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Resumo

Teve-se como objetivo, no presente trabalho, realizar a
classificacdo morfolégica macroscépica e microestrutural
das fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous. Foram
utilizados 18 cadaveres da espécie, necropsiados e
submetidos a avalia¢do radiografica e microscépica quando
detectadas fraturas em ossos longos. Dentre os 18 animais,
oito (44%) possuiam fraturas igualmente distribuidas
(33,33%) em fémur, iumero ou tibia. Mais frequentemente
(61,54%) as fraturas eram simples e acometiam a diafise, e
em menores propor¢des (23,08%) atingiam a linha fisaria.
Nas fraturas em diafise e metafise, predominava o tecido

%eéibfgvoerevo e 2001 Osseo cortical, com osteons longitudinais que continham
Aceito ‘ fibras colagenas longitudinais e intermediarias, e lamelas
23 de abril de 2021, com aspecto de delaminacdo. Por outro lado, nas fraturas
Publicado fisarias, o tecido 6sseo trabecular foi mais frequentemente
5 de julho de 2021 observado, constituido por trabéculas com fibras colagenas
www.revistas.ufg.br/vet desorganizadas e auséncia de 6steons. Em ambos os casos,
Como citar - disponivel no notou-se baixa atividade de ostedcitos e baixa cobertura de
site. na pagina do artigo. osteoblastosnasuperficie 6ssea.Conclui-se que, nascondicdes

observadas, a frequéncia de fraturas em ossos longos de C.
thous foi de 44%, sendo as fémeas mais predispostas, além
de os achados embasarem a hipotese da ocorréncia de tais
lesdes estarem relacionadas a atropelamentos. O presente
estudo contribui significativamente para alertar clinicos e
cirurgides em relacao aos tipos de fraturas as quais C. thous
esta mais predisposto, seus locais de maior ocorréncia e
sua microestrutura. Dessa forma, surge a necessidade de
implementacdo de acbes conjuntas que visem reduzir o
numero de casos de atropelamento de animais silvestres.
Palavras-chave: Atropelamentos. Biologia 6ssea. Ortopedia.
Traumatologia.

Abstract

The aim of the present study was to perform the macroscopic
and microstructural morphological classification of long
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bone fractures of Cerdocyon thous. Eighteen cadavers of the species
were necropsied, and subjected to radiographic and microscopical
evaluation when long bone fractures were detected. Among the 18
cadavers, eight (44%) had fractures equally distributed (33.33%) in
the femur, humerus, or tibia. More frequently (61.54%), the fractures
were simple and affected the diaphysis, and in smaller proportions
(23.08%) reached the physeal line. In diaphyseal and metaphyseal
fractures, microscopical evaluation revealed cortical bone tissue, with
longitudinal osteons that contained longitudinal and intermediate
collagen fibres and lamellae with a delamination aspect. On the
other hand, in epiphyseal fractures, trabecular bone tissue was more
frequently observed, consisting of trabeculae with disorganised
collagen fibres and absence of osteons. In both cases low activity,
osteocytes, and low coverage of osteoblasts on the bone surface were
noted. It was concluded that the frequency of fractures in the long
bones of C. thous was 44%, with females being more predisposed.
The findings support the hypothesis that fractures in such animals
are caused by being run over by automobiles. The present study
contributes significantly in alerting clinicians and surgeons to the
types of fractures that C. thous is more predisposed to, its places of
greatest occurrence, and its microstructure. Thus, there is a need for
joint actions aimed at reducing the number of cases of wild animals
being run over by automobiles.

Keywords: Bone biology. Orthopaedics. Run-over accidents. Trauma.

Introducao

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) é uma das seis espécies de canideos nativos da
Ameérica do Sul, sendo caracterizada como de porte médio, com habitos oportunistas
e alimentacao generalista, que varia desde frutas, ovos e pequenos invertebrados,
até pequenos mamiferos”. Suas areas de ocorréncia incluem florestas tropicais e
subtropicais, descampados, e ambientes antrépicos. A maior parte das populacbes
habita as regifes entre Coldmbia e Venezuela, Paraguai, Argentina e Brasil®.

Mesmo com a ampla gama de ambientes nos quais a espécie pode ser encontrada, a
mesma sofre com constantes ameacas a sua preservacao. Considerando o impacto
relacionado ao traumatismo, os atropelamentos representam uma das principais
causas de mortalidade para C. thous. A taxa de &bitos notificados para tal espécie,
causados por atropelamentos, pode chegar a 79,5% do total de animais mortos®.
No Estado do Espirito Santo, Martinelli e Volpi® relataram a mortalidade de 14,54%
de C. thous, em relacdo as demais espécies, vitimas de traumas decorrentes dos
acidentes automobilisticos, enquanto Ferreira et al.®) descreveram que 25,58% dos
atropelamentos envolvem a espécie.

Apesar de ser uma das seis espécies de canideos nativas da América do Sul, estudos
relacionados a frequéncia de fraturas em ossos longos em C. thous ainda ndo foram
realizados. Da mesma forma, pesquisas conduzidas com objetivo de avaliar a morfologia
da superficie das fraturas &ésseas, bem como elucidar o mecanismo de ruptura
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tecidual também ndo foram realizadas. O estudo das caracteristicas macroscoépicas
e microestruturais das fraturas 6sseas permite desvendar o processo fisiopatoldgico
da ruptura tecidual, de forma a auxiliar a escolha da melhor terapia a ser instituida
em cada caso, especialmente os cirurgicos®. O conhecimento em rela¢do aos tipos de
fraturas e seus sitios de maior ocorréncia pode auxiliar médicos veterinarios, clinicos e
cirurgides, a agirem de forma mais rapida e eficaz no tratamento de canideos vitimas
de atropelamentos. Com a melhoria nas condutas terapéuticas, a reinsercao de animais
selvagens, como C. thous, em seu habitat se torna mais rapida e eficaz.

Assumindo a hipdtese de que fraturas 6sseas em canideos silvestres podem ter sua
ocorréncia relacionada a atropelamentos por veiculos automotivos, objetivou-se com
0 presente estudo realizar a avaliacdo morfoldgica macroscopica e microestrutural
de fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous, a fim de determinar sua frequéncia
de ocorréncia, e elucidar os mecanismos de ruptura tecidual e suas relacbes com
atropelamentos por veiculos automotivos. Espera-se que este estudo possa contribuir
para a melhoria de condutas terapéuticas, em especial dos tratamentos cirurgicos,
levando a uma melhora no progndéstico dos animais acometidos, contribuindo assim
para a preservacao da espécie.

Material e métodos

A presente pesquisa possui aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Espirito Santo, sob o protocolo n® 65/2017.

Paraarealizacdo da pesquisa, foram utilizados 18 cadaveres de Cerdocyon thous, obtidos
por meio de doacdes realizadas pela Reserva Biolégica de Sooretama - ES (n=11),
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
(n=2), e pelo Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo (n=5).

A amostra era composta por 12 machos (cinco jovens e sete adultos) e seis fémeas
(trés jovens e trés adultas), todos com até 12 horas de ocorréncia do ébito. O exame
necroscopico foi realizado no Laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal
do Espirito Santo. Foram desarticulados os membros toracicos e pélvicos, e realizada
a avaliacdo radiografica naqueles em que foram observadas evidéncias macroscépicas
de fraturas em ossos longos. Apds, todos os ossos fraturados (n=12) foram dissecados,
removendo-se a musculatura, tenddes, ligamentos e demais tecidos moles.

ApOs a dissecacdo, efetuou-se a classificagcdo macroscopica das fraturas de acordo com
os padrdes propostos por Salter e Harris ), Muller et al.®), e Unger et al.®), agrupando
as lesbes de acordo com a localizacao anatémica, o numero de fragmentos, gravidade
e direcdo da linha de fratura.

Apos a classificacdo das fraturas, realizou-se a coleta de fragmentos 6sseos para
avaliacdo microscépica em todos os ossos fraturados (n=12). Para tal, utilizou-se serra
fita, obtendo-se trés seccdes de até 1 cm de espessura em cada 0sso, imediatamente
abaixo da linha de fratura, como esquematizado na Figura 1. A fim de comparar as
caracteristicas morfolégicas, fragmentos controle dos ossos contralaterais (Umero,
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fémur e tibia) dos mesmos individuos foram coletados, sendo escolhidas as regides
correspondentes aos locais da ocorréncia das fraturas.

Figura 1. Esquema dos cortes 6sseos transversais obtidos para analise microestrutural das
fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous. A) Fragmentos para microscopia eletrénica de
varredura. B) Fragmentos para microscopia éptica. C) Fragmentos para microscopia de luz
polarizada.

Os fragmentos proximais da linha de fratura (Figura 1, A) foram lavados em solucao
tampdo de fosfato de sdédio (PBS - pH 7,2), e fixados em solu¢do de glutaraldeido 2,5%
para avaliacao por microscopia eletrénica de varredura. O processamento consistiu na
lavagem em agua destilada e desidratacdo em concentrag¢des crescentes de etanol (30%-
100%), seguida de secagem em estufa a 37 °C por 24 h. Como a desidratacao foi eficaz, a
etapa de secagem em ponto critico ndo foi necessaria.

As avaliacbes por meio de microscopia eletrénica de varredura foram realizadas no
Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR), do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Previamente, as amostras
foram metalizadas por evaporacdao em ouro (Denton Vacuum Desk V) e entdo analisadas
ao microscépio eletronico de varredura (JEOL JSM-6610). As amostras foram avaliadas
nas magnificacbes de 50%, 200%, e 1200x, sendo observada a morfologia da superficie
de fratura e o padrao de ruptura tecidual, com intuito de desvendar o mecanismo de
ocorréncia da fratura em cada um dos casos.

Os fragmentos distais da linha de fratura (Figura 1, B e C) foram submetidos a fixacao
em solucdo de formalina 10% por no minimo 48 horas, para posteriores avalia¢des por
microscopia éptica convencional e microscopia de luz polarizada.

A fim de avaliar a morfologia tecidual e atividade celular, utilizou-se a microscopia 6ptica
convencional. Para a confec¢do das laminas histolégicas, os fragmentos 6sseos foram
descalcificados com base no protocolo utilizado por Morse!™, em solu¢cdo de acido
férmico e citrato de sddio. Finalizado o processo, as amostras foram entao submetidas
ao processamento histologico padrao para inclusdo em parafina, cortadas a 3 pm de
espessura e coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E). As avalia¢des foram realizadas
em microscépio oOptico Leica ICC50 HD, no qual os fragmentos foram avaliados nos
aumentos de 10x e 40x.

Na microscopia de luz polarizada, foi investigada a orientacdo das fibras colagenas do
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tipo | pela sua capacidade de birrefringéncia. Para tal, optou-se pela confec¢ao de Iaminas
histolégicas pela técnica de desgaste, na qual os fragmentos 6sseos foram fixados
em laminas de vidro e desgastados manualmente com lixas d'agua, até a espessura
aproximada de 100 pm. Os fragmentos foram entdo lavados em agua corrente, secos e
cobertos por balsamo do Canada e laminula de vidro.

As amostras foram avaliadas em microscépio 6ptico Nikon E200 equipado com
polarizador, no Laboratério de Microscopia do Departamento de Geologia,
Universidade Federal do Espirito Santo. As laminas foram observadas nos aumentos
de 10x e 40x sendo classificadas de acordo com a padronizacdo proposta por Ascenzi
e Bonucci . Os autores classificam os 6steons em trés tipos, sendo: tipo um ou claro,
de fibras transversais; tipo dois ou intermediario, composto por fibras transversais e
longitudinais simultaneamente; e tipo trés, também denominado escuro, formado por
fibras colagenas dispostas de forma longitudinal.

A anadlise estatistica descritiva foi realizada a fim de se estabelecer percentual de animais
gue apresentavam fraturas, bem como a frequéncia de ossos fraturados e a distribuicao
das fraturas ao longo do eixo 0sseo. Para tal, utilizou-se do software BioEstat 5.01"2.

Resultados e discussao

Classificac@o das fraturas por meio das avaliagbes radiogrdfica e macroscépica

A partir dos dados obtidos, observou-se que oito dos 18 exemplares de Cerdocyon thous
avaliados neste estudo apresentavam fraturas em 0ssos longos, representando 44% do
total de individuos. Dentre estes, quatro eram fémeas (duas jovens e duas adultas) e
quatro eram machos (dois jovens e dois adultos). Proporcionalmente, as fémeas foram
duas vezes mais acometidas que os machos (66,67% e 33,33%, respectivamente). Dados
relacionados a frequéncia de fraturas em caes domeésticos indicam que machos sao mais
acometidos que fémeas!'* ', informacdo que contrasta com os resultados do presente
estudo.

Em 38% dos individuos afetados (3/8), mais de um osso longo apresentava-se fraturado,
totalizando 12 ossos com fraturas. Enquanto isso, um dos 0ssos apresentou duas
fraturas distintas. Do total de 12 ossos fraturados, os mais frequentes foram trés
umeros esquerdos (25%) e trés tibias direitas (25%). No entanto, Umero, fémur e tibia
apresentaram a mesma frequéncia, sendo cada um deles responsavel por 33,33% dos
casos de fratura.

Dentre os 18 individuos utilizados na presente pesquisa, 11 eram oriundos da Reserva
Biolégica de Sooretama - ES, e destes, cinco (45,45%) apresentaram 0ssos longos
fraturados. Acredita-se que devido a presenca de fraturas e achados necroscépicos
como lacera¢bes musculares e extensas hemorragias, tais animais foram vitimas de
atropelamento por veiculos automotivos, tendo em vista que a reserva € atravessada por
uma rodovia, aumentando o risco de atropelamento. A relevancia dos atropelamentos
de C. thous nas rodovias do Espirito Santo foi comprovada pelos estudos realizados
por Martinelli e Volpi®, em que C. thous foi a terceira espécie mais acometida por
atropelamentos, representando 14,54% (8/55) do total de animais mortos. As mesmas
inferéncias foram feitas por Ferreira et al.®), que encontraram 258 mamiferos mortos
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por atropelamento em uma rodovia, dos quais 66 foram identificados como C. thous,
representando 25,58% do total.

No intuito de reduzir as taxas de atropelamentos de animais silvestres em areas de
reservas bioldgicas, sao necessarias a¢des conjuntas, como a instalacao de redutores de
velocidade, criacdo de corredores ecoldgicos e a conscientiza¢do da sociedade civil quanto
a preservacao da fauna nativa. Para os animais acometidos, é essencial o atendimento
veterinario de emergéncia, sendo requeridas medidas terapéuticas clinicas e cirdrgicas
especificas em cada caso.

A frequéncia de animais que apresentaram fraturas ésseas, bem como a frequéncia
dos ossos fraturados encontrados neste estudo, diferem daquelas encontradas por
Libardoni et al.’®. Os autores, ao caracterizarem as fraturas apendiculares em cdes
domésticos, observaram que, de 781 casos de cdes com fraturas de origem conhecida,
72,2% apresentaram fraturas secundarias a atropelamentos por veiculos automotivos,
frequéncia consideravelmente superior a encontrada aqui. Dentro desse grupo, os
autores afirmam que as fraturas em pelve foram mais prevalentes (25,2%), seguidas por
fraturas de fémur (19,5%), tibia e fibula (15,2%), radio e ulna (6,4%), Umero (3,2%) e 0ssos
distais ao tarso e carpo (2,7%). Tal discrepancia pode ser atribuida a maior amostragem
utilizada pelos autores, além do fato de que utilizaram em sua pesquisa apenas cdes com
suspeita de afe¢des ortopédicas.

Vidane et al."® apontaram que 91,59% das fraturas em cdes domeésticos se localizavam
em 0ssos do esqueleto apendicular, cuja principal causa foi o atropelamento por veiculos
automotivos. Os autores relatam 35,74% de acometimento do fémur, seguido por tibia e
fibula (21,92%), radio e ulna (12,01%) e Umero (6,91%). Os resultados das pesquisas com
cdes domeésticos apontam as fraturas em fémur como as mais prevalentes, enquanto as
aqui observadas indicam a mesma frequéncia em umero, fémur e tibia.

De acordo com Fighera et al.'”), dos 155 cdes domésticos considerados em pesquisa
relacionada aos aspectos patologicos do trauma originado por atropelamentos, 32%
foram acometidos por fraturas 6sseas. Os autores relatam a frequéncia de 12,9% de
fraturas em pelve, 12,2% em o0ssos longos e 7,1% em costelas. Dentre 0os 0ssos longos
acometidos, relatam-se: fémur (78,9%), tibia (26,3%), Umero (26,3%), radio (21%), fibula
(15,8%) e ulna (10,5%). Tais relatos vao ao encontro dos dados aqui obtidos, evidenciando
que fémur, Umero e tibia sdo os ossos longos mais frequentemente acometidos por
fraturas decorrentes de atropelamentos em canideos. No entanto, os autores relatam
que o fémur apresentou maior prevaléncia de fraturas quando comparado aos demais,
diferindo dos resultados deste estudo. Tal discrepancia pode ser associada a diferencas
no tamanho amostral utilizado pelos autores (n=155) em comparac¢do ao do presente
estudo (n=18).

Alguns autores relatam maior frequéncia de acometimento do fémur, seguido pela
tibia e fibula, quando se consideram apenas os membros pélvicos!* 819, Nos membros
toracicos, existe maior acometimento de radio e ulna, tendo em vista a menor cobertura
muscular regional, conferindo menor protecdo mecanica frente aos impactos causados
pelos atropelamentos®??, No presente estudo, o umero foi o Unico 0sso que apresentou
fratura no membro toracico. Tal fato indica que, apesar da maior cobertura muscular
encontrada no umero em comparacao ao radio e ulna, esta ndo é suficiente na protecao
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contra impactos como aqueles relacionados aos atropelamentos. Contudo, a auséncia
de fraturas em radio e ulna pode ser atribuida ao acaso, sendo necessarios estudos com
maior numero amostral para verificacdo desta hipotese.

Segundo Keosengthong et al."¥, Libardoni et al." e Minar et al.©", fraturas relacionadas
aos atropelamentos por veiculos automotivos sao mais frequentes nos membros
pélvicos que toracicos. Tal fato é corroborado pela presente pesquisa, na qual se concluiu
que 66,67% das fraturas acometiam ossos dos membros pélvicos. No entanto, Siqueira
et al.?? descrevem ocorréncia proporcional de fraturas em membros pélvicos (49%) e
toracicos (51%) em cdes domésticos, cuja principal etiologia foi o atropelamento por
veiculos automotivos.

A avaliacdo radiografica das fraturas (Figura 2) e a analise macroscopica (Tabela
l) demonstraram concordancia, permitindo o estabelecimento da classificagdo
macroscopica confiavel para as fraturas em ossos longos de C. thous neste estudo. Em
ambas as avaliacdes, as fraturas puderam ser classificadas de acordo com os padrdes
propostos por Salter e Harris”, Muller et al.® e Unger et al.®.

Figura 2. Radiografias e fotomacrografias das principais fraturas em fémur, Gmero e tibia de
Cerdocyon thous. A) Fratura transversa em diafise (seta) de fémur direito de um macho adulto.
B) Fratura Salter-Harris tipo Il em Iin|ha fisaria distal (seta) de fémur esquerdo de um macho
jovem. C) Fratura obliqua em metéfise distal (seta) de Umero direito de um macho jovem. D)
Fratura intercondilar complexa segmentada em regido distal (seta) de Gmero direito de uma
fémea adulta. E) Fratura obliqua em diafise (seta) de tibia direita de um macho jovem. F) Fratura
Salter-Harris tipo | em linha fisaria distal (seta) de tibia direita de uma fémea jovem.
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Tabela | - Classificacdo morfoldgica das fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous

0SSO TIPO SUBTIPO LOCALIZACIT\O
- Simples e
A Simples 75% transversa 100% Diafise 100%
FEMUR 0
SH-I e Epifise distal  100%
Metafise distal 50%
Simples obliqua 75% -
, 60% 9
Simoles Diafise 50%
] " S 25% Diafise  100%
UMERO transversa
Cunha 20% Cunha em curva 100% Diafise 100%
0,
Complexa AL sggrrnngrl]?;(ga 100% Terco distal ~ 100%
Simol 750% Simples obliqua 67% Diafise 100%
imples Simples 0 (g 9
TiBIA transversa . Diafise 100
SH-| 25% Epifise distal ~ 100%
TIPO SUBTIPO LOCALIZACI\O
I Simples obliqua  23,08% Diafise 61,54%
Simples  61,54% Simples 0 o . 0
transver<a 38,46% Epifise distal  23,08%
Cunha 7,69%  Cunhaem curva 7,69%  Metafise distal 7,69%
TOTAL omplexa  7,69% LI 7,69%  Tercodistal  7,69%
P ' segmentada ' § '
SH- 7,69% SH- 7,69%
SH-II 7,69% SH-I 7,69%

SH-I: Salter-Harris tipo I. SH-II: Salter-Harris tipo Il.

Com base nas informacdes expostas, nota-se que a maioria das fraturas observadas
era classificada como simples (61,54%). Dentre elas, as transversas foram mais
comumente diagnosticadas em relacao as obliquas. Em menores propor¢des, também
se notou uma fratura cunha em curva e uma fratura intercondilar complexa. Em cdes
domésticos, Keosengthong et al."¥ reportaram maior incidéncia de fraturas transversas
(68%), seguidas pelas cominutivas (12,2%) e obliquas (9,4%), com atropelamento sendo
a principal causa descrita pelos autores.

As fraturas transversas e obliquas podem ser originadas pelas cargas de compressao
ou flexdo. As fraturas obliquas, além da compressao, podem ser geradas a partir
de tor¢do, enquanto as complexas sdao associadas a aplicacdo de cargas com alta
velocidade, ou varias direcBes de aplicagao de for¢a® 2425, Baseado em tal informacao,
pode-se considerar que as fraturas observadas no presente estudo, principalmente as
complexas, foram causadas por atropelamentos.

Em se tratando da localizacdo de ocorréncia das fraturas ao longo do eixo 0sseo,
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61,54% das fraturas foram observadas na diafise. Em menores proporcdes, 15,54%
foram observadas na metafise 6ssea ou em todo o tergo distal 6sseo. Das treze fraturas,
apenas duas foram englobadas na classificacdo de Salter-Harris?”, sendo dos tipos | e Il.
Em ambos os casos, as fraturas ocorreram em animais jovens, que ainda apresentavam
remanescentes de cartilagem fisaria. Acredita-se que a linha fisaria tenha sido o local
da fratura, por nao ter ocorrido a finalizagao do processo de ossifica¢ao, e, portanto, tal
local se tornou mais fragil e com menor habilidade de dissipar as cargas relacionadas
ao impacto direto com veiculos automotivos.

Avalia¢éo microscopica

A partir da avaliacdo da morfologia tecidual e atividade celular por meio de microscopia
Optica convencional, observou-se tecido ésseo preservado e bem organizado, tanto
nos fragmentos controle quanto nos fragmentos de fraturas.

Notou-se, para fraturas diafisarias (Figura 3, A-B), tecido 6sseo secundario disposto
sob a forma de Osteons e lamelas circunferenciais. Os ostedcitos apresentavam
formato fusiforme a estrelado, com limites citoplasmaticos parcialmente definidos. Os
citoplasmas se mostravam escassos, eosinofilicos e homogéneos, com nucleos ovais a
alongados, de localizagao paracentral, cromatina densa e nucléolos indistintos. Além
disso, foi observada, nos fragmentos de ossos fraturados, quantidade variavel de
formacgdo de microtrincas que comprometiam a arquitetura tecidual.

Nas amostras de fraturas fisarias (Figura 3, C-D), notou-se tecido &ésseo primario,
composto por trabéculas ésseas espessas e confluentes, com baixa cobertura
endosteal. Os osteoblastos possuiam formato alongado, com citoplasma eosinofilico e
nucleos com cromatina condensada. Também foram notados processos de ossificacdo
nas trabéculas 6sseas, em que os osteoblastos apresentavam citoplasma amplo e
eosinofilico, cercado por matriz osteoide recém-sintetizada. Por sua vez, os ostedcitos
presentes possuiam formato estrelado a alongado. Os citoplasmas eram escassos,
eosinofilicos e homogéneos, enquanto os nucleos possuiam formato oval a alongado,
com localizacao paracentral, cromatina densa e nucléolos indistintos.

Naturalmente, pela reduzida taxa metabdlica, os ostedcitos exibem citoplasma
achatado e nucleo com cromatina condensada, indicando baixa atividade celular,
segundo Junqueira e Carneiro®®, o que condiz com os achados observados no presente
estudo. Em relagcdo aos osteoblastos, os mesmos autores afirmam que a célula assume
aspecto achatado e seu citoplasma se torna pouco basofilico, quando as mesmas nao
estdo em atividade osteogénica, como observado nas amostras do presente estudo.

De acordo com Jika et al.*”), a apoptose é caracterizada por reducao do volume celular,
colapso do citoesqueleto e fragmentacdo nuclear. Para uma adequada avaliacao
do fendmeno, os autores indicam técnicas como a marcacao de DNA fragmentado,
contagem de células afetadas, ou asimulacdo da probabilidade de ocorréncia do evento,
sendo esta Ultima indicada para humanos. Dadas as limita¢gdes do presente estudo, tais
técnicas ndo puderam ser utilizadas. No entanto, na auséncia de indicativos histolégicos
de colapso do citoesqueleto e fragmentacao nuclear, assume-se que as células 6sseas
se apresentavam integras. Da mesma forma, pela auséncia de alterac8es histoldgicas
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compativeis com processo inflamatoério, é possivel concluir que a morte dos animais do
presente estudo se deu em um curto periodo de tempo apds a ocorréncia das fraturas.

S A sata Bt\ 5,
Figura 3. Microscopia 6ptica convencional em fragmentos de fraturas em fémures esquerdos
de Cerdocyon thous. A) Fragmento de fratura diafisdria exibindo tecido ésseo secundario,
composto por dsteons (seta), com presenca de microtrincas (cabeca de seta). H&E, barra: 500
pm. B) Aumento de A, evidenciando oEteécitos com citoplasma escasso e nucleo pequeno
(seta). H&E, barra: 100 um. C) Fragmento de fratura fisaria apresentando tecido ésseo primario,
com trabéculas espessas e confluentes (seta) e focos de ossificacdo intramembranosa (cabeca
de seta). H&E, barra: 500 pm. D) Aumento de C, mostrando osteoblastos alongados, com
citoplasma fracamente basofilico e niicleos com cromatina condensada (seta branca), focos de
ossificagdo com osteoblastos de citoplasma amplo e eosinofilico, cercado por osteoide recém-
sintetizado (seta preta) e ostedcitos (cabega de seta). H&E, barra: 100 pm.

Aavaliacao daorientacdo espacial dasfibras colagenas dotipo |, por meio da microscopia
de luz polarizada, evidenciou dois padrBes microscopicos distintos. Nas fraturas
diafisarias (Figura 4, A-B) observou-se predominancia de ésteons do tipo trés (escuro)
e dois (intermediario), com fibras organizadas de forma longitudinal e intermediaria,
respectivamente. Enquanto isso, nas fraturas fisarias (Figura 4, C-D), ndo se notou a
organizacao tipica das fibras colagenas sob a forma de 6steons, mas de forma dispersa,
e, predominantemente, transversal.
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Figura 4. Microscopia de luz polarizada em fragmentos de fraturas de Uumero e fémur de
Cerdocyon thous. A) Fotomicrografia de fragmento de fratura em Umero esquerdo,
evidenciando grupamentos multifocais de 6steons com fibras colagenas longitudinais (setas).
Barra: 0,5 mm. B) Ampliacdo de A, com 6steons do tipo escuro (seta branca), intermediario
(cabeca de seta) e claro (seta preta). Barra: 0,2 mm. C) Fragmento de fratura em fémur
esquerdo, exibindo fibras colagenas dispostas em trabéculas refringentes, com organizacao
predominantemente transversal, com auséncia de 6steons. Barra: 0,5 mm. D) Amplia¢do da
area observada em A. Barra: 0,2 mm.

A organizacao das fibras colagenas no interior dos ésteons é um dos fatores de maior
influéncia na biomecanica éssea. O tecido 6sseo € mais resistente quando a carga €
aplicada em sentido fisiol6gico, ou seja, no sentido da orientacdo dos 6steons no 0sso
cortical®® 29, No presente estudo, observou-se ésteons orientados longitudinalmente,
com a predominancia de fibras longitudinais e intermediarias. Os 6steons deste ultimo
tipo possuem fibras tanto em sentido longitudinal quanto transversal. A presenca
de 6steons com fibras longitudinais € comumente relatada em regides do 0sso que
suportam cargas de tragdo com maior frequéncia©.

Aspectos morfologicos similares sdo encontradas em outras espécies de mamiferos. No
osso cortical de metacarpos de equinos, Martin et al. 3% confirmam que fibras colagenas
dispostas em sentido longitudinal possuem maior resisténcia quando comparadas as
transversais. Ramasamy e Akkus®” relatam achados analogos em osso cortical de ratos,
indicando ainda que a regido cranial do 0sso apresenta maior quantidade de fibras
colagenas em sentido longitudinal, em comparacdo as regides caudais.

A maioria das fraturas dos ossos do presente estudo foi classificada como dos
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tipos transversas e obliquas, associadas a maior presenca de fibras longitudinais e
intermediarias. Isso pode indicar que a maioria das fraturas foi causada por cargas de
flexao, uma vez que ésteons com fibras longitudinais sdo menos resistentes quando o
sentido da carga é perpendicular as fibras colagenas®. Tal fato suporta a hipétese de
que as fraturas tenham ocorrido devido ao trauma por atropelamentos.

A avaliacdo morfologica da superficie de fratura e mecanismo de ruptura tecidual
por meio da microscopia eletrénica de varredura revelou dois padrdes teciduais
distintos para as amostras. Nas fraturas de diafise e metafise (Figura 5, A-B), observou-
se predominantemente tecido 6sseo cortical, de aspecto denso, bem organizado e
ocupado por 6steons do tipo trés. Tais estruturas, em sua maioria, estavam dispostas
em sentido longitudinal, com lamelas evidentes e fibras colagenas dispostas em sentido
longitudinal. Morfologicamente, a superficie de fratura possuia aspecto aspero, com
Osteons e lamelas em delaminacdo, e abundante presenca de microtrincas. Em algumas
regioes, foi possivel notar também 6steons com lamelas pouco distintas e aparéncia de
deflexdo.

Nas amostras originadas de fraturas fisarias (Figura 5, C-D), notou-se tecido ésseo
trabecular e regides remanescentes da cartilagem fisaria. O tecido ésseo apresentava-
se desorganizado, composto por trabéculas com fibras colagenas dispostas sem
padronizagao evidente.

¥

Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura de Umero

e tibia de Cerdocyon thous. A) Osso cortical de fratura transversa em umero, com
lamelas circunferenciais (asterisco) e 6steons (setas). Barra: 500pm. B) Ampliacdo de A,
evidenciando microtrinca (seta) ao redor de um 6steon. Barra: 10pum. Q) Area de
cartilagem fisaria em fratura de tibia direita. Barra: Tmm. D) Aumento de C, onde
notam-se trabéculas 6sseas (seta) e lacunas (cabeca de seta). Barra: 100um.
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Segundo a literatura, a superficie aspera se torna evidente nas fraturas com maior
absorc¢ao e distribuicdo de energia, sendo originada em razao da transicao ductil-fragil
do tecido 6sseo®?, como observado em casos de trauma de alto impacto. Nas superficies
asperas, predomina o mecanismo de fratura por delaminac¢do, que consiste na ruptura
das lamelas em niveis diferentes, o que da as lamelas a aparéncia de lascas. Por sua vez,
na superficie de fratura com aspecto mais liso, a ruptura do tecido se da por deflexdo, em
qgue ha quebra do ésteon em sentido transversal e em local especifico®.

A presenca de microtrincas na superficie de fratura indica distribuicao das tensdes ao
longo do 0sso, como mecanismo de reducdo e redistribuicdo da energia. As trincas se
iniciam em locais de maior fragilidade 6ssea, como as linhas de cimentacao e tém sua
propagacdo impedida em locais como as lamelas osteonais®* 35 36),

Em sintese, o presente estudo traz luz no que diz respeito a incidéncia e morfologia
de fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous. Logo, as informacdes aqui dispostas
podem auxiliar médicos veterinarios, clinicos e cirurgides, a agirem de forma mais
eficaz face ao problema exposto. Dessa forma, espera-se que a melhoria nas condutas
clinicas e terapéuticas, combinadas com ac¢des conjuntas que visem a redug¢do da taxa
de atropelamentos de fauna silvestre e auxiliem na preservacdo da biodiversidade
brasileira.

Conclusoes

Ha alta frequéncia de fraturas em ossos longos de Cerdocyon thous, sendo que fémeas
possuem duas vezes mais predisposicdo em relacao aos machos. Os achados macro e
microscopicos sao consistentes com a hipétese de que as fraturas em tais animais foram
causadas por traumas relacionados ao atropelamento por veiculos automotivos. Sao
necessarias medidas conjuntas que visem a reduc¢do dos casos de atropelamentos de
animais silvestres, contribuindo assim para a preservacao da biodiversidade brasileira.
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