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Acao do ultra-som de baixa intensidade sobre

ossos de ratas osteopénicas

Low intensity ultrasound effects over osteopenic
female rats bones
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RESUMO

Neste estudo, nés analisamos a agéo do ultra-som pul-
sado de baixa intensidade (30mW/cm?, frequéncia de repe-
ticdo de 1Khz e ciclo de trabalho de 20%) durante 20 dias
consecutivos, por 20 minutos diarios, como método néo
invasivo, em modelo de ratas osteopénicas. A estimulagéo
ultra-soénica foi realizada na regido proximal dos fémures,
bilateralmente.

Apesar dos resultados quantitativos do contetdo mine-
ral ésseo (célcio e fosforo) ndo terem demonstrado dife-
rencas significativas (p>0,05) entre os grupos tratado e nao
tratado, as investigagbes histologicas mostraram que o fé-
mur tratado apresentou uma menor deterioragdo microar-
quitetural que o grupo néo tratado, além da ocorréncia de
neoformagéo 6ssea, a qual ndo foi observada no grupo
néo tratado. Os resultados sugerem que o ultra-som pulsa-
do de baixa intensidade pode interferir positivamente sobre
a osteoporose.

Descritores: Ultrasom; Osteopatias metabdlicas; Calcio/anélise;
Fosforo/analise

INTRODUGCAO

A osteoporose é uma doenca 6ssea metabdlica, que
atinge principalmente a populacao idosa, geralmente mu-
Iheres pés-menopausais em decorréncia da deficiéncia do
hormonio ovariano. A diminuicado de massa 6ssea, princi-
palmente observada nos ossos trabeculares, causada por
um aumento da atividade de reabsorgao 6ssea pelos oste-
oclastos torna os 0ssos mais frageis e mais suscetiveis a
fraturas®.
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SUMMARY

Several studies have already shown the beneficial effects
of low intensity pulsed ultrasound on osteogenesis in fractu-
re cases. However, few reports have related the ultrasound
action in bone with some injury but without fracture. Thus, we
induced a rat osteopenia model by ovariectomy and the pro-
ximal third of rat femur was stimulated by ultrasound (200 s
burst of 1.5 MHz sine waves repeated at 1.0 kHz, 30mW/cm?,
SATA) for 20 min/day, during 20 days.

After the treatment period, the body weight was signifi-
cantly higher in the non-treated group than the treated one.
No significant difference in bone mineral content was detec-
ted among the groups (p>0.05). Also, no significant diffe-
rence was noted in the mechanical properties of the femoral
diaphysis. However, histologic investigations showed that the
treated femur presented less microarchitectural deterioration
than the non-treated group. Moreover, it was demonstrated
that the treated group did show recent bone formation which
was not there in the non-treated group. These results su-
ggest that the low intensity ultrasound can interfere in a posi-
tive way on osteoporosis.

Key words: Ultrasonics, Bone diseases, Metabolic;Calcium/
analysis; Phosphorus/analysis

INTRODUCTION

Osteoporosis is a metabolic bone disorder affecting
mainly the aged population, generally post-menopausal wo-
men due to lack of ovarian hormone. Bony mass reduction,
mainly observed in cancellous bone, that is caused by incre-
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Desta forma, tratamentos para prevenir ou estabilizar o qua-
dro de osteoporose s&o importantes. No entanto, os tratamentos
existentes para a osteoporose sdo, predominantemente, farma-
colégicos, os quais em alguns casos séo contra-indicados ou
mal tolerados por determinados pacientes. Assim, técnicas alter-
nativas, nao invasivas, sao boas escolhas na tentativa de contro-
lar a perda de massa 6éssea.

Baseado em principios biomecanicos, em que carga
mecanica promove deformagdo no 0sso e consequente-
mente gera um estimulo para uma resposta éssea local, ja
postulado por WOLLF em 1870, a utilizagdo do ultra-som
de baixa intensidade é uma alternativa para o estimulo de
formacao de osso, uma vez que o ultra-som é uma forma
de energia mecanica que gera microdeformagdes locais nos
0ss0s, de maneira similar as ocorridas sob forga externa®.
Assim, a terapia com ultra-som, ao promover efeitos bené-
ficos na estrutura éssea, pode ser utilizada em doencas
que apresentam problemas na manutengdo da massa 6s-
sea, como nos casos de osteoporose. Muitos estudos ja
mostraram a eficacia do ultra-som de baixa intensidade na
aceleragéo do reparo de fraturas ésseas recentes, em ca-
sos de nédo-unido éssea e em pseudoartrose®8215:19 Tam-
bém foi demonstrado o efeito benéfico do ultra-som de baixa
intensidade em casos de fratura em pacientes com doen-
gas que prejudicam a recuperacao 6ssea, como a osteo-
porose e diabetes(%'® No entanto, ndo existem muitos es-
tudos relatando o efeito do ultra-som de baixa intensidade
em casos de osteoporose sem a ocorréncia de fraturas.

Atualmente, o modelo de rata ovarectomizada tem ga-
nhado ampla aceitagao para o estudo das repercussodes da
deficiéncia de hormoénio ovariano sobre o sistema esquelé-
tico, bem como para analisar as respostas ¢sseas aos no-
vos tratamentos.

O presente estudo foi dividido em duas partes. Na pri-
meira parte foi avaliada a eficacia de um protocolo de 30
dias para a indugao de osteopenia no osso femural de ra-
tas, apods a realizacao da histerectomia e ovarectomia bila-
teral. Na segunda parte, avaliamos a eficiéncia do ultra-som
pulsado de baixa intensidade (intensidade de 30mW/cm?,
frequéncia de 1,5 MHz, freqiéncia de repetigdo de 1 KHz,
ciclo de trabalho de 20%) sobre a regido proximal dos fé-
mures osteopénicos das ratas.

MATERIAIS E METODOS

Para a primeira parte, foram utilizadas 11 ratas maduras
isogénicas da raca Holstman (Rattus norvegicus albinus),
com cerca de 200g de massa corpoérea. As ratas foram
separadas em 2 grupos: grupo controle (5 animais), com-
posto por ratas nao ovarectomizadas e grupo de ratas ova-
rectomizadas (6 animais). As operagdes foram realizadas
sob anestesia intramuscular, composta por Virbaxil 2%, na
dose 0,04 ml/100g de massa corpoérea e por Francotar na
dose de 0,08 ml/100g de massa corpoérea. Ovarectomia bi-
lateral foi realizada em 6 ratas. Apds o procedimento cirur-
gico, as ratas foram alimentadas ad /ibitum durante 30 dias.
Foram ponderadas as massas corpoéreas das ratas no ini-
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ase in bony reabsorption by osteoclasts changes bones more
fragile and subject to fractures®.

Considering this, treatments preventing and stabilizing this
picture are important. However, treatments currently existing
for osteoporosis are predominantly pharmacological, and in
some cases contra-indicated or poorly tolerated by some
patients. Thus, alternative noninvasive techniques are a good
choice for controlling bony mass losses.

Based on biomechanical principles, where mechanical
load induces bone deformation and consequently causes
stimulus for a local bony response, already presented by
WOLLF in 1870, the use of low intensity ultrasound is an alter-
native for bone formation stimulation, since ultrasound is a
mechanical energy type generating local bone micro-defor-
mations, similarly to those occurring under external forces®.
Thus, therapy with ultrasound, by promoting beneficial effects
over bony structure may be used in diseases challenging the
ability to keeping bony mass, such as in osteoporosis. Many
studies have already demonstrated the efficacy of low inten-
sity ultrasound in accelerating healing of recent bone fractu-
res, in cases of non-union and in pseudarthrosis®&91517) |t
was also demonstrated the beneficial effect of low intensity
ultrasound in cases of patients with diseases impairing bony
recovery, such as osteoporosis and diabetes%'%. However,
there are few studies reporting effects of low intensity ultra-
sound in cases of osteoporosis without fractures.

Currently, the model of ovariectomized rat is gaining wide
acceptance in the study of reflexes of lack of ovarian hormo-
ne on skeletal system, as well as in evaluation of bony res-
ponses to new treatments.

This study was divided into two parts. In the first it was
evaluated the efficacy of a 30-day protocol for induction of
osteopenia in femoral bone of female rats, after hysterec-
tomy and bilateral ovariectomy. In the second, it was evalua-
ted the efficiency of pulsed low intensity ultrasound (intensity
of 30 mW/cm?, frequency of 1.5 MHz, repetition frequency of
1 KHz, work cycle of 20%), over the proximal region of oste-
openic femurs of female rats.

MATERIAL AND METHODS

For the first part were used 11 mature isogenic female
Holstman rats (Rattus norvegicus albinus), with about 200 g
of body mass. The animals were divided into two groups:
control (5 animals) with non-ovarectomized animals and a
group of 6 ovarectomized animals. The surgeries were per-
formed under intramuscular anesthesia with Virbaxil 2% in a
0.04 ml/100 g of body mass and by Francotar in a 0.08 ml/
100 g of body mass doses. Bilateral ovarectomy was perfor-
med in 6 female rats. After the surgery, the animals were feed
ad libitum for 30 days. Body mass of the animals were evalu-
ated in baseline and at the end of the experiment. In the 37
day the animals were sacrificed, their left femur removed, cle-
aned, washed in deionized water and kept in 10% formal-
dehyde solution for 48 hours. After this period the bones
were standardized at 1.5 cm length from the great trochanter
and calcined, dissolved in chloride acid at 37% and diluted in
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cio e no final do experimento. No 31° dia, as ratas foram
sacrificadas, seus fémures esquerdos retirados, limpados,
banhados em agua deionizada e mantidos em formaldeido
10%, durante 48 horas. Apds este periodo, estes ossos fo-
ram padronizados em 1,5 cm de comprimento, a partir do
trocanter maior e foram calcinados, solubilizados em &cido
cloridrico a 37% e diluidos em 100ml. A realizagado desta
etapa viabilizou a anélise do contelido mineral ésseo. Para
analise quantitativa de calcio foi utilizado espectrofotéme-
tro de absorgédo atébmica por chama e para a analise de
fésforo foi utilizado espectrofotometro de absorcao mole-
cular em sistema de analise por injecao em fluxo (FIA). Os
fémures direitos foram descalcificados através de MORSE
(Citrato de Soédio a 20% e Acido Férmico a 50% - partes
iguais de cada), desidratados, diafanizados e incluidos em
parafina. Para cada peca foram realizados sete cortes seri-
ados longitudinais (6 nm de espessura) da regido proximal
do fémur usando micrétomo, os quais foram excluidos.
Sequencialmente, foram realizados dois cortes seriados de
50 mm de espessura, para cada peca. Apds a realizagéo
dos cortes, estes foram desparafinizados, secos em estufa
e fixados no suporte utilizado para a realizagao da anélise
em microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os cortes
foram metalizados com ouro para facilitar a condutibilidade
elétrica. Foi utilizado um equipamento LEO modelo 440.

As diferengas nas massas corpéreas em ambos 0s gru-
pos foram avaliadas com o teste T, utilizando niveis de sig-
nificancia de 5%.

Na segunda parte do estudo, foram utilizadas 34 ratas
isogénicas da raca Holstman (Rattus norvegicus albinus),
com cerca de 200g de massa corpérea. Foi utilizado o mes-
mo protocolo cirtrgico da primeira parte do estudo. Devi-
do a eficacia do protocolo de ovarectomia na utilizacao de
30 dias para a inducao de osteopenia, os tratamentos co-
mecaram no 31° dia apds a cirurgia. As ratas foram dividi-
das em dois grupos: grupo tratado (25 animais) e grupo
placebo (9 animais). No grupo experimental tratado, as ra-
tas foram submetidas a aplicagdes de ultra-som com inten-
sidade espacial e temporal média de 30mW/cm?. O equipa-
mento utilizado foi fixado na mesa de suporte, onde as ra-
tas eram imobilizadas. O cabecgote possuiu dimensdes nor-
mais para possibilitar que a aplicacado de ultra-som fosse
realizada ao mesmo tempo, em ambas patas traseiras,
abrangendo a regido desde a cabega femural até tergo dis-
tal do fémur. Foi utilizado gel para facilitar a conducéao do
campo ultra-sénico. Calibracdo do equipamento foi realiza-
da previamente a sua utilizagdo no experimento.

Os animais do grupo placebo n&o foram submetidos ao
tratamento ultra-sénico, mas sofreram as mesmas interferénci-
as que o estresse pode causar aos animais. Para isso, perma-
neceram durante 20 minutos imobilizados por 20 dias conse-
cutivos. O mesmo periodo usado para o tratamento com o
ultra-som nas ratas do grupo tratado.

Os sacrificios ocorreram 1 dia apds o término do tratamen-
to, seus fémures esquerdos retirados e submetidos ao ensaio
mecanico de flexdo de trés pontos para determinar as proprie-
dades mecénicas dos o0ssos. Foi utilizado equipamento MTS
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100 ml. This phase allowed the evaluation of the bony mineral
content. For quantitative analysis of calcium it was used a
flame atomic absorption spectrophotometer and for phos-
phorus analysis a molecular absorption in an flow injection
analysis (FIA) system spectrophotometer. The right femurs
were decalcified by MORSE (Sodium citrate 20% and Formic
acid 50% - equal parts) dehydrated and included in paraffin.
For each piece seven serial longitudinal cuts were performed
(6 mm thick) of proximal femur region by means of a microto-
me that were excluded. Sequentially were performed two se-
rial cuts of 50 mm thick for each piece. After the cuts, these
were de-paraffined, dried in stove and fixed to a support used
for electronic microscopic evaluation. The cuts were gold
metallized in order to facilitate electrical conduction. A LEO
model 440 equipment was used.

The differences in body mass in both groups were evalu-
ated with T test, with a 5% significance level.

In the second part of the study, 34 isogenic female Holst-
man rats (Rattus norvegicus albinus), with about 200 mg of
body mass, were used. Se same surgical protocol of the first
study part was performed. Due to the efficacy of the 30 days
ovariectomy protocol for induction of osteopenia, the treat-
ments started at the 315! day after the surgery. The rats were
divided into two groups: a group treated (25 animals) and a
control group (9 animals). In the treated group, the rats un-
derwent ultrasound with a spatial and temporal intensity of 30
mW/cm?in average. The equipment used was fixated to the
support table, where the rats were immobilized. The head
had normal size allowing the ultrasound application to be
performed at the same time in both hind-feet involving a regi-
on from femoral head to distal third of femur. A gel was used
in order to enable the ultrasound field conduction. The equi-
pment was calibrated previously to its use in the experiment.

The animals in control group did not underwent ultrasound
treatment, however suffered the same interference stress can
cause to animals. For this, they were immobilized for 20 mi-
nutes during 20 consecutive days, that is, the same as with
the treated animals.

Animals were sacrificed 1 day after the treatment ended,
and their left femurs removed and submitted to a three-point
flexion mechanical assay in order to determine their mechani-
cal properties. A MTS TestStart Il equipment was used for the
mechanical assay. The bones were laid over their extremities
over two supports with 18 mm distance. The speed of load
application was 5 mm/min using a 100 Kgf load cell. For
each load increase applied to the bone, it was retrieved the
deformation caused, allowing to plot a load versus deforma-
tion curve. Through this curve, it was possible to evaluate
mechanical properties such as maximal deformation, rigidity,
resiliency and tenacity (Figure 1). The parameters were calcu-
lated by means of the Mathematics 2.2 software. After the
flexion assay, the femurs were standardized at 1.5 cm length
from the great trochanter and prepared for a quantitative analy-
sis of calcium and phosphorus. In each pot were placed two
bones, except in some cases in it was necessary to put three
bones. The right femurs were taken apart for common light
microscopy and electronic microscopy. After preparation, the
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modelo TestStart Il para ensaio mecéa-
nico. Os ossos foram apoiados em
suas extremidades, sobre dois supor-
tes distanciados 18mm. A velocidade
de aplicacao da carga foi 5mm/min e
utilizada célula de carga de 100 Kdf.
Para cada aumento de carga aplicada
no 0sso se obtém a deformagéao ge-
rada, o que possibilita a construcao
do gréfico carga versus deformacéao.
Através do gréafico foram analisadas
propriedades mecéanicas como: defor-
magao maxima, rigidez, resiliéncia e te-
nacidade (Figura 1). Os parametros
foram calculados usando o software
Mathematics, verséo 2.2. Apés o en-
saio de flexdo, os fémures foram pa-
dronizados em 1,5 cm de comprimen-
to, a partir do trocanter maior e prepa-
rados para anélise quantitativa de cél-
cio e fésforo. Em cada cadinho fo-
ram colocados dois 0ssos, exceto
em alguns casos em que foi neces-
sario colocar trés ossos. Os fému-
res direitos foram separados para
analise de microscopia de luz co-
mum e MEV. Apés o preparo das pe-
cas, foram realizados sete cortes se-
riados longitudinais (6 mm de espes-
sura) da regido proximal do fémur
usando micrétomo, sendo as lami-
nas coradas com Tricomico de Mas-
son (TM). Sequencialmente, foram
realizados dois cortes seriados de
50 mm de espessura, 0s quais fo-
ram preparados para serem anali-
sados por MEV. Foram ponderadas
as massas corporeas das ratas no
inicio e no final do experimento.

Para comparar as diferengas de mas-
sas corporeas das ratas foi utilizado teste
T e para comparar as variaveis mecani-
cas e a quantidade de material mineral 6s-
seo (célcio e fésforo) entre os grupos es-
tudados foi aplicada a andlise de variancia
(ANOVA). Os dados submetidos a anali-

se estatistica utilizaram niveis de significancia de 5%.

RESULTADOS

Primeira parte do estudo: No momento do sacrificio, ob-
servou-se um ganho significativo das massas corpdéreas
das ratas ovarectomizadas comparado com o das ratas

controle (Tabela 1).

Através da andlise quantitativa de célcio e fésforo dos fémures
dos animais dos dois grupos experimentais, observou-se que as
ratas do grupo controle apresentaram maior quantidade de célcio
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Figura 1 - Exemplo de gréfico carga versus
deformacéo. LP: limite proporcional (ponto
final da regido elastica); LR: limite de ruptura
(limite maximo),; area do triangulo O-A-LP:
resiliéncia; tangente do dngulo O: rigidez; area
total sob a curva O-LP-LR: tenacidade.
Figure 1 - Graphic example of load vs
deformation. LP: proportional limit (end point
of elastic region); LR: rupture limit (maximum
limit); triangle O-A-LP: resiliency; tangent
to O angle: rigidity; total drea under the
curve O-LP-LR: tenacity.
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Tabela 1 - Valores médios e desvios padrées
(DP) das massas corpéreas dos dois
grupos experimentais.

Table 1 - Mean and standard deviation (DP)
values of body mass of both experimental groups.
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Figura 2 - Quantidades de célcio e fésforo em
glkg dos grupos controle e ovarectomizado.
Figure 2 - Quantities of calcium and
phosphorus in g/kg of the control and

trabecullary plates.

pieces were cut longitudinally (6 mm
thick) from proximal femur region by
means of a microtome, and the flakes
stained with Masson Tricromion.

Sequentially, serial cuts were per-
formed at 50 im thick, and prepared
to be analyzed under electronic mi-
croscopy. The body mass were wei-
ghted from baseline to the end of the
experiment.

In order to compare the female rats
body mass it was used the T test; for
comparing mechanical variables and
bony mineral contents (calcium and
phosphorus) between the groups, the
variance analysis (ANOVA). Significan-
ce level was 5%.

RESULTS

First study part: at the time of
the sacrifice it was observed a signi-
ficant increase in body mass of ova-
rectomized female rats as shown in
(Table 1).

By means of a quantitative analysis
of calcium and phosphorus of the fe-
mur of animals from both experimental
groups, it was observed that rats from
control group had a higher amount of
calcium and phosphorus (average: cal-
cium, 180.59 g/kg, phosphorus 90 g/
kg) in comparison to the group of ova-
rectomized rats (average: calcium,
140.94 g/kg and phosphorus, 73.49 g/
kg). There was a 21.956% reduction in
calcium and 18.34% in phosphorus in
the ovarectomized rats in comparison
to the control ones (Figure 2).

By means of electronic microsco-
py it was possible to compare the
structural differences between femur
of control and ovarectomized groups
( Figures 3) shows the differences in

cancellous structures between the groups. Through the com-
parison it is possible to observe that the bony trabeculae in
ovarectomized female rats are more spaced and with redu-
ced conectivities in comparison to the normal rats group,
characterizing a larger bony reabsorption by osteoclasts in

Second part of the study: (Table 2) presents the mean
and SD values of the body mass measurements of female
rats in control and treated groups, in baseline and at the end
of the trial. Statistically significant differences (p= 0.005) in
body mass gain between both groups were observed, larger
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e fosforo (médias: 180,59 g/kg de célcio; 90
g/kg de fésforo) quando comparados com o
grupo de ratas ovarectomizadas (médias:
140,94 g/kg de célcio e 73,49 g/kg de fosfo-
ro). Ocorreu diminuigao de 21,956% de célcio
e 18,34% de fosforo nas ratas ovarectomiza-
das comparado com as ratas do grupo con-
trole (Figura 2).

Através da microscopia eletrénica de var-
redura foi possivel comparar as diferencas
estruturais dos fémures das ratas dos grupos
controle e ovarectomizado. A (Figura 3) mos-
tra as diferengas, entre os grupos, da estrutu-
ra trabecular dos fémures das ratas. Através
de comparacéo, é possivel observar que as
trabéculas 6sseas existentes no fémur de rata
ovarectomizada estao mais espagadas e com
suas conectividades reduzidas comparado
com o grupo de ratas normais, caracterizan-
do uma maior reabsorcao 6ssea pelos oste-
oclastos nas placas trabeculares.

Segunda parte do estudo:A (Tabela 2) mos-
tra os valores médios e DP das medidas de
massa corpérea das ratas dos grupos placebo
etratado no inicio e no final do experimento. Ob-
servam-se diferencas estatisticamente significa-
tivas (p = 0.005) no ganho de massa corpérea
entre os dois grupos, sendo maior nas ratas
pertencentes ao grupo placebo.

Através do ensaio de flexdo foi possivel
construir graficos de carga versus deforma-
¢ao (Figuras 4 e 5) e, assim, obter e comparar
os valores das propriedades mecanicas das
di&fises femorais dos ossos de diferentes gru-
pos experimentais. A tabela 3 mostra os valo-
res médios e os DP das propriedades mecé-
nicas dos fémures das ratas dos dois grupos
experimentais: placebo e tratado. Observa-
se que ndo ocorreram diferencas estatistica-
mente significativas quando relacionadas as
variaveis mecanicas e os grupos estudados (carga maxima
p=0,5603; deformagdo maxima p=0.1551; rigidez p=0.0546; re-
siliéncia p=0.5835; tenacidade p=0.2926).

As andlises quantitativas de calcio e fosforo realizadas mos-
traram que o grupo de ratas ovarectomizadas submetidas ao
tratamento de ultra-som de baixa intensidade alcangaram valo-
res n&o estatisticamente significativos comparado com os va-
lores obtidos nas ratas do grupo placebo (p = 0.734 para
célcio; p = 0.396 para fosforo). A tabela 4 mostra os valores de
célcio e fésforo dos dois grupos experimentais.

As figuras 6-AB e 6-CD comparam a regiao da cabeca femural
entre o grupo placebo e tratado. A coloragdo com tricrémico de
Masson possibilita estudar a idade éssea, sendo que 0ossos ma-
duros se coram em azul e 0s 0ss0s imaturos se coram em ver-
melho. E possivel observar que, no grupo placebo a matriz 6ssea
é predominantemente formada por osso maduro, ndo indicando
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Figura 3 - A) Microscopia eletrbnica
de varrredura da cabega femural de
rata controle; B) Microscopia
eletrbnica de varredura da cabega
femural de rata ovarectomizada.
Elipses indicam diferengas estruturais
entre os grupos. Observam-se poros
mais profundos e de maiores
dimensées no grupo ovarectomizado
comparado com grupo controle.
Aumento de 100x.

Figure 3 - A) Electronic microscopy of
control female rat femoral head; B)
Electronic microscopy of
ovarecnomized female rat femoral
head. The ellipsis indicate the structural
differences between the groups. Deeper
and larger dimension pores are
observed in the ovarectomized group in
comparison to the control group.
Magnification 100x.

in the control animals.

By means of the flexion assay it was
possible to plot curves load versus defor-
mation (Figures 4 and 5), so obtaining and
comparing the values of mechanical pro-
perties of femoral shafts from different ex-
perimental groups. Table 3 shows the mean
values and SD of mechanical properties of
female rats in both groups: control and tre-
ated. It is observed that there were no sta-
tistically significant differences when me-
chanical variables were compared (maxi-
mum load p = 0,5603, maximum defor-
mation p=0.1551,; rigidity p=0.0546; resi-
liency p=0.5835; tenacity p=0.2926).

The quantitative calcium and phospho-
rus analysis showed that the group of ova-
rectomized female rats that underwent low
intensity ultrasound treatment reached non-
statistically significant values in compari-
son to those found in control animals (cal-
cium, p=0.734, phosphorus, p=0.396).
(Table 4) shows calcium and phosphorus
values in both groups.

Figures 6-AB and 6-CD compare the
femoral head region between the control
and treated groups. Masson Tricromium
staining allows studying the bony age.
Mature bone is stained in blue and imma-
ture ones in red. It is possible to observe
that, in control group, bony matrix is pre-
dominantly formed by mature bone, without
indication of recent bony formation. In the
treated group, there are neo-bony formati-
on zones, indicating active osteoblasts.
The increase in the osteoblastic activity was
subjectively observed, without the use of
morphometric methods.

Images obtained by electronic micros-
copy show structural differences of the fe-
moral head region between control and treated group. It is
possible to observe structural differences between the expe-
rimental groups, with a larger loss of trabecullar bone in con-
trol group (Figures 7 and 8).

DISCUSSION

Ovarectomized female rats is an useful model due to pre-
senting biological mechanisms that are similar to those oc-
curring in osteoporotic women('"'¥._ This study showed that
the ovarian hormone deficiency for 30 days leads to bony
loss in mature female rats, and a body mass increase that is
statistically significant in comparison to the control group (p
< 0.05), supporting the literature reports showing that ovari-
ectomy causes metabolic changes responsible for a pro-
nounced increase in food intake and body mass (as a con-
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formagao Ossea recente. No grupo
tratado, observam-se regides com
neoformagéo éssea, o que indica os-
teoblastos ativos. O aumento da ati-
vidade osteobléastica foi subjetivamen-
te observado, néo se utilizando mé-
todos morfométricos.

As imagens obtidas por MEV
mostram as diferencas estruturais da
regido da cabeca femural entre os
grupos placebo e tratado. E possivel
observar diferencas estruturais entre
0S grupos experimentais, com maior
perda de osso trabecular no grupo
placebo (Figuras 7 e 8).

DISCUSSAO

A rata ovarectomizada ¢ um mo-
delo Util devido ao fato de apresentar
mecanismos bioldgicos similares
aqueles ocorridos em mulheres os-
teopordticas 4. O presente estudo
mostrou que a deficiéncia do hormo-
nio ovariano durante 30 dias promo-
ve perda éssea nas ratas maduras,
além de um ganho de massa corp6-
rea, estatisticamente significativo,
quando comparado com O grupo
controle (p < 0,05), corroborando
com os relatos da literatura que de-
monstraram que a ovarectomia pro-
voca alteragbes metabdlicas respon-
séveis pelo aumento pronunciado da
ingestéo alimentar e massa corpérea
(em conseqliéncia do aumento de
gordura corpérea)®©'89 0 ganho de
massa corpérea é maior em ratas
ovarectomizadas comparado com
ratas intactas mesmo em condicoes
similares de ingestéo alimentar®13.

Através da anélise por MEV foi
possivel observar diferencas estrutu-
rais entre os fémures dos grupos con-
trole e ovarectomizado. Estes acha-
dos roboram os estudos que tam-
bém observaram perda éssea trabe-
cular em consequéncia da caréncia
de horménio ovariano(87.18),

Apds analisar a eficiéncia do proto-
colo de ovarectomia, foi estudado o
efeito do ultra-som de baixa intensida-
de sobre 0ssos osteopénicos. Os nos-
sos resultados mostraram um ganho

de massa corporea estatisticamente significativo no grupo experi-
mental placebo (p = 0,005) quando comparado com o grupo trata-
do, 0 que estabelece uma correlagdo entre o ultra-som e um menor
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Tabela 2 - Valores médios e DP das medidas
corpéreas dos dois grupos experimentais.
Table 2 - Mean and DP values of body measures of
both experimental groups.
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Tabela 3 - Propriedades mecénicas dos fémures das
ratas dos dois grupos experimentais (média = DP).
Table 3 - Mechanical properties of female rats
femurs from both experimental groups (mean + DP).
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Tabela 4 - Valores médios e DP das quantidades de
calcio e fésforo dos fémures das ratas dos dois
grupos experimentais.

Table 4 - Mean and DP values of the amounts of
calcium and phosphorus of female rats femurs from
both experimental groups.
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Figure 4 - Gréfico FxD dos fémures das ratas
do grupo placebo (média + DP).
Figure 4 - FxD graphic of placebo group
female rats femurs (mean + SD).

sequence of increase of body
fat)®1819 The body mass increase
is higher in ovarectomized rats in
comparison to intact female rats in
similar food-intake conditions® 9,

By means of electronic micros-
copy analysis it was possible to
observe structural differences be-
tween the femurs of control and
ovarectomized groups. The findin-
gs support the results of studies
that also found trabecullar bone
loss in consequence of lack of ova-
rian hormone(-67.18),

After the analysis of the effici-
ency of the ovariectomy protocol,
it was studied the effect of low in-
tensity ultrasound on osteopenic
bones. Our results showed an in-
crease in body mass that was sta-
tistically significant in the control
group (p = 0.005) in comparison
to the treated group, establishing a
correlation between ultrasound and
a lower body mass increase. Ho-
wever, there were not found in the
literature works correlating ultra-
sound to body mass in ovarecto-
mized animals.

Flexion test results had no sta-
tistically significant differences (p >
0.05) in relation to the several stu-
died mechanic variables. The treat-
ment did not interfere in femoral
shaft mechanic properties. Ultra-
sound may have not stimulated an
increase in the bony mineral con-
tent, and consequently in femoral
shaft bony endurance, due to a lo-
wer change in bony metabolism in
regions with predominance of cor-
tical bone, making them less sen-
sitive to ultrasound stimuli.

Quantitative results of mineral
content did not show a significant
increase of calcium and phospho-
rus in osteopenic bone of female
rats treated with low intensity ultra-
sound in comparison to non-trea-
ted control female rats. Neverthe-
less this quantitative analysis failed
to show statistically significant di-
fferences (p > 0.05) in comparison
of the groups, qualitative findings

pointed to structural differences between the groups.

The histological analysis (stained with Masson Tricro-
mium) showed bony neoformation in the treated group which
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ganho de massa corpérea. No entan-

was not observed in the control

to, ndo foram encontrados na literatu-
ra trabalhos relacionando o ultra-som
a massa corpdrea em animais ova-
rectomizados.

Os resultados do teste de flexao
nao apresentaram diferencas signifi-
cativas (p > 0.05) quando relaciona-
das as variaveis mecanicas aos gru-
pos estudados. O tratamento ndo in-

Fowpa (M

group.

By means of electronic mi-
croscopy it could be noticed that
in the group treated with low in-
tensity ultrasound, bony micro-ar-
chitecture appears to be more
preserved than the one in the con-
trol group, with less bony trabe-
cullar loss, making it to appear as

terferiu nas propriedades mecéanicas
da diafise femural. O ultra-som talvez
nao tenha estimulado o aumento do
contelido mineral 6sseo e, conse-
quentemente, da forga 6ssea na diafi-
se femural devido a menor alteragéao
do metabolismo ésseo nas regioes
com predominancia de osso cortical,
0 que as torna menos sensiveis ao estimulo ultra-sdnico.

Os resultados quantitativos do conteddo mineral nao de-
monstraram um aumento significativo de calcio e fésforo nos
0ss0s osteopénicos das ratas tratadas com ultra-som de bai-
xa intensidade comparado com 0ssos de ratas nao tratadas.
Embora esta andlise quantitativa ndo tenha mostrado diferen-
cas estatisticamente significativas (p>0.05) ao comparar 0s
grupos experimentais, os achados qualitativos apontaram di-
ferengas estruturais entre 0s grupos.

Figura 6 - A-B) Fotomiografia de tecido 6sseo da regido proximal
do fémur de ratas do grupo placebo; setas indicam matriz éssea
formada por osso maduro (trabéculas totalmente coradas em
azul); C-D) Fotomiografia de tecido ésseo da regido proximal do
fémur de ratas do grupo tratado; as setas indicam neoformagao
ossea (regides trabeculares coradas em vermelho). Corte
longitudinal. Coloragdo TM. Aumento de 160x.

Figure 6 - A-B) Photomicrography of placebo group female rats

proximal femur bony tissue; arrows indicate bony matrix formed by

mature bone (completely stained in blue); C-D) Photomicrography
of treated group female rats proximal femur bony tissue; arrows
indicate bony neoformation (trabecullary region stained in red).
Sagittal cut. Staining: TM. Magnification 160x.
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Figura 5 - Gréfico FxD dos fémures das ratas
do grupo tratado (média = DP).
Figure 5 - FxD graphic of treated group
female rats femurs (mean + SD).

more dense.

From the quantitative and qua-
litative obtained data, it can be
presumed that treatment with low
intensity ultrasound in osteopenic
bone lead to an improvement in
the bony trabecullate. Qualitative
results showed a slight improve-
ment of the architecture of treated bone. However, this incre-
ase and/or preservation of the mineral content was not quan-

NI

Figura 7 - A) Microscopia eletrbnica de varredura da cabega
femural de rata do grupo placebo; B) Foto da cabega femural do
grupo tratado. Elipses indicam a diferenca estrutural entre os
grupos. Pode-se observar, no grupo placebo, trabeculado ésseo
mais separados. Aumento 100x.

Figure 7 - A) Electronic microscopy of placebo group female rat
femoral head; B) Photography of femoral head of the treated
group. Ellipsis indicate the structural difference between the
groups. It can be observed in group placebo a more scarce bony
trabecullate. Magnification 100x.
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Figura 8 - A) Microscopia eletrbnica de varredura da cabega

femural de rata grupo placebo. As setas indicam maior destruigcdo
da microarquitetura 6ssea comparado com o grupo tratado,; B)
Microscopia eletrénica de varredura da cabecga femural de rata

grupo tratado. Aumento 200x.

Figure 8 - A) Electronic microscopy of placebo group female rat
femoral head. Arrows indicate a larger destruction of bony micro-
architecture in comparison to the treated group; B) Electronic
mycroscopy of treated group female rat femoral head.

Magnification 200x.
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A andlise histolégica (coloragao com Tricrbmico de Mas-
son) mostrou a ocorréncia de neoformagéo éssea no grupo
tratado, a qual nao foi observado no grupo placebo.

Através da MEV p&de-se notar que, no grupo tratado com
ultra-som de baixa intensidade, a microarquitetura 6ssea apa-
renta estar mais preservada que a do grupo sem tratamento,
com uma menor perda de trabeculado ésseo, o que torna o
seu aspecto mais denso.

Através dos resultados quantitativos e qualitativos obtidos pode-
se presumir que o tratamento com ultra-som de baixa intensidade em
0ss0s osteopénicos propiciou uma melhora do trabeculado ésseo.
Os resultados qualitativos mostraram uma discreta melhora da ar-
quitetura dos ossos submetidos ao tratamento. No entanto, este
aumento e/ou preservagéo do contetido mineral ndo foi observado
de forma quantitativa. Assim, pode-se supor que a andlise quantita-
tiva ndo tenha apontado diferencas devido ao fato de existir grande
quantidade de tecido neoformado, o qual ainda ndo esta totalmente
mineralizado™'?. Talvez a duragéo do tratamento com ultra-som de
baixa intensidade nao tenha sido suficiente para possibilitar a total
mineralizacao das regides estimuladas, o que nao permitiu observar
estas altera¢des de forma quantitativa.
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