Ana Cristina Kodama

EFEITOS DO ULTRA-SOM PULSADO DE BAIXA
INTENSIDADE EM UM MODELO OSSEO DE
RATAS OVARECTOMIZADAS ANALISADOS POR
MEIO DO ENSAIO DE FLEXO-COMPRESSADO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacao Interunidades em
Bioengenharia — Escola de Engenharia de
Sao Carlos/ Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica de Séao
Carlos da Universidade de Sao Paulo, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo
de Mestre em Bioengenharia.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Manuel
Domingos de Almeida Rollo

Sao Carlos
2003



Dedico este trabalho aos meus pais Saeko e Kenitiro
pelo apoio e incentivo em todos os projetos da minha vida.

Meus eternos agradecimentos!



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Jodo Manuel D. de Almeida Rollo, pelos valiosos
ensinamentos, incentivos e apoio dado nos momentos em que mais precisei.

Ao Prof. Dr. Antbnio Carlos Shimano, pela inestimavel participacdo na
concretizacdo deste estudo.

Ao Prof. Dr. José Carlos Pereira, que contribuiu fortemente nesta etapa da
minha vida.

Ao Prof. Dr. Orivaldo Lopes da Silva, pelas sugestbes e ajuda durante a
realizacao deste trabalho.

Ao Nelson, que me auxiliou desde os primeiros contatos com 0s animais até as
etapas experimentais finais.

As secretarias Janete e Teresinha, sempre muito prestativas e dedicadas. A
Melaine pela boa vontade sempre.

Ao Méario Gazziro, pela atencao e assisténcia nas calibra¢cées do equipamento.
Ao Gercilei, pela orientacdo nas analises estatisticas.

A grande amiga Alessandra, companheira de estrada, que compartilhou todas
as dificuldades e alegrias.

A todos os amigos da pds-graduacdo pelos bons momentos de convivio, em
especial a Carla, Tatiana, Elizete, Ana Paula, Leandra e Tais, que de uma
forma ou de outra me ajudaram.

Aos meus pais, por toda uma vida de amor e dedicagéo.

Aos meus queridos irmaos Flavio e Ulisses, pela assisténcia mesmo a distancia
e também por sua dedicacao.

Ao meu namorado Edis, pelo amor e cumplicidade sempre.

A Deus.



RESUMO

KODAMA, A. C. (2003). Efeitos do ultra-som pulsado de baixa intensidade em
um modelo 6sseo de ratas ovarectomizadas analisados por meio do ensaio de
flexo-compresséo. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de S&o
Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2003.

O o0sso é um tecido dindmico que remodela em resposta a um estimulo
mecanico aplicado. O ultra-som pulsado de baixa intensidade consiste da
propagacdo de ondas de energia mecanica e o propoésito desta investigacao foi
analisar seus efeitos em um modelo 6sseo de ratas ovarectomizadas por meio
do ensaio de flexo-compressdo. O estudo foi composto por 28 ratas Wistar,
com peso médio de 251,4 gramas. Os animais foram divididos em 3 grupos: 10
animais ovarectomizados, tratados com ultra-som (grupo tratado), 9 animais
ovarectomizados para controle (grupo ovarectomizado) e 9 animais intactos
gue nado sofreram nenhum tipo de intervencao (grupo intacto). No grupo tratado
as aplicacbes do ultra-som foram iniciadas no 1" dia ap6s a cirurgia de
ovarectomia, extendendo-se por 9 semanas, 6 dias por semana, durante 20
minutos diarios. Por meio do ensaio de flexo-compressdo, realizado na
extremidade proximal dos fémures, foi avaliado o limite maximo. A deformacéo
do limite maximo nédo foi alterada nos diferentes grupos. No entanto, a média
da carga do limite méximo do grupo ovarectomizado foi significativamente
menor quando comparada com 0s grupos intacto e tratado, e entre oS grupos
intacto e tratado as médias ndo foram estatisticamente diferentes, sugerindo
que apesar do grupo tratado também ter sido submetido a ovarectomia, a
média da carga do limite maximo foi semelhante a do grupo intacto pela
influéncia do ultra-som. Estes resultados fornecem indicios de que a perda de
massa Ossea provocou diminuicdo da carga do limite maximo e que a
estimulacdo com ultra-som pulsado de baixa intensidade em fémures de ratas

ovarectomizadas contribuiu na preservacao deste parametro mecanico.

Palavras-chave: ultra-som de baixa intensidade; ovarectomia; ratas; flexo-

compressao.



ABSTRACT

KODAMA, A. C. (2003). Lowintensity pulsed ultrasound effects on a bone
pattern of ovariectomized female rats analyzed through flexion-compression
test. Dissertation (Mastership) — Escola de Engenharia de S&o Carlos/
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2003.

Bone is a dynamic tissue, which remodels to applied mechanical stimuli. The
low-intensity pulsed ultrasound consists on the propagation of waves of
mechanical energy and the motivation of this study was to analyze its effects on
a ovariectomized female rat bone model through flexion-compression test. The
study was carried out with 28 female Wistar rats with 251,4 grams average
weight. The animals were divided in 3 groups: 10 ovariectomized rats exposed
to ultrasound (treated animals), 9 control ovariectomized animals
(ovariectomized group) and 9 intact animals that did not suffer any kind of
intervention (intact group). In the treated group, the ultrasound exposition was
initiated on the first day after the surgery, and it was extended for 9 weeks, 6
days per week, during 20 minutes per day. Through the flexion-compression
test, carried out on the femurs proximal extremity, the maximum limit was
evaluated. The maximum limit deformation wasn’t altered in these different
groups. Though, the maximum limit load average in the ovariectomized group
was significantly lower when compared to the intact and treated groups, and
between the intact and treated groups, the average wasn't statistically different,
suggesting that despite of the treated group was submitted to ovariectomy, the
average value of the load maximum limit was similar to the intact group by the
ultrasound influence. These results were indications that the loss of bone mass
caused the load maximum limit decreasing and that the low-intensity pulsed
ultrasound stimulation on femurs of ovariectomized female rats contributed to

the preservation of this mechanical parameter.

Key words: low-intensity ultrasound; ovariectomy; rats; flexion-compression.
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1 INTRODUCAO

O osso € um tecido metabolicamente ativo e sob condi¢cdes normais de
remodelamento, a formagcdo Ossea e a reabsorcdo no esqueleto adulto sdo
formidavelmente acopladas de maneira que a formacgéo éssea final equivale a
sua reabsorcao final (KAPLAN, 1995).

AlteracBes nessa homeostasia esquelética podem ocorrer por VAarios
fatores e sdo conhecidas como doencas 6sseas metabdlicas (KAPLAN et al.,
1994).

A osteoporose é a doenca 0ssea metabdlica mais comum, caracterizada
pela densidade diminuida do osso normalmente mineralizado. Como o nome
indica, 0 0sso torna-se anormalmente poroso e fino. A massa éssea reduzida
enfraquece a forca mecanica suportada pelo 0sso, tornando-o assim muito
mais facil de se fraturar, freqientemente com pequeno ou nenhum trauma
(KAPLAN, 1995).

Nas ultimas duas décadas a osteoporose foi amplamente reconhecida
como um problema de saude publica (OSTEOPOROSE..., 1997) e pode
adquirir propor¢des ainda mais preocupantes devido a previsdo do aumento do
namero de idosos e as crescentes incidéncias de fraturas osteoporoticas
(CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991).

Desta forma, destaca-se a importancia da prevencao e de tratamentos
para a perda de massa 6ssea. Além dos tratamentos existentes, que s&o
predominantemente farmacolégicos, outras formas de tratamentos nao
invasivos, ndo medicamentosos, como por exemplo o ultra-som pulsado de
baixa intensidade, poderdo se tornar aliados no combate da perda 6ssea.

O ultra-som pulsado de baixa intensidade consiste da propagacdo de
ondas de energia mecéanica (LEWIN e ZISKIN, 1993). O tratamento potencial

da perda 6ssea por este recurso é baseado em principios biomecanicos, pois o



0ss0 é um tecido dindmico que remodela em resposta a um estimulo mecéanico
aplicado (WARDEN et al., 2001b).

A efetividade do ultra-som pulsado de baixa intensidade, como um
estimulador mecéanico osteogénico, esta clara em casos de pseudoartroses e
fraturas. Outras aplicacbes do ultra-som em estruturas 6sseas tém sido
pesquisadas, como em artrodese (GAMA, 2002; GLAZER et al.,, 1998) e
alongamento 6sseo (SHIMAZAKI et al., 2000), com resultados promissores.

A influéncia do ultra-som na osteopenia e osteoporose foi pouco
estudada e existe contradicdo nos resultados obtidos. Desta forma, é
importante explorar mais a sua atuacéo potencial na perda de massa 0ssea.

Para analisar as respostas 0sseas aos novos tratamentos da perda de
massa 0ssea, assim como para estudar as repercussées da deficiéncia do
horménio ovariano sobre o sistema esquelético, pode ser utilizado o modelo de

ratas ovarectomizadas, que possui grande aceitacao.



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos do ultra-som pulsado com
intensidade baixa de 38,7 mW/cm? freqiiéncia fundamental de 1,5 MHz,
largura do pulso de 200 is e frequéncia de pulsos de 1,0 kHz, em um modelo
0sseo de ratas ovarectomizadas por meio do ensaio de flexo-compressao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 0sso

O o0sso € um tecido conjuntivo dinAmico que prové suporte para 0 corpo
contra forcas externas (gravidade), age como um sistema de alavancas para
transferir forcas musculares, fornece protecdo para 6rgaos internos vitais, além
de possuir funcdes fisiolégicas atuando como reservatério de ions
(homeostasia mineral) e na formacédo de células sanguineas (hematopoiese)
(NIGG e GRIMSTON, 1994).

Constitui-se de elementos organicos (células e matriz) e de elementos
inorganicos (minerais). Em relagdo ao peso, aproximadamente 70% do tecido
correspondem ao componente inorganico, a agua compreende de 5 a 8% e a
matriz organica compde o restante, em torno de 22 a 25% (EINHORN, 1996a).
A matriz organica é constituida principalmente por colageno (95%) e por
proteinas ndo colagenosas, jA 0 componente inorganico consiste de
hidroxiapatita, um mineral macro-cristalino insoltvel, inicialmente depositado na
matriz organica como sais de fosfato de calcio e, mais tarde transformado em
cristais de apatita (KAPLAN, 1995).

A maior parte do célcio € armazenada no 0sso, ou seja, 99% do calcio
total do corpo encontram-se no esqueleto. Outros minerais como o fésforo,
sodio, potassio e magnésio também sédo armazenados na estrutura 6ssea. O
calcio é fundamental para varios processos metabdlicos vitais e a manutencdo
de sua homeostasia no plasma tem mais prioridade que a necessidade de
calcio do osso. Entre os hormdnios que regulam o balanco de calcio no plasma
estdo os horménios de crescimento, reprodutivos, paratireoidiano, calcitonina e
a vitamina D (NIGG e GRIMSTON, 1994).



Os minerais depositados no 0sso sdo 0s responsaveis pela forca
suportada pelo osso, sua dureza e rigidez, enquanto as fibras de colageno

estdo relacionadas com a flexibilidade do osso.

3.1.1 Estrutura 6ssea

O esqueleto adulto humano é constituido por 206 0ssos, que variam na
sua forma, tamanho e posicdo. A classificacdo dos 0ssos mais comum €
aguela baseada na sua forma e, assim, tem-se a divisdo do esqueleto em
ossos longos, planos, curtos, irregulares, pneuméaticos e sesamoéides
(DANGELO e FATTINI, 2002).

Os o0ssos longos sao aqueles que apresentam um comprimento
consideravelmente maior que a largura e espessura como, por exemplo, o
fémur, a tibia, o umero e as falanges. Os 0ssos planos sdo 0s que apresentam
comprimento e largura equivalentes, com pequena espessura. Os 0ssos do
cranio e a escapula constituem-se em exemplos deles.

Quando o comprimento, largura e espessura sao equivalentes, 0s 0Ss0s
sdo denominados de curtos, como 0 € caso dos 0ssos do carpo e do tarso.
Existem também o0ssos que ndo encontram correspondéncia em formas
geométricas conhecidas e sao classificados como 0ssos irregulares, como as
vértebras.

A presenca de cavidades contendo ar € caracteristica de alguns 0ssos
do cranio, como o frontal, sendo estes denominados de pneumaticos. Alguns
tenddes ou capsula fibrosa desenvolvem na sua substéncia ossos sesamoides.
A patela € um exemplo tipico de osso sesamaide intratendineo.

Apesar dos varios formatos e tamanhos dos 0ssos, existe uma outra
classificacdo macroscopica que divide o esqueleto em dois componentes
estruturais: 0sso cortical e 0sso esponjoso (Figura 1).

Também denominado de compacto, o osso cortical € um material denso
encontrado nas paredes das diéfises e recobrindo as superficies externas de
ossos (NIGG e GRIMSTON, 1994). E limitado externamente pelo periosteo,
que é importante durante o crescimento e reparo de fraturas, e na sua porgcao

interna, pelo endésteo.
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Figura 1- Representacdo do osso cortical e trabecular.
Fonte- Disponivel em: <http://www.medes.fr/Eristo/Osteoporosis/BonePhysiology.html>.
Acesso em: 26 set. 2003.

O osso cortical corresponde a 80% do volume do esqueleto enquanto o
0SSO esponjoso corresponde a apenas 20%. Apesar desta predominancia,
apenas 50% da atividade metabdlica ocorrem no osso cortical. Os sistemas
Harversianos (6steons), que compdem 0 0sso cortical, sdo constituidos por
elementos tubulares compostos por lamelas dispostas concentricamente ao
redor de um canal central (Harversiano) contendo vasos sanguineos. A menor
atividade metabdlica do osso cortical € devido a sua organizagdo espacial em
sistemas Harversianos que fornece uma superficie coberta por células
relativamente pequena, em contraste com 0 0SSO eSponjoso que pPossui uma
grande superficie coberta por células.

O 0ss0 esponjoso, ou trabecular, consiste de trabéculas com espessura
variando entre 50 a 400 um (ERIKSEN et al., 1993), e possui, entre as
trabéculas, espacos irregulares ligados entre si, reduzindo assim o peso do
0sso (NIGG e GRIMSTON, 1994). As trabéculas se interconectam formando
uma rede adequada para resistir as cargas mecanicas (OSTEOPOROSE...,

1997). O osso trabecular é encontrado nos corpos vertebrais, nas epifises de



0ssos longos, em 0ssos curtos e entre as duas camadas de 0sso compacto
gue formam os 0ssos planos (NIGG e GRIMSTON, 1994).

3.1.2 Células Osseas

O o0sso é composto por quatro tipos diferentes de células: os
osteoblastos, o0s osteoclastos, as células Osseas de revestimento e o0s
ostedcitos. Os trés primeiros tipos celulares estdo presentes na superficie
0ssea e 0s ostedcitos ficam no interior da matriz mineralizada. Células
osteoprogenitoras locais ddo origem aos osteoblastos, ostedcitos e as células
O0sseas de revestimento, enquanto os osteoclastos sdo formados a partir da
fusdo de precursores mononucleares (MARKS e HERMEY, 1996). Diversos
fatores induzem o processo de diferenciacdo de células Osseas, entre eles
incluem as proteinas morfogenéticas do osso, fatores de crescimento e
citoquinas (KAPLAN et al., 1994).

Os osteoblastos possuem um aparelho de Golgi proeminente e um
citoplasma rico em reticulo endoplasméatico rugoso, e tém como funcédo a
formacdo de o0sso, sendo responsaveis pela producdo da matriz Ossea.
Secretam o colageno tipo | e proteinas ndo colagenosas da matriz dssea
(MARKS e HERMEY, 1996).

Apés a sintese e liberagdo do coldgeno para o espaco extracelular
adjacente pelos osteoblastos, as fibrilas de colageno se alinham em arranjos
regulares e produzem a matriz organica chamada de ostedide. No interior do
ostedide, o ion calcio é depositado como massas amorfas de fosfato de calcio.
A segquir, ions hidréxido e bicarbonato sdo gradualmente adicionados a fase
mineral e cristais de hidroxiapatita maduros sdo formados (LIAN e STEIN,
1996).

O osteoblasto apdés ser envolto pela matriz éssea, que se torna
mineralizada, € chamado de ostedcito. Os ostedcitos e osteoblastos tem
processos celulares extensos que projetam dentro de canaliculos que
estabelecem contato e comunicacdo entre ostedcitos adjacentes e canais
centrais de O6steons. A distribuicdo dos ostedcitos, assim como a ligacao

existente entre eles, indica que existe uma organizacao para servir como um



sistema que ajuda na comunicacdo de sinais de for¢ca e deformagéo e na
regulacédo do metabolismo do tecido (KAPLAN et al., 1994).

Células de revestimento 0Osseo sao células alongadas e inativas,
possuem poucas organelas citoplasmaticas e recobrem a superficie dssea. A
funcéo dessas células ainda é pouco conhecida, mas tem sido especulado que
as células de revestimento podem ser precursores de osteoblastos (MARKS e
HERMEY, 1996).

Os osteoclastos sdo células gigantes, multinucleadas, responsaveis pela
reabsorcdo O0ssea, ou seja, realizam a digestdo da matriz mineral e organica.
Seu citoplasma contém abundantes mitocondrias, vacuolos e vesiculas
envolvidas no processo de reabsorcdo 6ssea. Componentes como o calcio e o
fosfato, durante o processo de reabsorcdo Ossea, sdo liberados para a
circulacdo ou séo utilizados localmente como agentes de acoplamento entre a
formacéo e a reabsorcéo 6ssea (OSTEOPOROSE..., 1997).

3.1.3 Remodelamento 6sseo

O remodelamento Osseo caracteriza-se por ser um processo ciclico,
responsavel pela renovacao do osso ao longo da vida e, desta forma, preserva
a integridade mecanica do esqueleto (ERIKSEN et al., 1993). Estima-se que no
adulto aproximadamente 25% do osso trabecular e 3% do 0sso cortical sejam
renovados anualmente (DEMPSTER, 1995).

O fenbmeno de remodelamento ocorre em discretas unidades, e 0 seu
inicio, chamado de ativacdo, depende da retracdo das células de revestimento
gue normalmente recobrem a superficie do osso. Com a superficie livre ocorre
a fixacdo de precursores mononucleados de osteoclastos, que se unem para
dar origem aos osteoclastos diferenciados. Estes realizam a reabsorcédo 0ssea
por um periodo acima de uma ou duas semanas, e depois de completada essa
fase, os osteoclastos deixam o local de reabsor¢cdo e s&@o substituidos por
células mononucleares que auxiliam no preparo das superficies lacunares para
a formacdo do novo 0sso e convocam 0S precursores de osteoblastos.
Inversdo é o nome que se da a essa fase, visto que a regido de reabsor¢éo

torna-se de formacdo Ossea. Com a presenca dos osteoblastos ocorre o



preenchimento das cavidades deixadas pelos osteoclastos com matriz organica
nova, também conhecida como ostedide, que apos 25 a 30 dias torna-se
mineralizada (DEMPSTER e LINDSAY, 1993). A mineralizacdo do ostedide
comecga rapidamente, de forma que 3/4 sdo mineralizados dentro de poucos
dias. No entanto, sdo necessarios alguns meses para o ostedide tornar-se
completamente mineralizado (KANIS, 1996). O vciclo completo de
remodelamento (Figura 2) € de alguns meses (DEMPSTER e LINDSAY, 1993).

Hesarption Reversal

Vo e

Regorption
Roversal [Cutiing
Bona)

Farmation
(Slosing
Cona}

Resting

Figura 2- Ciclo de remodelamento 6sseo: A) em 0sso trabecular; B) em osso cortical.
Fonte- DEMPSTER, D.W. (1995)

A sincronia entre as atividades celulares osteoblasticas e osteoclasticas
denomina-se fendbmeno de acoplamento e garante a reposicdo do osso durante
a formacéo d6ssea subsequente a remocao (ERIKSEN et al., 1993). Acredita-se
que certos componentes auxiliam nesse acoplamento como as proteinas
guimiotaxicas e morfogenéticas (fatores de crescimento) liberadas durante a
reabsorcdo Ossea. Essas proteinas sdo capazes de recrutar células
osteoprogenitoras para os sitios de formacdo Ossea e induzir a diferenciacéo
até osteoblastos e ostedcitos (OSTEOPOROSE..., 1997). O estimulo mecéanico
de células 6sseas também parece importante nesse processo de acoplamento
(ERIKSEN et al., 1993).
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3.1.4 Propriedade elétrica do tecido 6sseo

A estrutura, a organizacdo e o remodelamento ésseo sdo determinados,
pelo menos parcialmente, por meio mecanico (EINHORN, 1996b). A
osteoporose por desuso, caracterizada pela perda de massa 6ssea em
decorréncia de inatividade muscular e reducédo de carga no osso (UHTHOFF e
JAWORSKI, 1978), € um exemplo claro da necessidade de estimulos
mecanicos para manutencao do metabolismo mineral 6sseo normal.

O o0sso, ao receber um estimulo mecanico, gera potenciais elétricos de
dois tipos: o potencial de corrente (ou fluxo) e o potencial piezoelétrico. A
geracdo desses potenciais representa a conversao direta da energia mecanica
em energia elétrica, fendbmeno este conhecido como piezoeletricidade
(KAPLAN et al., 1994).

A piezoeletricidade do osso foi descoberta em 1957 por Fukada. O efeito
piezoelétrico direto é aquele observado em um material, quando este material
produz, sob carga mecéanica, uma polarizacédo elétrica, convertendo, portanto, a
energia mecanica em energia elétrica. A piezoeletricidade inversa ocorre
guando o processo € invertido, isto é, se for aplicado um campo elétrico a um
material piezoelétrico, este se deformard mecanicamente (XAVIER e DUARTE,
1983).

Assim, ao se aplicar uma carga mecanica no 0sso, ocorre a deformacgao
nos componentes organicos do material (a matriz organica do osso é composta
principalmente por colageno), que gera potenciais elétricos (KAPLAN et al.,
1994). Os potenciais elétricos funcionam como um sistema sinalizador para as
células adjacentes (os osteoblastos e o0s osteoclastos), instruindo-as a
aumentar/ diminuir a formacéo do tecido, ou a aumentar/ diminuir a absorgcéo
de tecido, como uma resposta ao estimulo mecanico imposto (CHARMAN,
1996). Este é o mecanismo de geracdo do potencial piezoelétrico.

O potencial de corrente, também gerado em decorréncia da aplicacao de
um estimulo mecénico, resulta do fluxo do fluido eletrolitico produzido pela
deformacdo do material. Esse tipo de potencial pode ser detectado pelos
ostedcitos (KAPLAN et al., 1994), que sé@o considerados as principais células

mecanosensitivas do 0sso. Ao se aplicar uma for¢ca sobre o 0sso, ocorre um
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fluxo de fluido no sistema canalicular, que estimula os ostedcitos a produzirem
fatores que, por sua vez, estimulam o metabolismo ésseo (KLEIN-NULEND et
al., 1995 apud EINHORN, 1996Db).

3.2 Osteoporose

O envelhecimento populacional esta se dando de forma extremamente
rapida, de modo que, a propor¢ao de idosos em 2050 devera alcancar 15% da
populacdo, segundo estimativas (CHAIMOWICZ, 1997). Com isso, a incidéncia
de multiplas doencas associadas com a idade avancada, como a osteoporose,
tendera a aumentar (CARNEIRO, 2000).

Osteoporose € uma doenca sistémica caracterizada por reducdo da
massa 0ssea e deterioracdo microarquiteturial do tecido 6sseo, que leva a um
aumento da fragilidade 6ssea e a um consequiente aumento do risco de fratura
(Figura 3) (CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991).

A osteopenia, ou massa 0ssea reduzida, significa um 0sso ou esqueleto
com menos tecido 6sseo que o normal (FROST e JEE, 1992).

Figura 3- llustracédo de osso trabecular: A) normal; B) osteoporético.
Fonte- Disponivel em: <http://www.med.uni-jena.de/.../sprechs
tunde.htm>. Acesso em: 20 jul. 2003.



12

Além de ser responsavel por um elevado nimero de mortalidade e
morbidade, a osteoporose causa ao ser humano ndo sO problemas
relacionados a saude, mas também problemas de carater socio-econdmico,
envolvendo muitos gastos médicos (CONSENSUS DEVELOPMENT
CONFERENCE, 1991).

No Brasil esta patologia atinge 25% a 30% das mulheres brancas
durante a pés-menopausa e 40% a 60% dos individuos com mais de 60 anos
de idade (CARNEIRO, 2001).

Estimativas mostram que esta doenca afeta 75 milhdes de pessoas nos
Estados Unidos, Europa e Japdo, acometendo uma a cada trés mulheres apos
a menopausa e a maioria dos idosos (CONSENSUS DEVELOPMENT
CONFERENCE, 1991). Com o aumento da expectativa de vida da populagéo
estima-se que o numero de individuos americanos com osteoporose aumentara
de 28 milhdes para 41 milhdes em 2015 (HIGHTOWER, 2000).

Clinicamente, a osteoporose sem fratura associada geralmente né&o
apresenta sintomas (AVIOLI e KLEEREKOPER, 1998), sendo também
conhecida como epidemia silenciosa ou ladrédo silencioso (KANIS, 1996).
Quando a osteoporose é complicada por uma fratura, os sintomas s&o
decorrentes da fratura em si (AVIOLLI e KLEEREKOPER, 1998). As
microfraturas, provenientes de microdanos, também podem ser as
responsaveis pela queixa de dor na osteoporose (GALI, 2001).

Tem-se mostrado que microdanos ocorrem no esqueleto e que eles
podem contribuir para a fragilidade 6ssea (JOHNSTON e SLEMENDA, 1995).
Os microdanos ocorrem em qualquer material estrutural quando este é
submetido a cargas submaximas repetidas (RECKER, 1996).

O processo de remodelamento 6sseo € o mecanismo pelo qual 0 0sso
pode reparar a regido lesada sem perda de sua integridade estrutural. No
entanto, com o envelhecimento ou certas doengas, pode ocorrer o acumulo de
microdanos nao reparados, e desta forma aumentar a fragilidade &ssea
(NAGARAJA, LAIB e GULDBERG, 2003), levando a diminuicdo da
competéncia mecanica do 0sso.

Ainda ndo se sabe quanto da fragilidade do esqueleto na osteoporose é
devido a acumulacdo de quantidades excessivas de microdanos (RECKER,

1996). Acredita-se que em pacientes osteoporoticos, o esqueleto possui um
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risco maior de sofrer microdanos. Com a diminuicdo da massa Ossea as
tensbes induzidas pelas atividades sdo maiores (KANIS, 1996) e certas
mudancas no remodelamento presentes nesses pacientes poderiam resultar
em uma reparagao ineficaz ou retardada dos microdanos.

Provavelmente o inicio dos microdanos € a nivel molecular e
posteriormente podem tornar-se fendas que se propagam (RECKER, 1996). As
fendas podem atravessar as estruturas trabeculares e gerar microfraturas,
sendo estas encontradas mais freqientemente em 0ssos osteoporoticos. Na
coluna, as microfraturas sdo preferencialmente encontradas nas trabéculas
verticais, presumivelmente devido ao aumento de suporte de tensdo pelas
trabéculas residuais (KANIS, 1996). As microfraturas sao caracterizadas pela
presenca de microcalos, que sédo similares aos das fraturas de ossos longos

(Figura 4) (KAPLAN et al, 1994).

Figura 4 Microestrutura que mostra a presenca de formacgéo de calos ao redor de
microfraturas no osso trabecular do colo femoral (como indicada pelas setas).
Pode-se observar que as microfraturas sdo mais evidentes nas trabéculas
verticais.

Fonte- KANIS, J.A. (1996)

As fraturas osteoporoéticas afetam um grande segmento da populacdo e
os locais mais frequentemente acometidos sdo a coluna vertebral, a
extremidade distal do radio e a extremidade proximal do fémur (Figura 5)
(RENNO et al., 2001).

As fraturas de vértebras muitas vezes ocorrem espontaneamente ou

decorrente de um trauma minimo como numa ac¢ao de levantar ou durante uma
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tosse (KANIS, 1996) e pode levar a perda de estatura, cifose e dor crbnica nas
costas (DEMPSTER e LINDSAY, 1993).

Em geral, as fraturas do terco distal do radio sdo causadas por uma
gueda sobre a mao estendida e raramente sdo fatais ou necessitam
hospitalizacdo. No entanto sao fraturas dolorosas, que normalmente requerem
uma ou mais reducdes e necessitam ser estabilizadas com gesso (KANIS,
1996).

A fratura osteoporética mais severa é a do terco proximal do fémur,
responsavel pela maior parte da mortalidade e morbidade da osteoporose,
sendo a principal causa de incapacidade na idade avancada (CONSENSUS
DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991). Uma média de 24% dos pacientes
com fraturas de quadril e com mais de 50 anos morre dentro de um ano apés a
fratura, 25% dos pacientes com fratura de quadril requerem cuidados especiais
por longo prazo e somente um terco recupera inteiramente o nivel de
independéncia igual ao que possuia antes da fratura (GALI, 2001). Acima de
90% das fraturas de quadril estdo associadas com quedas a partir da posicao
em pé (HAYES e MYERS, 1995).

Figura 5- Locais mais acometidos por fraturas osteoporéticas: 1) coluna vertebral,
2) extremidade proximal do fémur, 3) extremidade distal do radio.
Fonte- PEEL e EASTELL (1995)

Apesar da osteoporose atingir ambos o0s sexos, as fraturas

osteoporoéticas sdo mais comuns nas mulheres devido ao seu menor pico de
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massa 6ssea em relacdo aos homens, a perda acelerada de massa 6ssea a
partir da menopausa, a maior probabilidade de queda nas mulheres acima dos
70 anos de idade e também em decorréncia da maior longevidade das
mulheres (OSTEOPOROSE..., 1997).

A densidade 6ssea € o principal determinante do risco de fratura de um
individuo (PEEL e EASTELL, 1995). Para evitar os efeitos potencialmente
devastadores da osteoporose € preciso avaliar, especialmente antes que
gualquer fratura e deformidade ocorram, a densidade 6ssea em pacientes de
alto risco (KAPLAN, 1995), como mulheres com deficiéncia estrogénica,
evidéncias de anormalidades vertebrais, pacientes submetidos a terapia com
glicocorticéide por tempo prolongado e pacientes com hiperparatireoidismo
primario ou outras doencas associadas com alto risco desenvolver a
osteoporose. A realizacdo da densitometria 6ssea também € importante para
monitorar mudancas na massa 0Ossea em decorréncia de uma terapia
medicamentosa para tratamento da osteoporose (IQBAL, 2000).

Existem muitas técnicas para medida da densidade mineral éssea, as
mais usadas incluem as densitometrias de féton Unico (SPA) e de duplo féton
(DPA), as densitometrias de energia Unica de raios-x (SXA) e de dupla energia
de raios-x (DXA), tomografia computadorizada quantitativa e ultra-som
guantitativo (IQBAL, 2000). Atualmente a DXA €& a mais empregada (GALI,
2001).

A maioria das técnicas densitométricas fornece a densidade mineral
6ssea expressa em g/cm? para uma regido de interesse. A densidade mineral
Ossea obtida é classificada de acordo com os desvios padrdo da média do
adulto jovem de referéncia. A comparacado da densidade mineral éssea com a
populagdo harmonizada, ou seja, do mesmo sexo, raca, idade e peso do
paciente estudado, mostra como esta densidade se apresenta em funcao do
gue ela deveria ser no momento da realizacdo do exame (OSTEOPOROSE...,
1997).

Para interpretacdo dos resultados da densitometria Ossea, a
Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu 4 categorias diagnosticas para
mulheres (WHO, 1994):
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Normal: o valor da densidade mineral 6ssea (DMO) ou conteudo mineral
0sseo (CMO) encontra-se dentro de 1,0 desvio padrdao da média do
adulto jovem de referéncia.

Osteopenia: o valor de DMO ou CMO esta entre 1,0 e 2,5 desvios
padrao abaixo da média do adulto jovem.

Osteoporose: o valor de DMO ou CMO encontra-se 2,5 desvios padrdo
ou mais abaixo da média do adulto jovem.

Osteoporose severa: o valor de DMO ou CMO encontra-se mais que 2,5
desvios padrdo abaixo da média do adulto jovem na presenca de uma

ou mais fraturas por trauma minimo.

3.2.1 Patogénese da osteoporose

A perda de massa 6ssea relacionada a idade, que ocorre em ambos 0s
sSexos, e a perda 6ssea que ocorre apds a menopausa Sao as principais causas
da osteoporose. O o0sso € um tecido metabolicamente ativo, sendo
continuamente remodelado durante a vida adulta por um equilibrio dinamico
entre os osteoclastos e os osteoblastos. Na osteoporose ha um desequilibrio
entre a reabsorcao e a formacéo 6ssea (MANOLAGAS e JILKA, 1995).

Entretanto a quantidade de massa 6ssea de um individuo idoso néo
esta relacionada somente com a perda de massa 0ssea durante o final da vida
adulta, mas também ¢é dependente da massa Oéssea adquirida até a
maturidade. Além desses fatores, certas condicdbes ou doencas, como
exposicao excessiva a glicocorticoides, hipertireoidismo, mieloma mudltiplo e
imobilizacdo, podem levar a perda de massa 0ssea e causar osteoporose
(CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991).

O pico de massa Ossea € a quantidade maxima de massa 0ssea que 0
individuo acumula desde o nascimento até a maturidade do esqueleto (OTT,
1990), e ha contradicdes em relacdo a0 momento em que o0 pico de massa
0ssea € atingido. Alguns acreditam que seja proximo dos vinte anos enguanto
outros sugerem que ele seja alcancado em torno da terceira ou quarta décadas
de vida (KANIS, 1996). Diversos fatores influenciam a obtencdo do pico de

massa Ossea, podendo levar a formacdo de um baixo pico e predispor o
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individuo a osteoporose. Entre os fatores estdo 0s genéticos, os raciais, a dieta
alimentar e a atividade fisica (CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL, 2001).

O hormoénio estrogeno possui importante funcdo na homeostase do
esqueleto, regulacdo da frequéncia de novos ciclos de remodelamento e no
equilibrio entre formacdo e reabsor¢cdo oOssea (LINDSAY, 1995). Os
osteoblastos possuem receptores de estrogeno e com a ligacdo receptor-
horménio ocorre a liberacdo de mediadores quimicos que inibem a atividade de
osteoclastos (IQBAL, 2000).

A deficiéncia estrogénica causa aumento da ativacdo da frequéncia de
novos ciclos de remodelamento (KANIS, 1996), torna o0s osteoclastos
hiperativos e capazes de penetrar profundamente dentro de placas esponjosas,
perfurando-as (DEMPSTER e LINDSAY, 1993). Assim, com a diminui¢ao deste
hormoénio, as trabéculas 0sseas ficam mais separadas, mais porosas, com a
conectividade reduzida, e a diminuicdo na espessura do 0sso cortical que
ocorre de forma gradual com o avancar da idade é acelerada (DEMPSTER,
1995).

O esqueleto torna-se mais sensivel ao horménio paratiredideo com a
deficiéncia estrogénica e isso também pode explicar a perda de massa 0ssea
em mulheres na poés-menopausa (IQBAL, 2000). H& muitas evidéncias que
sugerem que a producdo anormal de interleucina-6, que € um fator capaz de
estimular atividade e o desenvolvimento de osteoclastos, pode estar associada
com um aumento na reabsorcdo de massa 0ssea na osteoporose por
deficiéncia estrogénica (KANIS, 1996).

Ao contrario da perda 6ssea ap0s a menopausa que esta associada a
uma excessiva atividade osteoclastica, a perda 6ssea relacionada a idade esta
associada a uma diminuicdo da funcdo dos osteoblastos (DEMPSTER e
LINDSAY, 1993).

A ruptura trabecular e a perda mineral 0ssea relacionada a idade s&o
provavelmente mediadas, pelo menos em parte, por fatores hormonais e
nutricionais que interferem na regulacdo da homeostasia do célcio, como o
horménio paratiredideo, calcitonina, deficiéncia de vitamina D e calcio. Niveis
de metabdlitos de vitamina D no plasma diminuem com o envelhecimento e
acredita-se que esta diminuicao esteja relacionada a uma menor exposicao aos

raios do sol, reducdo na ingestédo alimentar de vitamina D e na absorcdo desta
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pelo intestino, e capacidade diminuida da pele de produzir esta vitamina em
resposta a luz ultravioleta (BLUMSOHN e EASTELL, 1995). A deficiéncia da
vitamina D resulta em wuma diminuicio na absorcdo de calcio e
consequentemente ha um aumento nos niveis do hormonio paratiredideo que
leva a uma reabsorcéo 6ssea (IQBAL, 2000).

A deficiéncia crénica de célcio pode levar ao desenvolvimento da
osteoporose, visto que o organismo direciona o metabolismo desse ion visando
a manutencdo de suas concentracdes plasméaticas, muito mais do que para
manter a integridade do esqueleto (NORDIN, 1997).

3.2.2 Tratamentos

A osteoporose precisa ser tratada para ndo adquirir proporcdes
epidémicas. Uma pequena diminuicdo da taxa de perda 0ssea pode levar a
uma diminuicdo significativa no namero de fraturas por osteoporose, além
disso, a manutencdo da massa 0Ossea € mais facil que a sua restauracao.
Assim, destaca-se a importancia de tratamento preventivo da perda éssea
(DEQUEKER, 1994; RIGGS e MELTON IIl, 1995).

Sabe-se que a densidade mineral 6ssea € o resultado do pico de massa
Ossea alcancado e a subsequiente perda 6ssea. Assim, uma das maneiras de
prevenir a osteoporose € aumentando o0 pico de massa 0Ossea durante o
crescimento (SAMBROOK e LEONG, 1997), através de fatores como
adequada nutricdo, atividade fisica regular e evitar habitos como o de fumar
(KANIS e WHO, 1994). Outra forma de prevencao é evitar a perda 6ssea apos
a menopausa, e quando ja instalada a osteoporose, deve-se prevenir a perda
ossea adicional (SAMBROOK e LEONG, 1997).

Tanto na fase profildtica como no tratamento da osteoporose ja
estabelecida, varios regimes medicamentosos podem ser usados e de modo
geral podem ser divididos em duas categorias de acordo com o seu modo de
acdo: agentes estimulantes da osteogénese ou antiabsortivos, que inibem a
reabsorcao 0ssea.

O estrogeno é utlizado para tratamento da osteoporose e para

prevencdo da perda de massa 6ssea em mulheres na pos-menopausa ou com
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funcdo ovariana prejudicada (CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL, 2001).
Uma preocupacdo proveniente da terapia de reposicdo hormonal € uma
possivel conexdo desta com o risco de cancer de mama e endometrial (NOBEL
SYMPOSIUM, 2000).

Entre as outras opcdes farmacoldgicas para o0 tratamento e/ou
prevencao da osteoporose estdo o alendronato, calcitonina, raloxifeno, fluoride,
bifosfonatos, suplemento de célcio e vitamina D (IQBAL, 2000). A maioria das
medicacbes para a osteoporose estabelecida agem principalmente para
prevenir a perda Ossea adicional, sendo geralmente observado apenas um
modesto aumento na densidade 6ssea (SAMBROOK e LEONG, 1997).

O tratamento para osteoporose em homens é pouco pesquisado, mas
evidéncias sugerem que baixa dose de estrégeno, calcitonina, bifosfonatos e
fluorides podem agir do mesmo modo que nas mulheres. No entanto, nenhuma
medicacdo para osteoporose, que tem sido aprovada pelo 6rgdo americano
Food and Drug Administration para mulheres ap6s a menopausa, foi aprovada
para homens (IQBAL, 2000).

Intervengbes mecéanicas tem sido estudadas como tratamento potencial
da perda de massa 6ssea. Como exemplo, podemos citar um recente estudo
gue ao analisar a influéncia de vibragcbes mecanicas, geradas por um vibrador
acoplado a uma plataforma, de baixa intensidade e alta freqiéncia sobre a
estrutura 0ssea de ratas ovarectomizadas mostrou que € possivel a obtencéo
de efeitos benéficos com a aplicacdo de cargas mecanicas na preservacao da
massa 6ssea (OXLUND et al., 2003).

Um outro tipo de intervengcdo mecéanica que tem sido pesquisado e que
também possui um potencial para o tratamento da perda de massa 0ssea € o
ultra-som pulsado de baixa intensidade. Este recurso fornece energia mecanica
na regido estimulada e possui a vantagem de nao ter efeitos colaterais muitas
vezes presentes em tratamentos farmacoldgicos. A melhor exploracdo desta
intervencao podera culminar com o seu auxilio no combate da osteoporose no

futuro.
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3.2.3 A perdade massa 6ssea em ratas

Para o estudo de novos tratamentos, assim como para melhor
compreensao das alteragcbes causadas pela osteoporose ou osteopenia,
frequentemente sao utilizados animais.

Um modelo animal de perda Ossea precisa ter as caracteristicas da
reducdo da massa Ossea e seqielas semelhantes as dos humanos (KALU,
1991). Segundo Frost e Jee (1992), os principais mecanismos biol6gicos
responsaveis pelo ganho e perda da massa Ossea durante o crescimento
normal e na vida adulta, assim como na osteoporose, S40 0S mesmos em ratos
e humanos. De maneira similar as mulheres apdés a menopausa, ratas
ovarectomizadas apresentam uma alteragdo na formacdo e na reabsorgéo
0ssea, com um turnover (velocidade de remodelamento) aumentado resultando
em perda 6ssea (THOMPSON et al., 1995).

A cirurgia de ovarectomia € o modelo mais popular para eventos
associados com a osteoporose poOs-menopausa, mas outros modelos de
osteopenia experimental sdo usados como a inducdo por glicocorticéide,
deficiéncia de vitaminas e célcio, imobilizacdo das patas do animal,
orquiectomia e envelhecimento (MILLER, BOWMAN e JEE, 1995).

Segundo Kalu (1991), apesar de ratas de 12 meses apresentarem
estabilidade no crescimento do esqueleto, essa idade é inconveniente devido o
alto custo de ratas idosas, sua disponibilidade ser limitada e ao longo periodo
necessario para que se manifestem os efeitos da ovarectomia sobre seus
0ssos. Em contraste, ratas de aproximadamente 3 meses de idade sé&o
facilmente disponiveis, ndo sdo muito caras, os efeitos da ovarectomia sobre o
esqueleto do animal se manifestam em 1 més ou menos apds a cirurgia e as
caracteristicas da perda sao similares ao modelo de rata idosa.

Li, Shen e Wronski (1997) analisaram as mudancas 0sseas da regiao do
colo femoral de ratas de 3 meses de idade apds a cirurgia de ovarectomia.
Utilizando a histomorfometria 0ssea quantitativa foi observado que a perda
Ossea trabecular nesse sitio foi estatisticamente significativa 30 dias apds a
ovarectomia, permanecendo relativamente moderada até os 3 meses apés a
cirurgia, tornando-se mais pronunciada posteriomente no decorrer do estudo,

gue analisou a perda éssea até 360 dias depois da cirurgia.
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Apés duas semanas de ovarectomia, Thompson et al. (1995)
observaram que houve uma diminuicdo significativa do volume do o0sso
trabecular da regido proximal da tibia de ratas devido a perda de trabéculas
individuais e afinamento 6sseo.

Dempster et al. (1995), no periodo de 40 dias ap0s a ovarectomia em
ratas de 6 meses de idade detectaram diminuicédo rapida do volume de 0sso
trabecular na regido proximal da tibia e da densidade mineral éssea no 0sso
trabecular distal do fémur. A perda Ossea trabecular foi o resultado da
diminuic&o de placas trabeculares e reducfes na conectividade.

Peng et al. (1994), utilizando 28 ratas de 3 meses de idade, observaram
gue 6 semanas apos a ovarectomia houve diminuicdo significativa do volume
0sseo trabecular quando comparado com o grupo controle submetido a
simulacéo da ovarectomia.

Em relacdo as diferentes linhagens de animais, existem estudos
utilizando ratas Wistar ovarectomizadas (HAIBO et al., 1998; KAASTAD et al.,
2001; KUBO et al.,, 1999; MEKRALDI et al.,, 2003) e ratas Sprague-Dawley
ovarectomizadas (DEMPSTER et al.,, 1995; LI, SHEN e WRONSKI, 1997;
MOSEKILDE et al., 1998; WRONSKI et al., 1989) como modelos de osteopenia

experimental.

3.2.4 Ainfluéncia da perda 6ssea na avaliagdo biomecénica

Os ensaios mecanicos permitem determinar propriedades mecanicas de
um material, podendo ser destrutivos ou ndo destrutivos. Na primeira categoria
ocorre a ruptura ou a inutilizagédo do material e alguns exemplos deste tipo de
ensaio sdo os de compressao, flexao, tracdo, torcado e fadiga. Os ensaios nao
destrutivos sao realizados com o uso, por exemplo, de raios-X, ultra-som, entre
outros (SOUZA, 1974).

Estudos sobre a perda de massa 6ssea muitas vezes utilizam em suas
analises os ensaios mecanicos destrutivos.

A presenca de uma relacdo entre densidade mineral 6ssea, medida pela
tomografia computadorizada, e forga mecéanica foi descrita por Alho, Husby e

Hgiseth (1988) em um estudo com 36 cadaveres. A realizagdo de ensaios
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mecanicos em fémures mostraram correlagdo muito significativa entre
densidade mineral Ossea trabecular das extremidades proximal e distal dos
fémures com o parametro forga maxima.

Na osteoporose as propriedades mecéanicas do 0sso podem ser afetadas
€ 0 0SSO ira se romper com cargas menores (EINHORN, 1992). Em diferentes
modelos experimentais de perda dssea foram observadas alteracbes da
resisténcia mecanica, com diminuicdo da carga de ruptura suportada pelo 0sso
(PENG et al., 1994).

Assim, Peng et al. (1994), utlizando animais orquiectomizados,
ovarectomizados e imobilizados, observaram por meio da histologia nas
regides distal do fémur e proximal da tibia que, apés 4, 6 e 3 semanas
respectivamente, todos os modelos levaram a diminuicdo do volume trabecular
comparado com os controles correspondentes. O ensaio mecanico da regiao
do colo femoral foi realizado, e para isto os fémures foram cortados exatamente
entre o meio e o tergo distal do corpo. Os ossos foram entéo inseridos em furos
existentes em uma placa do suporte de metilmetacrilato até o trocanter menor
de cada fémur entrar em contato com a placa. Para analisar a regido do colo
femoral a carga foi aplicada na cabeca do fémur, paralela ao corpo do fémur.
Os resultados mostraram que houve diminuicdo significativa na absorcédo de
energia e na carga maxima suportada pelo colo femoral nos diferentes modelos
de osteopenia, sugerindo, desta forma, que a capacidade do colo femoral de
resistir as cargas mecanicas fica comprometida (diminuida) na presenca de
uma massa 0ssea reduzida.

De maneira similar Oxlund et al. (2003), analisando a metafise distal do
fémur de ratas adultas por meio do teste de compressao, obtiveram, apds 3
meses de cirurgia de ovarectomia, diminuicdo de 23% na carga maxima do
grupo de ratas ovarectomizadas comparada com o grupo de ratas submetidas

a simulacéo da cirurgia.
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3.3 Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade

3.3.1 Caracteristicas do ultra-som

O ultra-som é wuma forma de energia mecanica transmitida
transcutaneamente por ondas de pressao acustica de alta frequéncia em
organismos biologicos. Ondas acusticas séo simplesmente vibracdes
organizadas das moléculas ou a&tomos de um meio capaz de favorecer a sua
propagacdo (CHRISTENSEN, 1988), podendo este ser um meio gasoso,
liquido ou sdlido (LOW e REED, 1994). A onda sonora é audivel pelo aparelho
auditivo humano quando possui frequéncia na faixa de 20 Hz a 20 kHz e ondas
acima deste limite, ndo audiveis, sdo denominadas ultra-sénicas.

Primeiramente o homem utilizou este recurso para desenvolver
equipamentos de emissdo e deteccdo de ondas ultra-sbnicas chamados de
Sonar, utilizados em navios para mapear o fundo do oceano ou perceber
corpos moveis com grande precisao (LUCENA, 1991).

O estudo do ultra-som se expandiu e atualmente sua aplicacdo pode ser
feita para varios propésitos como em odontologia, industrialmente em
processos de purificacdo e mistura e no campo da biologia.

Na area biologica, o ultra-som foi introduzido ha aproximadamente 70
anos, é amplamente utilizado e ainda existem indmeras pesquisas sendo
realizadas a fim de explorar mais 0 seu campo de atuacdo e também para
melhor compreensao de seus efeitos e de sua interacdo com o meio biolégico.

Na medicina o ultra-som € usado como recurso cirargico, sendo
necessario para isso intensidades muito elevadas de 5 a 300 W/cm?
(WELGUS, JEFFREY e EISEN, 1981), e como meio diagndstico para, por
exemplo, verificar o desenvolvimento fetal e fornecer imagens de 6érgdos vitais
(KAUFMAN e EINHORN, 1993). Ao contrario das intensidades cirargicas, para
diagndstico s&o utilizadas intensidades baixas de 1 a 50 mW/cm?.

Considerado um instrumento indispensavel por muitos fisioterapeutas, o
ultra-som é comumente empregado nessa area para auxiliar o tratamento de
disfungdes dos tecidos moles, incluindo contraturas articulares, tendinites,

bursites, espasmos musculo-esqueléticos e dor (LEWIN e ZISKIN, 1993).
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O equipamento de ultra-som terapéutico consiste em um gerador que
produz corrente elétrica alternada de alta frequiéncia, que a seguir € convertida
por um transdutor em vibragbes mecanicas ou acusticas. O transdutor é
composto basicamente por um cristal introduzido entre dois eletrédios, que faz
a conversao da voltagem alternada de alta freqiiéncia em vibracdes mecéanicas
pela inverséo do efeito piezoelétrico (LEHMANN e LATEUR, 1984).

Muitos tipos de cristais podem ser usados no transdutor, mas 0os mais
propicios sdo o quartzo, o qual € encontrado naturalmente, e alguns materiais
ceramicos sintéticos como o titanato de bario e o titanato zirconato de chumbo
(PZT) (LOW e REED, 1994).

Com relagdo aos mecanismos fisicos pelos quais o0 ultra-som
terapéutico induz respostas clinicamente significativas em tecidos bioldgicos,
podem ser classificados como térmicos e ndo térmicos, ou mecanicos
(DYSON, 1987; YOUNG, 1996). Conforme o tipo de onda utlizado pode
ocorrer a potencializacdo de um ou do outro efeito. Desta forma, o ultra-som
continuo caracteriza-se pela forte producdo de calor, que também esta
presente no pulsado, porém de forma reduzida, devido as interrupcdes
regulares na propagacao da onda (PATRICK, 1978).

Um outro ultra-som empregado clinicamente e de interesse nesse
estudo € o ultra-som pulsado de baixa intensidade. Essencialmente ndo ha
grande diferenca no circuito gerador do equipamento de ultra-som pulsado de
baixa intensidade e do ultra-som terapéutico, porém ha diferencas na forma de
ondas geradas, nos parametros utilizados.

A comparagdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade e o ultra-som
terapéutico mostra que a largura de pulso (200 ns) do primeiro é 10 vezes
menor que a largura de pulso encontrado em muitos equipamentos de ultra-
som terapéutico (2 ms).

A frequéncia fundamental do ultra-som de baixa intensidade comumente
utilizada é de 1,5 MHz, estando dentro do intervalo de freqtiéncia utilizado no
ultra-som terapéutico, que varia de 1 a 3 MHz. A atenuacdo aumenta com as
freqUiéncias maiores, assim a energia transmitida com 3 MHz é absorvida nos
tecidos superficiais enquanto a energia transmitida com frequéncias menores

penetra mais profundamente nos tecidos (LOW e REED, 1994)
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Ha grandes variacbes na poténcia e na intensidade entre o ultra-som
pulsado de baixa intensidade e o ultra-som terapéutico. Este ultimo gera
poténcia aclstica de 1 a 25 W e intensidade de 0,1 a 3 W/cm? (NYBORG e
WU, 1993), capaz de gerar efeito térmico. O ultra-som pulsado de baixa
intensidade gera poténcia em torno de 150 mW e intensidade em torno de 30
mW/cm?, estando esta dentro do intervalo de procedimentos diagnésticos,
considerado ndo térmico e ndo destrutivo. Sabe-se que a quantidade de
energia que é convertida em calor € proporcional & intensidade do ultra-som
(LOW e REED, 1994), assim intensidades baixas, menores que 100 mW/cm?
ndo causam efeito térmico (DINNO et al., 1989).

Duarte (1983) analisou a temperatura de 0ssos osteotomizados de
coelhos durante a estimulacdo com ultra-som pulsado de baixa intensidade e
encontrou um insignificante aumento de temperatura menor que 0,01°C,
constatando que o efeito da estimulacdo € de origem ndo térmica. Nas andlises
histologicas ndo houve evidéncias de neoformacéo 6ssea anormal.

Assim, a atuacdo ndo térmica e sim por mecanismo mecanico e o
fornecimento de ondas com alta freqiéncia e uma intensidade baixa,
caracterizam o ultra-som pulsado de baixa intensidade. Adicionalmente, a
auséncia de efeito térmico e cavitagdo permite uma estimulacdo prolongada
direcionada a um local especifico.

Este importante recurso € utilizado para acelerar a consolidacdo de
fraturas recentes e para o tratamento de pseudoartroses estabelecidas (RUBIN
et al, 2001). Ele fornece uma forca mecanica no sistema celular
(HADJIARGYROU et al., 1998; KRISTIANSEN et al.,, 1997), capaz de gerar
estimulos osteogénicos, através de respostas celulares (NARUSE et al., 2000).

Assim, com a estimulacdo ultra-sbnica, as cargas necessarias ao reparo
0sseo sao produzidas no 0sso por meio do efeito piezoelétrico, pois o ultra-som
pulsado atinge o 0SSO por uma sucessdo de impulsos, cada um deles
resultando em um sinal elétrico como resposta do 0sso, e 0 metabolismo 6sseo
é estimulado bioeletricamente (XAVIER e DUARTE, 1983).



26

3.3.2 Aplicacbes clinicas e em animais do ultra-som pulsado de baixa

intensidade

Os parametros do ultra-som pulsado de baixa intensidade foram
primeiramente estabelecidos por Duarte (1977, 1983). Muitas pesquisas foram
realizadas posteriomente e os parametros de 200 ps de largura de pulso,
frequéncia de pulsos de 1,0 kHz, freqiéncia fundamental de 1,5 MHz e
intensidade de 30 mW/cm?2 mostraram influenciar osteoblastos in vitro (ITO et
al., 2000; KOKUBO et al., 1999), acelerar a reparacdo de fraturas em animais
(PILLA et al.,, 1990; WANG et al.,, 1994), em humanos (COOK et al., 1997,
HECKMAN et al., 1994; KRISTIANSEN et al., 1997) e em casos de
pseudoartrose (MAYER, FRANKEL e RUTER, 2000). Na tentativa de
otimizacdo dos parametros foram realizados alguns estudos, que analisaram o
comprimento de onda, a frequéncia fundamental e de pulso (WANG et al.,
1994; JINGUSHI et al., 1998 apud RUBIN et al., 2001).

Wang et al. (1994), utilizando diferentes freqiéncias, analisaram a
influéncia do ultra-som pulsado de baixa intensidade em fraturas fechadas
bilaterais do eixo femoral de ratos Long Evans machos, estabilizadas com um
fio de Kirschner. O reparo da fratura foi avaliado no 21" dia pds-operatério por
radiografia, histologia e ensaio mecanico de torcdo. O efeito estimulador do
ultra-som no reparo de fraturas ndo foi inibido pela presenca de um dispositivo
interno metalico de fixagdo. Frequéncias de 1,5 MHz ou 0,5 MHz durante 200
ps repetidas com uma frequiéncia de 1,0 kHz e com intensidade de 30 mW/cm?
aceleraram com seguranca o reparo de fraturas dentro de 21 dias em um
modelo com fixacdo metdlica, mas o processo de restauracao foi melhor com a
frequéncia de 1,5 MHz.

Jingushi et al. (1998 apud Rubin et al., 2001) encontraram que pulsos
com 200 us foram mais efetivos para o tratamento de fraturas que 100 ou 400
us e a frequiéncia de pulsos de 1,0 kHz foi melhor que a de 2,0 kHz.

O pioneiro no estudo do ultra-som pulsado de baixa intensidade como
estimulador osteogénico foi Duarte (1977), que baseado nas propriedades
elétricas do tecido 6sseo (piezoeletricidade) investigou 0 uso desse ultra-som
na consolidacdo de fraturas 0sseas em coelhos. Realizou um defeito bilateral

na forma de furo em uma das corticais do fémur e fez uma osteotomia bilateral
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da fibula, estabelecendo, para cada tipo de fratura, um grupo de animais
controle e um grupo de animais tratado por ultra-som pulsado de baixa
intensidade. Através da area do calo formado e das andlises histolégicas e
radiograficas concluiu que o ultra-som acelerou a formagédo do calo 6sseo e
obteve em seu experimento ganho de tempo na consolidacdo de fraturas de
coelhos, sob estimulo do ultra-som, na ordem de 50%.

Xavier e Duarte (1983) realizaram a primeira investigacao clinica sobre
os efeitos do ultra-som com intensidade de 30 mW/cm? em pacientes
portadores de pseudoartrose. No periodo de 1979 a 1982, 27 pacientes do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP foram
submetidos a esse tratamento, e na maioria dos casos as aplicacdes foram
realizadas diariamente por 20 minutos. O indice de sucesso foi de 70% e o
tempo de estimulag&o variou de 45 a 120 dias.

O estudo de Heckman et al. (1994), randomizado, duplo-cego, avaliou o
efeito do ultra-som na cura de fraturas corticais, sendo examinadas 67 fraturas
de tibia aberta tipo-l ou fechada. Os critérios clinico e radiografico mostraram
uma diminuicdo de 154 para 96 dias (38%) no tempo de cura de fraturas do
grupo tratado com ultra-som ativo comparando-se com o grupo nao tratado
(placebo).

Kristiansen et al. (1997) também realizaram um grande estudo
randomizado, duplo-cego, para testar a eficacia do ultra-som pulsado de baixa
intensidade na reducdo do tempo de cura de fraturas distais do radio de 60
pacientes. No grupo placebo demorou em média 98 dias para ocorrer a
consolidacédo da fratura enquanto o grupo tratado com ultra-som ativo
necessitou de apenas 61 dias em média, ou seja, uma diminuicdo de 38% no
tempo de cura como encontrado no estudo de Heckman et al. (1994). Além do
beneficio na aceleracdo da cura das fraturas, ocorreu uma diminuicdo na perda
de reducdo da fratura durante a sua consolidacdo no grupo estimulado com
ultra-som ativo.

Cook et al. (1997) verificaram que o ultra-som pulsado de baixa
intensidade foi eficaz para acelerar a consolidacéo de fraturas, do 0sso cortical
e do osso trabecular, mesmo em fumantes. O tempo de consolidacdo de
fraturas de tibia foi 36% maior em pacientes fumantes comparado com

pacientes ndo fumantes, mostrando que o habito de fumar influi negativamente
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0 processo de consolidacéo de fraturas. Reducgdes significativas no tempo de
consolidacdo de fraturas da tibia e distal do radio foram observadas, para
fumantes e ndo fumantes, no grupo tratado com ultra-som ativo comparado
com o placebo. O tempo de consolidacdo da fratura tibial foi reduzido em 41%
em fumantes e 26% em nao fumantes com a aplicacdo do ultra-som ativo, e a
reducdo do tempo de consolidacdo na fratura distal do radio foi de 51% em
fumantes e 34% em nao fumantes.

Além dos beneficios na recuperacao de fraturas em pacientes fumantes,
o ultra-som pulsado de baixa intensidade aumenta a possibilidade de
consolidagcéo de fraturas em pacientes que possuem doencas ou que utilizam
medicamentos que a comprometem. Assim, a taxa de sucesso nha cura de
fraturas € de 92% em pacientes diabéticos, 95% em osteoporéticos, 92% em
alcodlatras e em dependentes de drogas, 86% em insuficiéncia vascular, 91%
em uso de esteréides, 89% com drogas antiinflamatérias nédo esterdides e 90%
com bloqueadores de canais de calcio (HADJIARGYROU et al., 1998).

Mayer, Frankel e Ruiter (2000) mostraram que em pacientes com
pseudoartrose e retardo de consolidacdo 6ssea que possuem doencas que
afetam o metabolismo 6sseo, o0 tratamento com ultra-som promove taxa de
consolidacdo baixa em doencas renais (76%) e insuficiéncia vascular (70%)
guando comparados com as taxas de consolidacdo satisfatorias em diabetes
(87%), em infeccgdes locais (100%) e em osteoporose (87%).

Estudos in vitro demonstraram que o ultra-som pulsado de baixa
intensidade aumentou a incorporagdo de célcio em culturas de células 6sseas
e cartilagens e modulou a atividade de adenilato ciclase e a sintese de fator
beta transformador do crescimento (TGF-&4) em células osteoblasticas (RYABY
et al., 1989 apud RUBIN et al.,, 2001; RYABY, MATHEW e DUARTE-ALVES,
1992 apud RUBIN et al., 2001).

Kokubo et al. (1999) aplicaram ultra-som de 30mW/cm?2, por 20 minutos,
em osteoblastos de camundongos a fim de verificar a sua influéncia na
prostaglandina E2 (PGEZ2), considerada um regulador importante da formagéo
0ssea. A exposicao ao ultra-som aumentou a producdo da PGE2 e estimulou a
expressdao de mRNA ciclooxigenase-2, uma enzima relacionada a producao da
PGE2.



29

Os efeitos de 20 minutos de estimulacdo ultra-sbnica de baixa
intensidade, com frequéncia fundamental de 1,5 MHz, freqiéncia de pulso de
1,0 kHz, foram investigados em células ST2, originadas do estroma da medula
O0ssea, em um estudo realizado por Naruse et al. (2000). Essas células
responderam ao ultra-som com niveis elevados de mRNAs de fator de
crescimento insulina (IGF), osteocalcina, sialoproteina 6ssea e também elevou
a expressao transitéria de mensageiro de ciclooxigenase-2. Os resultados
forneceram indicios de que o ultra-som induz uma reacé@o anabdlica de células
osteogénicas, levando a formacgéo da matriz 6ssea.

Ito et al. (2000) mostraram que o ultra-som de baixa intensidade e a 1,25
dihidroxivitamina D3 estimularam a secrecdo de fatores de crescimento em
culturas de osteoblastos humanos e em células endoteliais.

Diante da comprovagcao da eficacia do ultra-som pulsado de baixa
intensidade para acelerar o processo de consolidacdo de fraturas e para o
tratamento de pseudoartrose, e associado a isto, o fato do ultra-som funcionar
como um tipo de estimulo mecéanico osteogénico, outras pesquisas foram
conduzidas a fim de verificar outras aplicagdes potenciais deste recurso.

Assim, além de casos de pseudoartroses e fraturas, a estimulacdo 6ssea
com ultra-som foi realizada em artrodeses de coluna (GAMA, 2002; GLAZER et
al., 1998), em ossos de ratos em crescimento (SPADARO e ALBANESE,
1998), em alongamento 0sseo (SHIMAZAKI et al., 2000), e na osteoporose ou
osteopenia (ARAI et al.,, 1993; CARVALHO, 2001; WARDEN et al., 2001a;
WARDEN et al., 2001b).

Em casos de artrodeses, o ultra-som induziu 0 aumento da taxa de fusdo
espinhal de coelhos, melhorou as propriedades mecéanicas da regido da fusao
e aumentou a formacdo déssea (GLAZER et al., 1998). Resultados positivos
também foram observados em fusdo das vértebras atlas e axis de céaes
estimulada com ultra-som pulsado de baixa intensidade (GAMA, 2002).

O alongamento 6sseo da tibia de coelhos, realizado com fixador externo
unilateral, também foi beneficiado com a estimulagdo com ultra-som pulsado de
baixa intensidade. A area do calo duro, como mostrado pela radiografia, a
densidade mineral Ossea e a analise do ensaio de tor¢cdo foram
significativamente maiores no grupo tratado com ultra-som comparado com o

grupo controle ndo submetido a esta estimulacdo. Utilizando uma distracéo



30

rapida, observaram que o ultra-som acelerou a maturacdo 6ssea. (SHIMAZAKI
et al., 2000).

Spadaro e Albanese (1998) estudaram os efeitos do ultra-som de baixa
intensidade em o0ssos longos de ratos em crescimento, durante 4 semanas,
com aplicacdo diaria de 20 minutos. Os resultados mostraram que o ultra-som
ndo interferiu no crescimento da tibia e do fémur, como também néo
proporcionou aumento da densidade mineral éssea. O estudo também verificou
que a diéfise femoral de ossos em crescimento na presenca de um trauma
periosteal ndo foi influenciada pelo ultra-som.

Os efeitos do ultra-som pulsado de baixa intensidade na osteoporose
foram estudados por Warden et al. (2001b), que utilizaram as regides distal do
fémur e proximal da tibia de ratas ovarectomizadas para serem submetidas ao
tratamento com ultra-som. Os parametros utilizados foram 30 mW/cm? de
intensidade, 200 ps de largura de pulso, freqtiéncia fundamental de 1,0 MHz,
frequéncia de pulsos de 1,0 kHz e a aplicacdo foi realizada pelo método
subaquatico. Durante 12 semanas 0s animais foram expostos diariamente ao
ultra-som ativo de um lado e ao ultra-som inativo no membro contralateral. As
analises por densitometria de dupla energia de raios-x (DXA) e
histomorfometria mostraram que a ovarectomia resultou em mudancas ésseas
significativas, mas o ultra-som néo influenciou essas mudancas.

Um estudo clinico realizado por Warden et al. (2001a) analisaram o0s
efeitos do ultra-som de baixa intensidade na prevencdo de osteoporose
seguinte a lesdo do nervo espinhal em 15 pacientes. Foi utilizado 30 mW/cm?2,
ondas pulsadas de 10 ps com frequéncia de 1,0 MHz e frequéncia de pulsos de
3,3 kHz. A regido estimulada foi o calcaneo, sendo aplicado ultra-som ativo em
um membro e o inativo no membro contralateral, e a duracdo do tratamento foi
de 6 semanas, realizado 5 dias por semana, por 20 minutos diarios. O ultra-
som guantitativo e a densitometria de dupla energia de raios-x mostraram que
nao houve diferencas entre o calcaneo estimulado ativamente e o placebo.

Ao contrario desses resultados obtidos nos estudos do ultra-som na
perda Ossea, Arai et al. (1993) mostraram que o ultra-som preveniu e melhorou
a densidade mineral 6ssea. O tratamento foi realizado durante 4 semanas, com
duracdo de 20 minutos diarios e o equipamento forneceu largura de pulso de

200 ps, frequiéncia fundamental de 1,0 MHz, com pulsos repetindo a 1,0 kHz e
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intensidade de 30 mW/cm?2. A estimulacdo foi realizada em 5 pacientes com
71,6 anos de idade em meédia, osteoporoticos, com fraturas por compressao
das vértebras lombares imobilizadas por colete, e tiveram suas atividades
limitadas. A regido tratada com ultra-som foi o colo femoral de um membro e o
contralateral foi utilizado como controle. Houve aumento médio de 8,9% na
densidade mineral 6ssea do colo femoral estimulado, enquanto o lado nao
estimulado teve diminuicdo de 4% na densidade mineral 6ssea. Observou-se
que a densidade mineral 6éssea da regido estimulada aumentou em todos 0s
casos, com excecdo de um paciente que apresentou diminuicdo minima da
densidade mineral 6ssea do colo femoral estimulado enquanto o lado
contralateral ndo estimulado teve diminuicdo mais acentuada.

Carvalho (2001) estudou os efeitos do ultra-som pulsado de baixa
intensidade em ratas osteopénicas. Os parametros do ultra-som foram 30
mW/cm? de intensidade, frequéncia fundamental de 1,5MHz durante 200 ps,
freqiiéncia de pulso de 1,0 kHz e a aplicacéo iniciou no 31" dia ap6s a cirurgia
de ovarectomia, com duracdo de 20 minutos diarios por 20 dias consecutivos.
Utilizando o ensaio de flexdo em 3 pontos foi observado que as propriedades
mecanicas da diafise femoral ndo se alteraram nos 0ssos osteopénicos
comparados com 0s 0SS0S normais, assim como também nao se alteraram nos
0Sso0s tratados comparados com 0s nao tratados. Provavelmente esta analise
nao foi alterada com a ovarectomia e com o ultra-som devido a regido éssea
testada ser constituida por osso cortical. A perda 0ssea cortical seguinte a
ovarectomia é minima (KALU, 1991) porque o crescimento periosteal
compensa o] aumento da reabsorcao endosteal (TURNER,
VANDERSTEENHOVEN e BELL, 1987). No entanto resultados positivos foram
encontrados nas andlises dos achados histoldégicos da regido proximal dos
fémures. Houve diferengas estruturais entre o grupo tratado e o placebo, com
maior preservacao de trabéculas e indicios de neoformacdo éssea no grupo
tratado.

De modo geral, é importante destacar que estudos clinicos observaram
gue pacientes submetidos ao tratamento com este ultra-som n&o apresentaram
reacdo andmala sistémica ou local, assim como também n&do foram
evidenciados efeitos colaterais prejudiciais a saude (ARAI, et al., 1993;
KRISTIANSEN et al.,, 1997; WARDEN et al, 2001la; XAVIER e DUARTE,
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1983). A Unica reacdo adversa encontrada foi a presenca de caimbra muscular
por uma semana relatada por um dos sessenta e seis pacientes do estudo de
Heckman et al. (1994).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Os animais do experimento

Foram utilizadas 28 ratas da raga Wistar, com peso corporal médio de
251,4 gramas, provenientes do Biotério Central Universidade de Sao Paulo
(USP) Campus de Ribeirdo Preto. A idade dos animais foi baseada em uma
curva de crescimento, que relaciona peso corporal e idade para ratas Wistar,
do Laboratério de Bioengenharia da USP Campus de Ribeirdo Preto, visto que
a idade dos animais ndo era conhecida. No inicio do experimento, a média do
peso corporal dos animais correspondeu a idade de aproximadamente 3
meses.

Os animais foram acondicionados no Biotério do Laboratério de
Bioengenharia da USP Campus de S&o Carlos, mantidos em gaiolas e
alimentados sem restricbes com racdo padrdo e agua. Para identificacdo dos

animais, as patas foram marcadas com solugéo saturada de &cido picrico.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos:

9 ratas intactas que ndo sofreram nenhum tipo de intervencéo (grupo
intacto);

9 ratas ovarectomizadas controles, que n&o foram submetidas ao

tratamento (grupo ovarectomizado);

10 ratas ovarectomizadas e tratadas com ultra-som (grupo tratado).

A eleicdo do grupo intacto foi realizada com a finalidade de detectar os
valores do limite maximo em condi¢cdes normais, o grupo ovarectomizado foi

fundamental para verificar alteragbes nesses valores com a instalagdo da
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osteopenia e também para servir como controle (do grupo tratado), e 0 grupo
tratado para verificar se o ultra-som influi nos valores deste parametro
mecanico.

Apbs 9 semanas em relacdo ao inicio do experimento, os animais de

todos os grupos foram eutanasiados com inalacéo excessiva de éter.

4.3 O osso escolhido

O o0sso eleito para a aplicacdo do ultra-som pulsado de baixa
intensidade foi o fémur, mais especificamente a sua extremidade proximal
(Figura 6), pela presenca de osso trabecular.

Em todos os grupos foram avaliados os fémures direito e esquerdo do

animal.

Figura 6 Extremidade proximal do fémur de rato: 1) cabega femoral, 2) colo
femoral, 3) trocanter maior.

Fonte- Disponivel em: <http://www.scanco.ch/images/uct_rat_fémur.jpeg>.
Acesso em: 20 jul. 2003.

4.4 Procedimento cirargico

Para inducdo da perda Ossea foi realizada a cirurgia de ovarectomia
bilateralmente. As ratas foram anestesiadas durante todo o procedimento
cirdrgico utilizando-se o éter. O acesso ao ovario foi feito por meio de uma

inciséo lateral. Com uma tesoura foi cortada a pele do animal e em seguida foi
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realizado o divulsionamento do tecido subcutaneo e do tecido muscular,

permitindo assim a exposi¢ao do ovario para sua retirada (Figura 7).

Figura 7 A) Local da incisdo para acesso ao ovario, B) Exposi¢cdo do ovario para sua posterior
retirada.

Apbs a exposicado do ovario, um fio de algodédo foi amarrado separando
0 ovério das demais estruturas e em seguida foi feita a ovarectomia utilizando-
se uma tesoura (Figura 8). A sutura da por¢cao muscular foi realizada utilizando
o fio reabsorvivel Categute e a sutura externa foi feita com fio de nylon nao
reabsorvivel. O local da incisdo foi limpo com &lcool e depois foi utilizado o
polvidine. O mesmo procedimento cirargico foi realizado no outro lado do

animal, para a retirada bilateral do ovario.

Figura 8 Retirada do ovario.
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4.5 Ultra-som

O aparelho de ultra-som pulsado de baixa intensidade, fornecido pela
Bioengenharia da USP Campus de S&o Carlos, possui transdutor de ceramica
PZT (titanato zirconato de chumbo) com area de 3,88 cm?, e tem as seguintes
caracteristicas: frequéncia fundamental de 1,5 MHz, largura de pulso de 200
is, frequiéncia de pulsos 1,0 kHz e ciclo de trabalho de 20%. A poténcia foi de
150 mW e a intensidade de 38,7 mW/cmz2. O equipamento do ultra-som esta
mostrado na Figura 9 e suas caracteristicas estdo esquematizadas na Figura
10.

O equipamento foi devidamente calibrado antes de sua utilizacdo e no
decorrer do experimento, pelo menos uma vez ao més. Em todas as
calibracbes os parametros do ultra-som nao estavam alterados e o
eguipamento encontrava-se em perfeitas condi¢coes de uso.

Um gel de acoplamento foi utilizado na superficie do transdutor para

facilitar a transmisséo das ondas ultra-sénicas a pele do animal.

Figura 9 Equipamento de ultra-som de baixa intensidade utilizado para o tratamento: 1) chave
geral liga/desliga; 2) mostrador analdgico indicativo de poténcia; 3) led que indica que o
aparelho estd atuando no modo pulsado; 4) led indicador do término do tratamento; 5)
transdutor de PZT e adaptador para encaixar na mesa de tratamento.



37

Figura 10- Caracteristicas do ultra-som.

A aplicacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade no grupo tratado
foi iniciada no 1° dia ap6s a cirurgia de ovarectomia, ou seja, antes da
instalagdo da osteopenia, e foi realizada durante 9 semanas consecutivas, 6
dias por semana, com duracao de 20 minutos diérios.

A estimulacdo foi feita simultaneamente nas extremidades proximais
dos fémures do animal. Os animais foram mantidos sobre uma mesa, na qual
foi fixado o cabecote do ultra-som, e durante a aplicacdo as patas traseiras
foram presas com material elastico e auxilio manual para uma efetiva aplicacao
(Figura 11). O cabecote do ultra-som com mobilidade aproximada de 15mm na
direcdo vertical foi suficiente para acompanhar os movimentos do animal

durante a aplicacéo.

Figura 11- Animais colocados na mesa para aplicacdo do ultra-som, com o cabecgote
sob as extremidades proximais dos fémures de ambas as patas.
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4.6 Inclusao do osso naresina

Apos a eutanasia, foram retirados os musculos e outros tecidos moles
ao redor para obtencdo do fémur isolado. Foram medidos o comprimento do
0SSO com 0 paquimetro e 0 peso do 0osso com uma balanca digital Mettler AT
261 DeltaRange® com precisdo de 0,0001 g.

Para o ensaio mecanico as metades distais dos fémures foram incluidas
em resina acrilica de uso odontolégico (Figura 12A) e para evitar que 0
aguecimento excessivo durante o processo de polimerizacdo provocasse
alteracdes nas propriedades Osseas, foi utilizado soro fisiolégico a baixa
temperatura para imersdo da resina. A inclusédo do osso na resina foi realizada
com um suporte de latdo que auxiliou no alinhamento dos fémures. Foi utilizado
um molde de aluminio dividido em duas partes e estas foram unidas entre si
por elastico formando um vazio com base quadrada para o enchimento com
resina (Figura 12B). As pecas do molde foram, anteriomente a deposicao da
resina, lubrificadas com 6leo para facilitar depois a sua retirada.

I

Figura 12- A) Fémur (metade distal) incluido na resina acrilica para a realizacdo do ensaio de
flexo-compressao, B) 1Suporte de latdo utilizado para inclusdo do osso na resina acrilica; 2
molde de aluminio; 3- elastico.

Durante todo o procedimento de inclusdo na resina, os 0ssos foram

mantidos umedecidos com soro fisiolégico. Apos 0 endurecimento da resina, 0s
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modelos de prova foram identificados e para melhor preservacdo de suas
propriedades mecéanicas em comparagcao as propriedades in vivo, os fémures
foram envoltos em gaze, embebidos em soro fisiolégico e congelados, até a
realizagdo dos ensaios mecanicos.

Os o0ssos congelados, ja incluidos na resina, foram retirados do freezer
12 horas antes dos ensaios, mantidos num refrigerador e algumas horas antes
do ensaio, foram colocados em temperatura ambiente ainda envolvidos com

gases umedecidas em soro fisiologico.

4.7 Métodos de avaliacdo

4.7.1 Peso corporal

Foram medidos 0s pesos corporais das ratas no inicio do experimento e
no dia da eutanasia dos animais, ou seja, 9 semanas ap0s 0 ato cirdrgico nos
grupos ovarectomizados (controle e o tratado) e durante 0 mesmo periodo de
tempo para os animais do grupo intacto. Para isto, foi utilizado a balanca
analdgica Filizola® com preciséo de +5 gramas.

Para verificar se ndo houve variagdo significativa no peso corporal entre
0S grupos no inicio do experimento, foram colhidos os pesos iniciais dos
animais. A afericdo dos pesos finais foi realizada com a finalidade de observar
possiveis variagcdes nos pesos corporeos do grupo ovarectomizado e do grupo

tratado em relac&o ao grupo controle.

4.7.2 Ensaio de flexo-compresséao

Para determinar a resisténcia da extremidade proximal dos fémures nos
diferentes grupos experimentais foram realizados ensaios de flexo-compresséo
na Maquina Universal da Bioengenharia da USP Campus de Ribeirdo Preto. A
célula de carga tinha capacidade de 50 kgf e se ligava a uma ponte de
extensometria. As deformacdes foram fornecidas por um relégio comparador
MITUTOYO®, com precis&o de 0,01 mm.
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A carga foi aplicada na cabega femoral na diregao vertical. Foi utilizado
um acessorio de aplicagdo com formato céncavo, na regidao que fica em contato
com o 0sso, para melhor distribuicdo da carga aplicada (Figura 13). Em todos
0s ensaios foi aplicada uma pré-carga de 3,92 N durante 30 segundos para

acomodacéo do sistema. A velocidade utilizada foi de 0,25 mm/min.

Figura 13- Ensaio mecanico de flexo-compressdo, com aplicagdo da carga na
cabeca femoral. Acessorio de aplicagdo céncavo para melhor distribuicdo da carga
aplicada.

A partir dos valores de carga e deformacdo obtidos nos ensaios foram
construidas curvas carga versus deformacédo e o parametro limite maximo (LM)
foi avaliado (Figura 14).

Para verificar se o0s pardmetros mecanicos de um membro e o0s
parametros do contralateral foram similares foi realizada a comparacéo do LM

entre os fémures direito e esquerdo dos animais.

Limite maximo

O LM é utilizado como critério de avaliacdo da resisténcia e € o maior

valor da carga com a deformacao correspondente, observado em cada ensaio.
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LM

Carga

Deformacgéo

Figura 14- Exemplo de gréfico carga versus deformacdo, ilustrando o limite
maximo (LM) com a sua carga e deformacao correspondente.

4.8 Analise estatistica

Para avaliar os pesos corporais iniciais e finais dos animais, 0s pesos e
comprimentos dos fémures e para andlise dos dados obtidos no ensaio de
flexo-compressédo foi utilizado a Analise de Variancia (ANOVA) para a
comparacdo simultanea entre todos os grupos (intacto, ovarectomizado e
tratado). O post-hoc utilizado para a comparacdo entre pares de grupo foi o
Student-Newman-Keuls. Quando a ANOVA detectou diferengca significativa
entre 0s grupos, realizou-se a analise de Student-Newman- Keuls a fim de
localizar em quais pares de grupos (intacto x ovarectomizado, intacto x tratado,
ovarectomizado x tratado) houve esta diferenca significativa. Para estas
anélises foi utilizado o programa estatistico GraphPad Instat®.

A comparacao do limite maximo entre os fémures direito e esquerdo dos
animais foi realizada através do teste T de Student utilizando-se o programa
Minitab®.

O nivel de significancia foi de 5% em todas as comparacdes.
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5 RESULTADOS

Inicialmente o experimento foi composto por 36 animais, sendo o intuito
colocar 10 animais em cada um dos trés grupos experimentais e deixar 6
animais extras para substituir algumas perdas no decorrer do experimento.
Alguns animais morreram durante o procedimento cirdrgico provavelmente por
inalacdo excessiva de éter e um animal morreu durante a aplicacdo do ultra-
som. Neste caso, foi na realizagdo do primeiro tratamento com ultra-som, o
animal foi fixado na mesa com uma thera-band ao redor do corpo e na tentativa
de imobiliza-lo ele morreu. Todos G outros animais do grupo tratado foram
entdo imobilizados com auxilio manual e as patas traseiras foram presas com
material elastico. Devido a estas intercorréncias foram utilizados no
experimento 28 animais.

Dos 56 fémures obtidos dos 28 animais utilizados no experimento, 2
fémures de animais distintos do grupo tratado foram excluidos, um deles por
avulsionamneto da cabeca femoral e o outro por lesdo 6ssea na extremidade
proximal durante o procedimento de desarticulacédo e dissecacdo dos ossos. O
ensaio de flexo-compressao foi realizado em 54 ossos. Para obtencdo dos
resultados finais foram desprezados 7 fémures (2 do grupo intacto, 3 do grupo
ovarectomizado e 2 do grupo tratado) por erros de manipulagcdo da amostra.

As fraturas decorrentes do ensaio de flexo-compressao estavam
localizadas na regido do colo femoral, havendo associacédo da fratura do colo
com fratura da cabeca do fémur em 12 ossos (6 do grupo intacto, 3 do grupo
ovarectomizado e 3 do grupo tratado).

Os resultados obtidos das analises dos pesos inicial e final dos animais,
dos pesos e comprimentos dos fémures, assim como as curvas carga versus
deformacgéo e a avaliacdo dos parametros mecanicos carga e deformacédo do

limite maximo estéo apresentados a seguir.
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5.1 Peso dos animais

Os valores médios e os desvios padrao do peso corporal dos animais
nos diferentes grupos, no inicio do experimento e no dia da eutandsia, estdo

apresentados na Tabela 1 e nas Figuras 15 e 16.

Tabela 1- Médias e desvios padrdo do peso corporal inicial e final dos animais de cada grupo.

Grupos Periodos Peso corporal (g)
Intacto Inicial 252,2+17,9
ApoOs 9 semanas 328,9+39,2
Ovarectomizado Inicial 250,0£17,3
ApoOs 9 semanas 357,8+46,9
Ovarectomizado e tratado Inicial 252,0£16,9
ApGs 9 semanas 300,0£39,7

Peso Inicial dos Animais

260
255 ~
250 +
245 A
240 A

Peso (9)

235 A
230 A
225 A

220 -

Intacto Ovarectomizado Tratado

Grupos

Figura 15- Média do peso inicial dos animais de todos os grupos.



Peso Final dos Animais

370

350 -

330

310 +

Peso ()

290 A

270 +

Intacto Ovarectomizado Tratado

Grupos

Figura 16- Média do peso final dos animais de todos os grupos.

Analisando os valores do peso corporal dos animais observou-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0os grupos no inicio do
experimento.

Na comparacao simultanea entre os grupos em relacéo ao peso final dos
animais houve diferenca estatistica significativa. O grupo ovarectomizado
apresentou um aumento significativo no peso final, obtido no dia do sacrificio,
em relacdo ao grupo tratado.

O grupo intacto, apos 9 semanas, teve um aumento de 30,4% no peso
corporal, 0 grupo ovarectomizado apresentou um aumento de 43,1% e o grupo
tratado teve um aumento de 19,1%, todos comparados com 0 seu respectivo

peso inicial.

5.2 Peso e comprimento dos fémures

Os valores médios e os desvios padrdao do peso e comprimento dos

fémures podem ser vistos na Tabela 2 e Figura 17 e 18.
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A analise simultanea entre os grupos ndo mostrou diferenca significativa
em relacdo ao peso dos fémures, assim como o comprimento dos fémures

também ndo apresentou diferenca significativa na comparagao entre 0s grupos.

Tabela 2- Valores médios e desvios padrédo do peso e comprimento dos fémures.

Grupos Peso do fémur Comprimento do
(9) fémur (mm)
Intacto 0,99+0,09 37,2+0,8
Ovarectomizado 0,99+0,10 37,3+1,0
Ovarectomizado e tratado 0,93+0,12 36,7+0,7

Peso dos Fémures

Peso (g)

Intacto Ovarectomizado Tratado
Grupos

Figura 17- Média do peso dos fémures de todos 0s grupos.
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Comprimento dos Fémures

A\
J

Comprimento (mm

Tratado

Intacto Ovarectomizado
Grupos

Figura 18- Média do comprimento dos fémures de todos os grupos.

5.3 Curvas carga versus deformacgéo

As curvas carga versus deformacgéo dos grupos intacto, ovarectomizado
e tratado estdo apresentadas nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente.

Os valores das médias e desvios padrao do limite maximo dos fémures
dos grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 3.

Para verificar se 0s parametros mecéanicos de um membro e 0s
parametros do membro contralateral foram similares, foi realizada a
comparacdo do limite méximo entre os fémures direito e esquerdo dos animais.
Observou-se que a carga do limite maximo do lado esquerdo nao foi
estatisticamente diferente das obtidas no lado direito, ocorrendo 0 mesmo na

avaliacdo da deformacao do limite maximo.
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Figura 19- Curvas carga versus deformacdo dos 16 ossos analisados do grupo intacto.

Grupo Ovarectomizado
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Figura 20- Curvas carga versus deformacdo dos 15 ossos analisados do grupo

ovarectomizado.
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FIGURA 21- Curvas carga versus deformacédo dos 16 ossos analisados do grupo tratado.

Tabela 3-- Médias e desvios padrdo do limite maximo (LM) dos fémures dos animais dos

grupos experimentais.

Grupos Cargado LM Deformacéo do LM
(N) (x10° m)
Intacto 125,2+20,3 0,51+0,13
Ovarectomizado 106,4+11,2 0,51+0,07

Tratado 122,9+14,9 0,47+0,08
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5.3.1 Carga do limite maximo

O valor médio de carga do limite maximo para 0s 0ssos do grupo intacto
foi (125,2+20,3)N, para os 0ssos do grupo ovarectomizado foi (106,4+11,2)N, e
para os 0ssos do grupo tratado foi (122,9£14,9)N (Figura 22).

A comparagdo simultdnea entre os grupos intacto, ovarectomizado e
tratado mostrou que houve diferenca significativa. O grupo ovarectomizado
apresentou uma diminuicdo significativa quando comparado com 0 grupo
intacto e também na analise com o grupo tratado. Entre 0s grupos intacto e
tratado ndo houve diferenca estatistica significativa.

O grupo ovarectomizado apresentou uma diminuicdo da carga do limite
méximo de aproximadamente 15% em relagdo ao grupo intacto e o grupo
tratado teve um aumento de aproximadamente 15,5% em relacdo ao grupo
ovarectomizado.

Carga do Limite Maximo

130

120 ~
110
100 ~

90 125,2

Carga (N)

80 106,4
70
60 -

50 -

Intacto Ovarectomizado Tratado
Grupos

Figura 22- Média da carga do limite maximo de todos os grupos.
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5.3.2 Deformacéao do limite maximo

O valor médio para deformacdo do limite maximo para os 0ssos do
grupo intacto foi (0,51+0,13)x10°m, para os o0ssos do grupo ovarectomizado foi
(0,51+0,07)x103m e para o grupo tratado foi (0,47+0,08)x10>m (Figura 23).

A comparacdo simultdnea entre 0s grupos mostrou que nao houve

diferenca estatistica significativa (Figura 20).

Deformacéo do Limite Maximo

0,6

Deformacéo (x0,001m)

Intacto Ovarectomizado Tratado
Grupos

Figura 23- Média da deformacao do limite maximo de todos os grupos.



51

6 DISCUSSAO

A partir do estudo pioneiro sobre os efeitos benéficos do ultra-som
pulsado de baixa intensidade na aceleracdo da consolidacdo Ossea realizado
na década de 70 pelo Prof. Dr. Luiz Romariz Duarte da Universidade de S&o
Paulo- Campus Sao Carlos, diversas pesquisas, experimentais e clinicas,
foram realizadas com sucesso, culminando com a aprovagao deste importante
recurso pelo respeitado 6rgdo americano Food and Drug Administration em
1994 para acelerar a consolidacado de fraturas recentes e em 2000 para o
tratamento de pseudoartroses. A utilizacdo do ultra-som pulsado de baixa
intensidade na clinica pode tornar-se ainda mais abrangente com novas
pesquisas envolvendo outras patologias.

A eficicia da aplicacdo do ultra-som de baixa intensidade no tratamento
de fraturas de pacientes osteoporéticos com fraturas recentes e pseudoartrose
também foi observada em estudos realizados por Frankel (1998 apud
CARVALHO, 2001) e Mayer, Frankel e Ruter (2000). No entanto, ndo existem
muitos trabalhos relatando o efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade
em casos de osteoporose sem a ocorréncia de fraturas.

Na revisdo da literatura foi observado um numero pequeno de estudos
realizados sobre o ultra-som pulsado de baixa intensidade na perda de massa
O0ssea (ARAI et al, 1993; CARVALHO, 2001; WARDEN et al, 2001la;
WARDEN et al, 2001b) e nenhum trabalho analisou os efeitos dessa
estimulacdo do ponto de vista mecanico em regifes 6sseas de predominancia
trabecular.

Este trabalho surgiu do interesse em analisar a influéncia do ultra-som
pulsado de baixa intensidade na preservacédo do limite maximo do fémur de
ratas ovarectomizadas. Optamos pela avaliacdo biomecéanica do 0sso, visto
gue a diminuicdo da resisténcia mecanica do colo femoral € um indicador da

perda de massa Ossea e a resisténcia mecéanica do 0sso também é,
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provavelmente, o mais importante parametro relacionado ao risco de fratura
(PENG et al.,1994).

No dia-a dia 0 esqueleto recebe cargas mecanicas como o préprio peso
da pessoa, a deambulacdo, a corrida, ou até mesmo em repouso, quando a
balistica cardiaca produz onda de choque cujo impulso atinge o 0sso, e para
todos esses estimulos o 0sso, devido a sua piezoeletricidade, tem resposta
elétrica, que por sua vez, aciona a divisdo celular, mantendo o equilibrio entre
remodelamento e reabsorcao (XAVIER e DUARTE, 1983).

A perda da funcdo ovariana, geralmente na menopausa ou depois da
cirurgia de ovarectomia, resulta em profundas alteragcbes da homeostasia
esquelética, prejudicando o processo de remodelamento 0sseo, levando a
perda do tecido 6sseo (DEMPSTER e LINDSAY, 1993). Para o tratamento e
prevencao da osteoporose sao utilizados muitos recursos como, por exemplo,
modificacdo na dieta, utilizacdo de suplementos de calcio, calcitonina,
reposicdo hormonal e também os exercicios (LINDSAY, 1993). A presenca de
cargas mecanicas no 0sso, seja através da atividade fisica, ou mesmo das
cargas presentes no dia-a-dia, sdo fundamentais para uma homeostasia
esquelética. Em situacbes em que ocorre uma diminuicdo das cargas
mecanicas sobre 0 0sso como, por exemplo, em casos de pouco uso, 0 0SS0 €
parcialmente reabsorvido, levando a um quadro conhecido como osteoporose
por desuso.

O ultra-som pulsado de baixa intensidade, ao ser aplicado em regides
Osseas, também fornece estimulos mecanicos caracterizados por uma baixa
intensidade em torno de 30 mW/cm? mas com uma frequéncia elevada,
inUmeras vezes maior que qualquer freqiéncia recebida pelo osso durante
atividades fisicas. Esta forma particular de geracédo de cargas mecénicas pelo
ultra-som € capaz de estimular o metabolismo e pode contribuir para um
adequado remodelamento 6sseo, de forma segura e direcionada a regifes
especificas.

Neste estudo foi utilizada a rata como animal pela facilidade de manté-la
em laboratorio, baixo custo e, principalmente, por possuir 0s principais
mecanismos bioldgicos responsaveis pelo ganho e perda da massa 6ssea
durante o crescimento normal e na vida adulta, assim como na osteoporose,

semelhantes aos dos humanos, sendo considerada um bom modelo de
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osteopenia. Ao contrario, grandes animais, além do maior custo e dificuldades
em manté-los em laboratério (FROST e JEE, 1992), possuem a rede trabecular
nos corpos vertebrais e no colo femoral muito densa comparada com o0s
humanos, sendo dificil induzir a perfuragéo osteoclastica (MOSEKILDE, 1995).

A idade dos animais é um fator importante nos estudos da perda 0ssea,
pois a diminuicdo 6ssea que ocorre apds a ovarectomia depende da idade do
animal em que foi realizada a cirurgia. Assim, a perda 0ssea € maior e ocorre
mais rapidamente em animais mais jovens, enquanto animais mais idosos
sofrem menor perda e de forma mais lenta (THOMPSON et al., 1995). Por isso,
neste estudo foram utilizados animais jovens.

Apesar da disponibilidade de varios modelos de osteopenia
experimental, como a indugdo por glicocorticoide, imobilizacdo das patas do
animal, deficiéncia de vitaminas e caélcio, envelhecimento, orquiectomia, entre
outros (MILLER, BOWMAN e JEE, 1995), neste estudo foi utilizada a cirurgia
de ovarectomia para inducdo da perda de massa Ossea. A eleicdo deste
modelo baseou-se na semelhanca das alteragcbes que ocorrem na rede
trabecular de ratas ovarectomizadas com as alteragcbes observadas no
esqueleto humano relacionadas a deficiéncia estrogénica (MOSEKILDE, 1995).
Além disso, a ovarectomia é o modelo mais popular para o estudo de eventos
associados com a osteoporose pos-menopausal (MILLER, BOWMAN e JEE,
1995), € um procedimento facil de ser realizado e os efeitos da ovarectomia
sobre o esqueleto do animal se manifestam rapidamente. A utilizacdo desta
cirurgia neste experimento permitiu uma rapida recuperagdo dos animais e ndo
foi constatado nenhum caso de infec¢é@o pds-operatoria.

Relatos da literatura demonstram que para a indugao da osteopenia em
ratas jovens sdo suficientes um més ou menos (KALU, 1991; LI, SHEN e
WRONSKI, 1997; THOMPSON et al.,, 1995). Outros autores, ao analisarem
regibes Osseas trabeculares apos aproximadamente 40 dias de ovarectomia,
também observaram os efeitos da deficiéncia estrogénica como a diminui¢cao
significativa do volume d&sseo trabecular e da densidade mineral 6ssea
(DEMPSTER et al, 1995; PENG et al, 1994).

A eutanasia dos animais para analise do parametro mecéanico dos 0ssos

foi realizada 9 semanas (63 dias) apds a cirurgia de ovarectomia, pois desta



maneira permitimos a instalacdo da osteopenia, ultrapassando o limite
encontrado na literatura.

A importancia da prevencgdo da perda de massa 0ssea foi destacada por
Dequeker (1994), que afirmou ser mais facil realizar a manutencdo da massa
0ssea que a sua restauracdo. Assim, neste trabalho, a aplicacdo do ultra-som
pulsado de baixa intensidade no grupo tratado foi iniciada no 1" dia pés-
operatério de ovarectomia, antes da instalacdo da osteopenia, visando um
tratamento preventivo de perda de massa 6ssea que foi avaliado através do
parametro limite maximo.

Um dos dados avaliados foi o peso corporal dos animais, tanto o inicial
guanto o final, obtido no dia da eutanasia.

A andlise do peso corporal inicial mostrou que ndo houve diferenca entre
0S grupos no inicio do experimento, indicando que se tratava de grupos
comparaveis.

Em relacdo ao peso corporal final dos animais do grupo ovarectomizado,
o valor médio foi maior que o valor do grupo intacto, confirmando os relatos de
Wronski et al. (1987) que afirmam que com a ovarectomia ocorre um aumento
no ganho do peso, estando este relacionado a um aumento na ingestdo
alimentar. O grupo intacto, apds 9 semanas, teve aumento de 30,4% e 0 grupo
ovarectomizado sofreu aumento de 43,1% no peso corporal. Embora o valor
médio do peso corporal do grupo ovarectomizado tenha sido maior comparado
com o grupo intacto, ndo houve diferenca estatistica entre esses grupos, sendo
similar ao encontrado por Kubo et al. (1999) que ndo encontraram diferengas
significativas no peso corpéreo entre 0 grupo ovarectomizado e 0 grupo
controle no periodo de 4, 8 e 12 semanas apos a cirurgia de ovarectomia.

Segundo Thompson et al (1995), o maior ganho de peso corporal em
ratas ovarectomizadas comparada com ratas controles esta relacionado a um
aumento de gordura corpérea.

No caso do grupo tratado houve diminuicdo significativa do peso
corporal em relacdo ao grupo ovarectomizado. Apos 9 semanas, 0 grupo
tratado teve um ganho de peso de 19,1% em contraste com um ganho de peso
de 43,1% do grupo ovarectomizado. Possivelmente houve uma diminuicdo na

ingestao alimentar causada pelo estresse.
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De maneira similar, Warden et al. (2001b), ao analisarem ratas
ovarectomizadas submetidas ao tratamento com ultra-som ativo e ratas
ovarectomizadas que permaneceram em gaiolas, observaram que houve
diminuic¢&o significativa no ganho de peso dos animais tratados e esses autores
também acreditam que o estresse seja o0 responsavel por reducbes no
consumo de comida.

Carvalho (2001) observou uma diminuicdo significativa no ganho de
peso do grupo de ratas ovarectomizadas submetidas ao tratamento com ultra-
som em comparacdo ao grupo de ratas ovarectomizadas submetidas ao
tratamento placebo, estabelecendo uma correlacdo entre ultra-som e um menor
ganho de peso. Ndo ha na literatura pesquisada resultados semelhantes ou
possiveis explicacdes para tal fato. Warden et al. (2001b) mostrou que o ganho
de peso nao foi influenciado pelo ultra-som, ao comparar grupos de ratas
ovarectomizadas tratadas com ultra-som ativo e grupos de ratas
ovarectomizadas tratadas com ultra-som inativo.

Apesar do menor ganho de peso em ratas ovarectomizadas submetidas
ao tratamento com ultra-som placebo em relagdo as ratas ovarectomizadas que
permaneceram em gaiolas no estudo de Warden et al (2001b), foi observado
por esses autores que néo houve diferencas na densitometria de dupla energia
de raios-x (DXA in vivo e ex vivo) e na avaliacdo por histomorfometria entre
esses dois grupos. Assim, independente do animal ser submetido a
manipulacdo para o tratamento placebo ou ndo, a ovarectomia resultou em
perda de massa Ossea de forma semelhante, ocorrendo diminuicdo da
densidade mineral 6ssea e do conteddo mineral 6sseo, diminuicdo do volume
trabecular e do numero de trabéculas, aumento na separacéo de trabéculas e
diminuicio na sua espessura quando comparados com animais nao
ovarectomizados. Estes resultados demonstram que, no presente estudo, o
fato de se ter utilizado animais ovarectomizados controles que permaneceram
em gaiolas ndo altera a perda de massa 6ssea, sendo esta semelhante mesmo
se os animais fossem submetidos a manipulacdo para um tratamento simulado.

O comprimento assim como o peso dos fémures, nos diferentes grupos,
nao foram estatisticamente diferentes. Estes dados concordam com o estudo

de Peng et al. (1994), que ndo evidenciaram diferencas significativas entre o
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comprimento e o peso de cinza dos fémures do grupo ovarectomizado e o
grupo nao ovarectomizado.

Apesar da osteoporose ser caracterizada como uma doencga sistémica,
onde ha reducdo da massa Ossea e deterioracdo microarquiteturial do tecido
0sseo, 0 0sso trabecular tende a ser mais sensivel a influéncias metabdlicas
como a deficiéncia estrogénica. Assim a perda 6ssea ocorre mais rapidamente
no 0sso trabecular que no 0sso cortical (MANOLAGAS e JILKA, 1995).

Pela presenca de osso trabecular, a extremidade proximal do fémur de
ratas foi escolhida para analise do parametro mecanico.

O ensaio de flexo-compressao do fémur permitiu analisar a regiao do
colo femoral, que possui predominantemente osso trabecular (STENSTROM et
al., 2000), considerada um importante sitio esquelético para testes
biomecanicos, além de ser uma regido clinicamente relevante (MOSEKILDE,
1995).

ApoGs o teste de flexo-compressao foi observado que as fraturas estavam
localizadas no colo do fémur, algumas associadas a fratura da cabeca femoral.
Estudos que analisaram a extremidade proximal do fémur também encontraram
a mesma localizacdo da fratura em sua maior parte (ALHO, HUSBY e
H@ISETH, 1988; JAMSA, TUUKKANEN e JALOVAARA, 1998; PENG et al.,
1994).

A utilizagdo de ossos inteiros permitiu avaliar o limite méximo do 0sso
como estrutura intacta, e ndo apenas como material, pois segundo relatos de
Hayes e Carter (1971), refletem melhor a capacidade mecéanica. O
comportamento mecanico ao analisarmos 0ssos inteiros ndo depende apenas
da massa do tecido e suas propriedades materiais, mas também da sua
geometria e arquitetura (EINHORN, 1992).

Muitos estudos, experimentais e clinicos, selecionam um membro para
ser submetido a um determinado tratamento e o membro contralateral para
controle, considerando que 0s membros possuem simetria bilateralmente.
Hoyer e Lippert (1982), ao analisarem fémures, tibias e Umeros de ratos,
mostraram que as propriedades mecanicas do membro esquerdo e direito sdo
similares, ou seja, ndo apresentaram diferenca significativa.

Assim como no estudo citado anteriormente, as analises da carga e

deformacdo do limite maximo deste trabalho ndo apresentaram diferencas
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significativas entre os lados direito e esquerdo, justificando, deste modo, 0 uso
de ambos os membros dos animais neste experimento. Apesar de tal simetria
bilateral nas propriedades mecéanicas, nao utilizamos um membro para controle
e 0 contralateral para tratamento. Os grupos foram constituidos por animais
distintos a fim de possibilitar o tratamento simultaneo em ambos os fémures, no
caso do grupo tratado, e para garantir que as ondas ultra-sonicas néo
penetrassem no membro controle, pois se fosse utilizado um membro do
animal para controle e o contralateral para tratamento poderia haver uma
influéncia das ondas sonoras no lado controle, visto que o rato € um animal de
pequeno porte e a extremidade proximal do fémur direito e a do esquerdo ficam
proximas.

O valor médio de carga do limite maximo do grupo ovarectomizado
obtido no presente estudo foi significativamente menor que o valor médio do
grupo intacto, fornecendo indicios de que a perda de massa 6ssea provocou
diminui¢cdo deste pardmetro mecanico.

Provavelmente a cirurgia de ovarectomia levou a perda de massa 6ssea,
ocorrendo assim a diminuicdo dos minerais do 0SS0, que Sa0 0S responsaveis
pela for¢a suportada pelo osso.

Apesar do osso cortical ser menos afetado pela ovarectomia, de maneira
semelhante ao que ocorre na osteoporose pés-menopausal, € de consenso de
diversos estudos que o osso trabecular é afetado, ocorrendo diminuicdo da
densidade e do conteddo mineral 6sseo, diminuicdo do volume d&sseo e
também deterioracdo da microarquitetura, incluindo diminuigdo no namero de
trabéculas e perda de suas conectividades (DEMPSTER et al., 1995; LI, SHEN
e WRONSKI, 1997; PENG et al.,, 1994; THOMPSON et al., 1995). O 0sso
trabecular é formado por uma rede de trabéculas, que possui importante funcao
estrutural, arquitetada para transmitir forcas aplicadas no osso de uma maneira
altamente eficiente. Nos corpos vertebrais, por exemplo, o o0sso trabecular
suporta aproximadamente a metade da carga imposta e transmite forcas
mecanicas ao cortex. Conhecendo-se a importante contribuicdo do 0sso
trabecular do ponto de vista mecanico, fica claro que doencas que levam a
ruptura da conectividade entre as trabéculas tornam essas regifes Osseas

trabeculares propensas a faléncia mecéanica (KANIS, 1996). Isto justifica a
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diminuicdo da resisténcia do 0sso as cargas mecéanicas ap0s a ovarectomia
encontrada nesse estudo.

Assim, a diminuicdo da carga do limite méximo dos animais do grupo
ovarectomizado em relacdo aos do grupo intacto foi reflexo da diminuicdo dos
minerais, associado a uma deterioracdo da microarquitetura do osso trabecular.

Resultados similares foram obtidos no estudo de Peng et al. (1994), que
analisaram o colo femoral de ratas ap6és 6 semanas de ovarectomia e
encontraram diminuicdo significativa de 15,8% da carga maxima do grupo
ovarectomizado em relacéo ao grupo nao ovarectomizado.

A comparacédo do valor médio de carga do limite maximo entre 0s grupos
tratado e ovarectomizado mostrou que houve diferenca significativa, ou seja, o
valor de carga do limite maximo do grupo tratado foi estatisticamente maior que
o do grupo ovarectomizado. Esse resultado indica um possivel beneficio na
estrutura 6ssea com a aplicacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade
com os parametros utilizados nesse experimento.

Entre os grupos tratado e intacto ndo houve diferenca significativa nesse
pardmetro mecanico, sugerindo que o ultra-som tenha contribuido na
preservacdo da carga do limite maximo.

Desta forma, este estudo encontrou resultados positivos no parametro
mecanico carga do limite maximo com a estimulacdo ultra-sénica, confirmando
gue pode existir um tratamento potencial deste recurso em casos de perda
0ssea, como encontrado por Arai et al. (1994) em estudo clinico e por Carvalho
(2001) em estudo experimental.

Estudos futuros em humanos com um grande namero de individuos séao
importantes. Em relacdo aos parametros do ultra-som, é interessante utilizar
aqueles que sdo benéficos para o tratamento de fraturas, podendo-se
pesquisar também paralelamente alguns parametros diferentes na tentativa de
buscar os melhores parametros para casos de perda de massa 6ssea.

Com a comprovacao cientifica dos efeitos benéficos do ultra-som de
baixa intensidade na perda de massa Ossea, serd interessante a aplicacdo
clinica deste recurso em locais mais acometidos por fraturas como a
extremidade proximal do fémur e a distal do radio, em especial naqueles
pacientes com grande tendéncia a desenvolver a osteoporose, ou que ja a tem,

e gque possuem dificuldades de executar atividades fisicas ou limitacBes, como
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por exemplo ficar acamado em decorréncia de alguma cirurgia, que prejudicam
0 metabolismo ésseo. Desta forma, a utilizagcdo do ultra-som seria importante
para prevenir perda de massa 0ssea, pois se sabe que uma pequena
diminuicdo na taxa de perda 6ssea pode levar a uma diminui¢ao significativa no
namero de fraturas por osteoporose (RIGGS e MELTON Ill, 1995).

Um outro possivel beneficio do ultra-som pulsado de baixa intensidade
na prevencao de fraturas osteoporéticas esta relacionado aos microdanos. Tem
sido proposto que 0s microdanos ocorrem no 0SSO e, principalmente em
pacientes idosos e osteoporéticos pode ocorrer a propagacdo dessas
microlesbes e levar a microfraturas trabeculares, que contribuem para a
fragilidade 6ssea (KANIS, 1996). O ultra-som pulsado de baixa intensidade é
capaz de estimular o metabolismo 6sseo em fraturas quando este, por alguma
razdo biolégica, ndo ocorre de forma normal e também acelera a consolidacao
de fraturas. Visto que essas microfraturas trabeculares sao normalmente
reparadas, com formag&o de microcalos, que séo similares aos das fraturas de
ossos longos (KAPLAN et al, 1994), existe a possibilidade do ultra-som
contribuir na reparagéo dessas microfraturas, de tal forma a acelerar esta
reparacdo ou estimular o metabolismo 6sseo em microfraturas se este estiver
prejudicado, e assim evitar 0 acumulo desses danos 0sseos, e
consequentemente melhorar a competéncia mecanica da estrutura éssea.

Assim este meétodo representa uma intervencdo potencial nao
farmacologica para a osteopenia e osteoporose e podera complementar as
outras formas de tratamento, com a vantagem de ser seguro, afinal a
intensidade utilizada em torno de 30 mW/cm? é ndo térmica e ndo destrutiva.
Vale ressaltar que ndo ha na literatura reacdes adversas ou complicacdes

relativas ao uso deste aparelho.
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7 CONCLUSOES

A resisténcia mecanica, avaliada pela carga do limite méaximo, da
extremidade proximal do fémur do grupo de ratas ovarectomizadas
diminuiu apés 9 semanas de cirurgia comparando-se com o grupo de

ratas intactas, ndo ovarectomizadas.

O ultra-som pulsado de baixa intensidade, com os parametros utilizados
nesse estudo, influenciou a resisténcia mecéanica da extremidade
proximal do fémur de ratas do grupo tratado (ovarectomizado e
estimulado com ultra-som), aumentando a carga do limite maximo em

relacdo as ratas do grupo ovarectomizado (ndo estimulado).
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ANEXO A — Peso corporal (g) inicial dos animais, obtido no inicio do

experimento, e final, obtido no dia do sacrificio.

Peso corporal dos animais do grupo intacto.

Animal Peso inicial (g) Peso final (g)
1 260 330
2 240 290
3 220 280
4 280 390
5 270 380
6 240 290
7 260 320
8 250 330
9 250 350

Peso corporal dos animais do grupo ovarectomizado.

Animal Peso inicial (g) Peso final ()
1 240 320
2 260 370
3 260 350
4 240 310
5 260 330
6 280 460
7 220 340
8 250 400
9 240 340

Peso corporal dos animais do grupo tratado.

Animal Peso inicial (Q) Peso final (g)
1 270 300
2 250 270
3 240 260
4 240 280
5 250 270
6 250 270
7 260 320
8 280 390
9 260 330
10 220 310




ANEXO B — Comprimento (mm) e peso (g) dos fémures.

Comprimento e peso dos fémures dos animais do grupo intacto.

Animal Comprimento (mm) Peso (g)
1(E) 36,5 1,0143
1 (D) 36,7 1,0463
2 (E) 37,2 0,93
3 (E) 36,8 0,8943
3 (D) 36,7 0,843
4 (D) 37,5 1,0718
5 (E) 38,8 1,061
5 (D) 38,7 1,0764
6 (E) 38,2 1,1634
6 (D) 38,5 1,1262
7 (E) 36,6 0,9087
7 (D) 36,6 0,9184
8 (E) 36,6 0,9717
8 (D) 36,7 0,9693
9 (E) 36,9 0,9328
9 (D) 36,8 0,9379

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.

Comprimento e peso dos fémures dos animais do grupo ovarectomizado.

Animal Comprimento (mm) Peso (9)
1(E) 36,9 1,0435
1 (D) 37,0 0,961
2 (E) 38,5 1,1831
3 (E) 38,3 1,1187
3 (D) 38,4 1,0526
4 (E) 35,7 0,9179
4 (D) 35,7 0,9159
5 (E) 36,5 0,85
5 (D) 36,5 0,81
6 (E) 38,3 1,0313
6 (D) 38,3 1,074
7 (E) 37,2 0,9941
7 (D) 37,4 1,018
8 (E) 37,9 1,0519
9 (D) 36,7 0,8831

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.



Comprimento e peso dos fémures dos animais do grupo tratado.

Animal Comprimento (mm) Peso (g)
1 (D) 36,6 0,8249
2 (E) 36,1 0,8039
3 (E) 36,0 0,8356
3 (D) 36,0 0,8255
4 (E) 36,2 0,8199
4 (D) 36,2 0,7951
5(E) 37,0 0,8922
5 (D) 36,9 0,8982
6 (E) 36,8 0,9465
6 (D) 36,9 0,9365
7 (E) 37,1 1,0732
7 (D) 36,9 1,0697
8 (E) 38,0 1,1023
8 (D) 38,2 1,1490
9 (D) 36,1 1,0845
10 (E) 35,9 0,8377

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.
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ANEXO C — Carga e deformacéo do limite maximo dos fémures dos animais.

Limite maximo dos fémures dos animais do grupo intacto.

Animal Limite maximo Limite maximo
Carga (N) Deformacé&o (x10°m)
1(E) 106,48 0,32
1 (D) 110,52 0,32
2 (E) 136,56 0,44
3 (E) 128,80 0,34
3 (D) 108,95 0,48
4 (D) 161,95 0,58
5 (E) 103,39 0,74
5 (D) 121,77 0,60
6 (E) 122,84 0,66
6 (D) 111,65 0,66
7 (E) 125,69 0,50
7 (D) 102,12 0,50
8 (E) 153,30 0,62
8 (D) 142,47 0,54
9 (E) 159,67 0,46
9 (D) 106,28 0,42

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.

Limite maximo dos fémures dos animais do grupo ovarectomizado.

Animal Limite maximo Limite maximo
Carga (N) Deformacé&o (x10°m)
1 (E) 111,75 0,40
1 (D) 88,05 0,58
2 (E) 114,56 0,54
3(E) 85,85 0,62
3 (D) 110,74 0,48
4 (E) 95,33 0,56
4 (D) 88,62 0,52
5 (E) 112,85 0,52
5 (D) 116,87 0,50
6 (E) 111,99 0,52
6 (D) 114,42 0,40
7 (E) 109,20 0,46
7 (D) 118,90 0,60
8 (E) 112,82 0,58
9 (D) 104,54 0,40

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.
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Limite maximo dos fémures dos animais do grupo tratado.

Animal Limite maximo Limite maximo
Carga (N) Deformacé&o (x10°m)
1 (D) 112,38 0,42
2 (E) 97,85 0,46
3(E) 120,27 0,34
3 (D) 107,75 0,40
4 (E) 125,29 0,42
4 (D) 115,86 0,54
5 (E) 139,97 0,46
5 (D) 121,62 0,46
6 (E) 116,20 0,34
6 (D) 121,72 0,48
7 (E) 133,72 0,54
7 (D) 149,06 0,62
8 (E) 117,92 0,50
8 (D) 124,22 0,54
9 (D) 153,66 0,62
10 (E) 109,25 0,44

(E) representa o fémur esquerdo, (D) representa o fémur direito.



