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INFLUENCIA DO TIPO DE FRACTURA NOS NiVEIS SERICOS DE CALCIO IONIZADO
EM CANIDEOS

Resumo

A ortopedia representa, actualmente, cerca de 10% dos casos avaliados em clinica de
animais de companhia, sendo os canideos a espécie mais representativa na ocorréncia de
processos traumaticos. O esqueleto, composto pelos 0ssos que sdo um importante
reservatorio de minerais em particular de calcio e de fésforo, € uma estrutura altamente
dindmica cuja actividade resultante da accdo de factores intrinsecos e extrinsecos é
regulada por varios mecanismos enddcrinos ao longo de toda a vida do individuo. A grande
maioria do ido calcio (99%) encontra-se no esqueleto sob a forma de cristais de
hidroxiapatite estaveis e de compostos labeis rapidamente mobilizaveis, de modo a
garantirem a manutencdo dos seus valores séricos. O presente estudo realizado numa
populagdo de 20 canideos (canis familiaris) (n=20), avaliados com fracturas simples ou
cominutiva do esqueleto apendicular, teve como objectivos determinar: 1) a existéncia ou
nao de diferengas nos valores de calcio sérico ionizado (CSI) entre individuos com e sem
fracturas; e 2) se o tipo de fractura apresentado influencia ou ndo os valores de CSI. Os
resultados obtidos permitiram concluir que todos os doentes com fractura apresentam
hipercalcemia, resultante do processo de reparagdo Ossea; e que, os individuos com
fractura cominutiva possuem valores de CSl tendencialmente superiores aos individuos com
fractura simples, devido a maior area dos topos 6sseos da fractura, apesar da diferenga
neste caso ndo ser estatisticamente significativa. Com base nos resultados, deverdo, os
clinicos das areas meédica e cirurgica, considerar que os doentes com fracturas apresentam-
se sempre com uma condicao de hipercalcemia de base, requerendo cuidados acrescidos
na selecgao dos farmacos utilizados no seu maneio e que se associam a um aumento dos

niveis de CSl, assim como do quadro clinico a este associado.

Palavras-chave: Canideos; Esqueleto; Fractura Simples; Fractura Cominutiva; Calcio sérico

ionizado.






INFLUENCE OF THE TYPE OF FRACTURE IN SERUM IONIZED CALCIUM IN DOGS

Abstract

The orthopedics currently represents about 10% of the small animal clinical cases, being the
dog the most representative species in the occurrence of traumatic processes. The skeleton,
composed by bones that are an essential mineral reservoir in particular of calcium and
phosphorus, is a highly dynamic structure, whose activity arising from intrinsic and extrinsic
factors, is regulated by multiple endocrine mechanisms, throughout life. The majority of
calcium ion (99%) is present in the skeleton by the hydroxyapatite stable crystals form and
by labile compounds rapidly deployable, to promote the maintenance of it serum levels. This
study was conducted in a population of 20 dogs (Canis familiaris) (n=20) assessed with
simple and comminuted fractures of the appendicular skeleton, and aimed to evaluate: 1)
whether there are or not differences in ionized seric calcium (ISC) levels between individuals
with or without fractures; and 2) to assessed whether the type of fracture may or may not
influence the ISC levels. The results showed that all patients with fracture present
hypercalcemia resulting from bone healing; and patients with comminuted fractures had
higher ISC levels than those with simple fractures, due to the larger area of the bone edges,
despite in this case no significant statistical difference was registered. Based on the results,
veterinary surgeons should consider that patients with fracture always show a hypercalcemia
clinical condition, requiring increased care in the drugs selection to be used in this patient
management and their potential to increase the ISC levels, as well as the clinical condition

associated.

Key words: Dogs; skeleton; simple fracture; simple; comminuted fracture; ionized seric

calcium.
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INFLUENCIA DO TIPO DE FRACTURA NOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO IONIZADO EM CANIDEOS

1 Introducéo

O estudo do sistema musculo-esquelético (ossos, musculos e tendbes) é assegurado pela
especialidade ou area de accéo da ortopedia e da traumatologia, a qual assume uma grande
expressividade na clinica médica e cirurgica de animais de companhia, representando cerca
de 10% do total dos casos avaliados, sendo os canideos a espécie mais representativa e as
fracturas a entidade clinica mais trabalhada. Até 1940 quase todas as fracturas eram
corrigidas, alinhadas ou reduzidas através de meétodos fechados utilizando aparelhos
estabilizadores externos como as talas e pensos. Os avangos nha cirurgia e em todas as
areas associadas como a anestesiologia, a esterilizagdo e a instrumentacdo, permitiram o
aparecimento de um conjunto de técnicas com o objectivo de estabelecer a fixagao interna
dos fragmentos 6sseos melhorando, em muito, os resultados obtidos e a qualidade dos
doentes de ortopedia e traumatologia. O esqueleto é constituido por um numero variavel (de
acordo com as espécies) de ossos de diferentes formas e tamanhos que funcionam como
base da biomecanica permitindo o desenvolvimento do movimento através de fenémenos
fisicos, representados por alavancas, onde participam os musculos e os tenddes. O osso é
uma estrutura altamente dindmica com processos de remodelacdo ao longo de toda a vida
do individuo, adequando-se a um conjunto variado de factores intrinsecos e extrinsecos. Os
0SS0s proporcionam protecg¢ao a alguns orgaos, contém a medula éssea (relacionada com a
hematopoiese), e sdo, também, uma importante fonte de minerais, em particular de calcio e
fésforo, sujeitos a uma dindmica enddcrina. A maioria do calcio do organismo (99%)
encontra-se no esqueleto sob a forma de cristais estaveis de hidroxiapatite e apenas 1%
esta presente no liquido extracelular sob a forma de calcio ionizado, que representa a forma
biologicamente activa e a mais importante para o controlo das concentracdes séricas deste
ido. A sua importancia expressa-se num elevado numero de reacgdes intracelulares,
incluindo a contrac¢gao muscular, a actividade celular nervosa, a libertagdo e activacédo de
hormonas entre outras. O presente estudo desenvolvido numa amostra de 20 canis
familiaris (n=20) teve como objectivos: 1) determinar se existem ou nado diferengas nos
valores de calcio ionizado em individuos com fracturas relativamente aos individuos sem
patologia de base; e 2) avaliar se o tipo de fractura presente no doente influencia ou nao os

valores de calcio ionizado.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Tecido Osseo

2.1.1 Embriologia do Tecido Osseo

O tecido 6sseo esta presente na maioria das regides do corpo sendo os seus elementos
bastante diversos em morfologia e estrutura tecidual. Apesar desta variedade existem
semelhangas embriolégicas no desenvolvimento do esqueleto: o tecido dsseo origina-se a
partir de células com morfologia mesenquimal, que se tornam polimérficas diferenciando-se
posteriormente em fibroblastos, condroblastos ou osteoblastos, (Sadler, 2004). O esqueleto
€ gerado a partir de trés camadas do embrido, 1) o MESODERMA PARAXIAL (forma uma
série segmentada de camadas tecidulares localizadas de cada um dos lados do tubo neural,
originando os somitdmeros na regido da cabega e os somitos na regido pos-occipital os
quais se diferenciam numa regido ventro-medial designada de esclerétomo, que por seu
lado vai originar o segmento axial do organismo (coluna vertebral, costelas e esterno), e
numa regiao dorso-lateral denominada de dermomiétomo); 2) o MESODERMA LATERAL ou
placa lateral (através das células mesodérmicas vai dar origem as cinturas pélvica e
escapular e ainda aos ossos longos dos membros) e 3) a CRISTA NEURAL (que vai estar
na origem dos arcos branquiais, dos ossos do complexo craniofacial e das cartilagens

através da diferenciacdo em mesénquima das suas células) (Sadler, 2004).

O tecido 6sseo primario vai sofrer maturacdo e transformacdes de modo a se tornar
progressivamente num tecido secundario ou lamelar sendo, por esta razado, facil de
identificar areas contiguas de tecido primario, de zonas de reabsor¢cdo d0ssea e de tecido
secundario, as quais traduzem a elevada dindmica que o osso tem em termos de
metabolismo, expressando os fendmenos de depdsito, formagao, remodelacao e reabsorgéo
0ssea que sdo mais exuberantes na idade jovem, mas que em boa razdo se perpetuam ao
longo da vida do individuo, alterando apenas o ritmo através do qual ocorrem (Junqueira &
Carneiro, 2008).
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2.1.1.1 Formas de Ossificacao

No que respeita ao fendmeno de ossificagao, existem dois tipos de processos, sendo eles:

1) a ossificacao intramembranosa e 2) a ossificagdo endocondral (Sinowatz, 2010).

A OSSIFICACAO INTRAMEMBRANOSA consiste na diferenciacdo do mesénquima dérmico
directamente em osso (Sadler, 2004). No cranio, as células mesenquimatosas derivadas da
crista neural proliferam e condensam-se originando agregados compactos. Esta fase de
condensacao é regulada por diferentes elementos dos quais se destacam a N-caderina e a
N-CAM, cujas fungbes sao predominantemente mediar a adesao das células progenitoras
de osso e promoverem o inicio da condensagdo pré-esquelética. Algumas células do
mesénquima alteram a sua forma para se tornarem osteoblastos, os quais vao sintetizar
uma matriz extracelular osteoide, formada na sua maioria por colagénio e proteoglicanos,
que apresentam a capacidade em captar o calcio. Este tipo de ossificacdo utiliza as
chamadas proteinas morfogénicas désseas, das quais se destacam a BMP-2, BMP-4 e BMP-
7, que instruem as células mesenquimatosas, derivadas da crista neural, a transformarem-
se em osteoblastos e a expressarem o factor de transcricdo CBFA1 (também denominado
de Runx2), o qual vai activar os genes para a osteocalcina, osteopoietina e outras proteinas
especificas da matriz extracelular 6ssea. Uma vez totalmente rodeados pela matriz osteoide,
os osteoblastos passam a denominar-se ostedcitos. A medida que a calcificagdo vai
avancgando, € interessante verificar que algumas pequenas espiculas 6sseas se destacam
da regido original de ossificagdo fundindo-se com outras espiculas de regides contiguas.
Algumas camadas compactas de células mesenquimatosas que formam o periésteo acabam
por rodear totalmente a regido onde a ossificagdo intramembranosa estd a ocorrer. As
células da camada interna do peridsteo apresentam a capacidade de se transformarem em
osteoblastos os quais vao depositando matriz osteoide paralelamente as espiculas ja

existentes (Sinowatz, 2010).

No que respeita @ OSSIFICACAO ENDOCONDRAL, as células mesenquimais originam
inicialmente moldes de cartilagem hialina os quais sdo posteriormente substituidos por
tecido 6sseo (Sadler, 2004). Trata-se do tipo predominantemente presente ao nivel da
coluna vertebral, costelas, pélvis e membros (Sinowatz, 2010), e que se desenvolve em
duas etapas: 1°), a cartilagem hialina altera-se com hipertrofia dos condrdcitos, reducao da
matriz cartilaginosa para formas de finos tabiques, mineralizagcdo e morte dos condrécitos
por apoptose; e 2°) as cavidades previamente ocupadas pelos condrdcitos sao invadidas por
capilares sanguineos e por células osteogénicas, provenientes do tecido conjuntivo

adjacente, diferenciando-se em osteoblastos os quais irdo depositar matriz osteoide sobre
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os tabiques de cartilagem calcificada que servem de apoio a ossificagdo. Por seu lado, a
calcificagdo da matriz 6ssea é o resultado da deposicao de sais de calcio sobre as fibrilhas
de colagénio, mediada por proteinas da matriz extracelular, como os proteoglicanos e as
glicoproteinas, e influenciada pela concentragéo de calcio presente em vesiculas localizadas
no citoplasma dos osteoblastos os quais, ao ficarem aprisionados, passam a sintetizar

fosfatase alcalina transformando-se em ostedcitos (Junqueira & Carneiro, 2008).

2.1.1.2 Desenvolvimento Embrionéario do Esqueleto

De uma forma simplista pode dizer-se que arquitetonicamente o esqueleto é constituido por
uma parte axial, que considera o cranio, as vertebras e as costelas e que tem por funcéo a
proteccdo dos tecidos moles como o cérebro e a medula; e por uma parte apendicular
formada pelos membros toracicos e pélvicos que se reunem ao nivel das cinturas (escapular

e pélvica) conferindo suporte aos mesmos (Sinowatz, 2010).

O cranio pode ser dividido em duas partes: 1) o neurocranio (que forma um involucro
protector em redor do cérebro) e 2) o viscerocranio (que forma o esqueleto facial da
cavidade oral, faringe e vias respiratérias superiores) (Sadler, 2004). No que respeita a
embriologia 6ssea do cranio, consideram-se trés grupos, nomeadamente: um grupo que
deriva dos arcos branquiais e das proeminéncias frontonasais derivadas do
ectomesénquima da crista neural e que forma a maioria dos ossos da face; um segundo
grupo que compreende 0s 0ssos planos da calote craniana; e um terceiro grupo que tem
origem nas células do mesénquima occipital e que forma a base e as paredes ventrais do
cranio. A regulacédo do arranjo 6sseo do complexo craniofacial € determinada por factores
de crescimento paracrinos e por factores de crescimento de fibroblastos (Fibroblast Growth
Factors - FGFs) da endoderme faringea (que atraem células da crista neural para os arcos
faringeos) e que, juntamente com as proteinas morfogénicas ésseas (BMPs) e Sonic
Hedgehog (Shh), sdo responsaveis pelo padrao arquitectdénico dos elementos nos arcos e

ainda pela sua proliferagao (Sinowatz, 2010).

No que respeita ao neurocranio, ele pode ser dividido em 2 partes: 1) o condrocranio (a
parte cartilaginosa) e 2) o desmocranio (a parte membranosa). O condrocranio forma os
0ssos da base do cranio consistindo inicialmente em dois tipos de cartilagens separadas, as
CORDAIS e as PARACORDAIS que acabam por se fundir e ossificarem através do
fendmeno de ossificacdo endocondral (Sadler, 2004). As cordais podem derivar de células

da crista neural e que se situam em frente ao limite rostral do notocérdio originando o
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CONDROCRANIO PRE-CORDAL que ao se fundirem formam o corpo do esfendide e do
etmédide; e as do mesoderma paraxial que se situam posteriormente ao limite rostral do
notocoérdio originando o CONDROCRANIO CORDAL. As paracordais, sdo as que derivam
dos esclerétomos occipitais e do mesénquima da zona rostral do notocoérdio, formando a
placa cartilaginosa da base do osso occipital. (Sinowatz, 2010). O desmocréanio é formado
pelos ossos parietais, frontais e interparietais que derivam das células da crista neural e do
mesoderma paraxial desenvolvendo-se por centros de ossificagdo intramembranosa que
aparecem na pele do embrido e que revestem o encéfalo ocorrendo como planos com
espiculas do mesénquima, as quais foram induzidas por partes especificas do cérebro em
desenvolvimento, e que irradiam progressivamente do centro de ossificagdo primario para a
periferia. Com o crescimento 0os 0ssos membranosos aumentam por aposigdo de novas
camadas de osso a superficie e de uma simultanea reabsorcao osteoclastica da parte
interna, permanecendo separados durante todo o desenvolvimento fetal e até ao
nascimento, mantendo-se separados por faixas de tecido conjuntivo denominadas de
suturas, as quais derivam de células da crista neural (sutura sagital) e do mesoderma
paraxial (sutura coronal). O tempo de encerramento das varias suturas influéncia a forma do
complexo craniofacial (Sinowatz, 2010). Quanto ao viscerocranio, ele é formado a partir dos
dois primeiros arcos faringeos. O primeiro arco faringeo, possivelmente devido a accao do
factor de crescimento de fibroblastos 8 (FGF-8) vai originar uma regiao dorsal que é o
processo maxilar, o qual se estende rostralmente sob a regido do olho dando origem ao
maxilar, osso zigomatico e parte do osso temporal (Sinowatz, 2010). A parte ventral, que vai
originar o processo mandibular, contém a chamada cartilagem de Meckel, de onde se
desenvolve a mandibula. A extremidade dorsal do processo mandibular juntamente com a
extremidade do segundo arco faringeo (cartlagem de Reichert) da origem a bigorna, ao
martelo e ao estribo sendo estes os primeiros ossiculos a tornarem-se totalmente
ossificados. O mesénquima para a formagao dos ossos da face deriva das células da crista
neural (Sadler, 2004).

As vertebras e as costelas sdo derivadas das células dos esclerétomos que constituem os
mais de 40 somitos que, sob a ac¢ao da secrecédo de epimorfina assegurada pelas células
do mesénquima que rodeiam o notocodrdio, sdo atraidas para mudarem de posicao e
rodearem a medula espinhal e o notocérdio. Os primeiros 4 somitos denominam-se
occipitais que, juntamente com o mesénquima do cranio formam a cartilagem do osso
occipital, assumindo os restantes um papel na formagcao das vertebras e das costelas. O
desenvolvimento dos esclerétomos da-se no sentido cranio-caudal tal como a ossificacao
das vertebras, iniciando-se o processo por volta da sexta semana de gestagdo e com um

centro de ossificagao inicialmente localizado a meio de cada vertebra, e posteriormente ao
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nivel do arco neural, ndo se fundindo antes do nascimento. Por seu lado, os centros de
ossificagdo secundaria ocorrem no periodo pés-natal na periferia do corpo vertebral para
formarem as epifises e a parte distal dos processos transversos (Sinowatz, 2010). Essa
coluna mesenquimal conserva caracteristicas da sua origem segmentar através das areas
menos densas que contém as artérias segmentares e que separam os blocos dos
esclerétomos. As células dos esclerétomos comecam a condensar-se e a diferenciar-se em
cartlagem e, ainda antes de formarem as vertebras, sofrem uma divisdo em duas
populagdes as quais preenchem os segmentos cranial e caudal de cada futura vertebra,
sendo a padronizacao das suas diferentes formas regulada por genes, denominados
homeobox (HOX), com 4 agrupamentos diferentes (HOXa, HOXb, HOXc e HOXd),
localizados na cadeia de DNA de cromossomas especificos e cuja leitura permite diferenciar
a zona anterior, na extremidade 3’, da zona posterior, na extremidade 5 (Sadler, 2004).
Devido a sua elevada taxa de crescimento as células da regido caudal de cada segmento do
esclerotomo proliferam extensamente até ao tecido intersegmentar subjacente, tornando-o
contiguo com as células da regido cranial do esclerétomo seguinte. A parede caudal densa
de um esclerétomo junta-se a parede cranial menos densa do esclerétomo seguinte,
formando o corpo da vertebra que se torna intersegmentar devido a incorporagao de tecido
intersegmentar ao corpo vertebral pré-cartilaginoso (Sadler, 2004). Este processo de
formacao definitiva das vertebras denomina-se de re-segmentacdo, e explica como os
ganglios espinhais e o percurso dos nervos espinhais sao posicionados préximos dos discos
intervertebrais, assim como o modo de como saem da coluna vertebral pelos foramens
intervertebrais. Por este processo cada miotomo atravessa de uma vertebra para a
adjacente e estabelece uma ligacdo com os discos intervertebrais conferindo-lhe a

capacidade de mover a coluna (Sinowatz, 2010).

Os membros e as cinturas escapular e pélvica constituem o esqueleto apendicular e
possuem diferencas marcadas na organizacao e desenvolvimento quando comparadas com
o0 esqueleto axial. O controlo morfogénico destas estruturas é da responsabilidade da
mesoderme, onde o epitélio desempenha um papel estimulador. Todos os componentes do
esqueleto apendicular comegam como moldes cartilaginosos que se convertem em
verdadeiro tecido 6sseo através de uma ossificacdo endocondral durante a embriogénese
(Sinowatz, 2010).

Os membros anteriores e posteriores desenvolvem-se em posi¢cdes definidas na regido
cervico-toracica e lombo-sagrada respectivamente ndo existindo diferengas no
desenvolvimento entre eles com excepg¢ao do atraso de um a dois dias na morfogénese dos
posteriores comparativamente aos anteriores (Sinowatz, 2010). O desenvolvimento dos

brotos na parede corporal ventrolateral comeca no decorrer a partir da quarta semana de
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gestacdo em canideos, através da activagdo de um grupo de células do mesénquima da
mesoderme somatica lateral, que irdo formar os ossos e os tecidos conjuntivos dos
membros, coberta por uma camada de tecido ectodérmico cuboide o qual ao nivel da
margem distal do membro se expressa origina a crista ectodérmica apical (CEA). A CEA vai
exercer uma influéncia indutiva sobre o mesénquima adjacente permanecendo este através
da expressao dos factores de crescimento de fibroblastos 4 e 8 (FGF-4 e FGF-8), como uma
populacdo de células indiferenciadas e de rapida proliferacdo denominada de zona de
desenvolvimento. As células que deixam a zona de desenvolvimento cessam a expressao
do gene codificador para a proteina da familia homeobox Msx (Msx-1), mediador da
morfogénese, e assumem o seu destino morfogénico final que pode ser de dois tipos: 1) as
precoces formam os 0ssos proximais (Umero e fémur) e 2) as tardias que formam os ossos
mais distais (radio, ulna, tibia, fibula, digitos) (Sinowatz, 2010). Devido ao crescimento do
membro, as células com uma localizagao mais distante da influéncia da CEA, comegam a
diferenciar-se em cartilagem e em musculo estriado, conferindo ao desenvolvimento uma
direccao proximo-distal (Sadler, 2004). A estrutura axial emite sinais que levam a expressao
do factor de crescimento de fibroblastos 10 (FGF-10) e ao acido retindico na mesoderme
lateral dos pré-membros, expressando os factores T-box, Tbx-4 e Tbx-5, que especificam se
os membros em desenvolvimento sdo anteriores (Tbx-5) ou posteriores (Tbx-4 e PITX1).
Sao ainda responsaveis pela secrecdo do gene HOXb-8, o qual é necessario para
estabelecer um aglomerado de células na extremidade posterior do membro denominada
zona de actividade de polarizagédo (ZPA), proximo ao flanco (Sinowatz, 2010). Esta zona (ja
estabelecida quando os brotos comegcam a crescer excentricamente da parede corporal)
estimula através da secrecdo do acido retinoico, a expressdo da proteina Sonic hedgehog
(Shh) cuja fungéo é manter a estrutura e o funcionamento da CEA ja que em caso de

auséncia da ZPA ou da Shh acaba por regredir (Sinowatz, 2010).

A expressao dos genes HOX que regulam o tipo, a forma e a posicdo dos ossos dos
membros, é controlada pela expressdo combinada em fases pelos factores: Shh, FGFs e
WNT7a, uma proteina codificada pela familia de genes Wnt; em locais que correspondem a
regido proximal, média e distal do membro. Os genes dos grupos HOXa e HOXd séo os
determinantes principais para a diferenciacdo entre o membro anterior e posterior (Sinowatz,
2010).

Os brotos dos membros desenvolvem-se segundo 3 eixos de simetria: 1) proximo-distal, 2)
cranio-caudal e 3) dorso-ventral; que interagem entre si para posicionar e definir a
expressao dos dominios dos sinais (Sinowatz, 2010). O crescimento dos membros ao longo
do EIXO PROXIMO-DISTAL é o que ocorre em primeiro lugar, e é desencadeado pelo factor

FGF-10 sintetizado pelas células do mesoderma da placa lateral e controlado pela crista
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ectodérmica apical, induzida pela expressao de proteinas morfogénicas 6sseas sinalizadas
pelo gene homeobox Msx-2, que através da expressao de FGF-4 e FGF-8 mantém a zona
de desenvolvimento, permitindo o crescimento distal do membro (Sadler, 2004). Quanto a
padronizagdo do EIXO CRANIO-CAUDAL ela é regulada pela zona de actividade de
polarizacao (ZPA) a qual produz acido retindico, que inicia a expressao na parte posterior do
mesénquima do membro dos factores Shh, e membros da familia de factores de transcrigao
Gli cujo Gli-1, expresso adjacente ao Shh, medeia o seu sinal e o Gli-3, expresso na zona
cranial do membro, reprime-o (Sinowatz, 2010). O EIXO DORSO-VENTRAL ¢é regulado
pelas proteinas morfogénicas 6sseas no ectoderma ventral que induzem a expressao do
factor de transcrigdo Engrailed-1 (EN1) que, por sua vez, reprime a expressdo de WNT7a
restringindo-o ao ectoderma dorsal do membro; o WNT 7a induz a expressao de um factor
de transcricdo, denominado LMX1, que contém um homeodominio no mesénquima dorsal e
que especifica que as células sejam dorsais, estabelecendo os componentes dorso-ventrais
do membro (Sadler, 2004).

Com o alongamento dos brotos a parte distal torna-se achatada para formar as palmas e as
plantas das maos e dos pés respectivamente, e a parte proximal adquire uma forma
cilindrica. Posteriormente uma constricdo divide a parte proximal em 2 segmentos: nos
membros anteriores estes segmentos representam os primérdios do brago e do antebrago, e
nos membros posteriores representam os primérdios da coxa e da perna. Os membros
anteriores sofrem uma rotacao lateral de 90° de modo a que os musculos extensores se
situem na superficie lateral e posterior; enquanto que os membros posteriores descrevem
uma rotagcdo medial de 90° colocando os musculos extensores na superficie anterior
(Sinowatz, 2010). Enquanto esta a ser definida a posigcdo dos segmentos, 0 mesénquima
dos brotos comega a condensar-se e as suas células a diferenciarem-se em condrdcitos, os
quais, por volta da sexta semana de desenvolvimento, ddo origem aos primeiros moldes de

cartilagem hialina que irao estruturar os ossos dos membros (Sadler, 2004).

As articulagdes formam-se em condensagobes cartilaginosas quando a condrogénese cessa
e é induzida uma inter-zona articular, onde as células aumentam em numero e densidade e
que depois, ao sofrerem apoptose, permitem o aparecimento de uma cavidade articular. As
células mesenquimatosas que circundam esta zona diferenciam-se numa capsula articular.
Apesar de nao estar ainda totalmente esclarecido, pensa-se que o mecanismo de
determinagdo da posicao da articulagdo tem como sinal indutor, a molécula WNT 14
(Sinowatz, 2010).

Por sua vez os digitos sdo formados devido a morte celular por apoptose das células

presentes na crista ectodérmica apical, as quais sofrem influéncia das proteinas
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morfogénicas 6sseas BMP-2, BMP-4 e BMP-7, dos factores de transcricdo Msx-1 e Msx-2 e
ainda dos factores de crescimento dos fibroblastos secretados por esta regido. A medida
que a crista ectodérmica apical regride deixa intactos 5 segmentos de raios cartilaginosos
cobertos com epitélio que dardo origem aos digitos, os quais se tornam evidentes como um
agregado de células mesenquimatosas condensadas que comegam a produzir uma matriz
pré-cartilaginosa. Nos carnivoros os digitos Il, Ill, IV e V estdo desenvolvidos enquanto o

dedo | esta em involugao (Sinowatz, 2010).

A ossificagdo dos ossos das extremidades é do tipo endocondral, comegando no final do
periodo embrionario. O molde cartilaginoso possui uma parte média estreita (a diafise) e
duas extremidades dilatadas (as epifises) (Junqueira & Carneiro, 2008). O primeiro tecido
0sseo a aparecer nos o0ssos longos € formado por ossificagdo intramembranosa do
pericdndrio, o qual vai revestir a parte média da diafise e formar um cilindro, denominado de
colar 6sseo. Enquanto este se forma, a matriz da cartilagem mineraliza-se devido a
apoptose das ceélulas cartilaginosas. Vasos sanguineos, provenientes do periésteo,
atravessam o cilindro 6sseo e penetram na cartilagem calcificada permitindo a chegada de
células osteoprogenitoras que proliferam e se diferenciam em osteoblastos, os quais formam
camadas continuas nas superficies dos tabiques cartilaginosos calcificados e iniciam a
sintese de matriz 6ssea que se mineraliza (Junqueira & Carneiro, 2008). Este centro de
ossificacdo, denominado de centro primario, esta presente em todos os ossos longos dos
membros e é a partir dele que a ossificagdo endocondral avanga em direc¢do as
extremidades do molde cartilaginoso. Os osteoclastos, responsaveis pela absor¢cdo do
tecido ésseo formado no centro da cartilagem, surgem desde o inicio da formagao do centro
primario permitindo o aparecimento do canal medular, o qual cresce longitudinalmente a
medida que a ossificagcdo progride e aloja células hematogénicas pluripotenciais que

originam a medula 6ssea (Junqueira & Carneiro, 2008).

Ao nascimento a diafise 6ssea ja se encontra totalmente ossificada mas as duas
extremidades ainda sao cartilaginosas, possuindo centros de ossificagdo secundarios que
tém um crescimento radial. Uma placa cartilaginosa, denominada de placa epifisaria,
permanece temporariamente entre os centros de ossificacdo da diafise e da epifise,
apresentando um importante papel no crescimento em comprimento dos ossos (Sadler,
2004). Ela possui 5 zonas que no sentido da diafise sdo: a zona de repouso; a zona de
cartilagem de proliferagdo; a zona de cartilagem hipertréfica; a zona de cartilagem
calcificada e a zona de ossificagdo (Junqueira & Carneiro, 2008). Quando o osso atinge o
seu comprimento total, as placas epifisarias desaparecem por encerramento devido a
ossificacdo endocondral sofrida de ambos os lados da mesma, permitindo que a epifise se

una a diafise. Nos ossos longos encontra-se uma placa epifisaria em cada extremidade; nos
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o0ssos curtos como as falanges a placa epifisaria encontra-se apenas numa extremidade.
Em ossos irregulares como as vertebras por exemplo, esta presente um ou mais centros de
ossificagdo primarios e em geral, diversos centros de ossificagdo secundarios (Sadler,
2004).

Figura 2.1 - Esquema do Esqueleto de Canideo.(Adaptado de Budras, 2007)

2.1.2 Histologia do Tecido Osseo

Os osteodcitos, os osteoblastos e os osteclastos assim como a matriz osteoide constituem a
histologia do tecido 6sseo, o qual é revestido por membranas conjuntivas nas superficies
interna (enddsteo) e externa (peridsteo) que possuem ceélulas osteogénicas. Apresenta uma
vasta rede de vasos sanguineos e de nervos, de modo a poder responder, com

remodelacdes, as constantes exigéncias corporais (Aughey & Frye, 2001).

2.1.2.1 Constituintes do Tecido Osseo

A matriz éssea € constituida 60% por uma parte inorganica, 20% por uma parte organica e
10% por agua. A parte organica é constituida por fibras de colagénio (maioritariamente de
tipo 1) e, em menor quantidade, por proteoglicanos e glicoproteinas, apresentando as ultimas
alguma participagdo na mineralizacdao da matriz osteoide através da acg¢do de moléculas

como a osteocalcina, as proteinas Gla da matriz, as sialoproteinas Osseas, as
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fosfoproteinas, as proteinas morfogénicas 6sseas e ainda pelos lipidos (Wasserman,
Kallfelz, & Lust, 1993). Por seu lado, a parte inorganica da matriz é formada, na sua maioria,
por calcio e fosfato, e, em menores quantidades, por bicarbonato, magnésio, potassio, sodio
e citrato. O calcio e o fésforo formam cristais com uma estrutura de hidroxiapatite
(Ca1p(PO4)s(OH),) com varios niveis e diferentes eixos de rotagdo entre si, sendo que os
ides da superficie do cristal sdo hidratados facilitando a assim a troca de ides entre o cristal
e o liquido intersticial. A associacao dos cristais de hidroxiapatite com as fibras de colagénio
€ responsavel pela dureza e resisténcia apresentada pelo tecido ésseo (Junqueira &
Carneiro, 2008).

Os ostedcitos tém como localizagao o interior das lacunas situadas entre as lamelas no
interior da matriz éssea, das quais partem os canaliculos que possibilitam as trocas com os
capilares sanguineos, assegurando assim a sua nutricdo uma vez que nao existe difusdo de
substancias através da matriz calcificada do osso. A comunicacao entre si faz-se através de
juncdes denominadas comunicantes (Gap-junction) e firmes (tigth-junctions) por onde
podem passar pequenas moléculas e ides. A sua morte é seguida por reabsorgdo da matriz

(Junqueira & Carneiro, 2008).

Quanto aos osteoblastos, eles sdo responsaveis pela sintese da parte organica da matriz
Ossea e sdo capazes de concentrar fosfato de calcio para que o processo de mineralizagcéo
da matriz ocorra. Contém uma elevada concentragdo da enzima fosfatase alcalina, capaz de
catalisar a hidrélise de componentes orgéanicos fosforilados (Wasserman, Kallfelz, & Lust,
1993). A sua localizagao é sempre na periferia das superficies ésseas, em paralelo e uma
vez aprisionados pela matriz (que se vai depositando em redor do corpo da célula e dos
seus prolongamentos), adquirem o nome de osteécitos formando-se de seguida as lacunas
e os canaliculos. A matriz recém-formada ainda nao calcificada adjacente aos osteblastos

activos denomina-se osteoide (Junqueira & Carneiro, 2008).

Por fim, os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, muito ramificadas, moveis e
que nao se dividem, sendo responsaveis pelo processo de reabsor¢ao do tecido dsseo,
expresso pelo aparecimento das chamadas lacunas de Howship (depressdes na matriz
Ossea) (Aughey & Frye, 2001). A superficie activa destas células encontra-se voltada para a
matriz e o0s seus prolongamentos irregulares que sao circundados por uma zona
citoplasmatica com muitos filamentos de actina, denominada de zona clara, que serve de
local de adesdo do osteoclasto com a matriz 6ssea, permitem criar um microambiente
fechado onde ocorre a reabsorgéo 6ssea. No processo de digestdo da matriz organica e de

dissolugdo dos cristais de sais de calcio, os osteclastos, coordenados por citoquinas,
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calcitonina e paratormona, secretam hidrogénio (H"), colagenase e outras hidrolases (como

a fosfatase acida), para o interior do microambiente (Junqueira & Carneiro, 2008).

Quanto as duas membranas que revestem o 0sso, o enddsteo é constituido por uma
camada de células osteogénicas achatadas que revestem as cavidades do 0sso esponjoso,
o canal medular, os canais de Havers e os canais de Volkmann; enquanto que o periésteo é
constituido por camadas de fibras de colagénio denominadas fibras de Sharpey e por
fibroblastos (Aughey & Frye, 2001). A porcdo mais profunda do periésteo apresenta células
osteoprogenitoras, com morfologia semelhante aos fibroblastos, que se multiplicam e
diferenciam-se em osteoblastos desempenhando um papel importante no crescimento e

reparacao 6ssea (Junqueira & Carneiro, 2008).

2.1.2.2 Tipos de Tecido Osseo

Embora com a mesma estrutura histolégica basica, macroscopicamente & possivel distinguir
simultaneamente em todos os ossos, duas formas diferentes: 1) o osso compacto (cortical
ou denso, que forma uma massa continua em que o0s espagos sO sao Vvisiveis
microscopicamente) e 2) o o0sso esponjoso (medular, que consiste de lacunas
intercomunicantes irregulares denominadas de trabéculas, que formam uma rede
tridimensional de cavidades preenchidas por medula éssea) (Aughey & Frye, 2001). Nos
0ssos longos, as epifises sdo formadas por 0osso esponjoso com uma fina camada compacta
na superficie; e a diafise € muito compacta e com pouca quantidade de osso esponjoso. Nos
0ssos curtos existe um centro esponjoso e uma camada compacta na sua periferia. Nos
ossos chatos existem duas camadas de osso compacto (as tabuas interna e externa)

separadas por 0sso esponjoso (o diploe) (Junqueira & Carneiro, 2008).

O tecido 6sseo pode dividir-se em: 1) imaturo ou primario, € 2) maduro, secundario ou

lamelar (Junqueira & Carneiro, 2008).

1) O TECIDO OSSEO PRIMARIO é o primeiro a surgir, tanto na fase embrionaria como
na reparagao de fracturas, sendo substituido progressivamente pelo tecido ésseo
secundario. No individuo adulto ele persiste apenas nas suturas dos ossos do cranio,
nos alvéolos dentarios e em alguns pontos de inser¢cao de tenddes, caracterizando-
se por apresentar fibras de colagénio dispostas em varias direcgdes e sem uma
organizacao definida; por ter uma menor quantidade de minerais (pelo que é mais
radio-lucente) e por possuir uma maior proporcdo de ostedcitos do que o tecido

6sseo secundario (Junqueira & Carneiro, 2008).
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2) O TECIDO OSSEO SECUNDARIO caracteriza-se por possuir fibras de colagénio
organizadas em lamelas de 3 a 7 um de espessura dispostas em paralelo ou em
camadas concéntricas, em redor de canais com vasos formando os chamados
sistemas de Havers caracteristicos dos ossos longos, muito embora também se
encontrem no tecido 6sseo compacto dos ossos curtos e chatos. Os grupos de
lamelas sao separados por uma acumulacido de substancia cimentante que consiste
numa matriz mineralizada e com pouco colagénio. Na diafise dos ossos, 0s sistemas
de Havers podem ser circunferénciais interno, circunferénciais externo e os
intermédios (que se situam entre os anteriores, e que sao provenientes de restos de
sistemas de Havers destruidos durante o crescimento do osso). Cada sistema de
Havers é formado por 20 lamelas dsseas concéntricas com um formato cilindrico
longo por vezes bifurcado, paralelo a diafise. No centro deste existe um canal
denominado de Havers, revestido de enddsteo, contendo vasos e nervos que
comunicam entre si, com a cavidade medular e ainda com a superficie externa do
0sso através de canais transversais ou obliquos que ndo apresentam lamelas
Osseas concéntricas e que, por isso, sdo denominados canais de Volkmann. Por
causa da constante remodelagao, o didmetro dos canais de Havers ¢é variavel devido
a sucessiva deposicao de lamelas ésseas da periferia para o centro, tornando-o mais
estreito com a idade e contendo lamelas internas mais recentes (Junqueira &
Carneiro, 2008).

2.1.2.3 Crescimento, Remodelacéo e Reparacédo do Tecido Osseo

O crescimento 6sseo depende do equilibrio, em simultaneo, da formacido de novo tecido
associado a reabsorcdo parcial de tecido ja formado mantendo, assim, a sua forma
(Junqueira & Carneiro, 2008). O tecido 6sseo é capaz de crescer em comprimento e
espessura e, apesar da sua resisténcia e dureza, o osso continua a sua remodelagao
durante a vida adulta, num processo mais lento e independente do crescimento, como
resposta a modificagbes nas for¢cas a que esta permanentemente sujeito (Aughey & Frye,
2001).

Nos ossos longos a diafise cresce em comprimento, devido a actividade das placas
epifisarias, resultando no aumento do didmetro do canal medular (Aughey & Frye, 2001). As
placas de crescimento podem ser classificadas com base na sua localizagdo em: 1) placas
de crescimento de pressao (localizadas nas terminagdes dos 0ssos longos e responsaveis

pelo seu crescimento longitudinal) e 2) placas de crescimento de tracgéo (localizadas nas
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insercbes musculares e com pouca contribuicdo para o crescimento ésseo em comprimento)
(Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006). As epifises aumentam de tamanho pelo crescimento
radial da cartilagem acompanhado por ossificagdo endocondral (Aughey & Frye, 2001). Nos
0ssos chatos o crescimento ocorre por formacao de tecido 6sseo a partir do periésteo
situado entre as suturas e na face externa do osso, ocorrendo reabsor¢cao na face interna

(Junqueira & Carneiro, 2008).
Na reparagao do tecido 6sseo existem dois tipos de processos: 1) o indirecto e 2) o directo.

1) O PROCESSO INDIRECTO inicia-se com uma reacc¢ao inflamatéria aguda e a
remocgao (por acgao dos macrofagos) do coagulo sanguineo, dos restos celulares e
da matriz destruidos. Alguns dos vasos sanguineos rupturados sao, por exemplo, 0s
que entram nos canais de Havers na linha de fractura e que, por isso, irrigam o
periosteo e o enddsteo. Todos os fendmenos associados a reacgado inflamatéria
provocam, em maior ou menor grau, défices de oxigénio e de nutrientes, conduzindo
a morte de ostedcitos e necrose do periosteo e da medula déssea na regido
(Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993). Como parte do processo de reparagao, os
fragmentos Osseos e as superficies da fractura sdo reabsorvidos por osteoclastos
para aumentar a sua distadncia (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006). Com a
multiplicacdo de vasos sanguineos ha a formagao de um tecido muito rico em células
osteoprogenitoras as quais formam um anel em redor do foco de lesdo (como a
fractura) penetrando assim nas extremidades lesadas do osso. Na zona do anel e
entre as extremidades surge, por ossificagdo intramembranosa e endocondral dos
fragmentos de cartilagem, o tecido dsseo primario ou imaturo. Com a evolucao deste
processo aparece um calo 6sseo constituido por tecido imaturo, que envolve as
extremidades do osso lesado unindo estas provisoriamente. A remodelacio do calo
0sseo, e a sua completa substituicdo por tecido dsseo secundario, € um processo
lento e que ocorre devido as tracgdes e pressdes exercidas sobre o0 0sso durante a
reparacdo da fractura e que, se forem idénticas as exercidas anteriormente,
permitem o aparecimento de uma estrutura semelhante a original e sem a formagao
de cicatriz (Junqueira & Carneiro, 2008). O processo de reparagcao esta dependente
da secrecdo de um vasto conjunto de mediadores de crescimento e mitogénicos
como € o caso das proteinas morfogénicas 6sseas e dos factores angiogénicos
(Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006).
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Figura 2.2 - Representagdo da Reparagéo do Tecido Osseo pelo Processo Indirecto: (A) Edema, (B) Tecido
Osseo Imaturo, (C) Tecido Osseo Secundario, (D) Remodelagao (Adaptado de Cummings, 2001)

(©) (D)

2) Quanto ao PROCESSO DIRECTO ele ocorre quando os fragmentos ésseos lesados
estdo estaveis, a sua distancia é inferior a 0,1mm e existem areas de contacto e
forcas compressivas. Trata-se de um fendmeno que dispensa a maioria dos passos
da reparacao indirecta e que avanca directamente para a remodelacao cortical, onde
a unido dos topos 6sseos se realiza por meio de uma remodelagao do osso cortical
através dos sistemas de Havers, conseguindo atravessar o espacgo de fractura sem
processos endocondrais e sem a reabsor¢cao das superficies da zona fracturada
(Coughlan & Miller, 1998).

2.1.3 Fisiologia do Tecido Osseo

O osso é um tecido altamente dindmico que modifica a sua estrutura como resposta a
diversas pressodes internas e externas, activando as suas células para processos de
formacao, remodelacdo e de reabsorgao, influenciadas por varias hormonas, factores de
crescimento, vitaminas e ainda pela componente mineral da dieta. A sua composi¢ao é de
aproximadamente 25% agua, 45% cinza e 30% matéria organica, sendo o calcio o elemento
mais representativo da parte inorganica, com um valor aproximadamente de 37% desta
fraccdo (Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993). As principais fungdes do tecido ésseo sdo

funcionar como (Kini & Nandeesh, 2012):

1. um reservatorio mineral para manutengao do equilibrio idbnico no organismo através
de regulacdo homeostatica,
2. um armazém de factores de crescimento e citoquinas na matriz éssea, libertadas

apos reabsorgao,
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3. um repositor de gordura através da medula 6ssea amarela,

s

participar no equilibrio acido-base através da libertacdo ou absorcdo de sais
alcalinos,

assegurar auxilio na fungéo endécrina por controlo do metabolismo do fosfato,
promover a captagado e armazenagem de agentes toxicos,

garantir protecgao e suporte dos tecidos moles e 6rgéos,

© N o o

permitir o movimento em conjunto com os musculos e tenddes.

2.1.3.1 Mineralizag&o do Tecido Osseo

A mineralizagdo do tecido 6sseo, que ocorre na zona de ossificagdo, € influenciada por
factores como a concentracdo de calcio e fésforo na corrente sanguinea e no fluido
extracelular adjacente a superficie do osso, o colagénio e os constituintes proteicos nao
colagénicos da fracgao organica da matriz. Esta depende de dois processos: 1) a formagao
de cristais de hidroxiapatite, e 2) a sua deposicdo na matriz organica. (Wasserman, Kallfelz,
& Lust, 1993). Os cristais de hidroxiapatite, que compdem a maioria da fracgao inorganica
do osso, tém a forma de placa com uma dimensao de 20-50 nm de comprimento e 12-20 nm

de largura, dispondo-se paralelamente as fibras de colagénio (Boskey, 2007).

Actualmente existem duas teorias igualmente aceites para explicar o processo da
mineralizacdo: 1) A teoria das vesiculas da matriz (baseia-se nos eventos celulares e
enzimaticos para descrever o processo) e 2) a teoria da nucleacdo que tem como base os

processos fisico-quimicos (Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993).

1) A TEORIA DAS VESICULAS DA MATRIZ defende que na zona de ossificacdo, os
capilares sanguineos e as células osteoprogenitoras originarias do peridsteo,
invadem as cavidades resultantes da morte dos condrdcitos. Ocorre a diferenciagao
celular das células osteoprogenitoras em osteoblastos os quais formam uma camada
continua sobre os restos da matriz cartilaginosa, e iniciam a deposi¢cao de sais de
calcio contidos em vesiculas do seu citoplasma que sido expelidas para a matriz
(Junqueira & Carneiro, 2008). Estas vesiculas, resultantes da acumulagcao de calcio
e fosforo nas mitocéndrias das células na sequéncia do aumento do metabolismo
oxidativo pés-hipoxia, sao ricas em fosfolipidos, particularmente em fosfatidilserina e

fosfatidilinositol os quais apresentam uma grande afinidade para o calcio, calbindina
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D9K, fosfatase alcalina e anexinas que formam os canais de calcio, facilitando a
entrada deste mineral nas vesiculas para a formagao de cristais de hidroxiapatite
(Wuthier, 2011).

A fosfatase alcalina € uma ectoenzima ligada covalentemente a membrana plasmatica das
vesiculas e que, por isso, apresenta uma grande afinidade para estabelecer ligagbes com o
colagénio tipo Il e X, surgindo precocemente no processo de mineralizagdo onde assume
uma importancia critica na sua mediagao e propagacao, ja que para além de ter capacidade
de fixar o calcio, promove ainda o aumento da sua concentragdo juntamente com o fosfato
no interior da vesicula e remove os inibidores da calcificagdo, que incluem o pirofosfato e a
adenosina trifosfato através de hidrolise promovendo assim a calcificacido da matriz éssea
(Golub & Battaglia-Boesze, 2007).

As anexinas representam uma familia de proteinas fosfolipidicas fixadoras de calcio,
predominantes nas vesiculas da matriz. A anexina A5 é a que tem maior representatividade
de todas, assumindo como funcio acelerar o inicio do processo de mineralizacao das
vesiculas através do seu efeito inibidor do ido magnésio (Mg?) e dos lipidos ndo fixadores

de calcio presentes nas vesiculas da matriz (Wuthier, 2011).

Os complexos fosfolipidos-fosfatos calcicos acidicos tém a capacidade de iniciar a
precipitacao de cristais de hidroxiapatite quando o calcio e o fésforo excedem o seu ponto
de solubilidade depositando-se inicialmente sobre os espacos entre as fibras de colagénio e,
posteriormente recobrindo toda a rede de colagénio que funciona assim como um molde

para a calcificacdo (Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993).

2) Segundo a TEORIA DA NUCLEACAO, a deposicéo de cristais de hidroxiapatite pode
ser induzida pela presencga de cristais ja formados (nucleacdo homogénea), ou de
moléculas orgénicas com grupos complementares a hidroxiapatite orientados para
receber os cristais (nucleagao heterogénea). Esta teoria requer que a concentragao
dos ides calcio e fosforo esteja no liquido extracelular adjacente a matriz organica
supersaturada. O colagénio funcionara como um molde e centro da deposi¢do ou
precipitacao dos sais de calcio e fosforo nos espagos entre as suas fibras na matriz
organica que criam também um microambiente apropriado para a transi¢ao dos sais
de uma fase de soluto para uma fase solida. Proteinas ndo colagénicas da matriz
organica como a osteocalcina, as sialoproteinas e as fosfoproteinas estdo implicadas
neste processo como potenciais centros de nucleagao, devido a sua capacidade de
fixagcdo de calcio, de controlarem o tamanho e crescimento dos cristais e de
funiconarrem como como inibidores da mineralizacdo heterotépica (Wasserman,
Kallfelz, & Lust, 1993).
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Os constituintes proteicos nao colagénicos encontrados na matriz e com influéncia no

processo de mineralizacado sdo os seguintes (Bonucci, 2013):

Fosfoglicoproteinas da matriz extracelular
Fosfolipidos

Glicoproteinas (Fosfoproteinas)
Glicoproteina-75 acidica

Osteocalcina

Osteogenina

Osteonectina

© No bk e Dd =

Osteopoetina

9. Proteina GLA é6ssea

10. Proteina GLA da matriz

11. Pequenos proteoglicanos ricos em leucina
12. Proteoglicanos

13. Proteoglicanos modulares

14. Sialoproteina 6ssea

15. a-2 HS glicoproteina (Fetuina)

2.1.3.2 Reabsorcéo do Tecido Osseo

A reabsor¢cao € um fendmeno de grande importdncia na manutengdo da homeostasia
mineral do organismo, sendo fortemente influenciada por factores hormonais sistémicos e
pela acgao em particular dos osteoclastos. Este processo consiste na dissolugdo da matriz
6ssea (inorganica e organica) pela acgao das células ésseas e a sua solubilizagdo, sendo os

produtos resultantes transferidos para a circulagao sistémica (Bruzzaniti & Baron, 2007).

Os osteoclastos aderem a superficie mineralizada do osso através das suas vilosidades,
criando um espaco fechado e iniciam a reabsorcdo através da secrecdo de ides H*, para a
degradacao da hidroxiapatite da matriz. Asseguram a diminuicao do pH, e a activacao de
enzimas proteoliticas dos lisossomas em particular a catepsina K, que apresenta a
capacidade de degradar a matriz organica incluindo o colagénio a um pH baixo (Kini &
Nandeesh, 2012).

Este processo é completado por macréfagos e permite a libertacdo de factores de
crescimento contidos na matriz, principalmente factor de crescimento de transformacao f3
(TGF-B), factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e IGF | e Il (Kini &
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Nandeesh, 2012). A reabsorcdo oO6ssea mediada por osteoclastos demora,

aproximadamente, 2 a 3 semanas em cada ciclo (Kini & Nandeesh, 2012).

2.1.3.3 Remodelac&o do Tecido Osseo

A remodelacido do tecido ésseo € um processo continuo ao longo da vida, essencial na
manutencdo da integridade do tecido e da homeostasia mineral do calcio e fésforo
(Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993). Este processo, responsivo as exigéncias funcionais e
mecanicas, esta presente na aquisicido da forma do osso, na ossificacdo durante o
crescimento, no processo de resolugado de fracturas e ainda na prevencédo da acumulacao
de microfissuras decorrentes da normal actividade. O ciclo de remodelagdo requer um
processo de reabsorcido e de formacado dssea o qual depende da acg¢ao coordenada e do
desenvolvimento de osteoclastos e osteoblastos, respectivamente. O balango entre
formacao e reabsorcao torna-se, com o passar do tempo, desequilibrado, predominando a
reabsor¢cao numa fase avangada da idade (Kini & Nandeesh, 2012). De um modo simplista,

o processo de remodelacao 6ssea pode ser dividido em 6 fases (Kini & Nandeesh, 2012):

1. FASE DE QUIESCENCIA - n3o existe actividade nesta fase.
2. FASE DE ACTIVACAO - ocorre a activacdo da superficie 6ssea, antes da

reabsorgao, através da retracdo dos osteoblastos maduros existentes na superficie

do endésteo e da digestdo da membrana endotelial por acgdo da colagenase;
osteoclastos aderem a superficie 6ssea mineralizada e iniciam a reabsor¢ao.
FASE DE REABSORGCAO.

FASE DE REVERSAO - durante esta fase, a reabsor¢do éssea diminui e inicia-se a

formacao de novo tecido é6sseo. O término da reabsorgao e o inicio da formacgao
parece ser controlado por factores derivados da matriz 6ssea como TGF-3, IGF-1,
IGF-2, BMP, factores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF), FGF.

5. FASE DE_FORMACAO - aqui os osteoblastos substituem os osteclastos na

superficie dssea e iniciam a formacao de tecido 6sseo; os osteblastos sao atraidos e

agrupam-se devido a libertacdo de factores de crescimento da matriz que funcionam
como quimiotacticos e que estimulam a sua proliferacdo; os pré-osteoblastos
produzem uma substancia cimentante onde o novo tecido ira aderir e expressam as
BMP responsaveis pela diferenciacao.

6. FASE DE MINERALIZACAO - o processo de mineralizagdo em humanos inicia-se

trinta dias apds a deposicdo de osteoide demorando cerca de 90 dias no 0sso

trabecular e de cento e trinta dias no osso cortical.
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No Quadro 2.1 apresentam-se os factores hormonais que influenciam este processo e a
forma como o influenciam (Kini & Nandeesh, 2012).

Quadro 2.1 - Factores Hormonais e sua ac¢do na remodelacdo éssea

Reabsorc¢ao Formacgéo
Aumento Diminuicéo Aumento Diminuicéo

PTH/PTHrP Calcitonina Hormona do Glucocorticoides
Glucocorticéides Estrogénios Crescimento

Hormonas da Metabolitos da Vit. D

Tiroide Androgénios
Vit. D em doses Insulina
altas PTH/PTHrP em

doses baixas

Progesterona

No Quadro 2.2 apresentam-se os factores de crescimentos e citoquinas que influenciam

este processo e a forma como o influenciam (Kini & Nandeesh, 2012).

Quadro 2.2 - Factores de Crescimento e Citoquinas e sua acg¢édo na remodelagédo 0ssea

Reabsorc¢ao Formacéo
Estimula Inibe Estimula
BMP-2, BMP-4, BMP-
TNF, EGF, PDGF,
Factores de 6, BMP-7, IGF-I, IGF-
FGF, M-CSF, GM- -
crescimento Il, TGF-B, FGF,
CSF
PDGF
IL-1, IL-6, IL-8, IL-11,
Citoquinas PGE, PGE1, PGI2, IFN-o, IL-4 IL-4, IL-13, IFN, OPG
PGH2

2.1.3.4 Regulacdo do Metabolismo do Tecido Osseo

Os factores hormonais desempenham um importante papel nos fendmenos de
desenvolvimento do tecido 6sseo, devido a regulagdo da homeostasia dos niveis de célcio
plasmatico através do seu efeito no osso e noutros 6rgdos como os rins e intestino (Kini &
Nandeesh, 2012; Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993).
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Os factores de crescimento locais sdo maioritariamente sintetizados pelas células do tecido
6sseo ou células com ele relacionadas, e sempre como uma resposta a accao dos factores
sistémicos como os factores quimiotaticos e osteoinductivos que ficam aprisionados na
matrix 0ssea e que se activam quando se libertam durante o processo de reabsorgao
(Wasserman, Kallfelz, & Lust, 1993). Os factores de crescimento sistémicos, locais e
mitogenicos encontram-se representados no Quadro 2.2 onde se indica a sua acgédo no
tecido 6sseo. O metabolismo 6sseo pode ser avaliado através de marcadores bioquimicos
que fornecem informagao dinamica acerca do processo decorrente. Os marcadores de
formacao de tecido 6sseo sido a fosfatase alcalina, a osteocalcina e os péptidos
procolagénicos. Por seu lado, os marcadores de reabsorgdo dssea sao os péptidos como a
hidroxiprolina, a hidroxilisina glicosada e a fosfatase acida. Estes factores apresentam
valores mais elevados durante o processo de reabsorcido Ossea e a sua avaliagdo é

efectuada com base na analise urinaria (Kini & Nandeesh, 2012).

Figura 2.3 - Esquema Osseo do Membro Téracico (A) e Pélvico (B). (Adaptado de brusdas, 2007)

(B)
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No Quadro 2.3 apresenta-se a idade de encerramento das placas epifisarias em canideos.

Quadro 2.3 - Idade para Encerramento da Placa Epifisaria

Osso Idade (meses)
Escapula 6a8
3 Préximal 18
Umero )
Distal 6a8
. Préximal 6a8
Radio ]
Distal 16 a 18
Préximal 15
Ulna )
Distal 15
flio, isquio, pubis 6
Préximal 18
Fémur
Distal 18
Préximal 18
Tibia
Distal 14 a 15
Préximal 15a 16
Fibula ]
Distal 15
Calcaneo 14 a 15
Metacarpianos/ Préximal Antes do nascimento
Metatarsianos Distal 5a6
_ Préximal 5a6
Falange préximal )
Distal Antes do nascimento
. Préximal 5a6
Falange média ]
Distal Antes do nascimento

Falange distal -

2.2 Fracturas

2.2.1 Abordagem ao Canideo com Fractura

O exame do doente traumatizado deve comecgar com uma boa anamnese e um exame fisico
geral que permitam identificar ou excluir outros problemas fora do admbito da ortopedia
(Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006). A prioridade deve ser dada ao tratamento das lesbes
que devido as suas particularidades pdem em risco a vida do doente e que, apos

controladas, permitem prosseguir com o0 exame detalhado das regides ou sistemas
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afectados, diminuindo a probabilidade de ocorrer falhas na avaliagido total do doente. Uma
sequéncia cranio-caudal e proximo-distal pode ser adoptada (Coughlan & Miller, 1998).
Toda a observacdo é influenciada pela complexidade do caso apresentado, histéria de
trauma recente, funcdo do paciente e a condicdo econdmica dos proprietarios (Piermattei,

Flo, & DeCamp, 2006).

A historia clinica deve ser suficientemente detalhada de modo a identificar todos os
problemas e clarificar a diferenca entre factos e opinides (Houlton, 2006). A informacgao
recolhida deve conter a raga, a idade, o género, a ocorréncia de trauma, a identificagdo do
membro afectado por parte do proprietario, a progressao cronolégica do problema, a eficacia
de tratamentos efectuados e a variacdo na severidade do problema com o exercicio, as

variagoes climatéricas e o estado pods decubito (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006).

Frequentemente outros tecidos para além do ésseo, e muitas vezes nao relacionados com o
sistema musculo-esquelético, estdo concomitantemente afectados (Coughlan & Miller,
1998).

O exame ortopédico deve iniciar-se com a observagao da forma como o paciente se desloca
para o local de consulta e a dificuldade e/ou relutancia em se levantar e movimentar. Deve
ser observado se o paciente se desloca com o apoio dos quatro membros, ou se furta o
apoio de algum deles de forma parcial ou total. Varios aspectos podem ser observados
enquanto decorre a anamnese, tais como a postura dos membros, a presenca de atrofia
muscular, a forma como apoia os membros quando se senta ou levanta (Houlton, 2006). A
palpacdo do esqueleto apendicular ndo deve agravar a condicdo do paciente com
movimentos desnecessarios e tem como finalidade identificar os sinais clinicos associados a
fractura que sao: dor ou fragilidade local, deformacédo ou alteragdo na angulagao, alteracao
da mobilidade, edema local, perda de funcédo e crepitacdo (Piermattei, Flo, & DeCamp,
2006). Quando os sinais clinicos n&o sao conclusivos e as lesdes permitem, o paciente deve

ser examinado em marcha para que a fractura se torne evidente (Coughlan & Miller, 1998).

O exame radiografico € o meio complementar de diagndstico mais frequentemente utilizado
e indicado, fornecendo ao clinico informagao necessaria para estabelecer um diagnéstico
definitivo, classificar a fractura e selecionar o melhor procedimento para corrigir a condigao
(Butterworth, 2006). A imagem radiografica deve ser realizada em pelo menos dois planos
ortogonais, de modo a fornecer informacgéo mais precisa sobre a ocorréncia e a extensao da
fractura, auxiliando, assim, no estabelecimento de um progndstico (Coughlan & Miller,
1998).
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Figura 2.4 - Imagem Radiografica de Resolugao de Fractura de Fémur.

2.2.2 Classificacdo de Fracturas

Na classificagao de fracturas é necessario um método expedito de modo a tornar o processo
de diagndstico, tratamento e progndstico mais acessivel e comparavel (Coughlan & Miller,
1998). As fracturas podem ser classificadas com base em multiplos factores como: causa,
presenga ou auséncia de comunicacdo com o exterior, localizagdo, morfologia e gravidade
da fractura, estabilidade apds reducio axial dos fragmentos (Piermattei, Flo, & DeCamp,
2006).

A causa da fractura permite determinar se foi um impacto directo ou ndao. No primeiro caso,
que representa a grande maioria dos processos, € o resultado de acidentes com veiculos
motorizados. Outras causas sao transmissao indirecta de forgas, fractura patolégica e ainda

por agressao repetida (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006).

A comunicagao da fractura com o exterior permite classifica-la em 1) fechada (quando nao
existe comunicagdo com o exterior) e 2) aberta (quando o local fracturado comunica com o
ambiente exterior). A existéncia de comunicagdo com o exterior implica uma contaminagao
da lesdo o que provocara um atraso no processo de cicatrizagdo (Coughlan & Miller, 1998).
As fracturas abertas sdo classificadas de grau | a lll de acordo com o mecanismo de
perfuracdo e com a gravidade da lesdo dos tecidos moles. Assim, O GRAU | representa
uma fractura com um pequeno orificio de perfuragdo na pele, préximo ao local fracturado,
provocado pelo fragmento 6sseo podendo este nao ser visivel; O GRAU Il representa uma
ferida de tamanho variavel resultado de trauma externo, associada a fractura cominutiva e
com maiores danos nos tecidos moles que o grau |; NO GRAU Il ocorre fragmentacao
6ssea, resultante de fracturas cominutivas de alta energia, associada a lesdo dos tecidos

moles com possivel perda de pele (Johnson, 2007).
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Na descricdo dos parametros localizagao, morfologia e gravidade da fractura foi adoptado o
sistema morfolégico alfanumérico de fracturas (SIMAF) criado pelo grupo
Arbeitsgemeinschaft fur Osteosynthese and Association for the Study of Internal Fixation
(AO/ASIF), para a classificagéo de fracturas em humanos. Este sistema permite classificar a
complexidade da fractura e a estabilidade da mesma apds a redugdo, fornecendo
informacéao util e universal para o tratamento e progndstico (Coughlan & Miller, 1998). No
sistema SIMAF a localizacdo da fractura é classificada de 1 a 4 de acordo com o osso longo
a que corresponde. O segmento fracturado € indicado pela numeracéo de 1 a 3 consoante a
zona do osso afectada. A gravidade da fractura é representada pelas letras A, B e C em
funcdo do numero de focos e da forma da fractura. A complexidade é descrita pela
numeragao de 1 a 3 sendo a complexidade classificada como irredutivel quando a zona
fracturada apresenta perda de massa Ossea. A esta classificacdo pode ser adicionada

nomenclatura especifica para fornecer mais informacao (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006).

No Quadro 2.4 apresenta-se o esquema de correspondéncia dos parametros com a

classificacdo SIMAF.

Quadro 2.4 - Sistema Alfanumérico de Classificagdo de Fracturas.

Parametro Classificagdo SIMAF
Localizacédo
Umero 1
Radio 2
Fémur 3
Tibia 4
Segmento

—

Epifise Proximal

Diafise
Epifise Distal
Tipo

Simples A
Cunha B
Cominutiva C

Complexidade
Média 1
Dificil
Irredutivel 3
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A orientacgao relativa da linha de fractura em relagcdo ao eixo longitudinal do osso possibilita

as seguintes classificagdes (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006):

1.

FRACTURA TRANSVERSA - fractura atravessa o0 0sso num angulo n&o superior a
30° com o eixo longo do osso.
FRACTURA OBLIQUA - fractura atravessa o osso formando um angulo superior a
30° com o eixo longo do osso.
FRACTURA EM ESPIRAL - fractura semelhante a obliqua que contorna o eixo

longitudinal do osso.

A extensao da fractura pode ser descrita como (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006):

1.

FRACTURA INCOMPLETA - somente um cortéx é afectado pela linha de fractura.

2. FRACTURA COMPLETA - a linha de fractura descreve uma separacao

circunferencial simples dos fragmentos; a fragmentagdo resultante no local
fracturado tem de ser inferior a um terco do didametro do osso apds a redugao da
fractura.

FRACTURA COMINUTIVA - fractura que apresenta mais um ou mais fragmentos
separados de tamanho intermédio. Estas fracturas podem ser divididas em 4 tipos:

v' Fractura em cunha - os fragmentos principais apresentam contacto apods
reducao.

v' Fractura em cunha redutivel - os fragmentos apresentam uma largura e
comprimento superiores a um tergo do didmetro do osso e, quando reduzidos
a um fragmento, o resultado é uma fractura simples.

v' Fractura em cunha nao redutivel - os fragmentos apresentam uma largura e
comprimento inferiores a um tergco do didmetro do osso resultando numa
perda de tecido 6sseo entre fragmentos, apds a redugdo, superior a um tergo
do didmetro 6sseo.

v" Fractura multipla - a fractura apresenta trés ou mais fragmentos e as suas

linhas ndo convergem para um ponto comum.
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Figura 2.5 - Representagdo da Classificagdo de Fracturas Diafisarias.(A) Incompleta, (B) Transversa, (C)
Obliqua, (D) Espiral, (E) Cunha Redutivel, (F) Cunha ndo Redutivel, (G) Multipla. (Adaptado de Piermattei, 2006)
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As fracturas intra-articulares e extra-articulares que ocorrem na zona da metafise préximal e

distal sao classificadas em 3 tipos (Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006):

1. FRACTURA EXTRA-ARTICULAR - a superficie articular ndo esta fracturada mas
esta separada da diafise. Sdo normalmente denominadas fracturas metafisarias.
2. FRACTURA ARTICULAR PARCIAL - s6 parte da articulagao esta separada da
diafise.
3. FRACTURA ARTICULAR COMPLETA - a superficie articular esta completamente
separada da diafise. Nesta classificacdo existe a descricdo adicional:
v’ Fractura impactada - os fragmentos permanecem unidos
v Fractura por avulsdo - um fragmento ésseo, que corresponde ao local de
inser¢cdo de um musculo, tendao ou ligamento, apresenta-se destacado como

resultado de uma forga de traccgao.

No caso de individuos jovens e em crescimento as fracturas articulares, para além de
poderem afectar a zona da epifise e da metafise proximal e distal, podem também afectar a
placa de crescimento ou fise antes do seu encerramento. A fractura fisaria é bastante
hemorragica, com a rapida formacdo de um calo ésseo exuberante o que implica a
necessidade de uma intervencdo o mais cedo possivel. A maioria das fracturas fisarias
ocorrem na zona proliferativa devido a ser a zona mais fraca da placa de crescimento
(Piermattei, Flo, & DeCamp, 2006). As fracturas fisarias sao classificadas pelo esquema de

Salter-Harris de acordo com a localizag&o da linha de fractura (Johnson, 2007):
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1. Salter-Harris tipo | - linha de fractura ocorre ao longo da fise com separacgao entre a
epifise e a metafise na placa de crescimento.

2. Salter-Harris tipo Il - fractura ocorre numa porg¢ao da metafise e ao longo da fise com
separacao entre a epifise e a metafise na placa de crescimento.

3. Salter-Harris tipo Il - fractura articular em que linha de fractura percorre a epifise e
parte da placa de crescimento mas nao afecta a metafise.

4. Salter-Harris tipo IV - fracturas articulares cuja linha de fractura percorre a epifise, a
placa de crescimento e a metafise; pode ocorrer varias linhas de fractura.

5. Salter-Harris tipo V - fracturas compressiveis da fise, ndo visiveis em imagem

radiogréafica que se tornam evidentes quando o alongamento 6sseo cessa.

Figura 2.6 - Representacdo da Classificagédo de Salter-Harris (Adaptado de Fossum, 2007)

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV Tipo V

2.3 Céalcio no Organismo

2.3.1 Distribuic&o de Calcio no Organismo

O calcio (Ca®") é um metal alcalino-terroso, reactivo e o mais importante e abundante
elemento biolégico do esqueleto (Hazewinkel H. , 2012). Este mineral tem um papel
fundamental na contraccdo muscular, coagulagdo sanguinea, ténus da musculatura lisa
vascular, transmissao neuromuscular, actividade celular nervosa, estabilidade e transporte
membranar, libertagdo de hormonas, processos enzimaticos, formacgao e reabsorcio 6ssea,
controlo hepatico do glicogénio e crescimento e divisdo celular (Cunningham, 2007). De
acordo com o previamente indicado, cerca de 99% do Ca?* do organismo esta armazenado
no tecido dsseo, sob a forma de cristais estaveis de hidroxiapatite que constituem 98% do
total do Ca*", sob a forma amorfa e soltvel de compostos labeis faciimente mobilizaveis,
como o fosfato de calcio e o célcio ligado a albumina (presente na porgao trabecular 6ssea

entre o0s osteoblastos contiguos aos canais vasculares e os ostedcitos, e nos fluidos
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extracelulares do tecido 6sseo) que representa 1% do total e proporciona uma reserva
dinAmica para a manutencido das fracgdes intra e extracelulares (Cunningham, 2007). O
restante 1%, representa o depdsito mais importante para o controlo das concentragdes
fisioldgicas de calcio sérico, encontrando-se metade no espaco intracelular, em circulagéo e
no liquido intersticial, complexado com elementos inorganicos ndo ionizados dependentes
das variagdes do equilibrio acido-base sanguineo e a outra metade na forma biologicamente

activa de calcio ionizado no fluido extracelular (Hazewinkel H. , 2012).

O calcio intersticial e o sérico formam a fracgdo extracelular de calcio que representa o
depdsito mais importante no controlo fisiolégico dos seus proprios niveis séricos com uma
concentragdo de aproximadamente 10°M (Randall, Burggren, & French, 2002). O célcio
extracelular encontra-se 55% sob a forma ionizada biologicamente activa, 35% ligado a
albumina e a outras proteinas como a globulina sanguinea e 10% quelado em compostos
nao iénicos de baixo peso molecular com anides como o fosfato, o citrato, o bicarbonato, o
sulfato e o lactato. A sua distribuicdo no plasma sanguineo é influenciada pela concentragao
de albumina, alteracbes nos niveis proteicos e ainda pelo equilibrio acido-base o qual
determina o pH sanguineo e, consequentemente, a carga dos elementos de ligagdo do

calcio com influéncia na sua for¢a de ligacéo (Schenck, Chew, Nagode, & Rosol, 2012).

Por seu lado, o calcio intracelular encontra-se sequestrado ao nivel do reticulo
endoplasmatico e mitocéndrias, tamponado ou ligado as proteinas plasmaticas do tipo
calmodulina, calbindina, e troponina C (Neiger, 2011). A sua concentracéo celular (<107M) é
mantida em niveis muito inferiores aos do calcio sérico sendo, por vezes, transportado para
fora da célula (Randall, Burggren, & French, 2002). Estas baixas concentragbes permitem
que o calcio se difunda rapidamente do liquido extracelular ou dos organelas para o citosol
da célula (Barber, 2004). O calcio constitui assim um segundo mensageiro que regula a
resposta celular aos estimulos bioquimicos externos, principalmente hormonais, e que
deriva do fluido extracelular, das mitocéndrias, do reticulo endoplasmatico e da membrana
plasmatica. As acgbes bioldégicas do calcio intracelular sdo mediadas por proteinas
plasmaticas como a calmodulina que activam enzimas metabdlicas, afectam a adenil-
ciclase, a guanil-ciclase e a fosfodiesterase e participam no controlo da permeabilidade da
membrana celular onde o calcio assegura a ligagdo entre o sinal eléctrico e o quimico
(Dickson, 1993). Niveis elevados de calcio intracelular indicam actividade celular contudo, o
aumento prolongado deste elemento pode levar a disfuncdo ou a morte da mesma (Barber,
2004).
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Figura 2.7 - Transporte transcelular de calcio. (Adaptado de Hoenderop, 2005)
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2.3.2 Controlo de Calcio no Organismo

A homeostasia do calcio € um processo complexo, que se consegue sob influéncia
hormonal envolvendo o controlo do movimento deste ido entre o fluido extracelular e o 0sso,
o tracto gastrointestinal e os rins. A troca de ides de calcio entre os fluidos intra e
extracelulares ocorre em conjugacédo com o metabolismo intracelular apresentando pouco

efeito sobre os seus niveis plasmaticos (Cunningham, 2007).

2.3.2.1 Absorcdao Intestinal de Calcio

A absorcao intestinal de calcio é feita por difusdo passiva ou por transporte activo,
maioritariamente ao nivel da bordadura em escova dos enterdcitos nas regides do jejuno e
do ileo, sendo contudo o duodeno que apresenta a maior capacidade de absorgio
(Tryfonidou, van den Broek, van den Brom, & Hazewinkel, 2002). A absor¢é&o do calcio &
influenciada pelo tipo de fonte de célcio, pela relagdo calcio-fosforo existente (entre 1:1,2 a
2:1), pelo pH intestinal, pela ingestdo de lactose e ainda pelos niveis de célcio, fosforo,
vitamina D, ferro, aluminio, manganésio e gordura da dieta. Em niveis de pH baixos esta
facilitada; é o que acontece por exemplo com: 1) a presenga de lactose que promove o
aumento de solubilidade do calcio estimulando a absorgcao transcelular devido a
hiperpolarizagao que induz ao nivel da bordadura em escova através da redugéo dos niveis
de sodio da mucosa; 2) pela presenga de triglicéridos de cadeia longa que conduzem a um

aumento do transito intestinal e que prolongam assim o tempo de contacto do calcio com a
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mucosa entre outros. Os compostos insollveis de calcio formados sao eliminados pelas

fezes (Hays & Swenson, 1993).

O transporte activo do calcio € um processo transcelular, saturado regulado pelo 1,25-
dihydroxycholecalciferol [1,25(OH),D], ou calcitriol, que € um dos metabolitos da vitamina D
que estimula o movimento de calcio para o interior do enterdcito de acordo com o gradiente
de concentragao, que é facilitado por proteinas transportadoras localizadas no lado luminal
da mucosa celular (Tryfonidou, van den Broek, van den Brom, & Hazewinkel, 2002). Este
sistema de transporte torna-se mais activo quando a quantidade de calcio na dieta € mais
baixa (Cunningham, 2007). Os enterdcitos possuem receptores proteicos facilitadores da
entrada do calcitriol, estimulando a sintese de varias proteinas com afinidade para o calcio e
que sdo necessarias para a sua absorgdao assim como para a sua transferéncia para a

corrente sanguinea e posteriormente para o espaco extracelular (Hays & Swenson, 1993).

Quanto a difusdo passiva, trata-se de um processo paracelular e insaturado que ocorre na
presencga de altas concentracbes de calcio. Aqui o calcio é absorvido ao nivel do espaco
intercelular através das jungdes firmes (tight-junctions), existentes entre os enterécitos. Com
o0 avangar da idade o processo passivo aumenta em detrimento do processo activo

(Tryfonidou, van den Broek, van den Brom, & Hazewinkel, 2002).

2.3.2.2 Excrecao Renal de Calcio

Maioritariamente eliminado na urina, o calcio é reabsorvido em 98% ao longo da sua
passagem por via renal, sendo eliminado apenas 2%. O glomérulo s6 possui capacidade
para filtrar o calcio que ndo se encontra ligado a proteinas sendo reabsorvido de forma
passiva ao nivel do tubulo proximal, e na por¢cdo medular da ansa de Henle ascendente,
seguindo o gradiente estabelecido pela reabsor¢gdo de NaCl e a agua sem gasto energético
(Cunningham, 2007).

Quanto a sua regulagédo activa ela é realizada ao nivel dos segmentos que estdo sob
influéncia hormonal, ou seja, do tubulo contornado distal e do tubulo colector. A accéo da
paratormona e do calcitriol nestes segmentos estimula a reabsor¢éo do ido calcio através de
um processo mediado por uma proteina de ligacado ao célcio, a calbindina D,gk, produzida
pela acg¢ao do calcitriol facilitando assim a entrada do calcio luminal para o interior da célula.
O calcio intracelular por seu turno, é reposto no fluido peritubular através da accédo da

bomba Ca**-ATPase localizada na membrana basolateral (Reece, 1993).
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2.3.2.3 Hormonas Reguladoras

A regulacao hormonal é essencial para garantir os niveis de calcio extracelular em valores
constantes e necessarios as necessidades fisioldgicas, compensando os défices existentes.
Esta regulagdo, que influencia directamente o metabolismo &sseo, estd adaptada as
influéncias ambientais e as diferentes necessidades reveladas ao longo da vida. Sdo 3 as
hormonas que desempenham um papel fundamental na sua homeostasia: 1) a paratormona,

2) a calcitonina e 3) o calcitriol (Hazewinkel H. , 2012).

2.3.2.3.1 Paratormona

A paratormona (PTH) é um péptido de cadeia simples com 84 aminoacidos secretado pelas
células principais dos 2 pares de glandulas paratiroides, localizados nos pélos craniolaterais
(craniais ou externos) e dentro da superficie medial (caudais ou internos) dos dois lobos da
glandula tiroide (Barber, 2004).

A sua sintese inicia-se no reticulo endoplasmatico rugoso sob a forma inactiva de um pré-
pro-PTH de 115 aminoacidos, que passa a pro-PTH por clivagem proteolitica de 25
aminodacidos. No complexo de Golgi a pro-PTH, vinda do reticulo endoplasmatico rugoso,
sofre uma degradacéo enzimatica com remogao de mais 6 aminoacidos terminais, dando
origem a forma activa da PTH com 84 aminoacidos (Dickson, 1993). A PTH possui um
fragmento terminal inactivo carboxilico que garante a eficiéncia do processamento e
transporte da hormona através do aparelho de secrecdo da glandula paratiroide, e que é
removido por meio da filtragdo glomerular (Barber, 2004). Pode ser armazenada em
granulos secretores, ou secretada directamente por exocitose, e ¢é rapidamente
metabolizada pelo figado e pelos rins apresentando um tempo de semi-vida de apenas 5 a
10 minutos (Cunningham, 2007).

A paratiroide tem a superficie da membrana das suas células um receptor sensor do ido
célcio, para os quais é agonista, detectando a concentragao extracelular deste e controlando
a secrecao da PTH com base nos registos dos niveis séricos deste iao (Kini & Nandeesh,
2012). Baixas concentragdes de calcio ionizado, estimulam a secrecao de PTH; enquanto
que altas concentragdes de calcio ionizado inibem-na, estabelecendo deste modo uma
relagao inversa sigmoidal entre a concentracéo do célcio e a secre¢do da hormona (Barber,
2004).

Com a finalidade de aumentar os niveis de calcio sérico a paratormona actua, directamente

sobre o metabolismo do calcio no osso e nos rins; e indirectamente, sobre a absorcéo
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intestinal do calcio através da relagdo com o calcitriol (Cunningham, 2007). No osso a acgao
da PTH pode ser dividida em duas fases mediadas pelo efeito no metabolismo do AMPc: 1)
uma accido osteolitica e osteocitica com estimulagdo da actividade reabsortiva dos
ostedcitos, que ocorre no sistema de Harvers e que esta directamente ligada a homeostasia
do mineral através da libertacdo do calcio para a microcirculagcdo 6ssea e desta para a
superficie do enddésteo, onde o ido ira ser transferido para o fluido extracelular e para a
circulagao; e 2) uma acgao de reabsorgao osteoclastica do tecido 6sseo, que ocorre no 0sso
estavel com a estimulacdo da formagao e da acgao dos osteoclastos, em detrimento da
formacao e da actividade osteoblastica para a libertagdo de calcio e também de fosfato
(Dickson, 1993). Nos rins a acgéo da PTH é feita ao nivel dos tubos contornados distais e
tabulo colector para aumentar a reabsorcao de calcio, estimulando adicionalmente a enzima
1a-hidroxilase dos tubulos proximais a converter o 25-hidroxicholecalciferol em 1,25-
dihidroxicholecalciferol (calcitriol) (Barber, 2004). Outro efeito da PTH é aumentar a diurese
de fosfato através da diminuicdo da sua reabsorc¢ao nos tubulos proximais, permitindo assim
uma diminuicdo na concentracdo de fosfato sérico; as concentracdes de calcio sao
influenciadas inversamente pelas de fosfato uma vez que existe uma relagao entre eles que
permanece constante. Assim, os niveis de fosfato podem influenciar, directa ou

indirectamente, a secregao de paratormona (Kini & Nandeesh, 2012).

2.3.2.3.2 Calcitonina

A calcitonina é uma hormona poli-péptidica com 32 aminoacidos sintetizada e secretada
pelas células parafuliculares, ou células C, localizadas no tecido intersticial entre os foliculos
da glandula tiréide (Dickson, 1993).

A sua sintese inicia-se sob a forma de uma pré-pré-hormona de 32 aminoacidos com uma
estrutura em anel no terminal NH, que contém uma ponte de dissulfito a ligar os
aminodacidos 1 e 7. Encontra-se no interior da pré-hormona e requer a ac¢ao de uma enzima
que ira clivar a pro-calcitonina para libertar a molécula activa. A sua secregao é feita por

exocitose dos granulos (Cunningham, 2007).

As concentragdes de calcio ionizado sérico sdo o principal estimulo para o controlo de
calcitonina. Concentracbes aumentadas de calcio provocam o aumento da secrecdo de
calcitonina; enquanto que os niveis diminuidos inibem-na. A calcitonina é, por isso,
considerada uma hormona indutora da hipocalcémia actuando por isso de modo antagénico
a PTH, ou seja, inibindo a reabsorgao realizada pelos osteoclastos e a sua formacgao e a

accao osteolitica dos ostedcitos (Kini & Nandeesh, 2012). Pelo facto de possuirem
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receptores para esta hormona, os osteoclastos sao directamente afectados pela sua acgao
sofrendo retragdo da membrana celular, e tornando as suas vilosidades menos
proeminentes, diminuindo a sua mobilidade, promovendo a separagao da superficie éssea e
ainda a inibicdo da formac&o enzimatica lisossomal (Dickson, 1993). Assim, a calcitonina
diminui o movimento de calcio do depdsito ésseo labil para o fluido extracelular e aumenta a
excrecao de calcio a nivel renal inibindo a enzima 1a-hidroxilase dos tubulos proximais na
conversao do 25-hidroxicholecalciferol em 1,25-dihidroxicholecalciferol (calcitriol). O efeito
prolongado desta hormona devido a situagbes de hipercalcémia é a diminuigdo da linha
osteoclastica a nivel medular acompanhada pela diminuicdo dos osteoblastos e,

consequentemente, a diminuigcdo da remodelagéo 6ssea (Dickson, 1993).

2.3.2.3.3 Calcitriol

O calcitriol, ou 1,25-dihidroxicolecalciferol, € o Unico metabolito activo da vitamina D com
capacidade bioldgica para regular a concentracéo de calcio. Dois componentes, o ergosterol
(de origem vegetal) e o 7-dihidrocolesterol (de origem animal), podem ser convertidos
através da exposicao solar, nas formas da vitamina D nomeadamente em: ergocalciferol
(vitamina D) e colecalciferol (vitamina D3). A exposi¢do a luz ultravioleta (UV) resulta na
clivagem do anel B do esterol nas ligagdes Cq e C4o do 7-dihidrocolesterol, sintetizado pelas
células epiteliais, originando o colecalciferol, que é uma forma biologicamente inactiva e que
nos animais é insuficiente para suprir as suas necessidades (Ewan, 1993). Para ser
activada, a molécula de colecalciferol sofre uma hidroxilacido hepatica na posicdo C,s para
formar o metabolito pouco activo denominado de calcidiol, o qual é posteriormente
hidroxilado pela enzima 1a-hidroxilase na posicdo C; ou C,4, nas células dos tubulos
proximais dos rins, e sob o controlo da PTH, para se tornar no 1,25-dihidroxicolecalciferol
(Barber, 2004).

Devido a sua natureza lipidica o calcitriol é transportado no plasma ligado a uma a-globulina
especifica sintetizada pelo figado denominada de transcalciferina (Cunningham, 2007). Os
niveis de calcio ionizado regulam indirectamente a sintese de calcitriol, ou seja, os niveis
baixos de calcio estimulam a secre¢cao de PTH que por sua vez estimula a sintese renal do
calcitriol, através do aumento da hidroxilagdo da posicao C4, para aumentar as

concentragdes de calcio ionizado sérico (Barber, 2004).

O calcitriol actua a nivel intestinal elevando a absorgcéo de calcio pela bordadura em escova,
principalmente no jejuno e no ileo, através do aumento das proteinas ligadoras do calcio e

do célcio-ATPase nos enterdcitos (Dickson, 1993). Ao nivel 6sseo o calcitriol regula a
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expressao de varias proteinas, principalmente de osteocalcina, promovendo a mineralizagao
da matriz osteoide ao fornecer calcio, causando de forma indirecta, a reabsorcao por
osteoclastos maduros através da expressado dos receptores de 1,25-dihidroxicolecalciferol
nos pré-osteoclastos. A nivel renal o calcitriol diminui a excressdo de calcio (Kini &
Nandeesh, 2012). Nas glandulas paratiroides, ele diminui a produgcdo de PTH através do
aumento da sensibilidade da glandula a concentracdo de calcio ionizado pelos receptores

sensores de calcio (Tryfonidou, et al., 2003).

2.3.3 Funcéo do Célcio no Organismo

Multiplas sdo as fungbes do calcio no organismo ao nivel intracelular, como agente
regulador, e extracelular, como mensageiro de ligagdo de sinais para a resposta celular,

com principal relevancia nos sistemas organicos vitais.

Ao nivel enzimatico o ido calcio funciona como um co-factor na activagao de certas enzimas
pela regulagao celular dos seus niveis no citosol. A baixa concentragao intracelular deste ido
(1000 vezes inferior a extracelular) pode ser alterada significativamente, quando a
concentracao extracelular aumenta. Duas caracteristicas das células permitem ao calcio
actuar na regulacao e na sinalizagao celular: 1) a capacidade da célula para aumentar ou
diminuir a concentragdo de caélcio intracelular; 2) a presenca nas células de numerosas
proteinas cuja actividade é modulada pela ligagcao ao célcio (Randall, Burggren, & French,
2002).

Ao nivel do sistema nervoso o calcio ionizado é responsavel pela mediacado de reaccdes pré
e pos-sinapticas, como a adesao de vesiculas a superficie interna da membrana plasmatica,
onde ocorre a exocitose de neurotransmissores como a acetilcolina, a norepinefrina e a
dopamina na fenda sinaptica (Iggo & Klemm, 1993). O aumento do nivel intracelular do ido
calcio, controlado pela permeabilidade da membrana celular, permite aumentar a taxa de

exocitose (Randall, Burggren, & French, 2002).

Ao nivel dos musculos esqueléticos, o ido liga-se a troponina C, altera a molécula de
tropomiosina e liberta os locais activos da actina para reagir com a miosina permitindo a
contracgao muscular. Uma vez que estas células ndo possuem canais de calcio a sua
superficie, a contracgdo muscular é totalmente conseguida a custa do calcio de origem
intracelular que se encontra armazenado no reticulo sarcoplasmatico quando a célula esta
em repouso, sendo posteriormente libertado para o fluido que banha o sarcémero, a favor

do seu gradiente de concentragdo por um potencial de ac¢do desencadeando a contracgédo.
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Apoés a passagem do potencial de acgéo o calcio € bombeado novamente para o interior do
reticulo sarcoplasmatico por meio de fenémenos de transporte activo ocorrendo o

relaxamento (Cunningham, 2007).

Ao nivel cardiaco o ido calcio influencia a forca de contraccdo do miocardio, aumentando-a,
e prolonga o potencial de acg¢ao através da sua entrada nas células, devido ao aumento de
permeabilidade membranar ao calcio extracelular provocada pela acgcado das catecolaminas,
da activagdo da fosforilase e da existéncia de canais lentos de calcio presentes na

membrana das células musculares cardiacas (Cunningham, 2007).

2.3.4 AlteracOes do Nivel de Caélcio Sérico

A quantificacao e avaliagao do nivel de calcio sdo baseadas na titulagdo da concentragao de
célcio total sérico que inclui as frac¢des ionizada, ligada a proteinas e complexada e é
dependente do pH sanguineo, do nivel proteico entre outros. Com esta avaliagdo assume-se
que a concentracdo de calcio total é directamente proporcional a concentracdo de calcio
ionizado, o que pode conduzir a interpretagdes erradas na avaliagao dos niveis de calcio em
condigbes clinicas especificas, como é exemplo, a doencga renal (Schenck, Chew, Nagode,
& Rosol, 2012). Por isso, a medigdo da concentragdo de célcio ionizado € sempre a ideal

quando se pertende a avaliagdo dos niveis do ido calcio (Barber, 2004).

No caso de animais jovens, as concentragdes de calcio tendem a ser mais elevadas devido
ao crescimento e a intensa remodelagdo éssea que neles ocorre (Barber, 2004). Um ligeiro
aumento nas concentragdes de calcio total (<13 mg/dl), de calcio ionizado (<1,55 mmol/L) e
de fosforo (<10 mg/dl) sem manifestacdes clinicas, acompanhado por um aumento da
fosfatase alcalina e com os niveis de ureia e creatinina normais é considerado normal
(Nelson, Delaney, & Elliott, 2009).

As alteragdes do nivel de calcio podem reflectir um aumento ou uma diminui¢do em relagao
aos valores de referéncia do calcio ionizado (1,00 - 1,45 mmol/L) ou de calcio total (9 - 12
mg/dl), induzindo condi¢gbes clinicas denominadas de hipercalcemia e hipocalcemia,

respectivamente. Os valores variam de acordo com o laboratério (Shane & Irani, 2006).

Alteragdes nos niveis séricos de albumina ou na concentragéo de proteinas, podem também
influenciar consideravelmente a concentragado do calcio total de acordo com uma relagao
linear positiva existente entre estes paradmetros, permanecendo a concentracdo de calcio

ionizado normal (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009). Investigacbes sobre esta relacdo
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permitiram a criacao de férmulas para ajustar os valores de calcio total de acordo com as
alteracbes nos niveis de albumina e proteinas totais, como as abaixo apresentadas (Barber,
2004):

o COrore: afustado (MmoliL) = Clrore (Mmel#L) — (0,025 x albumina (g/L)) + 0,675

o COroea Gfustade (mmolfL) = Clroeg (mmol /L) — (0,01 X prot. totais (g/L)) + 0,825

Contudo, evidéncias recentes sugerem que em situacbes em que existe outra causa
concomitante de alteragao dos niveis de albumina ou proteinas totais, estas equagdes nao
corrigem correctamente os valores de calcio total. E sugerido que, sempre que possivel a
avaliagdo de calcio seja efectuada pela fracgédo ionizada, ja que esta nao € influenciada

pelos niveis de albumina ou de proteinas totais (Barber, 2004).

As variagdes na concentracdo de calcio pode levar a célula a modular os seus niveis
intracelulares. A concentracio do ido calcio no citosol pode ser aumentada por 2 processos:
1) pela libertagdo de calcio dos depdsitos intracelulares, como o reticulo endoplasmatico,
pela acgao do inositol trifosfato (Inositol Triphosphate - IP3); e 2) através do influxo de calcio
ionizado, proveniente do espaco extracelular, por meio de canais de calcio presentes na
membrana celular estimulados pelo inositol tetrafosfato (Inositol Tetraphosphate - IPy),
fosforilados pela proteina kinase A, estimulados electricamente ou por activacdo do
receptor. A maioria dos ides calcio que entram na ceélula sdo rapidamente ligados, no citosol,
a locais carregados negativamente nas proteinas permanecendo uma pequena porgao sob
a forma ionizada. Uma vez que a concentracdo extracelular de calcio &, geralmente, 10*
vezes maior que a intracelular, o gradiente electroquimico favorece a entrada de calcio na
célula. Esta pode remover o excesso de calcio do citosol através de 2 processos: 1)
transporte activo primario e secundario de ides calcio, através da membrana plasmatica,
para o exterior; e 2) incorporacdo de ides calcio no interior do reticulo endoplasmatico
através da bomba de célcio da membrana desses organelos. Existem 2 mecanismos
adicionais que impedem, de forma transitéria, a subida da concentracdo de calcio
intracelular: 1) varias proteinas citosélicas ligam-se ao calcio impedindo-o de estar na forma
activa, libertando-o quando os seus niveis descem; e 2) a mitocdndria importa calcio para o

seu interior por troca com ides H* (Randall, Burggren, & French, 2002).

38



INFLUENCIA DO TIPO DE FRACTURA NOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO IONIZADO EM CANIDEOS

2.3.4.1 Hipercalcémia

A hipercalcemia esta presente se as concentragdes de calcio ionizado forem superiores a
1,45 mmol/L, ou as de calcio total superiores a 12 mg/dl (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009).
Usualmente, os sinais clinicos s6 sao visiveis quando os valores de calcio ionizado sao
superiores a 1,8 mmol/L (ou 15 mg/dl de calcio total) sendo considerado o estado do
paciente critico com valores superiores a 2,2 mmol/L (ou 18 mg/dl de calcio total) (Schenck
P., 2010). A gravidade dos sinais clinicos depende nao sé da magnitude, mas também do
grau de desenvolvimento e da duracéo da hipercalcemia. Uma alteracéo persistente resulta
geralmente do aumento da reabsor¢cdo do calcio 6sseo a nivel renal, ou do aumento da
absorcao intestinal do calcio da dieta (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009). A presenca de
acidose amplia os efeitos da hipercalcemia através do aumento da proporgao de calcio na

fracgcao ionizada (Barber, 2004).

De todos os sistemas afectados, o neuromuscular, o gastrointestinal, o renal e o cardiaco
sdo os clinicamente mais importantes. No sistema nervoso (central e periférico) pode ocorrer
a reducgao da excitabilidade em conjugacao com a reducio de excitabilidade dos musculos
lisos gastrointestinais o que causa letargia, anorexia, vomito, obstipacao, fraqueza muscular
e convulsdes. A nivel cardiaco pode provocar arritmias, e se for apenas aumento moderado,
provoca alteragdes electrocardiograficas com o prolongamento do intervalo PR e o
encurtamento do intervalo QT. A nivel renal pode ocorrer mineralizacdo metastatica dos rins,
com perda do gradiente de concentragdo renal e o aparecimento de diabetes insipidus
nefrogénicos secundarios com manifestagbes de poliuria e polidipsia (Nelson, Delaney, &
Elliott, 2009).

Em casos de aumento moderado dos niveis de calcio sérico, os sinais clinicos estiao
ausentes. Nos canideos com sinais clinicos evidentes e em estado critico a hipercalcemia,
geralmente é o resultado de outra condi¢do patolégica subjacente (Schenck P. , 2010). A
causa mais comum € a hipercalcemia humoral maligna, que resulta da produgdo tumoral de
substancias hormonais e de citoquinas que promovem a actividade osteoclastica e a
reabsor¢cao renal de calcio (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009). Hipoadrenocorticismo,
hiperparatiroidismo primario, e insuficiéncia renal sdo outras causas que podem provocar

aumento dos niveis de calcio sérico (Schenck P. , 2010).
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2.3.4.2 Hipocalcémia

A hipocalcemia é definida pela reducdo da concentragao sérica de calcio ionizado para
valores inferiores a 1,0 mmol/L, ou de calcio total para valores menores que 9 mg/dl. A
gravidade dos sinais clinicos € proporcional a magnitude da condi¢do e a variagao do valor
de calcio ionizado, sendo apenas visiveis com valores de calcio ionizado inferiores a 0,8
mmol/L (ou <6 mg/dl de calcio total), registando-se que os valores de calcio total inferiores a
4,5 mg/dl sdo incompativeis com a vida (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009). Anomalias
electroliticas e no equilibrio acido-base, alteram a gravidade dos sinais e sintomas, os quais

sao exacerbados pela hipercalémia e pela alcalose (Barber, 2004).

Os sinais mais comuns de hipocalcemia relacionam-se com o sistema neuromuscular,
devido ao aumento da excitabilidade nervosa (periférica e central) que conduz a convulsées,
espasmos (geralmente mais frequentes na face) e tremores musculares (os quais podem
conduzir em casos cronicos, a alteracbes de comportamento com agressividade devido a
dor resultante) (McElravy & Brunker, 2007). As convulsbes por hipocalcemia, tém
usualmente resolugdo espontanea, séo iniciadas por mecanismos centrais e ocorrem em
associagdo com o exercicio ou excitagdo; ao contrario das verificadas na doenca
epileptiforme, onde o doente tende a manter a consciéncia. No sistema cardiaco a
hipocalcemia provoca taquiarritmias, bradicardia e, no electrocardiograma, pode verificar-se

prolongamento do segmento ST e do intervalo QT (Barber, 2004).

A hipocalcemia desenvolve-se apds a diminuicdo da reabsorcédo de calcio a nivel ésseo ou
renal; diminuicdo da absorgao a nivel gastrointestinal; aumento da formagéao de complexos e
aumento da perda via leite materno. As causas mais comuns de hipocalcemia incluem
eclampsia e hipoparatiroidismo, geralmente com sintomatologia, insuficiéncia renal aguda ou
cronica, baixa absorcdo intestinal, rabdomidlise e hipovitaminose D, usualmente sem

manifestagoes clinicas (Schenck, Chew, Nagode, & Rosol, 2012).

No Quadro 2.5 apresentam-se os sinais clinicos associados a hipercalcemia e a

hipocalcemia em canideos (Nelson, Delaney, & Elliott, 2009).
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Quadro 2.5 - Sinais Clinicos Associados a Hipercalcemia e a Hipocalcemia em Canideos

Hipercalcemia

Hipocalcemia

Polidria/Polidipsia
Urolitiase
Fraqueza/Depressao
Tremores Musculares
Letargia

Anorexia

Vémito

Obstipagao

Arritmias cardiacas
Calcificagao de tecidos moles
Convulsbdes

Pancreatite

Espasmos musculares localizados
Tremores musculares generalizados
Ataxia

Fraqueza/depressaol/letargia
Inapeténcia

Alteragcdes comportamentais/excitagao
Taquiarritmias

Pulso fraco/Sons cardiacos abafados
Abddémen tenso

Convulsoes

Pirexia

Taquipneia

Cataratas
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3 Material e Métodos

3.1 Objectivo

O presente estudo foi realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade de Lisboa (FMV-UL) e no Centro de Medicina Veterinaria Anjos de Assis
(CMVAA) no Barreiro durante o periodo de Setembro de 2013 a Fevereiro de 2014 e teve

como objectivo:

1) Verificar as diferengas nas concentracbes de calcio ionizado sérico entre canideos
que apresentem fracturas e os valores de referéncia.
2) Avaliar as variagdes de calcio ionizado sérico entre canideos que apresentem

fracturas simples e canideos que apresentem fracturas cominutivas.

3.2 Amostra

A amostra utilizada para a realizagdo deste estudo foi constituida por 20 individuos (n = 20)
da espécie Canis familiaris que apresentassem condicdes ortotraumaticas de fractura

completa de membros, independente da racga e sexo.
Os critérios de inclusao foram:

e Presenca de fractura completa de membro confirmada por exame radiografico.

¢ Ao exame fisico ndo apresentar sinais de outro processo patolégico concomitante.

e N&o haver historia de processos patoldgicos de origem renal, enddécrina ou
neoplasico.

e Idade superior a nove meses.

o No caso de fémeas inteiras nao apresentaram sinais de estar em cio.

e O trauma ter ocorrido ha menos de 48h

Foram excluidos do estudo os animais que ndo preenchiam pelo menos um dos critérios de

inclusao.

Neste estudo nido foi possivel garantir o jejum dos animais uma vez que estes se

apresentaram em situacéo de emergéncia.
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3.3 Classificacao da Fractura

Apods a realizacdo de exame fisico objectivo, a classificacdo da fractura em simples ou
cominutiva foi efectuada através de imagem radiografica em 2 planos ortogonais com a
utilizacao de estacdo de RX Practix 300 da PHILIPS e digitalizador Regius Model 110 S da

Konica Minolta.

3.4 Recolha e Doseamento de Calcio

A recolha de sangue para determinacdo da concentracao de calcio ionizado foi realizada
através de uma colheita em cada individuo, na veia safena ou na veia cefalica assessoria,
em ambiente anaerodbico, utilizando um sistema de vacuo, com agulha de 22 Gauge
acoplada por adaptador, para tubos com heparina de litio (BD Vacutainer®) de 4 ml de
capacidade. A heparina de litio utilizada ndo excedia as 15 Ul/ml de sangue. As amostras

foram identificadas e armazenadas a 4°C por um periodo inferior a 9 horas.

Figura 3.1 - Material para Recolha de Sangue em Anaerobiose

Em seguida procedeu-se a andlise do sangue total heparinizado através do aparelho i-
STAT® da Abbott com o perfil analitico CG8+. Neste sistema a quantificacdo de calcio
ionizado é efectuada através do método do eléctrodo ido selectivo, com base na equagao de
Nernst, que avalia o potencial electroquimico do ido calcio. O resultado de calcio obtido ja se
encontra ajustado a pH 7,4 sendo o intervalo de referéncia considerado para este parametro
entre 1,12 e 1,32 mmol/L.
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No Quadro 3.1 indicam-se os parametros avaliados pelo cartucho CG8+ e os respectivos

valorores de referéncia.

Quadro 3.1 - Parametros Avaliados pelo CG8+

Parametros Valores Referéncia Unidades
pH 7,31-7,41 -
Pcoz 41 - 51 mm Hg
Poz 35-50 mm Hg
BEgcr -2-3 mmol/|
HCO5 23-28 mmol/|
Tcoz 24 - 29 mmol/l
So2 80-90 %
Na* 138 - 146 mmol/l
K* 35-4,9 mmol/l
iCa 1,12 -1,32 mmol/l
Glucose 70 -105 mg/d|
Htc 38 - 51 %
Hb 12-17 g/dl

3.5 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados recolhidos em 20 Canis familiaris (n = 20) iniciou-se pelo
calculo das caracteristicas amostrais: média, desvio padrdo, maximo, minimo e mediana da
variavel em estudo, concentracdo de calcio ionizado, assim como das restantes variaveis
avaliadas pelo cartucho CG8+ para os grupos fractura (independente do tipo), fractura
simples e fractura cominutiva e representacao grafica dos mesmos através de boxplot. O
teste Shapiro-Wilk foi o utilizado para testar a normalidade dos dados para cada variavel e
em cada um dos 3 grupos. Sempre que a normalidade dos dados nao foi rejeitada, o teste t
para 1 amostra foi o usado para testar se a diferenca entre o valor da concentragdo de
calcio ionizado no grupo fractura e os valores de referéncia é estatisticamente significativa.
A comparagao entre os valores da concentracdo de calcio ionizado nos grupos fractura
simples e fractura cominutiva foi feita utilizando a solugdo de Welsh para o teste t para 2

amostras.

Para as restantes variaveis, em cada um dos 3 grupos considerados, foi calculada a
estimativa do intervalo de confiangca para o parametro em estudo. Quando a hipotese de

normalidade foi verificada a construgdo do intervalo foi feita com base na distribuicéo t; no
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caso em que essa hipotese foi rejeitada a estimativa do intervalo foi obtida a partir do
método ndo paramétrico Sign test (1 amostra) que ndo exige que os dados tenham uma

distribuicdo simétrica.

O coeficiente de correlagdo de Spearman foi o utilizado para calcular o grau de associagao

entre a variavel concentracéo de calcio ionizado e as restantes variaveis.

O nivel de significAncia 5% foi o considerado nesta analise (valores p< 0,05 foram
considerados significativos). O valor de 95% foi o utilizado nas estimativas dos intervalos de

confianga.

O Microsoft Office Excel foi utilizado para o registo e organizagdo dos dados e todas as
andlises estatisticas foram realizadas com o software R na versdo 3.0.1.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacdo da Amostra

4.1.1 Grupo Fractura

A amostra em estudo é constituida por 20 individuos que apresentavam fractura (simples ou
cominutiva) e cujas caracteristicas amostrais relativas a variavel em estudo, concentragéo

de calcio ionizado ([iCa?']), se encontram descritas no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 - Caracteristicas Amostrais da Variavel [iCaz"] no grupo Fractura
[iCa®"] (mmol/L)

Grupo Média Desvio Padrao Méaximo Minimo Mediana
Fractura 1,481 0,189 1,890 1,280 1,415

Na figura 4.1 esta representado o respectivo boxplot.

Figura 4.1 - Boxplot dos valores da variavel [iCa2+] no grupo fractura.
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No Quadro 4.2 estdo representadas as caracteristicas amostrais para os restantes

parametros obtidos através da leitura do perfil analitico em estudo (CG8+).

Quadro 4.2 - Caracteristicas Amostrais dos Restantes Pardmetros Obtidos pelo CG8+ no grupo Fractura.

Parametro Média Desvio Padréo Maximo Minimo Mediana
pH 7,32 0,06 7,40 7,17 7,35
Pcoz (mmHg) 38,64 5,93 54,80 30,40 38,00
Po2 (mmHg) 72,04 67,08 263,00 32,00 45,00
BEecr (mmoliL) -3,92 2,43 -1,00 -8,00 -4,00
HCO5" (mmoliL) 19,86 2,32 24,70 16,85 19,90
Tcoz (mmol/L) 21,36 2,05 26,00 17,98 21,50
So2 (%) 88,68 13,16 100,00 56,00 95,20
Na" (mmol/L) 144,42 2,91 150,00 139,00 144,00
K" (mmoliL) 4,02 0,29 4,50 3,70 3,90
Glucose (mg/dl) 120,75 23,18 185,00 97,00 117,50
Htc (%) 38,65 7,81 47,00 24,00 41,50
Hb (g/dl) 13,12 2,59 16,00 8,20 13,95

O grau de associagado entre a concentracao de calcio ionizado e os restantes parametros
obtidos foi calculado através do coeficiente de correlagdo de Spearman e esta representado
no Quadro 4.3.

Quadro 4.3 - Correlagéo entre [iCaz"] e os restantes pardmetros Obtidos pelo CG8+.

Parametro iCa p-value
pH - 0,0866 0,7891
Pco2 (MmHg) 0,0404 0,9009
Poz (MmHg) -0,5614 0,0575
BEecr (Mmol/L) 0,6264 0,0293
HCO;5 (mmol/L) -0,3902 0,2099
Tcoz (mmol/L) 0,0724 0,8230
So2 (%) 0,2386 0,4552
Na" (mmol/L) 0,3717 0,2342
K" (mmol/L) 0,3351 0,2869
Glucose (mg/dl) 0,0947 0,7696
Htc (%) - 0,3746 0,2303
Hb (g/dlI) -0,4035 0,1933
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Na Figura 4.2 estdo representados os boxplots dos valores dos restantes parametros
obtidos pela leitura do cartucho CG8+.

Figura 4.2 - Boxplots dos valores dos restantes parametros no grupo fractura
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4.1.2 Grupo Fractura Cominutiva e Grupo Fractura Simples

Para cada um dos grupos: Fractura Cominutiva (FC) e Fractura Simples (FS), a amostra é
constituida por 10 individuos. As caracteristicas amostrais da concentragdo de calcio

ionizado dos grupos FC e FS encontram-se descritas no Quadro 4.3.

Quadro 4.4 - Caracteristicas Amostrais da Variavel [iCa2+] para os grupos FC e FS.
[iCa®] (mmol/L)

Grupo Média Desvio Padrao  Maximo Minimo Mediana
FC 1,510 0,2425696 1,890 1,280 1,400
FS 1,452 0,1331791 1,670 1,280 1,435

Na Figura 4.1 esta representado o boxplot relativo aos dados de concentragcdo de calcio

ionizado em cada um dos grupos.

Figura 4.3 - Boxplot dos valores da variavel [iCa*"] nos grupos FC e FS.
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Nos Quadros 4.4 e 4.5 estao representadas as caracteristicas amostrais para os restantes
parametros, obtidos através da leitura do perfil analitico CG8+, para o grupo FC e FS,

respectivamente.
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Quadro 4.5 - Caracteristicas Amostrais dos Restantes Parametros Fornecidos pelo CG8+ no grupo FC

Parametro Média Desvio Padréao Maximo Minimo Mediana
pH 7,29 0,07 7,35 7.17 7,30
Pcoz (mMmHg) 41,58 6,67 54,80 37,00 39,25
Poz2 (mMmHgQ) 86,75 89,29 263,00 33,20 44,50
BEecr (mmol/L) -2,50 2,35 -1,00 -7,00 -1,50
HCO3 (mmol/L) 19,73 3,13 24,70 16,85 18,75
Tcoz (Mmol/L) 21,71 2,72 26,00 17,98 21,55
Soz (%) 94,87 6,96 100,00 81,00 97,40
Na" (mmol/L) 145,17 1,94 148,00 143,00 144,50
K" (mmol/L) 4,13 0,34 4,50 3,70 4,15
Glucose (mg/dl) 131,67 28,90 185,00 97,00 127,50
Htc (%) 4313 3,84 47,00 37,00 43,90
Hb (g/dI) 14,72 0,95 16,00 13,80 14,50

Quadro 4.6 - Caracteristicas Amostrais dos Restantes Pardmetros Fornecidos pelo CG8+ no grupo FS

Par&metro Média Desvio Padréao Maximo Minimo Mediana
pH 7,36 0,03 7,40 7,32 7,36
Pco2 (MmHg) 35,70 3,46 39,70 30,40 36,35
Po2 (mmHg) 57,33 37,53 132,00 32,00 45,00
BEgcr (mmol/L) -5,33 1,63 -4,00 -8,00 -5,00
HCO;" (mmoliL) 20,00 1,41 21,30 17,60 20,30
Tcoz (mmol/L) 21,00 1,26 22,00 19,00 21,50
So2 (%) 82,50 15,53 99,00 56,00 84,50
Na® (mmol/L) 143,67 3,67 150,00 139,00 143,00
K" (mmol/L) 3,90 0,21 4,30 3,70 3,85
Glucose (mg/dI) 109,83 7,81 121,00 100,00 110,00
Htc (%) 34,17 8,45 42,00 24,00 35,50
Hb (g/dl) 11,52 2,79 14,30 8,20 11,75

Na Figura 4.4 estao representados os respectivos boxplots.
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Figura 4.4 - Boxplots dos valores dos restantes parametros nos grupos FC e FS

JE—
|
|
—_
]
|
|
|
|
|
|
I
—_
T T
Cominutiva Simples
Fractura
|
|
° |
|
|
—_
1 T
Cominutiva Simples
Fractura
- T _—
 — !
|
|
|
|
|
|
|
|
|
—_
T T
Cominutiva Simples
Fractura
=

T T
Cominutiva Simples

Fractura

PCO2(mmHg)

HCO3 (mmollL)

Na (mmol/L)

Htc (%)

35 40 45 50 55

30

20 22 24

18

142 144 146 148 150

140

30 35 40 45

25

-

—_
i
—_
T T
Cominutiva Simples
Fractura
T
|
|
|
_
—_—
1 T
Cominutiva Simples
Fractura
|
|
|
|
—_
T T
Cominutiva Simples
Fractura
J—
|
|
—_
|
—_
T T
Cominutiva Simples
Fractura

52

PO2 (mmHg)

TCO2 (mmollL)

K (mmol/L)

Hb (g/dl)

100 150 200 250

50

20 22 24 26

18

42 44

4.0

3.8

12 14 16

10

—

Cominutiva Simples

Fractura

R E—

Cominutiva

Fractura

T
Simples

B

T
Cominutiva

Fractura

T
Simples

[l
PR

T
Cominutiva

Fractura

T
Simples




INFLUENCIA DO TIPO DE FRACTURA NOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO IONIZADO EM CANIDEOS

4.2 Inferéncia Estatistica

4.2.1 Grupo Fractura

Com base no teste de Shapiro-Wilk o pressuposto de normalidade da variavel calcio
ionizado ([iCa®"]) para o grupo fractura nao foi rejeitado (p=0,085), pelo que se utilizou o
teste t para uma amostra para testar se o valor da concentragdo de calcio ionizado no grupo
fractura difere do valor maximo de referéncia (1,32 mmol/L). O valor-p obtido foi de 0,001 o
que permite concluir que a diferenca é estatisticamente significativa. No grupo fractura, a
estimativa do intervalo de confianga a 95% para o valor da concentragéo de calcio ionizado
é de (1,39; 1,57).

No Quadro 4.7 estao representadas as estimativas dos intervalos de confiangca a 95% para
os restantes parametros obtidos. As estimativas obtidas dos intervalos tém por base a
distribuicdo t para uma amostra sempre que a hipétese de normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) ndo seja rejeitada (p>0.05). No caso em que esta foi rejeitada (p<0.05) foi obtido a

partir do método ndo paramétrico Sign test (uma amostra).

Quadro 4.7 - Estimativas dos intervalos de confianca a 95% para os par&metros fornecidos pelo CG8+.

Parametros Valores Referéncia 1C 9%

Inf. Sup.
pH 7,31-7,41 7,30 7,35
Pcoz (MmHg) 41 -51 36,08 40,42
Po2 (MmHg) 35-50 35,46 91,64
BEgcr (mmol/L) 2-3 -5,05 2,78
HCO3 (mmol/L) 23-28 18,78 20,95
Tcoz (mmol/L) 24 -29 20,40 22,32
So2 (%) 80 - 90 81,00 97,98"
Na* (mmol/L) 138 - 146 143,06 145,78
K" (mmol/L) 3,5-49 3,88 4,16
Glucose (mg/dl) 70-105 104,21 127,89
Htc (%) 38 - 51 30,75 45 40"
Hb (g/dl) 12 -17 10,53 14,937

(1) - intervalo ndo paramétrico

Sempre que a estimativa do intervalo contenha valores do intervalo de referéncia
considerado nao ha diferenca significativa entre o valor do parametro no grupo fractura e o

valor de referéncia ao nivel de significancia 5%.
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4.2.2 Grupo Fractura Cominutiva e Grupo Fractura Simples

Com base no teste de Shapiro-Wilk o pressuposto de normalidade da variavel concentragao
de calcio ionizado néo foi rejeitado quer para o grupo FC (p=0,171) quer para o grupo FS
(p=0,898).

A comparagao entre os valores de calcio ionizado em ambos os grupos foi realizada com
base na solugédo de Welsh do teste t para duas amostras tendo-se concluido que a diferenga

entre os valores nos 2 grupos néo é estatisticamente significativa (p=0,516).

No Quadro 4.8 estao representadas as estimativas dos intervalos de confianca a 95% para
os restantes parametros obtidos para ambos os grupos. De acordo com o anteriormente
referido, a obtencdo das referidas estimativas dos intervalos foi feita com base na
distribuicdo t para uma amostra sempre que a hipétese de normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) nao foi rejeitada. No caso em que esta foi rejeitada foi obtido a partir do método nao

paramétrico Sign test (uma amostra).

Quadro 4.8 - Estimativa dos intervalos de confianca a 95% para os restantes pardmetros fornecidos pelo CG8+.

IC 95%
Parametros Valores Referéncia FC FS

Inf. Sup. Inf. Sup.
pH 7,31-7,41 7,24 7,34 7,34 7,38
Pcoz (MmHg) 41 -51 37,10 53,44 33,23 38,17
Po2 (MmHg) 35-50 33,81 246,301 32,30 124,30""
BEgcr (mmol/L) 2-3 -6,60 -1,00" -6,50 4,17
HCO;5 (mmol/L) 23-28 17,48 21,97 18,99 21,01
Tcoz (Mmol/L) 24 - 29 19,77 23,66 20,10 21,91
So2 (%) 80 - 90 82,44 99,80"" 71,39 93,61
Na* (mmol/L) 138 - 146 143,78 146,56 141,04 146,29
K" (mmol/L) 3,5-4,9 3,89 4,38 3,75 4,05
Glucose (mg/dl) 70 - 105 110,99 152,34 104,25 115,42
Htc (%) 38 - 51 40,39 45,88 28,12 40,21
Hb (g/dl) 12-17 14,036 15,40 9,52 13,51

(1) - intervalo ndo paramétrico

Para cada um dos grupos, quando a estimativa do intervalo contenha valores do intervalo de
referéncia considerado nao ha diferenca significativa entre o valor do parametro e o valor de

referéncia ao nivel de significancia 5%.
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5 Discussao

No presente estudo foi possivel quantificar a concentragdo de calcio ionizado ([iCa?']), em
individuos com fracturas simples e cominutivas, através da analise sanguinea realizada com
aparelho iStat® utilizando o perfil analitico CG8+ que, ao fazer a leitura do pH permite obter
o valor de calcio ionizado ajustado a pH 7,4. Devido as potenciais alteragbes na
concentragdo de calcio ionizado, provocadas por variagcbes pré-analiticas, foi essencial
utilizar um método de recolha uniforme e proceder a sua analise imediata. A escolha da
recolha sanguinea em tubo de vacuo permitiu reduzir as alteragdes no pH sanguineo
provocadas pela perda de diéxido de carbono que, a existir por exposicédo ao ar, eleva o pH
e aumenta a afinidade das proteinas que se ligam ao ido calcio, pelo aumento da sua carga
negativa, e, consequentemente, diminuem a concentragdo de calcio ionizado em circulagéo
(Barber, 2004). A heparina de litio numa concentragéo inferior a 15 U/ml foi o anticoagulante
utilizado pois € o Unico aceite para esta medi¢cao por n&o se ligar ao ido calcio interferindo

na sua concentracéo (Stockham & Scott, 2002).

Na analise estatistica deve-se ter em conta que o valor-p é significativamente afectado pela
dimensao da amostra o que requer uma interpretagao cautelosa dos resultados e, por isso,
deve-se ter em atencdo primeiro o significado clinico e depois o significado estatistico do

resultado obtido na andlise (Chan y. H., 2003).

Na caracterizacdo da amostra do grupo fractura verifica-se que os individuos apresentam
uma média de valores de [iCa?'] igual a 1,481 mmol/L que é superior ao valor maximo de
referéncia (1,32 mmol/L) do método utilizado. Neste grupo o valor minimo observado é de
1,28 mmol/L e o valor maximo de 1,89 mmol/L. O valor médio registado mostra que os
individuos traumatizados apresentam em média uma condigdo de ligeira hipercalcemia, a
qual usualmente ndo esta associado a manifestacao de sinais clinicos. O valor maximo
observado no grupo fractura é superior a 1,8 mmol/L, o que de acordo com Schenck (2010),
€ o valor a partir do qual é esperada a ocorréncia de sinais clinicos. O valor médio do
parametro pH (7,2) encontra-se dentro dos valores de referéncia (7,31-7,41) e o intervalo de
confianca estimado (7,30-7,35) para o grupo abrange parte do intervalo de referéncia. O
valor médio do parametro bicarbonato (HCOj3) (19,86 mmol/L) e o valor médio do parametro
excesso de base no fluido extracelular (BEgcr) (-3,92 mmol/L) encontram-se abaixo dos
valores de referéncia (23 mmol/L e -2 mmol/L), e o limite superior dos intervalos de

confianga estimados para estes, 20,95 mmol/L e -2,78 mmol/L respectivamente, revela, com
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95% de confianga, que € menor do que o minimo de referéncia, indicando que existe uma
situacao significativa de acidose metabodlica que pode ser resultante da producdo em
anaerobiose de acido lactico pelas células dos tecidos afectados devido ao seu défice de
perfusdo e oxigenacao (Kerl, 2010). No parédmetro pressao parcial de diéxido de carbono
(Pcoz), 0 intervalo de confianga estimado (36,08-40,42 mmHg) ndo contém os valores de
referéncia (41-51 mmHg) revelando uma tendéncia para apresentar niveis menores e
observando-se um valor médio de 38,64 mmHg, inferior ao minimo de referéncia (41
mmHg), o que pode ser resultante de uma hiperventilagio como consequéncia da
taquipneia provocada pela sensacdo de dor e/ou como compensagao da acidose
metabdlica, o que resulta numa situacido de alcalose respiratéria com a consequente
diminui¢do do valor médio de didxido de carbono total (Tcoz) (21,36 mmol/L). O seu limite
superior do intervalo de confianga estimado (22,32 mmol/L) é inferior ao minimo de
referéncia (24 mmol/L). O aumento do valor médio de pressao parcial de oxigénio (Po2)
(72,04 mmHg) para niveis fora do intervalo de referéncia (35-50 mmHg) é resultado da
hiperventilagdo anteriormente descrita, apesar do intervalo de confianga para este
parametro (35,46-91,64 mmHg) conter esses valores e, por isso, a variagdo nao ser
significativa (Stockham & Scott, 2002). Apesar do intervalo de confianca (104,21-127,89
mg/dl) mostrar que nao existe diferenca estatisticamente significativa, o valor médio
observado de glucose (120,75 mg/dl) estd acima do normal (105 mg/dl) sendo,
possivelmente, o resultado do aumento da secrecédo de catecolaminas e glucocorticoides, e
da produgdo hepatica de glucose como consequéncia do stress e da resposta da fase
aguda, como resposta sistémica da inflamagédo provocado pelo trauma (Reusch, 2010).
Todos os valores médios dos restantes parémetros avaliados (percentagem de hemoglobina
saturada com oxigénio (Soz), sédio (Na*), potassio (K*), Hematocrito (Htc) e Hemoglobina
(Hb)) para os individuos do grupo fractura estdo dentro dos valores de referéncia utilizados
pelo método de analise aplicado e estatisticamente os intervalos de confiangca estimados
contém esses valores o que indica que nao existe diferenga estatisticamente significativa

entre os valores observados e os de referéncia.

No estudo da correlacdo entre a [iCa®'] e os restantes parametros obtidos, verifica-se que o
excesso de base no fluido extracelular € o uUnico que apresenta uma correlagcéo
estatisticamente significativa (p=0,029). O excesso de base no fluido extracelular é definido
como a quantidade de acido forte (mmol/L) necessaria para titular o fluido extracelular a um
pH de 7,4 se a pressao parcial de diéxido de carbono for de 40 mmHg a 37°C. Verifica-se
que a correlagao entre as variaveis referidas é positiva, o que implica que uma elevacao dos
valores de excesso de base provoca uma elevacado dos valores da concentragdo de calcio

ionizado e vice-versa. Um aumento do excesso de base implica um aumento no pH devido a
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presenga no plasma de maior quantidade de tampao, e assim, uma maior capacidade de
ligagdo das proteinas ao ido calcio. Por outro lado, o ido calcio por se dissociar
completamente nos fluidos fisiolégicos, tem um comportamento de catido forte e é
considerado uma base porque, quando adicionado ao fluido extracelular e caso nao exista
uma mudanca de equilibrio de um i&o forte; entdo o H* sai do fluido extracelular tornando-o
mais alcalino e contribuindo assim para o parametro excesso de base (Stockham & Scott,
2002). A correlagdo dos parametros pH e pressado parcial de diéxido de carbono com o
célcio ionizado, apesar de nao ser significativa € a esperada, ou seja, existe uma relacao
inversa do calcio com o pH e uma relagdo directa com a pressao parcial de dioxido de
carbono. No caso concreto da correlagdo com o pH, o valor ndo é significativo devido ao

ajuste no valor da concentra¢ao de calcio ionizado para pH 7,4.

Na caracterizagdo da amostra do grupo fractura cominutiva verifica-se que os individuos
apresentam um valor médio de concentragdo de calcio ionizado de 1,510 mmol/L que é
superior ao valor maximo de referéncia (1,32 mmol/L) do método utilizado. Neste grupo o
valor minimo observado é de 1,28 mmol/L e o valor maximo de 1,89 mmol/L. Tal como no
grupo fractura, o valor médio registado mostra que os individuos traumatizados apresentam
em média uma condi¢cao de ligeira hipercalcemia a qual usualmente ndo esta associada a
manifestacao de sinais clinicos. O valor maximo observado no grupo de fractura cominutiva
€ superior a 1,8 mmol/L, o que de acordo com Schenck (2010) pode implicar a ocorréncia de
sinais clinicos. O valor médio de pH (7,29) é inferior ao valor minimo de referéncia (7,31), o
que juntamente com a diminuigdo dos valores médios de bicarbonato (19,73 mmol/L), cujo
limite superior do intervalo de confianga estimado (17,48-21,27 mmol/L) & inferior ao minimo
de referéncia, e de excesso de base no fluido extracelular (-2,5 mmol/L) para niveis abaixo
do limite minimo de referéncia, 23 mmol/L e -2 mmol/L respectivamente, indica a presenca
de acidose metabdlica. Esta pode ser resultante da producédo de acido lactico pelas células
dos tecidos afectados, as quais possivelmente devido a maiores forgas aplicadas das quais
resultaram nas fracturas cominutivas, sofreram um maior grau de lesdo com compromisso
na sua oxigenagdo e nutricdo passando a apresentar um metabolismo anaerdbico. Ao
contrario do grupo fractura, aqui verifica-se que o valor médio do pardmetro pressao parcial
de diéxido de carbono (41,58 mmHg) encontra-se ligeiramente acima do valor minimo de
referéncia (41 mmHg) e o intervalo de confianga estimado (37,10-53,44 mmHg) contém os
valores de referéncia (41-51 mmHg), o que implica que n&o esta presente uma situagao de
alcalose metabdlica compensatoéria apesar do aumento do valor médio da pressao parcial de
oxigénio (86,75 mmHg) acima do limite maximo de referéncia (50 mmHg), mas cujo intervalo
de confianga (33,81-246,30 mmHg) contém os valores de referéncia (35-50 mmHg), e do

limite superior do intervalo de confianga (23,66 mmol/L) do parédmetro dioxido de carbono
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total ser inferior ao minimo de referéncia (24 mmHg), além de serem sugestivos da
ocorréncia de hiperventilacdo e da taquipneia consequente como manifestacbes de dor.
Apesar do intervalo de confianga estimado (82,44-99,80%) conter os valores de referéncia
(80-90%), verifica-se que a percentagem de hemoglobina saturada com oxigénio nestes
individuos apresenta uma média de 94,87%, superior ao valor maximo de referéncia (90%)
que pode ser resultante do grande aumento do valor da pressao parcial de oxigénio, do qual
€ primariamente dependente, uma vez que esta ajustado a pH 7,4 (Hawkins, 2009). Tal
como no grupo fractura, a glucose apresenta nos individuos com fractura cominutiva, um
limite inferior do intervalo de confianga estimado (110,99 mg/dl) superior ao maximo de
referéncia (15 mg/dl) e um valor médio (131,67 mg/dl) acima do normal. Todos os valores
meédios dos restantes parametros (sédio, potassio, hematécrito e hemoglobina), avaliados
para os individuos deste grupo, estdo dentro dos valores de referéncia sugeridos pelo
método de analise aplicado e os seus intervalos de confianga estimados, ao conterem os
valores de referéncia, mostram nao haver diferengas estatisticamente significativas entre os

eles.

Na caracterizacdao da amostra do grupo fractura simples verifica-se que os individuos
apresentam um valor médio de concentragdo de calcio ionizado de 1,452 mmol/L que é
superior ao valor maximo de referéncia (1,32 mmol/L) do método utilizado. Neste grupo o
valor minimo observado é de 1,28 mmol/L e o valor maximo de 1,67 mmol/L. Tal como
observado nos outros grupos, o valor médio de calcio ionizado mostra uma condigdo de
ligeira hipercalcemia cujo valor nao esta associado com a manifestacdo de sinais clinicos.
Ao contrario do grupo fractura cominutiva, nenhum individuo com fractura simples apresenta
um valor de calcio ionizado acima de 1,8 mmol/L pelo que ndo sera esperado a ocorréncia
de sinais clinicos associados a hipercalcemia, revelando assim que o valor maximo de calcio
ionizado no grupo fractura € da responsabilidade do grupo fractura cominutiva. O valor
médio do parametro pH (7,36) e o intervalo de confianca estimado (7,34-7,38) encontram-se
dentro dos valores de referéncia (7,31-7,41). O valor médio do paradmetro bicarbonato (20,00
mmol/L) e o valor médio do pardmetro excesso de base no fluido extracelular (-5,33 mmol/L)
encontram-se abaixo dos niveis de referéncia, 23 mmol/L e -2 mmol/L respectivamente; tal
como os limites maximos dos intervalos de confianga estimados (21,01 mmol/L e -4,17
mmol/L) o que indica que existe uma situacdo de acidose metabdlica que tal como nos
outros grupos, pode ser resultante da produgcdo em condigbes de anaerobiose, de acido
lactico pelas células devido ao seu défice de perfusdo sanguinea como consequéncia da
lesdo dos tecidos no trauma (Kerl, 2010). Tal como nos anteriores grupos, no parametro
pressao parcial de dioxido de carbono observa-se um valor médio de 35,70 mmHg, inferior

ao valor de referéncia (41 mmHg) e um intervalo de confianga estimado com um limite
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maximo (38,17 mmHg) inferior ao minimo de referéncia, resultante de uma hiperventilacdo
como consequéncia da taquipneia o que resulta numa situacéo de alcalose respiratéria com
a consequente diminuicao do valor médio de didxido de carbono total (21,00 mmol/L), para
niveis inferiores ao minimo de referéncia (24 mmol/L) e cujo intervalo de confianga estimado
(20,10-21,91 mmol/L) ndo contém esses valores, e aumento do valor médio de presséo
parcial de oxigénio (57,33 mmHg) acima do maximo de referéncia (50 mmHg) observados
neste grupo mas com um intervalo de confianga (32,30-124,30 mmHg) que contém os
valores de referéncia (35-50 mmHg) (Stockham & Scott, 2002). A semelhanga dos outros
grupos, a média dos valores de glucose (109,83 mg/dl) esta ligeiramente acima do normal
(105 mg/dl) ndo havendo diferenga para os valores de referéncia. Este grupo apresentou um
valor médio de hematécrito (34,17%) e de hemoglobina (11,52 g/dl) inferiores ao minimo de
referéncia, 38% e 12 g/dl respectivamente, o que pode ser resultado de hemorragia
provocada pelo trauma, mas cujos intervalos de confiancga (28,12-40,21% e 9,52-13,51 g/dl),
por conterem os valores de referéncia, 38-51% e 12-17 g/dl respectivamente, mostram n&o
haver diferenca significativa para os valores normais. Todos os valores médios dos
restantes parametros, avaliados (percentagem de hemoglobina saturada com oxigénio,
sodio e potassio) para os individuos do grupo fractura simples, estdo dentro dos valores de
referéncia utilizados pelo método de analise aplicado e os seus intervalos de confianga
estimados contém os valores de referéncia o que indica que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre o intervalo de referéncia e os valores obtidos para os

parametros avaliados.

Na analise da comparacao do grupo fractura com o valor maximo de referéncia verifica-se
que a diferencga entre eles ¢é significativa (p=0,001) o que indica que a ocorréncia de fractura
eleva a concentracdo de calcio ionizado para niveis superiores aos do intervalo de
referéncia. A analise comparativa foi efectuada somente com o valor maximo de referéncia
(1,32 mmol/L) devido a constatar-se que a média dos valores de calcio apresentados pelos
individuos deste grupo revela uma hipercalcemia. Com a estimativa do intervalo de
confianga pode-se afirmar que os individuos com fractura possuem a concentragao de calcio
ionizado num intervalo de valores entre 1,39 e 1,57 mmol/L em que se verifica que o

maximo de referéncia é inferior ao minimo estimado para este grupo.

Este resultado é importante porque revela que independentemente do tipo de factura
apresentada, o paciente deve ser sempre considerado pelo clinico como tendo uma
condicao de hipercalcemia. Esta condigao resulta da libertacdo de calcio da fracgao dssea,
através da degradacdo de hidroxiapatite e da mobilizagdo da porcdo soluvel, como
consequéncia da actividade dos osteoclastos na reabsor¢céo dos fragmentos e dos topos da

fractura para aumentar a sua distadncia, potenciada directamente por mediadores
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inflamatérios, tais como a IL-1 e o TNF-a, que advém da inflamacao aguda, completamente
estabelecida nas primeiras 24 horas e responsavel pelo inicio do processo indirecto de

reparacgao (Ackermann, 2007).

Na comparacgao entre o grupo fractura cominutiva e o grupo fractura simples verifica-se que
os valores da concentracdo de calcio ionizado nao apresentam diferenca estatisticamente
significativa (p=0,516) o que indica que o tipo de fractura ndo tem influéncia nos niveis de
calcio ionizado. Ao relacionar este resultado com as caracteristicas amostrais dos grupos,
verifica-se que existe uma sobreposi¢cao de valores da concentragdo de calcio ionizado entre
ambos os grupos indicando que a elevacao dos niveis séricos de calcio em canideos com
fractura é directamente influenciada pela area dos topos expostos da fractura e
possivelmente, pela magnitude da resposta inflamatéria que promove a actividade
osteoclastica. Apesar da diferenca da varidvel em estudo entre estes grupos n&o ser
estatisticamente significativa, o grupo fractura cominutiva mostra uma tendéncia para
apresentar valores da concentragéo de calcio ionizado superior ao grupo fractura simples, o
que é expectavel devido a possibilidade de apresentar maior area de fractura conferida

pelos mais de 2 topos dsseos presentes.
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6 Conclusao

Com o estudo conclui-se que os individuos que apresentam fracturas resultantes de
situagdes traumaticas e sem outra patologia de base possuem valores de concentracao de
célcio ionizado significativamente mais elevados do que o normal. De acordo com os
resultados obtidos, o tipo de fractura (cominutiva ou simples) n&o contribui de forma
relevante para a existéncia de diferengas na concentracdo de calcio ionizado entre
individuos; porém, € necessario ter em consideragdo o reduzido numero de casos da
amostra e a possibilidade de ambos os tipos de fractura apresentarem uma grande
variedade de area da zona fracturada. Com base na comparacao dos resultados obtidos nos
grupos fractura cominutiva e fractura simples, conclui-se que a concentragdo de calcio
ionizado é directamente dependente da area apresentada pelos topos 6sseos da fractura,
existindo uma tendéncia para os individuos que apresentam fracturas cominutivas

possuirem niveis de calcio ionizado superiores aos que apresentam fracturas simples.

Estes resultados revelam que os individuos que apresentam na sua condicdo clinica
fracturas 6sseas, independente do tipo de fractura, devem ser sempre considerados como
apresentando uma situagcdo de hipercalcemia, a qual sera o resultado da actividade
osteoclastica sobre os fragmentos e topos ésseos, e que esta condicao sera tanto mais
relevante quanto maior for a area desses fragmentos e topos. O recurso a exames
complementares de diagnostico, nomeadamente imagioldgicos, permite caracterizar o tipo
de fractura determinando aproximadamente a sua extensao. Os sinais clinicos associados a
hipercalcemia podem nao estar presentes pelo facto da concentragao de calcio ionizado nao
atingir um nivel suficientemente alto para a sua manifestagao clinica, pelo que a abordagem
maioritariamente cirdrgica, requer uma especial atencdo de modo a se evitar a potenciagao
dos riscos associados ao excesso de calcio presente nos sistemas orgéanicos, em particular
no cardiovascular. De acordo com isto, devera ser evitada a utilizacdo de farmacos do tipo
inibidores da fosfodiesterase como a amrinona e a milrinona; e de agonistas (-adrenérgicos
como a adrenalina, a dopamina e a dobutamina, ja que estes aumentam a entrada de célcio
extracelular na célula cardiaca durante o potencial de accao, encurtando-o e acelerando a
repolarizagdo, promovendo assim o aumento da frequéncia e da forga de contracgdo
cardiaca, diminuindo a pressao arterial sistémica, e provocando taquicardia e fibrilhagéo ja
que diminui o relaxamento cardiaco predispondo assim o doente para arritmias ventriculares

e morte subita.
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Farmacos com propriedades hipercalcemiantes estdo também contra-indicados; como € o
caso dos: 1) diuréticos tiazidicos (pois, ao actuarem principalmente no tubulo contornado
distal promovem hipernaturia e secundariamente, deple¢do de volume que promove a
reabsor¢cdo de sodio e de célcio ao nivel do tubulo contornado proximal); 2) da vitamina A
(pois promove a actividade de reabsorgédo dos osteoclastos); 3) da vitamina D (por promover

a absorcéo intestinal de calcio e diminuir a sua excrecao renal).

Em algumas situagdes de hipercalcemia é possivel concomitantemente a ocorréncia de
hipomagnesiémia, a qual surge como consequéncia dos niveis alterados de calcio, e
consequentemente, o aparecimento de uma hipocalémia secundaria ao aumento da perda
renal de potassio promovida pelos baixos niveis de magnésio. esta situagdo pode ser
potenciada pela administragdo de fluidos durante 0 maneio da hipovolémia em que deve ser

evitada a utilizacdo de solugdes que contenham calcio, como é o caso do lactato de Ringer.

A abordagem cirurgica destes pacientes permite na maioria dos casos, a estabilizacéo e a
aproximacao dos topos e fragmentos ésseos, promovendo a reparacdo directa através da
ocorréncia de areas de contacto e de forgas compressivas, assegurando assim uma
diminuicdo na resposta inflamatéria com uma consequente diminuicdo da actividade
osteoclastica. Uma vez que o processo inflamatério &€ potenciador da reabsorcdo, a
utilizacao de farmacos do tipo anti-inflamatoérios esta também indicada na redugao da acgéo
dos factores que o promovem. A promogao da eliminagdo do excesso de calcio pelo tracto
urinario através do aumento da diurese pode ser efectuada pela administracido de fluidos, de
preferéncia NaCl 0,9% por n&o possuir calcio, e pela administracido de um diurético de ansa,
a furosemida, tendo sempre em consideracédo a accao destes na diminuicdo dos niveis de

outros componentes sanguineos.

Concluindo, a ocorréncia nestes pacientes de uma ligeira a moderada hipercalcemia, em
funcao da area 6ssea afectada, deve ser sempre considerada mesmo na auséncia de sinais
clinicos, de modo a se conseguir evitar a potenciagao dos factores de risco inerentes ao

excesso de calcio ionizado sérico.
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Anexo

Relatério da casuistica acompanhada durante o estagio curricular

1. INTRODUGAO

No seguimento da conclusdo do estagio final do curso de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria é elaborado o presente relatério com a finalidade de apresentar os resultados

das actividades desenvolvidas.

As actividades de estagio, sob a orientacdo do Professor Miguel Carreira, tiveram lugar no
Centro de Medicina Veterinaria Anjos de Assis (CMVAA), com a duragédo de dois meses, e
no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV-UL), com a duragédo de

quatro meses, perfazendo um total de seis meses.

O estagio teve como finalidade consolidar e ampliar conhecimentos na area de medicina e
cirurgia de animais de companhia e exéticos, contactar com a realidade profissional diaria e

fazer a introdugao pratica do papel socio-econémico do médico veterinario na sociedade.

A apresentagdo dos resultados esta dividida em trés grandes areas: Patologia Médica,
Patologia Cirurgica e Medicina Preventiva. A Medicina Laboratorial e Imagem, areas
complementares as anteriormente referidas e que permitem fundamentar e solidificar
diagnosticos através de meios complementares, ndo serdo alvo de andlise neste trabalho

apesar de terem sido observadas.

Os valores apresentados sao o resultado do tratamento estatistico dos dados recolhidos

durante a duragao do estagio nas areas acima referidas.
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2. DESCRIGAO DAS ACTIVIDADES

O Quadro 1 e afigura 1 apresentam, respectivamente, as frequéncias relativas das trés
areas observadas e as frequéncias relativas das espécies observadas na totalidade do

periodo de estagio.

Quadro 1 - Distribuicdo de Areas Observadas

Area Freq. Relativa (%)
Patologia Médica 64,50
Patologia Cirargica 8,76
Medicina Preventiva 26,74

Total 100,00

Fig. 1 - Distribuigio da Espécie nas Totalidade das Areas

Exoticos
3%

Da analise dos dados conclui-se que a area com mais expressividade na actividade clinica é

a patologia médica sendo os canideos a espécie mais observada.

2.1. Patologia Médica

A apresentagcido dos dados de Patologia Médica é elaborada de acordo com a frequéncia
relativa de observagdes de casos nas areas de actuagéo clinica representada na figura 2 e
de acordo com a frequéncia de observacoes de cada espécie, em funcdo da area, descrita
no quadro 2.
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Fig. 2 - Distribuigdo das Observagdes por Area Médica
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Quadro 2 - Distribuigdo da Espécie em Fungado da Area Médica
Frequéncia Relativa (%)

Area Médica

Canideos Felideos Exo6ticos

Cardiologia 92,73 7,27 0,00
Dermatologia 77,65 15,08 7,26
Endocrinologia 78,13 21,87 0,00
Gastroenterologia 75,88 20,61 3,51
Hematologia 33,33 66,67 0,00
Infecciosas 54,93 45,07 0,00
Nefrologia 32,14 67,86 0,00
Neurologia 79,73 18,92 1,35
Obstetricia 81,08 18,92 0,00
Oftalmologia 69,62 26,58 3,8
Oncologia 60,47 38,37 1,16
Orto-traumatica 77,12 17,80 5,08
Pneumologia 47,54 50,82 1,64
Toxicologia 71,43 28,57 0,00
Total 69,99 27,23 2,94
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Verifica-se que a gastroenterologia € a valéncia com maior expressividade na area de
patologia médica sendo os canideos a espécie com maior representatividade tanto nesta

valéncia como no total da area de patologia médica.

2.2. Patologia Cirurgica

O Quadro 3 e a figura 3 apresentam as frequéncias relativas das areas observadas em

patologia cirirgica e da representatividade de cada espécie em fungcdo da area,

repectivamente.
Quadro 3 - Observagdes por Area Cirlirgica
Area Cirargica Freq. Relativa (%)
Gastroenterologia 3,61
Nefrologia 2,41
Neurologia 0,60
Odontologia 13,25
Oftalmologia 2,41
Oncoldgica 22,29
Ortopedia 18,67
Plastica 3,01
Reproducéo 31,93
Traumatologia 1,81
Total 100,00
Fig. 3 - Distribuigio da Espécie em Fungao da Area Cirdrgica
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Da analise dos dados apresentados conclui-se que a valéncia de reprodugdo é a mais
expressiva em patologia cirdrgica sendo os felideos a espécie mais representada nessa
area. Na totalidade dos casos de patologia cirurgica os canideos s&o a espécie com maior

representatividade.

2.3. Medicina Preventiva

Através dos Quadros 4, 5 e 6 descreve-se a distribuicdo de accdes de medicina preventiva,
em que a vacinacao é a mais praticada, e a representatividade da espécie em cada accéo,

em que os canideos sao sempre 0s mais representativos.

Quadro 4 - Distribuicdo da Espécie em Fungéo da Area de Medicina Preventiva

Accéao Espécie Freq. Relativa (%) Total (%)
Canideos 78,55
Vacinacgao Felideos 20,79 59,76
Exéticos 0,66
Canideos 76,77
Desparasitacao Felideos 19,19 39,06
Exéticos 4,04
o Canideos 100,00
Identificacdo ]
) Felideos 0,00 1,18
Electronica
Exéticos 0,00

Quadro 5 - Distribuigdo do Tipo de Vacina em Fun¢ao da Espécie

Espécie Tipo de Vacina Freq. Relativa (%)
Polivalente 54,62
Canideos Raiva 37,39
Canileish 7,98
Polivalente 49,21
Felideos Leucemia 7,94
Poli + Leuc. 42,86
Exoticos Polivalente 100
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Quadro 6 - Distribuigdo da Espécie em Fungdo do Tipo de Desparasitagdo
Desparasitagao

Espécie Freq. Relativa (%) Total
Canideos 74,05
Interna Felideos 21,37 66,16
Exdticos 4,58
Canideos 82,09
Externa Felideos 14,93 33,84
Exoticos 2,99
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