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RESUMO: Ha evidéncias de que o ultrassom (US) de baixa intensidade pode acelerar
a regeneracdo 6ssea. Este trabalho objetivou verificar a agdo do US no defeito ésseo,
criado experimentalmente em tibias de ratos sob auséncia de carga. Vinte Rattus
novergicus albinus, Wistar adultos, divididos em: G1 (n=10), grupo experimental
de 15 dias sem suspensao, e G2 (n=10), grupo experimental de 15 dias suspenso
pela cauda, foram submetidos a osteotomia em ambas as tibias e a aplicagao do
US, frequéncia de 1,5 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30 mW/cm?, nas tibias direitas
por 12 sessdes de 20 minutos. Apés o sacrificio, as tibias foram submetidas a
andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO). Os resultados demonstraram DMO
de 0,139+0,018 g/cm? para tibia tratada; 0,131£0,009 g/cm? para tibia controle no
G1; e no G2 registrou-se 0,120£0,009 g/cm? para tibia tratada e 0,106+0,017 g/cm?
para tibia controle. Houve diferenca significante entre os grupos nos quais o G2
apresentou menor DMO, o que demonstra que a suspensao prejudica a manutengao
das propriedades 6sseas, e entre as tibias tratadas e controles do G2, demonstrando
que o US acelerou o processo de reparo, concluindo que a impossibilidade do
estimulo mecanico causada pela ndo deambulagdo em um processo de reparo
6sseo pode ser minimizada pela agdo do US. No G1, a aplicagdo do US nio teve
influéncia significante no aumento da DMO, talvez pelo fato dos animais ja terem
estimulo mecanico suficiente a formagao dssea.

Descrrrores: densidade 6ssea; estimulagdo fisica; osteotomia; regeneragao dssea.

ABSTRACT: There is evidence that the low-intensity ultrasound (US) can accelerate
bone regeneration. This research studied the action of US in bone defect, created
experimentally in the rat tibia under no load. Twenty Rattus norvegicus albinus, Wistar,
divided into: G1 (n=10), experimental group of 15 days without suspension, and G2
(n=10) experimental group 15 days suspended by the tail, underwent osteotomy in
both tibias and application of the US, frequency of 1,5 MHz, duty cycle 1:4, 30 mW/
cm?, on the right tibia by 12 sessions of 20 minutes. After the sacrifice, tibias were
subjected to analysis of Bone Mineral Density (BMD). The results demonstrated BMD
of 0.13940.018 g/cm? for treated tibia, 0.131£0.009 g/cm? for tibia control in the
G1, and the G2 had 0.120£0.009 g/cm? for tibia and 0.106£0.017 g/cm? for control
tibia. There were significant differences between groups where G2 had lower BMD,
which shows that the suspension affect the maintenance of bone properties. There
was significant difference between treated and control tibia of G2, showing that the
US has accelerated the repair process, concluding that the failure of a mechanical
stimulus caused by not walking in a process of bone repair can be minimized by
the action of US. GT1, in the application of US, did not have significant influence in
increasing BMD, perhaps because the animals have already sufficient mechanical
stimulus to bone formation.

Kevworps: bone density; physical stimulation; osteotomy; bone regeneration.
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INTRODUGAO

No Brasil, o contingente popula-
cional com 65 anos ou mais de idade
representava 6,53% da populagao
total no ano de 2008. Estima-se que
em 2025 o Brasil terd mais de 32 mi-
[hoes de pessoas consideradas idosas,
o que chegard a 10,7% da populacao,
a tornando, desta forma, a sexta maior
de idosos do mundo. Em 2050, esse
indice ultrapassarad os 22,71% do total'.
A partir dos 50 anos de idade, 30% das
mulheres e 13% dos homens podem
sofrer algum tipo de fratura® e a inci-
déncia deve quadruplicar nos préximos
50 anos em decorréncia do aumento da
expectativa de vida®.

Um complexo mecanismo de remo-
delacdo em nivel celular, que incide
de forma alternada entre formacao e
reabsorcao 6ssea, conduz o tecido
6sseo. Um ambiente desprovido de
estimulos mecanicos produz efeitos
diretos na estrutura dssea e altera sua
funcdo*®. Assim, a conservacido do
metabolismo mineral 6sseo normal
depende de solicitagbes mecanicas
geradas pelas contragbes musculares
e pela forga da gravidade?.

Entre os fatores responsdveis pela
manutencdo do metabolismo mineral
normal dos ossos estd a compressdo lon-
gitudinal exercida sobre eles, produzida
pelo efeito da gravidade sobre o arca-
bougo. A pressdo estimula o crescimento
6sseo por aposicdo. A descarga de peso
resulta em maior espessura do 0sso e
maior densidade da diafise®. Contudo,
a exposicdo a ambientes de microgra-
vidade e também a ndo deambulacio,
como a provocada pela presenca de
osteoporose em idosos ou por qualquer
outra patologia, afetam diretamente o
sistema musculo-esquelético, alterando
seu metabolismo. Esta situagdo gera
uma baixa tensdo sobre os ossos e, por
consequéncia, menor massa 6ssea sera
necessaria para manter a integridade
estrutural do esqueleto’.

As propriedades mecanicas dos 0ssos
estdo relacionadas ao seu contetido mi-
neral e sua estrutura arquitetdénica. Uma
redugdo na massa 6ssea gera diminuicao
da resisténcia 6ssea, aumentando a sus-
cetibilidade a fratura, que é determinada
pelas propriedades biomecanicas do
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osso. A fratura, entdo, ocorre quando
a0 0sso € imposta uma for¢a maior do
que ele poderia suportar®.

A proliferacao celular e deposicao
de sais de calcio determinam a re-
generacao do tecido 6sseo lesado e
restabelecem sua arquitetura e funcio-
nalidade®. Quando a regeneracdo déssea
ndo ocorre da forma esperada, torna-se
necessdrio o implemento de métodos
coadjuvantes, como o ultrassom (US)
de baixa intensidade. Evidéncias em
estudos in vitro e em animais sugerem
que o US pulsado de baixa intensidade
produz efeitos significativos osteoindu-
tores, acelerando o processo de cura e
a melhoria da forga 6ssea'. O US, uma
radiacdo acustica, é uma forma de ener-
gia mecanica que pode ser transmitida
para o corpo como ondas de pressdo de
alta frequéncia. A energia acustica de
US é produzida a partir de um cristal
piezelétrico dentro de um transdutor,
que emite ondas de alta frequéncia de
pressdo aclstica transmitidas através
dos tecidos do corpo por vibragdes
moleculares e colisdes. As deformacoes
micromecanicas produzidas por estas
ondas de pressao nos tecidos do corpo
podem resultar em eventos bioquimicos
em nivel celular e promover a formagao
de 0sso em um modo comparavel com
a resposta éssea ao estresse mecanico
postulada pela lei de Wolff''2,

A base fisioldgica para a utilizagdo
do US como método terapéutico para
o estimulo da osteogénese estd nas pro-
priedades biomecanicas do osso, pois
tanto o impacto fisico promovido pela
descarga corporal quanto o promovido
pelas ondas mecéanicas do US provocam
deformagoes nos ossos'> ™.

Sabendo-se que em seres humanos
a partir dos 50 anos de idade 30% das
mulheres e 13% dos homens podem
sofrer algum tipo de fratura, que a in-
cidéncia de fraturas deve quadruplicar
nos proximos 50 anos em decorréncia
do aumento da expectativa de vida e que
grande parte destas fraturas impossibi-
litam a deambulacdo dos individuos, é
objetivo deste estudo avaliar os efeitos
do US no reparo dsseo por meio de
analise densitométrica em tibias de ratos
submetidos a auséncia de carga, tendo
como hipétese que o US de baixa inten-
sidade acelera a formacao 6ssea.

METODOLOGIA

Grupos experimentais

Ap6s aprovacao do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual de Sao Paulo
(UNESP) — Campus Aragatuba (Protocolo
n° 2007-002868), foram utilizados 20
ratos machos, Rattus novergicus albinus,
linhagem Wistar, adultos com massa cor-
poral média de 348+14 g fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia
da UNESP — Campus de Aragatuba e
mantidos com ragdo comercial e dgua
a vontade e sob temperatura controlada
de 23°C.

Os animais foram divididos em 2
grupos iguais: G1, submetidos a cirur-
gia para osteotomia que permaneceram
livres em gaiolas individuais por 15
dias e foram tratados com US; e G2,
submetidos a cirurgia para osteotomia
e suspensos pela cauda por 15 dias e,
concomitantemente, tratados com US.
Os membros contra laterais (tibia esquer-
da) foram os controles.

Cirurgia

Foram realizadas osteotomias cirtr-
gicas em ambas as tibias, em regido
diafisaria média, estando os animais sob

anestesia geral com Ketamina (30 mg/kg)
e Xilazina (3 mg/kg), via intramuscular.

Para a realizacdo da osteotomia, a
superficie anterior dos membros pélvicos
dos animais, na regido do terco médio,
foi submetida a tricotomia. A seguir foi
realizada incisdo da pele no sentido
longitudinal da tibia e os mdsculos fo-
ram afastados com espatula, permitindo
acesso ao 0sso. O defeito 6sseo entdo foi
obtido por perfuragao com broca cirtrgi-
ca de 2 mm acoplada a motor de baixa
rotagdo (uso odontolégico), passando
pelo peridsteo e cortical 6ssea, até atingir
o enddsteo. Em todo o processo, soro fi-
sioldgico foi gotejado para a ndo necrose
por aquecimento. Apés a perfuragdo, o
tecido muscular foi reposicionado e sutu-
rado e a pele também suturada’>'°.

Ap6s a cirurgia, por trés dias os ani-
mais receberam Buprenorfina (0,02 mL
de 12 em 12 horas) via subcutanea, para
analgesia pds-operatoria, e Pentabidtico
(0,035 mL) imediatamente apds cirurgia
como profilaxia antimicrobiana.
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Técnica de suspensao

A técnica de suspensdo foi a mesma
utilizada por Vicentini et al.”, divergin-
do no preparo da cauda do animal, que
no presente estudo foi lavada com sabo-
nete liquido antisséptico e teve a tintura
de Benjoin substituida por lodopovedine
topico. A técnica de suspensdo que,
segundo Morey-Holton e Globus'®, pro-
voca um minimo de estresse ao animal,
foi realizada apds a osteotomia com os
animais (G2) ainda anestesiados.

Tratamento com US

Os animais foram imobilizados manu-
almente durante a fisioterapia e apenas
o membro direito de todos dos grupos
foi tratado com US pulsado de baixa
intensidade, frequéncia de 1,5 MHz,
ciclo de trabalho 1:4, 30 mW/cm?, por
12 sessoes de 20 minutos cada, servin-
do o membro esquerdo como controle.
E a baixa intensidade (30 mW/cm?) do
US pulsado que promove aceleracdo a
cicatrizacao 6ssea'®.

O protocolo de tratamento se iniciou
no primeiro dia apds a osteotomia. As
sessbes de tratamento com US foram
executadas de forma padronizada uma
vez ao dia cumprindo-se um total de 12
sessoes de tratamento, com 6 sessoes
consecutivas, pausa de 1 dia e mais 6
sessdes consecutivas.

Ap6s o periodo experimental, os ani-
mais foram anestesiados com Ketamina
e Xilazina e entdo eutanasiados com
Pentobarbital 1,5 mL (Tiopental®) intra-
venoso e suas tibias foram retiradas para
andlise densitométrica.

Densitometria 0ssea

Apébs a eutanasia, as tibias foram
desarticuladas, removidas, dissecadas
e submetidas a analise densitométrica
em densitdmetro de dupla emissdo de
raios-X (DXA) — modelo DPX-Alpha,
Lunar® — com software especial para
pequenos animais'. A regido de reparo
6sseo foi o local da andlise.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pelo Teste t de Student
para comparar as tibias tratadas e o con-
trole em cada grupo e também entre os
grupos, com o programa computacional

Ultrassom de baixa intensidade no reparo dsseo

Tabela 1. Média e desvio padrao da densidade mineral 6ssea em g/cm? para tibia
controle e tratada do grupo 1 e do grupo 2

Tibia controle

Tibia tratada

G1 0,131+0,009°
G2 0,106+0,0172¢

0,139+0,018°
0,120£0,009"¢

Letras sobrescritas iguais implicam em diferenga significante (p<0,05)

GraphPad InStat®, versdo 3.06. Os
resultados foram apresentados como
média + desvio padrdo. O nivel de sig-
nificancia utilizado foi de 5% em todas
as andlises.

RESULTADOS

Os resultados estdo demonstrados
na Tabela 1 e sdo apresentados como
médiatdesvio padrdo para tibia controle
e tratada dos grupos 1 e 2.

DISCUSSAO

Houve diferencga significante entre
os grupos, com o G2 apresentando
menor DMO em ambos os lados, o que
demonstra que a suspensdo prejudica a
manutencao das propriedades 6sseas.

O G1 ndo apresentou diferenga na
DMO entre a tibia tratada e a contro-
le, pois 0 mesmo nado foi submetido a
auséncia de carga. Assim, a descarga
mecanica necessaria para estimular a
piezoeletricidade ja era suficiente para
ativar o processo de remodelagao dssea,
diferente do G2, que estava sob sus-
pensdo, ndo tendo estimulo mecanico
necessdrio para ativar a piezoeletrici-
dade, sendo este estimulo mecanico
substituido pelo estimulo do US, que
em contato com o 0sso, provoca micro-
deformacdes, levando a remodelacao
oOssea. A utilizacao do US como método
terapéutico para o estimulo da osteo-
génese ocorre devido as propriedades
biomecanicas do osso, pois o impacto
fisico promovido pelas ondas mecanicas
do US provocam deformagdes nos 0ssos
assim como o impacto promovido pela
descarga corporal. A energia mecanica
do US é transmitida pelos movimentos
das particulas no meio pelo qual a onda
se propaga. O meio irradiado oscila de
acordo com a frequéncia do gerador
ultrassonico, por efeito piezoelétrico,
ao comprimir e expandir a matéria. As
deformacdes micromecanicas ocorridas

no tecido dsseo por acdo do US sdo
similares aquelas ocorridas sob carga
mecanica e passam a agir como sinaliza-
dores para formagdo do tecido 6sseo' .
Os resultados obtidos neste estudo para
o grupo nao suspenso (G1) concordam
com Carvalho e Cliquet Jr?°, que, anali-
sando a acao do US pulsado de baixa in-
tensidade durante 20 dias consecutivos
por 20 minutos didrios na regido proxi-
mal dos fémures de ratas osteopénicas,
evidenciaram melhora da arquitetura
dos ossos (analise qualitativa), mas nao
do contetddo mineral (analise quantita-
tiva), supondo que a andlise quantitativa
ndo tenha apontado diferengas devido
ao fato de existir grande quantidade
de tecido neoformado, o qual ainda
ndo estd totalmente mineralizado. Os
autores comentam que a duragdo do
tratamento com US de baixa intensidade
talvez ndo tenha sido suficiente para
possibilitar a total mineralizacao das
regides estimuladas, o que nao gerou
alteragdes de forma quantitativa, fato
que pode ter influenciado os resultados
do presente trabalho, uma vez que
usamos somente andlise quantitativa,
além de termos utilizado menor tempo
de tratamento quando comparados com
outros estudos?' 2.

Os achados desta pesquisa, na qual o
G2 apresentou diferenca significante entre
as tibias tratadas e controles, demonstra
que o US acelerou o processo de reparo
nestes ossos, fornecendo a informacgdo
de que a impossibilidade do estimulo
mecanico causada pela ndo deambulagdo
em um processo de reparo 6sseo pode ser
minimizada pela agao do US de baixa po-
téncia. A remodelacao 6ssea, que ocorre
também na tentativa de reparar fraturas,
pode ser influenciada por for¢as mecani-
cas aplicadas ao esqueleto®.

Estas forcas mecanicas e fisicas sdo
convertidas em sinais bioquimicos que
se integram e geram respostas celula-
res?, o que reforca a adaptagio éssea
a estimulos mecanicos. O tecido ésseo
é referido como uma rede ampla na
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qual ostedcitos atuam como células
sensoriais, e osteoclastos e osteoblastos
funcionam como células efetoras*. Os
ostedcitos sdo responsaveis por coorde-
nar diferentes células 6sseas em resposta
a carga mecanica, por isso sdo relatados
por estarem envolvidos na transdugado do
esforgo de carga mecdnica em resposta
biolégica?”. Quando aplicadas cargas
mecanicas sobre o tecido 6sseo, hd
aumento do fluxo nos canaliculos dos
ostedcitos, que sentem o fluxo do fluido
e, consequentemente, produzem molé-
culas de sinalizagdo éssea que regulam
a reabsorcao e formacao éssea, media-
das pelos osteoclastos e osteoblastos,

respectivamente?®2?, F relatado também
que no momento que a carga mecanica
é imposta sobre o tecido 6sseo, hd libe-
racdo de Prostaglandinas, considerada
um importante mediador bioquimico
da carga mecanica sobre os ossos, e ha
envolvimento da sinalizacdo do Oxido
Nitrico*?. A literatura também relata
que forgas mecanicas podem regular a
expressao de Runx2, iniciando a diferen-
ciacdo celular em células osteogénicas
do peridsteo, o que promove a regene-
racao 6ssea*.

Tais forgas, quando necessario, podem
ser supridas pela agdo do US, como ob-
servado por Perry et al.>> e neste estudo,
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