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RESUMO

SILVA, J. S. P. Avaliagdao histomorfométrica do efeito do ultrasom pulsado nas
falhas dsseas provocadas em fémures de rato: estudo experimental . Sdo Paulo,
2000. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo.

A utilizacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade tem sido preconizada como
um método eficiente para o tratamento de retardo de consolidagdo de fraturas,
peseudoartroses e aceleracdo do processo de reparo dsseo. Varios estudos em
modelos animais e clinicos evidenciam os beneficios desse tipo de tratamento. Neste
estudo avaliamos o efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade em falhas
Osseas de fémures de rato, através de andlise histomorfométrica e taxa de aposi¢do
mineral. Foram utilizados 18 animais divididos em trés grupos de acordo com o
periodo de estimulagdo em uma, duas e trés semanas. Observamos que o ultra-som
foi capaz de alterar os parametros histomorfométricos de formagdo, mas
principalmente a espessura das trabéculas Osseas associado ao aumento na deposi¢ao
de ostedide na superficie das traves Osseas. O efeito do ultra-som pulsado foi mais
evidente na primeira semana de aplicagao.



SUMMARY

SILVA, J. S. P. Histomorphometric evaluation of pulsed ultrasound in rat femur
bone defects: experimental study . Sdo Paulo, 2000. Dissertagdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

The use of low—intensity pulsed ultrasound has been proposed as a suitable
method to treat pseudoarthrosis, enhacement of bone healing process and delayed
union of bone fractures. Reviewed literature related to animal and clinical studies
have shown the benefits of this kind of treatment. The present study evaluates the
effect of low-intensity pulsed ultrasound on a rat femur bone defect by
histomorphometric analysis and mineral apositional rate. FEighteen animals were
studied, being divided into 3 groups, one , two and three weeks of ultrasound
treatment. The results showed that the ultrasound was able to alter the
histomorphometric parameters of bone growth, especially the thickness of bone
trabeculae as a result of the increase in the osteoid deposition on the surface of the
trabecular bone. The effects of the pulsed ultrasound was most pronounced in the
first week of treatment.






1. INTRODUCAO

O preenchimento de defeitos dsseos locais, ¢ um problema clinico relevante
em cirurgia buco-maxilo-facial e cirurgia ortopédica secunddrias a traumas,
ressecgOes tumorais e infecgdes. Apesar de o tecido 6sseo autdogeno continuar sendo
a melhor op¢do para a reconstru¢do de falhas Osseas, varios substitutos 6sseos t€ém
sido propostos com a finalidade de se evitar a morbidade do sitio doador, em geral o
o0sso iliaco, suprir a quantidade nem sempre suficiente de enxerto, reduzir o tempo
cirirgico diminuindo os riscos de complicagdes e melhorando a qualidade do pos-
operatdrio para o paciente.

A matriz orginica do osso tem se mostrado uma boa op¢do como enxerto
0sseo, entretanto problemas relacionados a respostas imunologicas imprevisiveis,
reabsorcdo precoce, dificuldade de obtengdo e processamento e o risco de
transmissdo de agentes infecciosos limitam sua utilizacdo (MULLIKEN et al., 1981;
HOLLINGER, et al., 1990; RAGNI e LINDHOLM, 1991; SPECTOR, 1994).

Para obter aceitacdo clinica, os materiais substitutos do osso autdgeno devem
ser biocompativeis, apresentar propriedades mecanicas adequadas e capacidade pelo
menos osteocondutora. O desenvolvimento de biomateriais com essas caracteristicas
tem sido exaustivamente estudado durante as ultimas décadas, particularmente na
producdo de ceramicas de fosfato de calcio tais como a hidroxiapatita, sulfato de
calcio, tricalcio fosfato e silicato de vidro (SCHEPERS et al., 1993; SPECTOR,

1994; HOTZ e HERR, 1994)



URIST (1965), observou que células primitivas indiferenciadas podem se
transformar, dando origem a osteoblastos sob a influéncia de substancias
osteoindutoras. A proteina 6ssea morfogenética (BMP- bone morphogenetic protein)
apresenta tal caracteristica mas torna-se ineficaz em provocar essa resposta sem um
carreador, pois difunde-se muito rapidamente em sitios heterotopicos antes que possa
ocorrer a osteoinducao.

DUARTE ( 1983) apresenta uma outra possibilidade para se conseguir
osteoinducdo através da aplicacdo de ultrasom de alta freqiiéncia e pulsatil,
utilizando como modelo experimental uma osteotomia da fibula de coelho.
Demonstram que a aplicacdo de ondas ultrasdnicas de baixa intensidade, pulsadas,
gera uma resposta elétrica no osso que regula as fases de formacao e divisao celular
(formagao-remodelagdo-reabsor¢do) e de deposicdo de cristais de hidroxiapatita
(mineralizagao).

Entretanto, este método ainda ndo estd completamente esclarecido quanto a
sensibilidade dos tecidos ao ultrassom, freqiiéncia de pulso, nimero de aplicagdes e
tempo de tratamento.

Alguns estudos sugerem que os efeitos do ultrasom pulsado de baixa
intensidade sobre o tecido Osseo sdo a aceleragdo do processo de mineralizagdo,
aumento da rigidez 6ssea, maior formagao osteoblastica e conseqiiente aceleracao do
processo de reparo ( SANTOS JUNIOR e MELHADO, 1990; GUERINO et al.,
1997).

Baseado nesses fatos, o objetivo do nosso trabalho ¢ o de avaliar, pela

histomorfometria, o efeito do ultra-som pulsado em defeitos 6sseos provocados em



fémures de rato sob condi¢des controladas, tendo em vista a velocidade de reparo e a
caracteristica do osso neoformado.

As normas de apresentacdo das citagcdes bibliograficas e estrutura geral deste
plano de pesquisa obedecem aos padrdes descritos por CUNHA (1991) publicado
pelo Servico de Biblioteca e Documentacdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

As abreviaturas dos titulos dos periddicos seguiram as normas vigentes no
“List of Journals Indexed in the Index Medicus”, publicado pela National Library of

Medicine, 1996.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ULTRASOM.

O ultrasom ¢ uma forma de movimento de onda mecanica similar ao som
audivel, exceto pela sua freqiiéncia mais alta. Por definicdo, o ultrasom tem
freqliéncia maior que 16 KHz, estando acima dos limites audiveis para humanos
( ter HAAR, G., 1987). As ondas ultra-sOnicas possuem freqiiéncias que variam em
torno de 20.000 e 20.000.000 de ciclos por segundo (1 ciclo/segundo = 1 Hertz). O
ouvido humano capta freqiiéncias da ordem de 20 a 20.000 Hz, portanto as ondas
ultrasonicas sdo imperceptiveis ao ouvido humano (FURINI JR. ; LONGO, 1996)
Uma onda mecanica ¢ aquela na qual a energia ¢ transmitida por vibragdes das
moléculas de um meio onde o ultrasom ¢ aplicado, seja esse meio so6lido, liquido ou
gasoso ( ter HAAR, G. , 1987).

A geracdo de uma onda ultra-sonica de alta freqiiéncia ( 0.75 MHz a 3 MHz)
¢ feita a partir de transdutores piezoelétricos. Estes consistem de um disco ou
cilindro de um material natural, como o quartzo, ou de um material sintético, como
as ceramicas feitas de uma mistura de chumbo, zirconio e titdnio ( PZT) que podem
ser polarizados durante sua ativagdo ( WILLIAMS, 1997). Atualmente, os cristais
ceramicos sintéticos compostos por chumbo, zirconio e titanio sdo utilizados pela sua
durabilidade e eficiéncia em converter corrente clétrica em vibra¢des mecanicas.
Uma vez que o cristal recebe corrente elétrica, esta deforma-o produzindo ondas por

compressdo e descompressao.



LANGEVIN, 1917 apud (FURINI JR. ; LONGO, 1996) produziu uma onda
ultra-sonica através de um cristal de quartzo vibrante submetido a corrente elétrica de
alta freqiiéncia. Este trabalho ¢ tido como pioneiro na geracao de ondas ultra-sonicas.

As ondas ultra-sonicas podem se apresentar de diversas formas. A mais
comum ¢ a longitudinal, onde a oscilagdo da particula ocorre na mesma direcdo de
propagagdo da onda. Ocorre em solidos, liquidos e em gases. Nas ondas transversais,
a oscilacdo das particulas ¢ perpendicular a propagacdo da onda e ocorre somente em
liquidos. Quando ondas ultra-sdnicas viajando através dos tecidos sdo refletidas por
uma interface entre meios com impedancias acusticas diferentes, existe a formagao
de ondas estacionarias nas quais hd superposi¢do entre a onda incidente e a onda
refletida de tal modo que seus picos de intensidade se somem (FURINI JR. ;
LONGO, 1996)

As ondas ultra-sonicas podem ser ainda consideradas continuas
quando ndo ha interrup¢do no sinal elétrico gerador da onda, ou pulsadas quando ha

interrup¢ao no sinal gerador (FURINI JR. ; LONGO, 1996 ).

2.2 PARAMETROS FiSICOS QUE FUNDAMENTAM A ONDA

Comprimento de onda (p) — A menor distancia entre dois pontos nos quais
as particulas se encontram em um mesmo estado de movimento.

Amplitude (A) — O deslocamento maximo de uma particula a partir de sua
posicao de equilibrio.

Periodo (T) — O tempo para que uma particula realize um ciclo completo de

movimento.



Freqiiéncia (f) — O numero de vezes que uma particula realiza um ciclo
oscilatorio por unidade de tempo. E expressa em Hertz (Hz).

Velocidade de onda (c) — A velocidade com que a perturbagdo move-se ao
longo do meio. E expressa em metros por segundo (m/s)

Poténcia (P) — A energia total do feixe, medida em watts, ou seja, a energia
(E) num intervalo de tempo (t).

Intensidade acustica (I) — A energia (E) que atravessa uma area (S) em um
intervalo de tempo (t). E dada em Watts por centimetro quadrado (W/em?)

Atenuacao — A reducdo da intensidade de uma onda ultra-sonica, a medida
em que a distancia da fonte sonora aumenta. Essa atenuagdo ¢ causada por absor¢ao
e dispers@o da onda pelo meio.

Impedancia acustica (Z) — Indica a propriedade que as ondas tém de se
deslocarem mais facilmente em alguns meios que em outros. Pode ser descrita pela
equacao:

/=p.c
onde Z=impedancia acustica.

p= densidade do meio em Kg/m’

c= velocidade de propagacao do meio em m/s.

As ondas ultra-sonicas adquirem um comportamento especifico, a medida
que se propagam através dos tecidos. Estas podem sofrer atenuagdo, absor¢do,
reflexao, refragdo e transmissao (FURINI JR. ; LONGO, 1996 ).

Atenuacdo — A diminuicdo da intensidade e da amplitude que ocorre a
medida que as ondas de US se propagam através de um meio heterogéneo. As perdas

de energia ocorrem por absorcdo ( conversao direta em calor), reflexdo e refracdo no



meio. A onda ultra-sdnica tem sua intensidade original reduzida pela metade a
determinada distancia ( D/2). O valor de D/2 depende da natureza do meio e da
freqiiéncia das ondas. Ondas de alta freqiiéncia sdo absorvidas mais rapidamente e
possuem menor D/2 do que freqliéncias baixas. Portanto, quanto mais alta for a
freqliéncia, menor sera o comprimento da onda e maior sera sua absorcao.

Absorcio — E o fendmeno que ocorre a nivel molecular, quando a energia
vibracional ¢ transformada em calor pelo atrito viscoso entre as particulas do meio. O
resultado ¢ um aquecimento do tecido onde a onda se propaga.

Reflexdio — Ocorre quando o US atravessa uma interface de um meio para
outro e esses meios apresentam impedancias diferentes. Parte dessa onda sera
refletida e ndo atravessara para o segundo meio. A energia refletida ¢ sempre menor
que a energia incidente. Quanto maior a diferenca das impedancias acusticas dos
meios (tecidos), maior sera a quantidade de energia ultra-sonica refletida.

Refracdo — A refracdo ocorre por um desvio da onda de som nas varias
interfaces dos tecidos. Quando a onda incidente atravessa a interface de um tecido
para outro com impedancia aclstica diferente, esta sofre um desvio angular na
propagacdo , penetrando no segundo meio com angulo de propagacdo diferente do

incidente.



2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DO ULTRA-SOM.

DYSON (1987) classificou em térmicos e nao térmicos, 0s mecanismos
fisicos do US que induzem repostas clinicamente significativas sobre as células,
tecidos, 6rgdos e organismos.

2.3.1 Efeitos térmicos:

A onda ultra-sonica pode causar aumento da temperatura dos tecidos por onde
passa, a uma profundidade de cinco centimetros ou mais. A quantidade de calor
depende da intensidade e da freqiiéncia do US, do tempo de exposi¢do e do tipo de
tecido exposto a irradiagdo.

A absorc¢do da energia ultra-sdnica e a subseqiiente elevagdao da temperatura
no tecido, dependem da freqiiéncia. As freqiiéncias mais altas ( 3MHz) aumentam a
atenuacdo em estruturas mais superficiais do que freqiiéncias mais baixas ( 1 MHz).

Os tecidos com alto conteudo de colageno em suas estruturas absorvem uma
grande quantidade de energia ultra-sonica, sendo portanto mais atingidos pelos
efeitos da referida onda.

As respostas fisioldgicas atribuidas aos mecanismos térmicos incluem o
aumento da extensibilidade do tecido coldgeno, as alteragdes no fluxo sangiiineo, as
mudancas na velocidade de condugdao nervosa, o aumento do limiar da dor, o
aumento na atividade enzimatica e a mudancgas na atividade contratil do musculo.
Com o aumento da temperatura nos tecidos, pode-se esperar também uma resposta
inflamatoria. Para que esses efeitos ocorram, ¢ necessario manter a temperatura dos

tecidos em torno de 40°a 45° C.



2.3.2 Mecanismos nio térmicos:

O ultrasom pode causar outros efeitos ndo relacionados a aumentos de
temperatura. Esses efeitos ndo térmicos incluem a cavitagdo e o microfluxo acustico.

Cavitacio

A cavitacdo corresponde a formag¢do de bolhas gasosas provocadas pelo feixe
ultra-sonico. As mudangas de pressao local produzidas pelo US, causam expansdo e
compressdao em pequenas bolhas gasosas que podem estar presentes no sangue ou em
fluidos teciduais. O campo ultra-sonico pode causar mudangas na atividade celular e
lesdes nos tecidos. Quando a movimentagao no volume das bolhas nao ¢ muito
intenso, tem-se uma cavitagdo estavel, que pode provocar alteragdo na
permeabilidade da membrana celular, alterando sua funcdo. Quando a expansdo
sofrida pelas bolhas for muito intensa, elas podem colapsar resultando na destruicao
do tecido, alteragdes quimicas e lise celular. Esta ¢ a cavitagdo instavel ou transitoria.

Microfluxo Acustico

Refere-se a0 movimento de fluidos ao longo da fronteira das membranas
celulares, como um resultado da pressdo mecanica da onda. Esse microfluxo pode
provocar alteracdes na membrana celular, favorecendo a difusdo de ions e com isso

alterando a atividade celular.
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24 HISTOMORFOMETRIA

A histomorfometria 0ssea descreve quantitativamente a estrutura € o processo
de remodelacao do tecido 6sseo. Esse método permite uma avaliacdo mais precisa do
estado da patologia dssea e sua resposta a um determinado tipo de tratamento do que
o método de avalia¢do qualitativa pela histologia 6ssea ( COMPSTON, 1997).

Os estudos desenvolvidos por FROST estabeleceram as bases da
histomorfometria d6ssea e a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
remodelacdo 6ssea normal e nas doencas metabolicas (ERICKSEN, 1994).

A histomorfometria utiliza principios da estereologia, que estuda estruturas
tridimensionais a partir de amostras bidimensionais. O geologista francés DELESSE
em 1847, apud REIS (1998), estudando rochas, determinou que em seccdes
infinitamente finas, a fracdo de 4rea era igual a fracdo de volume. Assim o
importante seria a espessura da sec¢do, ou seja, quanto menor a espessura do corte ,
menor a probabilidade de erro. A andlise estereologica exige certas condigdes, de
modo que, as estruturas estudadas devem ser isotrdpicas, o que significa que sua
distribuicdo e orientacdo no espacgo sao uniformes. Esse ndo ¢ o caso do tecido 6sseo,
cuja principal caracteristica ¢ possuir estrutura espacial anisotropica ( traves osseas
distribuidas em diferentes orientagdes). BADDELY, apud COMPSTON (1997)
utilizando cortes verticais de tecido 0sseo e um sistema de amostragem ao acaso,
demonstrou que os procedimentos estereologicos poderiam ser aplicados na andlise
de estruturas anisotropicas como o osso trabecular.

A histomorfometria analisa os componentes da morfologia dssea tais como:
medidas de volume, area , perimetro etc. As principais técnicas empregadas na

leitura histomorfomeétrica sdo:
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A técnica manual que utiliza reticulos de pontos e linhas acoplados a ocular do
microscopio e cuja projecdo sobre a estrutura histologica permite medir
distancias, espessuras, intersecgdes, etc. O volume dsseo ¢ obtido pela técnica de
contagem de pontos. As medidas de superficie sdo determinadas pela contagem
de interseccdes entre as linhas e a estrutura estudada. A grande desvantagem
dessa técnica ¢ o enorme tempo consumido na leitura de uma tnica ldmina ( um
individuo treinado pode gastar até duas horas por lamina).

O método semi-automatico utiliza microscopio conectado a um computador e a

uma camera clara ou camera de video.

As imagens histoldgicas sdo desenhadas com auxilio de um cursor sobre placa

digitalizadora. A andlise quantitativa das estruturas observadas depende do tipo de

programa de computador empregado, o qual pode permitir também o estudo da

microarquitetura do tecido dsseo. Tal técnica ¢é precisa, reprodutivel, reduz o tempo

gasto na leitura histologica, além de possibilitar ao operador eliminac¢do de artefatos

histologicos.

c)

O método automatico emprega computadores, cameras de video que analisam e
guardam imagens. Esse método baseia-se na proje¢do da imagem histoldgica na
tela do computador onde diferentes componentes estruturais sdo quantificados de
acordo com os diferentes niveis de coloragdo. De todos € o que requer menos
tempo de execugdo, porém ¢ também o menos sensivel no reconhecimento de
artefatos histoldgicos. (ERICKSEN, 1994; COMPSTON, 1997).

Os parametros histomorfométricos sdo conhecidos como primdarios ou estaticos e

derivados. Os parametros primdrios, informam sobre area, perimetro ou extensao,

distancia e numero. Os pardmetros derivados sdo subdivididos em estruturais e
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cinéticos. Os estruturais analisam a estrutura ossea € os cinéticos avaliam a formagao
e a mineralizag¢ao ossea.(PARFITT, 1987).

PARFITT et al. ( 1987 ) descreveram uma normatizacdo para os parametros
histomorfomeétricos, definidos como primarios e derivados. Os pardmetros primarios
ou estaticos informam sobre area ou extensdo, distancia e nimero. Os parametros
derivados sdo subdivididos em estruturais e cinéticos. Os estruturais analisam a
estrutura Ossea, € os cinéticos, a dindmica Ossea. Os parametros derivados e alguns
primdrios nos fornecem informagdes sobre a conectividade dssea e os cinéticos
avaliam a formacao ¢ a mineralizacao dssea.

Defini¢ao dos parametros histomorfométricos:

I - Estaticos:

e Volume Osseo ( BV/TV %): percentual do volume 6sseo total ( medula e
trabécula) constituido por osso trabecular, mineralizado ou nao.

* Volume Ostedide ( OV/BV %): percentual do volume &sseo trabecular
constituido por osso ndo mineralizado ( osteodide ).

* Superficie Ostedide ( OS/BS % ): percentual da superficie trabecular recoberta
por matriz osteoide.

* Superficie Osteoblastica ( Ob.S/BS % ): percentual da superficie trabecular que
apresenta osteoblastos.

* Superficie Osteoclastica ( Oc.S/BS % ): percentual da superficie trabecular que
apresenta osteoclastos.

* Superficie de Reabsor¢do ( ES/BS % ): percentual da superficie trabecular que

apresenta lacunas de reabsorc¢ao, com ou sem osteoclastos.
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Espessura Ostedide ( O.Th um ): a espessura do rebordo da matriz ostedide
depositada nas trabéculas dsseas, expressa em micra.
Volume Medular ( Ma.V/TV % ): a porcentagem total de medula 6ssea subtraida

do volume trabecular total.

I1. Estruturais:

Espessura Trabecular ( Tb.Th um ): a espessura das trabéculas 0sseas expressa
em micra.

Separacdo Trabecular ( Th.Sp um ): a distdncia entre as trabéculas Osseas
expressa em micra.

Numero Trabecular ( Tb.N /mm ): o niimero de trabéculas 6sseas, por milimetro

de tecido, sendo também um indice que expressa a densidade trabecular.

II1. Cinéticos:

Taxa de Aposicdo Mineral ( MAR u/dia ): a distancia entre as duas marcagdes
pela tetraciclina dividida pelo intervalo de tempo entre as duas marcagdes,
expresso em micra por dia.

Superficie Mineralizante ( MS/BS % ): a percentagem da superficie trabecular
que apresenta dupla marcacao pela tetraciclina, em relacdo a superficie trabecular
total.

Taxa de Formagdo Ossea ( BFR/BS um’/um?/ dia ): o volume do osso recém
mineralizado, formado por unidade de superficie trabecular e por unidade de

tempo, expressa em micra cuibica por micra quadrada por dia. E calculado pela

expressdo: BFR/BS = MAR.MS/BS
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e Taxa de Aposicio Ossea Corrigida ( Aj.AR um/dia ): o volume de osso recém
mineralizado, formado por unidade de 4rea de superficie ostedide e por unidade
de tempo, expressa em micra por dia. E calculado pela expressio:

Aj.AR = ( MAR.MS/BS )/( OS/BS)

* Intervalo de Tempo para Mineralizagao ( Mlt dias ): o tempo, em dias, durante o

qual a matriz ostedide, recentemente formada, permanece nio-mineralizada. E

calculado pela expressao: Mlt=( O.Th )/( Aj.AR)

A avaliagao da mineralizacdo oOssea ¢ feita administrando-se um marcador

0sseo, a tetraciclina, em doses intercaladas. Essa técnica permite a mensuragdo e

calculo de indices dinamicos da formagao osseca ,

Fig 1. Foto mostrando a dupla marcacdo por tetraciclina. Adaptado de
Feldman,Gloriex ¢ Pike, 1997.
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Outros marcadores como a alizarina e a calceina, também podem ser usados
como marcadores para mineralizacdo ativa e permite varios regimes de marcagdo

para se medir alteragdes nas taxas de formacao 6ssea (COMPSTON, 1998).

2.5 ESTIMULACAO ULTRASONICA

BENDER et al. ( 1954) estudaram o efeito do ultrasom sobre o tecido dsseo
em fémures de caes. Foi padronizada uma falha 6ssea cilindrica no cértex femoral,
estendendo-se até a cortical medial sem perfura-la. Avaliaram o aumento de
temperatura e as alteragdes histoldgicas no osso cortical e na medula apds a aplicagdo
do US em diferentes intensidades ( 5 a 20 W/em® ). Altas temperaturas foram
registradas ( >50°C) quando o osso foi exposto a 20 W/ecm® por 3 a 5 minutos. Néo
foi observada alteragdo aparente no osso cortical, enquanto a medula dssea
apresentou area de osteogénese emergindo da pefuragdo, necrose gordurosa e
presenca de células gigantes e formacdo de osso subperiostal. No lado ndo
estimulado, ndo houve neoformacao ossea.

FUKADA (1957) apud XAVIER e DUARTE (1983) realizou uma série de
estudos que demonstraram a existéncia da piezoeletricidade, direta e inversa, do
0sso. Este conceito reflete a capacidade de um material piezoelétrico em produzir
polarizagao elétrica quando submetido a cargas mecénicas. A conversdo da energia
mecanica em energia elétrica ¢ definida como efeito piezolelétrico direto. Por sua
vez, o efeito piezoelétrico inverso ¢ obtido quando apds ter sido aplicado um campo

elétrico em um material piezoelétrico, este se deforma. Para FUKADA, o osso
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apresenta propriedades de um transdutor de energia e a presenca de cargas elétricas
no osso ¢ fundamental ndo s6 para seu desenvolvimento, mas principalmente para o

reparo em caso de fratura.

DYSON et al. (1968), avaliaram a resposta cicatricial do tecido mole de
ferimentos padronizados em orelhas de coelhos adutos, sob o efeito do US pulsado
em diferentes intensidades. A aplicagdo foi realizada 3 vezes por semana, durante 5
minutos comegando apds o décimo quarto dia do pds-operatorio e prolongado-se por
seis semanas. Os autores observaram um aumento de 32,5% maior na reparacdo dos
ferimentos no grupo experimental do que no controle. Isso foi encontrado apds 21
dias de tratamento, com o US na intensidade de 0,5 W/em?. Os autores concluiram
que os estagios iniciais da regenerac¢do sdo mais suscetiveis ao estimulo do US.

PAYTON et al. (1975) investigaram o efeito de doses clinicas de US, com
interesse no aumento de temperatura causado na medula 6ssea de fémures de caes.
Foram utilizados seis animais adultos, dos quais foi removido um fragmento de 3
centimetros da cortical lateral distal de cada femur e inserida uma sonda térmica na
medula 6ssea. Logo apos, foi aplicado o US em intensidades variando de 1,5 a 2,5
W/em® durante 5 a 10 minutos ao dia, por dez dias. Foi observado um aumento de
temperatura de 0,4°C aplicando-se o US por 5 minutos a 0,5 W/cm® ¢ um aumento de
5°C aplicando-se o US por 5 minutos a 2,5 W/cm® .

OBE (1978) publicou um trabalho de revisdo sobre as aplica¢des clinicas do
US pulsado, enfatizando a necessidade de aplicagdo precoce para a obtengdo de
resultados satisfatorios. Indicou o uso em lesGes de coluna, ferimentos de tecido

. . . - . . . )
mole com fraturas, cicatriz tecidual e lesdes esportivas na intensidade de 0,5 W/cm”,
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freqliéncia de 1MHz num meio contendo &gua. Preconizou o tratamento por um
periodo de dez dias, com pelo menos uma aplicagdo diaria.

DUARTE (1983) baseado nos trabalhos sobre a piezoeletricidade oOssea,
desenvolveu estudos experimentais e propds uma nova forma de tratamento para
acelerar a consolidagcdo de fraturas, com retardo de consolidagcdo e pseudoartroses,
utilizando o ultra-som de baixa intensidade e pulsado. Segundo este método, as
cargas elétricas, necessarias ao reparo do 0sso, sdo produzidas no osso por meio do
efeito piezoelétrico, pois o ultra-som pulsado atinge a superficie do osso por uma
sucessdo de impulsos, cada um deles resultando em um sinal elétrico como resposta
do osso.

XAVIER e DUARTE (1983) realizaram a partir de 1979, investigagdes
clinicas e radiograficas para avaliar os efeitos da estimulacdo ultra-sonica do calo
0sseo em pessoas portadoras de pseudoartrose e/ou retardo de consolidacdo de
fraturas, atingindo 70% de cura nas pseudoartroses do tipo hipertrofico. Estes
procedimentos tiveram inicio com os estudos da estimulagdo elétrica para
osteogénese, que comecaram a ser delineados desde o inicio do século XIX,
conforme afirma DEALLER, apud XAVIER e DUARTE (1983).

XAVIER e DUARTE (1985) estudaram o efeito da estimulacdo ultra-sonica
na formagdo do calo dsseo em perfuracdes de tibias de coelhos, concluindo que, com
a estimulacdo pelo US de baixa intensidade e pulsado durante 15 dias, houve
formac¢do mais exuberante de calo subperiostal e maior velocidade no preenchimento
da falha dssea.

BARROS et al. (1985) experimentaram, em coelhos, a influéncia da aplicagdo

do ultra-som pulsado, de 1,5MHz, largura de pulso de 200 microsegundos,
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intensidade aproximada de 70mW/cm?. Utilizaram-se de um transdutor com 6mm de
didmetro projetado especialmente para o experimento proposto. Os animais
selecionados foram coelhos albinos, fémeas, adultos jovens, da raca Nova Zelandia e
peso médio de 2,7Kg.

Foram realizadas perfuracdes no lado medial das tibias direita e esquerda de
nove coelhos, ficando a esquerda destinada ao tratamento pelo ultra-som e a direita
como controle. A perfuracdo foi realizada com broca de 2,4mm de diametro, em

ambas as tibias, até atingir a cavidade medular.
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A aplicagdo do ultra-som foi iniciada na tibia esquerda, 24 horas apds a
cirurgia com duracdo de didria de 20 minutos. Os nove animais foram divididos em 3
subgrupos de acordo com o periodo de estimulagdo em 5, 10 e 15 dias. A evolugdo
da reparacdo foi avaliada através de técnica radiografica e histologica.

Apds o periodo de estimulacdo, os animais foram sacrificados, suas patas
desarticuladas e serradas transversalmente em fragmentos de 3cm cada. Depois de
radiografadas, procedeu-se a preparacdo histologica adequada para avaliagdo do
tecido encontrado.

A avaliagdo radioldgica para o grupo de 5 dias de estimulagdo, ndo
demonstrou diferencas entre os lados teste e controle. Para os animais avaliados dez
dias apds a cirurgia, os dois lados mostraram preenchimento da falha dssea por
material radiopaco, embora o grupo teste tenha mostrado concentragdo de material
ligeiramente maior do que o grupo controle.

No grupo de quinze dias, as diferengas foram mais marcantes pois nos
membros controle ainda havia o contorno da falha dssea e no grupo teste, a tdbua
Ossea estava totalmente reconstruida.

Na avaliacdo histologica, percebeu-se que, desde o quinto dia apds a cirurgia,
houve uma evolug@o mais evidente nos lados estimulados representada pela presenca
de tecido conjuntivo fibroso com areas de cartilagem jovem. Ao décimo dia, os dois
lados apresentavam preenchimento por tecido cartilaginoso maduro e calcificado.
Porém, no lado estimulado, a quantidade de célcio do tecido cartilaginoso foi
uniformemente mais elevada. No grupo com quinze dias de observacao, a falha 6ssea

apresentou-se totalmente fechada por tecido cartilaginoso calcificado. O grupo teste
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apresentou uma quantidade maior de tecido 6sseo neoformado e de caracteristicas
histologicas mais avancadas.

Na andlise morfométrica, a tendéncia geral foi a de aparecimento mais
precoce de elementos formadores de neo-osso nos membros tratados. O resultado
final sob esta avaliacdo revelou quantidade maior de neo-osso. Os autores
concluiram que, em condi¢des experimentais, a falha 6ssea tratada com ultra-som
acelerou o processo da formacao do calo dsseo.

REUTER et. al.(1987), realizaram osteotomias bilaterais em tibias de coelhos
estabilizando os segmentos 0sseos através de sintese interna rigida e aplicando uma
estimulagdo ultra-sonica de 0,1 w/cm® . Nos animais tratados, o calo 0Osseo
neoformado mostrou caracteristicas de amadurecimento precoce € maior volume. Os
autores concluem o trabalho aconselhando este tipo de estimulagdo como eletiva em
relacao a outros métodos.

ENWEMEKA (1989) avaliou a resisténcia a tensdo e a capacidade de
absorc¢ao de energia de tenddes de aquiles de coelhos, submetidos ao tratamento com
US em modo continuo de baixa intensidade. Foram operados 26 coelhos adultos,
seccionando-se 0 tenddo transversalmente na sua por¢cdo média, entre a insercao
calcanea e a juncdo musculo-tendinea. Apos a reaproximagdo com sutura, a pata do
animal foi imobilizada e iniciou-se a aplicagdo do US a 1,5MHz, 1 W/cmz, 5 minutos
ao dia, durante nove dias em 11 animais. Os outros 14 foram mantidos como
controle. O autor observou que a exposi¢do a ao US, aumentou significativamente
tanto a forca de resisténcia a tensdo e a capacidade de absor¢do de energia dos
tenddes tenotomizados, e que esse efeito foi provavelmente em decorréncia do

aumento da sintese de coldgeno nos tenddes tratados.
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SANTOS Jr. e MELHADO (1990) estudaram o processo de preenchimento
de alvéolos dentarios de ratos através de andlise histologica apds a extracdo dos
terceiros molares superiores com e sem estimulagdo ultra-sonica em modo continuo.
Os resultados indicam a formagdo precoce de tecido de granulagdo, diminuicdo do
tempo de remodelamento Osseo e aceleragdo do processo cicatricial na sua
totalidade.

PILLA et. al.(1990), estudaram os efeitos da estimulacdo ultrasdnica pulsatil
e de baixa intensidade em peronios osteotomizados de coelhos de raga New Zealand.
A resisténcia maxima do calo consolidado obteve-se entre o 17° ¢ 28° dia no grupo
tratado, e no 28° dia no grupo controle. Através destes resultados foi estimado que a
consolida¢do biomecanica das osteotomias tratadas por ultrasom e acelerada por um
fator de 1,7 comparando-a a do grupo controle. As ondas ultra-sonicas utilizadas
tiveram intensidade de 30 mW/cmz, 1,5 MHz, pulsado e a duragdo da aplicagdo foi
de 20 min/dia.

BYL et al. (1992) estudaram o efeito do US pulsado de baixa intensidade no
reparo de feridas induzidas no dorso de cobaias. Onze animais foram tratados com
O,5W/cm2 a1 MHz por 3 dias e I,SW/cm2 por 2 dias a 1,0MHz. Este estudo relatou o
efeito de baixas doses de US na aceleragdo da cicatrizagdo de feridas do tipo incisdo
e defeitos de espessura total e parcial no dorso dos animais. A resisténcia a tensao,
deposicao de colageno e reducdo no tamanho da ferida, assim como a degranulagdo
de mastocitos foram significativamente maiores nas lesdes tratadas com US do que
nos controles. O US aumentou a resisténcia ténsil em 24% e a deposigao de colageno
em 29% quando comparado aos controles. Os resultados desse trabalho sugerem que

o US facilita o processo na primeira semana de cicatrizagao.
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WANG et al.(1994) estimularam com ondas ultrasonicas focos de fraturas
experimentais em fémures de ratos. ApoOs consolidacdo, os segmentos foram
submetidos a ensaios de tor¢ao até o limite maximo de resisténcia, encontrando um
incremento de 22% da resisténcia nos valores obtidos dos animais tratados (e
conseqliente aumento da velocidade de consolidacdo 6ssea) com 21 dias de pos-
operatorio.

HECKMAN et al.( 1994) submeteram 67 fraturas ( ndo expostas e expostas
de grau I ) a estimulagdo ultrasonica, dividindo os pacientes em dois grupos, um dos
quais tratados com placebo, verificando clinica e radiograficamente o tempo
necessario para a consolidagcdo Ossea. Apos 120 dias do trauma, em 88% dos
pacientes do grupo tratado obtém consolidagao, contra 44% do grupo controle. Com
150 dias, os valores aumentam para 94% nos tratados contra 62% no grupo controle.

WILTINK et al. (1995) avaliaram o processo de ossificagdo endocondral in
vitro de osso metatarso em desenvolvimento de feto de ratos com 16 dias de vida.
Foram examinados o crescimento 6sseo, a calcifica¢do e reabsor¢cdo apos a exposi¢ao
a doses de US em modo continuo (0,1 ¢ 0,7 W/cmz) e pulsado (0,1 e 0,5 W/cmz), 1
MHz de freqiiéncia e 2 milisegundos de pulso. Apdés uma semana de cultura, os
rudimentos de osso foram fixados e sec¢des em parafina preparadas para avaliagdo
histologica e mensuracdo da contribuicdo relativa de varias zonas de cartilagem na
extensdo total de osso. As culturas tratadas com US pulsado apresentaram maior
crescimento longitudinal apos 4 dias de tratamento em relagdo ao US continuo. A
avaliacdo histologica revelou um aumento significativo na extensdo da zona
proliferativa, entretanto sem alterar a zona hipertrofica, sugerindo que a proliferagao

de células cartilaginosas ¢ estimulada sem influéncia na diferenciagao celular.
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LIN et al.(1995), utilizaram a estimulag@o ultrasonica apos implantagdo de
DP- Bioglass ( material sintético e biodegradavel) em condilos femorais de coelhos
adultos de 32 semanas. Os pardmetros fundamentais do estimulo ultra-sonico foram:
1,5MHz de freqiiéncia, poténcia de estimulo de 0,5 w/em? , modo pulsado a razdo de
1:1 e 2 milisegundos de intervalo entre os pulsos. Através de uma anélise histologica
e medicdo planimétrica das areas regeneradas, foi comprovada uma intensa agdo
sobre a regeneracao Ossea e a reabsor¢dao do material biocompativel, associado ao
desenvolvimento de ostedcitos dentro do material. Este mecanismo deve-se
provavelmente a um efeito eletromecanico nas interfaces das membranas celulares
provocado pelo uso do ultrasom.

TANZER et al. (1996) verificaram a influéncia da estimulagao ultra-sonica de
baixa intensidade e ndo invasiva, na aceleragdo e amplitude do crescimento dsseo em
implante de titdnio com cobertura porosa. Vinte e dois pares de implantes
transcorticais porosos foram inseridos, bilateralmente nos fémures de 12 caes. Cada
cao teve um fémur como controle e o outro foi submetido a estimulacao ultra-sonica
por 2, 3 e 4 semanas. Os autores verificaram que os implantes estimulados com US
revelaram um incremento de 18% no trabeculado 6sseo comparado ao controle
contralateral. Os autores relataram que o uso do ultra-som ndo invasivo de baixa
intensidade, apresenta seu pico 6timo de utilizacdo nas primeiras 2 a 3 semanas de
estimulacdo. Neste periodo, as estimulagdes mostraram 21 e 16 % respectivamente
de crescimento intra 6sseo comparado ao controle. Concluiram que o uso do ultra-
som de baixa intensidade tem efeitos positivos no crescimento intra-6sseo e
indicaram a possibilidade do uso deste procedimento em proteses totais com

cobertura porosa nao cimentadas.
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YANG et al. (1996) estudaram os efeitos da estimulagdo ultra-sonica, nos
varios fatores envolvidos na reparacdo Ossea em fraturas de fémur em ratos
padronizados. Fraturas fechadas foram provocadas em 79 esqueletos maduros de
ratos machos da linhagem Long-Evans. Os parametros utilizados para o uso do
aparelho foram: 200 microsegundos de duracdao da onda, amplitude de 0,5 MHz até 1
KHz, com intensidade de 50 ou 100mW/cm®. A fratura contralateral ndo foi exposta
ao ultrasom, servindo como controle. Nos animais tratados com 100mW/cm? , a
propor¢do maxima de torque e a resisténcia a tor¢do foram maiores do que o grupo
controle, mas ndo apresentaram uma tendéncia de distancia estatistica significante.

Analises bioquimicas do calo no grupo tratado e no grupo controle, nao
tiveram sucesso em demonstrar diferencgas significativas no numero de células, niveis
de colageno e calcio. A avaliagdo genética das fraturas tratadas com 50mW/cm® de
estimulacdo ultra-sénica, revelou uma mudanga na expressdo dos genes associados
com a formacao de cartilagem. A agrega¢do genética foi substancialmente maior nos
sete dias subseqiientes a fratura e marcadamente menor no 21°. O gene da proteina
alpha 1 pro-coldgeno foi similarmente modificado, mas o desvio ndo foi
significativo. Outros genes associados as proteinas do osso, incluindo a alpha 1 pro-
colageno , o 4cido gama-carboxiglutdmico, fosfatase alcalina e o fator de
crescimento beta-a, ndo diferiram entre o grupo teste e o grupo controle. Estes dados
sugerem que o ultra-som estimula a aceleracdo das propriedades mecanicas na
reparacdo Ossea, pela estimulacdo tardia das proteinas da matriz extra celular,
possibilitando alteragdes na maturagdo dos condrdcitos e formac¢do do osso

endocondral.
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REHER et al.(1997) elaboraram um estudo controlado para avaliar o efeito de
diferentes intensidades do US em cultura de osso de cranio de ratos com 5 dias de
vida. Foram avaliadas a sintese de coldgeno e proteinas ndo colagénicas, e alteragcdes
de temperatura na cultura. Foi demonstrado que o US a 0,1W/cm® pulsado a 2
milisegundos, freqiiéncia de 3MHz, por 5 minutos, estimulou significativamente a
formacdo de osso e a sintese de colageno e proteinas ndo colagéncias. Foi observado
que aumentando-se a intensidade para 1,0 a 2,0 W/em? , mantendo-se 0s outros
parametros inalterados, houve inibi¢do significativa da sintese de coldgeno e
proteinas ndo colagénicas. O aumento maximo da temperatura foi de 1,8°C na
intensidade de 2W/cm? e nenhum aumento detectavel a 0,1 W/em?.

HECKMAN e SARASOHN (1997) divulgaram os resultados de um estudo
de gerenciamento de custos hospitalares comparando a um trabalho prévio de 1994.
As fraturas de tibia, cuja incidéncia ¢ alta, podem evoluir com retardo de
consolidacdo ou, nos piores casos, de ndo consolidacdo. Os autores propuseram trés
modelos de custos, onde no 1° colocaram-se os or¢amentos de custos do tratamento
cirirgico, no 2° os do tratamento conservador € no 3° os do tratamento cirtrgico ¢
conservador, junto a aplicagdo de ultrasom pulsatil e de baixa intensidade. Quando
comparados, o modelo n° 2 consegue um teorica redugdo de custos de US$ 15.000
/caso (40% do custo total), e. no modelo n® 3 (tratamento cirurgico e ultrasom), a
redugdo ¢ de US$13.000/caso, quando comparados ao modelo n° 1. Reduzindo-se o
tempo de consolidacdo, foi assim teorizada uma reducdo dos custos substancial por
parte da Instituicdo.

KRISTIANSEN et al. (1997) submeteram 60 pacientes a tratamento de

fraturas distal do rddio (61 fraturas) em um estudo multicentro, duplo-cego e
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randomizado. Apds a redugdo das fraturas e sete dias depois do acomentimento,
iniciaram-se as aplicagdes. Os pacientes foram divididos em dois grupos, um de 31
fraturas e outro com as 30 restantes. O grupo I (30 fraturas) foi submetido ao uso do
US, por vinte minutos diarios, durante dez semanas. O grupo controle (31 fraturas)
foi submetido a um aparelho placebo. Os exames prosseguiram através de avaliagdes
radiogréficas realizadas nos intervalos de uma, duas , trés, quatro, cinco, seis, oito,
dez doze, e dezesseis semanas apOs a ocorréncia das fraturas. O tempo de
consolidacdo foi significativamente menor para as fraturas tratadas com o ultrasom,
contra a aplicacdo do placebo, apresentando o resultado de 61+/- 3 dias contra 98+/-
5 dias respectivamente. Cada estagio radiografico da consolidagdo mostrou, no grupo
controle, sensivel incremento de reparagdo em comparagao ao grupo teste.

GUERINO et al. (1997) analisaram os efeitos do tratamento com US pulsado
¢ baixa intensidade (0,2 W/cm?) na consolidagio Ossea e resisténcia 4 deformacio em
tibias de ratos Wistar. Apds a padronizacdo de defeitos de 3mm de extensdo
transcorticais na pata direita, os animais receberam tratamento por 5 minutos
diariamente, durante 30 dias. Passado o periodo de estimulag¢do, os animais foram
sacrificados e as tibias submetidas a analises de resisténcia maxima a flexdo, flecha
de ruptura e rigidez flexural média. Foi observado um aumento da rigidez flexural do
0sso nos animais tratados com o US ( 20,43 + 3,22 Kgf/mm) em relagdo ao grupo
ndo tratado (14,56 = 2,80 Kgf/mm), sugerindo uma aceleracdo na mineraliza¢do do
tecido 0sseo.

COOK et al. (1997) investigaram a utilizacdo do US na aceleracdo de osso
cortical e medular, nas fraturas de tibia e distal de radio em cicatrizacdo, de pacientes

fumantes e ndo fumantes. Foi utilizado o US com largura de pulso de 200
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milisegundos, 1,5MHz de freqiiéncia de onda, 1KHz de freqiiéncia de repeticdo e
intensidade de 30 mW/cm®. O tratamento foi iniciado sete dias apés a fratura e
consistia de aplicagdes didrias de 20 minutos, durante 20 semanas ou até que a
fratura estivesse consolidada o suficiente para descontinuar o tratamento. Houve
reducdo em 41% do tempo de cicatrizagdo das fraturas de tibia em fumantes e 26%
em pacientes ndo fumantes. Nas fraturas de radio a reducdo no tempo de cicatrizagdo
foi de 51% em fumantes e 34% em nao fumantes. O tratamento mostrou-se efetivo
em acelerar a cicatrizacdo do osso tanto cortical quanto medular, mitigando os efeitos
do fumo na cicatrizagdo e devolvendo as fun¢des normais dos pacientes mais
rapidamente.

GLAZER et al. (1998) avaliaram o efeito do US em modelos de artrodese em
coelhos. 28 animais foram divididos em dois grupos que receberam enxerto 6sseo
autologo. Os animais do grupo experimental receberam o US pulsado de baixa
intensidade na freqiiéncia de 1,5 MHz, 200 milisegundos de largura de pulso e
freqliéncia de repeticdo de 1 KHz. Foram avaliados os pardmetros radiologicos,
biomecanicos e histologicos. A andlise radiografica mostrou consolidagdo em 13
animais do grupo controle contra 9 no grupo nao tratado. Houve um aumento de 37%
na rigidez e 34% no volume da massa fusionada exposta ao US. Os resultados
demonstraram que houve um aumento na velocidade de fusdo dos processos
transversos na espinha lombar do coelho.

SPADARO e ALBANESE (1998) salientando que o uso do ultrasom de baixa
intensidade e pulsado ja era notério a época do experimento, avaliaram esse aparelho
no processo de crescimento de ossos longos e no aumento da densidade Ossea em

ratos jovens. O crescimento longitudinal e a densidade 6ssea foram avaliados apos a
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aplicagdo de ultra-som pulsado, emitindo 1,5MHz, 30 mW/cm” de intensidade por 20
minutos diarios. Apds 28 dias nenhuma diferenca no comprimento foi detectada (=
2%) em compara¢do ao membro ndo tratado ou ao grupo controle. Também nao foi
detectada diferenga significante na densidade 6ssea no fémur ou tibia testados. Em
repetidos experimentos, nos quais havia um trauma no peridsteo da didfise femoral, o
ultra-som também ndo teve efeito no crescimento ou na densidade dssea. Segundo os
autores, estes resultados sugerem que a fase de crescimento ndo ¢ afetada pela
estimulacdo ultra-sonica quando do seu uso na consolidacdo de fraturas. Os
resultados nestes casos sdo relacionados pelos autores, a cascata dos eventos
celulares e aos fatores de regulacdo presentes depois de uma fratura.

REHER et al. (1998) investigou in vitro a utilizagcdo de ondas ultra-sonicas de
diferentes freqiiéncias, em culturas de células de fibroblastos gengivais e osteoblastos
mandibulares humanos. Avaliaram a proliferacao celular (sintese de DNA) proteinas
colagenas e ndo colagénicas pelos radiomarcadores timidina e prolina,
respectivamente. A proliferagio fibroblastica aumentou em 47% a 0,7 W/cm® (1
MHz) e 43% a 50 mW/cm” (45 KHz), ¢ a prolifera¢do osteoblastica aumentou 52% a
1,0 Wem® (IMHz) e 35% a 30mW/cm® (45KHz) enquanto a producdo de colageno
pelo fibroblasto aumentou 48% a 0,1 W/em® (IMHz) e 44% a 15mW/cm® (45KHz)
e aprodugdo de colageno pelo osteoblasto aumentou 55% a 0,1 W/ecm® (IMHz) e
112% a 30 mW/cm® (45KHz). Foi demonstrado que ondas ultra-sonicas de baixa
freqliéncia sdo capazes de igualmente induzir a formagdo dssea ou até mesmo
superar o efeito de ondas de alta freqiiéncia. Por ter uma maior penetrag¢do, as onda
de baixa freqiiéncia, segundo os autores, poderiam ser utilizadas no tratamento da

osteorradionecrose mandibular.
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DOAN et al.(1999) realizaram estudo in vitro semelhante ao previamente
desenvolvido por REHER (1998). Foram comparados o US de alta e baixa
freqliéncia ( IMHz e 45KHz, respectivamente) em culturas de células de fibroblastos
gengivais, osteoblastos mandibulares e monocitos humanos, avaliando a seu s efeitos
na sintese de DNA, sintese de proteinas coldgenas e ndo coldgenas e na producad de
citocinas envolvendo a interleucina (IL) 1p, IL-6, IL-8 , fator de necrose tumoral o
(FNTa), fator de crescimento fibroblastico basico ( FCFb) e fator de crescimento
endotelial vascular ( FCEV).

O US induziu aumento no crescimento da proliferagdo celular nos
fibroblastos e osteoblastos entre 35% a 52%. As sintese proteica teve aumentos de
até 112%, com os melhores resultados conseguidos pelo US a 45KHz. A interleucina
(IL) 1P foi suavemente estimulada por todas as células. Nao houve diferenca entre os
niveis de IL-6 e FNTa. As citocinas relacionadas a angiogénese (IL-8 e FCFb)
foram aumentadas nos osteoblastos e a producdo de FCEV foi estimulada nos trés
tipos de células. Os resultados foram conseguidos em ambas a freqiiéncias utilizadas.

EMAMI et al.(1999) avaliaram o nivel sérico de marcadores Osseos
prospectivamente por 1 ano em 30 pacientes adultos portadores de fraturas de tibia
com fixacdo intramedular. Através de estudo duplo cego, metade dos pacientes
receberam tratamento com US de baixa intensidade, 1,5MHz de freqiiéncia de onda,
1,0KHz de freqiiéncia de repeti¢do e intensidade de 30 mW/cm? , 3 dias ap0s as
cirurgias, 20 minutos ao dia, durante 75 dias.

Nao houve diferenga estatistica significativa no aspecto radiografico do
reparo 6sseo entre o grupo tratado (média de 113 dias) e o grupo controle (média de

112 dias). O marcador de reabsorcdo Ossea, telopeptideo, atingiu o pico sérico de 1 a
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4 semanas, enquanto o marcador de formagdo Ossea atingiu o pico de 10 a 16
semanas para a fosfatase alcalina e osteocalcina. O telopeptideo sérico estava mais
baixo, em uma semana, nos pacientes tratados com US do que nos pacientes que
receberam o placebo. Nao foi demonstrada diferen¢a nos marcadores de formagao
Ossea entre os grupos tratado e controle. Os pacientes com retardo de cicatrizagdo
apresentaram niveis mais baixos de fosfatase alcalina Ossea entre a quarta e sétima
semanas do que pacientes com cicatrizacdo normal, embora nenhuma diferenga foi
notada para a osteocalcina. Os resultados do trabalho sugeriram que o US de baixa
intensidade pode reduzir a reabsor¢do Ossea, sem no entanto ter nenhum efeito
visivel na formagao Ossea.

SUN et al.(1999) estudaram o reparo de defeitos 6sseos em fémures de ratos
Wistar, in vitro sob a influéncia do US pulsado de baixa intensidade. Foram
utilizados 36 animais adultos que, ap6s sacrificados, tinham suas patas desarticuladas
e dissecadas cuidadosamente, mantendo-se o peridsteo. Foi criado um defeito no
centro da metafise distal do fémur, com fio de aco cilindrico de 1,77mm2. Os
fémures foram mantidos de 7 a 14 dias in vitro em cultura e receberam 15 minutos de
US diariamente em intensidades de 320 ou 770 mW/cm®. O reparo do osso foi
avaliado por exame histomorfoldgico e pela andlise da sintese e secrecdo de
prostaglandinas E,. Os autores observaram que o US acelerou tanto a cicatrizagdo
quanto a regeneragio do trabeculado dsseo na intensidade de 770mW/cm?. Nas
culturas estimuladas tanto a sintese como secre¢do de prostaglandina E, diminuiram
significativamente, correspondendo a alteragdes na quantidade de regenera¢do do

0sso trabecular e aceleragdo da cicatrizacao Ossea.
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SATO et al.(1999) relataram um caso de um paciente com deficiéncia de
crescimento, submetido a alongamento do fémur, associado a aplicacdo do US
pulsado de baixa intensidade ( 30mW/cm?) 20 minutos ao dia, durante oito meses. O
autor relatou que o US acelerou o aumento na mineralizagdo do calo 6sseo e
encurtou o periodo de cicatrizagao.

NARUSE et al.(2000) avaliaram a resposta anabolica de cultura de células da
medula 6ssea de ratos Wistar, sob a estimulacdo do US pulsado de baixa intensidade
( 1,5MHz, 20 milisegundos de largura de pulso, 1 KHz de freqiiéncia de repeticao e
30 mW/cm®.). Observaram a expressio do RNAm das proteinas da matriz ssea,
fatores de crescimento e a resposta dos genes apds o estimulo pelo US que foi
aplicado a cada 20 minutos até se completar uma hora e depois em 2, 4, 8§, 12 ¢ 24
horas.

Os autores observaram a expressdo do gene c-fos imediatamente apds 20
minutos de exposi¢do da cultura ao US, atingindo o pico apds 40 minutos e
subseqiiente decréscimo ap6s 4 horas. A elevagdo de RNA mensageiro também foi
notada em varias proteinas 0sseas como a IGF-1, osteocalcina e sialoproteina dssea.
Nao foi observada resposta da TGF-f. Todas as proteinas Osseas, com excecao de
c-fos, tiveram um segundo pico de expressao apds 24horas.

O estudo demonstrou que o US tem efeito regulador sobre a osteocalcina e a
IGF-1 de maneira bifésica em culturas de células clonadas de medula dssea de rato
(ST2 cells).

FUJIOKA et al. (2000) relataram um caso bem sucedido de tratamento
clinico com US de baixa intensidade em um paciente com fratura do gancho do

hamato, causado por acidente com motocicleta. A paciente relatava dor na regido
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hipotenar da mado esquerda e diminui¢do da forga de preensdo. Foi instituido
tratamento com US de baixa intensidade e pulsado ( 1,5Mhz e 30 mW/cm?®) com
aplicag¢des didrias de 20 minutos, durante 4,5 meses. Apds o tratamento ndo havia
mais sintomatologia e a for¢a depreensdo havia se normalizado. A unido da fratura
foi confirmada pela tomografia computadorizada.

MAYR et al. (2000), Relataram o tratamento de 951 retardos de unido ¢ 366
casos de pseudoartrose com US pulsado de baixa intensidade. O autor relatou um
indice de sucesso de 91% para os retardos de consolidagdo e 86% para os casos de

pseudoartrose.

3. OBJETIVOS

Baseado nesses fatos, o objetivo do nosso trabalho ¢ avaliar, pela
histomorfometria, o efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade em defeitos

Osseos provocados em fémures de rato sob condi¢des controladas, tendo em vista os
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parametros histomorfométricos de reparo osseo e a velocidade de aposi¢do mineral
dado pela dupla marcagdo com a tetraciclina.

O presente trabalho foi submetido a apreciagdo e aprovado pela Comissdo de
Avaliacio de Projetos de Pesquisa- CAPPesq e pela Comissdo de Etica do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

4. MATERIAL E METODO

4.1 Materiais
Foram utilizados 18 ratos machos adultos de linhagem Wistar com peso de
aproximadamente 300 g. Apds o exame objetivo, os animais fisicamente aptos ,

foram submetidos as cirurgias experimentais.
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4.2 Métodos
4.2.1 Protocolo anestésico

Os animais foram dividos em grupos I ( 1-6), II (7-12) e III ( 13- 18) e
identificados na cauda por tatuagens com tinta indelével. Apos a identificagdo foram
colocados numa caixa de indugdo anestésica, construida em acrilico transparente com
tampa parafusada e administrado o gas anestésico (Halotane®) na indugdo e durante a
manutencao.

A mistura de oxigénio ( fluxo de 0,5 I/min) e Halotane® ( 4% ) foi
administrada através de um aparelho de anestesia inalatoria portatil ( vaporizador
Ohmeda®) conectando a valvula de inspiragio do aparelho ao engate superior da
caixa de indug¢do por meio de uma canula de extensao .

Conectou-se a saida dos gases ( canto inferior da caixa ) a valvula
unidirecional do aparelho e os animais induzidos e mantidos sob anestesia por meio
de uma mascara de plastico, conectada ao mesmo aparelho mantendo a concentragdo
anestésica de 2,5% e o fluxo de O; de 0,5 I/min. ( apds substituicdo da caixa de

acrilico).

4.2.2Técnica Cirurgica
* Apos tricotomia bilateral das coxas , foi feita a antissepsia com povidine topico a
1% e posicionados os campos estéreis.
* Incisdo em pele de aproximadamente um centimetro na regido da articulacdo do
joelho, com controle de hemostasia, diérese dos tecidos moles com pinga Kelly

curva e tesoura Metzembaum delicada, e revisdo da hemostasia.
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* FElevacdo subperiostal dos fémures com descolador de Freer

e Perfuracdo dos fémures direito e esquerdo na cortical lateral da epifise distal
estendendo-se até a cortical medial sem perfura-la, logo abaixo da cartilagem de
crescimento, utilizando motor elétrico sob pressdo manual, com broca de titanio
de dois milimetros de didmetro sob irrigagdo com soro fisiologico a 0,9%.

¢ Sutura dos tecidos moles com fio mononylon 4-0 em pontos isolados.

Fig 2. Modelo de falha dssea padronizada na epifise distal do fémur de ratos Wistar.

4.2.3 Administracio do marcador d6sseo

Foi administrada oxitetraciclina na dose de 20mg/Kg peso, através de
injecdes intraperitoneais apds as cirurgias, seguindo o seguinte cronograma: Uma
injegdo logo apos a cirurgia, uma inje¢do no 6° ¢ 7° dia pds- operatorio (grupo I), 13°

e 14° dia (grupo II) e 20° e 21° ( grupo III).
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4.2.4 Protocolo de aplicacio de estimulacio ultra-sonica

Foi utilizado um aparelho investigativo para consolidagdo de fraturas da marca
Ohmic - UPM- DT10, n° 1024 (KLD Biossistemas Equipamentos Eletronicos Ltda/
Amparo, Sdo Paulo) calibrado com os seguintes parametros fisicos de acordo com
XAVIER e DUARTE (1983):

Poténcia de saida :30 mW/cm®

Area do transdutor: 3,0 cm’

Freqiiéncia de Pulso: 1.5 MHz
Duragao do pulso: 1:4
Freqiiéncia de repeticao: 1,0 KHz

A fase de estimulacao por ondas de baixa freqiiéncia e pulsateis foi executada a
partir do primeiro dia até o sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias nos
grupos I, II e II respectivamente.

Cada aplicacdo teve a duragdo de 20 minutos, uma vez ao dia, aplicando-se a
superficie do transdutor na regido operada em movimentos circulares, utilizando-se
gel hidrossolivel como meio de difusdo das ondas ultra-sonicas. Foi utilizado um
estabilizador de tensdo de corrente elétrica, conectando o aparelho de ultrasom a rede
elétrica do laboratorio. Os animais foram submetidos a estimulagdo em patas
alternadas direita ou esquerda, onde o lado contralateral foi considerado o controle,
pata esta que foi isolada com papel laminado, evitando a difusdo do ultrasom,
totalizando dezoito fémures estimulados e dezoito ndo estimulados.

Foram operados trinta e seis fémures, divididos em lado direito e esquerdo:
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4.2.5 Protocolo de Eutanasia

Os animais foram sacrificados apds sete, quatorze e vinte e um dias de
estimulagdo, os fémures dissecados com remoc¢ao do terco distal ¢ acondicionados
em alcool a 70%. A eutanésia obedeceu ao seguinte protocolo:

* Anestesia total obtida com Halotane®

* Injecdo endovenosa de Pentobarbital sodico ( 100mg/kg)

* Injecdo endovenosa de KCI ( 5 min. ap6és o Pentobarbital)

Os critérios seguidos pelo estudo durante todas as fases de experimentacdo
seguiram os principios expressos nas normas internacionais que regulamentam a
experimentacdo em animais:

* Declaraciao de Helsinki

* Guiding Principles in the Care and Use of Animals. Aprovado pelo

conselho da Sociedade Americana de Fisiologia, revisado em 1991.
* Guide for care Use of Laboratory Animals, NNI publications n° 85-
23, revisada em 1985.

* Panel on Euthanasia , ] Am Vet Med Assoc , 188: 252-268, 1988.

* ISSO 10993-2: 1992 (E): Biological evaluation of medical devices; Part

2: animal welfare requirements

4.2.6 Preparo das pecas
Os fémures de cada animal foram dissecados e divulsionados entre a epifise
distal e a cartilagem de crescimento, de maneira a conservar esta ultima. Os

fragmentos Osseos receberam o seguinte tratamento em seqiiéncia:
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a. permanéncia no etanol a 70% por 6 dias.

b. permanéncia no etanol a 100% por 6 dias.

c. permanéncia no tolueno por 1 dia.

d. permanéncia na Sol.A ( Metilmetacrilato 75% + Dibutilftalato 25%) por 6

dias.

e. permanéncia na Sol.A + perdxido de benzoila a 1% por 6 dias.

f. permanéncia na Sol. A + perdxido de benzoila a 2% por 6 dias.

g. transferéncia do fragmento para uma estufa a 37 C até endurecimento do

bloco.

h. seccdo do bloco em cortes histoldgicos utilizando-se um microtomo de

impacto Jung ( modelo K ).

Os blocos obtidos foram seccionados em cortes de Sum e 10um, utilizando-
se microtomo de impacto Jung K com navalha de tungsténio. De cada bloco
obtiveram-se 6 laminas com 2 cortes cada. As laminas com cortes de Sum foram
coradas com azul de toluidina a 0,1%. Duas laminas foram mantidas sem o corante
para andlise através de luz ultravioleta, onde foi observada a dupla marcacio pela
tetraciclina.

4.2.7 Avaliacao histomorfométrica
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As medidas foram realizadas em 30 campos na area da epifise distal dos
fémures, imediatamente proximal a placa de crescimento epifisaria, eqiiidistante das

duas corticais. Fig.3

Biopsu # 11112

= 3¥4.7 nicrons square

Fig.3 — Contagem dos campos de avaliagdo em um corte apds a quantificacdo dos

elementos estruturais, com o uso do programa Osteomesure.

O estudo histomorfométrico foi realizado com microscopio provido de luz
ultravioleta (Labophot 2* Nikon) com ampliagio de 125 vezes, objetiva com
reticulo integrada de 100 pontos ( Integrationsplatte II ) e de outra com régua
micrométrica, cursor, placa digitalizadora e o software Osteomesure (OsteoMetrics,
Inc. - Atlanta - EUA). O examinador ndo tinha conhecimento do tratamento recebido
pelos animais.

Os parametros histomorfométricos estudados foram divididos em estaticos e
dindmicos, sendo os ultimos analisados pela dupla marcagdo com a tetraciclina. As

denominagdes dos parametros medidos ( traduzidos para o portugués), assim como
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suas abreviaturas ( ndo traduzidas ) seguiram a nomenclatura padronizada pela

American Society of Bone and Mineral Research. (PARFITT, 1987):

I. Estaticos:

1. Volume 6sseo (BV/TV %): percentual do volume 6sseo total ( medula
e trabécula ), constituido por osso trabecular, mineralizado ou nao.

2. Volume ostedide (OV/BV%): percentual do volume dsseo trabecular
constituido por osso ndo mineralizado ( ostedide )

3. Espessura ostedide (O.th): espessura do rebordo da matriz ostedide
depositada nas trabéculas dsseas, expressa em micra.

4. Superficie ostedide (OS/BS%): percentual da superficie trabecular
recoberta por matriz osteodide.

5. Superficie de Reabsor¢io (ES/BS %): percentual de superficie
trabecular que apresenta lacunas de reabsor¢cdo, com ou sem osteoclastos.

6. Superficie Osteoblastica (Ob.S/BS%): percentual da superficie
trabecular que apresenta osteoblastos.

7.Superficie Osteoclastica (Oc.S/BS%): percentual da superficie
trabecular que apresenta osteoclastos.

8.Th.th: espessura trabecular em micras.

9.Tb.sp: separagdo entre trabéculas em micras.

10.Tb.N: nimero de trabéculas em mm/mm?>

I1. Dindmicos:
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e - Taxa de Aposicio Mineral ( MAR wm/ dia ) a distdncia entre as duas
marcagdes pela tetraciclina dividida pelo intervalo de tempo entre as duas

marcagdes, expresso em micra por dia.

4.2.8 Analise estatistica.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva, determinando-
se valores referidos como média (M), desvio padrao (DP), erro padrao da média
(EPM), valor méaximo (Max) e minimo (Min).

Para verificar a diferenca entre o grupo controle e estimulado, segundo o tempo
de estimulagdo, aplicamos o teste de t de Student pareado para amostras
paramétricas e teste de Wilcoxon para amostras ndo-paramétricas.

As diferencas entre os diversos pardmetros analisados foram consideradas

significativas para os valores de p<0.05 e assinalados com asteriscos.
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5. RESULTADOS

Os valores obtidos apds a coleta de dados estdo agrupados nas seguintes
tabelas e referem-se aos indices histomorfométricos de volume ( BV/TV; OV/BV),
superficie ( OS/BS; Ob.S/BS; ES/BS; Oc.S/BS), espessura ( Tb.th; O.th) e numéricos
(Tb.sp; Tb.N).. Também estdo tabulados os resultados referentes a espessura da
cortical 0ssea, Taxa de aposi¢cdo mineral dada pela dupla marcagdo pela tetraciclina e
variagdo do peso inicial e final dos animais de acordo com o tempo de estimulo pelo

US.

Tabela 1: Valores médios das corticais 0sseas dos fémures direito e esquerdo
eXpressos em micras.

Espessura Cortical [um]

12 semana 2% semana 3% semana
direito esquerdo direito esquerdo Controle Estimulado
- 696 453 406 406 411
794 658 525 453 510 476
380 564 466 465 540 465
461 634 455 363 469 496
563 591 502 555 506 417
528 542 516 522 599 489
M 545,20 614,17 486,17 460,67 505,00 459,00
DP 155,64 58,78 32,02 71,08 65,09 36,50
EPM 69,60 24,00 13,07 29,02 26,57 14,90
MIN 380,00 542,00 453,00 363,00 406,00 411,00
MAX 794,00 696,00 525,00 555,00 599,00 496,00
N 5 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-==mmmmmmm e ]
pareado t=-0.89 t=1,15 t=2,07

p=021 p=0,15 p =0,04*
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Tabela2: Taxa de aposi¢ao mineral dada pela marcagao por tetraciclina

MAR - wdia
12 semana 22 semana 32 semana
Controle Estimulado Controle Estimulado Controle Estimulado
1,08 1,43 0,52 0,56 0 0
0,85 0,92 0,61 0,5 0,51 0,52
0,78 0,82 0,56 0,64 0,52 0,56
0,6 0,88 0,55 0,65 0,46 0,48
0,91 1,03 0,56 0,58 0,44 0,47
0 0 0,67 0,73 0,41 0,5
M 0,70 0,85 0,58 0,61 0,39 0,42
DP 0,38 0,47 0,05 0,08 0,20 0,21
EPM 0,15 0,19 0,02 0,03 0,08 0,09
MIN 0,00 0,00 0,52 0,50 0,00 0,00
MAX 1,08 1,43 0,67 0,73 0,52 0,56
N 6 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-==mmmmmmm e ]
pareado t=-2,5 t=-1,03 t=-2,43
p=0,02% p= 0,17 p= 0,02*

Tabela3:Peso inicial e final dos animais distribuidos de acordo com o tempo de
estimulagao

Peso do animal em mg

12 semana 22 semana 32 semana
Controle Estimulado Controle Estimulado Controle Estimulado
349 345 452 458 440 443
421 418 402 410 340 345
450 448 395 398 380 387
391 400 375 383 427 425
446 440 382 391 427 429
404 410 416 424 440 438
M 410,17 410,17 403,67 410,67 409,00 411,17
DP 37,78 36,70 27,78 27,32 40,43 37,96
EPM 15,42 14,98 11,34 11,15 16,50 15,50
MIN 349,00 345,00 375,00 383,00 340,00 345,00
MAX 450,00 448,00 452,00 458,00 440,00 443,00
N 6 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-=-mmmmmm e ]
pareado t=0,0 t= -7,82 t= -1,45

p=0,5 p=0,0005 * p=0,10



Tabela 4: Volume 6sseo total, mineralizado ou ndo, expresso em percentagem.

Bv/Tv %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
19,86 25,37 25,68 26,42 26,5 27,97
22,22 28,86 28,91 29,94 24 1 2517
26,03 35,79 27,5 31,89 24,38 55,38
21,78 42,02 10,61 22,14 18,92 30,87
10,7 30,43 29,66 27,43 21,32 31,47
29,13 25,06 17,89 19,37 34,73 35,01
M 21,62 31,26 23,38 26,20 24,99 34,31
DP 6,30 6,57 7,56 4,71 5,45 10,84
EPM 2,57 2,68 3,08 1,92 2,23 4,43
MIN 10,70 25,06 10,61 19,37 18,92 2517
MAX 29,13 42,02 29,66 31,89 34,73 55,38
N 6 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-==mmmmmmm e ]
pareado t=-2,55 t=-1,45 t= -1,94
p=0,02% p=0,10 p=0,054

Tabela 5: Volume 6sseo trabecular constituido por osso ndo mineralizado.

Ov/Bv %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
0,35 0,44 0,98 0,37 0,31 0,13
2,2 1,29 0,11 0,17 0,6 0,7
0,42 0,89 0,35 0,34 0,57 0,18
0,19 5,98 0,4 1,56 0,73 0,34
0,35 3,34 0,33 0,32 0,21 1,3
0,02 0,02 0,8 2,32 0,92 0,15
M 0,59 1,99 0,50 0,85 0,56 0,47
DP 0,80 2,27 0,33 0,88 0,26 0,46
EPM 0,33 0,93 0,13 0,36 0,11 0,19
MIN 0,02 0,02 0,11 0,17 0,21 0,13
MAX 2,20 5,98 0,98 2,32 0,92 1,30
N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon B | |--mmmmm e | |-=mmmmmm e |
W=-9 W=-7 W=7

p=0,1563 p=0,2813 p=02813



Tabela 6: Superficie trabecular recoberta por matriz osteodide.

OS/BS %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
3,34 6,8 7,15 3,25 3,33 1,04
25,69 16,46 1,68 1,62 5,39 5,45
5,59 8,61 3,57 3,75 6,06 2,6
2 4477 3,62 9,05 5,98 2,77
5,06 26,89 3,76 3,92 1,9 9,29
0,5 0,14 8 15,61 9,49 1,56
M 7,03 17,28 4,63 6,20 5,36 3,79
DP 9,33 16,29 2,42 5,25 2,61 3,10
EPM 3,81 6,65 0,99 2,14 1,06 1,26
MIN 0,50 0,14 1,68 1,62 1,90 1,04
MAX 25,69 4477 8,00 15,61 9,49 9,29
N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon B | |--mmmmm e | |-=mmmmmm - |
W=-11 W=-11 W= 9
p=0,1563 p=0,1563 p=0,2188

Tabela 7: Superficie trabecular que apresenta osteoblastos

Ob.S/BS %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
1,9 4,15 4,26 2,31 1,92 0,65
23,34 12,33 1,23 0,74 2,48 2,15
4,09 6,68 1,82 1,99 3,32 1,63
1,52 35,89 2,66 5,48 4,09 1,49
4,36 20,74 2,19 2,62 1,18 5,17
0,45 0,15 4,49 9,03 5,83 0,97
M 5,94 13,32 2,78 3,70 3,14 2,01
DP 8,66 13,17 1,33 3,05 1,67 1,63
EPM 3,53 5,38 0,54 1,24 0,68 0,67
MIN 0,45 0,15 1,23 0,74 1,18 0,65
MAX 23,34 35,89 4,49 9,03 5,83 5,17
N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon |-mmmmmmm e | |--mmmmm e | |-=mmmmmm e |
W=-11 W=-7 W= 11



Tabela 8: Superficie trabecular que apresenta lacunas de reabsor¢do, com ou sem
osteoclastos.

ES/BS %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
11,32 8,2 1,62 7,29 3,24 2,27
18,44 14,9 6,58 2,45 0,78 2,14
8,02 9,4 4,02 3,5 1,3 4,32
10,2 8,56 1,31 0,12 2,06 3,19
13,97 12,78 2,34 2,86 1,41 0,6
2,36 3,49 1,31 2,24 0,39 0,66
M 10,72 9,56 2,86 3,08 1,53 2,20
DP 5,44 3,96 2,09 2,36 1,01 1,44
EPM 2,22 1,62 0,85 0,96 0,41 0,59
MIN 2,36 3,49 1,31 0,12 0,39 0,60
MAX 18,44 14,90 6,58 7,29 3,24 4,32
N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon B | |--mmmmm e | |-=mmmmmm e |
W= 13 W=0 W= -11
p=0,1094 p=0,5000 p=0,1563

Tabela 9: Superficie trabecular que apresenta osteoclastos

0c.S/BS %
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
2,9 2,44 1,24 4,53 1,15 1,06
6,46 4,68 4,26 1,12 0,15 0,32
2,99 3.1 2,31 1,54 0,06 2,17
6,99 3,48 0,38 0,08 1,17 2,21
9,7 4,85 0,94 1,09 0,85 0,33
1,65 2,53 0,53 1,51 0,16 0,41
M 5,12 3,51 1,61 1,65 0,59 1,08
DP 3,09 1,04 1,47 1,51 0,52 0,90
EPM 1,26 0,43 0,60 0,62 0,21 0,37
MIN 1,65 2,44 0,38 0,08 0,06 0,32
MAX 9,70 4,85 4,26 4,53 1,17 2,21
N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon B | |--mmmmm e | |-=mmmmmm e |
W= 13 W=-1 W= -11



Tabela 10: Espessura das trabeculas dsseas.

Tb.Th/ um

12 semana 2% semana 3% semana
Controle Estimulado Controle Estimulado Controle Estimulado

46,86 54,42 55,35 49,21 53,22 57,56
52,96 49,74 49,72 52,76 54,77 49,41

58,66 51,51 57,2 60,51 58,39 92,75
47,24 38,93 42,02 48,97 58,93 64,5
43,6 49,55 50,3 51,67 57,17 53,76

49,44 44,38 52,3 54,06 72,07 62,33

M 49,79 48,09 51,15 52,85 59,09 63,39

DP 5,33 5,55 5,32 4,24 6,72 15,40
EPM 2,18 2,27 217 1,73 2,74 6,29
MIN 43,60 38,93 42,02 48,97 53,22 49,41
MAX 58,66 54,42 57,20 60,51 72,07 92,75
N 6 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-==mmmmmmm e ]
pareado t=0,6 t=-0,9 t=-0,6
p=0,283 p=0,1902 p=0,2681

48

Tabela 11: Espessura do rebordo da matriz ostedide depositada nas trabéculas dsseas.

O.Th/um
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
2,41 1,99 3,66 2,66 2,52 3,55
2,17 1,95 1,78 2,87 3,21 2,98
2,22 2,62 2,75 2,62 2,85 3,01
2,03 2,46 2,15 4,2 4,08 2,96
1,78 3,12 2,36 2,08 3,25 3,7
1,84 0,3 2,56 4,07 3,48 2,94
M 2,08 2,07 2,54 3,08 3,23 3,19
DP 0,24 0,97 0,64 0,86 0,54 0,34
EPM 0,10 0,40 0,26 0,35 0,22 0,14
MIN 1,78 0,30 1,78 2,08 2,52 2,94
MAX 2,41 3,12 3,66 4,20 4,08 3,70
N 6 6 6 6 6 6
t de Student e | |--mmmmmm - |
pareado t=-1,1 t= 0,13
p=0,1574 p=10,4491

p = 0,5000
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Tabela 12: Separacdo entre as trabéculas dsseas

Tb.sp/um
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
189,08 160,06 160,44 137 147,61 148,2
185,31 122,56 122,21 123,41 172,48 146,89
166,63 92,38 150,78 129,19 181,01 74,71
169,65 53,7 353,8 172,18 2524 144 .44
363,66 113,25 119,27 136,41 210,96 117,04
120,25 132,7 239,97 225,06 135,39 115,68
M 199,10 112,44 191,08 153,88 183,31 124,49
DP 84,27 36,43 90,92 38,81 42 97 28,54
EPM 34,40 14,87 37,12 15,84 17,54 11,65
MIN 120,25 53,70 119,27 123,41 135,39 74,71
MAX 363,66 160,06 353,80 225,06 252,40 148,20

N 6 6 6 6 6 6
Wilcoxon — |----m--m-mmm-- y [E— [
W= 19 W= 13
p=0,0313* p=0,1094
t de Student [—— ’
pareado t= 2,93
p=0,016*

Tabela 13: Numero de trabéculas Osseas

Tb.N / mm?
12 semana 2% semana 32 semana
Controle Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
4,23 4,66 4,64 5,37 4,97 4,86
419 5,8 5,81 5,67 4.4 5,09
443 6,94 4.8 5,27 417 5,97
4,61 10,79 2,52 4,52 3,21 4,78
2,45 6,14 5,89 5,31 3,72 5,85
5,89 5,64 3,42 3,58 4,81 5,61
M 4,30 6,66 4,51 4,95 4,21 5,36
DP 1,10 2,15 1,33 0,77 0,67 0,52
EPM 0,45 0,88 0,54 0,32 0,27 0,21
MIN 2,45 4,66 2,52 3,58 3,21 4,78
MAX 5,89 10,79 5,89 5,67 4,97 5,97
N 6 6 6 6 6 6
t de Student |--------------- | |-=mmmmmmm e | |-==mmmmmmm e ]
pareado t=-2,46 t=-1,20 t= -3,36

p = 0,0283* p=0,1403 p = 0,0099*
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6. DISCUSSAO

A necessidade de se suprirem perdas dsseas, fisioldgicas ou ndo, ¢ um fator
importante na cirurgia ortopédica e maxilofacial. Varios estudos foram
desenvolvidos no sentido de se conseguir mecanismos adequados para reverter
processos onde a perda Ossea ou alteragdes no processo de reparo estejam
comprometidos.

A partir dos estudos iniciais de LANGEVIN apud FURINI e LONGO (1996)
a producdo de ondas ultra-sonicas originadas de cristais piezoelétricos impulsionou
um novo campo de pesquisa utilizando meios biofisicos para estimular a reparagao
tanto de tecido duro quanto de tecido mole. Outro fator que impulsionou a utilizagdo
de meios fisicos no tratamento de fraturas, foram os trabalhos de FUKADA (1957)
sobre as propriedades piezoelétricas do osso. FUKADA determinou que o 0sso
atuava como um perfeito transdutor piezoelétrico, absorvendo impulsos elétricos e
convertendo-os em estimulos mecanicos diretamente na estrutura dssea.

BENDER (1954) realizou um dos primeiros estudos sobre o efeito do
ultrasom no tecido 6sseo de cdes. Aquela época, havia maior interesse pelos efeitos
térmicos da agdo do US , pois sabia-se que havia geracdo de calor quando da sua
aplicacdo em tecidos vivos. DYSON (1968) realizou trabalhos testando diferentes
parametros de intensidade ultra-sonica na cicatrizagdo de tecido mole em coelhos.
Além do beneficio do tratamento na cicatrizacao das feridas, os resultados indicaram
que os efeitos térmicos tinham menor importancia no mecanismo pelo qual o US

estimulava a regeneracdo tecidual. As evidéncias mostram que o aumento de
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temperatura estd diretamente relacionado ao aumento de intensidade da onda ultra-
sonica, mantendo-se o mesmo tempo de aplicagdo (PAYTON et al., 1975).
Atualmente, sabe-se que o aumento de temperatura gerado por ondas de alta
freqliéncia e baixa intensidade, em torno de 0,75 a3 MHZ a 0,3W/cm2, ¢ desprezivel
(FURINI e LONGO, 1996; XAVIER e DUARTE, 1983).

No nosso trabalho, apesar de ndo termos avaliado variacdes de temperatura
no local de aplicagdo do US, trés animais desenvolveram lesdes de pele semelhantes
a queimadura. Isso pode ser explicado possivelmente pela manipulacdo inadequada
do cabecote transdutor, ainda que tenha sido seguido criteriosamente os cuidados em
mover o transdutor em movimentos circulares durante todo o tempo de aplicagdao
sobre a regido operada. Outra possibilidade seria uma possivel variagdo de corrente
elétrica durante a estimulacdo. Entretanto, ao utilizarmos um estabilizador de
corrente elétrica, supomos haver controlado ou reduzido quaisquer possibilidades de
variagdes que viessem a prejudicar o experimento. Mesmo quando em modo pulsado,
podem-se desenvolver ondas estacionarias quando o transdutor ¢ mantido numa
mesma posi¢do por muito tempo e isso pode gerar um aumento de temperatura além
do esperado (FURINI e LONGO, 1996; HADJIARGYROU et al., 1998).

A partir do trabalho inicial de LANGEVIN apud FURINI e LONGO(1996)
até o inicio da década de 80, os trabalhos publicados tinham como objetivo maior
descrever os efeitos térmicos das ondas ultra-sonicas como resultado de sua absor¢ao
pelos tecidos vivos (BENDER, 1954; DYSON, 1968; PAYTON, 1975).

No final da década de 70, XAVIER e DUARTE desenvolveram estudos sobre
a utilizagdo de um tipo de US em modo pulsado, gerado por cristais sintéticos de

chumbo, zirconio e titdnio, culminando com a publicagdo em 1983 de um trabalho
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considerado um marco nos estudos sobre a utilizagdo do US terapéutico no
tratamento de fraturas e pseudoartroses.

Em seu trabalho pioneiro, XAVIER e DUARTE (1983) descreveram o
primeiro relato da aplicagdo bem sucedida do US pulsado de baixa intensidade
( 30mW/cm?) em humanos. A exposi¢io do sitio de pseudoartrose a 20 minutos de
US diariamente, resultou em consolidagdo da pseudoartrose em 70% dos casos
tratados sem nenhum efeito térmico observado. Os resultados foram avaliados
através de andlises radiograficas seriadas ao longo do tratamento.

Desde entdo, diversos trabalhos foram publicados com o objetivo de mostrar
a eficacia do US pulsado de baixa intensidade no tratamento de retardo de
consolidacdo de fraturas e pseudoartroses, na aceleracdo no tempo de consolidagdo
Ossea e reparo de alvéolos dentarios ( BARROS et al.,, 1985; REUTER, 1987,
SANTOS JR e MELHADO, 1990).

As pesquisas evoluiram inicialmente com estudos experimentais em animais,
onde foram avaliados diversos modelos de falha 6ssea ¢ métodos de avaliacdo dos
resultados. BENDER (1954) utilizou perfuracdes monocorticais em fémures de caes
e fez avaliagdo histologica para observar as alteracdes teciduais sob a influéncia do
US. DYSON et al.(1968) padronizaram ferimentos de tecido mole em orelhas de
coelhos, submetidos a diferentes configuracdes de intensidade das ondas ultra-
sonicas. Perfuragdes monocorticais em tibias de coelho tém sido utilizadas com
freqliéncia como modelo de pseudoartrose ( DUARTE, 1983; BARROS et al.,1985;
REUTER et al., 1987). Nesses modelos, o principal instrumento de avaliagdo de
alteracdes teciduais foi o exame histolégico acompanhado por exames radiogréficos.

Observou-se, com freqiiéncia, que o US induziu alteragdes benéficas no reparo
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0sseo, evidenciadas radiograficamente por preechimento da falha 6ssea mais precoce
quando comparado ao controle (BARROS et al., 1985) e, histologicamente, pela
presenca de tecido fibroso com areas de cartilagem jovem e osso neoformado de
caracteristicas histoldgicas diferenciadas (BARROS et al., 1985; REUTER et al.,
1987). Embora a maioria dos trabalhos experimentais sugiram efeitos benéficos do
US no reparo de fraturas em modelos animais, SPADARO ¢ ALBANESE (1998),
utilizando ratos jovens, avaliaram o efeito do US no crescimento de ossos longos e
no aumento da densidade oOssea. No entanto, nao identificaram diferenca
significativa no crescimento e na densidade Ossea, entre o grupo estimulado e ndo
estimulado, indicando que a fase de crescimento nao ¢ afetada pelo estimulo ultra-
sonico.

No nosso estudo ndo observamos o preenchimento da falha 6ssea com osso
cortical em nemhum dos periodos de avaliagdo, embora houvesse intensa area de
reparo 6sseo com alguma reorganizacdo do trabeculado margeando as corticais
adjacentes, principalmente nos animais que receberam ultrasom por trés semanas.
Esse resultado contrapde-se aos achados de BARROS et al. (1985) que observaram
fechamento cortical em tibias de coelho, apos quinze dias de aplicacdo do ultrasom e
CARRO (1998) que observou fechamento da falha 6ssea, em modelo semelhante,
submetidas ao ultrasom pulsado de baixa intensidade, embora com um periodo de
observa¢do mais longo, em torno de 45 dias.

Apesar da maioria dos trabalhos utilizarem defeitos de segmento em 0ssos
longos ou perfuracdes monocorticais em tibia e fibula de coelhos e ratos , utilizou-se
para este trabalho a padronizagdo de um defeito oOsseo cilindrico de 2mm de

diametro, realizado com brocas de titdnio sob irrigacdo com soro fisiologico,
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localizado na epifise distal do fémur de ratos Wistar adultos. Isto foi necessario para
que houvesse a possibilidade de se incluirem as pegas em resina acrilica e fazer os
cortes do osso de Sum de espessura, sem danificar o tecido. A técnica da
histomorfometria requer cortes tangenciais ao longo eixo do fémur, passando pela
cartilagem de crescimento epifisaria, o que inviabilizaria qualquer outro modelo de
falha 6ssea, sem o risco de comprometimento do processo de preparo das ldminas,
dentro dos parametros estabelecidos pela nossa metodologia. Ainda, os animais
deambulam normalmente logo apods a cirurgia sem qualquer dispositivo de fixagdo
Ossea interna ou externa que possa interferir no processo de reparo.

Nao foi encontrado, na literatura consultada, nenhum modelo semelhante de
avaliagdo com a mesma proposi¢do desse trabalho. Os modelos experimentais de
reparo Osseo, incluem fraturas e falhas dsseas em fémur, tibia, fibula, cranio,
metatarso, radio e ulna e na grande maioria envolvem fraturas com algum dispositivo
de fixacdo do tipo fixador externo, pinos intramedulares e microplacas e parafusos de
titinio (SCHMITZ e HOLLINGER, 1985; HOLLINGER e KLEINSCHMIDT,
1990; KLEINSCHMIDT e HOLLINGER, 1992; HIETANIEMI et al.,1995;
NUNAMAKER, 1998) entretanto sem apresentar semelhan¢a quanto ao método de
preparo da peca e metodologia de avaliagdo.

Embora possam haver diferentes metodologias para avaliar o reparo de
fraturas Osseas, a utilizagdo da histomorfometria apresentou-se como uma opgao de
avaliacdo quantitativa do processo de remodelacdo do osso, possivel de ser utilizada
ao se criar defeitos cilindricos na epifise femural de ratos, fornecendo informacdes
de ordem estrutural e cinéticas ndo disponiveis em técnicas histologicas

convencionais. O fato de ter sido utilizada a técnica semi-automatica de leitura das
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laminas, o que poderia induzir a erros de observacdo, ¢ minimizado pela atuagdo de
apenas um observador, padronizando desta maneira possiveis erros de leitura e
interpretacdo dos resultados.

ENWEMEKA (1989), sugeriu que a ondas ultra-sdnicas poderiam aumentar a
sintese de colageno em tenddes de coelhos. Estes, aumentaram significativamente a
resisténcia a tracdo e capacidade de absor¢do de energia, quando submetidos ao US
pulsado de baixa intensidade. Por outro lado, formagdo precoce de tecido de
granulagdo, diminuicdo do tempo de remodelamento e aceleracdo do processo de
cicatrizagdo, foi atribuido ao efeito do US aplicado em alvéolos dentarios pos
extragdo de ratos Wistar, observados histologicamente (SANTOS JR. e MELHADO,
1990).

A influéncia do US sobre a resisténcia biomecanica de ossos fraturados foi
estudada. A resisténcia maxima do calo 6sseo a torcdo foi conseguida mais
precocemente, em um fator de 1,7 vezes mais rapido, quando comparado ao controle
(PILLA et al.,1990) e houve aumentos da ordem de 22% na resisténcia a tor¢ao
(WANG et al.,, 1994). GUERINO et al. (1997), apds a padronizacdo de defeitos
transcorticais em tibias de ratos Wistar, submeteram-nas a ensaios biomecanicos para
avaliar a rigidez flexural e encontraram um aumento da ordem de 45% no grupo
tratado em relacdo ao controle, atribuido ao aumento na mineralizacao do tecido
6sseo. O US também foi capaz de aumentar a resisténcia ténsil de ferimentos de
tecido mole em 24% e aumentar a deposicdo de colageno em 29% quando
comparado ao controle (BYL et al., 1992) concordando com os estudos prévios
realizados por DYSON (1968) e ENWEMEKA (1989). Esses achados sugerem

fortemente, um efeito do US sobre os fibroblastos e a sintese de coldgeno.
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Entretanto, YANG et al. (1996) estudando o reparo de fraturas fechadas em fémures
de rato através de andlises bioquimicas, ndo observaram diferencas significativas no
nimero de células e nos niveis de colageno e de célcio, entre o grupo estimulado e o
controle, embora tenham confirmado aumento na resisténcia a tor¢ao. Outro dado
interessante do trabalho de YANG et al. (1996), foi a avaliacdo da expressdo de
genes associados a formagdo de cartilagem, indicando uma agrega¢do genética maior
nas fase inicial do reparo, reduzindo substancialmente no 21°dia. Os dados sugeriram
que o US estimula precocemente as proteinas da matriz extra-celular, possibilitando
alteracdes na maturacdo dos condrocitos e na formacao de osso endocondral.

Alguns trabalhos discorreram sobre a capacidade do US em induzir a
integracdo de material aloplastico in vivo. Quando colocado DP-Bioglass ( material
sintético e biodegradavel) em condilos femurais de coelhos adultos e aplicadas ondas
ultra-sOnicas, observou-se o aumento da reabsorcdo do Bioglass associado ao
desenvolvimento de osteocitos dentro do material. Concomitantemente, foi
observado o aumento no reparo 6sseo (LIN et al.,1995).

O US mostrou ter efeito positivo na integragdo intra-6ssea de implantes de
titAnio com cobertura porosa, posicionados em fémur de cdes. Apos a estimulagdo,
houve um aumento de 18% no trabeculado ¢sseo dentro do implante comparado ao
controle contralateral (TANZER et al., 1996). Essa evidéncia, apesar de necessitar de
maior fundamentagdo experimental, sugere a possibilidade de aplicagdo do US em
cirurgias para colocacdo de proteses com cobertura porosa ndo cimentada e talvez
como um fator de aceleracdo da integracdo intra-O6ssea de implantes dentais de

titanio.
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A década de 90 representou um periodo de investigagdo sobre a utilizagdo do
ultra-som terapéutico, no qual trabalhos clinicos em humanos e trabalhos in vitro
com culturas de células foram mais enfatizados. A reduc¢do do custo do tratamento
de fraturas de tibia em humanos, foi relatado por HECKMAN e SARANSOHN
(1997). Em sua investigagdo, os autores concluiram que o US reduziu o tempo de
consolidacdo das fraturas. O estudo clinico de KRISTIANSEN et al. (1997) foi
conclusivo em observar uma redu¢do no tempo de consolidacdo de fraturas distal de
radio, comparando grupos tratados com US e placebo. Esse trabalho foi desenhado
de modo, prospectivo, randomizado e multicentro o que confere credibilidade aos
resultados do estudo.

Ha evidéncias de que o US pode acelerar a cicatrizagdo de fraturas de radio e
tibia em pacientes fumantes, inclusive revertendo os efeitos do fumo sobre o
processo de catrizacao (COOK et al., 1997).

A avaliacdo sérica de marcadores de formacgdo e reabsor¢do Ossea em
pacientes adultos portadores de fraturas de tibia e fixa¢do intramedular, tratados e
ndo tratados com US de baixa intensidade, demonstrou que o marcador para
reabsor¢do manteve-se mais baixo em pacientes submetidos ao US do que em
pacientes que receberam placebo. Nao foi observada diferenga nos marcadores de
formagdo Ossea entre os grupos tratado e controle, sugerindo que o US de baixa
intensidade (1,5MHZ de freqiiéncia de onda, 1,0KHZ de freqiiéncia de repeticdo e
intensidade de 30mW/cm’® ) pode reduzir a reabsorgio 6ssea, sem no entanto ter
efeito na formacgado ossea. Esse resultado contradiz a maioria dos trabalhos clinicos

que defendem o efeito benéfico do US na neoformagao do osso.
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Nosso estudo demonstrou que a superficie de reabsor¢cdo ¢ o nimero de
osteoclastos, foi diminuindo gradativamente com o tempo de observagdo dos animais
e houve um aumento estatisticamente significativo na espessura das traves 0sseas que
coincidiu com a reducdo da reabsor¢do. Isto sugere que o ultrasom pode ter efeito
reduzindo a reabsor¢do Ossea de acordo com o tempo de aplicagdo, desse modo
concordando com os achados de COOK et al. (1997).

Ha relatos de casos de tratamentos bem sucedidos de alongamento de ossos
longos, onde a aplicagdo do US pulsado de baixa intensidade acelerou a
mineralizagdo do calo 6sseo e encurtou o periodo de reparagdo (SATO et al., 1999) e
no tratamento de fraturas de mao, onde além da consolidacdo da fratura houve a
recuperacdo da forga de preensao (FUJIOKA et al., 2000).

Recentemente, MAYR et al.(2000) publicaram resultados de uma grande
série de tratamento de retardo de consolidagdo e pseudoartrose de ossos longos com
indice de sucesso de 91% e 86% respectivamente. Esses resultados estdo de acordo
com os resultados obtidos por Xavier e Duarte quando ao desenvolvimento do ultra-
som pulsado de baixa intensidade para uso clinico.

Apesar de haver evidéncias clinicas do efeito benéfico do US pulsado de
baixa intensidade no tratamento de alteragdes do reparo de fraturas dsseas, o
mecanismo pelo qual ¢ conseguido o efeito final ndo estd bem estabelecido. Uma
série de trabalhos tentam avaliar in vitro o modo como a onda ultra-sdnica age a
nivel celular. O US pulsado parece agir no processo de ossificagdo endocondral na
zona proliferativa da cartilagem na primeira semana de exposicdo (WILTNIK et al.,
1995). Culturas de osso de cranio de rato submetidas ao US a 0,1 W/em? e 3MHz,

aumentaram significativamente a sintese de coldgeno e proteinas ndo colagénicas.
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Quando a intensidade foi aumentada a 2,0MHz, houve inibigdo da sintese de
colageno ( REHER et al., 1997). Esses resultados indicam que a sintese proteica
sofre algum tipo de regulacdo sob o efeito do US e que ¢ dependente da intensidade
utilizada.

REHER et al., (1998) e DOAN et al.,(1999) avaliaram in vitro o efeito do US
pulsado de alta e baixa freqiiéncia sobre culturas de fibroblastos gengivais,
osteoblastos mandibulares humanos e monocitos. Ondas de baixa freqiiéncia
induzem igualmente a formacdo dssea pelo aumento da sintese de coladgeno, e
superam as ondas de alta freqiiéncia na inducdo de formacdo do coldgeno pelo
osteoblasto.

A dificuldade em correlacionar nossos resultados com os achados da
literatura deve-se ao fato de ndo haver trabalhos semelhantes na literatura consultada
avaliando os parametros histomorfométricos.

Nosso estudo avaliou o efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade em
falhas Osseas padronizadas em fémures de ratos, através da histomorfometria, e a
taxa de aposi¢do mineral dada pela marcagdo com tetraciclina .

Os animais que receberam tratamento com o US, elevaram o volume
trabecular. Esse aumento foi significativo e se deu as custas de um numero
significativamente maior de traves Osseas, apresentando aumento da ordem de 54,9%
na primeira semana e 21,4% na terceira semana. (Tab.13). Os animais estimulados
aumentaram a remodelacdo 6ssea com aumento dos indices de formagdo Ossea
(OV/BV; OS/BS; Ob.S/BS) porém nao foi significativo devido a grande dispersdo
dos dados. Observamos também que esse grupo aumentou a velocidade de

mineralizacdo e esses valores ficaram muito proximos da significancia. Houve um
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aumento estatisticamente significativo, no volume 6sseo total (BV/TV) da ordem de
44,5% na primeira semana de aplicagdo do ultrasom.

Observamos que a mensuragdo da taxa de aposi¢do mineral, ¢ possivel de ser
avaliada pela dupla marcacdo com a tetraciclina. Em dois animais (tab.12) ndo foi
possivel determinar a dupla marcagdo, provavelmente por falha na administracdo do
marcador, ou ainda por alteracdo no metabolismo do animal. Ainda que as marcagdes
possam ser feitas utilizando-se a alizarina e a calceina, a metodologia utilizada no
nosso trabalho, mostrou-se eficiente em evidenciar o processo de mineralizacao.

O estimulo de duas semanas ndo modificou os indices histomorfométricos, e
com trés semanas os animais voltaram a aumentar o volume trabecular novamente as
custas de um maior nimero de traves Osseas e uma reducdo de 32% no espago entre
as trabéculas.

O US atuou também nas corticais pois elevou a sua espessura especialmente
no grupo de trés semanas, porém sem atingir significancia no dois primeiro grupos
(tab.1). Entretanto, este resultado deve ser analisado criticamente uma vez que,
durante o processo de preparo das pecas, hd a possibilidade de distor¢do do osso
cortical pelo micrétomo de impacto utilizado, o que poderia causar alteracdes na
espessura cortical.

Quando os controles foram comparados nos trés periodos de tempo, ndo
observamos diferenca no volume trabecular ¢ nos indices de formagao 6ssea. Porém
a superficie de reabsorcao e o numero de osteoclastos foi diminuindo gradativamente
sugerindo que esses pardmetros diminuem com a evolu¢do do processo de reparo ou

talvez por influéncia do ultrasom.
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Observamos um aumento significativo das espessuras das traves que coincide
com a reducdo da reabsor¢ao. Houve também um aumento significativo da espessura
ostedide o que talvez tenha contribuido para o aumento da espessura das traves. Foi
notado uma reducgdo progressiva da velocidade de mineralizacdo ndo significativa,
mas que também pode ter contribuido para o aumento da espessura osteodide.

O aumento significativo na espessura ostedide, deve ser interpretado como
um efeito positivo da aplicacdo do ultrasom de baixa intensidade em areas de reparo
0sseo, porém maiores observacdes sdo necessdrias para determinar se com a
evolucdo do tratamento, o ostedide depositado na superficie trabecular, pode tornar-
se mineralizado e contribuir para a reparacdo precoce da falha dssea ou de uma
fratura em consolidagdo, ou entdo estacionar em determinado estagio sem beneficiar
o resultado final esperado, quando da aplicagdo do ultrasom para o tratamento de
retardo de consolidacao de fraturas.

A dispersdo entre os dados obtidos e o pequeno numero da amostra utilizada,
limitou a o observa¢do de alguns dos eventos registrados pela histomorfometria,
alguns dos quais mostraram uma tendéncia a um resultado estatisticamente
significativo, embora ndo confirmado (Tab.4).

A padroniza¢do de uma metodologia que possa avaliar qualitativa e
quantitativamente o processo de reabsorcao/formacao do tecido 6sseo, assim como
identificar as alteracdes induzidas no osso em periodos evolutivos do reparo, ¢
necessario para minimizar dividas quanto ao efeito do ultrasom no tecido 6sseo. Ha
evidéncias de que mesmo aplicando-se ondas de baixa freqiiéncia, pode-se induzir a

proliferag¢do celular e aumento da sintese de colageno pelos fibroblastos. Talvez uma
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nova possibilidade de aplicagdo clinica do ultrasom, uma vez que ondas de baixa
freqliéncia tem uma capacidade maior de penetracao nos tecidos bioldgicos.

Os resultados do nosso trabalho, sugerem que mais investigagdes devam ser
feitas com o objetivo de determinar os reais beneficios do ultrasom pulsado de baixa
intensidade em promover fechamento das corticais 6sseas, aumentar a quantidade de
tecido neoformado e o seu grau de mineralizagdo, a velocidade com que isso ocorre
e investigar os mecanismos celulares que se traduzam em provaveis beneficios

clinicos.
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7. CONCLUSOES

1.

A aplicacdo do US pulsado de baixa intensidade teve efeito sobre o reparo
6sseo no modelo estudado.

A histomorfometria demonstrou alteracdes significativas dos indices
histomorfométricos de formacao 6ssea no grupo estimulado em relagdo ao

grupo controle.

O efeito do ultrasom foi mais pronunciado na primeira semana de

aplicagdo.
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