que provocou esta reacao
no tecido pode ter  acontecido,
provavelmente, no trans-cirdrgico, durante a
osteotomia, devido a localizagdo da lesdo.
Sabe-se que os implantes 6sseos podem ter
efeitos adversos sobre o esqueleto. Restos
particulados de implantes promovem uma
resposta por meio de macréfagos ou de
células gigantes, que podem levar a
reabsorcdo 6ssea (Doige, 1990). Segundo
Rich (2002), os coelhos possuem uma
elevada tendéncia a formagéo excessiva de
tecido de granulagdo em resposta a material
estranho, tipo suturas, tanto em tecidos

moles quanto duros. No entanto, neste
coelho ndo foram observadas particulas no
tecido avaliado, nem foi registrado nenhum
problema clinico durante e/ou apdés a
cirurgia.  Também, nas  avaliacOes
radiogréfica e cintilografica nos diferentes
tempos ndo foi percebida qualquer alteracéo
neste animal. Segundo Doige (1990), a
necrose GOssea pode ser clinica e
radiograficamente inaparente.

Foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos, na unido
0ssea (p<0,05), mas ndo na presenca de calo
0sseo (p>0,05) (tabela 29). Os animais dos
grupos A (L. calcareum) e D (controle)
apresentaram em media, menor formacéo de
calo 0sseo quando comparados com 0S
outros grupos experimentais (B, C) que
mostraram resultados semelhantes entre si.
Unido completa dos fragmentos ésseos foi
verificada em 60% (3) dos animais do grupo
A. Os 40% (2) restantes apresentaram
pequenas fendas isoladas lembrando a
osteotomia, com presenca de osteoclastos
que indicavam reabsorcdo da superficie e
remodelago (figura 45). E importante notar
que nos animais do grupo B (L.
calcareum+LED), a linha de osteotomia
estava presente em todos (figura 46) e em
maior extencdo quando comparado com 0s
demais grupos experimentais (A, B, D),
caracteristicas de processo de consolidacao
0ssea menos avancado. Nesta varidvel
ocorreu  diferenca estatisticamente
significativa  (p<0,05). Predominio de
osteons primarios e principalmente, presenga
da linha de osteotomia em grande area da
cortical (figura 46) com discretos sinais de
remodelacdo em algumas 4reas, sugerem
retardo no processo de consolidacdo em
relacdo aos animais dos demais grupos (A, C
e D). Nenhum sinal patolégico no tecido foi
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observado nestes animais. A auséncia de
trabalhos avaliando a associacdo destes dois
tratamentos e a escassa literatura elucidando
0S mecanismos de acdo destes sobre o tecido
osseo dificultam o esclarecimento do
provavel efeito negativo observado neste
estudo. Segundo Smith (1991), dentre os
efeitos gerados pela estimulacdo com luz
laser, esta a modificagcdo na permeabilidade
e no transporte da membrana celular,
alterando os canais de Ca. Diante desta
hipbtese, poder-se-ia pensar que o LED
provavelmente bloqueou a entrada de calcio
a célula e consequentemente influiu no
metabolismo e proliferacdo celular. Porém,
esta modificacdo nos canais de Ca parece
aumentar o influxo deste ion na célula
(Karu, 1999, Pinheiro e Gerbi, 2006).

Cabe também considerar efeitos
independentes do tratamento, como aqueles
decorrentes da  osteossintese e da
intervencdo cirdrgica propriamente dita, que
podem levar eventualmente a retardo na
consolidacdo dssea (Denny e Butterworth,
2000; Doblaré et al. 2004; Perumal e
Roberts, 2007). No entanto, nenhuma
alteracdo particular foi registrada durante a
cirurgia dos animais deste  grupo
experimental, com excecdo da paralisia
gastrintestinal apresentada em um dos
animais no final do periodo experimental.
Cabe esclarecer que a cirurgia de todos os
animais realizou-se sempre pela mesma
equipe cirargica, sendo os coelhos
distribuidos aleatoriamente nos diferentes
grupos experimentais.

Poucas pesquisas tém sido desenvolvidas
avaliando os efeitos do L. calcareum sobre a
regeneracao do tecido dsseo ou para explicar
a resposta anabolica que tem sido sugerida
decorrente da suplementacdo com esta alga.

No entanto, Assoumani (1997), em
experimento com ratos, relatou que a farinha
de algas apresentou vantagens em relagédo ao
calcario no crescimento do fémur e na
biodisponibilidade de Ca, sugerindo que
provavelmente a concentracdo de Mg e a
porosidade da alga seriam 0s responsaveis
por estas diferencas. Recentemente, em
estudo com cées, Teixeira (2008) observou
efeitos positivos do L. calcareum sobre a
consolidacdo de defeito 6sseo, atribuindo tal
resposta & combinacdo de nutrientes
presentes no suplemento. Também, em
relato de caso, foi observada consolidagdo
satisfatoria de fratura ulnar em equino adulto
tratado conservativamente com arnica e L.
calcareum durante 30 dias (Palhares et al.
2008). O fato é que nas deficiéncias
minerais, a suplementacdo pode ser benéfica
e parece influenciar a fase de maturacéo.

O fato desta pesquisa ter sido conduzida em
animais sadios pode ser a razdo das
diferencas observadas neste trabalho com
relagdo a suplementagdo com L. calcareum
sobre a consolida¢do dssea. De acordo com
llich e Kerstetter (2000), o0s nutrientes
minerais como  zinco, cobre, ferro,
magneésio, flior e manganés influenciam no
metabolismo dos tecidos conectivos de
diferentes formas. Esses elementos atuam
como coadjuvantes na mineralizagcdo 0ssea,
maturacdo do colédgeno, metabolismo do
calcio, atividade osteoblastica e
desenvolvimento dsseo normal (llich e
Kerstetter, 2000; Perumal e Roberts, 2007
Samuelson, 2007). Acredita-se que a
utilizagdo de modelos animais com
deficiéncias nutricionais poderia,
provavelmente, comprovar a acdo benéfica
dos elementos balanceados presentes no L.
Calcareum (Lopez-Benito et al. 2006).
Também, animais geriatricos, nos quais a
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utilizagdo de nutrientes pelo organismo é
menos eficiente podem, quica, serem
beneficiados pelas qualidades de
solubilidade e biodisponibilidade do
produto.

Os efeitos da fototerapia no 0sso ainda séo
controversos na literatura. Acredita-se que
as discrepancias entre resultados publicados
com emprego do LED discutidos ao longo
deste trabalho, se devem possivelmente as
diversas situagdes em que foi utilizado, uma
vez que a magnitude do efeito da terapia na
regeneracdo 6ssea parece depender néo
somente da dose total de aplicagdo, mas da
fase fisioldgica da célula no momento da
irradiacdo (Karu, 1989; Karu et al. 2005;
Millis et al. 2005; Pinheiro e Gerbi, 2006).
Diferencas entre os dispositivos empregados
nas terapias fotodindmicas (LED ou Laser)
tém sido discutidas na literatura e descartam
as caracteristicas fisicas da luz emitida como
a causa da discrepancia nos resultados
obtidos (Karu, 1999; Whelan et al. 2001;
Corazza et al. 2007; Desmet et al. 2006).

Pesquisas conduzidas in vitro demonstraram
que o tratamento fotobiomodulador é mais
efetivo quando realizado em fases iniciais de
maior proliferacdo celular (Vinck et al.
2003; Matsuzaka et al. 2004; Huang et al.
2007), muito embora, nesta pesquisa, apesar
de ter respeitado esta observacdo, ndo foi
possivel demonstrar diferencas
significativas, provavelmente, pelos tempos
de avaliag&o utilizados, uma vez que Khadra
e colaboradores (2004), em estudo com
ratos, demonstraram que os efeitos benéficos
do LLLT (830nm, 75mW, 23J/cm?) foram
evidentes histologicamente aos 14 dias ap6s
iniciado o tratamento (p<0,05), com
aumento da formacdo de vasos sanguineos e
tecido fibroso, mas ndo observaram

diferencas significativas quando comparado
aos 28 dias do experimento (p>0,05). Liu e
colaboradores (2007), sugeriram aceleracdo
da consolidagdo dssea de osteotomia em
coelhos, ap6s 40 dias de irradiagdo com
LLLT (830nm, poténcia de 200mW/cm?,
dose didria de 40Jcm?. De forma
semelhante, Queiroga e colaboradores
(2008), demonstraram aumento da formagéao
0ssea em defeito no fémur em ratos, apos
avaliagdo histologica do tecido 15 dias
depois da irradiagdo com LLLT (780nm,
40mwW, 200J/cm2). Desta forma, poderia ser
considerado, para futuros estudos, tempos
menores de avaliacdo histolégica apos
aplicacdo do tratamento com LED.

Além disso, ndo é apropriado fazer a
suposicdo de que os tratamentos avaliados
nesta  pesquisa podem ter  efeitos
semelhantes em tecidos doentes e saudaveis
e cabe considerar que, quica, a fototerapia
funcione apenas nos casos de danos
teciduais graves ou em estados patoldgicos,
e que os efeitos da luz nos processos de
regeneracdo de tecidos sadios, onde as
células sdo funcionais, se existirem, poderdo
ndo ser evidentes ou ser simplesmente
insignificantes, como sugerido por Karu
(1989) e Smith, (1991). Corroborando esta
afirmacdo, Brawn e Kwong-Hing (2007),
sugerem que o aumento da producdo de ATP
como fonte de energia para aumentar a
funcdo e o metabolismo celular decorrente
da estimulacio com LED, acontece em
tecidos isquémicos, lesados, intoxicados ou
pouco perfundidos. Desta forma, futuros
trabalhos  poderiam ser desenvolvidos
estudando os provaveis efeitos anabolicos do
LED, em situacfes com alteragdo da funcéo
do tecido 6sseo, e eventual
comprometimento  do  processo  de
consolidagdo, onde, talvez, possa sim ser
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corroborado o potencial deste dispositivo na
regeneragdo 4ssea.

Devido ao limitado nimero de pesquisas
publicadas conduzidas em modelos animais,
avaliando o emprego do LED sobre a
consolidacdo de fraturas, a maioria das
comparagdes entre resultados sdo feitas com
trabalhos que empregaram o Laser como
fonte fotobiomoduladora. A  principal
diferenca entre 0 LED e o laser estd nas
caracteristicas da luz emitida e existem
diversos trabalhos discutindo a influéncia do
tipo de luz empregado sobre os efeitos
anabolicos alcangados (Smith, 1991; Millis
et al. 2005; Enwemeka, 2006; Mikail, 2009).
Segundo diferentes autores, parece que estas
caracteristicas ndo influenciam a resposta
gerada no tecido (Karu, 1999; Karu et al.
2005; Corazza et al. 2007). Acredita-se que
esta comparacdo entre o0s dispositivos é
possivel sempre que se tenha adequado
conhecimento sobre as diferencas entre as
fontes biomoduladoras e sejam aplicadas as
modificagdes necessarias para conseguir
efeitos replicaveis.

Por fim, acredita-se que a falta de
padronizagdo dos protocolos e ainda, a falta
de entendimento tedrico dos mecanismos
que levam aos efeitos biomoduladores do
LED constituem, provavelmente, o principal
fator na inconsisténcia de resultados. Desta
forma, cabe aos pesquisadores considerar
para futuros trabalhos, fatores inerentes ao
modelo experimental como espécie, tipo de
tecido, espessura e cor da pele, presenca ou
auséncia de pelo, tamanho da area a ser
irradiada, dentre outros, que em decorréncia
irdo definir as caracteristicas e o dispositivo
a ser utilizado. Assim, consideragdes com
relacdo ao equipamento também devem ser
analisadas, tais como tipo de dispositivo

(LED, laser), poténcia, comprimento de
onda, densidade, area, profundidade do alvo,
numero de aplicacOes e dosimetria.

E importante notar que os resultados obtidos
das avaliagdes radiografica, cintilografia
6ssea, densitometria Gssea e histologia
sugeriram que 0 uso da associagdo da
aplicacdo do LED e a suplementacdo com L.
calcareum, sob as condigdes aqui utilizadas,
levaram a presenca de caracteristicas
compativeis com processo de consolidacdo
6ssea mais lenta (Richardson, 2000).
Provavelmente, houve uma interagdo
desfavoravel entre a luz proveniente do LED
e 0s componentes presentes no L.
calcareum, uma vez que o LED interage
com cromdforos naturais presentes no tecido
(Desmet et al. 2006, Mikail, 2009), ou,
quica, poder-se-ia pensar gque mecanismos
de acdo competitivos entre os dois
tratamentos  interferiram no  processo
fisiologico de consolidacdo Ossea. A
auséncia de literatura sobre o uso da
associacdo da luz, especificamente do LED,
com a suplementacdo mineral na reparacao
tecidual, impossibilita o esclarecimento dos
achados deste trabalho. Futuras pesquisas
poderiam ser conduzidas para estudar a
interacdo entre a luz e o uso de fontes
minerais alternativas no reparo de alteracfes
do tecido dsseo.
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CONCLUSOES

Nas condi¢bes em que foi realizado este
estudo e diante dos resultados obtidos pode-
se concluir que:

O uso isolado do LED ou da suplementagao
com L. calcareum néo interefere no processo
de reparagdo 0ssea no organismo sadio que
ndo necessita de fontes suplementares para a
consolidagdo dssea.

Pela analise histoldgica o processo de
consolidagdo 6ssea nos animais tratados pela
associagdo da suplementacdo com L.
calcareum e o LED foi mais lento sendo
portanto, ndo indicado seu uso para
tratamento de fraturas em animais sadios.

Pesquisas  adicionais precisam  ser
conduzidas para melhor entendimento dos
efeitos destas fontes alternativas para
estimulo da reparacdo 6ssea e sua indicacao
ou contraindicagdo clinica
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