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RESUMO

Objetivo: Averiguar os possiveis efeitos do ultrassom de baixa
intensidade, utilizado em tratamentos fisioterapéuticos de rotina,
em fratura induzida em tibia de ratos. Métodos: Foram utilizados
20 ratos machos Wistar, distribuidos em 2 grupos, com 10 animais,
cada. No grupo ultrassom (GUS), os animais sofreram fratura
Ossea e tratamento com ultrassom terapéutico (UST) a 1,0 MHz e
intensidade de 0,2 W/cm?, no modo pulsado a 20%, aplicado de
forma estacionaria, por 10 minutos, na regido da fratura, durante
cinco semanas. O grupo controle (GC) sofreu fratura 6ssea e ndo
foi tratado com UST. Resultados: Nas radiografias, observou-se
melhor consolidacéo no GUS em relagéo ao GC. J& na analise de
fosfatase alcalina (FALC) e célcio sérico (CS), ndo se evidenciou
efeito estatisticamente significativo. Conclusao: De acordo com
o presente estudo, o UST aplicado conforme esses parametros
promoveu aceleracdo da consolidagdo, comprovada por radio-
grafia, entretanto a analise bioguimica néao foi conclusiva. Um dos
motivos para essa divergéncia pode ter sido alguma inadequagao
do protocolo bioquimico, atualmente em investigagao. Nivel de
Evidéncia Il, Estudo prospectivo comparativo.

Descritores: Consolidagao da fratura. Terapia por ultrassom. Fi-
sioterapia. Tibia. Ratos.

ABSTRACT

Objective: To analyze the possible effects of low-intensity ultra-
sound on induced tibia fracture of rats in a dose commonly used
in physical therapy treatments. Methods: Twenty male Wistar rats
were divided into two groups with 10 animals each. In the ultra-
sound group (USG), the animals were submitted to bone frac-
ture and treatment with therapeutic ultrasound (TUS). Ultrasonic
parameters are: frequency of 1.0 MHz, intensity of 0.2 W/cm2,
pulsed mode at 20%, applied in stationary form during 10 minu-
tes on the fracture region, for five weeks. The control group (CG)
was submitted to bone fracture but not treated with ultrasound.
Results: The radiographies showed better consolidation in USG
compared to CG. The statistical tests for alkaline phosphatase
and serum calcium did not show significant difference between
groups. Conclusion: According to this study, TUS, applied with
these parameters (not commonly used for bone therapy) accele-
rates bone healing, confirmed by radiography, yet the biochemical
analysis was not conclusive. One reason for this inconsistency
may have been some inadequacy of the biochemical protocol,
currently under investigation. Level of Evidence Il, Prospective
comparative study.

Keywords: Fracture healing. Ultrasonic therapy. Physical therapy.
Tibia. Rats.
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INTRODUGAO

A consolidagao da fratura € um processo complexo, que envolve a
proliferacéo e diferenciacao celular, quimiotaxia e sintese de matriz
extracelular,’ responséavel pelo restabelecimento da integridade
mecdnica, e consequentemente funcional, do tecido 6sseo.’? No
entanto, este processo de reparo sseo pode ocorrer lentamente
(retardo de consolidagdo) ou até ndo se desenvolver (pseudoar-
trose), resultando em deficiéncia ou incapacidade dos individuos.®
A propriedade elétrica do tecido 6sseo, particularmente a pie-

zeletricidade, motivou diversos pesquisadores a desenvolverem
técnicas que repercutissem na alteragdo do metabolismo dsseo,
caso a consolidagdo nao ocorresse no tempo esperado ou até
mesmo para acelerar esse metabolismo em fraturas recentes.'*”
A aceleragao do processo de consolidagao de fraturas por ultrassom
(US) de baixa intensidade, de forma pulsada, encontra-se bem docu-
mentada na literatura cientffica.’*°8 Porém, os mecanismos celulares
e moleculares, desencadeados em tratamento com o ultrassom
terapéutico (UST), ainda sdo pouco compreendidos, assim como
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os parametros usados no equipamento durante o tratamento. 37910
O UST de baixa intensidade de forma pulsada, ao se propagar
como energia mecanica, atinge a superficie 6ssea e gera sinais
elétricos que estimulam o metabolismo 6sseo.'*'° A agéo direta
do UST de baixa intensidade em mecanorreceptores & provavel,
mas também pode atuar pela liberagdo de agonistas de osteo-
blasto, induzindo sua proliferacéo e diferenciagéo’ e a liberagéo de
prostaglandinas, através da ativagao do receptor P2X; em células
Osseas, permitindo o influxo de fons, como o célcio.!
Frequentemente, em estudos em animais, utilizam-se equipamen-
tos especificos de ultrassom de baixa intensidade (30mW/cm?)
de modo pulsado, que custam cerca de 4 vezes mais que 0S
equipamentos de ultrassom terapéutico.*’

Deste modo, o objetivo deste trabalho é averiguar os possiveis
efeitos do US de baixa intensidade, utilizado em tratamentos fisio-
terapéuticos, em fratura induzida em tibia de ratos. A originalidade
do presente trabalho esta em investigar uma intensidade que € co-
mum nos equipamentos comerciais de ultrassom em Fisioterapia,
j& que os equipamentos especificos usam 30mW/cm?.

MATERIAIS E METODOS

Normativas éticas

O estudo foi realizado, apds aprovagao pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Estado do Para, sob o protocolo
n.13/2009, sendo realizado em conformidade com o Colégio Bra-
sileiro de Experimentagéo Animal (COBEA) e com a Legislagéo
Nacional de Vivissecao Animal em vigor (Lei Federal 11.794 de
08 de outubro de 2008).

Amostras

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus novergicus albi-
nus), provenientes do Biotério da UFPa (Universidade Federal do
Paré), pesando entre 300 a 350g ou idade minima de 90 dias. De-
pois de adaptados ao Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE)
da Universidade do Estado do Para (UEPA), por um periodo de
15 dias, foram acomodados em gaiolas medindo 45 x 15 x 30cm,
com o fundo recoberto com palha de arroz autoclavavel, trocada
em dias alternados, em ambiente controlado e recebendo agua
e ragéo ad libitum. Os animais foram aleatoriamente distribuidos
em 2 grupos, com 10 animais cada. (Figura 1)

No grupo ultrassom (GUS), os animais sofreram lesdo Ossea e
tratamento com UST de baixa intensidade. No grupo controle (GC),
0s animais sofreram lesdo 6ssea e ndo foram tratados com UST.

20 ratos

I I
GUS GC

10 RATOS 10 RATOS

Figura 1. Organograma dos grupos.
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Estabelecimento da fratura

Os 20 ratos foram pesados em balanga digital e, posteriormente,
anestesiados com Ketamina® (0,9 mL/kg) e Xilasina® (0,5 mL/kg),
por via intraperitoneal. Apos a comprovagéao clinica de anestesia,
0s animais foram posicionados em decubito lateral direito e tive-
ram a tibia direita fraturada no tergco médio, com o equipamento
de fratura adaptado'! do sistema descrito por Matheus et al.’?,
(Figura 2) que provocou fratura fechada. Nao houve, posterior-
mente, nenhum tipo de imobilizagao do segmento ou tratamento
farmacoldgico.'®

Figura 2. Equipamento de lesdo traumética em pequenos roedores, com-
posto por uma base de madeira (A), haste de metal de 40 cm de altura (B),
dispositivo que gradua a energia a ser liberada para a leséo (C), barra de
metal macico de 460g (D) e ponta romba (E).

Tratamento com ultrassom

Antes do inicio do tratamento, o equipamento de UST foi aferido
e calibrado pelo setor de Engenharia Elétrica da Universidade Fe-
deral do Para. O tratamento com ultrassom terapéutico teve inicio
24 horas ap6s a indugao da leséo 6ssea. Foi utilizado o aparelho
de ultrassom BIOSET, modelo SONACEL PLUS®, aplicado no local
da fratura, com frequéncia de 1 MHz, intensidade de 0,2W/cm?
(SATA), pulsado, ciclo de trabalho de 20%, ERA (Effective Radiating
Area) de 0,8cm?. Como material de contato, foi utilizado o gel hidros-
sollvel comercial para ultrassom. O tratamento foi realizado durante
10 minutos, uma vez ao dia, durante cinco dias consecutivos e
dois dias de intervalo, até se completarem 25 sessoes, simulando
o tratamento fisioterapéutico.

Procedimento pos-tratamento

No 34° dia, os animais foram novamente anestesiados com Keta-
mina® (0,9 mL/kg) e Xilasina® (0,5 mL/kg), por via intraperitoneal.
ApOs a anestesia, os animais foram submetidos ao dessangra-
mento por puncao cardiaca (5 mL) e, em seguida, decapitados.
O membro traseiro de cada animal foi cuidadosamente removido
e submetido a andlise radiolégica e bioguimica.

Analise radiolégica

A avaliagdo da leséo 6ssea foi realizada com a mesma técnica
radiogréfica (40kV x 2mAs) e sempre na mesma distancia da am-
pola de raios X (1m).
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Analise bioquimica

Foram determinados os niveis de fosfatase alcalina (FALC) e calcio
sérico (CS) no sangue dos animais, em jejum de 12 horas, ao 34°
dia apds o estabelecimento da fratura. Depois da coagulacéo, o
soro foi separado por centrifugagdo em tubos Eppendorf a 1000G.
A dosagem sérica da FALC foi realizada com kit laboratorial (Lab-
test) e a atividade enzimatica estimada através da absorbancia a
590 nm. O CS foi dosado utilizando-se o kit laboratorial (Labtest)
e sua concentragdo estimada através da absorbancia a 570 nm.
Ambas as analises foram realizadas no sistema Labtest automa-
tizado - VITALAB SELECTRA E® (Vital Scientific N.V) e analisadas
no laboratério de bioquimica da UEPA.

Analise estatistica

A andlise estatistica consistiu da aplicagdo do teste ¢ de Student,
considerando-se um nivel de significancia a=0,05, realizada com
o software Bioestat 5.0.

RESULTADOS

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus novergicus
albinus), com idade média de 150 dias e peso corporal de
284,95+48g, (Tabela 1) tendo, como amostra final, 18 ratos: GC
(n=8) e GUS (n=10). No GC ocorreu a morte sUbita de 2 animais
antes de iniciar o tratamento.

Tabela 1. Dados do peso de cada rato da amostra (n = 20), em gramas.

Ratos Peso (em gramas)
1 250
2 269
3 330
4 350
5 340
6 220
7 270
8 370
9 245
10 350

11 335
12 250
13 250
14 310
15 240
16 240
17 250
18 260
19 240
20 330

Nas radiografias, observou-se fratura no tergo médio diafisario da
tibia, do tipo transversa e auséncia de sinais de osteomielite em
ambos os grupos. Observa-se calo 6sseo em formacdo no GUS,
(Figura 3) enquanto no GC exibe-se interpenetracao de fragmen-
tos, 0 que as caracterizam como fraturas impactadas. (Figura 4)
Portanto, caracteriza-se a aceleracao da consolidagdo no GUS

Figura 3. Radiografia do GUS, evidenciando fratura em tergo médio diafi-
sario da tibia do tipo transversa.

Figura 4. Radiografia do GC, evidenciando fratura em terco médio diafi-
sario da tibia.
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em relacédo ao GC. Quanto aos dados da analise bioquimica,
foi possivel avaliar dois marcadores para a remodelacéo éssea:
a FALC e o CS. (Tabela 2) Em relagéo a andlise de FALC e CS,
nao se evidenciou efeito estatisticamente significativo. (Tabela 3)

Tabela 2. Resultados de CS e FALC da amostra, GUS (n = 9), GC (n= 8).

Grupo/ratos Calcio sérico (mg/dL) Fosfatase alcalina (U/L)
GUS 1 14,59 353
GUS 3 14,93 335
GUS 4 16,73 419
GUS 5 14,41 630
GUS 6 14,20 775
GUS 7 14,39 343
GUS 8 14,53 306
GUS 9 14,73 354
GUS 10 14,31 312
GC 1 13,74 290
GC2 14,39 649
GC3 14,34 322
GC4 14,71 228
GC5 15,08 220
GC6 15,13 468
GC7 14,90 612
GC8 14,98 533

Tabela 3. Dados comparativos do GUS (n=9) e do GC (n=8), em relacao
as variaveis CS e FALC.

Andlise bioquimica aus G 4
Média dp Média dp
Calcio sérico 14,76 0,77 14,66 0,48 0,76
Fosfatase alcalina 425,22 164,52 | 41525 | 172,20 0,91

p = 0,05 ( Teste t de Student).

DISCUSSAO

O tratamento com ultrassom tem sido amplamente utilizado em
reparo 6sseo. No entanto, ainda existem controvérsias em relagdo
aos seus potenciais bioldgicos e seus efeitos sobre o reparo teci-
dual, sendo, seu uso, muitas vezes negligenciado ou fundamentado
na experiéncia prética, o que resulta em procedimentos erréneos.?
O pequeno aumento de temperatura realizado pelo UST repercu-
te na agcao de algumas enzimas, a saber, a matriz metaloprotei-
nase-1 e a colagenase."'* Assim, o UST pode servir para resta-
belecer ou normalizar eficazmente as temperaturas metabdlicas
nas regides de cicatrizacao do tecido.

Além disso, o tratamento com UST pulsado de baixa intensi-
dade é um bom estimulador das diferentes células do sistema
6sseo,! acelerando a cicatrizago da fratura clinica e aumentan-
do a formagéo 6ssea através da atividade dos osteoblastos.
Adicionalmente, aumenta a atividade da FALC e CS."®'¢ Deste
modo, essas agoes possibilitam o uso de ultrassom pulsado em
aplicagdes terapéuticas.! Neste estudo, 0 0sso utilizado foi a tibia,
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por ser 0 0sso longo mais frequentemente fraturado e associado
com uma alta incidéncia de retardo de consolidagdo e n&o uniao
bssea.? Foi realizada inicialmente a fratura em um estudo piloto,
em gue se realizou um corte transversal na tibia com bisturi. Confir-
mada a osteotomia, foram realizadas a redugéo do foco da fratura
e a sutura da pele. Findada a cirurgia, foi realizada a desinfecgao
da area com agente bactericida.

Cinco dias ap6s a osteotomia, percebeu-se que os animais evoluiram
para infecgdo na area seccionada e para sindrome compartimental,
o0 que também foi descrito em outros estudos.'® Na tentativa de se
evitar esta sindrome, foi realizado, posteriormente, um novo modelo
de estudo, com a imobilizagdo com tala gessada. No entanto, o
experimento nao auferiu éxito, pois os animais também evoluiram
para a sindrome compartimental, corroborando os achados de
outros autores.™'7 QOutro problema identificado foi a presenca
de infecgéo no local onde foi realizada a incisao cirlrgica, o que
alteraria o processo de consolidagao éssea.'® Por isso, 0 modelo
de fratura fechada justifica-se por diminuir bastante os riscos de
infeccao, além de causar minimos danos em tecidos moles.®'®
Zacharias et al.” afirmam que modelos de produgao de fraturas por
meios invasivos podem complicar-se com deiscéncia de sutura e,
consequente, infeccao profunda, como ocorreu em sua pesquisa.
Devido as controvérsias a respeito do modo de fraturar, foi proposta
a criagao de um equipamento adaptado'' do sistema descrito por
Matheus et al.’?, obtendo-se um equipamento artesanal, de baixo
custo e de facil reprodugdo, que padroniza a fratura. O mesmo
foi previamente testado, com sucesso, em 16 ratos fémeas e 18
ratos machos, ambos Wistar (Rattus novergicus albinus), com
idade média de 90 dias e peso médio corporal de 250g. Este
equipamento foi utilizado para obten¢éo das fraturas neste estudo.
Métodos de estabilizagao da fratura por meios invasivos também
podem resultar em complicacdes, como ocorreu com Pelker
e Friedlaender', que utilizaram fios de Kirschner e excluiram
87 animais do experimento, devido a diversas complicagdes,
dentre elas, mortes no per-operatério e fratura femoral, durante
a montagem dos fios.

Complicagbes podem ocorrer também, quando meios nao invasi-
vos sdo empregados para estabilizacdo da fratura.'® Esses fatos,
juntamente com a diversidade de descricao de modelos de fratura
gue ndo empregam qualquer tipo de imobilizagéo, justificam a
opgao dos pesquisadores em nao utiliza-los.'31718

Apos a distribuigao aleatéria dos grupos, o GUS foi tratado com
UST. De acordo com o postulado da lei de Wolff, a estimulagao
ultrassonica em reparo 0sseo, transmite forgas micromecanicas e
tensdo ao local da fratura, repercutindo em formagéo ¢ssea. Devido
a isso, encontram-se, na literatura, varios estudos com o UST para
reparagéo de tecidos 6sseos lesados."2'2 Foi utilizado o ultrassom
terapéutico pulsado de baixa intensidade, pois, ao se propagar
como energia mecénica, estimula o metabolismo ésseo."?10
Aintensidade de 0,2W/cm?foi utilizada por ser comumente encon-
trada em equipamentos comerciais de ultrassom em Fisioterapia,
j& que os equipamentos especificos usam 30mW/cm? e custam
cerca de 3 a 4 vezes mais. A demonstrag&o da viabilidade do uso
de um equipamento mais acessivel permitiria a melhor difusao do
tratamento para acelerar a consolidagdo éssea.

Albertin®® comparou diferentes tempos de tratamento (5, 10, 20
e 40 minutos) por ultrassom de baixa intensidade na falha éssea
de coelhos e concluiu que, com excegao do tempo de 5 minutos,
0s demais provocaram aumento da ossificacdo. Devido a isto
e buscando similaridades com o tratamento fisioterapéutico, foi
escolhido o tempo de 10 minutos.
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Para elucidar o efeito do UST, foi realizada uma anélise bioquimi-
ca por meio da atividade de fosfatase alcalina (pois esta enzima
indica a atividade de osteoblastos que determina formagéo ou
reabsorgao 6ssea’®'62") e andlise de célcio sérico, pois este in-
dica processo de sintese de matriz 6ssea.'®'%2" Foram realizadas
radiografias, para ratificar as indicacdes apontadas pelos outros
exames, sendo analisados os parametros basicos, como calo
6sseo, tipo e localizagao da fratura.'®

No presente estudo, a anélise bioguimica ndo revelou efeito esta-
tisticamente significativo entre os grupos. Isto pode ter ocorrido por
trés fatos: (I) o longo periodo entre a fratura e a analise bioguimica,
pois h& tendéncia de ambos os grupos apresentarem valores equi-
valentes, apds um longo periodo de pds-fratura; (Il) a inadequagéo
do protocolo bioguimico; ou (Ill) o tamanho da amostra ndo foi
suficiente para revelar diferenga significante.

A persisténcia do trago de fratura nas radiografias até a quinta
semana esta de acordo com dados da literatura. Castro et al.’®
verificaram que, em 6 semanas apos a fratura, o trago de fratura
ainda permanecia nitido. Utvag e Reikeras? verificaram que, 20
dias apds a fratura em ratos, ainda existia uma linha de fratura
visivel, enquanto que, apods 40 dias, o trago era pouco perceptivel.
A persisténcia dessa solucao de continuidade poderia ser atribuida
a auséncia de imobilizagao.

A presenga de calo désseo em formagéo no GUS mais acelerado
que no GC sugere que o UST pode ser utilizado como tratamento
adjuvante em fraturas 0sseas.' Estudo descrito por Chan et al.* em
fratura de tibia em 17 coelhos (Nova Zelandia) tratados com UST
(30mW/cm?, 1,5MHz), em 20 minutos por dia, durante 4 semanas
também constataram a eficacia do UST no grupo experimental,
ao ser analisado pela radiografia na 22 e 42 semanas, sendo mais
eficaz na fase inicial do tratamento. De acordo com os achados do
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presente estudo, pesquisa realizada por Takikawa et al.’ com ratos,
nos quais foi induzida a pseudoartrose e promovido tratamento
com ultrassom de baixa intensidade (30mW/cm?), em 20 minutos
diarios por 6 semanas, encontraram uma melhora significante na
andlise radiogréfica do grupo tratado com ultrassom.

Nesta pesquisa nao foram observadas complicagdes, embora se
saiba que vérios séo os fatores capazes de interferir no processo
de consolidagdo 6ssea, entre os quais se citam: irradiacao, forma
de imobilizagéo, tipo de fratura, trago de fratura, seccao de nervos,
presenca de tumor 6sseo, interposicdo de tecidos moles, infecgao
no foco de fratura.'

Novos estudos séo necessarios para ampliar o conhecimento do
efeito do ultrassom terapéutico no tecido 6sseo. Desse modo,
sugere-se que seja adotada a metodologia de anélises avaliativas
do processo de consolidagado éssea durante todo o periodo de
tratamento e utilizar os métodos de anélise do processo de con-
solidagao, como a microscopia eletronica de varredura, analise
histopatologica, diagnostico por ultrassom e histomorfometria.

CONCLUSAO

A intervencédo por meio do UST de baixa intensidade (0,2 W/cm?),
pulsado e com ciclo de trabalho de 20%, aplicado de forma esta-
cionaria, por 10 minutos na regiao da fratura, durante 5 semanas,
acelerou a consolidagéo, comprovada por radiografia. A analise
bioquimica nao revelou diferenca significante entre os grupos, mas
os niveis de FALC e CS foram maiores no GUS. Portanto esses
dados sugerem que o ultrassom terapéutico (em doses diferentes
daquelas dos equipamentos normalmente utilizados para esta
terapia) pode acelerar o processo de consolidacao ossea.
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