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Influence of the protein component upon fracture healing: an experimental study in rats
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RESUMO

Os autores estudaram a influência da nutrição protéica na
consolidação de fraturas em 40 ratos Lewis divididos em 4 gru-
pos de 10. Durante 6 semanas os grupos 1, 2 e 3 receberam
respectivamente dietas com 0, 19% e 36% de proteínas. O gru-
po 4 recebeu dieta sem proteínas durante as 2 primeiras sema-
nas e com 36% de proteínas nas 4 semanas seguintes. Foram
realizadas fraturas nas tíbias esquerdas ao final de 2 semanas
e após 4 semanas das fraturas os animais foram sacrificados
para estudo dos calos ósseos. Para a avaliação dos resultados
foram utilizadas medidas clínicas, bioquímicas, radiográficas,
densitométricas, e histomorfométricas. Concluiu-se que a dieta
hiperprotéica alterou a consolidação óssea produzindo um calo
maior e mais resistente, mas não alterou a qualidade em con-
centração de cálcio e em porcentagem a quantidade de tecido
ósseo.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Ratos; Desnutrição Proteica; Proteínas na dieta/
metabolismo; Proteínas na dieta/Uso terapêutico; Consolidação
da fratura; Calo ósseo/Metabolismo

INTRODUÇÃO

A consolidação óssea consiste de uma série complexa de
eventos celulares que demanda alta taxa de síntese protéica.
Vários estudos ressaltam a importância do estado nutricional
eutrófico e da dieta com níveis adequados de proteínas para a
prevenção e também para a consolidação de fraturas.

Todavia, existem poucos relatos na literatura quanto ao uso
de dietas hiperprotéicas e seus efeitos na consolidação óssea.

Este trabalho tem como objetivo verificar se a alimentação
com alta concentração de proteínas contribui para o processo
de consolidação comparando os resultados com dietas apro-
téica e normoprotéica sob as mesmas condições experimen-
tais.
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SUMMARY

The authors investigated the influence of a protein diet on
fracture healing in 40 Lewis rats divided into four groups of ten.
During 6 weeks, Groups 1, 2 and 3 were fed diets containing,
respectively, 0.19% and 36% protein. Group 4 was fed a protein-
less diet during the first two weeks and a 36%-protein diet during
the next 4 weeks.  At two weeks, fractures were performed in the
left tibias; all animals were killed 4 weeks later so that the bone
calluses could be investigated. Clinical, biochemical, radiogra-
phic, densitometry and histomorphometry measurements were
performed to evaluate the findings. The conclusion was that the
hyperprotein diet altered bone healing by producing a larger, more
resistant callus, although it did not change quality as regards
calcium levels and the percentage amount of bone tissue.
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INTRODUCTION

Bone healing consists of a complex series of cell events de-
manding a high protein synthesis rate.  Several studies empha-
size the importance of the eutrophic nutritional status and of a
diet with appropriate protein levels to prevent and heal fractures.

However, few reports are found in literature as regards the
use of hyperprotein diets and their effects upon bone healing.

The objective of this study is to verify whether a high-protein
diet will contribute to the healing process by comparing the re-
sults with proteinless and normoprotein diets under the same
experimental conditions.
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MATERIAL E MÉTODO

Para este estudo foram segui-
dos todos os conceitos e pa-
drões estabelecidos de ética e
moral em respeito aos animais de
experimentação(3). Foram utiliza-
dos quarenta ratos Lewis (norve-
gicus, albinus, rodentia, mamma-
lia) do sexo masculino, adultos e
hígidos divididos em quatro gru-
pos de dez durante seis sema-
nas de experimento. O grupo 1
recebeu dieta aprotéica(9) , o gru-
po 2 recebeu dieta  normal de la-
boratório com 19% de proteínas
Nuvilab®CRU (Nuvital Nutrientes),
o grupo 3 recebeu dieta hiperpro-
téica com 36% de proteínas Maxi
Junior® (Royal Canin) e o grupo 4
recebeu dieta aprotéica por duas
semanas e dieta hiperprotéica
nas quatro últimas semanas. Em
todos os grupos foram ofereci-
dos alimento e água à vontade.
A constituição protéica de cada
dieta está relatada na Tabela 1.

Com duas semanas de expe-
rimento foram produzidas fratu-
ras no terço médio das patas tra-
seiras esquerdas de forma ma-
nual, semelhantes quanto ao tra-
ço e sem exposição ao meio ex-
terno, por um único pesquisador,
sob anestesia intraperitoneal de
solução composta por cetamina
na dose de 40mg/kg e de xilazi-
na, na dose de 5mg/kg(11). Não
foi utilizado nenhum tipo de imo-
bilização. Ao final de seis sema-
nas todos os animais foram sa-
crificados com dose letal de
200mg/Kg de pentobarbital sódi-
co(6).

As seguintes variáveis foram
avaliadas ao início, com duas
semanas e com seis semanas de
experimento: evolução ponderal
com balança eletrônica Helmac
HM 5000®, dosagem sérica das
proteínas totais pelo método do
biureto, dosagem sérica da albumina pelo método do verde de
bromo-cresol e dosagem sérica de osteocalcina pelo processo
de radioimunoensaio com o Kit Elsa-osteo da marca Cis Bio In-
ternational.

Ao final do experimento o calo ósseo foi avaliado pelos mé-
todos descritos a seguir. Avaliação clínica conforme uma esca-
la de zero a dois(8); foi atribuído grau zero à fratura consolidada,
sem mobilidade ao teste manual, grau dois quando ocorreu
mobilidade franca e grau um ao padrão intermediário de movi-
mentação. Avaliação do calo ósseo pela área radiográfica, com

Tabela 1: Componentes protéicos das diferentes dietas
Table 1: Protein component of different diets

Figura 1: Delineamento experimental
Figure 1: Experimental outline

Figura 2: Radiografia – Exemplo do grupo 2.
Figure 2: Radiograph – Example from Group 2

MATERIAL AND METHOD

In this study, all established
ethical and moral concepts and
standards regarding experimen-
tal animals were observed(3).  A
total of forty healthy adult male
Lewis rats (Norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia) divided
into four groups of ten were stu-
died during a six-week trial.
Group 1 was fed a proteinless
diet(9); Group 2 was fed a normal
laboratory 19%-protein diet
Nuvilab®CRU (Nuvital Nutrien-
tes); Group 3 was fed a 36%-
hyperprotein diet Maxi Junior®

(Royal Canin) and Group 4 was
fed a proteinless diet for two we-
eks and a hyperprotein diet for
the last four weeks.  Food and
water were available to all groups
at all times.  Table 1 shows the
protein composition of each diet.

At Week 2 of the trial, fractu-
res were manually produced in
the medium third of the left hind
legs; the traces of all fractures
were similar, with no exposure to
the outer environment; all fractu-
res were performed the same
investigator, under intraperitone-
al anesthesia using a solution of
40 mg/kg ketamine and 5 mg/kg
xylasine(11).  No immobilization of
any kind was employed.  After six
weeks all animals were killed
using a lethal dose of 200 mg/
kg sodium pentobarbital(6).

The fol lowing var iables
were assessed at the beginning
and on Week 2 and Week 6 of
the trial: weighted evolution,
using a Helmac HM 5000®

electronic balance; total serum
protein evaluation by the biuret
reaction; serum albumin evalu-
ation using Brom Cresol Green
indicator; and serum osteocal-
cin evaluation by radioimmuno-
essay, using an Elsa-Osteo Kit/

Cis Bio International.

By the end of the trial, the bone callus was assessed by the
methods described below.  A clinical evaluation was performed
using a 0 – 2 scale(8); where a score of zero corresponded to a
healed fracture with no mobility to manual testing; 2 corresponds
to obvious mobility, and 1 to the intermediate pattern of move-
ment.  The bone callus was assessed by its radiographic area,
with images in the profile position obtained with a GCE/Siemens
mamograph at 30mA, 25kV and 0.5 s exposure (Figure 2); the
planimetric value was determined by calculating the area (in mm²)
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imagens na posição de perfil com mamógrafo
GCE/Siemens, com técnica de 30mA, 25kV e 0,5s
de exposição (Figura 2), nas quais a medida pla-
nimétrica foi determinada através de cálculo da
área vista nos raios-x em mm² através de digita-
lização da imagem através de captura por scan-
ner sob foco de luz. Avaliação densitométrica no
qual foi determinada a medida da densidade mi-
neral óssea dos calos ósseos em densitômetro
Lunar DPX-A com software para pequenos ani-
mais (Figura 3). Avaliação histomorfométrica pela
diferenciação dos tecidos ósseo, fibroso e carti-
lagíneo do calo ósseo em sistema analisador de
imagem Kontron Eletronic 300
em lâminas coradas pelo méto-
do de tricloro de Masson (Figu-
ra 4). Os testes estatísticos utili-
zados foram análise de variân-
cia e teste T de Student com ní-
vel de significância de 0,05. O
delineamento experimental está
resumido na Figura 1.

RESULTADOS

Os resultados estão descri-
tos na Tabela 2 e na Tabela 3 de
acordo com a sua média e os
dados estatisticamente signifi-
cantes estão acompanhados
com asterisco.

DISCUSSÃO

Levamos em conta a neces-
sidade de obtermos fraturas as
mais semelhantes possíveis,
para que ao realizar o estudo ex-
perimental elas sejam passíveis
de comparação(7), deste modo
todas as fraturas foram realiza-
das por único pesquisador.

Aceitamos que a não imobi-
lização das fraturas experimen-
tais nas tíbias dos ratos não in-
terfere na obtenção da consoli-
dação, como já foi verificado por
outros autores(1). Não utilizamos
a fixação metálica para permitir
uma melhor visualização do de-
senvolvimento natural do calo
ósseo sem preocupações com
as alterações oriundas da pre-
sença do material de síntese(2,7).

Com relação aos resultados,
ao final do estudo verificamos
uma diminuição acentuada do
peso com a dieta aprotéica e um
aumento do peso com a dieta

Tabela 3: Média dos resultados obtidos nos diferentes grupos com
relação ao teste manual, planimetria, densitometria e histomorfometria.

Table 3: Average values of results obtained in different groups as
regards manual testing, planimetry, densitometry and histomorphometry

Figura 4: Histomorfometria – diferenciação do calo ósseo por tipo
de tecido. Exemplo do grupo 3.

Figure 4: Histomorphometry – bone callus differentiation by tissue
type. Example from Group 3

Tabela 2: Média dos resultados obtidos nos diferentes grupos com
relação ao peso, proteínas, albumina e osteocalcina

Table 2: Average values of results obtained in different groups as
regards weight, proteins, albumin and osteocalcin

Figura 3: Densitometria óssea – densidade óssea em ordem
crescente a partir do branco. Exemplo do grupo 4.

Figure 3: Bone densitometry – bone densitometry in ascending order
from blank.  Example from Group 4

seen in the X-rays and obtained by scanning the
images under a light focus.  A Lunar DPX-A densi-
tometer with software for small animals was used
to measure the bone mineral density of bone callu-
ses (Figure 3).  A histomorphometric evaluation
was performed that differentiated bone, fibrous
and cartilaginous tissue from the bone callus using
a Kontron Eletronic 300 image analyzer system
and the Masson trichrome staining method (Figu-
re 4).  Statistical tests consisted of a variance
analysis and Student’s t-test with a 0.05 signifi-
cance level.  Figure 1 is an outline of the trial.

RESULTS

Tables 2 and 3 present the
average values of the results;
statistically significant data are
indicated by an asterisk.

DISCUSSION

Given the need to obtain
fractures as similar as possible
so that they may be compared
during the trial(7), all fractures
were performed by one inves-
tigator only.

We agreed that the lack of
immobilization of experimental
fractures in the rats’ tibias does
not influence the healing, as al-
ready noticed by other au-
thors(1).  We did not use metal
fixators to allow a better view
of the natural development of
the bone callus without wor-
rying about changes caused
by the presence of the synthe-
sis material(2,7).

By the end of the study we
noticed a marked decrease in
the weights of the rats fed a
proteinless diet, and a weight
increase in those that had been
fed the normal diet until base-
line. However, similarly to
Groups 3 and 4 that were fed a
hyperprotein diet, a significant
increase in the body mass was
found well above the baseline
weight. These findings were
compatible with the purpose of
the trial and showed that the
effect expected from the hyper-
protein diet when rats were fed
a more nutritious feeding really
existed.
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normal até os níveis iniciais. Porém foi com a dieta hiperprotéica
que constatamos nos grupos 3 e 4 um aumento significante de
massa corporal bem acima do peso inicial. Estes achados são
compatíveis com o propósito do experimento e mostram que
há o efeito esperado da dieta hiperprotéica com melhor nutri-
ção dos ratos.

Em adição, verificamos que houve uma queda nos níveis de
proteínas totais e albumina na dieta aprotéica e um ganho nas
dietas hiperprotéicas, mesmo no grupo inicialmente desnutri-
do. Estes dados fornecem evidências que a maior porcenta-
gem de proteínas oferecida na alimentação melhorou o estado
de nutrição dos ratos.

Para a avaliação do metabolismo ósseo mensuramos a os-
teocalcina, um marcador de formação óssea específico(4). Ob-
servamos que ao final das seis semanas de experimento houve
um aumento significante dos níveis séricos de osteocalcina para
os grupos com dieta protéica e hiperprotéica, correspondendo
ao maior metabolismo ósseo encontrado nestes grupos. Com
relação ao grupo aprotéico não se obteve alteração significan-
te.

Na análise clínica verificamos que os alimentados com die-
ta hiperprotéica, grupos 3 e 4, não apresentaram mobilidade no
foco de fratura (grau 0) em nove e dez casos respectivamente.
Nas amostras dos grupos com dieta normal do grupo 2 obtive-
mos consolidação franca em seis casos e no grupo 1 de dieta
aprotéica não houve consolidação firme, sendo que ocorreu um
caso de não consolidação (grau 2) e nove casos de consolida-
ção intermediária. Deste modo, a dieta mais rica em proteínas
provocou maior número de tíbias totalmente consolidadas.

Foi nítida na avaliação radiográfica, a diferença entre os re-
sultados médios do calo ósseo, que se apresentaram com uma
maior área nas amostras dos grupos dieta hiperprotéica, com
diferença significativa quando comparada às amostras dos gru-
pos dieta normal. Isto sugere que há um ganho na quantidade
de calo ósseo com a maior oferta nutricional. Nos grupos 1, 2 e
4 não houve diferença significativa com relação à medida plani-
métrica quando comparados com o grupo de dieta normal.

Os resultados confirmam que há benefício na consolidação
das fraturas experimentais com a dieta hiperprotéica se levar-
mos em conta a avaliação manual das fraturas e a quantidade
de calo ósseo formado, isto é, mensurações quantitativas. Ao
analisamos qualitativamente os calos ósseos na densitometria
não observamos diferença estatisticamente significante entre os
grupos. Este achado sugere que a maior resistência óssea ob-
servada nos animais se tornou possível mais pela maior quanti-
dade das estruturas orgânicas e não pelo aumento da concen-
tração de minerais. Estes dados também foram comprovados
pela avaliação histomorfométrica do calo ósseo com quantida-
des semelhantes nos quatro grupos em porcentagem de fibro-
se, cartilagem e osso.

Estamos convencidos que para a fase de formação cartila-
gínea do calo ósseo na consolidação endocondral faz-se ne-
cessário uma maior quantidade de proteínas para a melhor res-
posta possível. Deste modo uma dieta rica em proteínas nas
primeiras fases da consolidação das fraturas tem efeito benéfi-
co. Supomos por analogia que para a última fase da consolida-
ção óssea uma maior quantidade de cálcio e vitamina D resul-
taria numa melhor ossificação do calo cartilagíneo e abrimos
este campo para a pesquisa.

In addition, we found a decrease in total protein and albumin
levels with the proteinless diet and a gain with hyperprotein diets,
even in the group that presented malnutrition at baseline.  These
data provide evidence that the higher percentage of protein gi-
ven in the diet improved the rats’ nutritional condition.

In order to evaluate the bone metabolism, we measured os-
teocalcin, a specific marker of bone formation(4).  At Week 6 of
the study we could observe a significant increase in the serum
osteocalcin levels in the groups receiving normoprotein and hyper-
protein diets, corresponding to the highest bone metabolism
found in these groups.  The proteinless group showed no signi-
ficant changes.

The clinical analysis showed that rats subjected to the hyper-
protein diet (Groups 3 and 4) did not present mobility at the frac-
ture focus (score of zero) in nine and ten cases, respectively.  In
samples taken from groups on the normal diet (Group 2), bone
healing was evident in six cases, while in Group 1 (on a protein-
less diet) no firm healing occurred, and in one case the bone did
not heal at all (score of 2); nine cases of intermediate bone hea-
ling were found.  Therefore, the diet with the highest protein con-
tents caused a larger number of totally healed tibias.

The radiographic evaluation clearly showed the difference
between the average results of bone calluses, with a larger area
in the samples drawn from the groups on hyperprotein diet and a
significant difference as compared with samples drawn from the
groups on the normoprotein diet.  This suggests that a gain exists
in the amount of bone calluses with a higher nutritional offer.
Groups 1, 2 and 4 showed no significant differences in the plani-
metric measurement as compared to the group on the normo-
protein diet.

Our results confirm that the healing of experimental fractures
benefits from a hyperprotein diet, if we take into account that the
assessment of the fractures was performed manually, and that
the amount of bone calluses formed was quantitatively measu-
red.  A qualitative densitometry analysis of the bone calluses sho-
wed no statistically significant differences among groups.  This
finding suggests that the higher bone strength observed in the
animals was made possible due to the larger amount of organic
structures, rather than the increase in mineral concentration.
These data were also confirmed by histomorphometry assess-
ment of the bone calluses with similar amounts in the four groups,
as percentages of fibrosis, cartilages and bone.

We are convinced that, for the phase of cartilaginous formati-
on of the bone callus in endochondrial healing, a larger amount
of protein is required in order to obtain the best possible respon-
se.  In this way, a protein-rich diet has a beneficial effect during
the first phases of fracture healing.  Similarly, we suppose that
during the last phase of bone healing a higher amount of cal-
cium and vitamin D would result in better ossification of the carti-
laginous callus, and wish to suggest that this field be investiga-
ted.

However, we emphasize that a hyperprotein diet should not
be administered for long time periods, since proteins in excessi-
ve amounts can lead to an increased calcium excretion and, in
some cases, even to renal failure, which might cause a higher
incidence of fractures in individuals usually on hyperprotein di-
ets(5,10).

Since in this study we observed that a hyperprotein diet helps
heal bone fractures in rats, we suggest that human clinical studi-
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Porém, ressaltamos que a dieta hiperprotéica não deve ser
administrada por longo período de tempo porque uma quanti-
dade excessiva de proteínas pode levar à excreção aumentada
de cálcio e em alguns casos até à insuficiência renal. Isto pode
acarretar em uma maior incidência de fraturas nos indivíduos
que tomam como hábito uma dieta hiperprotéica(5,10).

Observamos neste trabalho que uma dieta hiperprotéica
auxilia a consolidação óssea em ratos e sugerimos estudos clí-
nicos em humanos para a utilização da dieta hiperprotéica na
prática diária do ortopedista.

CONCLUSÃO

A dieta hiperprotéica favorece a consolidação de fraturas
experimentais em ratos pela melhora da quantidade orgânica
do calo ósseo.
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es should be performed, so that a hyperprotein diet may be used
in the daily practice of orthopedists.

CONCLUSION

A hyperprotein diet favors induced fracture healing in rats by
improving the organic amount of bone calluses.




