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Abstract

EFEITOS DA RADIOTERAPIA NO TECIDO 0SSE0Q*

Samantha Seara Da Cunha’, Viviane Almeida Sarmento?, Luciana Maria Pedreira Ramalho?,
André Carlos de Freitas?, Darcy de Almeida’', Maria Eulina Tavares®, Jailton Caetano Souza®,
Elaine Bauer Veeck®, Nilza Pereira da Costa®

OBJETIVO: Avaliar os efeitos da radioterapia e a acuracia da mensuracdo do nivel de cinza do tecido 6sseo
em imagens radiograficas. MATERIAIS E METODOS: Quatro ratos Wistar foram submetidos a radioterapia
externa (dose Unica de 3.000 cGy) em uma éarea de 2 cm X 2 cm na perna direita. Os animais foram sacri-
ficados seis semanas apods a radioterapia, e tanto as pernas irradiadas quanto as contralaterais (ndo-irradia-
das) foram avaliadas na sua espessura, radiografadas de forma padronizada e processadas histologicamente
(hematoxilina-eosina e picrossirius). As radiografias foram digitalizadas e a média dos niveis de cinza foi men-
surada no programa Image Tool®. RESULTADOS: A espessura do fémur foi maior na perna contralateral do
que na irradiada (p < 0,05). Radiograficamente, observou-se maior quantidade de tecido 6sseo na perna
contralateral em relacé@o a perna irradiada, porém sem diferenca estatistica significante (p > 0,05). Histolo-
gicamente, foi possivel observar, na perna irradiada, diminuicdo do nimero de ostedcitos e dos canais de
Havers, porém sem diferenca estatistica significante (p > 0,05). Por outro lado, foi observado aumento
significante de adipécitos, com conseqiiente diminuicdo de tecido medular na perna irradiada (p < 0,05) e
maior atividade osteoblastica na perna contralateral (p < 0,05). CONCLUSAO: A radioterapia, na dose apli-
cada, determinou diminuicdo da atividade de remodelacédo 6ssea, que pdde ser detectada radiograficamente
na maioria dos espécimes avaliados.

Unitermos: Radioterapia; Radiacdo ionizante; Tecido dsseo.

Effects of radiotherapy on bone tissues.

OBJECTIVE: To investigate the effects of radiotherapy on bone tissues and the accuracy of gray level mea-
surements on radiographic images. MATERIALS AND METHODS: Four Wistar rats were submitted to exter-
nal radiotherapy (single 3000 cGy dose) on an area of 2 cm X 2 cm of their right legs. The animals were
sacrificed six weeks after radiotherapy, and both irradiated and contralateral (non-irradiated) legs were re-
moved, dissected, evaluated for thickness, x-rayed in a standardized form and histologically processed (stained
with hematoxylin-eosin and picrosirius red). The radiographs were digitalized and the gray level average was
measured with the ImageTool® software. RESULTS: The femur thickness of non-irradiated legs was greater
than that of the irradiated legs (p < 0.05). Radiographically, the findings indicated a higher bone density in
the non-irradiated legs, although with no statistically significant difference (p > 0.05). Histological analysis
of the irradiated legs demonstrated a decrease in the number of osteocytes and Haversian canals, although
with no statistically significance (p > 0.05). On the other hand, a significant increase in adipocytes was
observed, resulting in a reduction of medullary tissue in the irradiated legs (p < 0.05), besides a higher
osteoblastic activity in the non-irradiated legs (p < 0.05). CONCLUSION: Radiotherapy within the above
mentioned parameters determined a decrease in activity of bone remodeling, which could be radiographi-
cally detected in the majority of the evaluated specimens.

Keywords: Radiotherapy; lonizing radiation; Bone tissue.
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INTRODUCAO

De acordo com os dados da Organiza
¢80 Mundial da Saide® (WHO), mais de
11 milh&es de pessoas sdo diagnosticadas
com cancer todos os anos, sendo estimado
que apartir de 2020 irdo existir maisde 16
milh&es de novos casos por ano. Além dis-
S0, 0 cancer causa, anualmente, sete mi-
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Ihdes de mortes, ou sgja, 12,5% das mor-
tes do mundo. Entre as modalidades tera-
péuticas, a radioterapia representa um re-
curso bem estabelecido para o tratamento
do cancer de cabeca e pescogo. Aproxima:
damente metade dos pacientes com cancer
utiliza a radioterapia em alguma fase do
tratamento da doenca, sejade maneiraiso-
lada ou associada a outras formas de tera-
pia oncol dgica®.

O uso de dltas doses de radiacdo, ape-
sar de ser comumente observado no trata-
mento detumoresmalignos, podegerar efei-
toscolaterai s ndo-desgjados, devendo-se ao
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fato de que a radiag&o ionizante ndo con-
segue distinguir células tumorais de célu-
las sadias®?. Conseqientemente, adestrui-
¢80 do tecido saudavel limita a ampla ca-
pacidade da utilizagdo da radioterapia.

Assim como outros tecidos, 0 0Sso tam-
bém esta sujeito as agdes da radiacdo, re-
sultando numagrande dificul dade na capa-
cidade de regeneracdo quando € lesiona-
do*®, Uma das alteragBes seriaum distir-
bio no equilibrio de atividades osteoblas-
ticas e osteoclésticas, a favor de um pro-
cesso destrutivo, podendo ser observada,
também, umadiminuicdo do nimero deos-
tedcitos e de osteoblastos apés airradiagdo
do tecido. As grandes alteragdes na matriz
Ossea apos airradiacdo sdo desenvolvidas
lentamente, onde as mudangas iniciais sGo
resultados de uma injdria ao sistema de
remodel agem Gssea, ou sgja, 0s osteoblas-
tos, ostedcitos e osteocl astos. Os osteobl as-
tos tendem a ser mais radiossensiveis que
0s osteocl astos, portanto, pode ocorrer um
aumento da atividade da lise celular®,
Com isso, 0 processo de formagéo de ma-
triz 6ssea é paralisado, impedindo o pro-
cesso de mineralizag&o, o que pode levar
afraturas Gsseas espontaneas e a osteorra-
dionecrose!™. As células endoteliais tam-
bém sdo fortemente afetadas e a fibrose
vascular resulta numa diminuigéo da vas-
cularizagdo, afetando a vitalidade do 0sso
e das células medulares, tornando a area
suscetivel aumainfecgo enecrose, mesmo
ap6s um pequeno trauma®?. Por esse mo-
tivo, as extragBes dentérias sdo contra-in-
dicadas num periodo de um ano apds ara-
dioterapia®.

As lesdes teciduais vao depender da
dose total de radioterapia, da dose efetiva
biol dgica, do tamanho do campoirradiado,
do nimero eintervalo entre as sessdes, do
fracionamento da dose e daagressdo cirur-
gicae/outrauméticaao tecidoirradiado. Os
casos severos de destruigéo tecidual geral-
mente estdo associados a doses maiores
gue 7.000 cGy, embora 6.000 cGy possam
resultar em osteorradionecrose na mandi-
bula®12,

Este estudo teve como objetivo avaiar
osefeitosdaradioterapiasobre o tecido 6s-
seo e aacuréciadamensuragdo do nivel de
cinzado tecido 6sseo emimagensradiogra
ficas, como preditor de alteragdes histol¢-
gicas naquele tecido, em modelo animal.
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MATERIAISE METODOS

Foram utilizados, para a presente pes-
quisa, quatro ratos da espécie Rattus nor-
vegicus albinus, Rodentia, Mammalia, da
linhagem Wistar, clinicamente sadios, adul-
tos, machos, pesando cerca de 210-260 g.
Esses animais foram colocados em gaiolas
individuais, medindo 20 cm x 30cm x 13
cm e mantidos em condigBes ambientaisde
temperatura (22° C) e luminosidade (ciclo
12 horas dia/12 horas noite), umidade re-
lativa de 50%, alimentados com ragéo co-
mercial solida sob formade pelotas (Nuvi-
lab® CR 1) e com éguacorrente ad libitum.

Todos os animais foram submetidos a
anestesia geral por meio de injecdo intra-
peritoneal de tiopental sodico, 0,2 ml a
cada 100 g. Os ratos foram entéo tricoto-
mizados na regido coxo-femoral da perna
traseira e imobilizados durante o procedi-
mento radioterdpico em um dispositivo de
acrilico construido especialmente paraesse
procedimento, baseado no experimento de
Machado*¥. Os animaisforam submetidos
a uma sessdo Unica de radioterapia, tendo
como fonteionizante o cobalto 60, em que
um total de 3.000 cGy foi aplicado a uma
areade 2 cm x 2 cm da perna direita dos
animais, utilizando apenasum campo deir-
radiacdo, de cimaparabaixo. O restante do
corpo do animal ficou protegido por blo-
cos de chumbo inseridos no aparelho de
radioterapia. Os referidos animais foram
sacrificados sei's semanas apés aradiotera-
pia, e tanto as pernas irradiadas quanto as
néo-irradiadas, contralaterais, foram disse-
cadas.

As pernas dos animais foram colocadas
diretamente sobre uma placa de imagem
para radiografia cefalométrica do sistema
radiogréfico digital DenOptix® (300 dpi,
pixel de 85 pm), de forma que a perna es-
tivesse com sua superficie ventral voltada
para a placa. Foi adicionado ao conjunto
um penetrémetro de aluminio de cinco de-
graus com 1 mm de incremento. O apare-
Iho radiogréfico (Timex® —70kV e 7 mA)
foi programado com um tempo de exposi-
¢80 de 0,06 s, disténciafocal de1,20cm e
feixe perpendicular ao objeto.

Apbs a exposicdo radiogréfica, a placa
foi levada a unidade de leitura do sistema
DenOptix®, permitindo a obtenco das
imagens digitais correspondentes. Estas

foram exportadas do sistema e armazena-
das em formato bitmap. As imagens digi-
taisforam abertas no programa Photoshop®
e corrigidas em brilho a partir do penetrd-
metro e novamente salvas. Em seguida, as
imagens foram abertas no programa Image
Tool®, e tragando-se um poligono na re-
gido irradiada de cadarato, através da fer-
ramenta “histograma’, foi mensurada a
média dos niveis de cinza daguela regio.
A partir dai, a média dos niveis de cinza
mensurados em cada espécime foi compa:
rada (teste t de Student).

As pegas foram entdo incisadas longi-
tudinalmente, de modo a expor todo o fé&-
mur, cuja espessura foi aferida por inter-
médio de um paguimetro digital (Série 727
Starrett), com auxilio de umalupa estereos-
copica (Zeiss®).

O fémur foi encaminhado para proces-
samento histol égico e coloragéo por hema
toxilina-eosina e picrossirius. Nas |aminas
histol 6gi cas foram analisados os seguintes
parametros: presenca de fibras colagenas;
grau de atividade osteoblastica no perios-
teo; grau de reabsorgdo Gssea na proximi-
dade damedula; grau detecido adiposo. Os
trés Ultimos itens foram avaliados quanto
asuaintensidade, em que o grau 1 indica-
ria intensidade discreta, o grau 2, intensi-
dade moderada, e o grau 3, intensidade
severa. Osresultadosforam analisadosatra-
Vés do teste ndo-paramétrico qui-quadrado
para uma probabilidade de erro de 5%.
Além disso, foi realizada a contagem do
nimero de ostedcitos e do nimero de ca-
nais de Havers, em dez campos. Taisresul-
tados foram analisados pelo teste ndo-pa-
ramétrico deKruskal-Wallis, paraumapro-
babilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

Apbs a afericdo da espessura do fémur,
foi observada menor espessura na perna
irradiada (4,20 mm X 2,84 mm) quando
comparadaapernando-irradiada (4,67 mm
X 3,11 mm). Essevalor foi estetisticamente
significante (p < 0,05).

Quanto dandliseradiogréficadigitd, foi
possivel observar que napernairradiada a
quantidade de tecido dsseo foi menor (mé-
diados niveis de cinzaigua a 118) quando
comparada a perna ndo-irradiada (média
dos nivels de cinza igua a 123,5), porém
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Aspectos normais do exame radiolégico de térax no recém-nascido
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Figura 1. Média dos ni- Perna naoc-irradiada Perna irradiada
\{eis de ciqza do tecido Espécimes
6sseo avaliado.
essa diferencando foi estatisticamentesig-  DISCUSSAO

nificante (p > 0,05) (Figura 1).

Histologicamente, na perna irradiada
foi possivel observar, napor¢ao medular do
0ss0, grande quantidade de tecido adiposo
e, consequientemente, diminuigdo de tecido
medular (Figura 2). Ocorreu baixo indice
da atividade osteobl&stica, atividade esta
formada por um corddo de osteoblastos
localizados no peridsteo. Além disso, fo-
ram observadas éreas de reabsorcéo dssea
moderada. Tal atividade osteocléstica foi
caracterizada pela presencga de lacunas de
reabsorgao no 0sso cortical proximo apor-
¢80 medular. Fibras col &genas estavam pre-
sentes em 50% dos espécimes. Apdsacon-
tagem de ostedcitos, pdde-se observar
grande escassez em seu himero. Tal fato
também ocorreu com os canais de Havers.
Na perna contralateral, ndo-irradiada, foi
possivel constatar também um baixo nu-
mero de ostedcitos, ndo havendo diferenca
significativaentre essapernaeaguelairra-
diada (p > 0,05). O mesmo fato ocorreu
com a contagem de canais de Havers (p >
0,05). No entanto, no que diz respeito a
proporgao tecido adiposo/medular, foi ob-
servada discreta quantidade de células adi-
posas, com a presenca moderada de tecido
medular (Figura 3). Tal propor¢do foi es-
tatisticamente significante, quando compa-
radaapernairradiada (p < 0,05). Emrela
¢&o a atividade osteoblastica, esta foi de
moderada aintensa na perna ndo-irradiada
(Figura4), e essa diferencafoi significan-
te (p < 0,05). Nao foi evidenciada presenca
defibras colégenas, masessadiferencando
foi estatisticamente significante quando
comparada a pernairradiada (p > 0,05).
Reabsor¢do 6ssea foi observada de grau
leve a moderado, mas também sem dife-
renca estatistica (p > 0,05).
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Neste estudo, 0 modelo animal esco-
lhido foi o rato, ja que é o mais utilizado
nessa érea de avaiagdo dos efeitos secun-
darios da radioterapia e desenvolvido por
diversos autores®1419),

Devido as dificuldades inerentes ao es-
tudo com animais, osratos foram expostos
a uma Unica dose de irradiacéo, que foi
suficiente para promover mudangas tra-
beculares do 0sso; além disso, essa dose
Unicafoi protocolada por estudos anterio-
res*914-18) variando de 25 Gy a 35 Gy. O
aparelho de cobalto-60 foi o escolhido por
ser 0 mais acessivel e sabidamente causar
mais efeitos adversos do que outras fontes
de radiagiot®”.

Com os resultados da andlise radiogra
ficadigital, & possivel inferir que o método
apresentou boa sensibilidade, pois mesmo
ndo havendo diferenca estatisticamente
significante na média dos nivels de cinza
entreapernairradiadaeacontralateral, es-
ses resultados assemelham-se aos da an&
lise histol 6gica, naqual também ndo foram
observadas diferencas estatisticasem a gu-
mas estruturas analisadas. A sensibilidade
da avaliagdo dos niveis de cinza em ima-
gensradiogréficasdigitais, no tecido 6sseo,
jafoi avaliada em outros estudos, tanto in
vivo®™® guanto em modelo animal*9),

A literatura tem demonstrado que as
alteracOes Gsseas observadas no 0sso irra-
diado s8o visiveis e estdo diretamente re-
lacionadas a escassez celular da estrutura
6ssea®. No entanto, tal assertivafoi ape-
nas parcialmente comprovada com o pre-
sente trabalho, pois apesar de 0 0ss0 irra-
diado ter-se mostrado menos cel ularizado,
ndo é possivel afirmar queisto ocorreu de-
vido aradioterapia, ja que a perna contra-

Figura 2. Fotomicrografia do espécime da perna
irradiada, apds seis semanas da radioterapia. Ob-
servar a presenca exuberante de tecido adiposo na
medula déssea. (Hematoxilina-eosina, aumento
aproximado de 100 vezes).

Figura 3. Fotomicrografia do espécime da perna
contralateral, apds seis semanas da radioterapia.
Observar proporcéao tecido medular/tecido adiposo.
(Hematoxilina-eosina, aumento aproximado de 100
vezes).

Figura 4. Fotomicrografia do espécime da perna
contralateral, apds seis semanas da radioterapia.
Observar presenca de atividade osteoblastica, com
neoformagéo éssea. (Hematoxilina-eosina, aumento
aproximado de 200 vezes).

lateral ndo demonstrou diferenca estatisti-
camente significante quanto ao nimero de
ostedcitos.

O mesmo fato ocorreu quanto ao nime-
ro de canais de Havers. Foi observada, na
pernairradiada, uma pequena quantidade
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de canais de Havers, mas que ndo foi esta-
tisticamente significante quando compa-
rada a perna contralateral. Pesquisas de
Morales et al.® verificaram umadiminui-
¢80 da vascularizagdo local apds a exposi-
¢80 de mandibulas de coelhos a radiacéo
ionizante. No entanto, esses pesquisadores
utilizaram como meio de comparagdo man-
dibulas de animais que ndo foram subme-
tidos a nenhum tipo de radioterapia.

Além desses efeitos, foi possivel cons-
tatar, na perna irradiada, uma baixa ativi-
dade osteobl &stica. Esses achados s&o con-
sistentes em estudos de Matsumura et
a.® Dareeta.?? eDudziak et d.®®, que
encontraram diminuicdo da proliferacéo
osteoblastica, levando acrer que aradiagdo
ionizante implica diferenciagéo terminal
das células precursoras 6sseas e osteobl as-
tos. O mesmo fato ndo ocorreu na perna
ndo-irradiada. A produgao de colégeno, no
entanto, ndo foi aterada, sendo visivel em
50% das pernas irradiadas, embora esse
achado néo tenhasido estatisticamente sig-
nificante quando comparado a perna con-
tralateral, que ndo apresentou colégeno.

Zonas de reabsorgdo 6ssea foram visi-
vels, mas ndo na intensidade esperada.
Mais uma vez ndo houve diferenca signi-
ficativa entre as pernas irradiada e néo-ir-
radiada. Tais achados contrariam os de
Kiyoharaet al ., queencontraram reabsor-
¢80 Gssea nas pernas irradiadas a partir da
quarta semana apds a radioterapia, com
afinamento das trabéculas 6sseas. No en-
tanto, a espessura Gssea encontrada na per-
nairradiadafoi estatisticamente menor do
gue na perna ndo-irradiada, contradizendo
osachados histol gicos. | sto sugerequeum
possivel processo de reabsorcdo Gssea te-
nha acontecido em algum momento. Nas
pernas irradiadas foi ainda encontrado au-
mento expressivo de tecido adiposo, com
consequiente diminuicdo do tecido medu-
lar. Tal fato ja havia sido documentado
anteriormente19),
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a radioterapia, na
dose aplicada, determinou diminuicdo da
atividade de remodelacdo dssea, que pdde
ser detectada, radiograficamente, por meio
da mensuracdo dos niveis de cinza do teci-
do Gsseo, nas imagens radiogréficas digi-
tais, na maioria dos espécimes avaliados.
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