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Objetivo Nosso objetivo é descrever um modelo experimental para estudo de fraturas de
fémur em ratos ap6s exposicao a radiacao ionizante, demonstrando uma forma de aplicacao de
uma substancia para andlise, o método de padronizacao de fratura e irradiacao e a forma de
avaliacdo de sua eficacia com base em estudos radiograficos.

Métodos Utilizamos 24 ratos divididos em dois grupos de 12 animais cada. O grupo
ESTUDO foi exposto a radiacdo ionizante e tratado com soro fisiolégico, enquanto o grupo
CONTROLE ndo foi exposto a radiacao e foi tratado com soro fisiol6gico. Todos os animais
foram submetidos a fratura padronizada do fémur direito e sua fixacdo com fio intramedular.
A eficacia da consolidacao 6ssea foi determinada por exame radiografico.

Resultados A cicatrizacdo de fraturas foi mais eficiente em ossos nao expostos a radiacao
ionizante (p=0,012). Todas as fraturas atenderam aos critérios de serem simples, diafisa-
rias, transversas ou obliquas curtas.

Conclusao O modelo experimental apresentado é uma boa alternativa para o estudo de
fraturas em ossos irradiados em ratos.

Objective We aim to describe an experimental model for studying femoral fractures in rats
after exposure to ionizing radiation, demonstrating a way to apply a substance for analysis,
the method for patterning fracture and irradiation, and how to evaluate its effectiveness
based on radiographic studies.

Methods We used 24 rats divided into 2 groups of 12 animals each. The STUDY group was
exposed to ionizing radiation and treated with saline solution, and the CONTROL group was
not exposed to radiation and was treated with saline solution. All animals were subjected to
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standardized fracture of the right femur that was fixed with intramedullary wire. The
efficiency of the bone union was assessed by radiographic exam.

Results

Fracture healing was more efficient in bones not exposed to ionizing radiation

(p=0.012). All fractures met the criteria of being simple, diaphyseal, transverse or short

oblique.

Conclusion The experimental model presented is an efficient alternative for the study of
fractures in irradiated bones in rats.

Introducao

A radioterapia é uma importante ferramenta terapéutica
principalmente para o controle local de tumores. E utilizada
no tratamento de diversas patologias oncolégicas, contri-
buindo para sua cura. No entanto, ndo é isenta de complica-
¢des. Os tecidos saudaveis expostos ao campo de ac¢do sofrem
alteragdes fisiolégicas que podem provocar complicagées de
dificil resolugio.’

Especificamente no tecido esquelético, a radioterapia
pode causar necrose, osteite actinica, osteomielite e fraturas
patolégicas que podem evoluir para a auséncia de consoli-
dacdo. Embora estas complicacbes sejam descritas com
frequéncia, pouco se sabe sobre sua etiologia e resolugio.’

Alguns estudos abordam fraturas em ossos irradiados.>>
Tais pesquisas, porém, ndo descrevem o método utilizado
para a irradiacdo e criacdo das fraturas. Um modelo experi-
mental deve ser reprodutivel e padronizar tanto quanto
possivel as varidveis a serem estudadas.

Nosso objetivo é descrever um modelo experimental para
estudo de fraturas de fémur em ratos apés exposicdo a
radiacdo ionizante, demonstrando uma forma de aplicagao
da substancia para andlise, 0 método de padronizacdo da
fratura e da irradiagdo e a avaliacdo de sua eficacia com base
em estudos radiograficos.

Método

O presente estudo comegou ap6s a autoriza¢do do Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA). Esta autorizacdo é identi-
ficada pelo protocolo 40/2014.

Nosso estudo utilizou 24 ratas Wistar fémeas, com 3
meses de idade, que foram divididas em 2 grupos de 12
animais. Os animais do grupo ESTUDO foram submetidos a
uma sessao de radioterapia e receberam 0,3 mL de solucado
fisiol6gica no local da fratura. O grupo CONTROLE ndo foi
submetido a radioterapia e recebeu 0,3 mL de soro fisiol6gico
no foco da fratura.

Qualquer procedimento que pudesse causar sofrimento
fisico ou emocional aos animais foi realizado sob anestesia. A
anestesia foi composta pela administra¢do intraperitoneal de
cloridrato de cetamina em dose de 60 mg/kg e cloridrato de
xilazina em dose de 15 mg/kg.

Irradiacao
A irradiacdo foi realizada no Laboratério de Irradiacdo Gama

do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear/
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Comissdo Nacional de Energia Nuclear (LIG-CDTN/CNEN).
0 laboratério utiliza um irradiador panoramico multiuso de
categoria II, fabricado por MDS Nordion (Canada),
modelo/nimero de série IR-214 e tipo GB-127, equipado
com fonte de armazenamento a seco de Cobalto-60 (60Co)
com atividade maxima de 2.200 TeraBequerel (TBq) ou
60.000 Curio (Ci) (~Fig. 1)

0 foco do feixe radioativo foi direcionado para a area do
fémur direito. A dose de radia¢do, com exposicdo da area a
ser estudada a fonte de 60Co, foi de 18 Gy(2), em dose tnica
em profundidade de 1,5cm. Os animais foram colocados a
30cm de distancia da fonte radioativa e expostos por 77
segundos.

Como esse é um irradiador panoramico, a radiagdo foi
direcionada para o fémur direito das ratas por meio de
blindagens de chumbo desenvolvidas especificamente para
esta finalidade. Estas blindagens possuiam orificios de 5cm
de diametro que direcionavam a radia¢do exclusivamente
para o fémur direito dos animais (~Fig. 1).

Fratura da Diafise do Fémur

Duas semanas apds a irradia¢do, os animais foram submeti-
dos a fratura diafisaria do fémur direito. Para padronizar o
tipo de fratura, usamos uma guilhotina desenvolvida espe-
cificamente para este fim, que produziu uma fratura diafi-
saria transversa ou obliqua curta, semelhante em todos os
animais (=~Fig. 2).

A guilhotina era composta por um peso de aco inoxidavel
de 1,3 kg que percorria um trilho de 50 cm, acelerado pela
forca da gravidade. O impacto era amortecido por uma mola,
também em aco inoxidavel, com 6,0 cm de altura. O impacto
era transmitido ao fémur dos animais pela lamina da gui-
lhotina, que possuia ponta romba. O fémur era posicionado
sobre suportes, também de aco, espacados a cada 2,5 cm.

Fixacao da Fratura Femoral
Os animais foram anestesiados e submetidos a reducdo
cirargica da fratura diafisaria do fémur. Depois da anestesia,
realizamos a tricotomia do sitio cirdrgico e a assepsia cuta-
nea com solucdo alcodlica de digluconato de clorexidina a 5%.
0 acesso cirdrgico longitudinal foi realizado na face lateral da
coxa, com abertura da pele e da musculatura da coxa do
animal. A abertura da musculatura exp0s a fratura.

A fratura foi fixada com fio de Kirschner de 1 mm de
didametro e fechada por sutura em planos. Primeiro, fechamos
a musculatura e, depois, procedemos a sutura da pele. A
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Fig. 1 Método de irradiacao. (A) Planta tridimensional da sala do colimador; (B) Fonte de cobalto-60; (C) Blindagens de chumbo para
direcionamento do feixe radioativo; (D) Animal anestesiado e posicionado para o procedimento.

Fig.2 Guilhotina desenvolvida para fraturas diafisarias do fémur. A esquerda, toda a estrutura pode ser vista. No centro, um detalhe do peso no
final do trilho. A direita, a ponta da guilhotina com simulacio da geracdo de fraturas.
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Fig. 3 Exemplo do procedimento cirlrgico realizado em animais. (A) Animal anestesiado, tricotomizado e preparado para o procedimento
cirtrgico. (B) Representacdo esquematica do acesso cirdrgico nos planos cutaneo e muscular. (C) Representacao esquematica com exposicao
do foco de fratura e fixagdo com fio intramedular liso. (D) Representagdo esquematica da ferida ap6s o fechamento e administragdo de

solucdo fisioldgica.

seguir, fizemos uma infiltracdo com 0,3 mL de solucdo de
cloreto de sédio a 0,9%. A solucdo fisiolégica pode substituir
qualquer substancia a ser estudada. A =Fig. 3 traz um
esquema do procedimento cirtrgico.

Estudo Radiografico

Trés semanas ap6s a fratura, os animais foram submetidos a
eutanasia e remocdo do fémur direito. Os exames de imagem
foram compostos por radiografias digitais. O fémur direito
retirado foi colocado em solucdo de formalina tamponada a
10% por 5 dias e, depois, radiografado.

As radiografias digitais foram realizadas em equipamento
radiografico (Raiotécnica, modelo 30 x 60, série 2577) aco-
plado a um processador AGFA (modelo CR30X). As imagens
foram impressas por uma impressora OKI (modelo C911
MDI). As radiografias foram realizadas em dose de 40 quilo-
volts (kV), 2mAs a 1 m de distancia da fonte de raios X, em
ambiente climatizado a 20°C.

As radiografias foram avaliadas quanto a presenca da
fratura, ao seu grau de cominuicdo, a sua localizagdo e a
sua evolucdo até a consolidagdo 6ssea. Fraturas cominuti-
vas ou segmentares seriam excluidas e apenas fraturas
simples, transversas ou obliquas curtas foram incluidas no
estudo.

A classificacdo de Lane-Sandhu*° foi utilizada para medir
o grau de consolidagao das fraturas a radiografia: (0) ausén-
cia completa de consolidacdo; (1) inicio da formagao de calos
6sseos; (2) inicio da ossificacdo; (3) inicio do desapareci-
mento da linha de fratura; (4) consolidacdo completa da
fratura. A =Fig. 4 discrimina essa classificacao.

Para fins estatisticos, os tipos 0 e 1 foram agrupados como
“consolidacdo insuficiente” e os tipos 2, 3 e 4, como “conso-
lidagdo suficiente”.

Anadlise Estatistica

Os dados foram comparados com IBM SPSS Statistics for
Windows versdo 22 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). A com-
paracdo foi feita com o teste de qui-quadrado e correcdo de
Fisher. Estabelecemos um poder de teste de 80%, com inter-
valo de confianca (IC) de 5%. O valor-p foi determinado
como < 0,05.

A avaliacdo da eficacia do método no estudo de fraturas
em ossos irradiados foi baseada na comparagdo da consoli-
dacdo entre os grupos. Um grupo com maior nimero de
amostras com consolidacdo ineficiente indica que o método é
eficaz. A anélise do método de padronizagdo das fraturas foi
baseada na frequéncia de obtencdo de fraturas cominutivas,
pois queriamos fraturas transversais ou obliquas curtas.

Rev Bras Ortop  Vol. 58 No. 4/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.



Lane-Sandhu Scoring System
Type Description Consolidation
0 Complete absence of healing Insufficient
1 Initial callus formation Insufficient
2 Initial ossification Sufficient
3 Initial disappearance of the fracture line Sufficient
4 Completer fracture healing Sufficient

Fig. 4 Classificacdo radiogréfica da consolidacdo de fraturas em
ratos. (A) Exemplo radiogréfico de consolidacdo. (B) A esquerda:
radiografia do animal nimero 20, classificada como tipo “17, ou seja,
consolidacdo insuficiente. Ao centro: radiografia do animal ndimero 4,
classificada como tipo “3”, ou seja, consolidacdo suficiente. A direita:
peca anatdmica no momento da radiografia.

Resultados

A cicatrizacdo da fratura, avaliada por exames radiograficos,
foi mais eficiente em 0ssos ndo expostos a radiacdo ionizante
(p=0,012). No grupo ESTUDO, dos 12 animais, 10 apresen-
taram consolidac¢do insuficiente. No grupo CONTROLE, trés
dos 12 animais apresentaram consolida¢do insuficiente
(=Tabela 1, ~Fig. 5).

Todas as fraturas atenderam aos critérios de serem sim-
ples, diafisarias, transversas ou obliquas curtas.

Discussao

As fraturas sdo complicagées frequentes da radioterapia. Este
assunto, no entanto, é pouco estudado. A criacdo de um
modelo experimental reprodutivel tem grande potencial
para ajudar a preencher esta lacuna na literatura. O desen-
volvimento de um método acessivel, padronizando variaveis
como tipo de fratura, dose e direcdo do feixe de irradiagdo,
processamento da amostra e sua disponibilidade para estu-
dos de imagem ou histologia sdo importantes para o estudo
deste problema.

O animal ideal para estudos experimentais de fraturas de
ossos longos é o rato (Rattus norvegicus).? O rato é capaz de
reproduzir o processo de cicatrizagdo do tecido 6sseo

Tabela 1 Resultados e anélise estatistica dos dados referentes
a classificacdo radiografica

Avaliacao radiografica | Estudo Controle valor-p
Insuficiente 10 (83,3%) | 03 (25,0%) | 0,012
Suficiente 02 (16,7%) | 09 (75,0%)

Fratura em fémur irradiado de rato Soares et al.

Fig. 5 Exemplos de radiografias de animais de cada grupo. A
esquerda: radiografia tipica dos animais do grupo ESTUDO, classifi-
cada como tipo “0” (insuficiente). A direita: exemplo de imagem tipica
do grupo CONTROLE, classificada como tipo “3” (suficiente).

humano e tem ossos longos o suficiente para estudos basea-
dos em um modelo experimental padronizado. No nosso
estudo, utilizamos fémeas Wistar com 3 meses de idade.
Estes animais tém ossos longos de tamanho suficiente para a
manipulacdo adequada em laboratério.

No nosso estudo, observamos diferencas na consolidacdo
das fraturas ao comparar os grupos. Os animais do grupo
ESTUDO tiveram consolidacdo menos eficiente do que os do
grupo CONTROLE. Como a tunica diferenca entre eles é a
exposicdo do fémur a radiacdo ionizante, este resultado
sugere que o método é eficiente para a reproducdo experi-
mental da fratura que ocorre em ossos irradiados.

Existem algumas alternativas a exposi¢do dos tecidos a
radiacdo ionizante. A maioria das publica¢des usa um apare-
lho especifico de radioterapia hospitalar. No nosso modelo,
utilizamos um irradiador panoramico com fonte de Co60 e
direcionamento do feixe radioativo por blindagens de
chumbo. Desta forma, usamos o mesmo is6topo radioativo
que a maioria dos aparelhos de radioterapia. A eficacia deste
método foi comprovada pela diferenca relevante na conso-
lidacdo das fraturas nos grupos ESTUDO e CONTROLE em
exames radiograficos.

Nossos resultados também indicam a eficacia dos para-
metros empregados. Destacamos a exposic¢do Gnica e a dose
de radiacdo utilizada. Utilizamos uma dose tnica de 18 Gy
em profundidade de 1,5 cm. Esta foi a mesma dose usada por
Nicholls et al.,> também com eficicia comprovada.

Uma importante limitacdo deste modelo experimental é
sua diferenca em relagdo a patologia observada em humanos.
Aqui, apresentamos uma forma de estudar a consolidacdo de
uma fratura em um osso previamente irradiado, que é
diferente de uma fratura patoldgica pés-radioterapia. Em
humanos, a fratura se deve a falha mecanica, provavelmente
relacionada a fatores como necrose tecidual e resposta
inflamatéria local, e ocorre apés um periodo longo."”-8

A metodologia aplicada para a simulagao de fraturas é um
ponto importante do presente estudo. Outros modelos publi-
cados ndo descrevem como as fraturas foram padroniza-
das.>*10 parece-nos relevante que as fraturas tenham o
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mesmo padrdo. Conseguimos esta padroniza¢do usando uma
guilhotina projetada especificamente para isto. Todas as
fraturas obtidas foram diafisarias transversas ou obliquas
curtas, o que demonstra a boa padroniza¢do de seu tipo.
Portanto, recomendamos o uso deste método para a padro-
nizacdo da fratura do fémur.

O tratamento cirtrgico das fraturas foi composto por
reducdo aberta e fixacdo intramedular com fio de Kirschner
de 1,0mm de espessura. Em nossa experiéncia, a fixacdo
intramedular retrégrada é eficiente para a estabilizacdo da
fratura e promove sua consolidacdo. O intervalo entre a
fratura e a eutanasia dos animais foi de 3 meses. Este tempo
é suficiente para a consolidac¢do inicial da fratura. Acredita-
mos que este seja o periodo ideal para avalia¢do dos resulta-
dos em ratos.

Ap6s o fechamento da ferida cirdrgica, infiltramos 0,3 mL
de solugdo fisiolégica no sitio da fratura. Esta infiltragdo no
foco da fratura pode ser usada em estudos para analise da
eficacia de qualquer composto.

Optamos por avaliar os desfechos com base em exames
radiograficos digitais. Existem outras formas de avaliacdo das
amostras obtidas.>'"1? Estas amostras podem ser descalci-
ficadas e colocadas em blocos de formol para estudo histo-
l6gico caso esta seja a opcdo escolhida.

Ha algumas opc¢des para o estudo experimental de fratu-
ras em ossos irradiados. A utilizacdo de uma fonte de cobalto-
60 direcionada por blindagens de chumbo para o ponto a ser
estudado, com padronizacdo da dose de radiacdo, o método
de geracdo da fratura, sua fixacdo e a forma de administracdao
do material a ser estudado sdo pontos centrais para a reducao
de fatores de confusdo. Aqui apresentamos um método
eficiente e reprodutivel para este fim.

Conclusoes

1. O método de irradiacdo apresentado é uma boa alterna-
tiva para o estudo de fraturas em ossos irradiados de ratos.
2. O método de padronizacdo das fraturas foi eficiente,
produzindo fraturas diafisarias transversais ou obliquas.
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