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RESUMO:

Foi utilizado na presente pesquisa o ultra-som pulsado de baixa
intensidade, com a finalidade de avaliar, experimentalmente, seus efeitos sobre a
reparagao de falhas ésseas produzidas em radio de coelhos, preenchidas ou nao
com o cimento de fosfato de calcio adicionado com fibras de nailon. Foram
utilizados 12 coelhos, raca Nova Zelandia, separados em dois grupos
experimentais iguais (n=6) e escolhidos aleatoriamente (Grupo Tratado- GT e
Grupo Controle-GC). As falhas 6sseas de aproximadamente oito milimetros de
extensao foram produzidas na diafise de ambos os radios, sendo as do membro
direito preenchidas com o cimento de fosfato de célcio sob a forma granulada e as
do esquerdo, nao preenchidas. Os animais do grupo tratado receberam estimulo
pelo ultra-som pulsado de baixa intensidade durante 15 minutos nos primeiros
cinco dias e dez minutos nos cinco dias seguintes, em ambos os membros. Os
animais do grupo controle ndo foram estimulados pelo ultra-som. O controle
radiografico foi realizado no pds-operatorio imediato e aos sete, 15 e 30 dias, de
acordo com o tempo de observacdo de cada subgrupo (15 e 30 dias). Apds o
sacrificio, as areas que continham as falhas ésseas foram processadas para a
avaliacdo histopatolégica. Os resultados das andlises radiografica e
histolopatolégica revelaram uma evolugdo mais rapida e intensa da proliferacao de
tecido 6sseo nas falhas, preenchidas ou nao pelo cimento, porém que receberam
estimulo pelo ultra-som. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o
ultra-som pulsado de baixa intensidade é ser um recurso extremamente eficaz na
aceleracao do processo de ossificacao e que, associado ao cimento de fosfato de
calcio com fibras de nailon, tem este processo intensificado, demonstrando, assim,
o poder osteoindutor deste biomaterial.

Palavras-chave: ultra-som pulsado de baixa intensidade; coelho; cimento 6sseo;

falhas 6sseas.
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SUMMARY

The present experimental research evaluated the effects of low intensity
pulsed ultrasound for repair bone defects produced in rabbit’s radius, filled in or not
with calcium phosphate cement incorporated with nylon fibers. Twelve rabbits, from
the New Zealand lineage, were randomly allocated in two equal experimental
groups. An eight millimeters bone gap was surgically produced in the radius bone
diaphysis and filled with the cement (right radius). The left limb bone gap remained
empty. Animals were submitted to dessions of pulsed ultrasonic stimulus for 15
minutes during five days and ten minutes during more five days, in both radius.
Radiological examinations were performed in the immediate postoperative and
seven, 15 and 30 days after surgery (according with the postoperative follow-up -
15 and 30 days). The bone defects were collected and submitted to optical
microscopy. The results showed an increase and faster evolution of ossification’s
process in the bone defects, filled or not with the bone cement, but that received
stimulus by ultrasound when compared to the control group. These results suggest
that low-intensity pulsed ultrasound is an effective resource for acceleration of the
ossification process and, when combined with calcium phosphate cement, this
effect was increased.

Key-words: low-intensity pulsed ultrasound; rabbit; bone cement; bone gaps.



1. INTRODUCAO

Estudos sobre a consolidagdo 6ssea, cada vez mais ganham énfase na
ortopedia, principalmente no que concerne a diminuicdo no tempo de
consolidacao, fato que ainda é um desafio (CROCI et al., 2003). Relativamente a
Ortopedia Veterinaria, esta necessidade se torna ainda maior, pela dificuldade de
se promover repouso adequado aos pacientes e, dessa forma, impedir sobrecarga
precoce ao 0sso fraturado, mesmo apds a osteossintese.

Ha muito tempo, o homem tem se preocupado em restaurar ou substituir
partes danificadas do tecido ésseo humano. Em meados do século XVII, Fallopius
implantou uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano e, a partir dai, os
implantes séo utilizados para substituir as partes danificadas do sistema 6sseo
(SANAN; HAINES, 1997). Em 1668, o cirurgido Job van Meek obteve o primeiro
sucesso em tratamento de defeito dsseo utilizando a técnica da enxertia 6ssea
(BLOKHUIS et al., 2000).

Nesse contexto, a area de pesquisa relacionada a engenharia de
biomateriais vem crescendo significativamente, na busca de materiais que
facilitem a regeneragdo Ossea em fraturas ou em casos de falhas éOsseas
decorrentes de nao-unides e neoplasias. Apesar do grande numero de estudos
relacionados a esses materiais, ainda nao foi descrito um produto que seja ideal,
quando utilizado isoladamente. O cimento de fosfato de calcio tem sido
amplamente empregado em diversos estudos para esta finalidade, sendo
comprovada sua biocompatibilidade em diferentes modelos experimentais
(SANTOS et al., 2000; MORAES, 2002; ARINZEH et al., 2003; MORAES et al.,
2004; ORIA, 2005).

Assim, a implementacdao de terapias alternativas que possam auxiliar na
recuperacao de fraturas ou acelerar o crescimento 6sseo no caso de falhas
segmentares sao muito importantes, por minimizar o tempo e custo do tratamento,
garantindo retorno precoce da fungcdo do membro acometido. O ultra-som pulsado
de baixa intensidade tem sido empregado em diversos estudos com este objetivo,
e seus efeitos bioldgicos comprovados na reparacado de fraturas (CARRO, 1998;



SOUSA, 2003; LIRANI, 2004), em nervos periféricos (CRISCI; FERREIRA, 2002),
lesdes musculares e tendineas (MELO et al., 2005).

Desta forma, com este trabalho objetivou-se avaliar radiografica e
histolopatologicamente:

- a eficacia do ultra-som pulsado de baixa intensidade em falhas d&sseas
produzidas experimentalmente no radio de coelhos, preenchidas ou ndo com

cimento a base de fosfato de calcio associado a fibras de nailon;

- a influéncia do cimento de fosfato de célcio associado a fibras de nailon no
processo de reparacdo 6ssea, com e sem a utilizacdo do ultra-som pulsado de
baixa intensidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O TECIDO OSSEO

O tecido ésseo pode ser considerado uma forma altamente especializada
de tecido conjuntivo, no qual a matriz extracelular é mineralizada conferindo-lhe
rigidez e mantendo algum grau de elasticidade. Além de sua fungéo de suporte, 0
0SSO € a maior reserva primaria de calcio do organismo, ion que participa
intensamente da manutencéo do pH interno do corpo, assim como da transmissao
e conducdo do impulso elétrico em nervos e musculos, incluindo o musculo
cardiaco (DEMPSTER, 1999).

A matriz 6ssea consiste de substancias organicas, principalmente colageno
tipo |, sendo a menor parte composta por proteoglicanas e proteinas nao
colagenas. A porgcdo inorganica é basicamente constituida por sais de calcio e
fosfato na forma de cristais de hidroxiapatita (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990;
LIRANI, 2004).

Macroscopicamente o 0sso compde-se de porcao cortical e porgéo
esponjosa. O osso cortical é denso, presente no eixo de 0ssos longos, em que a
matriz de colageno esta organizada em forma de lamelas concéntricas,

geralmente ao redor de um canal vascular central constituindo o sistema de



Havers. Os canais centrais contendo nervos e vasos sanguineos comunicam-se
entre si e com a cavidade medular 6ssea através dos canais de Volkmann. A
superficie éssea externa é revestida por uma membrana denominada periosteo e
a superficie interna, pelo enddsteo. Ambas tém a fungcao de nutrir 0 0sso, além de
servir como fonte de osteoblastos para a osteogénese (KAPLAN et al., 1994;
LIRANI, 2004).

O o0sso esponjoso ou trabecular apresenta uma matriz mais porosa,
organizada em trabéculas preenchidas por medula 6ssea vermelha, na qual ha
producdo ativa de células sanguineas a partir de células mesenquimais,

possuindo, assim, metabolismo mais intenso que o osso cortical (BETTI, 2004).

2.1.1. Células Osseas

Os tipos principais de células dsseas sdo osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos, todas derivadas da mesma linha de células osteoprogenitoras (LIRANI,
2004).

Os osteoblastos sado responsaveis pela osteogénese, ou seja, pela sintese
e secrecao da matriz organica, além de armazenarem minerais € revestirem a
maioria das superficies O0sseas. Quando em atividade, os osteoblastos se
hipertrofiam e o nucleo (com nucléolo evidente) se desloca para a extremidade
mais distante da superficie 6ssea (BANKS, 1992).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas derivadas dos
macréfagos e responsaveis pela remocdo do 0sso, processo denominado
osteoclasia. Possuem 0s mecanismos celulares necessarios para dissolugdo dos
materiais 0sseos e para a digestdo da matriz organica. Estas células tém
numerosos nucleos no interior do citoplasma aciddfilo e vacuolizado. Séo
polarizadas, e os nucleos deslocados para a periferia celular oposta ao osso. A
borda adjacente ao 0sso € composta por numerosos processos celulares — “borda
em escova” (BANKS, 1992). Acredita-se que o osteoclasto bombeie ions
hidrogénio (H*) e cloro (CI") através da borda em escova, originando acido
cloridrico (HCI) que dissolve a hidroxiapatita e secrete colagenase e outras
proteases que degradam a matriz organica éssea (BETTI, 2004).



Os ostedcitos sao osteoblastos maduros incorporados a matriz 0ssea
mineralizada, e provavelmente participam da sua manutencao, isto €, sua sintese

e absor¢do em extens&o limitada (LIRANI, 2004).

2.1.2. Propriedades elétricas do osso

O tecido ésseo vivo, da mesma forma que outros sistemas tissulares
biol6gicos, apresenta potenciais estaveis de repouso, registrados na faixa de
micro volts (CARRO, 1998). Em estudo com ossos humanos, Fukada e Yasuda
(1957) constataram a piezoeletricidade do osso quando uma forca de
cisalhamento foi aplicada as fibras de colageno. A piezoeletricidade do material foi
observada quando este produziu, sob acado de carga mecénica, uma polarizacao
elétrica, convertendo entdo energia mecéanica em elétrica (XAVIER; DUARTE,
1983; CARRO, 1998; LIRANI, 2004). Os potenciais elétricos funcionam como um
sistema sinalizador para as células adjacentes (osteoblastos e osteoclastos),
instruindo-as a aumentar ou diminuir a formacado ou absorcdo de tecido 6sseo
(KODAMA, 2003).

2.2. CONSOLIDACAO DE FRATURAS E FALHAS OSSEAS

A consolidacao 6ssea € um processo extremamente complexo que pode
ser dividido em trés estagios principais: fase inflamatdria, reparo e remodelacao
(SOUSA, 2003).

A fase inflamatéria comega imediatamente apdés a fratura e ocorre
aproximadamente nas primeiras duas a trés semanas. No periodo de 48 horas o
exsudato do hematoma contém varios mediadores inflamatérios, fatores
angiogénicos e do crescimento liberados pelas plaquetas, células locais,

mastocitos, macréfagos, neutréfilos e linfécitos (SOUSA, 2003).

Os estagios de reparo apés fratura ou osteotomia e sua relagdo com o
suprimento sangliineo sao fundamentais. Os leitos circulatérios tanto medulares
quanto periosteais proliferam muito, mas o sistema arterial medular representa um

papel fundamental no suprimento sangiineo para a formagao do calo 6sseo. O



predominio desse suprimento medular aumenta a medida que progride a fase de
reparacao (GUIRRO, 1995; CROCI et al., 2003; SOUSA, 2003).

A caracteristica mais evidente nos estagios iniciais do processo de reparo é
a proliferacdao de células do periosteo préximo a fratura. Tais células sao
precursoras de osteoblastos, que posteriormente sedimentardo a substancia
intercelular (CROCI et al., 2003).

O tecido celular formado apds a fratura amadurece e as células originam os
osteoblastos ou condroblastos. Os osteoblastos depositam uma matriz intercelular
de colageno e polissacarideos que se torna impregnada de sais de calcio,
formando o osso primario, que se transforma gradualmente, pela acdo dos
osteoblastos, em osso amadurecido, com estrutura lamelar tipica, denominado
calo 6sseo (CROCI et al.,, 2003; BETTI, 2004). Este calo € posteriormente
reabsorvido e remodelado, pelas forcas que atuam no osso em funcéo (BETTI,
2004). Neste processo, atuam os osteoclastos e osteoblastos, removendo e
depositando osso respectivamente (SOUSA, 2003). Essas células sdo conhecidas
como Unidade Ossea Multicelular (BMU- Bone Multicelular Unit), e a interacéo de
suas atividades é responsavel pela remodelacédo 6ssea. “In vitro”, os osteoclastos
reabsorvem 0sso em resposta a fatores liberados por osteoblastos estimulados.
Por outro lado, a reabsorcdo éssea libera fatores que recrutam e ativam os
osteoblastos (BETTI, 2004).

A falha destes processos bioldgicos, bem como violagdo dos principios da
cirurgia ortopédica podem causar disturbios na reparacao de fraturas, tendo como
consequéncia a ocorréncia de uniao retardada ou nao-uniao (PERKA et al., 2000;
SCHMAEDECKE, et al.,, 2003). Além disso, traumas, anormalidades do
desenvolvimento, neoplasias e diversas patologias podem provocar defeitos
6sseos (PERKA et al., 2000; CLOKIE et al., 2002; ARINZEH et al., 2003).

2.3. ENXERTOS OSSEOS

O tecido 6sseo € considerado ideal para enxertos, uma vez que pode ser
transplantado com sucesso de um local para outro ou de um individuo para outro
(PENHA, 2000). Pode atuar apenas como suporte mecanico (EIMANTAS, 1997),

fornecendo vérios graus de sustentacao (FOSSUM, 1997).



O enxerto ésseo pode cooperar com trés funcbes para 0 processo de
consolidacao: osteogénese, osteoinducao e osteoconducao (STEVENSON, 1993;
COSTA, 1996; PARKER, 1996; MOORE et al., 2001).

A osteogénese envolve formacao de tecido 6sseo no local da implantagao,
sendo necessario que células dsseas vivas sejam transplantadas com o enxerto.
Esta caracteristica € Unica dos enxertos autdégenos esponjosos colhidos a fresco,
que permitem a nutricdo das células através da difusdo e micro anastomoses
entre os vasos da regido e o enxerto (STEVENSON, 1993; COSTA, 1996;
PARKER, 1996).

A osteoinducao é a capacidade do enxerto ésseo de recrutar e estimular
células multipotenciais do tecido mesenquimal a se diferenciarem em células
osteogénicas. Este processo nao é inteiramente conhecido; entretanto, sabe-se
que a matriz e as células ésseas, através da proteina morfogénica 6ssea (BMP) e
de outras proteinas, estimulam esta fungcdo (STEVENSON, 1993; COSTA, 1996;
PARKER, 1996; PARIKH, 2002).

A osteoconducdo é o processo no qual o enxerto serve como arcabougo
para migracdo de vasos sanguineos e deposi¢cao de 0sso novo, conhecido como
“tellis formation”. O enxerto é lentamente reabsorvido e substituido por osso
neoformado através do processo de “creeping substituition”. Os osteoclastos
reabsorvem gradualmente o enxerto e ha a substituicio por 0sso novo.
Radiograficamente ocorre aumento inicial na radiopacidade do enxerto
transplantado seguido por reducédo na densidade e mistura com o 0sso adjacente.
O processo de substituicao éssea é lento, podendo levar meses, anos ou nunca
ocorrer em sua plenitude (STEVENSON, 1993; COSTA, 1996; PARKER, 1996;
SILVA et al., 2003).

Numerosos materiais tém sido utilizados, porém poucos apresentam
resultados satisfatérios ja que a maioria provoca, em maior ou menor grau, uma
resposta imunolégica do organismo receptor. Dentre os materiais biolégicos
encontram-se 0s enxertos autdégenos, que utilizam tecido désseo do proprio
individuo, e os enxertos alégenos, que consistem na utilizacdo de tecido 6sseo de

outro individuo, da mesma espécie, para a reconstituicdo da parte danificada.



Destes materiais, os enxertos autdégenos sdo mais utilizados devido a resposta
imunolégica, sendo sempre compativeis, favorecendo o0s processos de
revascularizacao e reparacao (STEVENSON, 1993; PARKER, 1995; FITCH et al.,
1997; KEATING; Mc QUEEN, 2001). Entretanto, a aplicacdo destes materiais &
limitada pelo estado clinico do paciente, localizacdo e tamanho do defeito 6sseo.
Além disso, apresenta algumas desvantagens como complicacoes pos-
operatorias, aumento do tempo cirargico, dificuldade de conformagédo exata ao
defeito e indisponibilidade da quantidade de o0sso necessaria para a restauracao
em alguns casos (CONSTANTINO et al., 1991; MUNTING et al, 1993;
KURASHINA et al., 1998; PERKA et al., 2000; ALBAROVA et al., 2005).

2.4. BIOMATERIAIS

O termo enxerto implica transferéncia de tecido vivo, enquanto implante
refere-se ao material ndo vivo (conservado) aplicado ao leito receptor. Os
implantes também podem ser constituidos de materiais ndo biologicos, como
metais e ceramicas, ou ainda polimeros, denominados implantes aloplasticos
(ALEXANDER, 1987; STEVENSON, 1993).

A procura por um material moldavel para promover a reparagao éssea tem
sido a busca de varios pesquisadores e cirurgides interessados em acelerar a
regeneragado de fraturas ou reconstruir defeitos 6sseos (SCHIMITZ et al., 1999;
KIRSCHNNER et al., 2002).

Varios estudos tém sido realizados na busca de um método eficaz para
preenchimento de falhas 6sseas segmentares, ou seja, quando existe perda muito
grande de tecido ésseo. Barros et al. (2001) utilizaram auto-enxerto percutaneo de
medula déssea em falhas segmentares produzidas no radio de coelhos e
concluiram que ha formagdo de tecido 6sseo mais precocemente. Diversos
trabalhos foram realizados utilizando-se o0 mesmo modelo experimental, alterando
somente o material de preenchimento. Para tanto, foram relatados sucessos na
utilizacao de biovidros e bioceramicas (GUIRRO, 1995; ALBAROVA et al., 2005),
matriz 6ssea desmineralizada (CARRO, 1998; SILVA et al., 2003) e polimero de

mamona adicionado a células de medula 6ssea (DEL CARLO et al., 2003).



Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origens naturais
ou sintéticas que sao toleradas de forma transitéria ou permanente pelos diversos
tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos (WILLIAMS, 1987; SANTOS et
al., 1999).

A principal vantagem dos biomateriais a base de ceramica (bioceramicas) é
sua baixa reatividade quimica, sendo geralmente inertes e biocompativeis
(VALLET-REGI, 1997).

As bioceramicas podem ser classificadas como inertes, quando o material é
guimica e mecanicamente estavel e ndo libera moléculas, ions ou particulas como
resultado da acdo combinada dos fluidos do organismo, da atividade celular e dos
esforcos mecénicos a que seja submetido o implante. Nestes materiais, a
formacdo de uma céapsula de tecido fibroso ao redor do implante ocorre como
resposta biolégica, sendo esta tanto mais espessa quanto menos inerte for o
material implantado (VALLET-REGI, 1997).

Além de inertes, as bioceramicas podem ser classificadas como bioativas,
quando o tecido vivo é capaz de interagir intimamente com o material,
depositando-se diretamente sobre a superficie do mesmo sem a intervencao de
uma camada de tecido fibroso. A natureza dessa ligagdo entre 0 0sso e 0
implante, no caso destes materiais, parece ser do tipo quimica, sendo que, nessa
ligagdo, o papel fundamental parece ser feito pelos componentes organicos e
minerais presentes nos fluidos do corpo humano. Os materiais bioativos, por
exceléncia, sdo os mais empregados, como os biovidros (ALBAROVA et al.,
2005), as vitroceramicas bioativas e as ceramicas de fosfato de calcio, entre as
quais, a mais difundida é a Hidroxiapatita (HA) (VALLET-REGI, 1997).

2.4.1. Cimento a base de fosfato de calcio (CFC)

Os CFC sao a segunda geracao da HA. Eles tém sido desenvolvidos com o
objetivo de se empregar um material que seja moldavel e se ligue quimicamente
ao 0sso hospedeiro, restaurando contornos e aumentando as propriedades

biomecanicas da regiao acometida (SCHMITZ et al., 1999). A popularidade destes



materiais vem crescendo devido a promessa de um substituto osteocondutivo para
enxertos 6sseos (KEATING; Mc QUEEN, 2001; FINI et al., 2002; OOMS et al.,
2002).

Os CFC sao materiais constituidos por um p6 e um liquido, os quais, ao
serem misturados, formam uma pasta que endurece espontaneamente a
temperatura ambiente ou corporal como resultado da precipitacdo de um ou varios
fosfatos de célcio (DRIESSENS et al., 1998; CARRODEGUAS et al., 1999; YUAN
et al., 2000).

O comportamento bioldgico "in vivo" dos CFC tem sido exaustivamente
estudado em diversos modelos animais. Observa-se que os estudos envolvendo
grandes falhas 6sseas se restringem a um grupo menor de espécies, diferente do
que ocorre em testes de biocompatibilidade dos mais diversificados materiais
(MUNTING et al., 1993; YOSHIMINE et al., 1993; FUJIKAWA et al., 1995; OHURA
et al., 1996; FINI et al., 2002; LU et al., 2002; OOMS et al., 2002; MORAES et al.,
2004; ORIA, 2005).

Genericamente, os CFC comportam-se “in vivo” de maneira semelhante as
bioceramicas de fosfato tricalcico, ou seja, sdo reabsorvidos devido a atividade
osteoclastica, formando ao mesmo tempo novo tecido 6ésseo na interface osso-
implante, devido & atividade osteoblastica (CARRODEGUAS et al., 1999). Desta
forma, os CFC nao atuam como substitutos permanentes do o0sso, sendo apenas
temporarios e lentamente substituidos por tecido &sseo neoformado,
comportamento esse denominado osteotransdutividade. A velocidade em que
esse fendbmeno ocorre, depende fortemente do tipo de CFC, do sitio de
implantacdo e da idade do paciente receptor (CARRODEGUAS et al., 1999).
Segundo Lu (2002), a biodegradacao do cimento a base de fosfato de calcio pode
ser explicada pela combinacéo de varios processos fisicos, quimicos e bioldgicos.
Os fatores fisicos incluem a forma, tamanho, porosidade e cristalinidade do
implante. Dentre os fatores quimicos estdo a composicao e ionizagdo do material.
Ja os fatores biolégicos séo principalmente a area de contato com o 0sso, tipo de

0SS0, espécie animal, idade e predisposicao genética.
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Santos (2002) desenvolveu um novo tipo de cimento de fosfato de calcio,
contendo um sistema de polimerizagdo composto por acrilamida, obtendo um o-
fosfato tricalcico (a-TCP) de dupla pega. Segundo Carrodéguas et al. (1999), trata-
se de um sistema de polimerizacdo que permite maior controle dos tempos de
pega inicial e final, devido a presenca da acrilamida. A composi¢cao do cimento foi
denominada de “dupla pega”, em virtude da resisténcia mecanica inicial dar-se por
polimerizacao do sistema de polimeros hidrossollveis e a final, por precipitacao de
compostos de fosfato de célcio (CARRODEGUAS et al., 1999).

Diversos autores estudaram a biocompatibilidade de diferentes fibras, em
diversos modelos experimentais objetivando a substituicdo de tecidos. As fibras de
nailon sdo conhecidas devido a sua eficacia conforme estudos realizados por
Peterson et al. (1986) e John et al. (2001).

Devido a presenca de ligacbes do tipo ponte de hidrogénio dos grupos
amida, o nailon 66 absorve cerca de 9% de agua a temperatura ambiente e 100%
de umidade relativa. Outra propriedade desses materiais decorrente das ligacoes
do tipo hidrogénio, é a sua degradabilidade quando em condigdes “in vivo”, sendo
muito utilizado como material de sutura (PARK, 1984).

Moraes (2002) avaliou a biocompatibilidade do o-TCP adicionado com
fiboras de carbono, nailon e polipropileno, em radio de coelhos. O implante
compacto de forma cilindrica ndo foi reabsorvido durante o periodo maximo de
observacao pds-operatéria (26 semanas), apenas uma discreta desmineralizacao
ocorreu naqueles onde havia adicdo de fibras, principalmente as de nailon e
polipropileno. As fibras de ndilon foram liberadas em consequéncia da
desmineralizacdo do cimento, e envolvidas por uma fina camada de tecido
conjuntivo, demonstrando sua biocompatibilidade. Este tipo de cimento
desenvolvido por Santos et al. (2000) se mostrou mais resistente do que o a-TCP
sem adi¢céo de fibras, no entanto, a porosidade do cimento ndo foi adequada para
que houvesse infiltragdo de células para reabsor¢cao do material.

O mesmo foi relatado por Oria (2005), em um estudo em que utilizou o0 a-

TCP como implante intra-ocular, concluindo que a macroestrutura desse
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biomaterial ndo permitiu a infiltracdo de tecido fibrovascular, apesar da sua
biocompatibilidade, mesmo apds 180 dias de implantagao.

2.5. EFEITOS DO ULTRA-SOM PULSADO DE BAIXA INTENSIDADE (USP) NO
TECIDO OSSEO

O ultra-som consiste em uma forma de energia mecanica, transmitida aos
tecidos bioldgicos por ondas de pressao acustica, amplamente empregado na
medicina humana como método terapéutico, diagnostico e em procedimentos
cirurgicos, variando tdo somente a intensidade utilizada. Para fins terapéuticos, a
intensidade varia de 1 a 3 W/cm?, e é empregado para diminuir rigidez articular,
reduzir dor, espasmos musculares e promover movimentagcdo muscular. Em
maiores intensidades (5 a 300 W/cm?), podem ser realizados procedimentos
cirdrgicos, como tratamento para catarata e litotripsia. Por sua vez, a intensidade
do ultra-som utilizado em diagnésticos é de 1 a 50 mW/cm? (RUBIN et al., 2001;
SOUSA, 2003).

Duarte (1983) prop6s a utilizagao do ultra-som pulsado de baixa intensidade
(1,5MHz, 30 mW/cm?, pulsos de 200 us) para promover a aceleracdo do reparo
0sseo, apos estudo em que obteve reducao de 50% no tempo de consolidagédo de

fraturas em osteotomias experimentais.

A habilidade de o ultra-som interagir com tecidos e produzir mudangas
biolégicas é conhecida ha muito tempo. O primeiro efeito produzido nos tecidos
em consequéncia das ondas ultra-sénicas € de natureza mecanica. As vibragdes
requerem um meio deformavel elastico para sua propagacdo, 0 que causa
compressao e expansao no tecido, além de produzir micro massagem. Tém sido
demonstradas mudancgas na permeabilidade das membranas das células para o
calcio e outros ions, aumento na permeabilidade vascular, na angiogénese e
desgranulacao de mastécitos (LEITE, 2005).

O Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso do ultra-som de baixa
intensidade para acelerar a consolidacao de fraturas recentes em outubro de 1994

e para o tratamento de ndo-unides em fevereiro de 2000. Esta aprovacao foi



12

baseada em diversos estudos que comprovaram a forte influéncia do ultra-som
nos trés estagios do processo de consolidacdo, acentuando a atividade
angiogénica, condrogénica e osteogénica (RUBIN et al., 2001).

Ryaby et al. (1989) observaram aumento na incorporagéo de ions de célcio
em culturas de células 6sseas e condrdcitos expostos a estimulagdo ultra-sénica
de baixa intensidade (20 mW/cm?). Assim como este, outros estudos “in vitro”

comprovam a eficicia do ultra-som para a mesma finalidade (SUN et al., 2001)

Diversos estudos “in vivo” tém sido realizados para comprovar os efeitos do
ultra-som na reparacao 6ssea. Dyson e Brookes (1983) avaliaram o tratamento de
fraturas de ratas com ultra-som, durante as fases de calo 6sseo primario até a
remodelacdo. Os resultados indicaram que o tratamento com o ultra-som € mais
efetivo durante as duas primeiras semanas apds a osteotomia, ou seja, durante as

fases inflamatéria e proliferativa do processo de reparagao.

Carro (1998) utilizou o ultra-som pulsado de baixa intensidade em falhas
Osseas produzidas experimentalmente em radio de coelhos, preenchidas com
matriz 6ssea desmineralizada, e concluiu que apos 45 dias ja havia preenchimento

da falha com tecido 6sseo neoformado.

Sousa (2003) utilizou o ultra-som de baixa intensidade em um estudo
envolvendo caes com fraturas em 0ssos longos, submetidos a diversos tipos de
osteossinteses, e relatou que houve diminuicdo no tempo de consolidacdo 0ssea,

quando comparado aos animais que nao receberam o tratamento com ultra-som.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Os protocolos da pesquisa foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Bem-Estar Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias- UNESP-
Campus de Jaboticabal.

Empregaram-se 12 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus;
Lillieborg, 1874), raga Nova Zelandia, adultos jovens, seis machos e seis fémeas,
com peso corpéreo variando entre 2,5 e 3,4kg, mantidos em gaiolas individuais e

alimentados com &gua potavel e racdo apropriada’ ad libitum.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em dois grupos de seis cada, denominados
grupo tratado (GT) e grupo controle (GC). Cada grupo foi subdividido em dois, de
acordo com o tempo de observacao pos-operatéria de 15 e 30 dias.

3.2.1. Grupo Tratado (GT)

Decorridas 24 horas do procedimento cirdrgico, os animais do GT
receberam estimulo através do ultra-som pulsado de baixa intensidade (USP) nos
dois membros, sendo o direito preenchido com o cimento de fosfato de calcio (o-
TCP) adicionado de fibras de nailon e o esquerdo constituido pela falha éssea
vazia. A estimulacao foi realizada durante 15 minutos nos primeiros cinco dias e
dez minutos nos cinco dias seguintes, totalizando dez dias de estimulagéao.

Trés animais deste grupo foram sacrificados aos 15 e trés aos 30 dias apds

o procedimento cirurgico (GT 15 e GT 30).

3.2.2. Grupo Controle (GC)

Os animais deste grupo ndo receberam estimulo através do ultra-som
pulsado de baixa intensidade (USP) nos dois membros. Foram submetidos a
técnica “Mock-insonation”, internacionalmente utilizada no estudo da energia ultra-

sbnica em tecidos bioldgicos, que propde simular a irradiacdo do ultra-som no

! Ragdo para coelhos- Nestlé Purina- Paulinia-SP
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segmento controle, utilizando o mesmo equipamento e procedimentos adotados
para o grupo tratado, porém sem a emissao do ultra-som. Esta técnica garante
que os animais dos grupos tratado e controle sejam rigorosamente submetidos as
mesmas condigdes experimentais e de manipulagcdo, com exceg¢do do estimulo
ultra-sénico.

Trés animais deste grupo foram sacrificados aos 15 e trés aos 30 dias apos
os procedimentos cirargicos (GC 15 e GC 30).

3.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foi realizado jejum alimentar de doze horas, previamente as condutas
operatorias, ndo sendo os animais privados da ingestdo de agua. Quarenta
minutos antes do inicio da cirurgia, os animais receberam antibioticoterapia a base

de ampicilina benzatina e sédica?, na dose de 20mg/kg, por via subcutanea.

Os animais foram pré-medicados com 0,5 mg de sulfato de atropina®, via
intramuscular. Apos dez minutos, foram submetidos a anestesia dissociativa a
base de cloridrato de cetamina®, na dose de 25mg/kg, associado a xilazina® na
dose de 5mg/kg, diluidos em uma mesma seringa, administrado por via

intramuscular.

Com os membros toracicos tricotomizados e preparados para a cirurgia, foi
realizada incisdo longitudinal na face dorsal do membro toracico direito, sobre o
radio, de aproximadamente trés centimetros incluindo pele e tecido subcutéaneo,
seguido de divulsdo da musculatura, até a localizagdo do periésteo, o qual foi
incisado longitudinalmente, afastado e mantido aderente a musculatura adjacente,
expondo, desta forma, a diafise do radio. Foi colocada uma lamina metalica entre
o radio e a ulna, através da membrana interéssea para proteger a ulna e a

musculatura adjacente.

* Optacilin 500- Byk quimica e farmacéutica Ltda. S&o Paulo-SP
? Ariston distribuidora de medicamentos Ltda. Sdo Paulo-SP
* Ketamina 50- Holliday-Ccott S/A - Buenos Aires- Argentina.

®> Rompum Lab. Bayer do Brasil S/A. Sdo Paulo-SP
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A ostectomia parcial foi realizada perpendicularmente ao eixo longitudinal
da diafise do radio a trés centimetros da articulacédo radio-carpica, com o uso de
uma micro-serra oscilante® acoplada a um motor de baixa rotagdo, sendo o local
constantemente umedecido com solucédo fisiolégica a 0,9% para se evitar o
aquecimento e, consequente, necrose da superficie 6ssea. Foi obtida uma falha
Ossea de oito milimetros de extensao, a qual depois de inspecionada, foi lavada
com solucéo fisiolégica e preenchida com o cimento de fosfato de célcio
adicionado de fibras de nailon. O peridsteo foi, na medida do possivel, recolocado
sobre a falha Ossea e, a seguir, musculatura, subcutaneo e pele suturados
conforme descrito por Fossum (1997) (Figura 1).

O mesmo procedimento foi realizado no membro toracico contralateral
(esquerdo), porém sem o preenchimento da falha éssea com o cimento.

Imediatamente ao ato cirlrrgico, foi administrado cetoprofeno’ na dose de
1mg/kg, por via subcutanea, a cada 24 horas, durante os trés primeiros dias.

® Micro Serra Sagital- Dentscler- Ribeirdo Preto-SP

” Ketofen 1%- Merial Saude Animal Ltda. Paulinia-SP
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Figura 1: Imagens fotograficas do procedimento cirdrgico para confeccao de falha dssea.
Em A, a diafise do radio é exposta através de divulsdo da musculatura
adjacente; em B, uma lamina metalica é posicionada entre o radio e a ulna;
em C, a ostectomia parcial é iniciada com o auxilio de micro serra; em D, falha
Ossea ja pronta para receber o cimento de fosfato de calcio (E - seta) e em F,

sutura da musculatura afastada.
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3.4. CIMENTO OSSEO

Os implantes de cimentos ésseos foram fornecidos pelo Departamento de
Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenharia Mecénica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Em sua composi¢ao, cimento de fosfato
de célcio contendo 20% de acrilamida, 1% de poliacrilato de aménia e 3% de
fibras de nailon 66. As amostras foram partidas em pequenos tamanhos, de modo

a se obter um granulado composto de cimento e fibras de nailon (Figura 2).

Figura 2: Imagem fotogréfica do cimento de fosfato de célcio
adicionado com fibras de naéilon para o

preenchimento de falha 6ssea.
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3.5. ULTRA-SOM PULSADO DE BAIXA INTENSIDADE (USP)

Foi utilizado nesse estudo equipamento de ultra-som de baixa intensidade,
projetado e montado no laboratério de bioengenharia da Faculdade de Engenharia
de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP) — SP (Figura 3). Os
parametros fisicos do aparelho foram os descritos a seguir.

- forma de onda pulsada

- largura do pulso de 200us

- freqUiéncia de repeticao de 1,0 kHz (1000 pulsos/segundo)

- freqiiéncia do PTZ-4 de 1,5 MHz

- poténcia/ intensidade acUstica de 30mW/cm?

Como parte da metodologia, o equipamento foi calibrado em um dosimetro
de ultra-som de precisdo (modelo UPM-DT 10- OHNIC), no laboratério de
bioengenharia da mesma universidade, antes do inicio do experimento, com a

finalidade de manter a constancia dos parametros.

Figura 3: Imagem fotogréfica do aparelho de ultra-som, modelo 1131-G
(Imbrassom Ind. e Com.) e gel acoplante hidrossoltvel.
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3.6. AVALIACAO POS-OPERATORIA

3.6.1. Avaliacao Clinico-cirurgica

Os animais foram observados diariamente até o momento do sacrificio, a
fim de verificar qualquer reacdo tecidual na cicatriz cirdrgica e eventual

claudicagao no decorrer do tempo de avaliagao.

3.6.2. Avaliacao Radiografica

Todos os animais tiveram seus membros tordcicos radiografados no
periodo pos-operatorio imediato, aos sete e quinze dias no GC e GT 15. Os
animais dos grupos GT e GC 30, foram radiografados também aos 30 dias pos-
operatorios. Foram realizadas projecdes craniocaudais e mediolaterais dos
membros operados.

Utilizou-se aparelho de Raios-X marca CRX, modelo 500mA/125 kVp,
equipado com grade antidifusora Potter-Bucky, empregando-se filme TGM/RA

montado em chassi metalico com écrans intensificadores Lanex Regular.

A revelagéo e fixagdo dos filmes, previamente identificados por impressao
luminosa, foram realizadas em processadora automatica modelo Macrotec MX-2.

3.6.3. Avaliacao Histopatoldgica

Ao final de cada periodo (15 e 30 dias), os animais foram sacrificados
conforme recomendacdes do Institute of Laboratory Resources, 1996. Os
fragmentos do osso correspondente a falha éssea foram colhidos e fixados em
formalina a 10% por, no minimo, quatro dias, apés os quais foram lavados e

descalcificados em acido tricloroacético a 20%.

Posteriormente a descalcificacao, os fragmentos foram desidratados em
etanol, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e seccionados em cortes de
5um em micr6tomo. As laminas foram coradas pela técnica da hematoxilina-

eosina (H.E.) e o material examinado a microscopia de luz, a fim de observar as
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interacdes das interfaces osso/implante e as diferengas entre os grupos tratado e

controle.

4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO CLINICO-CIRURGICA

Nao foram observadas complicagbes durante a realizacdo das cirurgias.
Todos os animais apresentaram bom estado geral, auséncia de sinais de infeccao
ou alteracbes que pudessem ser atribuidas ao biomaterial utilizado. Nao
apresentaram claudicacdo em nenhum momento, com a fungdo dos membros
preservada logo no dia seguinte a cirurgia. Durante o tratamento com o ultra-som,
nao foi observado nenhum efeito indesejavel. Os animais permaneciam tranquilos

e sem alteragdo comportamental.

4.2. AVALIAGAO RADIOGRAFICA

Logo apdés o término do procedimento cirargico, foram realizadas as
radiografias, em posicdo mediolateral dos membros operados, para avaliar o
estado das ostectomias. As imagens mostraram que as ostectomias estavam na

localizacao desejada e apresentavam as dimensdes previstas.

As projegbes craniocaudais revelaram imagens de sobreposi¢cdo entre o
radio e ulna, ndo sendo portanto, utilizadas nos resultados da avaliagdo
radiografica.

Quando a falha éssea foi deixada vazia, o aspecto radiografico imediato foi
a transparéncia total aos raios-x. Ja nos casos onde foi utilizada o cimento de
fosfato de célcio, este aparecia nas radiografias como uma imagem mais

radiopaca e de aspecto granulado.

De maneira geral, do ponto de vista radiogréfico, todas as ostectomias
mostraram-se bem definidas e com padronizacao do comprimento. Nenhum caso
evoluiu, ao decorrer da avaliacdo poOs-operatoria, para fratura de ulna ou

reabsorcao 6ssea. Com o passar do tempo, a radiopacidade aumentava na regiao
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das falhas 6sseas, com ou sem o preenchimento com o a- TCP. No grupo em que
ndo houve estimulagéo pelo ultra-som, 0 aumento ocorreu com menor intensidade

e velocidade do que nos animais que receberam o estimulo ultra-sénico.

A seguir sdo descritas as observacdes radiograficas encontradas nos
grupos experimentais (Grupo Controle e Grupo Tratado).

Grupo Controle (GC)

e Aos 15 dias de pds-operatério, iniciou-se o processo de
reagao periosteal na interface proximal, mais evidente nas
falhas 6sseas sem o a- TCP. Em um animal esta reacéo
também foi observada na interface distal.

e Aos 30 dias de pos-operatério, a reacao periosteal se
intensificou nas interfaces proximal e distal, havendo
fechamento parcial da falha éssea em um animal, no
membro onde nao havia preenchimento pelo o- TCP
(Figura 4).

e Nas falhas 6sseas preenchidas com o a- TCP, o inicio do
processo de reacao periosteal aconteceu somente aos 30
dias de pés-operatério, na interface proximal (Figura 5).

Grupo Tratado (GT)

e Em um animal observou-se reacdo periosteal na interface
proximal aos sete dias de pds-operatério, no membro sem o
preenchimento pelo o- TCP.

e Aos 15 dias de pds-operatorio, pode-se observar reacao
periosteal proximal e distal, em ambos os membros (com e
sem a- TCP), sendo esta reacao sempre mais evidente na
interface proximal (Figura 6).

e Aos 30 dias de pos-operatério, em todos os animais,

observou-se reacao periosteal nas interfaces proximais e
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distais, nas falhas vazias e preenchidas com a- TCP, porém
nestas com menor intensidade (Figura 7).
e Em um animal, aos 30 dias de pés-operatoério, observou-se
fechamento total da falha éssea com o a- TCP, e parcial no
membro sem preenchimento (Figura 8).
Os resultados das anadlises radiograficas sé&o condizentes com uma
progressiva evolugdo da imagem radiopaca e uma organizagao do 0sso na regiao
da falha 6ssea, mais evidente no grupo tratado, quando preenchidas ou ndo com

o a- TCP. Esta evolugao esta sumarizada nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Figura 4: Imagem radiogréfica de falha 6ssea em radio de coelho do
grupo controle (sem estimulacdo pelo USP), sem o
preenchimento do o- TCP. Em A, pds-operatério imediato; em
B, as setas indicam reagao periosteal nas interfaces proximal

e distal, aos 30 dias de pds-operatério.
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Figura 5: Imagem radiografica de falha 6ssea em radio de coelho do grupo
controle (sem estimulagdo pelo USP), com o preenchimento do
o- TCP. Em A, pds-operatério imediato; em B, a seta indica inicio
de reacao periosteal na interface proximal, aocs 30 dias de pés-
operatério.

Figura 6: Imagem radiografica de falha éssea em radio de coelho do grupo
tratado (com estimulacao pelo USP), aos 15 dias de pds-operatério.
Em A, falha 6ssea sem o preenchimento do a-TCP; em B, com a-
TCP. As setas indicam reacao periosteal, mais evidente na interface
proximal.



Figura 7: Imagem radiografica de falha éssea em radio de coelho do grupo
tratado (com estimulacéo pelo USP), aos 30 dias de pds-operatério.
Em A, falha 6éssea sem o preenchimento do a- TCP; em B, com «-
TCP. As setas indicam intensa reagdo periosteal nas interfaces

proximais e distais, e o fechamento da falha 6ssea.

Figura 8: Imagem radiografica de falha 6ssea em radio de coelho do grupo
tratado (com estimulacao pelo USP), aos 30 dias de pds-operatério.
Em A, falha 6ssea com o preenchimento do a- TCP; em B, sem «-
TCP. Observa-se reacao periosteal nas interfaces proximais e distais,

e o fechamento da falha 6ssea, mais evidente em A.
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Tabela 1: Avaliacdo radiografica dos animais pertencentes ao grupo
controle (GC 15), relacionando as reagbes observadas nas interfaces
proximais e distais, nas falhas com e sem preenchimento de a- TCP,
com os dias do pés-operatério.

Achados 7 dias 15 dias
Radiograficos Preenchimento da Falha dssea PO PO

Reacéao Periosteal com o~ TCP - -
Proximal sem o- TCP - +
Reagéao Periosteal com o- TCP - -
Distal sem o- TCP - -
Ponte Proximal com o~ TCP - -
sem a- TCP - -
Ponte Distal com a- TCP - -
sem a- TCP - -
Fechamento Falha com a- TCP - -
Parcial sem a- TCP - -
Fechamento Falha com o- TCP - -
Total sem o- TCP - -

(-): ndo observado; (+): observado com moderagao; (++): observado com maior

intensidade.

Tabela 2: Avaliagao radiografica dos animais pertencentes ao grupo controle
(GC 30), relacionando as reagbes observadas nas interfaces proximais e
distais, nas falhas com e sem preenchimento de o- TCP, com os dias do pés-
operatorio.

Achados 7 dias 15 dias 30 dias
Radiograficos Preenchimento da Falha éssea PO PO PO
Reacéo Periosteal com a- TCP +
Proximal sem o- TCP +
Reacao Periosteal com o~ TCP -
Distal sem o- TCP ++
Ponte Proximal com o~ TCP -
sem o- TCP +
Ponte Distal com o~ TCP -
sem o- TCP +
Fechamento Falha com o~ TCP -
Parcial sem a- TCP +
Fechamento Falha com o~ TCP -
Total sem a- TCP -

(-): ndo observado; (+): observado com moderacéo; (++): observado com maior

intensidade.
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Tabela 3: Avaliacdo radiografica dos animais pertencentes ao grupo
tratado (GT 15), relacionando as reagdes observadas nas interfaces
proximais e distais, nas falhas com e sem preenchimento de a- TCP,
com os dias do pés-operatério.

Achados 7 dias 15 dias
Radiograficos Preenchimento da Falha dssea PO PO

Reacéo Periosteal com a- TCP - +
Proximal sem o- TCP - +
Reacéao Periosteal com a- TCP - -
Distal sem o- TCP - -
Ponte Proximal com o- TCP - +
sem a- TCP - +
Ponte Distal com o- TCP - -
sem a- TCP - -
Fechamento Falha com o- TCP - -
Parcial sem o- TCP - -
Fechamento Falha com o- TCP - -
Total sem o- TCP - -

(-): ndo observado; (+): observado com moderacao; (++): observado com maior
intensidade.

Tabela 4: Avaliacao radiografica dos animais pertencentes ao grupo tratado
(GT 30), relacionando as reacdes observadas nas interfaces proximais e
distais, nas falhas com e sem preenchimento de o- TCP, com os dias do pés-
operatorio.

Achados 7 dias 15 dias 30 dias
Radiograficos Preenchimento da Falha 6ssea PO PO PO
Reacéo Periosteal com o- TCP - + +
Proximal sem o~ TCP + + ++
Reagao Periosteal com o~ TCP - + +
Distal sem o~ TCP - + ++
Ponte Proximal com o~ TCP - + +
sem a- TCP - + ++
Ponte Distal com o~ TCP - + +
sem o- TCP - + ++
Fechamento Falha com o~ TCP - - ++
Parcial sem a- TCP - - -+
Fechamento Falha com o~ TCP - - ++
Total sem o- TCP - - ++

(-): ndo observado; (+): observado com moderagao; (++): observado com maior
intensidade.
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4.3. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Nos animais onde nao houve o estimulo com o ultra-som pulsado de
baixa intensidade pode-se observar que, aos 15 dias, nas falhas 6sseas nao
preenchidas pelo o- TCP, havia uma menor organizagao tecidual, sendo esta
composta principalmente por tecido fibroso (Figura 9A). Nas falhas preenchidas
pelo a- TCP, observou-se uma maior organizagao celular, que pode ser notada
ao redor do implante (Figura 9C).

Aos 30 dias, nas falhas 6sseas preenchidas pelo a- TCP observa-se
maior inducdo causada pelo implante na sequUéncia da formacado de 0sso
primario. Na figura 9D nota-se condroblastos hipertrofiados, precursores de
ostedcitos, ao redor do cimento. Este achado ocorreu com menor intensidade
nas falhas 6sseas nao preenchidas com o a- TCP, aos 30 dias p6s-operatorio.

As falhas Osseas que receberam estimulo pelo ultra-som, nos dois
periodos observados, em ambos os membros, apresentaram um processo de
reparagdo Ossea com maior rapidez daquele encontrado nas falhas n&o
estimuladas.

Aos 15 dias de po6s-operatdrio, observou-se maior mobilizagéo de células
precursoras de tecido 0sseo, tanto nas falhas 6sseas sem o preenchimento
(Figuras 10 A e B), como nas preenchidas pelo a- TCP, onde este resultado
ocorreu com maior intensidade (Figuras 10 C e D)

Aos 30 dias foi possivel notar formagdo de tecido ésseo primario mais
evoluido e uniforme (Figura 11C) nas falhas 6sseas preenchidas pelo o- TCP,
quando comparado com as falhas Osseas vazias (Figura 11B). As células
precursoras do tecido O0sseo se dispuseram ao redor do implante,
caracterizando a formacao de tecido ésseo neoformado. Notou-se também a
presenca de ostedcitos e areas em processo de ossificacao.



SEM o- TCP

COM o- TCP

Figura 9: Fotomicrografias de cortes das é&reas de falhas désseas
induzidas experimentalmente na diafise do radio de coelhos
pertencentes ao grupo controle (GC 15 e GC 30) sem
preenchimento pelo a- TCP (A e B), e com o preenchimento
(C e D). Em A (10X), aos 15 dias, notar organizacao tecidual
menos evoluida que em B (30 dias- 4X). Em C (10X), aos 15
dias, notar arranjamento celular ao redor do implante com
menor intensidade que em D (30 dias- 10X). A seta negra
indica presenca de condroblastos hipertrofiados precursores
de ostedcitos dispostos ao redor do implante. HE
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SEM a- TCP

COM o- TCP

Figura 10: Fotomicrografias de cortes das areas de falhas 6sseas
induzidas experimentalmente na diafise do radio de coelhos
pertencentes ao grupo tratado (GT 15), sem o preenchimento
pelo a- TCP (A e B) e com o preenchimento (C e D). Em A, a
seta mostra area de tecido fibroso e uma celularidade menor
do que observado nas figuras C e D (seta indicando cortes
transversais das fibras de nailon circundados por células
Osseas). HE
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SEM o- TCP

COM o- TCP

Figura 11: Fotomicrografias de cortes das areas de falhas Osseas
induzidas experimentalmente na digfise do radio de coelhos
pertencentes ao grupo tratado (GT 30) sem o preenchimento
pelo a- TCP (A e B) e com o preenchimento (C e D). Observa-
se em B (4X) e C (10X), presenca de tecido ésseo primario
neoformado (asterisco), sendo este mais evoluido em C (10X)
(com a- TCP). HE.
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5. DISCUSSAO

Foi utilizado na presente pesquisa o ultra-som pulsado de baixa
intensidade, com a finalidade de avaliar, experimentalmente, seus efeitos sobre a
reparacao de falhas 6sseas produzidas em radio de coelhos, preenchidas ou ndo
com o cimento de fosfato de calcio adicionado com fibras de nailon. A diminuicao
do tempo e utilizagdo de sinteses bioldgicas no tratamento de unido-retardada ou
pseudoartroses sdo desafios para todos os profissionais envolvidos, justificando
pesquisas como esta.

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para se testar
diferentes tipos de biomateriais como coelhos (GUIRRO, 1995; CARRO, 1998;
MORAES, 2002; DEL CARLO, 2003; MORAES et al., 2004; SILVA et al., 2003;
BETTI, 2004; ORIA, 2005), camundongos (CROCI et al., 2003), caes (ARINZEH et
al, 2003; SOUSA, 2003) e ratos (LEITE, 2005; MELO et al., 2005).

Nesta pesquisa foi escolhido o coelho como modelo experimental, por ser
um animal de facil manejo e, quando comparado aos roedores também utilizados
em pesquisas tais como ratos, camundongos e cobaias, o coelho possui um porte
maior, permitindo desta forma, a realizagédo de defeitos 6sseos maiores.

A anatomia do antebraco do coelho apresenta algumas caracteristicas
importantes que facilitam este tipo de cirurgia. A diafise é cilindrica e apresenta-se
superficialmente na sua face anterior, 0 que facilita o procedimento cirurgico. A
disposi¢cdo anatémica permite acesso sem necessidade de lesdao na musculatura
adjacente, vasos e nervos mais importantes. Além de todos esses fatores, a
presenca de uma forte membrana interéssea unindo o radio e a ulna faz com que
esta funcione fixando o radio, ndo permitindo que haja movimentagao,
dispensando, portanto, o uso de fixadores 6sseos (CARRO, 1998).

A escolha do cimento ésseo sob a forma granulada deve-se a existéncia de
varios trabalhos publicados sobre o assunto, mostrando ser o biomaterial
granulado melhor indutor do que na forma compacta, pois apresenta maior area
de superficie de contato, o que estimula a osteoinducdo. Diversas pesquisas
relatam que o cimento 6sseo sob a forma moldada atrasou a reabsorcédo do
implante, devido sua baixa porosidade (GUIRRO, 1995; CARRO, 1998; MORAES,
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2002; MORAES et al., 2004; ORIA, 2005). Neste estudo, o cimento sob a forma
granulada fez com que a reabsorcdo ocorresse de maneira mais intensa, mesmo
sem a estimulacéo pelo ultra-som, concordando, portanto, com os autores acima
citados.

Nenhum efeito adverso foi observado no periodo de avaliagdo pos-
operatéria, corroborando os achados de Guirro (1995), Carro (1998), Del Carlo et
al. (2003) e Silva et al. (2003), quando realizaram estudos envolvendo falhas
Osseas segmentares em coelhos, utilizando como preenchimento diversos tipos de
biomateriais.

Fukada e Yasuda (1957) constataram a piezoeletricidade do 0sso, e apds
muitas pesquisas, preconizou-se 0 uso do ultra-som pulsado de baixa intensidade
para acelerar o reparo 6sseo com base na sua semelhanca com o processo
natural de cura de fraturas (LIRANI; CASTRO, 2005).

Acreditando-se no potencial osteoindutor do cimento de fosfato de calcio e
conhecendo o fenébmeno da piezoeletricidade do 0sso, sendo este encontrado nas
moléculas de tropocolageno (parte orgénica do osso) como citado por Carro
(1995), torna-se bastante pertinente pesquisar a acdo do ultra-som sobre o
cimento de fosfato de calcio, devido aos seus componentes semelhantes aos da
matriz éssea.

Os parametros fisicos do ultra-som utilizados neste trabalho foram
otimizados através de pesquisas realizadas onde diferentes larguras e freqtiéncias
de pulso foram comparadas. Desta forma, o aparelho foi calibrado de acordo com
estes resultados (DUARTE, 1983; ORTEGA, 1986; DOUAT, 2004).

Neste estudo, a estimulacdo com o ultra-som foi iniciada 24 horas apds o
procedimento cirurgico e teve duragédo de 15 e 10 minutos, durante 10 dias. Duarte
(1983) demonstrou em seu estudo pioneiro que o ultra-som induz alteracdes no
0sso osteotomizado rapidamente, nos primeiros dez a 12 dias de estimulagao,
estabilizando apds este periodo. Em diversos estudos pode-se observar a
utilizacdo do ultra-som durante o periodo sugerido pelo autor (GUIRRO, 1995;
CARRO, 1998; SOUSA, 2003). Entretanto, em alguns trabalhos, o uso do ultra-
som € mais prolongado, variando entre dez (KRISTIANSEN et al., 1997) e 20
semanas (HECKMAN et al., 1994).



33

No grupo onde néao foi feita estimulagdo com o ultra-som, o crescimento
0sseo no local da falha ocorreu com menor intensidade. Havia presenca de
células cartilaginosas em quantidade superior as 6sseas, tanto nas falhas vazias
quanto nas preenchidas pelo cimento. Este achado reflete a imaturidade do tecido
de reparo, conforme relatado por Douat (2004).

Apesar da maior lentiddo no processo de reparagdo no grupo controle, foi
possivel observar maior celularidade ao redor do implante, nas falhas
preenchidas, como consequéncia do seu potencial osteoindutor. Devido ao poder
de absorcdo das fibras de nailon 66, provavelmente o cimento teve maior
capacidade em recrutar e estimular células do tecido mesenquimal, e assim
promover o crescimento tecidual ao seu redor. Guirro (1995) em um estudo
semelhante onde utilizou hidroxiapatita sintética pura como material de
preenchimento ndo obteve o mesmo resultado satisfatorio, pois o biomaterial ndo
se mostrou eficiente para tal. O autor relatou que a barreira fisica imposta pela
hidroxiapatita poderia limitar a proliferacdo de vasos sanglineos essenciais para o
processo de reparacdo, fato este que nao observamos neste estudo.

Radiograficamente, nos dois grupos, as falhas 6sseas vazias tinham, aos
30 dias de po6s-operatorio, imagem sugerindo crescimento ésseo superior aos das
falhas preenchidas pelo cimento. No entanto, a avaliacao histolégica demonstrou
que nos dois grupos, o cimento ésseo atuou efetivamente, acelerando o processo
de reparo. Sugere-se, portanto, que a radiopacidade do cimento visibilizada desde
o poés-operatério imediato possa ter sido confundida com a radiopacidade
encontrada na proliferacdo de tecido 6sseo, facilmente observada nas falhas
Osseas vazias. De acordo com Croci et al. (2003), o calo ésseo primario é também
visivel nas radiografias e da a primeira indicacdo de que a fratura esta se
consolidando.

No grupo tratado com o ultra-som, o crescimento ésseo nas falhas vazias e
preenchidas foi claramente superior ao encontrado no grupo controle. Aos 15 dias
de poés-operatdrio ja era possivel notar proliferacdo de células osteogénicas no
local da falha, confirmando, desta forma, os efeitos benéficos do ultra-som no
processo de reparacao de fraturas.
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Diversos autores corroboram estes achados, quando utilizaram o ultra-som
pulsado de baixa intensidade para acelerar a reparacdo 6ssea em diferentes
estudos (GUIRRO, 1995; CARRO, 1998; RUBIN et al, 2001; SOUSA, 2003;
DOUAT, 2004; LIRANI, 2004).

Ainda demonstrando a eficacia do ultra-som para regeneracao tecidual,
podemos citar o trabalho de HOGAN et al. (1982), onde estimularam tecidos
isquémicos com o ultra-som e observaram formag&o de novos capilares e
restabelecimento circulatério de forma mais rapida do que na auséncia do recurso

terapéutico.

6. CONCLUSAO
Assim, com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- O ultra-som pulsado de baixa intensidade acelera a reparagédo de
falhas 6sseas induzidas experimentalmente no radio de coelhos.

- O cimento de fosfato de calcio adicionado com fibras de nailon
como material de preenchimento nas falhas ésseas induz mais
precocemente a formacao de tecido 6sseo, principalmente quando
estimulado pelo ultra-som pulsado de baixa intensidade.
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