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RESUMO

As fraturas ésseas na saude publica, apresentam risco de
morte, sequelas, e grande custo financeiro aos hospitais.
Por isso o uso do ultrassom terapéutico de baixa
frequéncia (LIPUS) é uma alternativa para a cicatrizacéo
ossea. Seus efeitos dependem ndo s6 da duragdo do
tratamento, mas também das caracteristicas dos sinais
fisicos aplicados. A presente pesquisa avaliou os efeitos da
acdo do LIPUS no reparo 6sseo, baseado na resposta em
ratos Wistar. As amostras foram separadas em 3 grupos
(ndo-ultrassonados, ultrassonados com 1MHz e
ultrassonados com 3 MHz). Ap6s 24 horas do ato
cirdrgico, iniciaram os protocolos de aplicacdes em dias
alternado, totalizando 15 aplicacbes. Ao término do
protocolo, realizou-se a eutanésia com retirada da tibia
fraturada. O acompanhamento qualitativo do reparo
6sseo foi realizado por radiografia, microtomografia e
analise histolégica. Foi verificado pela analise histolgica
a auséncia de calo 6sseo no grupo nao submetido a
LIPUS. Verificando assim, que o emprego do ultrassom
promoveu o0 reparo @sseo, nos outros grupos
ultrassonados, sendo mais evidente no grupo ultrassonado
com 1 MHz. Sugere-se pesquisas com maior nimero de
amostras e diferentes tempos de aplicacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Piezeletricidade, Osteossintese,
Osteoporose.

ABSTRACT

Bone fractures in public health present a risk of death,
sequelae, and great financial cost to hospitals. Therefore, the
use of low frequency therapeutic ultrasound (LIPUS) is an
alternative for bone healing. Its effects depend not only on
the duration of treatment, but also on the characteristics of the
applied physical signals. The present research evaluated the
effects of LIPUS action on bone repair, based on the response
in Wistar rats. The samples were divided into 3 groups (non-
ultrasound, 1MHz ultrasound and 3 MHz ultrasound).
Twenty-four hours after surgery, they started the application
protocols on alternate days, totaling 15 applications. At the
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end of the protocol, euthanasia was performed with removal
of the fractured tibia. Qualitative follow-up of bone repair
was performed by radiography, microtomography and
histological analysis. Histological analysis verified the
absence of bone callus in the group not submitted to LIPUS.
Thus, the use of ultrasound promoted bone repair in the other
ultrasound groups, being more evident in the 1 MHz
ultrasound group. Research with a larger number of samples
and different application times is suggested.

KEYWORDS:
Osteoporosis.

Piezeletricidade, Osteosynthesis,

1. INTRODUCAO

As fraturas 6sseas se destacam como um importante
componente no ambiente da salde publica, pois além
de apresentar risco de morte e sequelas, apresentam um
grande custo aos hospitais publicos, em cerca de
1.700,00 reais por internacdo a cada mulher acima de
50 anos decorrente de fratura de fémur?.

Visando reducdo de gastos decorrente das
internacBes de idosos por fraturas de fémur, cerca de
R$49.884.326, 0 ministério da saide vem realizando,
em conjunto com as secretarias estudais e municipais,
medidas na tentativa de reduzir as taxas de internagdes,
principalmente nessa populagdo?.

A osteoporose ganha destaque pela elevada
prevaléncia devido a fragilidade dssea, que acomete
cerca de 200 MilhGes de pessoas onde
aproximadamente 10 milhdes vivem no Brasil®.

O uso do ultrassom pulsado de baixa intensidade
(LIPUS) no tecido 6sseo como estimulagdo biofisica
para melhorar a cicatrizacdo da fratura foi objeto de
uma ampla investigacdo na pratica ortopédica desde
1953. Mais de 500.000 fraturas tém sido tratadas desta
forma nos EUA, Europa e no Japdo, nos ultimos 20
anos*,
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Segundo Duarte (1983)°, o ultrassom pulsado atinge
0 tecido por sucessdo de impulsos, cada um deles
resultando em um sinal elétrico como resposta do
metabolismo dsseo.

E importante ter em mente que, como um farmaco,
a dose de estimulo fisico é fundamental para se obter
os efeitos positivos sobre a osteogénese. Os efeitos
biologicos de estimulagdo biofisica dependem ndo so
da duragdo do tempo de tratamento, mas também das
caracteristicas do sinal, como a intensidade, a forma de
onda, a frequéncia e duracéo do sinal®.

O ultrassom se propaga através da agua e esse fato
¢ usado na medicina ja que a maioria dos tecidos
corporais sdo constituidos principalmente de agua®.

Desta forma, a presente pesquisa avaliou os efeitos
biolégicos da agdo do ultrassom através da pesquisa in
vivo, tendo como base experimental a resposta em
ratos da raca Wistar.

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais realizados com os
animais foram aprovados pelo comité de ética para o
cuidado e uso de animais experimentais de protocolo
n°® CEUA/08/2014 da Faculdade de Veterinaria da
Fundacdo Educacional Dom André Arcoverde da
cidade de Valenca — RJ.

As amostras foram selecionadas baseadas no peso
corporal de 400g e idade de 12 semanas, compativel
com maturidade sexual de adultos de 23 anos, que
foram divididos em 3 grupos experimentais com cinco
animais, discriminados na Figura 1, totalizando 15
ratos machos da linhagem Wistar.

GEC (Grupo experimental controle — sem
ultrassom terapéutico) — 5 ratos

GE1 (Grupo experimental — submetido ao
ultrassom terapéutico de IMHz) - 5 ratos

15 ratos

GE 3 (Grupo experimental — submetido ao
ultrassom terapéutico de 3MHz) - 5 ratos

Figura 1. Divisdo dos grupos da amostra.

O procedimento anestésico foi de acordo com o
peso corporal de cada animal selecionado, por meio de
uma injecdo intraperitonial de um coquetel de
Ketamina(0,1ml/100g) e Xylazina (0,1ml/100g) onde
cada animal foi devidamente pesado e assim
anestesiado. Apos anestesia, foi realizada a tricotomia
(raspagem dos pélos da superficie anterior da tibia
direita, local da cirurgia) e a assepsia da pele feita com
alcool 70%. O processo cirurgico foi realizado por
meio de incisdo longitudinal de 50mm de comprimento
ao longo da porcdo anterior da tibia direita. Os
musculos para abertura do campo cirdrgico. A fratura
cirtrgica foi realizada através do uso de 2mm de baixa
rotacdo. A area fraturada foi irrigada constantemente
por soro fisioldgico até a reaproximacdo dos masculos.
O fechamento da feria operatdria foi realizado através
de sutura em pontos simples realizados com Nylon
monofilamento  preto TECHNOFIO 3-0, ndo
absorvivel. Foi realizado aplicacdo de pomada a base

BJSCR (ISSN online: 2317-4404)

V.28,n.3,pp.07-12 (Set-Nov 2019)

de Sulfato de neomicina 5mg/g, bacitracina 250Ul/g
até o sétimo dia do ato cirdrgico, respeitando a fase
inflamatdria do reparo tecidual.

Os animais foram mantidos o biotério CESVA/FAA
em Valenca — RJ com controle ambiente (ciclo
claro/escuro a cada 12 horas e temperatura controlada
em 21°C). Receberam livre demanda de agua e racéo,
sendo mantidos em gaiolas de poliproleno, padréo,
devidamente sinalizada por seus respectivos grupos, e
forragem higienizada.

Ap6s 24 h do ato cirlrgico, os grupos que foram
submetidos ao tratamento associado de ultrassom
terapéutico (US), iniciaram suas aplicacdes em dias
alternados até completar 15 sessdes terapéuticas. Foi
utilizado o aparelho de modelo IBRAMED,
SONOPULSE DIAMOND LINE com a transmissao no
modo pulsado nas frequéncias de 1Mhz e 3Mhz, ciclo
1:5 e intensidade SATA 30mW/cm2 e tempo de
aplicacdo de 10 minutos com gel hidrossoltvel
comercial para ultrassom sobre a pele tricotomizada na
regido fraturada em modo néo estacionario.

A calibragdo do equipamento de ultrassom
terapéutico foi realizada em uma balanca de radiacdo
acustica Ultrasound Power Meter UPM-DT-1 (Ohmic
Instruments, USA) nos laboratérios do Programa de
Pés-Graduacdo Inter unidades Bioengenharia —USP em
Séo Carlos- SP.

(a) (b)

(d)
Figura 2. Método de imobilizagdo do animal: (a, b) Dispositivo de
imobilizacdo de tubo de PVC (a. b); Forma de aplicacdo de ultrassom
terapéutico no animal (c, d).

Para a imobilizacdo dos animais durante as
aplicacdes de ultrassom, foi empregado um dispositivo
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de tubo de PVC com tampa perfurada que permitiu a
respiracdo do animal, como observado na Figura 2.

Para acompanhamento qualitativo do processo de
reparo 6sseo, foi realizado controle radioldgico ao
sétimo dia (final da fase inflamatéria), decimo quinto
dia (final da fase proliferativa) e vigésimo primeiro dia
(fase reparatoria). As imagens foram obtidas na
policlinica de veterinaria da fundagéo educacional Dom
André Arcoverde — Valenga — RJ, pelo aparelho modelo
ORION 100.

A eutanasia dos animais ocorreu ap6s 30 dias do ato
cirirgico e foi realizada através de overdose do
anestesio tiopental sédico 1,09 po6 estéril, diluido em 10
ml de &gua destilada, formando uma solucéo 0,1g/ml.
Foi ministrado em cada animal, por via intraperitoneal,
a dosagem de 1,0 ml. Apds a eutandsia foi realizada a
retirada da tibia direita e armazenado em um tubo
contendo formalina 10%, esquematizada nas Figuras 3
(aeh).

(b)
Figura 3. Coleta das amostras tratadas. (a) retirada de peca
anatdmica para estudo; (b) Armazenamento de peca anatbmica em
frasco contendo formalina 10%.

Para andlise das amostras foi utilizado
microtomografo SkyScan Modelo 1173 do Laboratorio
de Instrumentacdo Nuclear (LIN) do Programa de
Engenharia Nuclear PEN/COPPE da UFRJ, e
reconstrucdo das projecBes das secOes transversais
através do programa NRecon da SkyScan (verssao
1.6.4.1). Técnica baseada no algoritimo feldkamp
(FDK). O programa permite correcdo de artefatos,
endurecimento de feixe e desalinhamentos durante a
aquisicdo das imagens. Para quantificacdo das imagens
adquiridas pela microtomografia, foi utilizado o
software CTAnR1.13.5.1.

A anélise histomorfoldgica foi realizada em
laboratério terceirizado.

Para analise estatistica, foi usado o programa Graph
Prisma 6. Considerou-se em todas as analises um nivel
de 5% (valor a = 0,05) de significancia estatistica. Para
comparacdo entre as médias dos grupos, foi utilizado
teste ndo paramétrico, andlise de variancia (One-way —
ANOVA) e 0 pds teste Holm-Sidak’s.

3. RESULTADOS

Para o acompanhamento qualitativo das fases de
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reparo 0sseo foi realizado o acompanhamento
radiografico separados pelos periodos das fases de
formacdo de calo 6sseo, sendo a fase inflamatoria
correspondente aos primeiros sete dias, a fase
proliferativa ocorrendo do oitavo dia ao decimo quinto
dia, e a fase remodelativa do décimo sexto até o
vigésimo primeiro dia ap6s o ato cirlrgico,
demonstrado nas tabelas a seguit.

Tabela 1. Evolug&o radiologica de acordo com as fases evolutivas do
grupo experimental controle sem ultrassom terapeutico (GEC).

GEC Grupo experimental controle - sem

ultrassom
R1 R2 R3 ‘
70 I
DIA
b
14°
DIA
|
21°
DIA

Tabela 2. Evolugéo radiologica de acordo com as fases evolutivas do
grupo experimental submetido ao ultrassom terapeutico de 1MHz
(GE1).

GE1 Grupo experimental - submetido ao
ultrassom terapéutico de IMHz

R1 R2 R3

70
DIA

14°
DIA

K
212
DIA
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Tabela 3. Evolugdo radiologica de acordo com as fases evolutivas do
grupo experimental submetido ao ultrassom terapeutico de 3MHz
(GE3).

GE3 Grupo experimental - submetido ao
ultrassom terapéutico de 3MHz
R1 R2 R3
70 B

DIA “
14° “
DIA
21° ’
N ’ d

A avaliacdo microtomogréfica por raio - X(MCT)
correlacionou o comportamento mecanico e resisténcia
a fratura através de varidveis morfoldgicas da
microarquitetura do osso trabecular, na qual o
pardmetro que apresentou significancia estatistica entre
0S grupos experimentais submetidos ou ndo a terapia
de ultrassom terapéutico foi a porosidade, onde o grupo
submetido ao tratamento com ultrassom na frequéncia
de 1MHz (GE1) apresentou o melhor quando
comparado ao grupo ndo-ultrassonado (GEC) com
p<0,0480 e ao grupo (GE3) ultrassonado com a
frequéncia de 3MHz também com p<0,0480.

Tabela 4. Grupo Controle (GEC) (Médias e Desvio Padrdo dos
Parémetros Osseos Obtidos por Microtomografia por Raio X): GE1 —
Grupo Ultrassonado 1MHz; GE3 — Grupo Ultrassonado 3MHz.

GEC SU GEIMHz GE3MHz
41,13 54,53 60,31
Velume TV (mm?)
8.36= 36,12+ 3514+
Volume osseo 21,52 3456 3133
BV (mm?) 2.04= 25,36+ 16,74+
33,10 61,75 52,74
BVITV (%)
5.05% 535 444=
Fator Padrio Trabecular 0.69 -4.09 -1.71
Th.Pf (mmT) 0.54= 7,300+ 3.50=
24433 1592 2006,33
Conectividade - Conn _
207.88+ 265350+ 320400+
46,89 3824 4725
Porosidade (%)
5.05% 535 444=
Espagamento entre as 051 0,50 047
Trabéculas -Tb.Th (mm) 0,02« 0.14= 0.17=
Nimero de Trabéculas — 1.03 132 122
Tb.N (1/mm) 0.05= 0,36+ 0,49=
Separagio Trabecular — 1,00 0,80 0,86
Tb.Sp (mm) 048+ 049+ 0.46=
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G0 -
[*l=GEC

1

40 4

Porosidade (%)

20

o

GEC GE1 GE3
Figura 4. Gréfico da porosidade dssea por grupo estudado.

Tabela 5. Visualizagdo microtomografica 2D e 3D da reconstrugéo
da regido do reparo, separada por grupo.

PLANO
GRUPO | CORONAL TRANSVERSAL | SAGITAL D
GEC
GEl
GE3

E observado nas imagens da avaliag&o histoldgica o
processo de proliferacdo celular. A Tabela 5 demonstra
0 processo de reparo 6sseo nos grupos com e sem 0
emprego do ultrassom. A auséncia de formac&o de calo
o6sseo foi verificada nos animais GEC (Figura 5 a). O
emprego do ultrassom promoveu O reparo 0sseo
(Figura 5b e Figura 5c), sendo o efeito mais acentuado
para a frequéncia de 1IMHz (GE1) (Figura 5 b).

GEC - Sem ultrassom
% 221
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’ = =
Figura 5. Reparo do defeito 6sseo dos grupos em laminas
histolégicas de 10um, coradas com hematoxilina eosina (HE) aos 30
dias ap6s ato cirdrgico. Aumento original 2,5X. (a): Grupo
experimental controle sem ultrassom terapéutico; (b): Grupo
experimental submetido a ultrassom terapéutico de 1MHz; (c): Grupo
experimental submetido a ultrassom terapéutico de 3MHz.

4. DISCUSSAO

As amostras foram avaliadas apds quatro semanas
da fratura o que pode ter sido um fator para que 0s
outros parametros da microarquitetura 06ssea nao
tenham sido significativamente quantitativos.

Lu (2015)" avaliou os efeitos do ultrassom
terapéutico de baixa intensidade na regeneracdo Ossea
durante 0 processo de cicatrizagdo osso/tenddo em
coelhos e o tempo de regeneracdo de melhor resposta
ao estimulo entre 8 e 16 semanas. Seu estudo
confirmou a aclo ultrassbnica no processo de
cicatrizacao avaliado quantitativamente por
Microtomografia por raio-X, enquanto o periodo de
cicatrizacdo aumentava o novo 0sso gradualmente se
formava.

Segundo Duarte (1983)°, o ultrassom pulsado atinge
0 tecido por sucessdo de impulsos, cada um deles
resultando em um sinal elétrico como resposta do 0sso.
Dai por diante o processo de formacéo é regulado pelo
campo elétrico assim formado e o metabolismo dsseo é
estimulado eletricamente.

No estudo comparativo sobre os efeitos
osteogénicos das frequéncias de 1IMHz e de 3MHz e o
tempo de regeneracdo realizados em coelhos machos
foi constatado que o ultrassom terapéutico de 1MHz
em 8 semanas apresentou maior crescimento de 0sso
novo quando comparado a grupos ndo ultrassonados e

BJSCR (ISSN online: 2317-4404)

V.28,n.3,pp.07-12 (Set-Nov 2019)

ultrassonados na frequéncia de 3MHz entre 2 a 4
semanas®.

As avaliacOes radiograficas sdo eficientes para o
controle das fraturas e da consolidacdo dsseas. A
formacdo do calo dsseo pode ser acompanhada por
meio desse método. Além de sua efetividade se
mostrou um método de facil acesso e facil aplicacdo. O
exame radiografico foi amplamente utilizado para
analisar a evolugdo da consolidagdo Osseas em
tratamentos  experimentais com US de baixa
intensidade®.

Para compreender a integridade dssea
macroestrutural,  foram  utilizados  parametros
histomorfometricos calculados por microtomografia,
que permitiu avaliar a microarquitetura Ossea da
consolidacdo da fratura nas tibias dos ratos, a qual os
resultados demonstraram menor porosidade nas
amostras submetidas a US 1MHz.

Os resultados apresentados na analise histologica
realizada concordam com os estudos de Azuma et al.
(2001)® no qual a remodelagdo Ossea pode ser
acelerada quando exposta ao tratamento de LIPUS, 25
dias apds a fratura, relacionando o efeito do ultrassom
com o periodo da fase de reparo. Em outro estudo,
Leite (2005)Y, verificou que fraturas tratadas com
US1MHz de frequéncia de repeti¢do 100Hz apresentam
aceleracdo de deposicdo de matriz Gssea em dreas
fraturadas.

5. CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, o protocolo de
terapia com o0 US de baixa intensidade tem um efeito
benéfico no remodelamento 0sseo, assim como sua
formacdo e encurtamento das fases de reparo, sendo
mais evidenciado na frequéncia de 1MHz. Embora seja
uma técnica que apresente caracteristica positivas no
processo de consolidacdo 6ssea é not6rio a importancia
de novas pesquisas para que se consolide tais achados,
assim como possiveis alternativas e divergéncias a
serem encontradas, sendo assim, sugere-se mais
pesquisas com maior nimero de amostras e diferentes
tempos de aplicacéo
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