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ARTIGO ORIGINAL

INFLUENCIA DA CIPROFLOXACINA NA CONSOLIDACAO
OSSEA DE FRATURAS DE FEMUR EM RATOS

INFLUENCE OF CIPROFLOXACIN ON FEMORAL FRACTURES HEALING IN RATS

FaBiano Kupczik, Luiz RoBerTo GowmEs VIALLE, LEONARDO OLIVEIRA NOBRE, LucAs DE ALMEIDA VIEIRA,
ANDRE EUGENIO OMINE FERNANDES

RESUMO

Objetivo: Apresentar um estudo experimental sobre o efeito da ci-
profloxacina na resisténcia do calo ¢sseo de fraturas padronizadas
de fémures de ratos. Métodos: Os ratos foram separados em dois
grupos de oito animais: 0 grupo estudo (cipro) e o grupo controle.
Os animais foram submetidos a fixagédo dos fémures esquerdos
com fio metalico intramedular e a confecgao de fraturas padroni-
zadas no mesmo 0sso. O grupo estudo recebeu ciprofloxacina e
0 grupo controle soro fisioldgico durante seis semanas. Apds este
periodo, realizou-se estudo radiografico controle e ensaio biome-
canico de trés pontos para obtencao da forga de flexdo mensurada
em Newtons. Resultados: As radiografias e a analise macroscopica
demonstraram consolidagao 6ssea em todas as fraturas. Foram
comparados os resultados encontrados no estudo biomecéanico
entre os dois grupos, sendo que 0 grupo cipro apresentou resis-
téncia a forga de flexdo média 71,11 e o grupo controle, forga de
flexao média 74,78, ndo apresentando significancia estatistica (p =
0,601, test t). Conclusao: Nao houve diferenca estatistica significante
na resisténcia do calo 6sseo de fraturas padronizadas de fémur de
ratos apos o uso de ciprofloxacina em relacéo ao grupo controle.

Descritores: Ciprofloxacino. Consolidacéo das fraturas. Consolida-
¢édo da Fratura/efeitos de drogas. Ratos.
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ciprofloxacina na consolidagéo 6ssea de fraturas de fémur em ratos. Acta Ortop Bras.
[online]. 2009; 17(4):228-31. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

As fraturas dos 0ssos longos dos membros inferiores sao muito
comuns no trauma ortopédico, sendo que as fraturas diafiséarias do
fémur apresentam uma incidéncia anual de 1 a 4:10.000 pessoas.'
Elas ocorrem principalmente em pacientes abaixo de 40 anos de-
vido a traumas de alta energia.?

As fraturas do fémur podem ser fechadas ou expostas e seu trata-
mento é predominantemente cirdrgico através da fixagao interna ou
externa que proporcionam a estabilidade necessaria para a conso-
lidagao ¢ssea.?® As complicagbes dessas fraturas podem ser sisté-
micas e/ou locais, sendo, a infeccdo uma das mais temiveis.>*°
A ciprofloxacina ¢ um dos antibiéticos usados tanto de forma pro-
fildtica quanto terapéutica nestes casos. Além disso, é usada con-

ABSTRACT

Objective: To present an experimental study about the effects of
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comitantemente no tratamento de infeccoes nos locais dos pino:
de fixadores externos e infecgdes a distancia. Sua utilizagao é cad:s
vez mais frequente na prética diaria.5'3

Efeitos adversos tém sido descritos com relagdo a esta droga nc
sisterma musculo-esquelético. Nos tenddes, ocorrem alteragdes de
generativas que podem evoluir com rupturas espontaneas, especial
mente na populagao idosa. Nas cartilagens articular e de crescimen
to, alteragdes nos condrécitos como morte celular e degeneragéo dk
matriz com consequente alteragéo na produgéo de colageno, foran
demonstradas tanto in vitro quanto in vivo por varios estudos.'#%°

A relevancia clinica deste estudo se deve ao fato de poder alterar :
rotina do uso da ciprofloxacina em pacientes com fraturas associa
das a infecgbes tanto ésseas quanto a distancia. Caso se confirme
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a hipdtese de influéncia negativa na resisténcia do calo 6sseo, a uti-
lizagao deste antibidtico por periodos longos retardaria o processo
de consolidagao, prolongaria o internamento hospitalar, implicaria
em novos procedimentos cirlrgicos, aumentaria os custos do trata-
mento e adiaria o retorno do paciente as atividades cotidianas.

OBJETIVO

Avaliar a influéncia da ciprofloxacina na resisténcia do calo ésseo de
fraturas padronizadas de fémures de ratos por meio de analise radio-
gréfica e estudo biomecanico da forga de flexdo de trés pontos.

METODOS

Foram estudados 16 ratos da linhagem Wistar, machos, com idade
de 100 a 120 dias, pesando em média 324g (variando entre 2969 a
352Q) e provenientes do Biotério Central da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana - PUCPR.

Os procedimentos realizados seguiram as normas do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals of International Association for
Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (1996) e
a Lei Federal n° 6.638 de 8 de maio de 1979. Apds a aprovagao e
liberagao do Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da PUCPR
sob o registro no CEUA/PUCPR n° 197, os ratos foram divididos em
dois grupos: grupo estudo (cipro) e grupo controle (soro fisiolégico).
Todos os animais foram anestesiados com uma injegdo intramuscu-
lar de cloridrato de cetamina na dose de 20 mg/kg e cloridrato de
xilazina na dose de 50 mg/kg. Foi realizada tricotomia e assepsia
no local do acesso cirlrgico com solugéao de iodo 1%.

O procedimento cirdrgico foi realizado em bancada cirirgica, locali-
zada no Laboratério da Disciplina de Técnica Operatéria da PUCPR,
e consistia de uma inciséo mediana ao nivel da articulagéo do fémur
com a tibia esquerda para exposicéo das fibras do quadriceps. Atra-
vés de disseccao longitudinal das fibras do quadriceps e de luxagéo
lateral da patela, os condilos femorais foram expostos para confec-
cao de um ponto de entrada com uma agulha 40 x 1,2 mm na regiao
intercondiliana. Entdo, com o auxilio de um perfurador, foi introduzido
no canal medular do fémur um fio de ago (Kirschner) estéril de 1
mm de diametro o qual passou pela diéfise e grande trocanter retro-
gradamente até exterioriza-lo na pele, neste local foi realizado uma
outra incisdo, por onde o fio foi tracionado cranialmente para dentro
da diafise femoral, retirando-o da articulagéo do joelho do animal.
A extremidade cranial foi cortada e dobrada para evitar migragao
para dentro da articulacao e sepultada abaixo da pele do animal. O
fechamento das incisoes foi realizado com fio mononylon 3-0.

Os ratos, ainda anestesiados, foram submetidos a fratura da diéfise
do fémur esquerdo em seu terco médio por um aparelho que mime-
tiza uma guilhotina romba e produz fraturas padronizadas, seguin-
do-se a metodologia dos estudos de Vialle et al.?', Pedroni®® e Mussi
Filho et al.?® realizados também na linha de pesquisa de trauma do
Programa de Pés-Graduacéo em Clinica Cirurgica da PUCPR.
Conferiu-se a posigdo do fio e a confirmacéao da fratura através de
estudo radiografico. (Figura 1)

Os ratos, em grupos de dois animais, foram alojados 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+2°C. Umidade e nivel
de ruidos mantido estaveis. Todos os animais receberam agua e
ragao adequada a vontade.

A dor no pds-operatério foi controlada com o uso de analgésico e
antitérmico, Flunixina meglumina, de nome comercial BANAMINE®
(0,1 ml intramuscular uma vez ao dia), no periodo de dois dias
(conforme orienta a Resolugdo n° 196/96, do Ministério da Salde
e Normas Internacionais de Protecao aos Animais).

Figura 1 - Controle Radiografico em perfil do fémur confirmando a fratur:
diafisaria fixada com fio metalico intramedular.

No grupo cipro, doze horas apés a fratura, foi iniciada a adminis
tracéo de ciprofloxacina (Halexistar®), na dose de 50mg/kg, en
intervalos de 12 horas, durante seis semanas. No grupo controle, fc
aplicado soro fisiolégico 0,9%, na dose de 2 ml, da mesma form:
que o grupo estudo.

Apobs o periodo de seis semanas, os animais foram submetidos ¢
eutanasia seguindo a Resolucéo 714/2002, utilizando-se dose lete
de cloridrato de cetamina (148 mg/kg) por via intraperitoneal.

Os ossos fraturados e os n&o fraturados foram desarticulados
analisados, radiografados e armazenados em solugao de formalin:
a 5%. Apds uma semana, os fémures preparados foram levados ac
Laboratério de Ensaios Destrutivos da PUCPR, onde foi realizado ¢
estudo biomecéanico em aparelho de ensaio de forga de flexao en
trés pontos (tensédo/compresséo), da marca EMIC®, modelo DL-500
conectado a um computador com software M-test de ensaio mecéa
nico. Usou-se a célula de carga SV100, com valor de corregéo igua
a 11,05769. Foram testados os fémures fraturados (calo 6sseo) ¢
os sem fratura (fémur normal) em ambos 0s grupos.

Métodos Estatisticos

O célculo do tamanho da amostra foi feito estatisticamente par:
um nivel de significancia de 5%, poder do teste de 90% e diferenc:
minima relevante a ser detectada igual a 15N da resisténcia obser
vada no grupo controle.

Inicialmente, os grupos cipro e controle foram analisados em rela
céo a forga no calo ésseo e no fémur normal. Apds, comparou-s
o calo 6sseo com o fémur normal dentro de cada grupo.

Os resultados do estudo foram expressos por médias, desvios
padrbes, medianas, valores minimos e maximos.

Para a comparagéo dos grupos em relagéo a forga, foi usado o tests
t de Student para amostras independentes. Para comparagao dc
calo 6sseo com o fémur normal dentro de cada grupo, foi usado ¢
teste t de Student para amostras pareadas. A avaliagao da condigac
de normalidade da variavel foi feita usando-se o teste de Shapiro
Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

RESULTADOS

As avaliagbes macroscépicas e radiogréficas dos fémures fratura
dos dos ratos, apds seis semanas dos procedimentos cirlirgicos
demonstraram fraturas consolidadas em todos os animais.

Os resultados dos estudos biomecanicos obtidos em cada grupe
sdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 - Resultados da avaliagéo da resisténcia do calo ésseo e do fémur
normal as forgas de flexdo, em Newtons, do grupo cipro e do grupo controle

Grupo Cipro
Rato Calo Osseo Rato Fémur Normal
1 61,17 1 97,87
2 91,76 2 103,99
3 61,17 3 128,46
4 42,82 4 91,76
5 79,52 5 122,34
6 79,52 6 91,76
7 91,76 7 110,11
8 61,17 8 116,22
Grupo Controle
Rato Calo Osseo Rato Fémur Normal
9 65,39 9 79,40
10 68,69 10 83,37
11 63,25 11 76,16
12 76,71 12 93,47
13 82,09 13 115,31
14 77,50 14 99,52
15 76,71 15 92,98
16 87,90 16 106,93

Inicialmente, para o calo 6sseo e o para fémur normal, testou-se a
hipotese nula de que a média de forga € 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 versus a hipétese
alternativa de médias diferentes (Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2 - Resultados (em Newtons) das médias, medianas, valores mini-
mos, maximos e desvios padrées da resisténcia do calo dsseo nos ensaios
mecanicos nos grupos cipro e controle.

Varidvel Grupo n Média | Mediana | Minimo | Méximo Desv~|0
padrdo
Controle | 8 74,78 76,71 63,25 87,90 8,44
Calo ¢sseo -
Cipro 8 7111 70,35 42,82 91,76 17,28
Controle | 8 93,39 93,23 76,16 | 11531 13,60
Fémur normal -
Cipro 8 107,81 | 107,05 | 91,76 | 128,46 13,85
CONTROLE x CIPRO - CALO OSSEO x FEMUR NORMAL
Média; média + ep; média + dp
150
140 - 4
130 - p=0,054 ]
1201 p <0001 T
e VAZD |
Z 100 - 4
3 90 | VA7 A -
= |
70 !
60 - !
50| p=0,601 J
—_
40+ —
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Controle Cipro A Fémur normal
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Figura 2 — Comparativo entre as médias e desvios padrdes da resisténcia do
calo 6sseo e do fémur normal nos grupos cipro e controle.

Para o calo 6sseo, na comparagao dos grupos cipro e controle na
foi encontrada diferenca significativa (p=0,601).

Para o fémur normal, na comparagéo dos grupos cipro e controle
nao foi encontrada diferenca significativa (p=0,054).

Para a diferenca entre fémur normal e calo 6sseo, na comparagéc
dos grupos cipro e controle foi encontrada diferenca significativz
(p=0,007). Na tabela 2, observa-se que no grupo controle a diferen
ca entre fémur normal e calo 6sseo é menor do que esta diferenc:
para 0 grupo cipro.

Para o grupo controle, na comparagdo do calo 6sseo com o fému
normal foi encontrada diferenca significativa (p<0,001).

Para o grupo cipro, na comparagéao do calo ¢ésseo com o fému
normal foi encontrada diferenca significativa (p=0,002).

DISCUSSAO

Os antibidticos sao utilizados com bastante frequéncia no tratamen
to das complicagdes de fraturas, seja de forma profilatica ou tera
péutica no controle de infecgdes. Dentre eles, a ciprofloxacina ven
sendo indicada em véarios casos.5'® E um antibidtico bactericida d
classe das quinolonas de segunda geragao, cujo mecanismo d¢
acao € inibir a sintese do DNA bacteriano através de sua clivagem
Sua agao é mais eficiente quando sua concentragao sérica é trint
vezes maior que a concentragéo inibitéria minima. Possui adequad:
absorcao, tanto por via oral quanto endovenosa, apresenta pe
netragéo tecidual e celular maior que a concentragao plasmatic:
sendo sua eliminagao efetuada principalmente por via renal. Ten
atividade antibacteriana principalmente em germes Gram negativos
patdgenos atipicos e Pseudomonas aeruginosa.>'’

Os efeitos colaterais das quinolonas ocorrem principalmente nc
sistema gastrintestinal e no sistema nervoso central, acometend(c
entre 2 a 20% dos pacientes.?* Entretanto, o sistema mdsculo-es
quelético, tem sido frequentemente apontado na literatura como lo
cal de efeitos adversos desse antibiético.'®?° Nos tenddes, ocorren
alteragbes degenerativas, podendo evoluir para rupturas esponta
neas. Nos tecidos cartilaginosos, principalmente nas superficie:
articulares e placas de crescimento, ocorrem alteragdes nos con
drdcitos, levando a morte celular e degeneragéo na matriz, assin
como, alteragdes na produgéo de colageno.?® Por isso, 0 uso da:
quinolonas é contra-indicado em criangas e gestantes.

A consolidagao dssea é um processo continuo que pode ser divi
dido em trés fases: inflamagao, reparagao e remodelacéo. A fase
inflamatéria é caracterizada pelo hematoma fraturério, que propici:
um meio para o qual as células inflamatérias migram e liberam me
diadores inflamatérios e fatores de crescimento. Na fase de repara
¢éo, a qual é marcada pela neovascularizacao, migragéo de célula:
mesenquimais e fibroblastos, origina-se o calo mole, formado po
tecido cartilaginoso®, sendo neste momento que a ciprofloxacin:
influenciaria negativamente. O tecido 6sseo gradualmente substitt
o cartilaginoso através de ossificagao endocondral, gerando o cal
duro e a estabilidade dos fragmentos da fratura.>?¢ O osso do ratc
consiste de 0sso primario com uma estrutura lamelar ndo-Harver
siana, diferenciando-o do osso humano neste sentido. Entretanto
a base fisiolégica da remodelagéo é semelhante & do humano,
que o indica para a realizagéo de estudos.?”

Estudos biomecanicos em animais e em seres humanos sobre a:
forgas atuantes tanto no fémur como nos calos 6sseos formado:
tém sido realizados.?® A forga de flexdo, uma das forgas desestabi
lizadoras das fraturas, foi avaliada sobre o calo 6sseo apds 0 ust
de ciprofloxacina, mediante o ensaio mecéanico de trés pontos.?
Este ensaio foi escolhido devido a confiabilidade do método qu
obtém valores numéricos, em Newtons, e que permite comparagoe:
e estudos estatisticos com uma especificidade segura.®®



A escolha dos ratos como modelo experimental para anélise bio-
mecanica deve-se ao fato de serem animais de facil manuseio
e cuidados durante a pesquisa, e por possuirem caracteristicas
biomecanicas dsseas similares as dos humanos.®

Os estudos de Huddeleston e Tuncay demonstraram através de
andlise histologica, radiografica e biomecanica que houve retardo
na consolidacao 6ssea com o uso de concentragoes terapéuticas
de ciprofloxacina.®'*?

No estudo de Huddeleston, os autores realizaram anélise histolé-
gica, radioldgica, biomecanica e ultra-estrutural; concluiram que
houve retardo na consolidagéo 6ssea com o uso de concentrages
terapéuticas da ciprofloxacina.®' Porém, as fraturas foram realizadas
em ambos fémures; nao foi relatado se foram ou nao fixadas; o
grupo controle n&o recebeu nenhuma administracdo de substancia;
a administragéo do antibidtico ocorreu somente uma semana apés
a fratura; os ratos sofreram eutanésia com 4 semanas; o teste bio-
mecanico foi realizado por meio da analise de forca e rigidez com
falha em torgao e nao foi relatada a avaliagdo macroscoépica dos
0ss0s apds a desarticulacao dos animais.

Com relagdo ao estudo de Tuncay, os autores também realizaram um
trabalho experimental em ratos e avaliaram histologicamente a con-
solidagdo 6ssea apds administragéo de quatro tipos de quinolonas
(ofloxacina, norfloxacina, pefloxacina e ciprofloxacina). Concluiram
que todas retardaram a formacéo do calo 6sseo em ratos. Como no
primeiro estudo, as fraturas foram realizadas em ambos os lados, a
administracdo das quinolonas s6 foi realizada apos sete dias da fratu-
ra, por trés semanas e a eutanésia foi feita com quatro semanas.*?
Diferentemente dos relatos prévios que demonstraram a influéncia
negativa da ciprofloxacina na consolidagao éssea em ratos®'*, este
estudo experimental ndo confirmou a hipdtese de que a ciprofloxaci-
na altera a resisténcia do calo 6sseo. Em relagdo aqueles trabalhos,
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houve algumas diferengas no método. Primeiro, o prazo para inicio d:
administragao da ciprofloxacina foi desde o primeiro dia neste estudo
pois, como ja relatado, na segunda semana ja ha células cartilagi
nosas. O fémur contralateral também foi avaliado, o que permitiu
analise do 0sso nao fraturado como controle no préprio animal, sendc
importante para afastar alteragbes 6sseas. Optou-se pela fixagdo d:
fratura para evitar grandes desvios, diferentemente daqueles estu
dos nos quais nao se realizou fixacao da fratura, 0 que pode causa
desvios maiores, com a consequente imprecisao dos resultados. A
técnica de fixagao intramedular, usada na presente pesquisa, ja de
monstrou que nao altera o processo da consolidagio dssea, 222328333
O estudo biomecanico foi feito com teste em flexao de trés ponto:
que é mais seguro e confiavel que o teste de torcao, pois este € muitc
influenciado por desvios nas fraturas. Também, deve ser salientad
que os testes biomecéanicos foram realizados apds 6 semanas da:
fraturas, pois nesta fase ja se tem a completa consolidagdo éssea ¢
uma maior resisténcia do calo 6sseo, que em 4 semanas, época en
que foram realizados os testes do primeiro estudo.®

Apesar dos relatos de alteragbes histoldgicas nas células cartila
ginosas observadas durante a consolidagao éssea com 0 uso dk
ciprofloxacina®'32, a anélise biomecéanica deste estudo mostrou que
nao houve diferenga estatistica na resisténcia do calo 6sseo emre
lagdo ao grupo controle apos o periodo de seis semanas da fratura
Mais estudos devem ser realizados, inclusive com avaliagoes his
topatolégicas e imuno-histoquimicas, para comprovar a influénci
negativa desta droga em fraturas. Assim, poder-se-a concluir se
ciprofloxacina realmente altera ou ndo a consolidacéo éssea.

CONCLUSAO

Nao houve diferenca estatisticamente significante na resisténcia dc
calo 6sseo de fraturas padronizadas de fémures de ratos com ¢
uso da ciprofloxacina em relacao ao grupo controle.
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