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APLICACAO DO ULTRASSOM DE BAIXA POTENCIA NA PREVENCAO DE
OSTEOPENIA EM TIBIAS DE RATOS SOB AUSENCIA DE CARGA

RESUMO - Foram utilizados 45 Rattus novergicus albinus, Wistar adultos,
machos, divididos em cinco grupos: C - animais controle livres em gaiolas por
21 dias; S — animais suspensos pela cauda por 21 dias; ST — suspensos pela
cauda por 21 dias, concomitantemente, tratados com US; S—C- suspensos
por 21 dias, depois permaneceram em solo por 21 dias; S—CT — suspensos
por 21 dias, depois permaneceram em solo por 21 dias e concomitantemente
foram tratados com US. O tratamento foi realizado com US com freqtiéncia de
1,5 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30mW/cm?, na tibia do antimero direito, por 15
sessdes de 20 minutos. Com os animais ainda vivos foram submetidos ao
exame de densitometria 6ssea para verificacdo da Area, Densidade Mineral
Ossea (DMO) e Contetdo Mineral Osseo (CMO). Apds a eutanasia dos
animais, as tibias foram submetidas a analise da Forgca maxima (Fmax), rigidez
(R) comprimento (L) e diametro (D) O grupo S apresentou valores para DMO,
CMO, Fméx, R, L e D menores em relagdo ao grupo controle, demonstrando
gue a suspensao é prejudicial a manutencdo das propriedades 6sseas. Ao
tratar os animais suspensos com o US, encontramos para este grupo (ST)
valores de CMO e DMO maiores que o S e iguais ao C. Ao compararmos a
Fmax, rigidez e comprimento 6sseo do ST com o S, observamos um aumento
com o tratamento e ao comparar o ST com o C percebemos também um
aumento significativo destes parametros Ao comparar o S—CT com o S—C
ndo encontramos diferenca significativa para Fméx, R, L, D, DMO e CMO. Os
resultados obtidos neste estudo fornecem a conclusédo de que o US contribuiu
para a prevencdo da ocorréncia de osteopenia nos animais submetidos a

suspensao pela cauda.

Palavras-Chave: Estimulacao Fisica; Osteoporose,Ultrassonografia.



THE APPLICATION OF LOW POWER ULTRASOUND ON THE
PREVENTION OF RAT TIBIAL OSTEOPENIA UNDER THE ABSENCE OF
LOAD

SUMMARY -It was used 45 Rattus novergicus albinus, male, adult Wistar,
divided in five equal groups: C — control free animals in cages for 21 days; S —
animals suspended by the tail for 21 days; ST — suspended by the tail for 21
days and concurrently, treated with US; S—C - suspended for 21 days and later
remained on soil for more 21 days; S—CT - suspended for 21 days and later
remained on soil for more 21 days and concurrently treatment with US. The
treatment was performed with US with 1,5 MHz of frequency, work cycle 1:4, 30
mW/cm?, on right antimere tibia, for 15 sessions of 20 minutes each.with the
animals still alive they were undergone bone densitometry examination to verify
the Area, Bone Mineral Density (BMD) and the Bone Mineral Content (BMC).
After the euthanasia of the animals, the tibias were measurement of Maximum
force (Fmax) rigidity (R), length (L) and diameter (D). The results has shown
that S presented BMD, BMC, bone Fmax, R, L and D smaller compared to the
control group, proving that the suspension is detrimental to the maintenance of
bone’s properties. By treating the suspended animals with the US, we found for
this group (ST) BMD and BMC bigger than S and equal to C. By comparing
ST’s bone Fmax, R and L to S, we observed an increase with the treatment,
and when we compared ST with C we also noticed a significant increase of
these parameters. When we compared S—CT with S—C we didn’'t find
significant difference for Fmax, R, L, D BMD and BMC. There was a significant
difference for area between S—CT and the groups ST and S—C. The obtained
results in this study provide the conclusion that the US prevents the occurrence
of osteopenia on bones of animals under suspension by the tail.

Key-Words: Physical Stimulation;Osteoporosis; Ultrasound.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo brasileira,
proporcionado por diversos fatores, entre eles os avancos obtidos com as
pesquisas e as descobertas de novos tratamentos, o numero de pessoas acima
dos sessenta e cinco anos de idade cresce e consequentemente estédo
acompanhados de varias alteracfes do processo natural de envelhecimento.
Entre essas alteracdes nos deparamos com a osteoporose (OP), uma doenca
gue atualmente é base de estudos, com a finalidade de proporcionar melhor
gualidade de vida a essa populacdo (AMADEI et al; 2006).

Durante um congresso mundial da Fundagé&o Internacional de OP (IOF),
realizado em Chicago no ano de 2000, foram apresentados dados alarmantes
referentes a incidéncia da OP em todo o planeta, apontando que cerca de
duzentos milhdes de pessoas estdo sofrendo dessa doenca, tornou-se um
grande desafio em termos de saude publica no ambito mundial. No Brasil, os
primeiros nameros de uma pesquisa em realizacdo, apontam para a grande
guantidade de idosos (14 milhdes) no pais, com maior risco de desenvolver a
OP (RUSSO, 2001) O gasto anual no tratamento de fraturas osteoporoticas,
em 1995, segundo a “National Osteoporosis Foundation”, chegou a 13,8
bilhbes de dolares o que pode dobrar nos proximos 25 anos por causa do
crescimento da populacéo idosa, sendo assim vinte entre cada cem mulheres
sao portadoras de osteoporose, com 4 milhdes e 400 mil casos, e um gasto de
mais de 1 bilh&o e 300 milhdes de reais/ano.( CARVALHO, 2004)

Com o aumento absoluto e relativo da populacdo idosa e em se
considerando os habitos pouco saudaveis das criancas e dos adolescentes, ha
um aumento significativo da incidéncia de OP (SOUZA, 2010).

O termo OP popularizou-se entre os ortopedistas como um sinal

radiografico que significa rarefacdo 6ssea, em fraturas causadas por traumas
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de baixa energia, esse mesmo sinal os radiologistas chamam de osteopenia
(SOUZA, 2010).

A OP e a osteopenia referem-se a duas enfermidades causadas pela
diminuicdo de massa Ossea (VARGAS et al;. 2003). Por serem doengas
sistémicas, que resultam na reducdo da massa Ossea e deterioracdo da
microarquitetura do tecido 0sseo, levam a fragilidade mecanica e aumentam o
risco de fraturas patolégicas (CARVALHO; et al, 2004). Além disso, contribuem
para ocorréncia de fraturas com possibilidade de formatos diferentes, desde
fraturas sem manifestacdo clinica, como as fraturas morfométricas do corpo
vertebral, passando por fraturas incompletas, até fraturas cominutivas muito
instaveis que apresentam impossibilidade técnica de remodelacdo do o0sso.
Podem deixar sequelas muito dolorosas e levar o individuo a Obito ou a
incapacidade fisica permanente (SOUZA, 2010). A etiologia da perda de massa
Ossea € complexa e envolve muitos fatores como a hereditariedade, a idade
avancada, o sexo feminino, o baixo peso corporal, a deficiéncia hormonal, o
consumo excessivo de alcool, tabagismo e os fatores nutricionais como a baixa
ingestdo de célcio na alimentacdo (CARVALHO et al; 2004).

O tecido 6sseo frente ao desgaste tem uma inigualavel capacidade de
reparacdo. Esse mecanismo, em condi¢des normais, ocorre inicialmente por
um aumento da atividade osteoblastica, formando rapidamente o tecido 0sseo
imaturo, matriz organica, seguida pelo depdsito de sais de célcio (NICOLAU,
2001).

Por ser um tecido vivo 0 0sso sofre constantemente um processo de
troca de tecido antigo por tecido novo. O mediador desse processo é 0
ostedcito. Em mais ou menos mil dias o ostedcito entra em apoptose (morte
programada da célula). E na proximidade desse acontecimento o ostedcito
produz sinalizadores para que células mesenquimais pluripotentes formem os
osteoblastos (SOUZA, 2010).

O componente celular do tecido 6sseo € constituido de trés tipos de
células: os osteoblastos, os osteoclastos e o0s osteodcitos. Os osteoblastos

estdo localizados na superficie de formagéo 0ssea e sdo responsaveis pela
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elaboracdo dos componentes organicos da matriz extacelular, apresentam
reticulo endoplasmatico e complexo de golgi muito desenvolvido. Os
osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas e caracterizam-se assim
como o0s osteoblastos, também encontrados na superficie Ossea, seu
citoplasma contém abundantes mitocondrias e vesiculas envolvidas no
processo de reabsorcdo. Os ostedcitos sdo osteoblastos que apds a
mineralizacdo do seu ostedide, ao redor, tornam-se prisioneiro em lacunas
Osseas, além disso, 0s oste6citos sS40 0S provaveis sensores capazes de
detectar deformidades exercidas por forcas mecanicas, orientando o processo
de remodelamento de maneira a provocar adaptacdo da estrutura Ossea
(AIRES, 2008).

Havendo um distarbio desse remodelamento 6sseo, pela maior acdo do
osteoclasto em relacdo ao osteoblasto, ocorrerd uma pobre formacéo de tecido
0sseo que podera ser a OP ou a osteopenia (SOUZA, 2010).

O modelamento e remodelamento 0sseo podem ser incitados por
microlesfes, estimulos mecanicos, estimulos combinados, ou seja, marcha ou
por atividades de vida diaria (CARVALHO et al., 2002). A formac¢éo 6ssea pode
ser induzida por estimulo mecéanico de baixa intensidade. Logo, o ultrassom
(US) podera ser a terapéutica util para essa formacéo 6ssea, como o efeito da
piezoeletricidade (APOLINARIO, et al; 2011).

A palavra piezoeletricidade significa eletricidade por pressao, sendo esta
uma polarizacdo elétrica produzida por certos materiais, como algumas
moléculas e cristais, quando submetidos a uma deformacdo mecanica. A
estrutura do colageno o6sseo preenche as caracteristicas de material
piezoelétrico que, sob deformacdo mecanica, pode sofrer modificacées,
produzindo uma polarizacéo elétrica (LIRANI; CASTRO, 2005).

A manutenc¢éo do metabolismo mineral normal dos ossos € um resultado
de varios fatores inclusive as solicitagdes mecanicas que sao aplicadas aos
0ssos pelas contracdes musculares e pela forca da gravidade (SILVA;
VOLPON, 2004).
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Contudo, a exposicdo em ambientes de microgravidade afeta
diretamente o sistema musculoesquelético, alterando o seu metabolismo. Esse
ambiente gera uma baixa tensdo sobre os 0ssos e, por consequéncia, menor
massa 0ssea serd necessdria para manter a integridade estrutural do esqueleto
(JOHNSON, 1998).

Com isso, o0 modelo ideal para simular atrofia muscular e o desgaste
0sseo, seria aquele que permitisse a livre mobilidade ao animal, porém com
restricdo aos movimentos dos membros pélvicos posteriores (KASPER et al.,
1993). O modelo que Apolinario (2008) utilizou foi o de suspensao pela cauda
animal. Aonde os membros pélvicos posteriores dos animais, sem contato com
o solo, permanecem com livre movimentacao.

A determinacéo da densidade mineral 6ssea (DMO) também €& um fator
fundamental para definir o quadro de desmineralizacédo, quantificando a perda
0ssea e sendo um bom preditor para o risco de fraturas patologicas (YAZBEK;
NETO, 2008). O densitbmetro de dupla emissédo de raios-X (DXA) é a técnica
considerada atualmente como “padrao ouro” em fungdo de sua precisao,
tempo e seguranca, fornecendo dados precisos no diagnostico da osteopenia
e osteoporose (GUARNIEIRO; OLIVEIRA, 2004). A densitometria mineral
Ossea estabelece valores do conteudo mineral de um o0sso especifico, num
momento Unico no tempo. Este valor pode determinar se ha osteoporose e se a
densidade 6ssea € baixa o suficiente para tornar o 0sso suscetivel a fratura
(HODGSON, 2005).

2 OBJETIVO

Com base nesses dados, o objetivo deste estudo foi, utilizando analise
biomecénica e densitométrica, investigar se o US de baixa poténcia previne a
ocorréncia de osteopenia em tibias de ratos submetidos a auséncia de carga,

tendo como hipotese que o US previne esta condi¢ao patolégica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido Osseo

O osso é um tecido metabolicamente ativo, que sofre um processo
continuo de renovacao e remodelagéo, por toda a vida (VIEIRA, 1999). Por ser
uma estrutura inervada e irrigada, os 0ssos apresentam grande sensibilidade,
alto metabolismo e grande capacidade de regeneracdo (ARALDI; ARMILIATO,
2005).

O tecido 6sseo é constituido de trés tipos de células, os osteoblastos.Os
ostedcitos e os osteoclastos (AIRES,2008). Os osteoblastos sdo células jovens,
gue formam a estrutura O6ssea, com intensa atividade metabdlica e
responsaveis pela producdo da parte organica da matriz ostedide (matriz onde
0S minerais serdo depositados), que ao diminuir a sua atividade metabdlica
passa a ser ostedcito. Os ostedcitos sdo o0s osteoblastos mauros e
envelhecidos que regulam a quantidade de minerais de Ca do tecido. Ja os
osteoclastos sao células grandes, multinucleadas, originadas dos mondécitos do
sangue, que estdo relacionados com a reabsorcdo da matriz e com 0s
processos de regeneracdo do tecido apos as fraturas. Essas células digerem a
matriz 6ssea, e 0s osteoblastos reconstroem 0s 0ss0s, que estdo em constante
remodelacdo em funcao de pressdes recebidas pelo envelhecimento (ARALDI,
ARMILIATO, 2005).

Eles sdo compostos por uma por¢gao mineral e uma porcéo organica. O
principal componente da por¢cdo mineral s&o cristais de hiodroxiapatita, e o da
porcao organica € colageno tipo | que tem importante papel no processo de
mineralizacao 6ssea e que, juntamente com outras proteinas 0sseas, formam a
matriz ostedide (CURI; PROCOPIO, 2009).

Os principais horménios sistémicos que regulam o metabolismo 6sseo
conhecidos como horm&nios calciotropicos, incluem o horménio da paratiredide

(PTH), o metabdlito ativo da vitamina D e a calcitonina. Além desses
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horménios, o tiroideano juntamente com a insulina, o horménio do crescimento
(GH), os glicocorticoides e os hormoénios sexuais possuem profundos efeitos na
fisiologia e estrutura 6sseas (GOUVEIA, 2004).

Em indmeras situagbes, o0 tecido 0sseo possui capacidade de se
restabelecer, entretanto, falhas de vascularizacdo e instabilidade mecanica
podem influenciar na extensdo, na velocidade e quantidade do reparo,
dificultando ou até mesmo impedindo o reparo 6sseo adequado (PINHEIRO;
GERBI, 2006).

O osso é constituido de dois componentes principais: cortical e
trabecular ou esponjoso. O osso cortical tem fungdo mecanica e protetora e o
0sso trabecular, tem funcdo metabdlica, sendo o principal sitio ativo de
remodelacéo 6ssea (FENG; MCDONALD, 2011).

O tecido 6sseo sofre constantemente um processo complexo de
remodelacdo, que envolve a reabsorcdo do o0sso numa superficie, em
particular, seguida por uma fase de formacao 6ssea (HILL; ORTH, 1998).

Quando h& um processo de aposicdo no qual ha remocao localizada do
0SSO0 antigo (reabsorcdo) e substituicdo por osso recentemente formado
chamamos de remodelagdo éssea (MEGHJI, 1992). Este processo ocorre em
pequenos conjuntos de células denominadas unidades multicelulares basicas
de remodelacdo oOssea (BMU), caracterizando um conjunto de funcdes dos
osteoclastos e osteoblastos (AMADEI, 2006).

Esse evento se estende pelo resto da vida do individuo em sua fase
adulta, sendo responsavel pela renovacdo do esqueleto e mantendo a sua
integridade anatdmica e a sua estrutura (BROWN; JOSSE, 2002).

Com isso, a remodelacdo Ossea possui quatro fases (AMADEI et al.,
2006):

. Fase inicial: envolve o recrutamento das células precursoras

de osteoclasto para 0 0sso, sendo o0 proximo passo, o reconhecimento

das proteinas da matriz 6ssea extracelular por meio de proteinas de
membrana celular chamadas integrinas. Apds este processo formam-se

a borda vilosa e as zonas claras, essas séo livres de organelas e ricas
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em flamentos de actina. Estas zonas claras sdo formadas poderosas
adesoes focais, responsaveis pela forte interacdo célula/substrato e pelo
isolamento do espaco externo abaixo da célula (lacuna de reabsorgéo),
aonde a borda vilosa se espalha na superficie 6ssea. Ocorre entdo, a
ativacdo osteoclastica, iniciado pelos fatores liberados pelos
osteoblastos e por meio também de contato célula a célula;

. Fase de reabsorcédo: os osteoclastos ativados degradam tanto os
componentes minerais quanto 0s organicos, pela secrecdo de enzimas
acidas e hidroliticas, liberando fragmentos minerais 6sseos e de
colageno;

. Fase de reversdo: as células sdo mononucleares da linhagem
mondocitos e macrofagos, e preparam a superficie para novos
osteoblastos iniciarem a formacédo 0ssea, produzindo uma glicoproteina
a qual os osteoblastos podem se aderir;

. Fase de formacéo Ossea: resulta de complexa cascata de eventos
gue envolvem a proliferacdo de células mesenquimais primitivas, a
diferenciacdo em células precursoras osteoblasticas (pré-osteoblasto), a

maturacdo dos osteoblastos, a formag&o de matriz e a mineralizagao.

3.2 Osteopenia

A osteopenia é a diminuicdo da massa 0ssea, decorrente da perda de
calcio, podendo levar, como consequéncia, a OP (RENA, 2005).

A diminuicdo da DMO com a idade se torna um fenGmeno fisiolégico
universal, atingindo todas as racas e culturas, na forma néo patoldgica na
maioria das vezes, mais podendo desenvolver a OP, e consequentemente um
maior risco de fraturas (RAMALHO; CASTRO, 1999).

Estimativas sugerem que aproximadamente trinta por cento das
mulheres no Brasil, ou seja, cerca de 5 milhdes de mulheres, que estejam no
periodo da menopausa, poderdo desenvolver a OP (MOREIRA; CARVALHO,
2001), tornando-a um problema de saude publica. Algumas pesquisas definem
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uma previsado para o ano de 2050 um total de 6,26 milhdes de fraturas de colo
de fémur decorrentes da OP em todo o mundo. Estas estimativas sugerem que
parte deste aumento seja proveniente da América Latina, sobretudo devido ao
aumento da expectativa de vida desta populacdo (COOPERet al.,1992).

3.2.1 Fatores de risco

Segundo o ministério da saude, 2005 em estudo recente com mais de
200.000 mulheres, sédo varios os fatores de riscos que estdo diretamente

BN

ligados a osteopenia e consequentemente acabam levando a OP quais
sejam:ldade avancada que é considerada acima de sessenta e cinco anos,
imobilizacdo prolongada,baixo peso, sexo feminino, hereditariedade
caucasiana;fatores genéticos;fatores ambientais como o consumo abusivo de
alcool, drogas, cafeina, e tabagismo,baixa ingestdo de alimentos ricos em
célcio,estado menstrual como a menopausa precoce, as amenorréias, as

doencas enddcrinas e a menarca tardia.

3.3 Osteoporose

A OP é uma desordem esquelética cronica e progressiva, ocasionada
por multiplos fatores, acometendo principalmente as pessoas idosas, de ambos
0s sexos. Ela é caracterizada pelo comprometimento da resisténcia 0ssea,
predispondo o risco de fraturas, dor, deformidade e incapacidade fisica. Sendo
comum conceituar a OP como o resultado da perda de massa 0ssea (NERI;
FREITAS, 2006).

Por ser uma doenca silenciosa, as primeiras manifestacfes clinicas sao
as fraturas (FERNANDES et al; 2010). E as fraturas que ocorrem com mais
frequéncia séo as de punho, do quadril e da coluna vertebral (NERI; FREITAS,
2006).

Segundo a“‘World Health Organization” (1994), especialistas tém

preconizado que o diagndstico de OP e os riscos de fraturas devem ser
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analisados pelo T-score, que € um valor correspondente a diferenca entre a
DMO média de jovens normais e a DMO do individuo examinado, dividido pelo
desvio-padrdao da média de jovens normais.

Os fatores de risco para fraturas osteoporoéticas sdo os mesmos fatores
de risco para OP, e os mais valorizados sdo a idade avancada; o sexo
feminino; a origem étnica (amarela e branca); a hereditariedade; a baixa
ingestdo de calcio, a baixa ingestdo de vitamina D3 ou a baixa absorcdo para
producdo da mesma, e as situacdes para ma absorgcédo de alimentos; os maus
habitos como a ingestdo exagerada de café, alcool e tabaco; o sedentarismo;
certas medicacdes (glicocorticoides e anticonvulsivos); e as doencas como a
artrite reumatoide, a precocidade da menopausa e quase todas as doencas
inflamatorias sistémicas (SOUZA, 2010). A existéncia de técnicas de
diagnostico acrescida do resultado de densitometria na identificacdo de fatores
influentes no aparecimento desse disturbio permite apontar grupos de alto
risco, nos quais acbes especificas podem ser conduzidas a promover
estratégias preventivas mais amplas que permitam a reducao do incremento ou
mesmo o controle dessa enfermidade (VELLAS, 2000).

Embora ja estejam bem definidos os beneficios das modificacbes nos
habitos de vida como um importante fator de mudancas a saude éssea, a sua
importancia e o conhecimento de que a prevencao de perda de massa 0ssea
pode ser feita através da alimentagdo bem balanceada e a prética regular de
atividades fisicas nem sempre € do conhecimento da populacdo (CARVALHO;
et al, 2004). Por isso, sao muitas as causas do aparecimento e
desenvolvimento da OP (SOUZA, 2010).

Para a prevencéo e o tratamento da OP devemos diminuir a atividade do
osteoclasto ou aumentar a atividade do osteoblasto, ou ambos. Esses
tratamentos sdo classificados como anabolicos e anticatabdlicos (inibem a
acdo do osteoclasto). Os anabdlicos incluem a atividade fisica, o calcitriol
(vitamina D), a associagado calcio + calcitriol, os esteréides anabolizantes, o
horménio de crescimento, o paratorménio e seu derivado, e a terapia de

ranelato de estroncio. Os anticatabdlicos incluem a atividade fisica, a
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associacao calcio + calcitriol, os metabolitos ativos do calcitriol, as terapias de
reposicao de estrogeno e de reposicdo hormonal, os SERMs (estimuladores
seletivos dos receptores de estrégeno), os bisfosfonatos, a osteoprotegerina e
o ranelato de estroncio (SOUZA, 2010).

3.3.1 Consequéncias da Osteoporose

S&do inUmeras as consequéncias da osteoporose, dentre elas podemos
citar:diminuichio da qualidade de \vida,perda da capacidade de
deambulacéo,perda da capacidade de realizar atividades basicas como tomar
banho e se vestir,aumento da morbidade e mortalidade, fraturas,e até mesmo
obitos.

E importante ressaltar que cerca de vinte e cinco por cento dos
pacientes com osteoporose ndo retornam mais as suas condi¢des funcionais
anteriores a fratura (YAZBEK; NETO, 2008).

4 Tratamentos

4.1 Tratamentos Farmacoldgicos

Sdo considerados tratamentos farmacolégicos para a OP o calcio,
vitamina D, calcitonina, bifosfonatos, raloxifeno e paratorménio. Os
bisfosfonatos constituem o tratamento de eleicdo devido a eficacia comprovada
em redugdo da incidéncia de fraturas, aumento da DMO, normalizagédo do
turnover 6sseo a niveis de pré-menopausa e manutencdo da microarquitetura
0ssea, fazendo parte dessa classe de medicamentos (ANVISA, 2008):

. Alendronato — que é efetivo tanto para o tratamento quanto para a

prevencdo da OP. Ensaios clinicos demonstraram que este

medicamento aumenta a DMO e diminui o risco de fraturas. Seu efeito

preventivo cessa ao término da terapia. E indicado para o tratamento da
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OP em mulheres pés-menopausa e em homens com OP para prevenir
fraturas;

. Risedronato — aumenta a DMO, reduz o risco de fratura e € bem
tolerado. E indicado para aumentar a massa Ossea nos homens
(andropausa)e mulheres no periodo pos-menopausa.

. Ibandronato — aumenta a DMO e reduz o numero de fraturas

vertebrais. E indicado para reduzir fraturas em OP pds-menopausa.

4.2 Meios Fisicos de Estimulacéao

A acdo dos agentes fisicos como o laser, o US pulsado e os campos
elétricos e eletromagnéticos (todos de baixa intensidade) no tecido 6sseo tém
sido muito estudada, revelando que estes sdo capazes de estimular a
osteogénese, acelerar a consolidacdo de fraturas e aumentar a massa 0ssea
(LIRANI; CASTRO, 2005).

4.2.1 Ultrassom

A primeira aplicagdo pratica do US foi no ano de 1917 com a criacao de
sonares para a detectacdo de submarinos, utilizando o método pulso-eco.
Alguns anos depois, descobriu-se que o US produzia aumento da temperatura
em tecidos bioldgicos, e entre os anos de 1930 e 1940 ele foi introduzido na
pratica médica como um recurso terapéutico, usado particularmente para
produzir calor em tecidos profundos (BASSOLI, 2001). A primeira aplicacdo do
US para estimular o reparo de fratura foi por volta da década de cinquenta
(ERDOGAN; ESEN, 2009).

O US é uma forma de energia mecanica que se distribui por ondas de
pressao acustica de alta frequéncia, promovendo microdeformacdes na regiao
do osso estimulado, capaz de gerar estimulos para iniciar ou acelerar o
processo osteogénico se transmitidas para o interior do corpo (CARVALHO et

al., 2002). As microdeformacdes mecanicas, ocorridas no tecido 0sseo por
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acdo do US, podem agir como sinalizacdo para a formacdo de tecido
0sseo,sendo essas respostas similares aquelas ocorridas sob carga mecanica
(CARVALHO; et al., 2001).

O US é transmitido em formas de ondas de compressdo, onde a
oscilacédo de particulas se da paralelamente a direcdo de propagacao da onda,
constituindo zonas de compressao e rarefagcdo, ou em forma de ondas de
cisalhamento (somente para solidos), onde as particulas alternam em direcéo
perpendicular & direcdo de propagacao das ondas (BASSOLI, 2001).

Essa energia acustica do US é produzida a partir de um cristal dentro de
um transdutor, que emite ondas acusticas de alta frequéncia, essas ondas (1-
12MHZz) séo transmitidas através de vibracdes para os tecidos (SPEED, 2001).
As vibracbes acusticas produzidas pelo US induzem mudancas celulares
alterando o gradiente de concentragdo das moléculas e ions como o calcio e o
potassio, estimulando a atividade celular. Esse fendbmeno pode resultar em
diversas modificacbes, como o aumento da sintese protéica e a secrecao de
mastocitos, alterando a mobilidade dos fibroblastos, e outros fatores (HAAR,
1996). Atualmente, os cristais ceramicos sintéticos compostos por chumbo,
zirconio e titanio s&o utilizados devido a sua durabilidade e eficiéncia em
converter a corrente elétrica em vibragdes mecanicas. Uma vez que o cristal
recebe uma corrente elétrica, esta o deforma produzindo ondas por
compressao e descompressao (SILVA, 2001).

Por ter uma ac¢do antiinflamatéria durante o reparo de lesdes
musculares, na fase de proliferacdo, o US estimula os fibroblastos a
produzirem mais colageno pelo aumento na permeabilidade da membrana
celular, estimulando também o crescimento de novos capilares no tecido
isquémico acelerando o processo de reparacao tecidual. O US pode ser aliado
a fonoforese que é a permeacdo de drogas através da pele para dentro dos
tecidos subcutaneos o que pode acelerar ainda mais 0 processo de reparacdo
de lesdes musculares (PETERSON, 2002).

Ha indicios de que os tecidos constituidos de colageno, se estimulados

pelo US, desenvolvem propriedades piezoelétricas similares as dos materiais
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cristalinos estimulando a sintese de proteinas, acelerando assim o processo de
reparo tecidual. O efeito piezoelétrico foi descoberto por Pierre e Curie, em
1880, que consiste na formacdo de cargas elétricas na superficie de certos
materiais quando sujeitos a pressdes mecanicas. Se estes materiais foram
expostos a um campo elétrico, suas cargas da rede cristalina interagem com o
campo produzindo deformacbes mecanicas (GUIRRO et al., 1996 apud
WEIMANN, 2004). Este efeito é utilizado no tratamento de consolidacdo das
fraturas 6sseas (SILVA; DUARTE, 1989 apud GONCALVES,; et al, 2007).

Dessa forma, a energia terapéutica é gerada por um transdutor que
transforma a energia inicial elétrica em energia mecénica (KOTTKE;
LEHMANN, 1994).

As ondas ultrassbnicas podem ser aplicadas por dois métodos
conhecidos como continuo e pulsado, sendo que a diferenca entre os modos
esta na interrupcao da propagacédo das ondas. No método continuo, a voltagem
através do transdutor do US deve ser aplicada continuamente, e seus ciclos de
frequéncia sdo acima de cem por cento durante todo o periodo de tratamento.
E no método pulsado, a voltagem é aplicada em rajadas, com ciclos de
frequéncia menores que cem por cento (HAAR, 1999).
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CAPITULO 2 - CONTRIBUICAO DA APLICACAO DO ULTRASSOM DE
BAIXA POTENCIA NA PREVENCAO DE OSTEOPENIA EM TIBIAS DE
RATOS SOB AUSENCIA DE CARGA

RESUMO - Este trabalho objetivou verificar se o ultrassom de baixa poténcia
(US) previne a ocorréncia de osteopenia em tibias do antimero direito em ratos
sob auséncia de carga. Foram utilizados 45 Rattus novergicus albinus, Wistar
adultos, machos, divididos em cinco grupos iguais: C - animais controles livres
em gaiolas por 21 dias; S — animais suspensos pela cauda por 21 dias; ST —
suspensos pela cauda por 21 dias e concomitantemente, tratados com US;
S—C - suspensos por 21 dias e depois permaneceram em solo por mais 21
dias; S—»CT — suspensos por 21 dias e depois permaneceram em solo por
mais 21 dias e concomitantemente tratamento com US. O tratamento foi
realizado com US com frequéncia de 1,5 MHz, ciclo de trabalho 1:4, 30
mW/cm?, na tibia do antimero direito, por 15 sessdes de 20 minutos cada,
sendo realizadas 5 sessfes por semana. Com 0s animais ainda vivos, foram
submetidos a exame de densitometria 0ssea para verificacdo da Densidade
Mineral Ossea (DMO) e Contetido Mineral Osseo (CMO). Apos a eutanasia dos
animais, as tibias foram desarticuladas, dissecadas e submetidas a ensaio
mecanico destrutivo para analise da Forca maxima (Fmax) e Rigidez (R).
Foram avaliados também o comprimento (L) e o diametro (D) no ponto médio
da tibia. O grupo S apresentou valores de DMO, CMO, Fmax, R, L e D
menores em relacdo ao grupo C, demonstrando que a suspensao pela cauda é
prejudicial a estas variaveis. O tratamento dos animais suspensos com o US,
grupo ST, elevou os valores de CMO e DMO em relagdo aos do grupo S,
igualando-os aos do grupo C. A Fmax, R e L do grupo ST aumentou em
relacdo ao grupo S e também em relacdo ao grupo C. Estes aumentos foram
significativos em nivel 5%. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre
as variaveis analisadas para os grupos S—CT e S—C (p>0,05). Os resultados
obtidos neste estudo, com a metodologia proposta, permitem concluir que o US

de baixa poténcia contribui na prevencdo da ocorréncia da osteopenia nos
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animais submetidos a suspensdo pela cauda, demonstrando que a
impossibilidade do estimulo mecanico causada pela ndo deambulacdo pode

ser minimizada pela agéo deste.

Palavras-Chave: Estimulacdo Fisica; Osteopenia; Osteoporose; Prevencao;
Ultrassom.
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THE APPLICATION OF LOW POWER ULTRASOUND’S CONTRIBUTION TO
THE PREVENTION OF RAT TIBIAL OSTEOPENIA UNDER THE ABSENCE
OF LOAD

SUMMARY - This work intended to verify is the low power ultrasound (US)
prevents the occurrence of osteopenia on the right antimere tibia on rats under
the absence of load. It was used 45 Rattus novergicus albinus, male, adult
Wistar, divided in five equal groups: C — control free animals in cages for 21
days; S — animals suspended by the tail for 21 days; ST — suspended by the tail
for 21 days and concurrently, treated with US; S—C - suspended for 21 days
and later remained on soil for more 21 days; S—CT - suspended for 21 days
and later remained on soil for more 21 days and concurrently treatment with
US. The treatment was performed with US with 1,5 MHz of frequency, work
cycle 1:4, 30 mW/cm?, on right antimere tibia, for 15 sessions of 20 minutes
each, being performed 5 sessions per week. With the animals still alive, they
were undergone bone densitometry examination to verify the Bone Mineral
Density (BMD) and the Bone Mineral Content (BMC). After the euthanasia of
the animals, the tibias were disjointed, dissected and undergone destructive
mechanical testing for the analysis for the maximum force (Fmax) and Rigidity
(R). It was also measured the length (L) and the diameter (D) of the middle
point of the tibia. Group S showed BMD, BMC, Fmax, R, L and D smaller than
group C, demonstrating that the suspension by the tail is detrimental to these
variables. The treatment of the suspended animals with the US, group ST,
increased the BMD and BMC compared to group S, leveling them to group C.
The Fmax, R and L of group ST increased compared to group S and compared
to group C as well. These increases were significant in a 5% level. No
significant difference was found between the measured variables for the groups
S—CT and S—C (p>0,05). The obtained results in this study, with the proposed
methodology, lead to the conclusion that the low power US contributes to the

prevention of the occurrence of osteopenia on animals under suspension by the
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tail, showing that the impossibility of the mechanical stimulation caused by non-

deambulation can be minimized by the action of the same.

Key-Words: Physical Stimulation; Osteopenia; Osteoporosis; Prevention;
Ultrasound.
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1.JUSTIFICATIVA

A osteoporose é uma doenca que acomete a populagcdo humana ha
milhares de anos (DEQUERKER et al., 1997), sendo considerado um problema
de saude publica (ENGERMANN et al., 2005).Tornou-se uma das doencas
osteometabolicas mais comuns responsavel por alto indice de morbidade e
mortalidade entre os idosos, com enormes repercussdes sociais e econdmicas,
provocando grande impacto na qualidade de vida e grau de independéncia nos
individuos acometidos (FORSBACH et al, 1994). Além disso, € um problema
clinico e social, pois pode dificultar o desenvolvimento das atividades
cotidianas, influenciando o bem-estar e a qualidade de vida relacionada a
saude (QVRS) (Aranha et al, 2006). Calcula-se que um terco das mulheres
brancas no mundo com idade superior a 65 anos estdo acometidas com esta
enfermidade, sendo definida como a “epidemia do século 21” (SZEIJNFELD et
al., 2000 e NAVEGA et al., 2007).

Ha uma doenca que pode ser considerada como estagio inicial ou
antecessora deste mal: a osteopenia. A osteopenia caracteriza-se pela
diminuicdo da massa Ossea, causada pela perda de calcio, tendo como
consequéncia a osteoporose (VARGAS et al., 2003).

Ao longo da vida, o tecido 0sseo é continuamente renovado em um
processo extremamente regulado, chamado de remodelamento G&sseo
(NORDIN et al., 2003). Por ser um tecido altamente vascularizado, o0 0sso tem
capacidade de alterar suas propriedades e geometria em resposta as
mudancas na demanda mecéanica (NORDIN et al., 2003 e LIRANI et al., 2003).

O sistema 0sseo sofre grande infuéncia das alteragcbes hormonais,
resultando em um processo de reabsorcdo 6ssea maior que o processo de
formacao, levando a diminuicdo fisiologica éssea. Quando esse processo
torna-se mais intenso, pode resultar no aparecimento da osteoporose,
caracterizada por baixa massa 0ssea e deteriorizacdo da microarquitetura,
aumentando a fragilidade do osso (RITSON et al., 1996).
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A remodelacdo Ossea e sua estimulagcdo sdo motivos de um grande
namero de estudos, com interesse focado principalmente nos fatores capazes
de acelerar a osteointegracao, promovendo uma maior rapidez na reabilitacdo
do paciente. Estudos demonstram que a resposta de reparo 6sseo pode ser
acentuada pela estimulacéo fisica, eletromagnética e mecanica (LIND et al.,
2001). O ultrassom de baixa intensidade é uma estimulagdo mecéanica e vem
sendo utilizado ha algum tempo para acelerar o processo de regeneragao
0ssea, aproveitando-se do efeito piezoelétrico, caracteristica do tecido 6sseo
(AZUMA et al., 2001 e APOLINARIO et al., 2008).

O mecanismo de piezoeletricidade € um advento fisico caracteristico de
certos materiais, que quando deformados por uma acdo mecanica
desenvolvem cargas elétricas em sua superficie. O contrario também é
verdadeiro, ou seja, ao se colocar um material piezoelétrico sob um campo

elétrico, este material sofrerd deformagédo mecéanica (OKUNO et al., 1986).

Um dos fatores responsaveis pela manutencdo do metabolismo mineral
normal dos o0ssos nos membros pélvicos e toracicos dos animais é a
compressdo longitudinal exercida sobre eles, produzida pelo proprio peso
corporal (JOHNSON, 1998). Esta pressao estimula o crescimento 6sseo por
aposicao. A descarga de peso resulta em maior espessura do 0Sso e maior
densidade mineral da diafise (MCARDLE et al., 2003). A exposi¢cao a ambientes
de microgravidade afeta diretamente o sistema musculo esquelético, alterando
seu metabolismo. Esse ambiente gera uma baixa tensao sobre os ossos e, por
consequéncia, menor massa 0ssea sera necessaria para manter a integridade
estrutural do esqueleto (JOHNSON, 1998).

A resisténcia 0ssea a fratura depende da qualidade e quantidade de
0sso (AMMANN et al., VIGUET et al.,2006) e a remodelacdo 6ssea controla os
varios fatores que contribuem para a qualidade 6ssea (BENHAMOU, 2007). A
gualidade 6ssea compreende um conjunto de caracteristicas que influenciam a
resisténcia 6ssea e é determinada pelas propriedades estruturais e materiais

do osso, além de ser influenciada ou modificada pela taxa de remodelacéo.
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Assim, condicfes patolégicas, como a osteoporose, podem estar associadas
com alteracOes na resisténcia 6ssea (FELSENBERG e BOONEN, 2005).

Alguns pesquisadores afirmaram que o modelo ideal para simular atrofia
muscular e o desgaste 0sseo, seria aquele que permitisse livre mobilidade ao
animal, porém com restricAdo aos movimentos dos membros pélvicos
(MUSACCHIA et al., 1983). O modelo utilizado por Apolinario et al. (2008) foi o
de suspender os animais pela cauda. Nessa situacdo os membros pélvicos dos
animais permanecem com livre movimentacao, porém sem contato com o solo.

Um dos fatores fundamentais para estabelecer o quadro de
desmineralizacdo Ossea é a determinacdo da densidade mineral 6ssea (DMO),
gue fornece parametros que podem definir o risco de fraturas patolégicas. A
densitometria mineral 6ssea € a analise utilizada para determinar a DMO e
diagnostica a osteopenia. Esta andlise possui a vantagem de melhorar a
identificacdo e a quantificacdo das alteracdes regionais ou sistémicas da DMO
(SCHARLA, 1999). O densitbmetro de dupla emissédo de raios-X (DXA), € a
técnica considerada atualmente como “padrao ouro” para este tipo de analise,
pois, em func&o de sua precisédo, tempo de realizacdo e seguranca, fornecem
dados precisos neste tipo de diagnéstico (GUARNIERO, OLIVEIRA, 2004).0
exame de densitometria mineral 6ssea estabelece valores do contetdo mineral
do osso - CMO especifico num momento Unico no tempo. Este valor pode
determinar se ha osteoporose, e se a densidade é baixa o suficiente para
torna-lo susceptivel a fratura (HODGSON, 2005).

Atualmente, é crescente o interesse em desenvolver meios e técnicas
gue auxiliem na prevencao de doencas osteometabdlicas, como a osteopenia e
consequentemente a osteoporose, que impdem severas limitagbes na
gualidade de vida. Assim, o objetivo deste estudo foi, pela analise
densitométrica e biomecanica, avaliar se o ultrassom de baixa intensidade
previne a ocorréncia da osteopenia em tibias de ratos submetidos a auséncia

de carga.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Grupos Experimentais

Apés a aprovacdo pelo comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da UNESP — Campus de Aracatuba (Protocolo n°9633/10) foram
45 (n=9) ratos machos, Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar, adultos
com trés meses de idade e massa corporal média de 367 + 36g, alojados em
gabinetes de criacdo com temperatura ambiente controlada (22 + 2°C),
umidade de 65%, ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias) e filtragem de ar. Os
animais foram colocados em gaiolas comuns com namero maximo de cinco em
cada uma, sendo alimentados com racdo Purina-Labina® e agua potavel a
vontade.

Os animais aos trés meses de idade foram distribuidos aleatoriamente em
cinco grupos denominados: C — grupo de animais controle que permaneceram
livres em gaiolas por 21 dias e entdo foram eutanasiados; S — grupo de animais
suspensos por 21 dias e em seguida eutanasiados; ST — grupo de animais
suspensos pela cauda por 21 dias, simultaneamente tratados com US e em
seguida eutanasiados; S—C, onde os animais foram suspensos por 21 dias,
em seguida permaneceram em solo por 21 dias (Chao) e, entdo, eutanasiados;
S—CT, onde os animais foram suspensos por 21 dias, seguidos de
permanéncia em solo (Chao — por mais 21 dias) simultaneamente tratados com

US, em seguida eutanasiados.

2.2 Técnica de Suspensao

Para a realizacdo da suspenséo, 0s animais estavam anestesiados com
Ketamina (30mg/kg, média 0,259 mg por animal) e Xilazina (3mg/kg média de
0,111mg por animal), via intramuscular,nos membros pélvicos posteriores.
Adotou-se a mesma técnica utilizada por Apolinario et al, 2008, que segundo
Morey-Holton e Globus (1998) provoca um minimo de estresse ao animal. Apds
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0S animais estarem anestesiados, a cauda do animal foi lavada com sabonete
anti-séptico (com pH neutro) e, ap0s estarem seca, foi envolvida com espuma
adesiva Reston® desde a base caudal até aproximadamente a vigésima

vértebra, conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1. Cauda envolvida com espuma Reston®.

Em seguida, envolvemos a cauda de forma uniforme com faixa elastica
Coban®, para que, deste modo, haja circulacdo necessaria a fim de evitar a

necrose da cauda do animal, como ilustrado na figura 2.

Figura 2: Cauda envolvida com faixa elastica Coban®. Fase inicial.

Apds este processo, foi colocada uma fita adesiva esparadrapo,
necessaria para que fixe o cadarco sarjado de aproximadamente de 7 cm, afim
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de formar uma alca pela qual o animal seria conectado ao sistema de

suspensdo, como mostram as figuras 3 e 4.

Figura 3: Cauda envolvida com a faixa elastica Coban®. Fase final.

Figura 4: Cauda envolvida com o esparadrapo.
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Finalizando o processo de suspensdao, realizamos a caudectomia parcial
entre a décima sétima e vigésima vértebra caudal, de modo que haja o minimo
de atrito com a presilha, evitando escoriagdes na cauda do animal. Em seguida
foi feito curativo com iodo povedine durante as 72 horas ap0s a suspensao
(Figura 5 e 6).

Figura 5: Finalizac@o do processo de suspensdo com o animal pronto para ser suspenso.

Figura 6: Animal suspenso na gaiola. Fonte: Apolinario, 2007.
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2.3 Tratamento com US

Os animais foram imobilizados manualmente durante o tratamento com
US e apenas as tibias dos membros direito dos grupos ST e S—CT foram
tratados com US pulsado de baixa intensidade’ frequéncia de 1,5 MHz, ciclo de
trabalho 1:4, 30mW/cm (Apolinario,2011), por tratamento constante de 15
sessbes de 20 minutos cada( Gongalves et al,2007), sendo 0S mesmos
realizados cinco vezes na semana, com intervalo de 48 horas entre uma
semana e outra, de forma padronizada, ocorrendo sempre no mesmo horario
em cada animal. O protocolo de tratamento teve inicio para o ST 24 horas apés
suspensdo dos animais e para o0 S—CT 24 horas apos colocar o animal em
solo.

ApOs o periodo experimental, os animais foram eutanasiados com dose
excessiva de Ketamina e Xilazina e suas tibias foram dissecadas para posterior

analise biomecanica.

2.4 Massa Corporea

A massa corporea de todos animais pertencentes ao estudo,foi avaliada
no inicio do experimento e no momento da eutanasia através da utilizacao de

balanca digital de precisdo (Balanca-Toledo®)?, previamente calibrada.

2.5 Area, Contetdo e Densidade Mineral Ossea

O exame de densitometria O6ssea radiografica foi realizado apdés o
periodo e suspensdo para 0s grupos S e S—C e apds o tratamento para 0s
grupos ST, S, S—CT. Sob anestesia, com Ketamina (30mg/kg) e Xilazina
(3mg/kg) ,via intramuscular, com os animais ainda vivos, foram posicionados

de forma que a tibia estivesse em evidéncia, sendo entdo realizada a anélise

' Processo FAPESP n°07/54443-0
? Balanca eletronica para pesagem de animais
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da densidade mineral 6ssea — DMO (em g/cm?), &rea (cm?) e contetido mineral
0sseo — CMO (g) medidos em toda a tibia em densitdmetro de dupla emisséo
de raios - X (DXA) (modelo DPX-Alpha, Lunar®) com software para pequenos
animais (MARQUES, 2008). Para tal, os ossos limpos foram colocados em um
recipiente de acrilico com &gua deionizada e escaneados usando o
densitbmetro com software para pequenos animais acoplado a um computador
selecionando-se a regido de interesse (tibia) para posterior analise

densitométrica.

2.6 Comprimento e Didmetro da Tibia

Para andlise do comprimento (L) e do diametro (D), as tibias foram
radiografadas utilizando aparelho de raios X convencional com capacidade de
500mA e 150kW. A técnica radioldgica foi de rotina (36 kV, 50 mA, foco fino e
tempo de 0,08 segundo e Bucky). As radiografias foram escaneadas com
escaner HP Scanjet G4050 para obtencdo das imagens digitalizadas (200
pontos por polegada e salvas com extensdo TIFF). O programa computacional
ImageJ®, versdo 1.43u (dominio publico — http://rbs.info.nih.gov/ij), foi utilizado

para avaliar o L e D (mensurado no meio geométrico da tibia direita).

2.7 Forca Maxima e Rigidez

Apols a eutanasia, as tibias foram limpas, dissecadas, imersas em soro
fisiolégico e congeladas a 20°C. Antes de realizar o ensaio mecanico as
mesmas foram descongeladas em temperatura ambiente.

As tibias foram submetidas a ensaio mecanico (flexdo em trés pontos)
em maquina universal EMIC”, modelo DL 3000, com célula de carga de 2000N.
O osso foi apoiado em dois suportes (dois pontos) e a forca aplicada em um
terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois apoios (diafise tibial). Este
ensaio é destrutivo e registra a forca maxima — Fmax - admitida pelo osso. A

carga foi aplicada a velocidade de 5 mm/min. Além da Fmax foi calculada a
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rigidez — R, variaveis que expressam a resisténcia mecanica do 0sso. A rigidez
€ calculada pela inclinacdo da curva Forca (N) x Deformacao (mm) relativa a
fase elastica. Estes dados foram levados a planilha do Excel, determinando a
equacao linear (1° grau, y=a.x+b) que melhor se ajustava aos pontos. Nesta
equacao, a inclinacdo da curva € dada pela constante “a” que multiplica a
variavel “x” e expressa a Rigidez do osso (inclinagéo da curva na fase elastica).
Os resultados foram registrados em sistema computacional pertencente ao

préprio equipamento.

Figura 7: Grafico demonstrativo referente a fase de resisténcia éssea.

Figura 8: Ensaio Mecénico de Flexdo de Trés Pontos em tibia de ratos wistar.
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2.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos passaram por analise de variancia - ANOVA, seguidos
do Teste de Tukey, paramétrico, para comparacao multiplas de médias entre
0S grupos, com o programa computacional GraphPad InStat versdo 3.06.
Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. O nivel

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

3- RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados nas tabelas e graficos a seguir e os
valores apresentados como Média + Desvio Padrao para tibia dos grupos C —
S — ST - S—»C - S—CT. As letras minusculas nas tabelas e graficos implicam

em auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos.

Tabela 1 - Pardmetros biofisicos (Média + Desvio padrdo) para tibia de ratos Wistar
de animais controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST -
suspensos pela cauda por 21 dias e simultaneamente tratados com US; S—C -
suspensos por 21 dias, seguidos de 21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias,
seguidos por 21 dias em solo com simultadneo tratamento com US.

Grupos

Parametros C S ST SLC SLCT
mi (g) 336+16° 353+32%° 39134 °° 430+28° 389+29"
mf (g) 384+19° 343+37°¢ 347+23%¢ 481+44° 414+48°
Area (cm?) 1,7240,05*°  1,65+0,10*" 1,82+0,13" 1,71+0,06° 1,57+0,108¢
CcMO (g) 0,231+0,029°  0,195+0,024°  0,232+0,027°  0,229+0,023°  0,250+0,02%°
DMO (g/cm?)  0,138+0,019%° 0,114+0,010° 0,134+0,013* 0,130+0,008*"  0,142+0,013%
Fmax (N) 71,70#3,11°  62,18+4,74°  83,16+7,55°  81,12+8,53*° 78,94+9,03*¢
R (N/mm) ‘ 122,19+10,12® 96,12+8,27°  156,43+29,30° 153,99+22,60° 137,36+20,08>°

*a,b,c,d médias seguidas de letras iguais e em ordem crescente, na mesma linha, implicam em
auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos. mi — massa corpérea inicial; mf —
massa corporea final.
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3.1 Densidade Mineral Ossea- DMO

Os resultados demonstram que houve diferenga estatistica significante
(p<0,05), na DMO ao comparar o C com S, 0 S com ST, e o0 S—CT, ndo houve

alteracdo na DMO quando comparamos S—C e S—CT.
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Grafico 1. Densidade mineral éssea das Tibias (Média + Desvio padrédo) de ratos Wistar de
animais controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos
pela cauda por 21 dias e simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias,
seguidos de 21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias em solo com
simultaneo tratamento com US. *Letras diferentes significa diferenca estatistica (p<0,05).

3.2 Contetdo Mineral Osseo - CMO
Houve diferenca estatistica significante (p<0,05), quando comparamos 0

C com S e S—C,0 ST como S e o S—C, ndo houve diferenca estatistica

(p>0,05) ao comparar C com ST e 0 S—CT.
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Gréfico 2: Conteldo mineral 6ésseo das Tibias (Média + Desvio padrdo) de ratos Wistar de
animais controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos
pela cauda por 21 dias e simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias,
seguidos de 21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias em solo com
simultaneo tratamento com US. *Letras diferentes significa diferenc¢a estatistica (p<0,05).

3.3 Area

Houve diferenca significante (p<0.05) ao comparar os grupos ST com
S—CT, e entre S->CT e S—C.
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Gréfico 3: Area(cmz) das Tibias (Média + Desvio padrédo) de ratos Wistar de animais controle
C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos pela cauda por 21
dias e simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias, seguidos de 21 dias
em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias em solo com simultdneo
tratamento com US. *Letras diferentes significa diferenca estatistica (p<0,05).
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3.4 Forca Maxima

Houve diferenca estatistica significante (p<0,05) ao compararmos o C

como Se o STe entre 0 Scom os grupos ST, S—»Ce S—CT.
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Gréafico 4: Forca maxima das Tibias (Média + Desvio padrdo) de ratos Wistar de animais
controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos pela
cauda por 21 dias e simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias,
seguidos de 21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias em solo com
simultaneo tratamento com US. *Letras diferentes significa diferenca estatistica (p<0,05).

3.5 Rigidez

O grupo S apresentou rigidez menor do que o0s demais grupos,

apresentando diferenca estatistica significante (p<0,05) quando comparamos

os gruposCcomoSeoSTeoS—C,o0ScomC, ST,o0S—CeoS—CT.
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Grafico 5: Rigidez(Média e desvio padrao)da tibia de ratos Wistar (Média + Desvio padrdo) de
ratos Wistar de animais controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias;
ST - suspensos pela cauda por 21 dias e simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos
por 21 dias, seguidos de 21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias
em solo com simultaneo tratamento com US. *Letras diferentes significa diferenca estatistica
(p<0,05).

3.6 Diametro e Comprimento

Nas tabelas 3 e 4 e graficos 6 e 7 sdo apresentados os valores de

diametro e comprimento das tibias dos grupos experimentais.

Tabela 2:: Comprimento - L (mm) e didmetro — D (mm) (Média + Desvio padréo)
para tibia de ratos Wistar de animais controle C - livres em gaiolas por 21 dias; S
- suspensos por 21 dias; ST - suspensos pela cauda por 21 dias e
simultaneamente tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias, seguidos de
21 dias em solo; S—CT suspensos por 21 dias, seguidos por 21 dias em solo
com simultaneo tratamento com US.

Grupos
Parémetro C S ST S—C S—CT
L (mm) 39,79+0,79° 37,30+1,42™%  43,18+1,34°  40,00+1,19*  338,65+1,14"
D (mm) 4,94+0,43% 4,11+0,78° 4,23+0,51*°  3,81+0,47° 3,75+0,69"

*a,b,c,d médias seguidas de letras iguais e em ordem crescente, na mesma linha, implicam em
auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupo
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3.6.1 Diametro

Com relagdo ao diametro das tibias, houve diferenca (p< 0,05) entre os
grupos C com o S, S—C e S—CT e nao houve diferenca estatistica (p>0,05)
entre o grupo S com o ST, S—C e S—CT.
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Gréafico 6: Diametro da Tibia (Média e desvio padrdo)da tibia de ratos Wistar C - animais
controle livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos pela cauda
por 21 dias, concomitantemente, tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias, depois
permaneceram em solo por 21 dias; S—CT e suspensos 21 dias e tratados concomitantemente
ao solo. a,b,c,d médias seguidas de letras iguais e em ordem crescente, implicam em auséncia
de diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos.

3.6.2 Comprimento

Com relagdo ao comprimento, houve diferenca estatistica entre o grupo
C,comS, ST, 0ScomSTeoC,oSTcomoC, S, S»C e o S—CT. Nao
houve diferenca estatistica entre S—C e 0 S—CT
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Gréfico 7: Comprimento da Tibia(Média e desvio padrdo)da tibia de ratos Wistar C - animais
controle livres em gaiolas por 21 dias; S - suspensos por 21 dias; ST - suspensos pela cauda
por 21 dias, concomitantemente, tratados com US; S—C - suspensos por 21 dias, depois
permaneceram em solo por 21 dias; S—CT e suspensos 21 dias e tratados concomitantemente
ao solo. a,b,c,d médias seguidas de letras iguais e em ordem crescente, implicam em auséncia
de diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos.

4- DISCUSSAO

Pelas andlises estatisticas ficou demonstrado que o grupo S apresentou
valores para DMO, CMO, Fmax, R, L e D 6sseo menores em relagdo ao grupo
C, indicando que a suspensdo pode ser prejudicial a manutencdo das
propriedades Osseas, concordando com a literatura que enfatiza que a
auséncia de contato com o solo pode ser suficiente para promover alteracédo
O0ssea (AMADEI, et al. 2006), gerando a osteopenia que € a diminuicdo de
massa 0Ossea e possivelmente tendo como consequéncia a osteoporose
(VARGAS, et al. 2003), doenca metabdlica, no qual os 0ssos tornam-se menos
resistentes. Nesta condicdo patoldgica, a quantidade de tecido 6sseo € menor,
decorrendo da diminuicdo na formacdo 6ssea, do aumento na reabsorcdo do
osso formado, ou da combinagdo dos dois (CARVALHO et al,. 2002) sendo
assim a remodelacao 6ssea pode ser sensivel a alteracdes mecéanicas (SILVA;
VOLPON, 2004).

Nossos resultados concordam com os de Silva e Volpon (2004) que

utilizaram também o método de suspensdo pela cauda e concluiram que a
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hipoatividade reduziu a maioria das propriedades mecanicas dos 0sso0s
enfraguecendo-os.

Ao realizarmos o tratamento dos animais suspensos com o US pulsado
de baixa intensidade, foram encontrados para este grupo (ST) valores de CMO
e DMO maiores que 0 S e iguais ao C. Estes resultados sado observados
também por Lim et al. (2011), em seus estudos com ratas ovariectomizadas,
indicando que o US pode aumentar a formacéo e inibir a reabsorcdo 0ssea,
podendo conter o progresso continuo da perda de massa 6ssea e tornar maior
0 processo de formacgéao, suprindo assim o processo de reabsor¢céo e podendo
ser eficaz na prevencao da perda de massa 6ssea.

Ao comparar a Fmax, R e L 6sseo do grupo ST com o S observou-se um
aumento destes parametros, indicando que o US de baixa intensidade pode ser
capaz de aumentar a resisténcia 6ssea. Quando comparados o grupo ST com
o C observou-se também um aumento significativo destes valores, o que
concorda com Woo et al. (2010) que nos resultados de seu estudo com ratas
ovariectomizadas observaram que a estimulacdo com o US pulsado pode ser
capaz de diminuir o risco do o0sso osteoporético fraturar, aumentando suas
propriedades mecanicas.

Nossos dados também enfatizam que o US pulsado evita a ocorréncia
da diminuicdo de parametros 0sseos, em caso de auséncia de carga, elevando
inclusive estes parametros acima dos niveis do grupo C. Estes dados séao
justificados pela literatura que relata que o US gera modificacdes elétricas em
nivel celular, permitindo uma maior captacdo de nutrientes e um maior influxo
de ions calcio no interior das células, aumentando o potencial elétrico
(ERDOGAN; ESEN, 2009). Este efeito é chamado efeito piezoelétrico que
induz a reabsorcdo Ossea (KOKUBU et al.,, 1999). Divergindo de nossos
resultados, Warden et al. (2006), em estudo com fémures de ratos tratados
com US pulsado por 16 e 27 dias, mostraram nado haver beneficios na
utilizacdo do US no tratamento da osteoporose porque, segundo seus estudos,
0 0SSO com osteoporose pode ser menos sensivel ao US pelo aumento dos

espacos trabeculares.
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Outros efeitos documentados sobre a aplicacdo do US de baixa poténcia
na cicatrizagdo 6ssea incluem aumento expressivo do fator 8 transformador de
crescimento, fator importante envolvido na formagdo do 0sso quanto a
proliferacdo de osteoblastos e na sintese da matriz 6ssea, ocorrendo também
um aumento do fluxo de ions potassio nos espacos intracelulares (ERDOGAN;
ESEN, 2009; RUBIN, 2001; YONEMORI et al., 1996). Contudo, estudos
sugerem que a osteogénese pode ser estimulada pelo simples contato do
transdutor do US com a regido de tratamento (estimulo mecanico), sem
influéncias do estimulo elétrico (CARVALHO et al., 2002).

Outro resultado obtido neste estudo demonstra que a diminuicdo da
massa 0ssea provocada pela suspensdo pela cauda (grupo S) pode ser
revertida simplesmente pela agéo da descarga do peso corporal (grupo S—C).
Entretanto, os resultados apontam que o tratamento com US pulsado
simultaneamente a permanéncia em solo, ap6s periodo de suspensao (grupo
S—CT) ndo promoveu diferengas significantes dos parametros com o grupo
S—C (que nao recebeu tratamento com US).

Entretanto os animais suspensos e tratados simultaneamente com o US
pulsado (grupo ST) apresentaram diferencas significantes com aqueles
somente suspensos pela cauda (grupo S), demonstrando a eficacia do
tratamento com o US. Estes resultados concordam com os de Apolinario et al.
(2011), que concluiram que a impossibilidade do estimulo mecéanico causada
pela ndo deambulacéo, ou seja, auséncia de carga pode ser minimizada pela
acao do US.

Todos os resultados obtidos neste estudo para o ST e S—CT,
assemelham também com Perry et al. (2009) que, analisando os efeitos do US
em cubito ulnar do antimero esquerdo em trés grupos de ratas Wistar,
demonstraram que os efeitos da estimulacdo do US pulsado de baixa
intensidade imitam, em graus, as acfes de carga mecanica fisiolégica quando
aplicada ao osso em um ambiente. Concordam também com Lim et al. (2011),
gue em estudo com ratas ovariectomizadas demonstram que o US pode conter

0 progresso continuo da perda de osso e suprir 0 processo de formacgdo e
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reabsorcdo, sendo eficaz na prevencdo da perda éssea e, assim, diminuir o
risco de fraturas.

Em nosso estudo porém, houve algumas limitagdes.Ocorreu a morte de dois
animais, apos a realizacdo da suspenséo, devido ao no tempo de coagulacao
ser maior do que os demais, outro fato foi que durante a suspenséo, cerca de
trés animais subiam e passavam entre as grades ficando posicionados em

cima da gaiola.

5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, com a metodologia proposta,
permitem concluir que o ultrassom pulsado de baixa poténcia contribui na
prevencdo da ocorréncia da osteopenia em animais submetidos a suspensao
pela cauda, demonstrando que a impossibilidade do estimulo mecéanico

causada pela ndo deambulacédo pode ser minimizada pela acéo deste.
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