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ARTIGO ORIGINAL

ESTUDO EXPERIMENTAL DOS EFEITOS DA HEPARINA
DE BAIXO PESO MOLECULAR (ENOXAPARINA) NA
FORMAGAO DE CALO OSSEO EM FEMURES DE RATOS

THE EFFECTS OF LOW-MOLECULAR-WEIGHT HEPARIN (ENOXAPARIN) ON BONY CALLUS FORMATION
IN RATS’ FEMURS - AN EXPERIMENTAL STUDY

Saum Mussi FitHo?, Leanpro Vipigar?, Robrico Assub Canova?, HENRIQUE ABREU bA CRUZZ,
Francisco Jose ZanioLo®, Luiz RoBerTo GOMES VIALLE?;

RESUMO

O tromboembolismo venoso é uma complicagao grave que
pode ocorrer apds fraturas. O tratamento anticoagulante
mais utilizado é com a heparina de baixo peso molecular
(HBPM). Existem estudos que mostram que essa droga
pode interferir no metabolismo ¢sseo. Com o objetivo de
avaliar a influéncia da HBPM no processo de formagao de
calo 6sseo, realizamos um estudo experimental em ratos. A
amostra constituiu-se de 22 ratos de linhagem Wistar, ma-
chos, que foram submetidos a fratura diafiséria de seus fé-
mures direitos. Foram divididos em dois grupos de 11. No
grupo controle, os animais recebiam soro fisioldgico e no
grupo de estudo, recebiam HBPM, enoxaparina, diariamen-
te, por 28 dias. Apds este periodo os ratos foram submeti-
dos a eutandsia e os fémures foram avaliados. No estudo
macroscopico foi constatada consolidagao em 11 animais
(100%) que nao receberam enoxaparina, €, em dez ani-
mais (90,9%) que receberam a droga em estudo. No estu-
do histologico foi constatada a formacao de calo 6sseo em
todos os fémures. Concluiu-se neste experimento que a eno-
xaparina ndo altera o processo de consolidacdo 6ssea em
fémures de ratos Wistar.

Descritores: Trombose venosa profunda; Fraturas; Hepa-
rina de baixo peso molecular; Enoxaparina.

INTRODUGAO

Trombose venosa profunda ocorre em 50% a 70% dos paci-
entes submetidos a fixagao aguda de fraturas do fémur pro-
ximal, nos politraumatizados e naqueles que apresentam
trauma raquimedular, quando nao € realizada profilaxia®.
A trombose pode ocorrer em qualguer veia do organismo,
mas é mais freqUente nos membros inferiores. Esta € a for-

Trabalho realizado no Depar

SUMMARY

Venous thromboembolism is a serious complication that may
follow fractures. The most commonly used anticoagulan:
treatment is low-molecular-weight heparin (LMWH). There are
some studies showing that this drug may interfere on bone
metabolism. With the objective of evaluating the LMWF
influence on the process of bony callus formation, we
conducted an experimental study on rats. Sample was
constituted of 22 Wistar male rats, which were submitted tc
diaphyseal fracture on their right femurs. They were dividec
into two groups of 11 subjects each. In the control group, the
animals received saline solution and in the study group, they
received LMWH — enoxaparin — in a daily basis, during 28
days. After that period, the rats were submitted to euthanasie
for femur assessment purposes. At the macroscopic study,
union was verified in 11 animals (100%) not receiving
enoxaparin, and in 10 animals (90.9%) receiving the stud)
drug. At the histological study, the formation of bony callus
was verified in all femurs. It was concluded by this experimen
that enoxaparin does not cause changes on the bone unior
process in Wistar rats’ femurs.

Keywords: \enous Thrombosis; Fractures; Heparin, Low-
Molecular-Weight, Enoxaparin.

ma de trombose mais importante, tanto em termos de fre-
qUéncia como em termos de gravidade. Existem fatores
que aumentam o risco de trombose venosa profunda, tais
como: idade superior a 40 anos, repouso prolongado, cirur:
gia com duragao extensa, complicacao de uma cirurgia
anestesia geral, imobilidade, trauma, etc®. Porisso, medi
das profildticas séo realizadas em pacientes com maiol
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risco de trombose venosa profunda, se colocados nessas
condicoes.

A droga mais estudada e utilizada na tromboprofilaxia é a
heparina®. Dependendo do seu peso molecular, encontra-
se na forma de heparina ndo-fracionada ou de heparina de
baixo peso molecular (HBPM). Quando comparadas ao pla-
cebo, tanto a heparina ndo-fracionada quanto a HBPM re-
duzem aincidéncia de trombose venosa profunda em 45%
dos pacientes submetidos a redugao e osteossintese de
fraturas no quadril®. A HBPM ¢é produzida a partir de frag-
mentos da heparina padréo, por processos de despolime-
rizacbes enzimaticas e quimicas, o que diminui o0 peso
molecular em cerca de um terco. Difere da heparina nao
fracionada por apresentar maior atividade anti-Xa, maior
biodisponibilidade com dosagens menores, maior meia
vida, maior preditibilidade na resposta anticoagulante quan-
do administrada em dosagens fixas e por nao necessitar
de controle laboratorial®. Diversos estudos tém demons-
trado que a HBPM ¢é significativamente superior a heparina
nao fracionada e ao warfarin na prevengao da trombose
venosa profunda e do embolismo pulmonar®”. As compli-
cacdes por sangramento sao significativamente menores
quando comparada a heparina néao fracionada e muito
menor em relagao ao warfarin.

Entretanto, algumas evidéncias experimentais e clinicas
sugerem que a heparina interfere no metabolismo 6sseo.
Sabe-se que 0 seu uso prolongado pode levar a uma dimi-
nuicdo da massa o0ssea em diversas quantidades, culmi-
nando até em osteoporose e fraturas patolégicas®. A cau-
sa é ainda desconhecida. Alguns autores sugerem que a
heparina pode inibir as atividades dos osteoblastos e ati-
var as atividades dos osteoclastos, o0 que levaria a perda
progressiva da massa éssea. Ha teorias sobre a nao organi-
zacao do coagulo existen-
te no foco da fratura ou a
inibicdo das células res-
ponsaveis pela consolida-
gao dssea causados pelo
uso da heparina, levando a
um retardo na consolida-
¢ao e aumentando o risco
de pseudoartrose® .
Existem poucos trabalhos
relatando os efeitos da
HBPM em relacéo ao repa-
ro 6sseo apos fraturas. Com
0 intuito de avaliar o efeito
dessa droga sobre a forma-
¢ao do calo 6sseo, foi reali-
zado um estudo experi-
mental em ratos.

*

com quatro meses de idade. Os animais foram mantidos
em gaiolas, contendo dois animais cada uma, com alimen:
tacéo padronizada e com livre acesso a agua. Mantidos
com controle de luz (ciclo claro-escuro de 12 horas), corr
temperatura (25 + 1°C), umidade e nivel de ruidos manti-
dos estaveis.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa em Animais da Pontificia Universidade Catolica do Para:
na (CEPA-CCBS-PUCPR) no protocolo 022/03.

Todos os animais foram submetidos a fratura diafisaria nc
fémur direito. Para isso, foram anestesiados através da ad-
ministragao intraperitoneal de solu¢gao composta de ceta:
mina na dosagem de 40 mg/Kg e de xilazina na dosagen
de 5 mg/kg de peso corporal diluido em 1 ml de solugac
salina fisioldgica™. Cinco minutos antes do ato cirdrgico
durante a inducao anestésica, era iniciada a administracac
dadroga, ou soro fisioldgico ou enoxaparina, as quais erar
repetidas diariamente até 0 momento da eutanasia dos ani
mais. Os animais do grupo | recebiam subcutaneamente
no dorso, soro fisioldgico na quantidade de 0,5 ml. Os ani
mais do grupo Il recebiam subcutaneamente, no dorso
HBPM (enoxaparina sddica) na dosagem de 1 mg/Kg®.
Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados err
decubito dorsal numa mesa cirdrgica, com o membro pos:
terior direito em extensé&o. Era realizada tricotomia anteriol
no joelho e posterior no quadril direito, assepsia de todo ¢
membro posterior direito, colocagdo dos campos cirdrgi
cos estéreis, e iniciados os seguintes procedimentos (Figus
ra 1): incisdo de aproximadamente 2 cm longitudinal an-
terior no joelho direito; dissecacao por planos até a face ante-
rior da patela; incisao no retindculo medial da patela e luxa:
gao desta lateralmente; com um introdutor (abocath 16 G
fazia-se uma perfuragao 6ssea inicial no espaco intercondi-
lar; introducao, com ur
perfurador a bateria, de urr
fio de Kirschner de 1,0 mrr
de diametro longitudinal-
mente pelo fémur até o tro-
canter maior; perfuragao dc
trocanter maior com este fic
de Kirschner e exterioriza:
¢ao na regiao do quadril
onde era movido de dista
para proximal até sua intro:
dugao total no fémur distal
pelaregiao do quadiril, o fic
de Kirschner era dobrado
cortado e introduzido sub-
cutaneamente; reducao de
patela. Sutura da pele corr
fio de nylon 4-0.

Apbs os procedimentos ci-

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 22 ratos
de linhagem Wistar, ma-

I T R D

Figura 1 - Principais etapas do procedimento cirdrgico. A) Incisao
longitudinal anterior no joelho, com visualizagdo da face anterior da
patela. B) Patela luxada lateralmente e visualizagdo do céndilo femoral
(seta). C) Passagem do fio de Kirschner 1,0 mm de didmetro longi-
tudinalmente pelo fémur. D)Animal experimental posicionado com o

rirgicos, ainda anestesia-
dos, os ratos foram subme-
tidos a fratura diafisaria nc
fémur direito. Para padro-
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ras, foi utilizado um apare-
lho chamado Fraturador®.
Este funciona como uma
guilhotinaromba e é forma-
do por um corpo, um supor-
te para o animal, um siste-
ma para liberar a barra e
uma barra de ago romba
de 500 g (Figura 2). O cor-
po do aparelho consiste de
uma base e duas platafor-
mas montadas sobre bar-
ras verticais. As duas pla-
taformas tém fendas por
onde desce a barra de aco
que, por sua vez, ¢é libera-
da de uma alturade 30 cm
através da soltura de uma
trava. Sua queda € parada
por outra trava; esta limita
a queda a 1 mm além do
ponto de contato da barra

Figura 2 - llustragdo do aparelho Fraturador. E formado por trés placas de
madeira (A, B e C) medindo 12,5 por 45 cm cada, com altura de 30 cm (de
B até C) até o local de desprendimento da barra (D), que pesa 500 g e
apresenta uma trava na sua porgado superior que limita a queda. Uma
segunda plataforma a 10 cm (A) da primeira estabiliza a montagem e a
barra impactora e contém o dispositivo (E) que libera a barra. O animal
fica com o fémur sobre os dois suportes metalicos (F — conforme figura 3).

de consolidagdo a ausén:
cia de calo 6sseo e a nac
uniao entre os fragmentos
do fémur.

Na avaliagao histoldgica dc
calo 6sseo, verificava-se ¢
formacéao de tecido fibroso
tecido cartilaginoso e teci-
do 6sseo. Todas as laminas
foram avaliadas por umn
mesmo patologista e, este
nao sabia se o materia
analisado era do grupc
controle ou de estudo. Tode
a lamina era visualizada ¢
entdo, observava-se a por-
centagem de cada tecido
Como parametro de avali-
acao foi realizado estudc
comparativo entre os gru-
poslell.

Para a comparacao dos

com o fémur do animal, res-
tringindo, portanto, a defor-
magao angular tanto do osso quanto do fio intramedular. O
animal é posicionado em decubito dorsal, com o membro
posterior em abduc&o e com a regido a ser fraturada (diafi-
se do fémur) posicionada sobre dois suportes metalicos.
Durante sua queda a barra progride no meio das fendas
das plataformas, que formam seu ponto de apoio, para man-
ter seu trajeto. Sua excurséo termina no meio do didmetro
femoral do rato e no centro dos dois suportes metalicos,
formando um sistema de trés pontos, produzindo uma fra-
tura fechada e padronizada.

Foram ainda submetidos a radiografias do fémur direito com
um aparelho portétil, com ampola posicionada a 80 cm do
chassi e uma carga de 48 mA por 25 watts, para determinar
o local e a configuracao da fratura (Figura 3). Foi permi-
tido apoio total do membro fraturado no periodo pds-
operatorio.

Apds quatro semanas, foram submetidos a eutanasia com
anestesia intraperitoneal de barbitUrico, finalizando com
dose letal de cloreto de potassio.

O estudo da consolidagéo dssea do fémur foi realizada por
meio das avaliagbes macroscdpica e histoldgica™.

A avaliacdo macrosco-
pica foi realizada com
base em parametros
para a avaliagdo da
consolidagéo da diafise
femoral. Foi estabeleci-
do como consolidagéao
macroscopica a pre-
sencga de calo 0sseo no
foco da fratura e a unido

entre os fragmentos do
fA&miir e como aricéncia

Figura 3 - Radiografias pés-operatérias de fémures fraturados.

grupos em relagéo a pre:

sencga de consolidagao oL
nao consolidacéo (analise macroscopica), foi usado o teste
exato de Fisher. Para a comparagao da analise microscopi-
ca em relacdo ao percentual de tecido fibroso, cartilagino:
SO e 0sseo, foi usado o teste nao-paramétrico de Mann:
Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados estatisti-
camente significantes.

RESULTADOS

Nos 22 animais analisados ndo encontramos complicacoes
graves relativas ao procedimento cirlrgico e nem durante
o periodo pos-operatdrio de 28 dias até 0 momento da eus
tanésia.
Apds o 12° dia de pds-operatdrio, em média, 0s animais
tinham boa mobilidade do membro posterior direito e se
apoiavam com o mesmo durante a locomogao.
ATabela 1 apresenta os dados da avaliagdo macroscopice
em relacao a consolidagcao ou nao das fraturas no fémur
N&o houve diferenca estatistica entre os dois grupos.
Na avaliacao histolégica, observou-se formacéao de calc
0sseo em todos os 22 fémures avaliados. O fémur que ma:
croscopicamente foi classificado como nao consolidadc
também apresentou for
" macéo de calo 6sseo ne
' microscopia. A diafise
i femoral apresentave
trabeculado 6sseo nor
mal e organizado e &
medida que se aproxi
mava do foco da frature
este trabeculado ja nac
se encontrava tao orga:
nizado e apresentava
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naregiao central, tecido uso da heparina. Exis-
cartilaginoso e fibroso Ancn L tem evidéncias clinicas
namaioria dos casos (Fi- Grupos Consolidada Hap Consolidada e experimentais que ¢
guras4eb). i " " " u " uso continuado datera:
Na Tabela 2 s&o apre- pia com heparina pode
sentados os resultados Grupa | jeonesla) | 11 1000 o 04 L 100.0 levar a osteoporose ¢
descritivos e 0s valores G @ (nsuda} 10 a0q 1 aq 1 1010 até a fraturas por este
de p, emrelagao a quan- — = = enfermidade®.

tificagdo histoldgica da ki il i X i e R Stinchfield et al.® ob-
percentagem numeérica oot Fste e servaram a ocorréncie

de cada tipo de tecido:
0sseo, cartilaginoso e fi-
broso.

Analisando esses dados

percebemos que estatisticamente nao houve diferenga en-
tre o grupo controle e o grupo de estudo. Ou seja, na avali-
acéo histolégica, a formagao de calo 6sseo foi semelhante

nos dois grupos.

Foram encontrados focos de infecc&o em quatro fémures,
sendo dois do grupo | e dois do grupo II. Porém, microscopi-
camente ndo alteraram a formagéo do calo ¢sseo. Em todos

este estava presente.

DISCUSSAO

Os anticoagulantes devem ser usa-
dos de rotina nos pacientes que apre-
sentam fatores de risco para trombo-
se venosa profunda, como naqueles
que sofreram fraturas na regiéo pélvi-
ca, nos membros inferiores e em poli-
traumatizados. As drogas anticoagu-
lantes vém-se reciclando rapidamen-
te, sem existir, at¢é o momento, um
protocolo aceito e adotado universal-
mente. A HBPM e o warfarin em bai-
xas dosagens estao sendo utilizados
em substituicao ao uso tradicional da
heparina nao fracionada. Tanto a
HBPM, quanto o warfarin, represen-
tam as drogas mais eficazes no com-
bate a trombose venosa profunda,
com a vantagem de aquela n&o ne-
cessitar de controle laboratorial para
0 ajuste da dosagem®13,

O uso da HBPM na tromboprofilaxia
diminui o risco de trombose venosa
profunda em 45 a 66% e diminui o
risco de 6bito por tromboembolismo
pulmonar em até 50%“®. Porém ¢ de
suma importancia que a trombopro-
filaxia seja iniciada precocemente em
até 24 horas apoés o trauma. A demo-
ra em iniciar a tromboprofilaxia au-
menta significativamente o risco de
trombose venosa profunda®

A osteoporose é uma conseqguéncia

Figura 4 Fotografla ilustrando aspectos
histolégicos do calo 6sseo de um fémur
fraturado apds quatro semanas de um rato do
grupo controle. Coloragéo H.E.. Aumento 100
vezes. A) Tecido 6sseo. B) Tecido cartilaginoso.
C) Tecido fibroso.

Figura 5 - Fotografia ilustrando aspectos
histolégicos do calo ésseo de um fémur fraturado
apos quatro semanas de um rato do grupo de estudo

(com heparina). Coloragdo H.E. Aumento 50 vezes.
AN TAA~AIAA
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Tabela 1 - Relagdo macroscOpica entre as fraturas femorais consolidadas e
néo consolidadas.

de pseudoartrose en
quatro pacientes que
receberam terapia an-
ticoagulante para trom:

boflebite imediatamente apds a cirurgia. Por este motivc
realizaram o primeiro estudo experimental na tentativa de
determinar a possibilidade da relagdo causal entre os anti
coagulantes e a falha na consolidacéao 6ssea.

Na pratica, a avaliagdo clinica comparativa da formagac
do calo 6sseo em fraturas apresenta muitas dificuldades
pois ha diferengas individuais no que diz respeito a nature:
za e ao local da leséo, curso e duragao da consolidagao. E
ainda é particularmente dificil estudar os métodos terapéus

ticos capazes de influenciar a forma:
gao do calo 6sseo. Assim, é natura
que este assunto seja abordado ex:
perimentalmente, para podermos
comparar de maneira homogénea ¢
material estudado, isto &, as mesmas
condigdes quanto ao sexo, idade
peso, dieta, natureza e localizagao, tipc
€ mecanismo causador da fratura.

O medicamento utilizado neste expe:
rimento com a intengéo de se anali-
sar sua possivel influéncia na consoli
dacéo das fraturas é a enoxaparina
que é uma heparina de baixo pesc
molecular. A dosagem utilizada fo
semelhante a dosagem profilatica uti
lizada para 0 humano adulto (1mg;
kg/dia)®. Ajustou-se a dose conforme
0 peso de cada rato. Todos 0s ratos
foram pesados antes do procedimen:
to cirlrgico e semanalmente.
Arealizagdo da anestesia por via pe-
ritoneal & a mais usada em ratos('%
Durante o ato anestésico de nosso ex:
perimento, ndo houve complicacdes
ou dificuldades. Portanto, esta via se
mostrou eficaz e pode ser utilizade
para este tipo de animal.

Para padronizar os tipos de fraturas ¢
evitar que a sua realizacao pudesse
interferir nos resultados de nossa pes-
quisa utilizamos o Fraturador, que fo
desenvolvido por Vialle et al.". Corr
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u i&fi - 5 i significativa:
fraturas em diafises fe osseo foi significativa
. i narmen Maximn Medin
} Varifved rups Valor de @ '
morais em ratos sem o mente atenuado em to
pre com a mesma for- ] % L dos o0s animais que rece-
,ia causadorzjl dg les&o. Contiché E A5 20,0 betram enoxatparma sulb-
comparagao de con- Fibroan 02T cutaneamente em rela-
solidagéo %e fraturas Bt . Bl Wl GA0 aos animais contro-
experimentais exige si- Cawdradn 5 20 0.5 . le. Porém, difere no tipc
. . '|:F-|'HFJ'|UBU I'E e ex = = OEATD .
milaridade, o que se | Estuio & 35 (5% de animal, no osso fr?tu-
rocurou obter neste | rado, no controle da fra-
P S | Comdroln 45 an fins o
estudo. Os animais ndo Busns | BT tura e principalmente nc
foram imobilizados, fi- | Extusk 40 a0 T periodo da avaliagao dc

cando livres para a de-
ambulagéo conforme o
membro posterior per-
mitisse, porgque a imobilizac&o era desnecessaria.
Segundo Udupa e Prasad?, as fraturas experimentais nos
fémures de ratos atingem a fase de ossificacédo emtorno da
quarta semana de evolucao, quando ja demonstraram evi-
déncias osteogénicas de consolidacéo. Esses autores de-
finiram quatro fases no processo de consolidagao de fratu-
ras em ratos: primeira semana, fase fibroblastica; segunda
semana, fase colagena; terceira e quarta semanas, fase os-
teogénica; e finalmente quinta e sexta semanas, fase de
remodelagao. Com base nestes dados, a eutanasia foi de-
terminada 28 dias apos a realizagdo das fraturas, pois na
fase osteogénica ocorre a consolidagao propriamente dita
e nosso objetivo era avaliar se houve ou nao influéncia da
enoxaparina na consolidagao ossea.

O Unico trabalho similar a este encontrado na literatura in-
dexada no Medline, que investiga os efeitos da administra-
cao tromboprofilatica da HBPM na consolidacéo 6ssea foi
de Street et al.t"™. Realizaram fraturas fechadas manual-
mente em costelas de coelhos. Concluiram que o reparo

histolégicos.
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Tabela 2 - Relacéo entre tecido fibroso, cartilaginoso e 6sseo segundo critérios

calo 6sseo. Realizaram
avaliagdo histologice
até a segunda semanc
apos a fratura. Segundo Udupa e Prasad, neste periodo
o calo 6sseo ainda se encontra na fase colagena. Preferius
se estudar a formagao do reparo ésseo na fase osteogéni
ca, em volta da quarta semana, pois é neste periodo que se
define se a fratura esté ou ndo consolidada.

Encontrou-se na literatura indicios evidentes nos quais ¢
uso da HBPM retarda o metabolismo ésseo, podendo, err
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A acao do uso da HBPM no processo de consolidagao 6s:
sea ainda é pouco estudada. Poucos trabalhos afirmarr
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CONCLUSAO

A heparina de baixo peso molecular (enoxaparina) nao in-
fluenciou o processo de formagéao de calo ésseo em fratu-
ras de fémures em ratos.
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