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APRESENTAÇÃO

A inovação é o combustível do crescimento profissional em todas as áreas, 
mesmo na mais tradicional até a área mais tecnológica.  A Odontologia é a ciência que 
agrega os princípios técnicos tradicionais, como por exemplo, aqueles postulados por 
Greene Vardiman Black, às mais avançadas tecnologias, como escâneres intraorais e 
impressoras 3D capazes de produzirem peças anatomicamente perfeitas, específicas 
para cada caso.

Pensando na propagação de conhecimento dentro das mais variadas áreas 
de atuação do Cirurgião Dentista, a Atena Editora disponibiliza mais um compilado 
de artigos, organizados em dois volumes, com a temática Comunicação Técnica e 
Científica em Odontologia.

Espero que a leitura do conteúdo deste E-book proporcione ampliação de 
conhecimentos e que também provoque curiosidade em você, leitor, pois são os novos 
questionamentos que impulsionam novas descobertas.

Ótima leitura.

Emanuela C. dos Santos
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RESUMO: O objetivo desse estudo foi avaliar o 
efeito da radiação ionizante na microarquitetura 
cortical óssea em fêmur de ratos. Dois ratos, da 
linhagem Wistar, pesando 300g, foram divididos 
em dois grupos (n=2, estudo pareado): Controle 
e Irradiado. Os fêmures esquerdos dos animais 
foram submetidos à radiação ionizante na 
dosagem de 30 Gy; o fêmur direito não recebeu 
radiação, permanecendo como controle.  Após 
trinta dias, os  animais  foram sacrificados, 
os  fêmures removidos e congelados a -20ºC. 
No momento da análise, os fêmures foram 
descongelados e submetidos à microtomografia 
computadorizada (microCT), sendo analisados 
os seguintes parâmetros: fração da superfície 
óssea/volume ósseo (BS/BV), porosidade total 
(Po.Tot), espessura cortical (Ct.Th), grau de 
anisotropia (DA) e dimensão fractal (FD). Os 
resultados da análise ao microCT mostraram que 
o grupo controle apresentou valores maiores de 
BS/BV, Ct.Th, Po.Tot e DA comparado ao grupo 
irradiado. No parâmetro FD o grupo controle 
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apresentou valores menores que o grupo irradiado. Assim, pode-se concluir que a 
radiação ionizante afeta negativamente a microarquitetura óssea, especialmente, no 
ganho e organização da matriz óssea.
PALAVRAS-CHAVE: Radiação Ionizante; Microtomografia por Raio-X; Matriz Óssea.

EFFECT OF IONIZING RADIATION ON BONE CORTICAL MICROARCHITECTURE 
IN RAT FEMUR: PILOT STUDY

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the effect of ionizing radiation 
on bone cortical microarchitecture in rat femur. Two Wistar rats weighing 300g were 
divided into two groups (n = 2, paired study): Control and Ionizing Radiation (IR). 
The left femurs of the animals were submitted to ionizing radiation at 30 Gy; the right 
femur received no radiation and remained as a control. After 30 days, the animals 
were sacrificed, the femurs removed and frozen at -20ºC. At the time of analysis, the 
femurs were defrost and the diaphysis were submitted to computed microtomography 
(micro-CT), and the following parameters were analyzed: bone surface fraction / bone 
volume (BS/BV), total porosity (Po.Tot), cortical thickness (Ct.Th), degree of anisotropy 
(DA) and fractal dimension (FD). The results of the micro-CT analysis showed that 
the control group presented higher values ​​of BS / BV, Ct.Th, Po.Tot and DA compared 
to irradiated group. In parameter FD, the control group presented lower values ​​than 
irradiated group. Thus, it can be concluded that ionizing radiation negatively affects 
bone microarchitecture, especially in the gain and organization of bone matrix.
KEYWORDS: Radiation, Ionizing; X-ray microtomography; Bone Matrix.

INTRODUÇÃO

A radioterapia é um tratamento bem-sucedido para lesões neoplásicas locais 
e regionais, mas pode afetar adversamente os tecidos saudáveis (PHULPIN et al., 
2011). A alta vulnerabilidade à radiação ionizante (RI) advindo da radioterapia, já foi 
documentada em alguns ossos (pelve, esterno, vértebra, clavícula, cabeça femoral e 
mandíbula) (ENGLEMAN; WOLOSCHAK; SMALL, 2006); levando a um efeito deletério 
no metabolismo e no reparo ósseo, aumentando o risco de infecção, atrofia, fraturas 
patológicas e osteorradionecrose (PHULPIN et al., 2011).

As complicações no osso irradiado são dependentes da dose (LEROUXEL et 
al., 2009)e afetam diretamente a atividade celular e a capacidade de proliferação. 
As células ósseas proliferam lentamente, portanto são menos afetadas por pequena 
fração de radiação ou baixas taxas totais de dose, sendo mais suscetíveis a lesões 
com o aumento de doses (JEGOUX et al., 2010). As lesões por radiação no tecido 
saudável são comumente referidas como complicações em diferentes momentos. Os 
efeitos tardios são tipicamente relatados após um período latente e, ocasionalmente, 
podem se desenvolver anos após a exposição à radiação (FELDMEIER, 2012; 
SØNSTEVOLD; JOHANNESSEN; STUHR, 2015).
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Estudos demonstraram que a RI aplicada no tratamento de neoplasias óssea 
primária e secundária leva a hipocelularidade, alterações dos sistemas de Havers 
e matrizes ósseas (DESMONS et al., 2009; CAO et al., 2011). Essas alterações 
resultam em deterioração da formação óssea, com menor proliferação e diferenciação 
de osteoblastos (SAKURAI et al., 2007), interrupção do ciclo celular e morte celular 
direta (PHULPIN et al., 2011), danos às estruturas microvasculares (JIA et al., 2011) e 
diminuição da produção de colágeno (TINS et al., 2015).

O osso é uma estrutura hierárquica multifásica composta por componentes 
orgânicos, inorgânicos e água (ALLAVEISI; HASHEMI; MORTAZAVI, 2014). Alguns 
estudos mostraram que as moléculas de colágeno desnaturam devido à radiólise 
da água, produzindo radicais livres, afetando a ligação interfacial do colágeno com 
a hidroxiapatita (HA) (NYMAN; REYES; WANG, 2005). A microarquitetura e as 
propriedades mecânicas do osso dependem do arranjo e interação específicos entre 
a matriz orgânica e os cristais de apatita mineral que formam um material compósito 
cuidadosamente organizado (IMBERT et al., 2018). Alterações nos componentes 
intrínsecos (qualidade do arranjo entre colágeno e cristais de hidroxiapatita) e 
extrínsecos (microarquitetura, massa e densidade mineral ósseas) influenciarão os 
mecanismos de reparo e resistência do tecido ósseo (PASCHALIS; MENDELSOHN; 
BOSKEY, 2011; BALA; FARLAY; BOIVIN, 2013). Todos esses efeitos deletérios 
causados ​​pela RI no osso influenciam o desempenho mecânico, pois os componentes 
intrínsecos e extrínsecos são essenciais para manter as propriedades mecânicas 
ósseas (PASCHALIS; MENDELSOHN; BOSKEY, 2011; BALA; FARLAY; BOIVIN, 
2013). 

O esqueleto apendicular é constituído em sua maioria pelo osso cortical (BALA; 
ZEBAZE; SEEMAN, 2015). Apesar disso, muitos estudos focam em avaliar somente 
as alterações decorrentes da RI no osso trabecular (WERNLE et al., 2010; WRIGHT 
et al., 2015). A literatura é escassa sobre o efeito da RI no tecido ósseo cortical. Além 
disso, as alterações estruturais na microarquitetura óssea induzido por RI não são 
totalmente compreendidas. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os 
efeitos da RI na microarquitetura óssea em fêmur de ratos, em um estudo piloto.

MATERIAL E MÉTODOS 

Protocolo experimental

Neste estudo foram utilizados dois ratos Wistar machos, pesando 
aproximadamente 300 g (cerca de 10 semanas de idade) mantidos em gaiolas com 
um ciclo claro-escuro de 12 horas e condições de temperatura controladas (22 ± 2°C), 
com alimentos padrão e água ad-libitum. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de 
Ciências e Ética da Universidade Federal de Uberlândia, Brasil, e foi realizada de acordo 
com as disposições da Lei nº 11.794, Decreto nº 6.899 e Legislação complementar do 
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Conselho Nacional Brasileiro de Controle de Animal Orientações sobre Experimentação 
(CONCEA). Os animais foram submetidos à RI na perna esquerda. Os fêmures foram 
removidos e separados em dois grupos (n = 2): controle e irradiado.

Radiação Ionizante (RI)

Antes da irradiação, os animais foram anestesiados por injeção intraperitoneal 
de 100 mg/kg de cetamina a 10% e 7 mg/kg de xilazina a 2% de cloridrato. A perna 
esquerda foi posicionada lateralmente e fixada com haste de madeira e fita adesiva. 
Um bolus de cera com 1,5 cm de espessura foi posicionado na perna. O fêmur da 
perna esquerda foi irradiado e o direito não recebeu radiação, sendo designado para 
o grupo controle. O feixe foi colimado e a irradiação foi administrada usando um 
acelerador linear (Varian Clinac® 600C S/N 0310, Palo Alto, CA, EUA) com uma dose 
total de 30 Gy em uma sessão (ROCHA et al., 2017). Os animais foram sacrificados 30 
dias após a radiação. Os fêmures foram removidos por desarticulação, imediatamente 
colocados em gaze com solução salina fisiológica e mantidos congelados em freezer 
(-20 °C). Vinte e quatro horas antes das análises, os fêmures foram descongelados e 
colocados em solução tampão fosfato-salino. Os fêmures foram escaneados por meio 
de microtomografia computadorizada (micro-CT).

Microtomografia computadoriza (micro-CT)

Os fêmures foram escaneados para obter imagens de alta qualidade e o osso 
cortical foi selecionado como região de interesse (ROI). Todas as digitalizações foram 
realizadas com um micro-CT (Sky-Scan 1272, Bruker, Kontich, Bélgica), e as imagens 
foram obtidas nas seguintes condições: tensão de 80 kV; Corrente do tubo de 125 
μA; Filtro de alumínio de 1 mm; Rotação de 180 °; 0,6 passo de rotação; e tamanho 
de pixel de resolução de 8 μm. Todas as imagens resultantes foram reconstruídas 
usando o software NRecon (v.1.6.9.10, Bruker, Kontich, Bélgica). Os ossos trabecular 
e cortical foram distinguidos e separados por processos automáticos, e apenas o osso 
cortical foi utilizado (CT Analyzer, v. 1.14.4.1+ (64 bits), SkyScan, Bruker, Kontich, 
Bélgica). Os seguintes parâmetros foram medidos no ROI cortical: BS/BV - Razão da 
superfície óssea segmentada / volume ósseo segmentado; Ct.Th – espessura; Po.Tot 
- porosidade total; DA - grau de anisotropia; FD - dimensão fractal (BOUXSEIN et al., 
2010; IRIE et al., 2018).

Análise estatística

Por ser um estudo piloto, os resultados obtidos foram comparados entre si 
utilizando apenas as médias.

RESULTADOS

Os resultados da análise ao microCT mostraram que o grupo controle apresentou 
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valores maiores de BS/BV, Ct.Th, Po.Tot e DA comparado ao grupo irradiado. No 
parâmetro FD o grupo controle apresentou valores menores que o grupo irradiado 
(Tabela 1).

Parameters/Groups Controle Irradiado
BS/BV (1/mm) 11,86 10,56
Ct.Th (µm) 0,69 0,51
Po.Tot (%) 8,80 7,03
DA 0,27 0,21
FD 2,54 2,61

Tabela 1. Médias dos resultados encontrados nos parâmetros analisados por meio do micro-CT. 

BS/BV - Razão da superfície óssea segmentada / volume ósseo segmentado; Ct.Th – 
espessura; Po.Tot - porosidade total; DA - grau de anisotropia; FD - dimensão fractal.

DISCUSSÃO

No presente estudo piloto a radiação ionizante alterou a microarquitetura óssea 
em fêmures de ratos. A radioterapia é frequentemente utilizada para tratamento de 
câncer, no entanto, a radiação ionizante pode causar muitas complicações no tecido 
ósseo. Esses efeitos externos sobre o tecido ósseo podem ser dependentes de alguns 
fatores, como dose e tempo pós irradiação (RABELO; BELETTI; DECHICHI, 2010).

A dosagem de 30 Gy utilizados no presente estudo foi baseada em estudos 
anteriores, que mostraram que uma única dose alta de IR leva a danos ósseos, o que 
permite avaliar o efeito da irradiação no osso (LEROUXEL et al., 2009; BATISTA et al., 
2014). O protocolo de irradiação fracionada, recomendado para uso em radioterapia 
humana, é complexo para ser realizado em modelos animais. Isso ocorre porque o 
procedimento requer múltiplas sessões e anestesias repetidas, o que é indesejável, 
pois compromete a reprodução do estudo e aumenta a taxa de mortalidade animal 
(JEGOUX et al., 2010). Além disso, o período de 30 dias após a radiação foi utilizado 
para análise, porque sabe-se que os roedores têm taxa metabólica quatro a seis vezes 
maior que humanos (SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005; FENNER et al., 2010). O 
intervalo pós-radiação seria, portanto, comparável a um período de acompanhamento 
de 24 semanas (aproximadamente seis meses) em uma situação clínica em paciente 
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005; FENNER et al., 2010). Esse espaço de tempo 
equivale ao período latente comum observado de complicações tardias da radiação 
(FELDMEIER, 2012; SØNSTEVOLD; JOHANNESSEN; STUHR, 2015).

Estudo recente (BATISTA et al., 2014) revelou que a RI reduziu a espessura 
cortical e comprometeu a microcroarquitetura óssea, diminuindo as propriedades 
mecânicas, aumentando os risco de fraturas espontâneas. No presente estudo, a 
redução de densidade da superfície óssea (BS/BV) e menor espessura da cortical (Tb.
Th) foi observada após RI. Essas alterações no volume e na microarquitetura óssea 
ocorrem após altas doses de radiação devido, principalmente, ao efeito no processo 
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de osteoclastogênese (ZHANG et al., 2017).
A relação entre porosidade cortical aumentada e maior taxa de remodelação 

óssea (bone turnover) tem sido demonstrada na literatura (BURR et al., 1990; COOPER 
et al., 2006; KENNEDY et al., 2009). Menor porosidade cortical foi encontrada no 
grupo irradiado, o que sugere redução na taxa de remodelação da cortical óssea após 
irradiação. Michel e colaboradores (2015) demonstraram que a radiação resultou 
em diminuição na vascularização, representada por menor quantidade de vasos 
sanguíneos e menor diâmetro dos vasos (MICHEL et al., 2015). A porosidade cortical 
(COOPER et al., 2016) e dimensão fractal (MAJUMDAR et al., 1999) alterada podem 
influenciar nas propriedades biomecânicas do tecido.

Portanto, mesmo sendo um estudo piloto nossos achados revelaram alterações 
na microarquitetura não reconhecidas anteriormente na cortical de fêmures irradiados. 
Após a irradiação, a matriz óssea mostrou-se com menor volume, espessura e maior 
grau heterogeneidade de tamanhos e distribuição dos canais, que significa alteração 
da rede de canais ósseos. Com isso, o presente estudo contribui para o entendimento 
dos efeitos da radiação  ionizante na microarquitetura óssea, porém mais estudos 
são necessários para esclarecer os mecanismos de ação da radiação no processo de 
formação óssea.

CONCLUSÃO

Pode-se concluir que a radiação ionizante afeta negativamente a microarquitetura 
óssea, especialmente, no ganho e organização da matriz óssea.
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