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RESUMO

O tecido 6sseo é frequentemente lesado, ocorrendo fraturas que podem ser completas ou
incompletas. A presenca de osteopenia ou osteoporose podem facilitar a ocorréncia destas fraturas.
A regeneracédo do tecido 6sseo é determinada pela proliferacdo celular e deposicao de sais de calcio,
que restabelecerdo sua arquitetura e funcionalidade. O processo bioldgico de reparo 6sseo pode
ocorrer lentamente (retardo de consolidag&o) ou ndo se desenvolver (pseudoartrose), resultando em
deficiéncia ou incapacidade para o individuo (DOBLARE et al., 2004). A resposta de reparo 6sseo
pode ser acentuada pela estimulacao fisica, tanto mecéanica quanto eletromagnética. H4 evidéncias
de que o ultrassom de baixa poténcia pode acelerar a regeneracdo 6ssea. Este trabalho objetivou
verificar a implicagdo do ultrassom de baixa poténcia no defeito dsseo, criado experimentalmente, em
tibias de ratos sob auséncia de carga. Trinta Rattus novergicus albinus, Wistar adultos, divididos em:
G1 (n=10), sem suspensdo - 15 dias; G2 (n=10), suspenso pela cauda - 15 dias e G3 (n=10),
suspensos pela cauda - 36 dias, foram submetidos & osteotomia em ambas as tibias e a aplicacéo do
ultrassom pulsado de baixa poténcia, freqiiéncia de 1 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30mW/cm?, nas
tibias direitas por 12 sessfes de 20 minutos. Para andlise utilizou-se sistema digital Digora®. O
resultado ndo demonstrou diferenca significativa, na variavel estudada, ao comparar os lados tratados
com os controles de cada grupo. A literatura relata uma aceleracao da formacéo do calo ésseo pelo
ultrassom, mas, nosso trabalho ndo evidenciou este fato, talvez pelo menor tempo de tratamento com
relagdo aos trabalhos encontrados na literatura, assim como, pelo tipo de variavel analisada em
nosso estudo e pela técnica utilizada para analise desta variavel.

PALAVRAS-CHAVE: Auséncia de peso; Densidade O4ssea; Doencas Osseas metabdlicas;
Estimulacao fisica; Osteotomia.
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INTRODUCAO E OBJETIVO

O osso € um tecido vivo que se renova permanentemente durante a vida
toda. Essa renovacdo deve-se as células O0sseas responsaveis pela atividade de
formacao (osteoblastos) e de reabsorcéo (osteoclastos) (GUYTON, 1997; ROBBINS,
1993). Um dos fatores responsaveis pela manutencdo do metabolismo mineral
normal dos ossos é a compressao longitudinal exercida sobre eles, produzida pelo
efeito da gravidade sobre o arcabouco. A presséo estimula o crescimento 6sseo por
aposicdo. A descarga de peso resulta em maior espessura do 0SSO e maior
densidade (MCARDLE et al., 2003), assim, para 0 0sso ter uma boa resisténcia, é
importante uma tensdo adequada, visto que um 0sso subtensionado pode se tornar
enfraquecido (HAYES; CARTER, 1979 apud GUIRRO, 1995).

Um ambiente desprovido de estimulos mecanicos produz efeitos diretos na
estrutura 0ssea e altera sua funcao (HOLICK, 1998; SHIMANO, 2006), destarte a
auséncia de carga mecanica promove reabsorcdo O0ssea aumentada reduzindo
assim a massa 0ssea (RUBIN et al., 1985; TURNER et al., 1994), podendo levar a
ocorréncia de osteopenia ou osteoporose.

Varias enfermidades acometem os animais (como luxacdo coxofemoral)
provocando perda de marcha e prejudicando a manutencdo do metabolismo mineral
0sseo e consequentemente a qualidade dos ossos (ALBUQUERQUE SOUZA;
TUDURY, 2003); estas caracteristicas podem levar a fratura.

A remodelacdo éssea e sua estimulacdo sdo motivos de um grande namero
de estudos, com interesse focado principalmente, nos fatores capazes de acelerar a
osteointegracdo, promovendo uma maior rapidez na reabilitacdo do paciente.
Estudos demonstram que a resposta de reparo 0sseo pode ser acentuada pela
estimulacéo fisica, tanto mecéanica quanto eletromagnética (LIND; BUNGER, 2001).
Nesta linha ha evidéncias de que o ultrassom de baixa intensidade pode acelerar a
regeneracdo 6ssea (COLOMBO, 1992; DUARTE, 1977 apud RENNO et al., 2002;
DYSON; BROOKES, 1983; DUARTE; XAVIER, 1983 apud DOUAT, 2004).

Considerando a grande ocorréncia de fraturas em individuos e animais
debilitados e que na literatura encontram-se poucos trabalhos relacionando auséncia

de carga e seu processo de reparacao 0ssea € objetivo deste estudo realizar andlise
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radiografica em tibias de ratos osteotomizadas, submetidos a auséncia de carga e a
aplicacbes de ultrassom, tendo como hip6tese que o0 ultrassom promove a

aceleracdo do processo de osteogénese.

METODOLOGIA

Grupos Experimentais

Apés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo n° 2007-
002868), foram utilizados trinta ratos machos, da raca Rattus novergicus albinus,
variedade Wistar adultos (348+14g), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aracatuba -
SP.

Os animais foram divididos em trés grupos de 10 animais. No Grupol (G1)
0s animais foram submetidos a cirurgia para osteotomia; permaneceram livres em
gaiolas individuais por 15 dias e concomitantemente foram tratados. No Grupo2 (G2)
os animais foram submetidos a cirurgia para osteotomia e suspensos pela cauda por
15 dias e, concomitantemente, tratados com Ultrassom. No Grupo3 (G3) os animais
foram suspensos pela cauda e apés 21 dias de suspensao submetidos a cirurgia

para osteotomia e novamente suspensos por 15 dias e tratados com Ultrassom.

Cirurgia

A osteotomia foi realizada em ambas as tibias, em regido diafisaria média,
sob anestesia geral com Ketamina (30mg/kg) e Xilazina (3mg/kg), via intramuscular.
ApOs a anestesia a superficie anterior da pata posterior direita e esquerda do animal,
na regido do terco médio, foi submetida a tricotomia seguida de anti-sepsia da regiao
com etanol 70%. A pele foi incisada no sentido longitudinal da tibia, os muasculos
afastados com pinga para permitir acesso, entao as fraturas foram feitas por meio de
osteotomia por perfuragdo, com broca cirdrgica para 0sso contra-angulo de 2 mm,
acoplada a motor de baixa rotacdo (uso odontoldgico), passando pelo peridsteo,
cortical 6ssea, até atingir o endosteo. Apdés a perfuracdo, o tecido muscular foi

reposicionado e a pele suturada.
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Apébs a cirurgia, para analgesia pds-operatoria, 0s animais receberam uma
dose de Buprenorfina, (0,05 mg/kg 0,02 ml de 12 em 12 h) via subcutanea por trés
dias, e receberam Pentabidtico (0,035ml) uma vez apds cirurgia como profilaxia

antimicrobiana.

Técnica de Suspenséo

A técnica de suspenséo, que € proposta para simular auséncia de carga ou
ambiente de “microgravidade” (SILVA & VOLPON, 2004), provocando diminui¢ao
das propriedades mecanicas do osso (SHIMANO, 2006), foi realizada com os
animais anestesiados com Ketamina (30mg/kg) e Xilazina (3mg/kg), via
intramuscular, semelhantemente a técnica de suspenséao utilizada por VICENTINI et
al. (2007), divergindo no preparo da cauda do animal, que em nosso estudo foi
lavada com sabonete liquido anti-séptico e substituida a tintura de Benjoin por

lodopovedine topico.

Tratamento com Ultrassom

Os animais foram imobilizados manualmente durante a terapia e apenas o
membro direito de ambos os grupos foi tratado com Ultrassom pulsado de baixa
poténcia, frequiéncia de 1 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30mW/cm?, por 12 sessdes de
20 minutos cada, servindo o membro esquerdo como controle. O protocolo de
tratamento iniciou no segundo dia apés a cirurgia para osteotomia. As aplicacdes
foram executadas de forma padronizada, ocorrendo, a primeira, 48 horas apés a
osteotomia, com intervalo de 1 dia ap0s 6 sessdes consecutivas, cumprindo-se um
total de 12 sessdes de tratamento.

No 16° dia pOs-operatério (pOs-osteotomia), o0s animais foram
anestesiados com Ketamina e Xilazina e entdo eutanasiados com Pentobarbital 1,5

ml (Tiopental®) intravenoso e suas tibias foram retiradas para anélise densitométrica.
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Image J

Ao término do experimento os animais foram anestesiados com Ketamina e
Xilazina e entdo eutanasiados com Pentobarbital 1,5 ml (Tiopental®) intravenoso e
suas tibias foram desarticuladas, removidas, dissecadas e submetidas a analise.

As tibias foram radiografadas por meio do aparelho de raios X GE-100
(General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 60 Kvp, 8mA, 0,2 segundos, com
distancia foco-filme de 20 cm e com incidéncia do foco de radiagédo perpendicular ao
plano do filme-objeto. As imagens digitais, das tibias e de sua identificacdo junto a
uma escada de aluminio, foram obtidas através de placa oOptica do sistema digital
Digora® (Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). A escada de aluminio foi
usada como referencial densitométrico, de 9 degraus, cada degrau com 5x25mm? de
area. As placas opticas foram entdo colocadas em scanner a laser do proprio
equipamento Digora®, lidas e enviadas ao programa computacional do sistema
Digora® (LOUZADA et al., 1998; SALZEDAS et al., 2006). As imagens digitalizadas
foram transferidas para um microcomputador e salvas com extensdo TIFF para
serem utilizadas pelo programa computacional Image J (livre pela internet). O
programa computacional Image J® foi utilizado para avaliar em area pré estabelecida
o nivel de densidade, em tons de cinza, das tibias e dos degraus da escada de
aluminio. Os valores das tibias foram convertidos para valores relativos a espessura
em milimetros de aluminio (mmAl), através do programa computacional Excel®.
Desta maneira, a densidade 6ssea serd expressa em equivalente de Aluminio
(mmaAl).

Andalise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo Teste T de
Student, pareado (mesmo grupo), com o programa GraphPad Instat®.
Os resultados foram todos apresentados como média + desvio padrdo. O

nivel de significancia utilizado foi de 5% em todas as analises (p < 0,05).
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RESULTADOS

A Densidade Ossea, mensurada no defeito 6sseo, em milimetros de
Aluminio esta exposta, para cada Grupo em ambas as tibias, na Tabela 1.

Os resultados da andlise densitométrica, pelo sistema digital Digora®, nédo
demonstraram diferencas significativas (p > 0.05) entre as tibias tratadas e controle

de cada grupo, indicando assim que o ultrassom nao interveio na qualidade mineral

ossea.

Tabela 1: Média e desvio padrdo da Densidade Ossea (mm Al)
observadas na tibia tratada e controle dos ratos dos
grupos 1, 2 e 3; Andlise realizada pelo sistema digital
Digora®

DENSIDADE OSSEA (mm Al)
GRUPO TRATADA CONTROLE
Gl 1,17 +0,17° 1,19+0,10°
G2 1,43+0,18° 1,46 +0,28°
G3 1,12 +0,27° 1,24 +0,23°
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, teste de Tukey (P > 0,05).
DISCUSSAO

Carvalho e Cliquet Jr. (2003) analisando a acao do ultrassom pulsado de
baixa poténcia durante 20 dias consecutivos, por 20 minutos diarios, na regiao
proximal dos fémures de ratas osteopénicas, evidenciaram uma melhora da
arquitetura dos ossos (andlise qualitativa), mas ndo do conteido mineral (andlise
quantitativa), supondo que a andlise quantitativa ndo tenha apontado diferencas
devido ao fato de existir grande quantidade de tecido neoformado, o qual ainda néo
esta totalmente mineralizado. Ainda de acordo com este trabalho, talvez a duragéo
do tratamento com ultrassom de baixa intensidade nao tenha sido suficiente para
possibilitar a total mineralizacdo das regides estimuladas, o que n&o possibilitou
alteracOes de forma quantitativa.

O estudo realizado por Warden et al. (2006) investigou o efeito do ultrassom
sobre o reparo 6sseo de fratura em fémur de ratos, em 2 grupos experimentais de

25 dias e 40 dias, submetidos a osteotomia e tratados com ultrassom durante 16 e
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27 dias respectivamente; o tratamento tinha duracédo de 20 minutos por sesséo, era

realizado 5 vezes por semana somente em um dos fémures, o contralateral serviu
como controle .O grupo experimental de 25 dias ndo apresentou diferencas
significativas, entre os fémures tratados e controle, nas analises densitométricas e
biomecanicas; diferentemente do grupo experimental de 40 dias, que teve uma
aumento de 14,3% no CMO e 25,8% na Area Ossea ao comparar os fémures
tratados com os controles (Analise Densitométrica — DEXA). Estes achados reforcam
a justificativa, de que em nosso trabalho ndo foi encontrada influéncia do ultrassom
de baixa intensidade, devido ao pequeno nimero de sessfes de tratamento.
Compartilhamos que em nosso trabalho, no momento da dissecagéo das
tibias observou-se uma diminuicdo da coloracdo na musculatura que envolvia a tibia
tratada, comparado com a da tibia controle, sugestiva de necrose. Este dado sugere
a necessidade da realizacdo de um estudo direcionado a obtencdo do efeito
secundario do ultrassom pulsado de baixa intensidade, frequéncia de 1 MHz, ciclo

de trabalho 1:4, 30mW/cm?, na musculatura adjacente a regi&o 6ssea tratada.

CONCLUSAO

Os resultados ndo demonstraram diferengcas significativas, na variavel
estudada, ao comparar as tibias tratadas com as controle de cada grupo. A literatura
relata uma aceleracdo da formacdo do calo ésseo pelo ultrassom, mas, nosso
trabalho n&o evidenciou este fato, podendo ser justificado pelo menor tempo de
tratamento com relagdo aos trabalhos encontrados na literatura, assim como, pelo

tipo de variavel analisada em nosso estudo.
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