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APLICACAO DE ULTRA-SOM DE BAIXA POTENCIA NA REPARACAO
OSSEA EM RATOS SOB AUSENCIA DE CARGA. ANALISE
DENSITOMETRICA E BIOMECANICA.

RESUMO - A literatura apresenta que a resposta de reparo 0sseo pode
ser acentuada pela estimulagdo fisica, mecénica ou eletromagnética. Ha
evidéncias de que o ultra-som — US — de baixa poténcia pode acelerar a
regeneracao O0ssea. Este trabalho objetivou verificar o efeito do US no defeito
0sseo, criado experimentalmente, em tibias de ratos sob auséncia de carga
(suspenso pela cauda) por meio de andlise densitométrica e biomecanica.
Trinta Rattus novergicus albinus, Wistar, adultos, divididos em 3 grupos: G1
(n=10), ndo suspenso - experimento de 15 dias; G2 (n=10), suspenso pela
cauda - experimento de 15 dias e, G3 (n=10), suspensos pela cauda,
experimento de 36 dias. Os animais foram submetidos & osteotomia em ambas
as tibias e & aplicacdo do US (freqiiéncia de 1 MHz, ciclo 1:4, 30mW/cm?) na
direita (12 sessfes de 20 minutos). O G3 somente foi osteotomizado apos 21°
dia de suspensédo. Para andlises densitométrica utilizou-se densitbmetro DPX-
Lunar™, sistema digital Digora® e o programa computacional Image J®; para
ensaio mecanico usou maquina universal de ensaio EMIC®. Os resultados do
Contetdo Mineral Osseo (g), Area (cm?), Densidade Mineral Ossea (g/cm?) e
da Densidade Ossea (mmAl) observadas nas tibias, assim como a Forca
Méaxima (N) e Rigidez (x10°N/m) ndo demonstraram diferencas significantes
(tratadas versus controle de cada grupo), possivelmente pelo menor tempo de
tratamento com relacdo aos trabalhos encontrados na literatura. Concluindo
gue o Ultra-Som de baixa poténcia ndo acelerou o processo de consolidacéo

dssea.

Palavras-Chave: Auséncia de peso, Densidade d&ssea, Doencas 0Osseas
metabdlicas, Estimulacéo fisica, Osteotomia



APPLICATION OF LOW POWER ULTRASOUND IN BONE REPAIRING IN
RATS UNDER LOAD ABSENCE. DENSITOMETRIC ANALYSIS AND
BIOMECHANICAL.

SUMMARY - Literature shows that bone repair response can be accented by
physical, mechanic or electromagnetic stimulation. There are evidences that low
power ultrasound — US - can speed up bone regeneration. This work aimed at
determining the effect of US in bone defects, experimentally created, in tibia
from rats under load absence (suspended by the tail) by densitometric analysis
and biomechanics. Thirty Rattus novergicus albinus, Wistar, adult, divided in 3
groups: G1 (n=10), not suspended — a 15 day experiment; G2 (n=10),
suspended by the tail — a 15 day experiment and, G3 (n=10), suspended by the
tail — a 36 day experiment. , The animals have been submitted to the osteotomy
in both tibias and to the US application (1 MHz frequency, cycle 1:4,
30mW/cm?), on the right (twelve sessions of 20 minutes). G3 was only
osteotomized after the 21st day of suspension. DPX-Lunar™ densitometer,
Digora® digital system and Image J® computer program were used for
densitometrical analysis; for the mechanical assay, the universal machine of
EMIC® assay was used. The results for Bone Mineral Content (g), Area (cm?),
Bone Mineral Density (g/cm2) and Bone Density (mmAl) observed in tibias, as
well as Maximum Power (N), and Rigidity (x10°N/m) did not show any
significant differences (treated versus control of each group), possibly due to
shorter treatment time as regards the studies found in literature. Concluding that

the low power ultrasound not accelerated the process of consolidating bone.

Keywords: Weightlessness, Bone density, Bone metabolic diseases, Physical

stimulation, Osteotomy



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Sendo um tecido conjuntivo dos mais resistentes e rigidos do nosso
corpo, o tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto, tem funcdo de
suporte para partes moles, protecdo aos 6rgaos vitais, alojamento e protecéo
para medula 6ssea, armazenamento e fornecimento de minerais, proporciona
apoio aos musculos esqueléticos para a movimentacdo do organismo e
constitui um sistema de alavancas que pode aumentar as forcas geradas na
contracdo muscular. O o0sso é uma estrutura dindmica, que se renova
continuamente e é sensivel a influéncias metabdlicas, nutricionais, endocrinas
e a fatores mecanicos, tais como tensdo (GUYTON e HALL, 2002).

O osso é composto de aproximadamente 60% de mineral, 10% de agua
e em torno de 30% de matriz de colageno. A for¢ca que um 0sso pode suportar
ndo depende somente da quantidade absoluta de seus varios componentes,
mas também da forma como estes componentes se correlacionam
(ATHANASIOU et al., 2000 apud RODRIGUES et al., 2003). O tecido 6sseo €
formado principalmente por osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. As células
formadoras de o0sso sdo os osteoblastos e 0s ostedcitos, sendo a principal
diferenca entre elas a localizacdo. Os osteoblastos se alinham na superficie
0ssea enquanto os ostedcitos, que sdo osteoblastos maduros, estédo inseridos
na matriz mineralizada. Os osteoclastos reabsorvem osso (KAPLAN et al.,
1994), cavando tuneis na cortical 6ssea, e esta reabsorcao faz parte do reparo
6sseo normal (DOBLARE et al., 2004).

Durante toda a vida ocorre renovacéao do 0sso, tecido este que responde
a estimulos variados (GUYTON e HALL, 2002). O osso se difere de outros
materiais estruturais, pois € auto-reparador podendo alterar suas propriedades
e geometria em resposta as mudancas na demanda mecéanica (KAPLAN et al.,
1994).

A deposicéo de osso € parcialmente regulada pela quantidade de tenséo

mecanica a ele imposta. A auséncia de carga mecanica promove aumento no



processo de reabsor¢cdo Ossea reduzindo assim a massa 0ssea (TURNER,
2000). Ossos quando submetidos a estresse mecanico se deformam
apresentando osteoblastos mais ativos e se tornam mais fortes e resistentes
por desencadearem reacles fisiolégicas que modificam seu tamanho e sua
estrutura. O estresse mecéanico no 0sso causa microfraturas, que sdo o
estimulo a remodelacéo 6ssea. Ja 0s 0ssos hao submetidos a tensdo, como 0s
de um paciente impossibilitado de deambular, enfraquecem-se. Este desuso
pode levar a ocorréncia da osteoporose, pela falta de sustentacdo de peso e de
atividade fisica, que provoca diminui¢cdo no estimulo mecanico necessario para
crescimento e remodelamento 6sseo (GUYTON e HALL, 2002).

O tecido 0sseo é frequentemente lesado, podendo ocorrer fraturas,
situacdo onde h& perda da continuidade 6ssea que podem ser completas ou
incompletas. A proliferacdo celular e deposicéo de sais de calcio determinam a
regeneracao do tecido 6sseo e restabelece sua arquitetura e funcionalidade. O
processo bioldgico de reparo 0sseo pode ocorrer lentamente (retardo de
consolidagdo) ou ndo se desenvolver (pseudoartrose), resultando em
deficiéncia ou incapacidade para o individuo (DOBLARE et al., 2004).

O reparo tecidual é um dos fendbmenos mais interessantes observado
nos organismos vivos, podendo ser considerado como um dos mecanismos
primérios de sobrevivéncia. A remodelacdo éssea é um processo constante de
reabsorcdo e formacdo Ossea, necessaria para manter o equilibrio mineral
0sseo, caracterizando assim 0 0sSso como anteriormente descrito, tecido
permanentemente ativo. Esta remodelacdo ocorre também na tentativa de
reparar fraturas, através da conexdo das funcdes dos osteoblastos e dos
osteoclastos e pode ser influenciada por forcas mecanicas aplicadas ao
esqueleto (SZEJNFELD, 2000).

A remodelacdo Ossea e sua estimulagdo sdo motivos de inumeros
estudos, com intuito de acelerar a reabilitagdo dos pacientes. Estudos
confirmam que a resposta do reparo 0sseo pode ser acelerada pela

estimulacéo fisica, tanto mecanica quanto eletromagnética (LIND e BUNGER,



2001). Nesta linha ha evidéncias de que o ultra-som de baixa poténcia pode
acelerar a regeneracao 6ssea (DUARTE, 1977; XAVIER e DUARTE, 1983).

De acordo com Xavier e Duarte (1983) na utilizagéao terapéutica do ultra-
som na consolidacdo de fraturas, as cargas elétricas necesséarias ao reparo
0sseo sao produzidas no 0sso por meio do efeito piezelétrico.

O mecanismo de piezeletricidade € um advento fisico segundo o qual
alguns materiais quando deformados por uma acdo mecanica, desenvolvem
cargas elétricas superficiais no material. O contrario também é verdadeiro, ou
seja, ao se colocar um material sob um campo elétrico, as cargas elétricas se
integram e exibem deformacdes mecanicas. A piezeletricidade no tecido 6sseo
foi descrita pela primeira vez em 1957 por Fukada e Yasuda. O conhecimento
desta propriedade e dos efeitos de propagacdo de ondas mecanicas nos
materiais levou Duarte em 1977, a postular o principio da estimulacédo ultra-
sbnica de baixa poténcia do calo 6sseo. E em 1983, Xavier e Duarte atribuiram
a aceleracdo do processo de consolidacdo de fraturas 6sseas, pelo ultra-som
de baixa poténcia, ao mecanismo de piezeletricidade.

Um dos fatores responsaveis pela manutencdo do metabolismo mineral
normal dos ossos é a compressao longitudinal exercida sobre eles, produzida
pelo efeito da gravidade sobre o arcabougo. A pressédo estimula o crescimento
0sseo por aposicao. A descarga de peso resulta em maior espessura do 0Sso e
maior densidade da diafise (MCARDLE et al., 2003). Contudo a exposicdo a
ambientes de microgravidade afeta diretamente o sistema musculo-esquelético,
alterando seu metabolismo. Esse ambiente gera uma baixa tensdo sobre os
0SSOS e, por consequéncia, menor massa 0ssea sera necessaria para manter a
integridade estrutural do esqueleto (JOHNSON, 1998).

Kasper et al. (1993) afirmaram que o modelo ideal para simular atrofia
muscular e desgaste 6sseo seria aquele que permitisse livre mobilidade ao
animal, porém com restricdo aos movimentos dos membros posteriores. De
acordo com Vico et al. (1998), as caracteristicas fisicas do tecido podem variar
consideravelmente por depender diretamente da carga que este tecido esta

submetido. O modelo usado por Vicentini et al. (2007) foi o de suspenséo pela



cauda do animal, nessa situacdo os membros posteriores dos animais
permanecem com livre movimentagcdo, porém sem contato com o solo.

Na tentativa de entender o processo de consolidacéo 6ssea de animais
acometidos por traumas em membros pélvicos, patologias neurolégicas ou
ortopédicas, e que permanecem imobilizados sofrendo alteragbes na estrutura
0ssea, empregasse 0 modelo de suspensao pela cauda (RISO, 2008).

Sabendo que diversas enfermidades acometem os animais (como
luxacdo coxofemoral) provocando perda de marcha e prejudicando a
manutencdo do metabolismo mineral 6sseo e conseqientemente, a qualidade
dos ossos (SOUZA e TUDURY, 2003); e considerando que a incidéncia de
fraturas devera quadruplicar nos préximos 50 anos em decorréncia do aumento
da expectativa de vida (RIGGS e MELTON, 1995), e que em seres humanos a
partir dos 50 anos de idade, 30% das mulheres e 13% dos homens poderdo
sofrer algum tipo de fratura (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2000), é
objetivo deste estudo avaliar os efeitos do ultra-som na formagéo do calo
0sseo, por meio de andlises densitométricas e biomecanica em tibias de ratos
submetidos a auséncia de carga, tendo como a hipétese que o ultra-som de

baixa poténcia acelera o reparo 6sseo.
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CAPITULO 2 — EFEITO DE ULTRA-SOM DE BAIXA POTENCIA NA
REPARACAO OSSEA EM RATOS SOB AUSENCIA DE CARGA. ANALISE
DENSITOMETRICA E BIOMECANICA.

Titulo

Efeito do Ultra-Som de Baixa Poténcia na Reparacdo Ossea em Ratos sob

auséncia de carga. Analise densitométrica e biomecanica.

Resumo

RESUMO - A resposta de reparo 0sseo pode ser acentuada pela estimulacao
fisica, tanto mecénica quanto eletromagnética. Ha evidéncias de que o ultra-
som de baixa poténcia pode acelerar a regeneracdo 0Ossea. Este trabalho
objetivou verificar o efeito do ultra-som de baixa poténcia no defeito ésseo,
criado experimentalmente, em tibias de ratos sob auséncia de carga, utilizando
analise densitométrica e biomecanica. Trinta Rattus novergicus albinus, Wistar
adultos, divididos em: G1 (n=10), sem suspensdo - 15 dias; G2 (n=10),
suspenso pela cauda - 15 dias e G3 (n=10), suspensos pela cauda - 36 dias,
foram submetidos a osteotomia em ambas as tibias e a aplicacdo do ultra-som
pulsado de baixa poténcia em tibia direita (frequéncia de 1 MHz, ciclo 1:4,
30mW/cm?), por 12 sessbes de 20 minutos. Para anélises utilizou-se
densitbmetro DPX-Lunar™, sistema digital Digora®, Image J® e ensaio
mecanico com maquina universal de ensaio EMIC®. Os resultados n&o
demonstraram diferengas significantes nas variaveis estudadas, ao comparar
os lados tratados com os controles de cada grupo, possivelmente pelo menor
tempo de tratamento com relacdo aos trabalhos encontrados na literatura.
Concluindo que o Ultra-Som de baixa poténcia ndo acelerou o processo de
consolidagéo éssea.



Palavras Chaves

Palavras Chaves: Auséncia de peso, Densidade 0ssea, Doencas oOsseas
metabdlicas, Estimulacéo fisica, Osteotomia

Introducéo

Um complexo mecanismo de remodelacdo em nivel celular, que incide
de forma alternada entre formacéao e reabsorcédo 0ssea, conduz o tecido ésseo.
Um ambiente desprovido de estimulos mecénicos produz efeitos diretos na
estrutura éssea e altera sua funcao (HOLICK, 1998; SHIMANO, 2006). Assim a
conservacdo do metabolismo mineral 6sseo normal depende de solicitacdes
mecanicas geradas pelas contracfes musculares e pela forca da gravidade
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2000).

A proliferacdo celular e deposicdo de sais de calcio determinam a
regeneracdo do tecido o6sseo lesado e restabelece sua arquitetura e
funcionalidade (DOBLARE et al., 2004). Quando a regeneracdo 0ssea Nnao
ocorre da forma esperada, torna-se necessario o implemento de métodos
coadjuvantes, como o ultra-som (US) de baixa poténcia, para a obtencéo dos
resultados esperados. A base fisioldgica para a utilizacdo do US como método
terapéutico, para o estimulo da osteogénese, estd nas propriedades
biomecéanicas do 0sso, pois tanto o impacto fisico promovido pela descarga
corporal quanto o promovido pelas ondas mecanicas do US provocam
deformacdes nos ossos (NARUSE et al., 2000).

Sabendo-se que diversas enfermidades acometem o0s animais
provocando perda da marcha e prejudicando a manutencdo do metabolismo
mineral 0sseo e consequentemente a qualidade dos ossos (SOUZA e
TUDURY, 2003); ja em seres humanos a partir dos 50 anos de idade, 30% das
mulheres e 13% dos homens poderao sofrer algum tipo de fratura (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH, 2000), e que a incidéncia de fraturas devera



guadruplicar nos proximos 50 anos em decorréncia do aumento da expectativa
de vida (RIGGS e MELTON, 1995), é objetivo deste estudo avaliar os efeitos do
US na formagé&o do 6ssea, por meio de analises densitométrica e biomecéanica
em tibias de ratos submetidos a auséncia de carga, tendo como a hipétese que

0 US de baixa poténcia acelera a formacao o6ssea.

Material e Métodos

Grupos Experimentais

Apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da UNESP — Campus de Aracatuba (Protocolo n°2007-002868),
foram utilizados trinta ratos machos, Rattus novergicus albinus, linhagem
Wistar, adultos com massa corporal média de 348+14g fornecidos pelo Biotério
da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP /
Campus de Aracatuba — SP e mantidos com ragdo comercial e 4gua a vontade
e sob temperatura controlada de 23<C.

Os animais foram divididos em trés grupos iguais: G1 - animais
submetidos a cirurgia para osteotomia que permaneceram livres em gaiolas
individuais por 15 dias e foram tratados com US; G2 - animais submetidos a
cirurgia para osteotomia e suspensos pela cauda por 15 dias e,
concomitantemente, tratados com US; G3 - animais suspensos pela cauda e,
apos 21 dias de suspensdo, foram submetidos a cirurgia para osteotomia e
novamente suspensos por 15 dias e tratados com US (Esquema 1). Os

membros contra laterais foram os controles.



Esquema 1:

Grupo 1
Dias 1° 2° ao 7° 8° ©9° ao 14° 15°
IUItra-som UItra—somI ‘
Osteotomia Eutanasia
Grupo 2

Dias 1° 2° ao 7° 8°

9° ao 14° 15°
IUItra—som Ultra-som I ‘

Osteotomia Eutanasia
Suspensao

Suspensos

Grupo 3
1° ao 21° 22° 23° ao 28° 29° 30° ao 35° 36°Dias
t t t 1 t 1t 1 t 4

l l lUItra—soml l ‘ UItra—som‘ l

Suspensao

Osteotomia Eutanasia

Suspensos



Cirurgia

Foram realizadas osteotomias cirargicas em ambas as tibias, em regiédo
diafisaria média (Figura 1), estando os animais sob anestesia geral com
Ketamina (30mg/kg) e Xilazina (3mg/kg), via intramuscular.

Para realizacdo da osteotomia, a superficie anterior dos membros pélvicos
dos animais, na regido do terco médio, foi submetida a tricotomia. A seguir foi
realizada incisdo da pele no sentido longitudinal da tibia e os musculos foram
afastados com espatula, permitindo acesso ao 0sso. O defeito 6sseo entéo foi
obtido por perfuracdo com broca cirargica de 2 mm, acoplada a motor de baixa
rotacdo (uso odontoldgico), passando pelo periésteo, cortical 6ssea, até atingir
o enddésteo. Em todo o processo, soro fisiolégico foi gotejado para a nao
necrose por aquecimento. Ap6s a perfuracdo, o tecido muscular foi
reposicionado e suturado e a pele também suturada (MELO, 2003; RISO,
2008).

Figura 1. Osteotomia em regido diafisaria média da tibia.

Apébs a cirurgia, por trés dias os animais receberam Buprenorfina (0,02
ml de 12 em 12 h) via subcutanea, para analgesia pds-operatéria e receberam
Pentabiético (0,035ml) imediatamente apds cirurgia como profilaxia

antimicrobiana.

Técnica de Suspenséao



A técnica de suspensao foi a mesma utilizada por Vicentini et al. (2007),
divergindo no preparo da cauda do animal, que no presente estudo foi lavada
com sabonete liquido anti-séptico e substituida a tintura de Benjoin por
lodopovedine topico. A técnica de suspensdo que, segundo Morey-Holton e
Globus (1998), provoca um minimo de estresse ao animal, foi realizada ap6és a
osteotomia, com 0s animais ainda anestesiados, nos grupos 1 e 2 e, realizada
no grupo 3 no primeiro dia experimental com 0s animais anestesiados com

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

Figura 2. Animal suspenso pela cauda.

Tratamento com Ultra-som

Os animais foram imobilizados manualmente durante a terapia e apenas
o0 membro direito de todos os grupos foi tratado com US pulsado de baixa
poténcia, freqiiéncia de 1 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30mW/cm?, por 12
sessdes de 20 minutos cada, servindo o membro esquerdo como controle. O
protocolo de tratamento se iniciou no primeiro dia apdés a osteotomia. As

aplicacdes foram executadas de forma padronizada, ocorrendo a primeira, 24



horas apdés a osteotomia, com intervalo de 48 horas apdés 6 sessdes

consecutivas, cumprindo-se um total de 12 sessdes de tratamento.

Figura 3. Aparelho de Ultra-som (cedido pela Escola de Engenharia S&o
Carlos — USP)

Apés o periodo experimental, os animais foram anestesiados com
Ketamina e Xilazina e entdo eutanasiados com Pentobarbital 1,5 ml
(Tiopental®) intravenoso e suas tibias foram retiradas para andlise

densitométrica e biomecéanica.

Densitometria Ossea

AplOs a eutanasia, as tibias foram desarticuladas, removidas, dissecadas e
submetidas a andlise densitométrica em densitdbmetro de dupla emissao de
raios - X (DXA) (modelo DPX-Alpha, Lunar®) com software especial para

pequenos animais (Marques, 2008).



Figura 4. Densitometro de dupla emissao de raios - X (DEXA).

Figura 5. Programa Computacional do DEXA.

Depois, as tibias foram radiografadas por meio do aparelho de raios X
GE-100 (General Eletric®, Milwaukee, EUA), operando com 60 Kvp, 8mA, 12
pulsos, com distancia foco-filme de 20 cm e com incidéncia do foco de radiacéo
perpendicular ao plano do filme-objeto. As imagens digitais das tibias e de sua
identificacdo junto a uma escada de aluminio de 9 degraus, cada degrau com
5x25mm? de &rea usada como referencial densitométrico, foram obtidas
utilizando a placa oéptica do sistema digital Digora® (Soredex, Orion
Corporation, Helsinki, Finland). As placas oOpticas foram entdo colocadas em
scanner a laser do préprio equipamento Digora®, lidas e armazenadas no

programa computacional do sistema e as densidades radiograficas foram



medidas na regido da osteotomia, huma area de 30x10 pixels, e nos degraus
da escada de aluminio, numa area de 24x84 pixels. Com os valores de
espessura dos degraus da escada e os valores de densidade radiografica
(expressos em niveis de cinza - 256 tons) foi determinada uma equacéo, para
cada radiografia, que serviu para calcular os valores de densidade 6ssea em
milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA et al., 1998; SALZEDAS et al.,
2006).

Figura 6. Equipamento Digora®.

Como o sistema digital Digora® avalia somente area regular do defeito
6sseo (retangulo), as imagens digitalizadas pelo sistema Digora® também
foram exportadas em formato TIFF (“Tagged Image File Format”) e analisadas
pelo programa computacional Image J® (livre na internet).

O Image J® foi utilizado para avaliar a area irregular da tibia que continha
o defeito 6sseo, calculando seu nivel de densidade, em tons de cinza, e dos
degraus da escada de aluminio. Novamente, os valores de densidade das tibias
foram convertidos para valores relativos a espessura em milimetros de aluminio
(mmAl).



Figura 7. Programa Computacional Image J®

Ensaio Mecénico

Nos ensaios mecanicos foi utilizada maquina universal de ensaio EMIC®,
modelo DL 3000, pertencente ao Departamento de Materiais Dentarios da FOA
/Unesp-Aracatuba, com carga aplicada a velocidade de 5 mm/min.

Na analise biomecanica foi determinada a forca maxima admitida pela
tibia e sua rigidez, variaveis que expressam caracteristicas mecéanicas do 0sso
tal como resisténcia 6ssea. A distancia de vao de apoio foi de 20 mm e a célula

de carga utilizada foi de 2000 N.

Figura 8. Maquina universal de ensaio mecanico EMIC®, modelo DL 3000.

Anéalise Estatistica



Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo Teste T de
Student, pareado para comparar as tibias tratadas e controle para cada grupo,
com o programa computacional GraphPad InStat®, versdo 3.06.

Os resultados foram todos apresentados como média + desvio padrao.

O nivel de significancia utilizado foi de 5% em todas as analises.

Resultado

Densitometria Ossea

Os resultados da andlise densitométrica, tanto pelo densitbmetro de
dupla emissédo de raios - X (DXA) (Tabela 1) quanto pelo sistema digital
Digora® (Tabela 2) e pelo software Image J® (Tabela 3), ndo demonstraram
diferencas significantes (p > 0,05) entre as tibias tratadas e controle de cada
grupo, indicando assim que o US ndo interveio na quantidade mineral 6ssea.
Tabela 1 - Média e desvio padréo do Contetido Mineral Osseo (CMO) em gramas, Area em cm?

e Densidade Mineral Ossea em g/cm? (DMO) observadas na tibia tratada e controle
dos ratos dos Grupos 1,2 e 3

cMO*' AREA" DMO!
GRUPO TRATADA CONTROLE TRATADA CONTROLE TRATADA CONTROLE
0,266 + 0,283 + 1,677 + 1,766 + 0,159 + 0,160 +
G1 0,035 0,025 0,098 0,069 0,018 0,014
0,197 + 0,183 + 1,408 + 1,271 + 0,141 + 0,145 +
G2 0,016 0,025 0,118 0,137 0,010 0,020
0,197 + 0,217 + 1,369 + 1,453 + 0,147 + 0,150 +
G3 0,034 0,034 0,118 0,082 0,029 0,025

'p>0,05

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

DENSIDADE OSSEA (mmAl)*

GRUPO TRATADA CONTROLE
G1 1,17 +£0,17 1,19+0,10
G2 1,43+0,18 1,46 £ 0,28
G3 1,12 + 0,27 1,24+ 0,23

lp > 0,05



Tabela 3 - Média e desvio padrdo da Densidade Ossea (mmAl),
mensurada na area irregular da tibia incluindo o defeito
6sseo pelo software Image J® -calculadas na tibia
tratada e controle dos ratos dos grupos 1,2 e 3

DENSIDADE OSSEA (mmAl)°

GRUPO TRATADA CONTROLE

G1 1,65 + 0,23 1,53 + 0,26

G2 1,59 + 0,30 1,61+ 0,33

G3 1,41 + 0,13 1,39 + 0,11
'p>0,05

Ensaio Mecénico

Os resultados do teste de flexdo n&o apresentaram diferencas
significantes (p > 0,05) (Tabela 4) quando relacionadas as variaveis mecanicas:
forca méaxima e rigidez das tibias tratadas e controle sugerindo que o

tratamento ndo interferiu nas propriedades mecéanicas do terco médio da tibia.

Tabela 4 - Média e desvio padréo da Forga Maxima (N) e Rigidez
(x10°N/m) observadas na tibia tratada e controle dos
ratos dos grupos 1,2 e 3

FORCA MAXIMA (N) RIGIDEZ (x10°N/m)
GRUPO TRATADA CONTROLE TRATADA CONTROLE
Gl 68,66 + 68,08 + 151,41 + 130,41 +
22,17 14,92 59,46 51,82
130,82 + 136,57 +
G2 49,51 +8,02 52,11 +7,99 39 53 1803
a3 72,19 + 67,72 + 161,11 + 147,20 +
13,03 16,75 37,54 32,59
p > 0,05
Discussao

Os resultados obtidos neste estudo concordam com Carvalho e Cliquet
Junior (2003) que analisando a a¢ao do US pulsado de baixa poténcia durante
20 dias consecutivos, por 20 minutos diarios, na regido proximal dos fémures
de ratas osteopénicas, evidenciaram uma melhora da arquitetura dos 0ssos
(analise qualitativa), mas ndo do conteudo mineral (andlise quantitativa),
supondo que a analise quantitativa ndo tenha apontado diferencas devido ao

fato de existir grande quantidade de tecido neoformado, o qual ainda ndo esta



totalmente mineralizado. Os autores comentam que a duragédo do tratamento
com US de baixa poténcia talvez ndo tenha sido suficiente para possibilitar a
total mineralizacédo das regides estimuladas, o que ndo possibilitou alteracbes
de forma quantitativa, fato este que pode ter influenciado os resultados do
presente trabalho, uma vez que usamos somente andlises quantitativas.

Em trabalho realizado por Lirani (2004), foi evidenciada uma fase mais
adiantada do reparo 6sseo do grupo tratado com US em comparagdo ao grupo
controle, no entanto, nos resultados quantitativos (ensaio mecéanico) nao foi
observada maior carga maxima suportada pelos ossos tratados, o que
concorda com os achados aqui apresentados. Isto talvez seja justificado pelo
menor tempo de tratamento utilizado no presente trabalho e no de Lirani
(2004), quando comparados com outros com maior tempo de aplicacédo do US
(AZUMA et al., 2001; TAKIKAWA et al., 2001; WARDEN et al., 2006).

O estudo realizado por Warden et al. (2006) investigou o efeito do US
sobre o reparo 6sseo de fratura em fémur de ratos tratados com US durante 16
e 27 dias; por 20 minutos. O grupo experimental de 25 dias ndo apresentou
diferencas estatisticamente significantes entre os fémures tratados e controle,
nas analises densitométricas e biomecanicas, diferentemente do grupo
experimental de 40 dias, que teve uma aumento de 14,3% no contetdo mineral
0sseo e 25,8% na area 6ssea (Analise densitométrica — DXA) ao comparar 0s
fémures tratados com os controles e um acréscimo também na forca maxima
(81,3%) e na rigidez (63,4%) (Analise Biomecanica — Ensaio Mecanico) nos
fémures tratados em relacdo aos controles. Estes achados reforcam a
hipétese, de que no presente trabalho ndo foi encontrada influéncia do US de
baixa poténcia, devido ao pequeno niumero de sessdes de tratamento.

Neste trabalho, no momento da dissecacao das tibias observou-se uma
diminuicdo da coloragdo na musculatura que envolvia a tibia tratada,
comparado com a da tibia controle, sugestiva de necrose. Este dado sugere a
necessidade da realizacdo de um estudo direcionado a obtencdo do efeito
secundario do US pulsado de baixa poténcia, na musculatura adjacente a

regido dssea tratada.



Conclusao

O US de baixa poténcia nas condi¢cOes experimentais deste trabalho ndo
acelerou o processo de reparo 6sseo.
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CAPITULO 3 — IMPLICACAO

No momento da dissecacao das tibias observou-se uma diminuicdo da
coloracdo na musculatura que envolvia a tibia tratada, comparado com a da
tibia controle, sugestiva de necrose. Este dado sugere a necessidade da
realizacdo de um estudo direcionado a obtencéo do efeito secundario do ultra-
som pulsado de baixa poténcia, freqiéncia de 1 MHz, ciclo de trabalho 1:4,
30mW/cm?, na musculatura adjacente & regido dssea tratada.
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Efeito do Ultra-Som de Baixa Poténcia na Reparacio Ossea em Ratos sob
Auséncia de Carga. Analise Densitométrica e Biomecanica.

RESUMO - A resposta de reparo 0sseo pode ser acentuada pela estimulacao fisica,
tanto mecanica quanto eletromagnética. Ha evidéncias de que o ultra-som de baixa
poténcia pode acelerar a regeneracdo 6ssea. Este trabalho objetivou verificar o efeito do
ultra-som de baixa poténcia no defeito dsseo, criado experimentalmente, em tibias de
ratos sob auséncia de carga, utilizando analise densitométrica e biomecanica. Trinta
Rattus novergicus albinus, Wistar adultos, divididos em: G1 (n=10), sem suspenséo - 15
dias; G2 (n=10), suspenso pela cauda - 15 dias e G3 (n=10), suspensos pela cauda - 36
dias, foram submetidos a osteotomia em ambas as tibias e a aplicacdo do ultra-som
pulsado de baixa poténcia em tibia direita (freqiiéncia de 1 MHz, ciclo 1:4, 30mW/cm?),
por 12 sessbes de 20 minutos. Para analises utilizou-se densitdbmetro DPX-Lunar™,
sistema digital Digora®, Image J® e ensaio mecanico com méaquina universal de ensaio
EMIC®. Os resultados ndo demonstraram diferencas significantes nas variaveis
estudadas, ao comparar os lados tratados com os controles de cada grupo, possivelmente
pelo menor tempo de tratamento com relacdo aos trabalhos encontrados na literatura.
Concluindo que o Ultra-Som de baixa poténcia ndo acelerou o processo de consolidagédo
Ossea.

Palavras-chave: Auséncia de peso, Densidade Ossea, Doencas Osseas metabdlicas,

Estimulacéo fisica, Osteotomia

Effect of Low Power Ultrasound in Bone Repairing in Rats Under Load Absence.
Densitometric Analysis and Biomechamical.

ABSTRACT - Bone repair response can be accented by physical stimulation, either
mechanic or electromagnetic. There are evidences that low power ultrasound can speed
up bone regeneration. This work had the objective of determine the effect of low power
ultrasound in bone defects, experimentally created, in tibia from rats under load
absence, by densitometric analysis and biomechanics. Thirty Rattus novergicus albinus,
Wistar adult, divided in: G1 (n=10), without suspension - 15 days; G2 (n=10),
suspended by the tail - 15 days and G3 (n=10), suspended by the tail - 36 days, have
been submitted to the osteotomia in both tibias and to the application of pulsed low



power ultrasound (1 MHz frequency, cycle 1:4, 30mW/cm?), for 12 sessions of 20
minutes each. DPX-Lunar™ densitometer, Digora® digital system, Image J® and
mechanical assay with universal machine of EMIC® assay were used to analyze the
bone. There were no significant differences in the variables analyzed, when comparing
the treated sides with the respective controls in each group, possible due to the our
shorter time of treatment when compared with other studies. Concluding that the low
power ultrasound not accelerated the process of consolidating bone.

Key words: weight absence, bone density, bone metabolic disorders, physical

stimulation, osteotomia

Efecto de la Ultrasonido de Baja Potencia en la Reparacion Osea del Ratones
donde no hay carga. analisis densitométrica y biomecanica.

RESUMEN - Se puede accentuar la respuesta del reparo 6seo por la estimulacion fisica,
tanto mecanica como electromagnética. Hay evidencias de que el ultrasonido de baja
potencia puede accelerar la regeneracion Gsea. Este trabajo objetivé a la verificacion del
efecto del ultrasonido de baja potencia en el defecto 6seo, experimentalmente creado, en
tibias de ratones bajo ausencia de carga utilizando analisis densitométrica y
biomecénica.. Treinta Rattus Novergicus Albinus, Wistar adultos, divididos en: G1
(n=10), sin suspensién - 15 dias; G2 (n=10), suspendidos por la cola - 15 dias y G3
(n=10), suspendidos por la cola - 36 dias, se someteron a la osteotomia en ambas las
tibias y a la aplicacién del ultrasonido pulsado de baja potencia (frecuencia de 1 MHz,
ciclo 1:4, 30mW/cm?), por 12 sesiones de 20 minutos. Para las analises se utilizo el
densitometro DPX-Lunar™, sistema digital Digora®, Image J® y ensayo mecanico con
méquina universal de ensayo EMIC®. Los resultados no demostraron diferencias
significantes en las variables estudiadas, al compararse los lados tratados a los controles
de cada grupo, posiblemente debido al més corto tiempo de tratamiento en relacion a los
trabajos encontrados en la literatura. Concluyendo que lo ultrasonido de baja potencia

no se acelero el proceso de consolidacion oOsea.



Palabras-clave: Ausencia de peso. Densidad Osea, Enfermedades 6seas metabdlicas,

Estimulacion fisica, Osteotomia.

INTRODUCAO

Um complexo mecanismo de remodelacdo em nivel celular, que incide de forma
alternada entre formacdo e reabsorcdo Gssea, conduz o tecido 6sseo. Um ambiente
desprovido de estimulos mecanicos produz efeitos diretos na estrutura 6ssea e altera sua
funcdo (HOLICK, 1998; SHIMANO, 2006). Assim a conservacdo do metabolismo
mineral 6sseo normal depende de solicitagdes mecanicas geradas pelas contracbes
musculares e pela forca da gravidade (NIH, 2000).

A proliferacdo celular e deposicdo de sais de calcio determinam a regeneracéo
do tecido 6sseo lesado e restabelece sua arquitetura e funcionalidade (DOBLARE et al.,
2004). Quando a regeneracao 6ssea ndo ocorre da forma esperada, torna-se necessario o
implemento de métodos coadjuvantes, como o ultra-som (US) de baixa poténcia, para a
obtencdo dos resultados esperados. A base fisioldgica para a utilizacdo do US como
método terapéutico, para o estimulo da osteogénese, esta nas propriedades biomecanicas
do osso, pois tanto o impacto fisico promovido pela descarga corporal quanto o
promovido pelas ondas mecéanicas do US provocam deformacdes nos 0ssos (NARUSE
et al., 2000).

Sabendo-se que diversas enfermidades acometem os animais provocando perda
da marcha e prejudicando a manutencdo do metabolismo mineral &sseo e
consequentemente a qualidade dos ossos (ALBUQUERQUE SOUZA e TUDURY,
2003); ja em seres humanos a partir dos 50 anos de idade, 30% das mulheres e 13% dos

homens poderdo sofrer algum tipo de fratura (NIH, 2000), e que a incidéncia de fraturas



devera quadruplicar nos proximos 50 anos em decorréncia do aumento da expectativa
de vida (RIGSS e MELTON, 1995), € objetivo deste estudo avaliar os efeitos do US na
formagéo 0Ossea, por meio de analises densitometrica e biomecénica em tibias de ratos
submetidos a auséncia de carga, tendo como a hipo6tese que o US de baixa poténcia

acelera a formacdao dssea.

MATERIAL E METODOS
Grupos Experimentais

ApOs aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
da UNESP — Campus de Aracatuba (Protocolo n° 2007-002868), foram utilizados trinta
ratos machos, Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar, adultos com massa corporal
média de 348+14g fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aracatuba — SP e mantidos com
racdo comercial e agua a vontade e sob temperatura controlada de 23°C.

Os animais foram divididos em trés grupos iguais: G1 - animais submetidos a
cirurgia para osteotomia que permaneceram livres em gaiolas individuais por 15 dias e
foram tratados com US; G2 - animais submetidos a cirurgia para osteotomia e suspensos
pela cauda por 15 dias e, concomitantemente, tratados com US; G3 - animais Suspensos
pela cauda e, apds 21 dias de suspensédo, foram submetidos & cirurgia para osteotomia e
novamente suspensos por 15 dias e tratados com US. Os membros contra laterais foram
os controles.

Cirurgia



Foram realizadas osteotomias cirurgicas em ambas as tibias, em regido diafisaria
média, estando os animais sob anestesia geral com Ketamina (30mg/kg) e Xilazina
(3mg/kq), via intramuscular.

Para realizacdo da osteotomia, a superficie anterior dos membros pélvicos dos
animais, na regido do terco médio, foi submetida a tricotomia. A seguir foi realizada
incisdo da pele no sentido longitudinal da tibia e os musculos foram afastados com
espatula, permitindo acesso ao 0sso. O defeito 6sseo entdo foi obtido por perfuracdo
com broca cirdrgica de 2 mm, acoplada a motor de baixa rotacdo (uso odontoldgico),
passando pelo peridsteo, cortical dssea, até atingir o enddsteo. Em todo o processo, soro
fisiologico foi gotejado para a ndo necrose por aquecimento. Apos a perfuracdo, o
tecido muscular foi reposicionado e suturado e a pele também suturada (MELO, 2003;
RISO, 2008).

Ap0s a cirurgia, por trés dias os animais receberam Buprenorfina (0,02 ml de 12
em 12 h) via subcutdnea, para analgesia poOs-operatdria e receberam Pentabiotico
(0,035ml) imediatamente apds cirurgia como profilaxia antimicrobiana.

Técnica de Suspenséo

A técnica de suspensdo foi a mesma utilizada por Vicentini et al. (2007),
divergindo no preparo da cauda do animal, que no presente estudo foi lavada com
sabonete liquido anti-séptico e substituida a tintura de Benjoin por lodopovedine tdpico.
A técnica de suspensdo que, segundo Morey-Holton e Globus (1998), provoca um
minimo de estresse ao animal, foi realizada apds a osteotomia, com 0s animais ainda

anestesiados, nos grupos 1 e 2 e, realizada no grupo 3 no primeiro dia experimental com



0s animais anestesiados com Ketamina (30mg/kg) e Xilazina (3mg/kg), via
intramuscular.
Tratamento com US

Os animais foram imobilizados manualmente durante a terapia e apenas o
membro direito de todos os grupos foi tratado com US pulsado de baixa poténcia,
freqiiéncia de 1 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30mW/cm?, por 12 sessdes de 20 minutos
cada, servindo o membro esquerdo como controle. O protocolo de tratamento se iniciou
no primeiro dia apds a osteotomia. As aplicacbes foram executadas de forma
padronizada, ocorrendo a primeira, 24 horas apds a osteotomia, com intervalo de 48
horas apds 6 sessdes consecutivas, cumprindo-se um total de 12 sessdes de tratamento.

Apobs o periodo experimental, os animais foram anestesiados com Ketamina e
Xilazina e entéo eutanasiados com Pentobarbital 1,5 ml (Tiopental®) intravenoso e suas
tibias foram retiradas para analise densitométrica e biomecanica.
Densitometria Ossea

Apols a eutandsia, as tibias foram desarticuladas, removidas, dissecadas e
submetidas a analise densitométrica em densitbmetro de dupla emissdo de raios - X
(DXA) (modelo DPX-Alpha, Lunar®) com software especial para pequenos animais
(Marques, 2008). Depois, as tibias foram radiografadas por meio do aparelho de raios X
GE-100 (General Eletric®, Milwaukee, EUA), operando com 60 Kvp, 8mA, 12 pulsos,
com distancia foco-filme de 20 cm e com incidéncia do foco de radiacdo perpendicular
ao plano do filme-objeto. As imagens digitais das tibias e de sua identificacdo junto a
uma escada de aluminio de 9 degraus, cada degrau com 5x25mm? de 4rea usada como

referencial densitométrico, foram obtidas utilizando a placa optica do sistema digital



Digora® (Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As placas 6pticas foram ento
colocadas em scanner a laser do préprio equipamento Digora®, lidas e armazenadas no
programa computacional do sistema e as densidades radiograficas foram medidas na
regido da osteotomia, numa area de 30x10 pixels, e nos degraus da escada de aluminio,
numa area de 24x84 pixels. Com os valores de espessura dos degraus da escada e 0s
valores de densidade radiografica (expressos em niveis de cinza - 256 tons) foi
determinada uma equacéo, para cada radiografia, que serviu para calcular os valores de
densidade dssea em milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA et al., 1998;
SALZEDAS et al., 2006).

Como o sistema digital Digora® avalia somente &rea regular do defeito ¢sseo
(retangulo), as imagens digitalizadas pelo sistema Digora® também foram exportadas
em formato TIFF (*Tagged Image File Format”) e analisadas pelo programa
computacional Image J® (livre na internet).

O Image J® foi utilizado para avaliar a 4rea irregular da tibia que continha o
defeito dsseo, calculando seu nivel de densidade, em tons de cinza, e dos degraus da
escada de aluminio. Novamente, os valores de densidade das tibias foram convertidos
para valores relativos a espessura em milimetros de aluminio (mmAl).

Ensaio Mecénico

Nos ensaios mecanicos foi utilizada méquina universal de ensaio EMIC®,
modelo DL 3000, pertencente ao Departamento de Materiais Dentarios da FOA /Unesp-
Aracatuba, com carga aplicada a velocidade de 5 mm/min.

Na analise biomecéanica foi determinada a forca maxima admitida pela tibia e

sua rigidez, variaveis que expressam caracteristicas mecanicas do 0sso tal como



resisténcia 0ssea. A distancia de vao de apoio foi de 20 mm e a célula de carga utilizada
foi de 2000 N.
Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo Teste T de Student,
pareado para comparar as tibias tratadas e controle para cada grupo, com o programa
computacional GraphPad InStat®, versio 3.06.

Os resultados foram todos apresentados como média + desvio padréo. O nivel de

significancia utilizado foi de 5% em todas as analises.

RESULTADOS
Densitometria Ossea

Os resultados da analise densitométrica, tanto pelo densitdmetro de dupla emisséo
de raios - X (DXA) (Tabela 1) quanto pelo sistema digital Digora® (Tabela 2) e pelo
software Image J® (Tabela 3), ndo demonstraram diferencas significantes (p > 0,05)
entre as tibias tratadas e controle de cada grupo, indicando assim que o US ndo interveio
na quantidade mineral dssea.
Ensaio Mecanico

Os resultados do teste de flexdo ndo apresentaram diferengas significantes (p >

0,05) (Tabela 4) quando relacionadas as variaveis mecanicas: forca maxima e rigidez
das tibias tratadas e controle sugerindo que o tratamento néo interferiu nas propriedades

mecanicas do terco médio da tibia.

DISCUSSAO



Os resultados obtidos neste estudo concordam com Carvalho e Cliquet Jr (2003)
que analisando a ag¢do do US pulsado de baixa poténcia durante 20 dias consecutivos,
por 20 minutos diarios, na regido proximal dos fémures de ratas osteopénicas,
evidenciaram uma melhora da arquitetura dos ossos (analise qualitativa), mas nao do
contetdo mineral (analise quantitativa), supondo que a analise quantitativa ndo tenha
apontado diferengas devido ao fato de existir grande quantidade de tecido neoformado,
0 qual ainda ndo esta totalmente mineralizado. Os autores comentam que a duracdo do
tratamento com US de baixa poténcia talvez ndo tenha sido suficiente para possibilitar a
total mineralizagdo das regides estimuladas, o que nao possibilitou alteragdes de forma
quantitativa, fato este que pode ter influenciado os resultados do presente trabalho, uma
vez que usamos somente analises quantitativas.

Em trabalho realizado por Lirani (2004), foi evidenciada uma fase mais
adiantada do reparo 6sseo do grupo tratado com US em comparacgdo ao grupo controle,
no entanto, nos resultados quantitativos (ensaio mecénico) ndo foi observada maior
carga maxima suportada pelos o0ssos tratados, 0 que concorda com os achados aqui
apresentados. Isto talvez seja justificado pelo menor tempo de tratamento utilizado no
presente trabalho e no de Lirani (2004), quando comparados com outros com maior
tempo de aplicagdo do US (AZUMA et al., 2001; TAKIKAWA et al., 2001; WARDEN
et al., 2006).

O estudo realizado por Warden et al. (2006) investigou o efeito do US sobre o
reparo 6sseo de fratura em fémur de ratos tratados com US durante 16 e 27 dias; por 20
minutos. O grupo experimental de 25 dias ndo apresentou diferengas estatisticamente

significantes entre os fémures tratados e controle, nas andlises densitométricas e



biomecanicas, diferentemente do grupo experimental de 40 dias, que teve uma aumento
de 14,3% no contetdo mineral 6sseo e 25,8% na area 0ssea (Analise densitométrica —
DXA) ao comparar os fémures tratados com o0s controles e um acréscimo também na
forca méxima (81,3%) e na rigidez (63,4%) (Analise Biomecéanica — Ensaio Mecanico)
nos fémures tratados em relacdo aos controles. Estes achados reforcam a hipdtese, de
que no presente trabalho ndo foi encontrada influéncia do US de baixa poténcia, devido
ao pequeno numero de sessdes de tratamento.

Neste trabalho, no momento da dissecacdo das tibias observou-se uma
diminuigdo da coloragdo na musculatura que envolvia a tibia tratada, comparado com a
da tibia controle, sugestiva de necrose. Este dado sugere a necessidade da realizagdo de
um estudo direcionado a obtencdo do efeito secundario do US pulsado de baixa

poténcia, na musculatura adjacente a regido éssea tratada.
CONCLUSOES
O US de baixa poténcia nas condigdes experimentais deste trabalho néo acelerou

0 processo de reparo 6sseo.

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UNESP — Campus de

Aracatuba (Protocolo n° 2007-002868). Data da Aprovacédo: 06/07/2007.
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Efeito do Ultra-Som de Baixa Poténcia na Reparagdo Ossea em Ratos sob auséncia
de carga. Analise densitométrica e biomecanica.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo do Contetdo Mineral Osseo (CMO) em gramas, Area
em c¢cm? e Densidade Mineral Ossea em g/cm? (DMO) observadas nas tibias

tratada e controle de ratos.

Tabela 1 — Mean and standard deviation of bone mineral content (BMC) in grams, area
in cm? and bone mineral density (BMD) in g/cm? seen in tibiae treated and

control rats.

CMO (BMC)" AREA! DMO (BMD)*
GRUPO TRATADA CONTROLE TRATADA CONTROLE TRATADA CONTROLE
GROUP TREATED CONTROL TREATED CONTROL  TREATED  CONTROL
1 0,266 + 0,035 0,283+0,025 1,677+0,098 1,766+0,069 0,159 +0,018 0,160+ 0,014
2 0,197 +0,016 0,183+0,025 1,408+0,118 1,271+0,137 0,141+0,010 0,145+ 0,020
3 0,197 £0,034 0,217+0,034 1,369+0,118 1,453+0,082 0,147 +0,029 0,150 + 0,025

'p>0,05

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

Table 2 - Mean and standard deviation of bone density
(mmAl) observed in the tibia of the rats treated
and control groups of 1, 2 and 3; analysis

conducted by the digital system Digora®

DENSIDADE OSSEA (mmAl)*
BONE DENSITY (mmAl)

GRUPO TRATADA CONTROLE

GROUP TREATED CONTROL
1 1,17 +0,17 1,19+0,10
2 1,43+0,18 1,46+ 0,28
3 1,12+ 0,27 1,24+ 0,23

'p>0,05



Tabela 3 - Média e desvio padrdo da Densidade Ossea
(mmAl), mensurada na area irregular da tibia
incluindo o defeito 6sseo pelo software Image J°,
calculadas na tibia tratada e controle dos ratos dos
grupos 1, 2 e 3.

Table 3 - Mean and standard deviation of bone density
(mmAl), measured in the area including the
irregular tibia bone defect by Image , measured in
the tibia of the rats treated and control groups of
1,®J software 2 and 3.

DENSIDADE OSSEA (mmAl)*
BONE DENSITY (mmAl)

GRUPO TRATADA CONTROLE
GROUP TREATED CONTROL
1 1,65+ 0,23 1,53+ 0,26
2 1,59 + 0,30 1,61+0,33
3 1,41+0,13 1,39+0,11
'p>0,05

Tabela 4 - Média e desvio padrdo da Forca Maxima (N) e
Rigidez (x10°N/m) observadas na tibia tratada e
controle dos ratos dos grupos 1, 2 e 3.

Table 4 - Mean and standard deviation of maximum force

(N) and stiffness (x10°N / m) observed in the tibia of the rats

treated and control groups of 1, 2 and 3

FORCA MAXIMA (N) RIGIDEZ (x10°N/m)
MAXIMUM FORCE (N) STIFFNESS (x10°N/m)

GRUPO TRATADA  CONTROLE TRATADA CONTROLE
GROUP TREATED CONTROL TREATED CONTROL

1 68,66 + 22,17 68,08 + 14,92 151,41 +59,46 130,41 +51,82
2 49,51+8,02 52,11+7,99 130,82+39,53 136,57 + 18,03
3 72,19+13,03 67,72+16,75 161,11+3754 147,20+ 32,59

p> 0,05
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Deverédo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicdo de

textos, Excel (qualquer versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem)



para fotografias, desenhos e mapas, em trés vias (uma original e duas cépias)
impressas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espacgo duplo, mantendo margens
de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada pagina, fonte Times New Roman,
tamanho 12 e numeracdo consecutiva das paginas em algarismos arabicos, a
partir da folha de identificagcao.

llustracbes e legendas devem ser apresentadas em folhas separadas.
Encaminhar copia em disquete 3 %2” de alta densidade ou CD, identificado com
titulo do artigo e nome dos autores. Nas duas cépias deve(m) ser omitido(s)
o(s) nome(s) do(s) autor(es), o local onde se realizou o trabalho, bem como o
rodapé.

Ndo serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no formato
PDF no endereco eletronico da revista. Para as demais se¢0es da revista sdo
validas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas
nao usuais devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira

utilizacgéo.

CITACOES NO TEXTO

Geral: é normalizada segundo a Associacéo Brasileira de Normas Técnicas
—ABNT/NBR 10520: http://biblioteca.inpa.gov.br/NBR10520.htm ou

http://www.creupi.br/biblioteca/normas.htm

1 Citacdo no final do paragrafo: indica-se entre parénteses o sobrenome do
autor em letras maiusculas e ano.

1.1 Trabalho com um Unico autor: citar o sobrenome seguido de virgula e o ano
entre parénteses. Exemplo: (ALVES, 1999).

1.2 Varios trabalhos de autores diferentes: devem ser citados em ordem
cronoldgica, crescente e separados por “” (ponto e virgula). Exemplo:
(FONSECA, 1999; RAHAL, 2005).



1.3 Trabalho com dois autores no mesmo artigo: citar os sobrenomes de
ambos separados pela conjuncdo “e”, acompanhados por virgula e o ano.
Exemplo: (SILVA e LOPES, 1998).

1.4 Trabalho com trés autores: citar 0 sobrenome do primeiro, seguido da
expressao et al., e posteriormente virgula e o ano. Exemplo: (CASTRO et al.,
1998).

1.5 Trabalhos do mesmo autor no mesmo ano devem ser identificados por letra
mindscula do alfabeto. Exemplo: (CASTRO, 1998b).

1.6 Varios trabalhos do mesmo autor: citar o sobrenome do autor e 0s anos em
ordem cronolégica. Exemplo: (FONTANA, 1996, 2000, 2003).

2 Citacdo no inicio do paragrafo: o sobrenome do autor devera ter apenas a
primeira letra em mailscula e apenas a data entre parénteses.

2.1 Trabalho com um Unico autor: citar o sobrenome seguido de virgula e o ano
entre parénteses. Exemplo: Conforme Luna (1990), destacou-se...

2.2 Varios trabalhos de autores diferentes: devem ser citados em ordem
cronoldgica, crescente e separados por “” (ponto e virgula). Exemplo:
Segundo Fonseca (1999); Rahal (2005), o sistema de analise estatisticas...

2.3 Trabalho com dois autores no mesmo artigo: citar os sobrenomes de
ambos separados pela conjuncao “e”, acompanhados por virgula e o ano.
Exemplo: Para Silva e Lopes (1998), as enfermidades infecciosas dos
mamiferos domesticos...

2.4 Trabalho com trés autores: citar o sobrenome do primeiro, seguido da
expressao et al., e posteriormente virgula e 0 ano. Exemplo: Conforme Castro
et al. (1998), a cadeia produtiva da carne de aves no Brasil...

2.5 Trabalhos do mesmo autor no mesmo ano devem ser identificados por letra
minUscula do alfabeto. Exemplo: Segundo Castro (1998b), estudos
experimentais em caes comprovaram...

2.6 Varios trabalhos do mesmo autor: citar o sobrenome do autor e 0os anos em
ordem cronolégica. Exemplo: Avaliacdo de cultivares de Panicum maximum

em pastejo, segundo Euclides (1996, 2000, 2003), possibilita...
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