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RESUMO

INTRODUCAO: as fraturas de fémur podem evoluir com infeccdo local e a
distancia. A ciprofloxacina € um dos antibidticos utilizados nestas situacoes.
Entretanto, um dos seus efeitos adversos é a condrotoxicidade. Como a
consolidacdo 6ssea € um processo continuo onde ha a formacédo de calo mole
com presenca de células cartilaginosas na fase de reparacdo, a ciprofloxacina
poderia alterar este processo. OBJETIVO: analisar a influéncia da ciprofloxacina
na resisténcia do calo 6sseo de fraturas de fémures de ratos. METODOS: vinte
ratos Wistar adultos machos foram submetidos a fixacdo com fio de aco
intramedular e a fratura padronizada de fémur. Os ratos foram divididos em 2
grupos e, durante 6 semanas, administrou-se ciprofloxacina por via subcutanea
na dose de 50 mg/kg num grupo (Cipro) e soro fisioldogico no outro (Controle).
Apos este periodo, os ratos foram submetidos a eutanasia e os fémures dos ratos
foram radiografados para confirmacgao da consolidagéo. Dois ratos de cada grupo
foram a Obito e dezesseis animais foram estudados. Os fémures foram
desarticulados e submetidos a testes biomecanicos de flexdo de trés pontos
realizados por uma maquina universal de ensaios para avaliacdo da forca de
flexdo do calo 6sseo e do osso normal. Para comparagdo dos grupos em relacédo
a forca, foi usado o teste t de Student para amostras independentes. Para
comparacao do calo 6sseo com o fémur normal dentro de cada grupo, foi usado o
teste t de Student para amostras pareadas. A avaliacdo da condicdo de
normalidade da variavel foi feita com o teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. RESULTADOS: as radiografias e a analise
macroscopica demonstraram consolidacdo em todas as fraturas. Na comparacéo
dos grupos, para o calo 6sseo nao foi encontrada diferenca significativa
(p=0,601). Para o fémur normal, ndo foi encontrada diferenca significativa
(p=0,054). Para o grupo Controle, na comparacdo do calo ésseo com o fémur
normal foi encontrada diferenca significativa (p<0,001). Para o grupo Cipro, na
comparacdo do calo 6sseo com o fémur normal foi encontrada diferenca
significativa (p=0,002). CONCLUSAO: ndo houve diferenca estatisticamente
significante na resisténcia do calo 0sseo de fraturas padronizadas de fémures de
ratos apds o uso da ciprofloxacina em comparacdo ao grupo controle.

PALAVRAS-CHAVES: Ciprofloxacina. Consolidacao 0ssea. Fratura experimental.



ABSTRACT

INTRODUCTION: femoral fractures are associated with local and distant
infections and ciprofloxacin is one of the most indicated antibiotics in these
situations. However, chondrotoxicity is one of its adverse effects. Whereas the
fracture healing is a continued process where chondrocytes are presented in the
early repair phases, ciprofloxacin could change the healing fracture process.
OBJECTIVE: to determine the influence of ciprofloxacin in the strength of fracture
callus in rat femurs. METHODS: twenty male Wistar rats were undergone to
intramedullary nailing fixation and to standardized femoral fracture. They were
divided in two groups of ten animals each. In the study group, the rats were
treated with 50 mg/kg of ciprofloxacin since de first day and continued for six
weeks, while the control group was treated with saline solution. Two rats of each
group died and sixteen animals were analyzed. After the euthanasia, the femurs
were carried out to a radiographic and to a biomechanical study in a three point
bending test machine to evaluate the strength of fracture callus and intact bone.
The results were analyzed by Student t test for independent sample and for paired
sample. The variance was analyzed by the Shapiro-Wilks test. Values of p<0.5
indicated statistic significance. RESULTS: radiographic and macroscopy analysis
showed that all fractures were healed. In the biomechanical analysis, the
comparison of fracture callus between the groups showed no statistical difference
(p=0.601). For the intact femur, no statistical difference was revealed (p=0.054).
The comparison between intact and fractured femur in each group showed
statistical difference for the control group (p<0.001) and for the ciprofloxacin group
(p=0.002). CONCLUSION: there was no statistical difference in the strength of
fracture callus in rat femurs after ciprofloxacin administration in comparison with
the control group.

KEY-WORDS: Ciprofloxacin. Fracture healing. Experimental fracture.
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1. INTRODUCAO

As fraturas dos ossos longos nos membros inferiores sdo muito comuns no
trauma ortopédico. As fraturas diafisarias do fémur apresentam incidéncia anual
de 1 a 4:10.000 pessoas.!) Elas ocorrem principalmente em pacientes abaixo de
40 anos devido a traumas de alta energia decorrentes de acidentes com veiculos
automotores. Consequentemente, acarretam numa morbidade muito grande
nestes pacientes, pois resultam em periodos longos de hospitalizacdo e de
reabilitagdo. @

As fraturas do fémur podem ser fechadas ou expostas e seu tratamento é
predominantemente cirdrgico por meio de fixacdo interna ou externa, que
proporcionam a estabilidade necesséria para a consolidagdo 6ssea. Atualmente, o
método preferencial de estabilizacdo € a haste intramedular bloqueada, pois
possibilita menor agressdo as partes moles e mantém o alinhamento e o
comprimento do osso, favorecendo a consolidacdo. Nas fraturas expostas, os
métodos de fixacdo externa sdo usados mais comumente. ¢

As fraturas do fémur podem evoluir com complicacdes sistémicas e locais.
Dentre as sistémicas, ocorrem: trombose venosa profunda, tromboembolismo
pulmonar, embolia gordurosa, pneumonia e choque. Quanto as locais, ocorrem:
infeccdo, retardo de consolidagdo, pseudoartrose e mais raramente sindrome
compartimental. Dentre essas, a infeccdo € uma das mais temiveis,
principalmente nas fraturas expostas, pois retarda a consolidacao 6ssea e implica
novos procedimentos cirargicos, maior tempo de internamento hospitalar e uso
prolongado de antibiéticos, adiando ainda mais o retorno do paciente a vida
cotidiana. ¢*°

Como muitos destes pacientes apresentam multiplos traumatismos, tanto a
reabilitacdo hospitalar quanto a domiciliar sdo prolongadas. Nesse periodo, &
rotineiro o uso de farmacos analgésicos, antiinflamatérios, anticoagulantes e
antibiéticos para prevenir ou tratar complicacdes e dor. Entretanto, a utilizacdo
destas drogas pode influenciar na consolidagéo da fratura.

Alguns estudos experimentais com relacdo a interferéncia de farmacos no
processo de consolidacdo Ossea tém sido realizados. Dentre as drogas que

apresentaram retardo na consolidacdo, estdo os antiinflamatérios como o
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tenoxicam ©, a hidrocortisona ) e o diclofenaco sédico ®. Por outro lado, o
acetaminofen nao alterou o processo de consolidacédo e o risendronato sédico
interferiu positivamente®®. A enoxaparina interferiu positivamente num estudo %
e n&o interferiu em outros. *#*3)

O uso de antibitticos no tratamento das fraturas do fémur é indicado tanto
na profilaxia quanto no tratamento adjuvante da osteomielite, sendo que a
ciprofloxacina € um dos antibidticos usados nestes casos. Além disso, € usada
concomitantemente no tratamento de infecgdes nos locais dos pinos de fixadores
externos e infeccbes a distancia (ex: infec¢cdes do trato génito-urinrio e
gastroenterites) e sua utilizagcdo € cada vez mais freqlente na pratica diéria.
(14,15,16,17,18,19,20,21)

A ciprofloxacina € um antibiético bactericida da classe das quinolonas de
segunda geracdo. Exerce sua atividade microbiolégica principalmente em germes
gram-negativos, patdgenos atipicos e Pseudomonas aeruginosa, sendo indicada,
além das situacbes citadas acima, em doencas sexualmente transmissiveis e
infeccbes hospitalares. Dentre os efeitos adversos, 0s mais comuns ocorrem no
sistema gastrointestinal e no sistema nervoso central. %%

Efeitos adversos tém sido descritos também no sistema musculo-
esquelético. Nos tenddes, ocorrem alteracdes degenerativas que podem evoluir
com rupturas espontaneas em idosos. Nas cartilagens articular e de crescimento,
alteracdes nos condrécitos como morte celular e degeneracdo da matriz com
consequente alteracdo na producdo de colageno foram demonstradas tanto in
vitro quanto in vivo por varios estudos. (#3:24252627.28.29)

A consolidacdo 6ssea € um processo continuo que pode ser dividido em
trés fases: inflamacao, reparacdo e remodelacédo. A fase inflamatoria é rapida e
inicia logo apds a lesdo, pois 0 sangramento da fratura cria um hematoma que
serve de arcabouco para a migracdo de células inflamatérias que retirardo as
células necrdticas. A reparacdo inicia imediatamente apos, havendo
neovascularizacdo e migracdo de células mesenquimais e fibroblastos que
substituirdo as células necroticas e iniciardo a formagédo do calo mole através de

(5,30)

ossificacdo endocondral e intramembranosa. E €& nesta fase que a

ciprofloxacina atuaria devido a presenca de células cartilaginosas. ¢V
Para a avaliacdo da consolidacdo Ossea em fraturas experimentais,

7

inicialmente, é necessario um modelo simples, adequado e padronizado de
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producéo de fraturas em modelos experimentais, como foi descrito por Bonnarens
e Einhorn (1984) e, no nosso meio, por Vialle et al (2004). ®23% Apés esta etapa, a
analise pode ser realizada por meio de histologia, radiologia, imunohistoquimica e
biomecanica. Destes, a radiologia € o método mais pareavel para validacdo em
seres humanos.

Quanto a biomecanica, o estudo da resisténcia do calo 6sseo em fraturas
de fémur € importante, pois este deve ser resistente o suficiente as forcas
mecanicas deformantes para que ocorra a consolidacdo. ¥ Como a forca de
flexdo € uma das forcas que desestabilizam as fraturas, foi considerada a
possibilidade de avaliar biomecanicamente a resisténcia do calo ésseo de fraturas
padronizadas de fémur de ratos utilizando-se a forca de flexdo apos o uso da

ciprofloxacina.
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2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da ciprofloxacina na consolidacdo de fraturas
padronizadas de fémures de ratos por meio da analise da for¢a de flexdo do calo

0sseo realizada em ensaio biomecanico de trés pontos.



3.

3.1
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REVISAO DE LITERATURA

CONSOLIDACAO OSSEA EM HUMANOS

O o0sso € um tecido musculo-esquelético que possui células mesenquimais
inclusas em uma matriz extracelular abundante contendo mineral. Esta matriz
confere ao tecido grande resisténcia e rigidez sob forcas de compressédo e
angulacdo e o colageno tipo | presente na matriz da a resisténcia em tensdo. Ha
duas formas de tecido Osseo: cortical e esponjoso. A diafise dos ossos longos
consiste praticamente de osso cortical enquanto a metafise apresenta 0sso
esponjoso com uma fina camada de cortical, 0 que acarreta em diferencas na
consolidacéo. ©®

A consolidacdo O6ssea inicia-se apdés uma fratura que da inicio a um
processo dinamico e sequencial dividido em trés fases: inflamacéo, reparacéao e
remodelacdo. A fase inflamatdria inicia-se logo apos a fratura, onde ocorre lesao
ndo s6 do 0sso, mas também dos tecidos moles circunjacentes, como o periosteo
e 0 musculo. O hematoma que se forma no local propicia um meio para o qual as
células inflamatérias migram e retiram as células mortas. Mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento sao liberados, promovendo o aparecimento
de células mesenquimais, fibroblastos e osteoprogenitoras e um tecido de
granulacéo é formado ao redor das extremidades da fratura. ©

A medida que a inflamacéo regride, a fase de reparacgéo inicia-se com a
liberacdo de fatores de crescimento da angiogénese, sendo que 0S vasos
periosticos contribuem com a maioria dos brotos capilares numa fase inicial. As
células mesenquimais proliferam, diferenciam-se e produzem o calo 6sseo, que
consiste em tecido fibroso, cartilaginoso e osso. O osso formado inicialmente na
periferia da reacao inflamatéria por formacao intramembranosa € chamado calo
duro; enquanto o tecido formado na regido central é principalmente cartilaginoso e
€ chamado calo mole. O tecido 6sseo gradualmente substitui o cartilaginoso
através de ossificacdo endocondral, aumentando o calo duro e a estabilidade dos
fragmentos da fratura. Este processo continua até que 0 0SS0 novo una em ponte

a fratura e restabeleca a continuidade das extremidades do osso cortical. Nesta
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fase, o calo 6sseo € imaturo e s6 ganharé resisténcia completa na remodelacao.
(5,30)

A remodelacdo Ossea inicia-se durante a fase de reparacdo e continua
durante anos apos a consolidacdo e permite que 0 0sso readquira sua forma e
configuracdo normais conforme as forcas e as cargas pelas quais é submetido. O
resultado final deste processo é que, mesmo ndo tendo retornado a forma
original, o osso foi alterado para exercer sua fungéo. ©30

O processo de cura das fraturas pode ser influenciado por varios fatores
como tipo e intensidade do trauma, lesbes associadas, idade do paciente, estado
nutricional e doencas associadas. Quanto ao tipo e a intensidade, lesdes
contusas e expostas devido a traumas de alta energia danificam mais os tecidos e
dificultam a reparacdo. Lesdes musculares, tendinosas e cartilaginosas se curam
com tecido cicatricial, enquanto o osso se forma novamente. Como ha importante
interagcdo célulo-matricial entre estes tecidos, a cura 0ssea pode ser influenciada.
A cicatrizacdo também ¢é influenciada pela idade do paciente, pois na crianca a
reparacao € mais rapida que no adulto jovem, que por sua vez € mais rapida que
no idoso. Em relacdo ao aspecto nutricional, como na cicatrizagdo ha migracéo e
proliferacdo de células e producdo de colageno, proteoglicanos e outras
macromoléculas, ha a necessidade de um fornecimento constante de carboidratos
e proteinas. Por isso, pacientes com algum grau de desnutricdo e deficiéncia
alimentar podem ter sua cicatrizacdo afetada. Outras doencgas e seus tratamentos
clinicos associados podem interferir negativamente na cicatrizagdo como
diabetes, osteoporose, hipotireoidismo, insuficiéncia renal e infecgbes. Além

disso, o tabagismo também influencia negativamente na cicatrizagéo. 3%

3.2 COMPLICACOES DAS FRATURAS DIAFISARIAS DE FEMUR

As fraturas diafisarias de fémur podem evoluir com complica¢des locais e
sistémicas que ocorrem tanto em lesdes isoladas quanto em politraumatismos.

As complicacbes sistémicas mais comuns s&do choque hipovolémico,
trombose venosa profunda (TVP), tromboembolismo pulmonar (TEP), embolia

gordurosa, pneumomia e infeccdo urinaria. O choque hipovolémico € um tipo de
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choque comum em uma fratura diafisaria de fémur, pois ela pode apresentar uma
perda sanguinea de 1 a 2 litros. A estabilizacdo da fratura e a reposicao de
volume sdo fundamentais no tratamento precoce. A TVP e o TEP podem ocorrer
principalmente em pacientes politraumatizados e que ficam imobilizados e
acamados por muito tempo. Entre 35 a 50% dos pacientes com fraturas do
membro inferior desenvolvem TVP e 10% destes pacientes correm o risco de
TEP, sendo que 2% morrem se a profilaxia adequada nédo for empregada. A
embolia gordurosa ocorre em 3 a 4% dos pacientes com fraturas em 0ssos longos
nas primeiras 72 horas do trauma, sendo fatal em 10 a 15% dos casos. A
estabilizacdo precoce da fratura diminui a ocorréncia desta complicacéo.
Pneumonias por aspiracdo podem ocorrer em pacientes acamados, idosos, com
alteracdo do nivel de consciéncia e diminuicdo da motilidade gastrointestinal. Da
mesma forma, infeccbes do trato génito-urinario também ocorrem nestes
pacientes, sendo a infec¢cdo nosocomial mais frequente (6 a 8%). O tratamento
com antibiéticos especificos deve ser efetuado em ambos os casos. ¢3?

As complicacdes locais mais comuns sdo retardo de consolidacao,
pseudoartrose, infec¢do da ferida cirdrgica, sindrome compartimental e infeccado
do foco da fratura. O retardo de consolidacéo e a pseudoartrose ocorrem devido a
fraturas expostas com lesdo de partes moles, principalmente do peridsteo,
disseccédo cirdrgica extensa, estabilizacdo insuficiente, grande distancia entre os
fragmentos 6sseos e infeccdo. O retardo deve ser tratado conforme a sua causa
enquanto a pseudoartrose geralmente exige tratamento cirargico. Infec¢des da
ferida cirargica devem ser tratadas com desbridamento cirdrgico e uso de
antibioticos especificos. A infeccdo do foco da fratura ocorre devido a lesdes
expostas e a disseccao extensa dos tecidos moles ao redor e também deve ser
tratada com desbridamento cirdrgico, retirada ou troca de material de sintese e
antibioticoterapia. Atualmente, as bactérias mais comuns que causam infec¢céo
O0ssea sao gram-positivas e negativas e flora mista. O uso de antibioticos

especificos deve ser rigoroso e por tempo prolongado. ©3%
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3.3 DROGAS QUE INFLUENCIAM NA CONSOLIDACAO OSSEA

A consolidacdo 6ssea pode ser influenciada por diversas drogas utilizadas
na pratica clinica e estudos experimentais tém sido realizados para avaliar a
influéncia destas substancias no processo de consolidagdo Odssea.
(6,7,8,9,10,11,12,13,31,35,36,37)

Oliveira (2003) estudou o efeito do risendronato sédico na consolidacéo de
fraturas de tibia em ratos nutridos e desnutridos. Apos avaliacdo da evolugéao
ponderal, do aspecto radiogréfico, densitométrico e histomorfométrico do calo
0sseo concluiu que houve interferéncia positiva desta droga na consolidacao. (10)

Giordano et al (1999) avaliaram radiograficamente e histologicamente a
consolidacéo de fraturas de tibia ndo fixadas em ratos com uso de anticoagulante
enoxaparina via subcutanea. Concluiram que a enoxaparina estimulou a formacéo
do calo 6sseo. Y

Curcelli et al (2005), entretanto, concluiram apds avaliacdo clinica,
anatomopatolégica e biomecanica que o0s anticoagulantes enoxaparina e
heparina sodica ndo interferiram na consolidacdo 6ssea de tibia ndo fixadas em
ratos. *?

Mussi Filho et al (2006), num estudo realizado na linha de pesquisa de
trauma do Programa de Pés-Graduacgéao em Clinica Cirargica da PUCPR, também
concluiram que o anticoagulante enoxaparina em doses terapéuticas ndo alterou
0 processo de consolidagdo O0ssea apds andlise histoldégica e macroscopica do
calo 6sseo de fraturas de fémur fixadas em ratos. %

Castro et al (2005) estudaram o efeito do analgésico acetaminofen em doses
terapéuticas em fraturas de tibia ndo fixadas em ratos. Apos avaliacao
radiografica e histologica, concluiram que ndo houve alteragdo na consolidacdo
6ssea. @

Altman et al (1995) avaliaram os efeitos de duas drogas antiinflamatorias
nao-hormonais (ibuprofeno e indometacina) na consolidacdo de fraturas em ratos
e concluiram que ambas retardaram o processo. &

Giordano et al (1999) estudaram a influéncia do antiinflamatorio tenoxican
em doses terapéuticas e acimas destas na consolidacéo de fraturas de tibia nédo

fixadas em ratos. Apos avaliacao histologica, concluiram que ambas as dosagens
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retardaram o processo em relacao direta com a dose utilizada. ©

Mendes et al (2001) estudaram a influéncia do uso prolongado de altas
doses do antiinflamatério hormonal hidrocortisona em fraturas de tibia n&o fixadas
em ratos e concluiram, apés analise histologica e radioldgica, que esta droga
diminuiu o hematoma, limitou a fase inflamatéria e retardou a consolidagédo
6ssea.!”)

Muller et al (2004) avaliaram os efeitos do antiinflamatorio ndo-hormonal
diclofenaco sédico na consolidacdo de fraturas de tibia em ratos. Apds analise
clinica e biomecéanica, concluiram que esta droga retardou a maturagédo do calo
6sseo e diminuiu a rigidez do osso intacto. ©

Haleem et al (2004) avaliaram os efeitos dos antibiéticos aminoglicosideos
gentamicina e vancomimicina na consolidacdo Ossea de fémur de ratos e
concluiram apds estudo biomecanico que estas drogas ndo alteraram a
resisténcia do calo 6sseo. ©°

Huddleston et al (2000), devido aos efeitos adversos na cartilagem de
crescimento e ossificacdo endocondral em criancas e aos casos de retardo de
consolidacéo e pseudoartrose observados na pratica clinica, foram os primeiros a
estudar os efeitos do antibiético ciprofloxacina em dosagem terapéutica na
consolidacéo d6ssea de fraturas experimentais em ratos. Os autores avaliaram 60
ratos Wistar machos e dividiram em 3 grupos, sendo um grupo tratado com
ciprofloxacina, um com cefazolina e o ultimo foi o controle. Cada grupo foi dividido
em 4 subgrupos com 5 ratos cada para realizagcdo de andlises histoldgica,
radiolégica, biomecéanica e ultra-estrutural. Nos resultados, ndo houve diferenca
estatistica nas analises biomecanica e radiolégica entre 0os grupos tratados com
ciprofloxacina e cefazolina, mas houve entre o grupo controle e o grupo da
ciprofloxacina. Concluiram que houve retardo na consolidacdo 6ssea com 0 uso
de concentracdes terapéuticas da ciprofloxacina. ¢V

Tuncay, Ozbek, Kosem e Unal (2005) dividiram 25 ratos em 5 grupos e
analisaram histopatologicamente a influéncia das quinolonas norfloxacina,
ofloxacina, pefloxacina e ciprofloxacina na consolidacdo 6ssea. Compararam com
0 grupo controle que nao recebeu nenhuma droga e encontraram diferencas
estatisticamente significantes em todos os grupos, com excecdo da norfloxacina.
Concluiram que todas as quinolonas retardaram a consolidacdo Ossea em

ratos.C”
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3.4 CIPROFLOXACINA

A ciprofloxacina é um antibidtico bactericida da classe Il das quinolonas de
segunda geracdo. Seu mecanismo de acao € inibir a sintese do DNA atravées da
clivagem do DNA bacteriano no complexo DNA-enzima da DNA girase e da
topoisimerase tipo IV, 0 que resulta numa rapida morte bacteriana. Possui boa
absorcéo tanto por via oral quanto parenteral, 0 que permite rapida transicdo em
casos de continuidade do tratamento apds alta hospitalar. Sua a¢ao inicia apos
uma a duas horas e apresenta meia-vida de 1,5 a 16 horas e, por isso, sua
administracdo € feita uma a duas vezes ao dia. Apresenta boa penetracéo
tecidual e celular, onde sua concentracdo € maior que a plasmatica, e a
concentrac80 no 0SSO € excelente e muitas vezes superior a concentracéo
inibitéria minima. Sua elimina¢do ocorre predominantemente pelas vias renal e
hepatica e, por isso, a dosagem deve ser regulada em pacientes com insuficiéncia
destes 6rgdos. (7?2

A atividade microbiolégica da ciprofloxacina é exercida principalmemte em
germes gram-negativos, enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa, patégenos
atipicos e alguns germes gram-positivos. Clinicamente, é indicada em infeccdes
do trato génito-urinario e relacionadas com uso de cateter, gastroenterites,
prostatites, infeccbes hospitalares, doencas sexualmente transmissiveis e
pneumonias atipicas. Em criancas, tem sido utilizada nas crises agudas da fibrose

cistica. 7?2

No sistema musculo-esquelético, é indicada e segura em
osteomielites e infeccdes protéticas causadas por germes sensiveis, devendo ser
usada pelo periodo de seis semanas a alguns meses. 415161719 Em fraturas
expostas, o uso profilatico pode ser indicado em lesdes de baixa e média energia
e em lesdes por projéteis de arma de fogo. 82 Pavoni et al (2002) referem que a
associacao de ciprofloxacina com rifampicina pode ser usada no tratamento das
infeccbes Osseas relacionadas com material de sintese utilizado nas fratura sem a
necessidade de retirada do material. **

Entretanto, varios efeitos adversos podem ocorrer com 0 uso da
ciprofloxacina. Os efeitos que acontecem nos sistemas gastrointestinal e nervoso
central sdo os mais frequentes, afetando de 2 a 20% dos pacientes. No sistema

gastrointestinal, os sintomas mais comuns sdo diarréia, nauseas, vomitos e dor
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abdominal. No sistema nervoso central, sdo comuns cefaléia, confusdo, insonia,
fadiga, tremores, sonoléncia e depressdao. A patogénese no sistema nervoso
central é desconhecida. Outros efeitos que podem ocorrer sado reacdes alérgicas
cutaneas, prurido, fotossensibilidade e alongamento do intervalo QT. (18:22:25.28)

No sistema musculo-esquelético, tendinopatias e rupturas tendinosas podem
ocorrer apos tratamento com ciprofloxacina por dias a meses, sendo mais
frequentes no tendao calcaneo onde a bilateralidade € de 50% dos casos e 70%
acometem pacientes acima de 60 anos de idade. ®22%528) Uma hipétese sobre o
mecanismo de acao seria a quelacdo de magnésio que alteraria as proteinas dos
tenddes, principalmente o colageno, a elastina e a fibronectina. ¢>%®

Além disso, a condrotoxicidade € outro efeito adverso no sistema musculo-
esquelético. Ingham et al (1977) foram os primeiros a relatar alteracdes de
marcha e efeitos condrotéxicos em cachorros jovens devido ao uso de
quinolonas. Desde entéo, outros estudos foram realizados para avaliar os efeitos
da ciprofloxacina na cartilagem e o uso da ciprofloxacina foi contra-indicado em
criancas e gestantes.

Mont et al (1996), num estudo com cultura de condrdcitos humanos tratados
com ciprofloxacina, concluiram que houve alteracdo da proliferacdo celular
através da inibicdo da sintese de DNA, sugerindo que esta droga teria efeito
diferencial nas novas células de diferenciacéo e isto contra-indicaria 0 uso em
criancas. ¥

Menschik et al (1997) estudaram os efeitos da ciprofloxacina e da ofloxacina
em culturas de cartlagem humana de adultos e observaram morte dos
condroécitos principalmente nas camadas profundas da cartilagem articular.
Também, sugeriram que 0S mecanismos moleculares responsaveis pela
condrotoxicidade incluiriam a deficiéncia de magnésio, inibicdo da desidrogenase
mitocondrial e da sintese de preoteoglicanos, alteracdo do metabolismo do DNA e
acumulo de fluoridos nos tecidos. Concluiram que poderia ocorrer uma
aceleracdo da degeneracao articular com o uso prolongado destas drogas. ¢®

Stahlmann e Lode (1999), numa revisao sobre a toxicidade das quinolonas,
referiram que o efeito tdxico na cartilagem articular imatura ocorreu em todas as
espécies estudadas e que, na cartilagem articular do adulto, os efeitos sdo menos
sensiveis. Relataram que a reversibilidade dos efeitos toéxicos é desconhecida e

gue as quinolonas também afetaram a cartilagem de crescimento em animais
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jovens. Além disso, a quelacdo de magnésio na cartilagem articular seria o
provavel mecanismo crucial da condrotoxicidade, o que levaria as subsequientes
reacoes, inclusive a formacédo de radicais que induziriam as lesdes da cartilagem.
(25)

Multhaupt et al (2001), num estudo in vitro e in vivo com condrocitos normais
e condrosarcomas humanos tratados com ciprofloxacina, concluiram que esta
quinolona foi téxica aos condrécitos em ambos os casos. "

Stahlmann (2002) referiu que as quinolonas tém efeito toxico na cartilagem
articular e na placa de crescimento e, por isso, seu uso em criancas deve ser
restrito a fibrose cistica. Também, relatou que alteracdes ultra-estruturais foram
encontradas em tendcitos de animais tratados com dieta deficiente em magnésio,
sugerindo uma correlacdo entre a patofisiologia das lesdes na cartilagem e nos
tenddes. *®

Li, Cheng, Chen e Wang (2004), num estudo in vitro e in vivo apos
administracdo de ciprofloxacina em ratos jovens, observaram inibicdo da
proliferacdo dos condrdcitos e da secrecéo de proteoglicanos. Também referiram
que a quelacdo de magnésio seria 0 mecanismo da condrotoxicidade, resultando
numa alteracdo dos receptores de superficie dos condrdcitos. Concluiram que um
tratamento adicional com magnésio poderia reduzir os efeitos adversos da
ciprofloxacina na cartilagem. ©®

Entretanto, alguns estudos mostraram que criancas com fibrose cistica
tratadas com ciprofloxacina por periodos longos ndo apresentaram alteracfes
macroscopicas na cartilagem articular em radiografias simples e ressonancia
nuclear magnética. 940

Também, Stahlmann et al (2000) estudou a condrotoxicidade da
ciprofloxacina em cachorros jovens através de analise imuno-histoquimica, de
microscopia eletrbnica e de concentragfes plasmaticas e concluiram que a
ciprofloxacina apresentou baixa condrotoxicidade, sendo mais toxica em doses
altas. Com isso, fizeram uma correlagdo com os achados em humanos, onde a
ciprofloxacina parece ter menos condrotoxicidade que a pefloxacina e outras
quinolonas. Porém, alertaram que ndo se deve concluir que, devido a experiéncia
favoravel com ciprofloxacina em criancas com fibrose cistica, ndo haveria risco de
condropatia no adulto.

Devido as alteragBes observadas previamente nas células cartilaginosas,
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Huddleston et al (2000) avaliaram o uso da ciprofloxacina em dosagem
terapéutica na consolidacdo o6ssea de fraturas experimentais em ratos e
concluiram que houve retardo na consolidagéo. ¢V

Perry et al (2003), num estudo similar, referem que o retardo da
consolidacdo Ossea € um efeito da classe das quinolonas, o que também foi
relatado pelo estudo histolégico de Tuncay et al (2005). ©"4Y Entretanto,
Stahlmann (2002) relata que o efeito condrotdxico da ciprofloxacina ndo pode ser
generalizado como um efeito de classe, pois ndo foi observado em todas as

quinolonas. ©®

3.5 PADRONIZACAO DE FRATURAS EXPERIMENTAIS

As fraturas variam conforme a sua localizacdo, ao mecanismo de trauma e
as lesdes associadas dos tecidos moles. Para o desenvolvimento de um estudo
experimental, tais caracteristicas devem ser controladas para evitar a criagdo de
muitas variaveis que podem dificultar a interpretacédo dos resultados. 23334

Bonnarens e Einhorn (1984) desenvolveram um aparelho simples e barato
no qual uma guilhotina romba produziu fraturas fechadas transversas de fémur de
ratos fixados com fios metalicos intramedular com minima cominuicdo e minima
angulacdo do fio. Concluiram que houve padronizacdo das fraturas. (32)

Vialle et al (2004) desenvolveram um aparelho similar para producéo de
fraturas de fémures de ratos fixadas com fios metalicos (Kirschner) intramedular.
Obtiveram fraturas transversas e obliquas curtas em 25 ratos Wistar e concluiram
gue o aparelho foi simples de usar e produziu fraturas padronizadas quanto ao
tipo, & localizacdo e ao mecanismo de trauma. &3

Probst et al (1999) referiram que a producdo padronizada de fraturas
experimentais fechadas evita a manipulacdo cirdrgica da fratura, impedindo a
perda do hematoma fraturario e favorece a consolidagéo. %

Grundnes e Reikeras (1992), num estudo onde produziram fraturas bilaterais
fechadas de fémur de ratos e realizaram fixacdo com haste intramedular fechada
de um lado e aberta do outro, concluiram que as fraturas com fixacdo fechada

consolidaram melhor com 4 semanas, mas a resisténcia com 12 semanas foi
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igual. “¥

3.5.1 Fixacéao de fraturas experimentais

A fixacdo das fraturas experimentais pode ou néo ser realizada, dependendo
do objetivo do estudo.

Castro et al (2005) relataram que a fixacdo das fraturas experimentais em
ratos por meios invasivos pode evoluir com complicagbes como infeccéo,
cominuicdo da fratura e Obito. Além disso, salientaram que a imobilizacdo com
gesso pode evoluir com sindrome compartimental. Por isso, recomendaram que
as fraturas experimentais em ratos ndo devem ser estabilizadas. ©

Entretanto, outros estudos referiram que a fixacdo fechada da fratura é
segura e nao altera a consolidacdo, pois a introducdo fechada da haste
intramedular evita a perda do hematoma fraturario, ndo lesa as partes moles ao
redor, acarreta em minima lesdo endosteal e propicia marcha com apoio precoce.
(33,34,42,43,44)

Além disso, outros estudos afirmaram que ensaios biomecanicos em fraturas
fixadas podem ser realizados apos a retirada da haste intramedular, pois ndo ha

alteracdo na consolidacdo éssea. 44

3.6 CONSOLIDACAO OSSEA EM RATOS

O osso do rato consiste de 0sso primario com uma estrutura lamelar ndo-
Harversiana, diferenciando-o do osso humano neste sentido. Entretanto, a base
fisiologica da remodelacdo € semelhante & do humano, o que o indica para a
realizacéo de estudos experimentais. ¢

Udupa e Prasad (1963) estudaram a consolidacdo 6ssea em fraturas de
ratos e a dividiram em 4 fases: fibroblastica, produgéo de colageno, osteogénica e
remodelacdo. A fase fibroblastica ocorre na primeira semana apos a fratura e se
caracteriza pela proliferacdo de fibroblastos provenientes do periésteo com

posterior proliferacdo de condroblastos e osteoblastos. Na segunda semana,
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inicia a fase de producgdo de colageno, onde ha diminui¢do da proliferacéo celular
e ocorre producdo de fibras colagenas no espacgo entre os fragmentos. A fase
osteogénica abrange a terceira e quarta semanas e se caracteriza pela
proliferacdo e hipertrofia de condroblastos, os quais séo substituidos por
osteoblastos que produzem nova substancia intercelular e osso novo. A fase de
remodelagcao corresponde a quinta e sexta semanas, quando 0 excesso de massa
6ssea é reabsorvido. “7

Na andlise da presenca de células cartilaginosas apés fraturas
experimentais em ratos, Giordano et al (1999) referem que a denominacdo mais
adequada para a segunda fase seria de fibrocartilaginosa pois se observou
predominio de condroblastos em relac&o aos fibroblastos neste periodo. ©

Einhorn (1998) observou sintese importante de cartilagem hialina
aproximadamente 9 dias apos a producdo de fraturas em ratos e Castro et al
(2005) encontraram organizacdo do hematoma, tecido fibrocartilaginoso e focos
de cartilagem hialina na segunda semana ap0s fratura diafisaria de tibia em ratos.
(9,48)

Quanto a avaliagdo do processo final da consolidagdo, alguns autores
encontraram consolidagdo 6ssea ap0s um periodo de 6 semanas em fémur de

ratos submetidos & osteotomia. ¢4

3.6.1 Estudos biomecanicos em ratos

Véarios estudos tém utilizado os ensaios mecanicos na avaliacdo da
consolidacéo 6ssea em ratos por considerarem uma excelente forma de analise
do calo 6sseo. &40

Engesaeter, Ekeland e Langeland (1978) descreveram um aparelho para
medir as propriedades mecanicas das forcas de flexdo e torcdo de fémur de ratos
tanto em 0ssos intactos quanto em fraturados. Concluiram que o aparelho pode
ser usado para investigacédo dos efeitos de drogas e hormoénios no processo de
consolidacdo 6ssea em fémur de ratos. “°

Pedroni (2005), num estudo realizado na linha de pesquisa de trauma do

Programa de P6s-Graduacéo em Clinica Cirdrgica da PUCPR, analisou diferentes
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diametros (0,5 e 1 mm) de fios de aco (Kirschner) utilizados como hastes
intramedulares na fixacdo de fraturas de fémures de ratos. Apds um periodo de 6
semanas, fez a eutanasia e utilizou uma maquina universal de ensaios da marca
EMIC® para os ensaios de flexdo de trés pontos e ndo teve dificuldades de
realiza-los. Concluiu que a resisténcia do calo 6sseo foi maior nas fraturas fixadas
com hastes de maior diametro. &%

Utvag, Rindal e Reikeras (1999) realizaram estudo biomecénico e usaram o
teste de trés pontos na avaliacdo de forca e mineralizacdo de fémur de ratos.
Referiram que a carga méaxima de falha do osso foi interpretada como a forga do
0sso e medida em Newtons. “9

Probst et al (1999) utilizaram o ensaio de trés pontos num estudo
biomecanico sobre a fixacdo de fraturas de tibia de ratos com diferentes tipos de
hastes e concluiram que hastes mais resistentes tém calo 6sseo mais rigido. “?

Pessan, Volpon e Shimano (1996) utilizaram o ensaio mecanico de flexado
no estudo da resisténcia do fémur de ratas nas faces cOncava e convexa e
concluiram que nao houve diferenca entre as faces. ¢

Molster e Gjerdet (1984) estudaram os efeitos da instabilidade na
consolidagéo de fraturas de fémur de ratos por meio de ensaio de flexado de trés
pontos e concluiram que a instabilidade rotacional cria micromovimentos que
podem aumentar a forca de flexdo, mas ndo aumentam a consolidacéo 6ssea. %

Curcelli et al (2005) usaram uma maquina universal de ensaios tipo
eletromecanica da marca EMIC® para a realizacdo do ensaio de trés pontos num
estudo biomecéanico do efeito da enoxaparina na consolidacéo de fratura de tibia
de ratos e ndo constataram diferencas na consolidacdo. *?

Muller et al (2004), num estudo para avaliagcdo do diclofenaco sédico na
consolidacdo de fraturas de tibia de ratos, usaram a mesma maquina e

concluiram que o diclofenaco sédico diminuiu a resisténcia do calo 6sseo. ©
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3.7 ENSAIO MECANICO DE TRES PONTOS

Na biomecanica, os estudos da forca de flexao atuantes sobre a diafise dos
0ssos longos e ou sobre o calo 6sseo formado podem ser realizados mediante o
ensaio mecanico de trés pontos. ©?

O ensaio mecanico de trés pontos é um tipo de ensaio de flexdo e consiste
em trés for¢as atuantes sobre 0 0sso. Sao produzidos dois momentos periféricos
iguais e um terceiro em sentido contrario. Cada momento € um produto de cada
uma das forcas atuantes na periferia e nas perpendiculares ao eixo de rotacéo, e
equidistantes ao ponto de apoio da terceira forca, que atua no sentido contrério
(Figura 1). ®?

Banaing Womeant (Tam

Figura 1 — Representacéo do ensaio mecanico de trés pontos. 1 - Forca de flexao;

2 e 3 - Apoios (momentos) laterais; 4 - Representacao gréafica das forcas

Fonte: Yuehuei e Draughn, Mechanical testing of bone and the bone-implant interface. Boca
Raton. CRC Press LLC 2000. p. 210. ©®?

Souza (1982) referiu que a determinagao das propriedades mecéanicas de

um material € realizada por varios ensaios. Geralmente, estes ensaios sao

destrutivos, pois promovem a ruptura ou a inutilizacdo do material. Dentre esses
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ensaios, estdo classificados os de tracdo, dobramento, flexdo, torgcéo, fadiga,
impacto e compresséo. &%

Também, relatou que os ensaios de dobramento e de flexdo fornecem uma
indicacdo do grau de deformacéo plastica que foi suportado pelo material quando
da fratura. De um modo geral, estes ensaios consistem em dobrar um corpo de
prova de eixo retilineo, tubular, retangular ou quadrado, assentado em dois apoios
afastados a uma distancia especificada, de acordo com o tamanho do corpo de
prova. Por intermédio de um cutelo, uma forca contraria as duas forcas
perpendiculares e que possui um didametro D é aplicada por um esforco de flexdo
no centro do corpo até que seja atingido um angulo de dobramento especificado
(&ngulo a). O cutelo tem um diametro que varia conforme a severidade do ensaio,
sendo também indicado nas especificacfes, geralmente em funcdo do diametro

ou da espessura do corpo de prova (Figura 2). ¢

Figura 2 — Representacdo do ensaio de flexdo de trés pontos e de dobramento. (a) e (b) -
Esquema de ensaio de dobramento; (c) - Corpo de prova dobrado até um angulo a.

Fonte: Souza AS. Ensaios mecanicos de materiais metalicos. Fundamentos tedricos e praticos. 52
ed. S&o Paulo: Edgard Bliicher; 1982. p. 138 &2

Os célculos possiveis com o teste de trés pontos sdo: area do momento de
inércia, forca necessaria para fratura (forca de flexdo) e médulo de elasticidade.

O proposito do teste de flexado de trés pontos € estabelecer a forga relativa
do osso quando forgcas sao aplicadas como flexdo deformante sobre um eixo.
Para a maioria dos casos, 0 0sso contra-lateral serve como controle. O 0sso
quebra primeiro em tensdo e a fratura propaga para o lado da compresséo

abrindo uma asa de borboleta. ¢
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4. METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) sob o registro n°® 197
(APENDICE) e seguiu as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal e a Lei 6638/1979 sobre Pesquisa em Animais.

O estudo seguiu as normas de Vancouver ®® e a normalizacdo de
trabalhos técnico-cientificos do Sistema de Bibliotecas da PUCPR ©®® conforme
orienta o paragrafo segundo do artigo 34 da sec¢do IV do capitulo Il do Regimento
Geral do Programa de Po6s-Graduacao em Clinica Cirurgica da PUCPR.

4.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

4.1.1 Caracterizacdo da amostra

Foram estudados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
machos, com idade entre 100 a 120 dias e com peso entre 250 e 350 g. Todos o0s

animais foram oriundos do Biotério Central da PUCPR.

4.1.2 Ambiente de experimentacéo

Os ratos foram alojados em grupos de 2 animais em gaiolas de
polipropileno, de dimensdes padronizadas para espécie, no Biotério Central da
PUCPR. O ciclo de luz foi controlado (ciclo claro-escuro de 12 horas) a
temperatura ambiente de 20°C (x 2). Os animais receberam &gua e racao
(Nuvilab CR-1®, Nuvital , Colombo-PR, Brasil) a vontade.
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4.2 ETAPAS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Anestesia

A anestesia foi realizada na regido glutea por injecdo intramuscular de
cloridrato de cetamina na dose de 20 mg/kg e cloridrato de xilazina na dose de 50

mg/kg.

4.2.2 Procedimento cirdrgico: fixagao intramedular do fémur

O procedimento foi realizado em bancada cirdrgica localizada no
Laboratério da Disciplina de Técnica Operatéria da PUCPR.

A técnica consistiu em realizar, na pata esquerda, tricotomia e antissepsia
com solucdo de iodo a 1% (Figura 3). Apos, realizou-se incisdo mediana ao nivel
da articulacdo do fémur com a tibia esquerda para exposicdo das fibras do

quadriceps.

Figura 3 — Tricotomia (seta) realizada na area para 0 acesso cirdrgico no joelho esquerdo do rato



31

Através de disseccao longitudinal das fibras do quadriceps e de luxacao
lateral da patela, os condilos femorais ficaram expostos para confeccdo de um
ponto de entrada com uma agulha 40 x 1,2 mm no centro do intercondilo. Neste
ponto, introduziu-se no canal medular do fémur um fio de aco (Kirschner) estéril
de 1 mm de didmetro com auxilio de um perfurador a bateria da marca Bosch® e
gue passou pela diafise e grande trocanter retrogradamente até exterioliza-lo na

pele adjacente ao fémur proximal (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Orificio inicial com agulha no centro do intercondilo do fémur do rato

| ROTAN
R
N

Figura 5 — Passagem do fio de a¢o no canal intramedular do fémur do rato com auxilio do
perfurador a bateria
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Entdo, o fio foi tracionado proximalmente para dentro da diafise femoral,
retirando-o da articulacdo do joelho do animal. Depois, a sua ponta proximal foi
cortada e dobrada para evitar migragao para dentro da articulagdo (Figura 6). A
extremidade proximal do fio foi sepultada abaixo da pele do animal e o
fechamento da inciséo foi realizado com fio Mononylon ® 3-0.

Figura 6 — Exteriorizacao e dobramento do fio de aco (seta) adjacente ao fémur proximal do rato

4.2.3 Fraturas padronizadas de fémur

Os ratos, ainda anestesiados, foram submetidos a fratura da diafise do
fémur esquerdo em seu terco médio por aparelho que mimetiza guilhotina romba
e produz fraturas padronizadas, seguindo-se a metodologia dos estudos de Vialle
et al (2004), Pedroni (2005) e Mussi Filho et al (2006) (Figuras 10 e 11). 133334

O aparelho utilizado é formado por um corpo, um suporte para o animal,
um sistema para liberar a guilhotina e um peso de aco de 500 g. O corpo do
aparelho consiste de uma base e duas plataformas de madeira montadas sobre
barras verticais. As duas plataformas tém uma fenda por onde desce a barra de
aco que, por sua vez, é liberada de uma altura de 30 cm, mediante a liberacéo de
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uma trava. Sua queda é parada por outra trava que limita a queda a 1 mm além
do ponto de contato da barra com o fémur do animal, restringindo, portanto, a
deformacédo angular tanto do osso como da haste intramedular. O animal é
posicionado em decubito dorsal, com o membro inferior em abducdo e com a
regido a ser fraturada posicionada entre dois suportes metalicos. A guilhotina cai
no centro desse suporte, causando a fratura nesta regiéo (Figuras 7, 8 e 9). ©3

=
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Figura 7 — Desenho esquematico do aparelho utilizado para confeccéo de fraturas padronizadas
em fémur de ratos. A, B e C: plataformas de madeira, D: barra de aco, E: trava da barra de aco, F:
suporte para o animal

Fonte: Vialle et al. Rev Bras Ortop 2004; 39(6):325. ©®
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Figura 8 — Aparelho utilizado para confeccao das fraturas padronizadas no fémur dos ratos

Figura 9 — Posicionamento do rato no aparelho no momento da execucao da fratura na diafise do
fémur
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4.2.4 Radiografia pos-operatoria

O local e a configuracéo das fraturas bem como o posicionamento dos fios
de ac¢o intramedulares no pdés-operatorio imediato foram controlados por
intermédio de exames radiograficos (Figura 10) realizados por profissional com
experiéncia em exames com animais. Os exames demonstraram um padrao de
fraturas transversas ou obliquas curtas na diafise do fémur esquerdo em todos os
animais. Utilizou-se aparelho portéatil de radiografia da marca Procion® (modelo
lon X 10) que nao permite fugas de radiacédo, com intensidade do tubo de 10 mA,
foco 0,8 x 0,8 mm e distancia de 20 cm do foco a pele. Os exames foram
repetidos ap6s 6 semanas do procedimento para avaliacdo da consolidacao

dssea.

Figura 10 — Radiografia pds-operatdria imediata confirmando a fratura na diafise do fémur (seta) e
0 posicionamento intramedular do fio de ago

4.2.5 Pés-operatério

A dor no pés-operatério foi controlada com analgésico e antitérmico flunixina

meglumina (Banamine®, Schering-Plough) administrado por via intramuscular na
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regido glatea na dose Unica de 1,1 mg/kg.

4.3 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os ratos foram divididos em 2 grupos de 10 animais. Os procedimentos no
grupo estudo (Cipro) foram realizados numa primeira etapa e 0S no grupo
Controle, numa segunda etapa. No grupo Cipro, apds 12 horas do procedimento e
realizada durante 6 semanas, fez-se a administragdo de ciprofloxacina
(HalexIstar®) por via subcutanea na dose de 50 mg/kg peso, duas vezes ao dia
com intervalo de 12/12 horas. No grupo Controle, fez-se a injecdo de 2 ml de soro
fisiologico a 0,9% por via subcutanea durante o mesmo periodo € no mesmo

intervalo do grupo Cipro.

4.4 EUTANASIA

ApoOs o periodo de 6 semanas, os animais foram submetidos a eutanasia
seguindo a Resolucdo 714/2002, utilizando-se dose letal de cloridrato de cetamina
(148 mg/kg) por via intraperitoneal.

4.5 PREPARO DAS PECAS ANATOMICAS

As patas fraturadas (lado esquerdo) e as nédo fraturadas (lado direito) de
cada animal foram desarticuladas, as partes moles foram retiradas e os fios de
aco dos fémures operados foram retirados com auxilio do perfurador a bateria
(Figura 11). Os fémures foram radiografados da forma ja referida e imersos em

solucéo de formalina para fixacao.
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Figura 11 — Pecas anatdmicas do fémur fraturado (A) e do fémur néo fraturado (B) apos a
desarticulacdo do animal

Depois de desarticulados, os animais foram devidamente embalados em
sacos de lixo proprios e levados ao depdésito de lixo hospitalar do biotério para
posterior captacéo pelo servigo de lixo hospitalar da cidade de Curitiba.

4.6 ENSAIOS BIOMECANICOS

ApOs uma semana, os fémures preparados foram levados ao Laboratorio
de Mecéanica da PUCPR para a realizacdo do estudo biomecéanico. As pecas
foram retiradas da solucdo de formalina e deixadas a temperatura ambiente por
uma hora. Entéo, os testes foram realizados utilizando-se uma maquina universal
de ensaios destrutivos da marca EMIC® (modelo DL-500, Sado José dos Pinhais-
PR, Brasil), conectada a um computador com software de ensaio mecéanico e
programa de automacédo Tesc (versdo standard, servidor VirMaq e linguagem de

programacao TestScript) (Figura 12).
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Figura 12 — Maquina universal de ensaios destrutivos conectada ao computador

Os ossos foram submetidos a forgas de flexdo de trés pontos com forga
maxima, com o cutelo de 5 mm atuando na diafise e no calo ésseo e as forcas
foram medidas e registradas em Newtons (N). Usou-se a célula de carga SV100
com valor de corregdo = 11,05769. Foram testados os fémures fraturados (calo

0sseo0) e os sem fratura (fémur normal) em ambos os grupos (Figura 13).
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Figura 13 — Ensaio mecanico de trés pontos no calo 6sseo do fémur do rato. Notar 0os apoios
laterais para suporte do 0sso e o cutelo atuando no calo 6sseo do fémur

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra foi feito estatisticamente aferido para um nivel de
significancia de 5%, poder do teste de 90% e diferengca minima relevante a ser
detectada igual a 15N da resisténcia observada no grupo controle. O niumero de
animais calculado foi de 16 ratos.

Inicialmente, os grupos Cipro e Controle foram analisados em relacdo a
forca no calo 6sseo e no fémur normal. ApGs, comparou-se o calo 6sseo com 0
fémur normal dentro de cada grupo.

Os resultados do estudo foram expressos por médias, desvios padroes,

medianas, valores minimos e maximos.
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Para a comparacdo dos grupos em relacdo a forga, foi usado o teste t de
Student para amostras independentes. Para compara¢do do calo 6sseo com o
fémur normal dentro de cada grupo, foi usado o teste t de Student para amostras
pareadas. A avaliacdo da condicdo de normalidade da variavel foi feita usando-se

o teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

Apesar do célculo da amostra considerar 16 ratos para o estudo, 0s
procedimentos foram realizados em 20 animais, pois eventuais intercorréncias
poderiam acontecer. Dezesseis animais evoluiram com ganho ponderal, marcha
normal e as avaliacdes macroscopicas e radiograficas dos ossos demonstraram
fraturas sem sinais de infecg&o. Estes ratos entraram no estudo. Um rato de cada
grupo apresentou osteomielite, um rato do grupo controle foi a 6bito na primeira
semana pos-operatoria e um rato do grupo Cipro foi a 6bito no dia da eutanasia.
Estes animais foram excluidos da pesquisa.

As avaliacdes macroscopicas e radiograficas dos fémures fraturados dos
ratos, apos 6 semanas dos procedimentos cirdrgicos, demonstraram consolidacao

0ssea em todos os animais avaliados (Figuras 14 e 15).

Figura 14 — Radiografia final dos fémures fraturados do grupo Controle. Notar a consolida¢gédo da
fratura em todos 0s 0ssos
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Figura 15 — Radiografia final dos fémures fraturados do grupo Cipro. Notar a consolidacdo da
fratura em todos 0s 0sso0s.

Os resultados dos estudos biomecanicos obtidos em cada grupo séao

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados da resisténcia do calo 6sseo e do fémur normal nos ensaios biomecanicos
nos grupos Cipro e Controle apés 6 semanas da fratura.

Grupo Rato Calo 6sseo* Fémur normal*

Cipro 1 61,17 97,87
2 91,76 103,99
3 61,17 128,46
4 42,82 91,76
5 79,52 122,34
6 79,52 91,76
7 91,76 110,11
8 61,17 116,22

Controle 9 65,39 79,40
10 68,69 83,37
11 63,25 76,16
12 76,71 93,47
13 82,09 115,31
14 77,50 99,52
15 76,71 92,98
16 87,9 106,93

*Valores expressos em Newtons.

Inicialmente, para o calo 6sseo e o para fémur normal, testou-se a hipotese
nula de que a média de forca € igual para os dois grupos, versus a hipétese
alternativa de médias diferentes. Em seguida, para cada grupo, testou-se a
hipétese nula de que a média para o calo 6sseo € igual a média para o fémur
normal contra a hipétese alternativa de meédias diferentes. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 2 e no Graficol.
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Tabela 2 — Resultados das médias, medianas, valores minimos e maximos e desvios padrfes da
resisténcia do calo 6sseo nos ensaios biomecanicos nos grupos Cipro e Controle apés 6 semanas
da fratura.

1n*
Variavel Grupo n Média* Mediana* Minimo* Maximo* Devao
padrédo
Controle 8 74,78 76,71 63,25 87,90 8,44
Calo 6sseo
Cipro 8 7111 70,35 42,82 91,76 17,28
Controle 8 93,39 93,23 76,16 115,31 13,60
Fémur normal
Cipro 8 107,81 107,05 91,76 128,46 13,85

*Valores expressos em Newtons.

Na comparacdo da resisténcia do calo 0sseo entre os grupos Controle e
Cipro, néo foi encontrada diferenca significativa (p=0,601).

Na comparacado da resisténcia do fémur normal entre os grupos Controle e
Cipro, néo foi encontrada diferenca significativa (p=0,054).

Na comparacao da resisténcia do calo 6sseo com o fémur normal no grupo
Controle, foi encontrada diferenca significativa (p<0,001).

Na comparac¢do da resisténcia do calo 6sseo com o fémur normal no grupo

Cipro, foi encontrada diferenca significativa (p=0,002).

CONTROLE x CIPRO - CALO OSSEO x FEMUR NORMAL
Média; média = ep; média £ dp
150

140 _
130 . p =0,054 .

120 p < 0,001 T
P

110 - %%

100

90 DA% -

=
70

60
50 p=0,601
40 _
30 p = 0,002
20

Forca (N)

B Calo 6sseo
Controle Cipro A Fémur normal
GRUPO

Gréfico 1 — Comparativo entre as médias e os desvios padrdes da resisténcia do calo 6sseo e do
fémur normal nos grupos Cipro e Controle.
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, o trauma tem sido a maior causa de morbidade e
mortalidade em pacientes abaixo dos 40 anos de idade. O impacto sécio-
econdmico desta situagdo € expressivo, visto que estes pacientes estdo em fase
altamente laborativa e produtiva. -

Os traumatismos variam quanto a intensidade e a energia, sendo que muitos
sao de alta energia e causados por acidentes automobilisticos e atropelamentos.
Nestes casos, sao frequentes o0s politraumatismos que necessitam de
atendimento emergencial em centros especializados onde 0s pacientes sao
tratados segundo o protocolo de atendimento inicial do Advanced Trauma Life
Support (ATLS). &2

Nos traumas de alta energia, o fémur é um dos o0ssos mais afetados e as
fraturas comumente ocorrem na regigo diafisaria. *>*® Estas fraturas podem ser
simples ou complexas, fechadas ou expostas e associadas a lesdes de partes
moles. Nos pacientes politraumatizados, ocorrem outras fraturas concomitantes e
lesGes em outros locais, como o toérax, o0 abdémen, o cranio e a pelve. Por isso, a
abordagem precoce destes pacientes é fundamental para salvar a vida e
minimizar a morbidade. Além disso, o tratamento destes pacientes geralmente &
prolongado e muitas vezes sdo necessarios internamentos em unidade de
tratamento intensivo e varios procedimentos cirtrgicos. %

As fraturas diafisarias do fémur no adulto necessitam de tratamento cirdrgico
por meio da osteossintese que propicia a estabilidade necessaria a consolidacao
0ssea. A fixacdo é realizada com implantes metélicos que podem ser internos ou
externos conforme o tipo da fratura e as lesdes associadas. ¢3*®

Nas fraturas isoladas, a haste intramedular € o método de escolha de
tratamento por permitir a fixacdo sem a necessidade de expor a fratura, com
consequente menor leséo de partes moles, e o carregamento compressivo ciclico,
0 que estimula a consolidagéo. 345

Nas fraturas expostas, o fixador externo serve como alternativa de fixacao por
facilitar o tratamento das lesfes de partes moles, podendo ser substituido por
haste intramedular apds a cicatrizacdo das partes moles e caso a fratura nao

evolua com infeccdo.
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Nos politraumatismos, as placas com parafusos e os fixadores externos
podem ser usados nas fraturas devido a colocagdo mais rapida, o que é muito
importante nestes pacientes para salvar a vida e evitar complicacdes sistémicas.
(2,5)

Entretanto, os pacientes com fraturas do fémur podem evoluir com
complicagbes locais e sistémicas. Nos pacientes politraumatizados, devido ao
longo periodo de internamento e ao fato de ficarem restritos no leito por muito
tempo, pneumonias por aspiracdo e infeccbes do trato génito-urinario e do
sistema gastrointestinal sdo freqlentes e o tratamento com antibioticoterapia
especifica deve ser realizado. ¢3*%

Além disso, nas fraturas expostas do fémur, ha a contaminacdo do préprio
trauma além da extensa lesdo das partes moles e do osso propriamente dito,
propiciando um meio para desenvolvimento de infecgOes. Nestas situacdes, o
tratamento deve ser feito com limpeza e desbridamento cirdrgicos e também com
antibiéticos especificos. @2

Dentre os antibioticos indicados nas infec¢bes associadas as fraturas do
fémur, a ciprofloxacina é um dos mais usados, sendo a quinolona mais utilizada
atualmente. Ela possui boa absorcéo oral e parenteral, excelente penetracéo
tecidual e facil posologia, 0 que favorece seu uso. Entretanto, apresenta efeitos

adversos como a condrotoxicidade. (¢3247252627.2829)

Como no processo de
consolidacdo 6ssea h& presencga de células cartilaginosas, surgiu o interesse em
estudar a influéncia deste antibi6tico na consolidacao.

Nas bases de dados pesquisadas (Lilacs, Scielo, Proquest, Ovid, Pubmed
e Medline), apenas 2 relatos foram encontrados para avaliar a influéncia da
ciprofloxacina na consolidacdo 6ssea. No primeiro estudo experimental em ratos,
0S autores realizaram analise histoldgica, radiologica, biomecénica e ultra-
estrutural e concluiram que houve retardo na consolidacdo 6ssea com o uso de

G porém, as fraturas foram

concentracfes terapéuticas da ciprofloxacina.
realizadas em ambos os fémures e nao foi relatado se foram ou nao fixadas.
Como a avaliacdo de um osso nao fraturado é importante, pois serve de controle
em cada animal, este € um fato a ser criticado neste estudo. Além disso, o grupo
controle ndo recebeu nenhuma administracdo de substancia e a administracdo do
antibiotico ocorreu somente uma semana apoés a fratura, o que pode alterar os

resultados, visto que na segunda semana ja& h&d a presenca de células
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cartilaginosas. ©***® Também, os ratos sofreram eutanasia com 4 semanas € 0
teste biomecénico foi realizado por meio da analise de forga e rigidez com falha
em torcdo, o que também diferenciou da presente pesquisa. Segundo
Engesaeter, Ekeland e Langeland (1978), angulacdes nas fraturas consolidadas
podem alterar os resultados de testes biomecanicos em torcdo. “® Como as
fraturas ndo foram fixadas, a ocorréncia de desvios e angula¢gdes é maior, o que
também pode alterar os resultados. E nao foi relatada a avaliagdo macroscopica
dos 0ssos apos a desarticulacdo dos animais.

No segundo estudo, os autores também realizaram trabalho experimental
em ratos e avaliaram histologicamente a consolidacdo 6ssea apds administragéo
de 4 tipos de quinolonas (ofloxacina, norfloxacina, pefloxacina e ciprofloxacina).
Concluiram que todas retardaram a formacao do calo 6ésseo em ratos. Como no
primeiro estudo, as fraturas foram realizadas em ambos os lados, a administracao
das quinolonas so6 foi realizada apds 7 dias da fratura e por 3 semanas e a
eutanésia foi feita com 4 semanas. "

Outras drogas sao usadas concomitantemente ao tratamento das fraturas e
neste grupo se enquadram analgésicos, antiinflamatorios, anticoagulantes e
antibioticos. Como muitos destas sdo usadas por periodos prolongados e efeitos
adversos podem ocorrer, varias pesquisas tém sido realizadas para avaliar uma
possivel influéncia na consolidacdo. Os antiinflamatérios sdo os que mais
comumente tém alterado este processo, pois modificam a fase inflamatéria e
retardam a consolidagdo. #'%%) Clinicamente, a interagdo entre as diversas
drogas poderia alterar ainda mais este processo.

No presente trabalho, apds a aprovacéo do projeto pelo CEUA-PUCPR, os
animais foram obtidos e alojados no biotério. Os procedimentos cirdrgicos foram
realizados sem dificuldades, pois seguiram a mesma técnica operatdria de outros
estudos na mesma linha de pesquisa. **333% A fixacéo dos fémures foi feita sem
dificuldades com fios de aco (Kirschner) de facil aquisicdo no mercado. Fez-se a
fixacdo dos 0ssos antes da realizacédo das fraturas por ser mais facil o controle da
passagem intramedular do fio. Estes fios funcionam como hastes intramedulares,
causando pouco ou nenhum dano a circulagdo endosteal e permitindo carga
ciclica a fratura, o que estimula a consolidacdo. Apesar de alguns estudos na

literatura nao realizarem fixacdo das fraturas experimentais °**1? optou-se pela
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fixacdo com estes fios para simular o tratamento que é realizado em humanos na
maioria das vezes.

As hastes intramedulares utilizadas em humanos podem ser macicas ou
canuladas. As hastes canuladas possuem maior diametro, entretanto necessitam
de alargamento do canal medular que é feito com fresas especiais, 0 que acaba
lesando a circulagdo endosteal do fémur. J& as hastes maci¢cas possuem menor
diametro, mas tém a vantagem de nao lesar os vasos endosteais do fémur por
nao necessitar de fresagem do canal medular. Por isso, optou-se pela utilizacao
de fios metalicos rigidos que atuam como hastes macicas no canal medular do
fémur do rato para evitar a lesdo da circulagéo endosteal.

Em relacdo a confeccédo de fraturas padronizadas em animais, a maioria
dos estudos experimentais utiliza carga manual na producéo de fraturas, sem um
controle preciso das forcas aplicadas. Por isso, é fundamental a utilizacdo de
métodos em que a confeccdo da fratura siga um mesmo padrdo. O aparelho
utilizado para confeccdo das fraturas padronizadas foi simples de usar e o
controle radiografico realizado imediatamente apos a fratura confirmou o padréao e
o local das fraturas na diafise do fémur dos ratos. Os estudos prévios ha mesma
linha de pesquisa ja tinham demonstrado a facilidade de manuseio e a
especificidade deste aparelho. 334 Pequenos encurvamentos nos fios de aco
nao conferiram dificuldades na retirada posterior nem alteraram a consolidacao
das fraturas. E, como ja relatado, a retirada do fio de ago antes do teste
biomecanico néo influencia nos resultados. 4%

A dor pos-operatoria foi controlada com uma droga (Banamine®) com acgao
mais analgésica e em dose Unica imediatamente ap0s o0s procedimentos
cirdrgicos em todos o0s animais, evitando-se uma possivel interferéncia no
processo de consolidacdo. Ndo h relatos de alteracdes na consolidacdo éssea
com a droga utilizada.

A administracdo subcutanea da ciprofloxacina foi realizada em intervalos
rigorosos de 12 horas e na dosagem terapéutica de 50 mg/kg de peso como
normalmente € utilizada em humanos. N&o houve dificuldades nesta
administracdo. O medicamento foi armazenado a temperatura ambiente e
protegido da luz e da umidade, conforme orientacdes do fabricante.

Em relacdo ao grupo controle, no projeto inicial estava planejado o uso dos

dados do estudo de Pedroni (2005) como controle, pois seria utilizado um grupo
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com mesmo nimero de animais e fixacdo com fio de aco de mesmo diametro. ¥
Apds uma analise mais minuciosa, verificou-se que os ratos estudados haviam
permanecido em temperaturas e biotérios diferentes do presente estudo e nao se
realizou nenhuma administracdo de substancias. Para evitar que estas diferencas
pudessem criar variaveis que seriam dificeis de interpretar posteriormente, optou-
se por estudar um grupo controle seguindo a mesma metodologia do grupo Cipro.
A administracéo de soro fisioldgico foi realizada para que houvesse manipulagéao
semelhante dos animais e funcionasse como placebo, evitando-se criar viés.

A opcao pelo estudo experimental foi devido a dificuldade de realizar
estudos da consolidacdo 6ssea em humanos e a importancia de se controlar os
diversos fatores que podem alterar a consolidacdo, pois, clinicamente, seria
praticamente impossivel estuda-los separadamente. Segundo Utvag e Reikeras
(1998), o modelo experimental em ratos € uma forma valiosa de avaliacdo devido
a padronizacgdo e a reprodutibilidade das fraturas, sendo um animal conveniente e

“8) O rato foi escolhido como modelo

amplamente usado em pesquisas.
experimental por ser o animal mais utilizado na avaliagdo da consolidacdo 0ssea,
pois apresenta 0sso e calo 6sseo com caracteristicas biomecéanicas muito
similares as dos humanos, além da facilidade de manuseio e de cuidados do
mesmo. “®

Quanto ao prazo de 6 semanas para a eutanasia e para a avaliacdo do
calo 0sseo, seguiram-se 0s estudos que encontraram consolidacdo 6ssea em
ratos ap6s este perfodo. ©44") Nas avaliacdes macroscépicas e radiogréficas,
apos este periodo, todas as fraturas estavam consolidadas em ambos o0s grupos.

Ademais, o estudo do fémur sem fratura é importante para que haja um
controle em cada animal, visto que outras doencas podem influenciar na
consolidagéo. Por isso, avaliou-se também o lado n&o fraturado para afastar uma
possivel alteracdo 6ssea do animal.

Na andlise do calo 0sseo, existem varios métodos de avaliacdo e a
radiologia € a forma mais compativel de reproducdo em humanos, pois € util tanto
para o diagndstico inicial quanto para a avaliacdo seriada da consolidacao, além
de ser um exame simples, rapido e barato. Por isso, optou-se pelo exame
radiogréafico que foi realizado sem dificuldades.

Quanto a opcéao pelo ensaio biomecanico na avaliacdo do calo 0sseo, €

importante salientar que, segundo a Lei de Wolff ©3% ha uma intima
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interdependéncia entre a morfologia e as solicitagbes mecanicas do 0sso, que
responde aos esforgcos mecanicos com modificacbes da sua arquitetura interna.
Além disso, duas das principais funcdes do aparelho locomotor séo a sustentacao
e a transmissdo de forcas e a importancia de se compreendé-las deve-se as
lesdes que podem ocorrer (ex: fraturas) e a necessidade de repara-las. Assim,
guanto mais se conhecer sobre o aparelho locomotor do ponto de vista mecanico,
tanto em doencas e lesbes quanto na saude, melhores serdo as condi¢cbes de
tratar as lesdes e restaurar as funcdes. ®® Também, o estudo do 0sso como
estrutura intacta é interessante, pois os resultados refletem melhor a capacidade
do sistema musculo-esquelético in vivo, a sua funcdo como alavanca e a
capacidade de resistir aos esforcos em vérias condi¢ces. ©® Por isso, a anélise
biomecanica é uma das melhores formas de avaliacdo do calo 6sseo em ratos.
Como o estudo seguiu um método ja utilizado na mesma linha de pesquisa, a
realizacdo do estudo biomecanico foi padronizada e de facil execugéo. ¢

Outras formas de analise da consolidacdo Ossea como histologia e
imunohistoquimica poderiam ser utilizadas para avaliacdo da sequéncia da
consolidacdo Ossea, desde a fratura até a consolidagdo final. Porém, haveria
necessidade de criacdo de mais grupos e utilizacdo de mais ratos, o que
aumentaria 0s custos do estudo e também poderia aumentar 0 numero de
variaveis. Além disso, avaliacbes histologicas da consolidacdo com uso da
ciprofloxacina ja foram realizadas em trabalhos prévios. 3" Por isso, houve a
preferéncia pelo ensaio biomecéanico como forma de avaliacdo juntamente com o
exame radioldgico.

Dentre os ensaios mecanicos, o teste de flexao de trés pontos foi escolhido
devido a confiabilidade do método, pois 0 mesmo é capaz de mensurar, em
Newtons, valores numéricos que permitem comparagfes e estudos estatisticos
com uma especificidade segura. “?

Pode-se argumentar que a ciprofloxacina é usada no tratamento de
infeccbes e, por isso, 0 modelo experimental também deveria ter algum tipo de
infeccdo para que o estudo fosse mais fidedigno. Optou-se por nao fazer um
modelo com infecgdo, pois seria dificil de controla-la nos animais, aumentaria a
possibilidade de obitos e criaria outras variaveis como retardo de consolidacao e

pseudoartrose cuja causa seria dificil de interpretar.



51

Em relacdo aos resultados encontrados, houve diferenga estatistica na
avaliagdo da resisténcia entre o calo 6sseo e o fémur nédo fraturado em cada
animal, mostrando que houve diminuicao da resisténcia do calo 6sseo em ambos
0s grupos. O desvio padrao da resisténcia do calo 6sseo no grupo Controle foi
menor (8,44) que no grupo Cipro (17,28) devido ao rato 4 do grupo Cipro. Nao foi
encontrada explicacédo para o resultado deste rato. A diferenca entre resisténcia
do fémur normal e do calo ésseo foi menor no grupo Controle. O calo 6sseo do
grupo da Cipro apresentou menor resisténcia em relacdo ao grupo Controle,
porém, estatisticamente sem significancia. Como a uUnica varidvel do estudo foi
utilizacdo ou ndo da ciprofloxacina, ndo se pode afirmar estatisticamente que esta
droga alterou a resisténcia do calo 0sseo.

Diferentemente dos relatos prévios que demonstraram a influéncia negativa
da ciprofloxacina na consolidacdo 6ssea em ratos ®*3"), este estudo experimental
nao confirmou a hipdtese de que a ciprofloxacina altera a resisténcia do calo
0sseo. Em relacdo aqueles trabalhos, houve algumas diferencas no meétodo.
Primeiro, 0 prazo para inicio da administracdo da ciprofloxacina foi desde o
primeiro dia neste estudo, pois, como ja relatado, na segunda semana ja ha
células cartilaginosas. O fémur contralateral também foi avaliado, o que permitiu a
analise do osso nao fraturado como controle no proprio animal, sendo importante
para afastar alteracbes osseas. Optou-se pela fixacdo da fratura para evitar
grandes desvios, diferentemente daqueles estudos nos quais ndo se realizou
fixacdo da fratura, o que pode causar desvios maiores, com a consequente
imprecisdo dos resultados. A técnica de fixacdo intramedular, usada na presente
pesquisa, ja demonstrou que nao altera o processo da consolidacdo Ossea.
(33,34.42:43.4%) 5 estudo biomecanico foi feito com teste em flexdo de trés pontos que
€ mais seguro e confiavel que o teste de torcao, pois este € muito influenciado por
desvios nas fraturas. Também, deve ser salientado que os testes biomecanicos
foram realizados ap0s 6 semanas das fraturas, pois nesta fase ha a consolidagéo
O0ssea e uma maior resisténcia do calo 6sseo que em 4 semanas, época em que
foram realizados os testes do primeiro estudo.

Apesar dos relatos de alteracdes histoldégicas nas células cartilaginosas

aq GL3D,

observadas durante a consolidacdo 6ssea com 0 uso da ciprofloxacin a

analise biomecanica deste estudo mostrou que ndo houve diferenca estatistica na
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resisténcia do calo 6sseo em relacdo ao grupo controle ap6s o periodo de 6

semanas da fratura.
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7. CONCLUSAO

N&o houve diferenca estatisticamente significante na resisténcia do calo
0sseo de fraturas padronizadas de fémures de ratos com o uso da ciprofloxacina

em relacdo ao grupo controle.
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