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ABSTRACT.- Ferrigno C.R.A.,Della Nina M.I. & Fantoni D.T. 2007. [A comparative study of osteo-
synthesis with plates and plates associated with grafts of bone morphogenic proteins (Gen-
Tech®) in distal radio-ulna fractures in dogs with less than 6 quilograms.] Estudo comparativo
entre as osteossinteses com placas e osteossinteses com placas associadas a enxertos de proteina
morfogenética 6ssea (Gen-Tech®) em fraturas distais de radio-ulna em caes com menos de 6
quilos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 27(2):65-69. Departamento de Cirurgia do Hospital Veterinario,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Av. Prof. Orlando
Marques de Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508-900. E-mail: cassioaf(@usp.br

It is well known that bone morphogenic proteins (BMP) cause osteogenesis, yet clinical
research must be performed in order to really show their benefits. Animals weighing less than
6 kg show well known difficulties regarding radius and ulna fracture repair mainly with bone
non-union, due to poor vascularization of the distal portion of the radius. Therefore this study
aimed to compare the velocity of bone callus formation in the treatment of fracture repair
with plates and screws alone or with plates and screws plus BMP. Thirty three dogs with radius
and ulna fractures were distributed into two groups, where animals of the control group
received the conservative treatment performed with screws and plates alone, whilst the other
group received the conservative treatment and BMP. The time of bone callus formation was
evaluated comparatively through radiographic exams 30, 60, 90, 120, 180 and 210 days after
the surgical procedure. Animals treated with BMP showed a healing time of 32+15 days,
which was significantly different (p <0.001) from the control group which required 127+34
days. With the results obtained, it can be concluded that the distal radio-ulna fractures of
dogs weighing less than 6 kg suffered a significant reduction of the bone callus formation
time, which was around 90 days.

INDEX TERMS: Bone morphogenic proteins, BMP, bone fractures, bone plate, dogs.

RESUMO.- Sabe-se que Bone morphogenic proteins (BMP) sao pro-
motores de osteogénese, mas pesquisas ainda estao sendo fei-
tas no intuito de descobrir sua atuagao clinica na reparagao de
fraturas. As dificuldades inerentes da reparagao de fraturas de
radio-ulna de caes abaixo de 6 quilos sao conhecidas, principal-
mente, com a ocorréncia freqiiente de nao-uniao 6ssea devido a
pouca vasculariza¢ao da porgao distal do radio. Tendo em vista
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esta realidade objetivou-se a comparacgao da velocidade de for-
macao de calo 6sseo entre o tratamento com placas e parafusos
e tratamento com placas e parafusos associados a BMP.

Foram realizadas 33 osteossinteses de regioes distais de
radio-ulna de caes, sendo 17 animais do grupo controle (trata-
mento com placas e parafusos) e 16 animais do grupo BMP
(tratamento com placas e parafusos com adicao de proteina
morfogenética dssea BMP). Avaliou-se, comparativa-mente, o
tempo de formacao de calo 6sseo, por exames radiograficos,
aos 30, 60, 90,120, 180 e 210 dias de pos-operatorio. Foi en-
contrada a média de tempo de cicatrizacao de 127,5 +/- 34,15
dias no grupo controle e, no grupo tratado com a proteina
morfogenética 6ssea, a média foi de 32 +/- 15 dias. Com isto
pode-se concluir que as fraturas distais de radio e ulna, em
caes menos de 6 kg, tratadas com proteina morfogenética 6s-
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sea sofreram reducao significativa do tempo de formacgao de
calo 6sseo.

TERMOS DE INDEXACAO: Proteinas morfogenéticas 6sseas, BMP, fra-
turas, caes, placas Osseas.

INTRODUCAO

A cicatrizagao Ossea € influenciada pelos fatores de crescimento
osseo, peptideo ou glicoproteinas, que organizam e coordenam
a mitose celular, quimiotaxia, diferenciagao e crescimento das
células produtoras de matriz 6ssea (Herndon et al. 1992).

BMP ¢ a sigla utilizada para a denominacao inglesa Bone
Morphogenetic Proteins, descrito primeiramente por Marshall
Urist em 1960 (Urist 1965). Urist notou a formacao de osso
heterot6pico apos a implantacao de matriz 6ssea desmine-
ralizada em pontos intramusculares. A seqiiéncia de eventos
observados foi idéntica ao observado durante a ossificacao
endocondral e na cicatrizagao 6ssea. Nelas, as células mesenqui-
mais indiferenciadas migram para o local de implantagcao onde
ocorre proliferacao, os condroblastos derivados das células
mesenquimais secretam componentes da matriz extracelular para
formar a base cartilaginea. Esta base sera hipertrofiada e a ma-
triz extracelular se torna vascularizada por células hemato-
poiéticas e endoteliais. Em seguida, ocorre o aparecimento de
osteoblastos e osteoclastos, onde ocorre a reabsor¢ao da cartila-
gem e sua substituicao por 0sso.

O BMP e outros fatores de crescimento 6sseo podem ser
encontrados em pequenas quantidades em células do perios-
teo, células mesenquimais, nas fibras colagenas da matriz os-
sea e em pequenas células nao-colagenas da matriz 6ssea. A
quantidade de BMP encontrado normalmente na matriz 6ssea
é cerca de 1-2mg/kg de osso mineralizado (Forell et al. 1993,
Lind et al. 1996). A importancia dos BMPs é a grande variedade
de individuos nas quais foi possivel isolar moléculas similares
e o fato de, dentro das espécies mamiferas, nao serem relata-
dos casos de resposta antigénica ao uso de BMP recombinante
entre espécies (Heckman et al. 1991, Yasko et al. 1992).

Atualmente existem 14 tipos de BMP com a caracteristica de
produzir osso. Os tipos de BMP-2 a nove sao membros da familia
das TGFb, sendo os BMP-2, BMP-4 e BMP-7 condro-indutivos e
osteoindutivos. O BMP-7 é conhecido como proteina ostoindutiva
humana um e o BMP-2 é conhecido como proteina ostoindutiva
humana dois. Por outro lado, o BMP-3 possui apenas a proprie-
dade de formacao de cartilagem, mas a ativacao seqtienciada de
todos os BMPs de um a nove é importante para a osteoinducao
e formacao do calo 6sseo (Alper 1994, Cook et al. 1995, Cheng et
al. 2003). £ importante salientar que apesar dos BMPs estarem
na superfamilia das TGFb, as duas categorias de fatores de cres-
cimento tém poucos efeitos celulares comuns e normalmente
tém efeitos antagonicos. Podemos citar o fato da TGFb inibir a
producao de fosfatase alcalina e reduzir a incorporagao de sulfa-
to pelas proteoglicanas, enquanto os BMPs aumentam a produ-
¢ao de fosfatase alcalina e a absorcao de sulfato (Heckman et al.
1991, Yasko et al. 1992, Millis 1999).

Os BMPs sao distintos, em parte, dos outros fatores de cres-
cimento, pois atuam na inducao de diferenciacao de células
mesenquimais em condroblastos e osteoblastos e nao na acao
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de aumento da atividade mitoética das células. Também atuam
na quimiotaxia destas células para o local da implantacao. Por-
tanto, o BMP atua em duas formas distintas: a de quimiotaxia de
células indiferenciadas para o local da fratura e da diferenciacao
destas em células produtoras de matriz 6ssea (Heckman et al.
1991, Yasko et al. 1992, Forell et al. 1993, Lind et al. 1996, Cheng
et al. 2003).

A habilidade do BMP de induzir osteogénese é influenciada
por varios fatores, como a fonte e o potencial osteoindutivo da
preparacao do BMP, a viabilidade e habilidade morfogenética
ossea ou a capacidade de resposta a indugao das células osteopro-
genitoras do hospedeiro e das condi¢oes do ambiente local de
implantacao (Ekelund et al. 1991, Heckman et al. 1991, Yasko et
al. 1992 Cheng et al. 2003).

Os trabalhos relatam que o tempo esperado para cicatriza-
¢ao Ossea, no tratamento de fraturas distais de radio ulna com
placas esta em um intervalo de 3 meses a 1 ano (Lappin et al.
1983, Vaughan 1984, Brinker et al. 1999).

Certas caracteristicas inerentes a estas estruturas, como pou-
co recobrimento de tecido muscular, canal medular pequeno ou
pouca vascularizagao sao as causas principais de complicacoes,
sejam apos cirurgias ou em tratamentos conservadores (Sumner-
Smith & Cawley 1970, DeAngelis et al. 1973, Lappin et al. 1983,
Vaughan 1984, Bellah. 1987, Denny 1990, Turner 1995).

O fator peso tem influéncia nas complicagoes, nas racas pe-
quenas. Existem trabalhos relatando entre 60% (Lappin et al. 1983,
Vaughan 1984, Bellah. 1987, Denny 1990, Turner 1995) e 100%
(Lappin et al. 1983) de nao-uniao 6ssea, causadas geralmente
pela pobre vascularizagao.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 33 animais da espécie canina, com peso entre
1,2 e 6 kg, com até 7 anos e que apresentaram fraturas simples fe-
chadas e fraturas simples abertas, no terco distal de radio e ulna.

Delineamento experimental

Foram estudados os efeitos do uso da proteina morfogenética
6ssea (Gen-Tech®)*, comparativamente a cirurgias isoladas de fixa-
¢ao Ossea através de placas e parafusos em fraturas distais de e suas
implicacoes sobre a evolug¢ao do processo de formagao de calo 6s-
seo. Para tanto, foram avaliados os fendmenos relativos a evolu¢ao
clinica dos animais, bem como a avaliagao da evolu¢ao radiografica
da formacao do calo 6sseo. Os animais foram divididos em dois gru-
pos: animais com tratamento da fratura com placa e parafuso - Gru-
po Controle e animais tratados com placa e parafusos mais Gen-
Tech® - Grupo BMP. Foram analisados os achados relativos a propo-
sicao aos 30, 60, 90, 120, 180 e 210 dias de pds-operatorio.

Conduta operatéria

Os animais foram pré-medicados com cefalexina na dose de 20mg/
kg dois dias antes do ato cirtirgico. Apos jejum hidrico de cerca de 6
horas e alimentar por 12 horas, os animais foram submetidos ao
protocolo anestésico mais adequado a cada paciente.

Efetuaram-se as osteossinteses. Para tanto, apds tricotomia e
preparo rotineiro de campo operatorio, foi realizada incisao cutanea
na face cranio medial da regiao distal do radio e ulna. A seguir, foi

4 Indutor e aglutinante de colageno BMP, Baumer S.A.
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efetuada a divulsao dos tecidos subjacentes, a localizagao, isolamento
e afastamento dos tendoes dos musculos extensor carpo-ulnar e
extensor digital lateral e dos muisculos extensor longo do polegar e
da cabeca ulnar do musculo flexor digital profundo. Foram iniciados
entao os procedimentos de reducao e alinhamento dos fragmentos
da fratura.

Terminada esta etapa operatoria, iniciou-se a técnica de coloca-
¢ao de placa e parafusos 6sseos, que compreende a fixagao de placa
de tamanho adequado ao osso. Concluidas as manobras, foi aplica-
da no Grupo BMP 1,5cc de proteina morfogenética 6ssea (Gen-Tech®)
adicionadas a soro fisiologico.

Procedimentos de avaliagao

Para a avaliacao dos resultados, adotou-se estudo temporal aos
30, 60, 90, 120, 180 e 210 dias de pos-operatorio.

Avaliagao radioldgica. Nos devidos tempos de observagao (30,
60, 90, 120, 180 e 210 dias), os animais foram submetidos a exames
radiograficos para avaliagao da velocidade de formacao do calo 6s-
seo. Em cada exame foram realizadas sempre duas vistas ortogonais
do membro operado para uma melhor visualizagao da evolu¢ao do
calo 6sseo.

Avaliagao estatistica. A andlise estatistica considerada mais ade-
quada para possibilitar a interpretacao dos resultados obtidos nes-
te experimento foi o teste t de Student, que procurou verificar possi-
veis diferencas significativas entre os grupos de animais do experi-
mento. Este tipo de teste foi o escolhido devido ao fato do teste t
ser indicado para a comparagao de médias onde a variancia é desco-
nhecida e as comparacgoes terem sido escolhidas antes de serem
examinados os dados do experimento. O teste t também foi escolhi-
do por permitir a realizacao de um niimero de comparagoes direta-
mente proporcional ao grau de liberdade do teste e a comparacao
de uma variavel continua entre dois grupos, adequando-se perfeita-
mente a andlise requerida pelo experimento.

RESULTADOS

O trabalho observou a velocidade de cicatrizacao dos 17 ani-
mais do grupo controle (Quadro 1) e dos 16 animais do Grupo
BMP (Quadro 2).

Quadro 1. Resultados Grupo Controle

Raga Idade Peso Simples/cominutiva Complicagoes Tempo para

(anos) (kg) uniao (dias)
Pinscher 1 4 Simples/ fechada Ndn? 90
Pinscher 1 5 Simples/ fechada Ndn 120
Poodle 3 6 Simples/ fechada Ndn 120
Poodle 2 6 Simples/ fechada Ndn 120
Poodle 7 5 Simples/ fechada Ndn 120
Pinscher 2 5 Simples/ fechada Placa solta Ndn

aos 15 dias

Poodle 0,8 5 Simples/ fechada Ndn Nao uniao
Pinscher 0,8 6 Simples/ fechada Ndn 120
Poodle 3 6 Simples/ fechada Ndn 90

Poodle 2 5 Simples/ fechada Ndn Nao uniao

Poodle 4 1,2 Simples/ Fechada Ndn Nao uniao
Chiuaua 1 3 Simples/ fechada Ndn 120
Poodle 1 6 Simples/ fechada Ndn 120
Pinscher 1,2 6 Simples/ aberta Placa solta Ndn

aos 17 dias

Poodle 2 3 Simples/ fechada Ndn 210
Poodle 1 5 Simples/ fechada Ndn 180
SRD 1 6 Simples/ fechada Ndn 120

4 Ndn = nada digno de nota.

Em relacao ao tempo de uniao 6ssea, o grupo controle
apresentou 12% de animais cujo tempo de uniao 6ssea foi de
90 dias, 47% de uniao 6ssea aos 120 dias, 6% em 180 dias, 6%
em 210 dias e 29% dos animais nao apresentaram uniao ossea
até o final do experimento. No grupo BMP os resultados quan-
to ao tempo de uniao 6ssea foram, 81% dos animais apresen-
taram consolidacao 6ssea com 30 dias de pds-operatoério, em
6% dos animais o tempo de uniao 6ssea encontrado foi de 60
dias e 13% nao apresentaram uniao 6ssea (Fig.1-3).

Resultados estatisticos. A analise estatistica realizada
com os resultados mostrou uma média +/- desvio-padrao na
idade dos animais do Grupo Controle de 1,98 +/- 1,59 anos.
No grupo gen-tech foram observados valores de 1,61 +/- 1,65
anos, sendo que estas variacoes de idade entre os grupos fo-
ram consideradas nao significantes.

Em relacao a variacao de peso dentro dos grupos do experi-
mento, o Grupo Controle apresentou 4,89 +/- 1,38 kg enquan-

Quadro 2. Resultados Grupo BMP

Raca Idade Peso Simples/cominutiva Complicagoes Tempo para
(anos) (kg) uniao (dias)
Pinscher 0,8 3 Simples/ fechada Ndn? 30
Poodle 1 4 Simples/ fechada Ndn 30
Poodle 0,7 3 Simples/ fechada Ndn 30
Poodle 6 3 Simples/ Fechada Quebra de pla- Ndn
ca aos 60 dias

Poodle 09 2 Simples/ fechada Ndn 30
Poodle 0,7 3 Simples/ fechada Ndn 30
Pinscher 1 4 Simples/ fechada Ndn 30

SRD 5 6 Simples/ fechada Ndn 30
Poodle 1 4 Simples/ fechada Falha da placa Ndn

apos 15 dias

Pinscher 2 2 Simples/ Fechada Ndn 30

SRD 3 3 Simples/ fechada Ndn 60
Pinscher 0,7 3 Simples/ fechada Ndn 30
Pinscher 0,7 1,5 Simples/ fechada Ndn 30
Pinscher 0,8 1,8 Simples/ fechada Ndn 30
Pinscher 1 1,5 Simples/ fechada Ndn 30
Pinscher 0,5 2,7 Simples/ fechada Ndn 30

4 Ndn = nada digno de nota.

Fig.1. Avaliacao radiografica durante o pds-operatorio imediato
mostrando a fixacao por placa e parafusos (A); a proteina
morfogenética 6ssea foi utilizada em um dos pacientes (B).
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Fig.2. Avalia¢ao radiografica ap6s 30 dias de cirurgia no membro de
paciente em que nao foi utilizado a proteina morfogenética 6s-
sea demonstrando a formagao incomplete do calo 6sseo (A), e
de paciente em que foi utilizado a proteina morfogenética 6ssea
demonstrando a formag¢ao complete do calo 6sseo (B).
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Fig. 3. Tempo de uniao o6ssea.

to no grupo BMP os valores encontrados foram de 2,97 +/-
1,16 kg. A analise mostrou que a variagcao de peso entre os
grupos foi significativa.

Os valores de média +/- desvio-padrao do tempo de uniao
observados no Grupo Controle foram de 127 +/- 34,15 dias
enquanto que no grupo BMP os valores foram de 32 +/- 15
dias. Estas variacoes de tempo de uniao dssea entre os dois
grupos do experimento mostraram-se extremamente signifi-
cativa a partir da analise estatistica realizada.

Neste estudo, a avaliacao estatistica revelou que a diferen-
¢a entre as médias +/- desvio padrao do tempo de uniao 6ssea
entre os dois grupos foi muito significante, demonstrando uma
alta correlacao entre o uso do enxerto de “bone morphogenetic
protein” e a reducao do tempo de consolidacao 6ssea avaliada
pelo exame radiografico.

DISCUSSAO

Durante o experimento, foi observado que os animais tanto do
Grupo Controle como do Grupo BMP mostraram porcentagem
menor de nao-uniao 6ssea do que os encontrados na literatu-
ra, que relata até 60% (Vaughan 1984). Isto provavelmente de-
veu-se a escolha da utilizagao do tratamento com placa Gssea e
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placa 6ssea associada com proteina morfogenética 6ssea. No
caso do Grupo BMP, é importante lembrar que todos os casos
onde nao houve uniao 6ssea foram concomitantes a proble-
mas de quebras das placas osseas, causando instabilidade no
foco de fratura.

A quebra das placas ocorridas em ambos os grupos, em
nameros iguais de animais, nao interferiu no estudo do tem-
po de cicatrizacao, sendo que a quebra das placas provavel-
mente ocorreu por motivos citados na literatura (Lappin et
al. 1983, Bellah. 1987, Denny 1990, Turner 1995), como fadi-
ga do material, problemas inerentes ao paciente ou outros. A
relacao quebra de placas e peso sera discutida mais adiante
no texto.

A partir dos resultados estatisticos, foi possivel determi-
nar que a diferenca de idade entre o grupo controle e o Gru-
po BMP nao foi significante, excluindo qualquer possibilida-
de da idade dos animais ter influenciado na velocidade ou
eficiéncia do processo de consolidagao 6ssea. Isto pode ser
refor¢ado principalmente pelo fato de todos os animais esta-
rem em faixas etarias fora do periodo considerado como ge-
riatrico (Goldston 1999) que para caes até 9 kg é de 11,48 +/
- 1,85 anos. Nesta faixa etaria ocorre reducao da capacidade
de quimiotaxia, na imunocompeténcia, fatores importantes
para a atuacao do “bone morphogenetic protein”, além da
taxa metabolica e uma perda gradativa de tecido 6sseo, fato-
res que influenciariam em ambos os grupos.

Durante a analise dos resultados foi observado que a dife-
renca entre a média +/- desvio-padrao do peso dos animais
entre os dois grupos mostrou ser significante, sendo o Grupo
Controle composto por animais mais pesados que o Grupo
BMP, fato este que poderia ter reduzido o tempo de cicatriza-
¢ao oOssea devido a influéncia positiva do fator peso, que
corresponderia a melhor vascularizacao devido a maior
recobrimento muscular o que auxiliaria o grupo controle na
velocidade de formacao do calo 6sseo, como mostram os tra-
balhos (Sumner-Smith & Cawley 1970, DeAngelis et al. 1973,
Lappin et al. 1983, Vaughan 1984, Bellah. 1987, Denny 1990,
Turner 1995), o que nao ocorreu em nosso estudo.

Apesar dos resultados precoces de cicatrizacao 6ssea en-
contradas no grupo BMP, o grupo controle apresentou uma
média +/- desvio padrao de 127,5 +/- 34,15 dias para com-
pleta cicatrizacao do foco de fratura. As médias dos valores
encontrados de tempo de formagao de calo 6sseo no grupo
controle estao de acordo com os descritos na literatura que,
na idade dos animais deste experimento, sao de 3 meses a 1
ano para esta técnica de fixagao com placas 6sseas (Lappin et
al. 1983, Vaughan 1984, Brinker et al. 1999).

Os valores encontrados de média +/- desvio padrao do
tempo de consolidacao no grupo BMP (32 +/- 15 dias) con-
trastam visivelmente com os resultados observados no gru-
po controle, demonstrando o grande efeito promotor de
producao de osso que o enxerto de proteina morfogenética
ossea promove nos focos de fraturas de radio e ulna, reduzin-
do o tempo de consolidagao e a porcentagem de nao-uniao
ossea.

As complicagoes que ocorreram durante o experimento
foram principalmente causadas por quebras ou falhas das pla-
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cas 6sseas implantadas nos membros fraturados. E importan-
te notar que a porcentagem de quebra das placas foi pratica-
mente a mesma nos dois grupos do experimento, quando era
de se esperar uma maior porcentagem de problemas com o
implante no grupo com animais mais pesados, indicando que
a diferenca de peso ente os grupos pouco influenciou na
prevaléncia destas ocorréncias. Esta equivaléncia também
indica que as quebras de placas nao interferiram no resulta-
do final do experimento, devido ao fato de que houve
prevaléncia semelhante da complicagao em ambos os grupos.

Podemos concluir com os resultados observados neste
estudo, onde foram utilizados os enxertos de proteina
morfogenética 6ssea, indicaram que este tipo de enxerto con-
seguiu reduzir significativamente o tempo de consolidacao
Ossea em fraturas distais de em caes menores que 6 kg. Os
valores encontrados de média +/- desvio-padrao do tempo
de consolidacao no Grupo BMP contrastam visivelmente com
os resultados observados no grupo controle, demonstrando
o grande efeito que o enxerto de proteina morfogenética 0s-
sea promove nos focos de fraturas de radio e ulna, reduzindo
o tempo de consolidagao.
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