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RESUMO

A osteoporose ¢ uma doenca metabdlica que se caracteriza pelo comprometimento da
resisténcia 0ssea, conseqiiéncia da integracao de dois fatores: a densidade 6ssea expressa pela
quantidade de material mineral por area ou volume d6sseo e a qualidade Ossea relativa a
arquitetura, remodelamento e mineralizagdo Ossea com conseqiiente aumento da fragilidade
Ossea e susceptibilidade a fraturas. As fraturas osteopordticas sdo freqiientes no punho, na
coluna téraco-lombar e no fémur, isto ¢, em areas do esqueleto com predominio de osso
trabecular. Elas determinam grande morbidade e mortalidade, com repercusdes socio-
econdmicas, sendo assim um grande problema de saude publica. Estudos tém sido elaborados
propondo tratamentos alternativos, ndo farmacologicos, dentre eles o ultra-som pulsado de
baixa intensidade que ja tem estabelecido seu efeito osteogénico, como estimulo mecanico,
em células isoladas e fraturas Osseas. Porém, em osteoporose estes efeitos ndo estdo
totalmente esclarecidos, como também sdo escassos os estudos com o objetivo de evitar a
osteopenia através de estimulos mecanicos tais como o ultra-som. Para tanto, o presente
estudo teve como objetivo analisar a atuacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade
(30mw/cm’- SATA, largura de pulso de 200us, freqiiéncia de repeti¢io ¢ 1,0 KHz e
freqiiéncia de 1,5 MHz) em fémur de ratas Wistar ovariectomizadas (OVX), utilizadas como
modelo de osteoporose experimental, através da analise de parametros biomecanicos, fisicos e
histomorfométricos. O tratamento iniciou 24 h apods a ovariectomia por 5 dias/semana com a
duragdo de 30 e 20 minutos durante 8 semanas. Ratas Wistar com 4 meses de idade foram
divididas em 6 grupos experimentais: Grupos US 30 e US 20 — ratas OVX que receberam
estimulagdo ultrassonica durante 30 e 20min. respectivamente; Grupo Sham 30 e Sham 20 —
ratas OVX estimuladas por 30 e 20 min. respectivamente porém, com o aparelho de ultra-som
desligado; Grupo Intacto 30 e Intacto 20 — ratas ndo ovariectomizadas, estimuladas por 30 e
20 min respectivemente, com o aparelho de ultra-som desligado. A eficacia do modelo de
osteopenia induzida pela ovariectomia ficou demonstrada através da analise das propriedades
biomecanicas, fisicas e histomorfométricas. Esta investigagdo evidenciou também a nao
atuacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade evitando mudangas da microarquitetura

dos 0ssos osteopénicos.

Palavras-chaves: Osso, Osteoporose, Osteopenia, Ultra-som, Rato.



ABSTRACT

Osteoporosis is a metabolic disease characterized by the damage of the bone strength due to
the integration of bone density, expressed by the quantity of mineral material by bone area
and volume, and the bone quality related to bone architecture, remodeling and mineralization.
It is a disease that induces bone fragility and fracture spinal column and in the femur, where
trabecular bone are predominant. The osteoporotic fractures are responsible by great
morbidity and mortality, therefore representing a great public health problem. Studies with
alternative non pharmacological treatments have been proposed and one of them is the pulsed
ultrasound with low intensity (US). It is well known its osteogenic effect as a mechanical
stimulus in isolates cells and bone fractures. However, these effects are not completely
explained in the osteoporosis. Also, studies with aim to avoid the osteopenia with mechanical
stimulus as US are rare. Therefore, the present study had the objective to analyze the effect of
US (30 mw/cm? — SATA, 200us pulse width, 1 KHz of frequency of repetition and frequency
of 1.5 MHz) in femur of rats. The ovariectomized Wistar rats were used as animal model of
experimental osteoporosis. Biomechanical, physical and histomorphometric parameters were
analyzed. The treatment began 24h after ovariectomy, 5 days/week, during 8 weeks. Female
rats with 4 months of age were divides in 6 experimental groups: US 30 and US 20 - OVX
rats US stimulated during 30 and 20 minutes; Sham 30 and Sham 20 — OVX rats US sham
stimulated; Intact 30 and Intact20 — intact rats US sham stimulated. The efficacy of the
osteopenia model induced by ovariectomy was demonstrated by the physical, biomechanical
and histomorphometric parameters. These parameters also showed that US was not efficiency

to avoid the bone microarchiteture deterioration induced by castration.

Key words: Bone, Osteoporosis, Osteopenia, Ultrasound, Rat.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose ¢ definida como doenga esquelética sistémica caracterizada por
reducdo da massa dssea e deterioragdo microarquitetural do tecido 6sseo, com conseqiiente
aumento da fragilidade 6ssea e susceptibilidade a fratura (WHO, 1994). Por ser uma doenga
incapacitante, origina um grande problema de Saude Publica, com altos indices de morbidade
e mortalidade, devido principalmente a fraturas, podendo levar a problemas conseqiientes
como infec¢des generalizadas, pneumonias, tromboses venosas ¢ embolias dentre outros.

No Brasil a osteoporose acomete de 25% a 30% das mulheres na pos-
menopausa ¢ 40% a 60% das pessoas com mais de 60 anos (CARNEIRO, 2001).

Estudos apontam que em 2050, 15% da populagdo mundial serdo de idosos,
portanto com maior possibilidade de incidéncias de osteoporose. No Brasil a incidéncia de
fraturas decorrentes da osteoporose deve alcangar o indice de 600.000 fraturas por ano, sendo
400.000 de vértebras e 200.000 femurais (CHAIMOWICZ, 1997; CARNEIRO, 2000).

Devido a esta previsdo alarmante, t€ém-se proposto novos mecanismos de
identificagdo e tratamentos precoces na tentativa de prevenir, estabilizar ou minimizar os
efeitos da osteoporose.

Tratamentos convencionais, quase que exclusivamente farmacologicos, tém
como objetivo impedir o progresso da patologia. Também, o tratamento com métodos nao
farmacoldgicos ou associados tém sido propostos tentando impedir a perda de massa Ossea.
Um destes métodos ¢ a utilizagdo do ultra-som (US) pulsado de baixa intensidade, ja que o
0ss0, sendo um tecido dindmico com propriedades de remodelamento, responde a estimulos
mecanicos. Devido a sua propriedade piezoelétrica, microdeformagdes decorrentes de cargas
mecanicas geram no 0sso cargas elétricas que agirdo sobre a resposta dssea, a osteogénese. O
US tem ainda a possibilidade de ser usado de modo ndo invasivo em regides especificas do

esqueleto causando um efeito mecanico local. Isto faz com que o método seja preferivel por
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evitar, muitas vezes, os efeitos indesejaveis de ndo tolerancia e efeitos colaterais dos
tratamentos farmacologicos.

O US sdao ondas de energia acustica inaudiveis de alta freqiiéncia que se
propagam sob a forma de ondas mecanicas (CHIVERS, 1991; WARDEN et al, 2001a), cuja
energia ¢ transmitida pelo movimento de particulas do meio em que sdo irradiadas.

O ultra-som de baixa intensidade evidenciou sua eficidcia em estudos sobre
aceleragdo do processo de consolidagdo de fraturas 6sseas experimentais (DUARTE, 1977;
DUARTE, 1983; KRISTIANSEN et al, 1997; ALBERTIN, 2004), como também em casos
clinicos de fraturas com anormalidades no processo de consolidagdo (XAVIER ¢ DUARTE,
1983; MAYR, FRANKEL, RUTER, 2000).

Existem também evidéncias da atuagdo do ultra-som sobre a osteogénese.
Estudos “in vitro” relatam aumento de osteoblastos (DOAN et al, 1999) e ossificagdao
endocondral em rudimentos 6sseos isolados, resultando em aumento do comprimento da
diafise 6ssea (NOLTE et al, 1999).

Porém, ainda ¢ pequeno o nimero de trabalhos evidenciando a atuacdo do US
pulsado de baixa intensidade em osteoporose, onde a maioria deles ainda tentam reverter o
processo e ndo impedi-lo, tais como nos estudos de WARDEN et al (2001b) e CARVALHO ¢
CLIQUET JR. (2003).

Foi observando tal dificuldade que propusemos o presente estudo. Nele
avaliamos a atuacdo do US pulsado de baixa intensidade (30 mw/cm” SATA) em fémur de
ratas ovariectomizadas (OVX). O modelo de rata ovariectomizada ¢ o mais aceito por
apresentar mecanismos bioldgicos responsaveis pela perda massa dssea e suas conseqiiéncias
semelhantes as encontradas em mulheres apds a menopausa (KALU, 1991; FROST e JEE,
1992). Além do que, ratos e humanos respondem similarmente as influencias mecanicas,

hormonais, drogas e outros fatores, sendo conveniente para avaliacdo do potencial do agente
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terapéutico para a prevengao da osteoporose (PENG et al., 1994; MILLER, BOWMAN e
JEE, 1995). As estimulag¢des foram didrias por 20 e 30 minutos, durante 8§ semanas, com
inicio 24 horas ap0s a cirurgia (ovariectomia) objetivando observar a atuagdo do US pulsado

de baixa intensidade na prevencao da osteopenia, antes mesmo que 0 processo iniciasse.

1.1 O Tecido Osseo

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo que, juntamente
com a cartilagem, constitui o sistema esquelético. Este tecido dinamico apresenta fungdes
como de protecdo de 6rgaos internos vitais, de suporte para as partes moles, proporcionando
apoio aos musculos esqueléticos e transformando suas contragdes em movimentos, agindo
assim, como um sistema de alavancas ampliando as forcas geradas pelas contragdes
musculares (fun¢do mecanica). Além de protecdo, o tecido Osseo participa do controle do
metabolismo de ions como célcio e fosforo contribuindo para a homeostase mineral, se
apresentando ainda como sitio primario da hematopoiese, desempenhando também importante
papel como componente do sistema imune (PARFITT, CHIR, 1987a; EINHORN, 1996 a).

O tecido 6sseo ¢ constituido por células, minerais e matriz proteica (ostedide).
As células 6sseas sdo de dois tipos: os osteoblastos, que sdo células jovens responsaveis pela
sintese ¢ mineralizagdo do ostedide, que agem nas cavidades formadas pelos osteoclastos,
preenchendo-as com osso recém formado e, os osteoclastos que sdo células gigantes, moveis e
multinucleadas com vacuolos providos de enzimas com capacidade de digerir a matriz
mineral e organica (fungdo osteolitica). Os osteoblastos podem estar em diferentes fases, ou
seja: células cuboidais, responsaveis pela sintese, deposi¢do e mineralizacdo da matriz
ostedide ou células do ultimo estdgio de diferenciacdo dos osteoblastos, que ficaram
circundados pela matriz mineralizada, os ostedcitos. Estes se comunicam com células

superficiais e com outros osteocitos através de canaliculos, permitindo a transferéncia de



19

sinais ¢ de substratos entre eles. Os ostedcitos sao importantes no controle das flutuagdes
diarias do niveis de célcio e fosforo. O componente mineral representa cerca de 65% do
tecido dsseo, formado por calcio e fosfato, os quais formam uma estrutura de um cristal, a
hidroxiapatita, um mineral macro-cristalino insolivel, inicialmente depositado na matriz
organica como sais de fosfato de calcio e, posteriormente transformado em cristais de apatita.
A matriz protéica ¢ representante de 35% do tecido 6sseo, sendo constituida principalmente
por fibras colagenas do tipo I e uma variedade de proteinas ndo colagenas. (KAPLAN, 1995;
EINHORN, 1996 a).

Os ossos segundo a forma podem ser classificados em longos, chatos e
irregulares. Cada elemento possui morfologia prépria, sendo constituido por osso cortical ou
compacto, esponjoso ou trabecular e medula 6ssea em diferentes proporcdes.

O osso cortical sendo um osso compacto, denso, confere ao esqueleto maior
rigidez, correspondendo a 85% do seu total, sendo mais abundante nos ossos longos
(esqueleto apendicular) (MUNDY, 1999).

O osso trabecular é encontrado principalmente no esqueleto axilar, corresponde
a 15% do esqueleto total, sendo, no entanto, metabolicamente mais ativo que o osso cortical.
O osso trabecular estd organizado tridimencionalmente na forma de trabéculas, que
constituem sua unidade estrutural. As trabéculas se dispdem aleatériamente no espago
formando uma rede que, ao se conectarem, tornam-se capazes de resistir a cargas mecanicas.
Entre elas encontra-se a medula hematopoiética além de vasos sangiliineos, formando a

medula 6ssea (Fig. 1).
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Figura 1 Desenho esquematico do corte de um osso longo (fémur) mostrando a epifise
(osso trabecular) e a didfise (osso cortical). (SHIMANO,2006)

O tecido 6sseo se renova constantemente ao longo da vida do individuo,
adaptando suas propriedades materiais as solicitagdes mecanicas que lhe sdo impostas. E
demonstrado na literatura que aproximadamente 25% do osso trabecular e 3% do osso cortical
¢ renovado anualmente (DEMPSTER et al., 1995). Este processo de formagao e reabsorcao ¢
denominado remodelagdo oOssea. A remodelacdo ocorre nas chamadas unidades de
remodelagdo 6ssea (BRU), das quais fazem parte osteoclastos e osteoblastos. A remodelacao
Ossea ¢ descrita como uma seqiiéncia ativagao-reabsor¢ao-formacao (ARF), isto €, apds um
determinado estimulo uma regido Ossea ¢ ativada, reabsorvida e novamente formada. Para

uma determinada quantidade de osso reabsorvida outra ¢ formada na mesma proporc¢ao, de

modo a manter constante a massa Ossea.
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O processo de remodelagdo Ossea ¢ regulado por fatores sist€émicos e locais tais
como os hormdnios reguladores de calcio, o hormonio paratiroideano (PTH), a vitamina D e
calcitonina. Também hormoénios que ndo participam do metabolismo do calcio, como
horménio do crescimento, hormdnios tireoideanos, esterdides sexuais e glicocorticoides
atuam de maneira importante sobre o tecido 6sseo. Contudo, o estrogeno talvez seja o
hormonio mais importante na manutencdo do remodelamento 6sseo. Sua deficiéncia leva a
uma reabsor¢do maior que a formagdo, diminuindo assim a massa 6ssea, como pode ser
observado em mulheres em pds-menopausa. Estudos com animais t€ém demonstrado que o
estrogeno altera a producdo e atividade de fatores locais que regulam os precursores

osteoblaticos e osteoclasticos (RAISZ, 1999).

1.2 A Osteoporose

A osteoporose ¢ uma patologia generalizada do esqueleto, caracterizada pela
reducdo da massa 6ssea e pela deterioracdo da microarquitetura do tecido ¢sseo, acarretando
fragilidade dssea e, portanto, aumento do risco de fratura (JOHNSTON e SLEMENDA,
1995).

A preservagdo da massa Ossea ¢ resultado da manutengdo do equilibrio entre a
formagao e reabsorg¢do, isto ¢ da remodelacdo dssea, mediada por osteoclastos (reabsorgao) e
osteoblastos (formag¢ao). Um aumento da atividade osteoclastica, assim como uma diminui¢ao
da atividade osteoblastica, resulta em desequilibrio desta remodelagdo, onde as cavidades
reabsortivas deixam de ser preenchidas. Este desequilibrio quando prolongado leva a reducao
da massa Ossea, isto ¢, a osteopenia que combinada a uma evidéncia clinica de excessiva
fragilidade 6ssea, constitui-se na osteoporose (PARFITT, 1987 a; PARFITT, 1979).

A massa dssea ¢ determinada por dois fatores: o pico de massa Ossea ¢ a

freqiiéncia e duracdo de perdas 6sseas (VAANAANEN, 1991).
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O pico de massa Ossea, no ser humano, ¢ a quantidade de massa Ossea
alcancada ao término do crescimento linear normal e ¢ adquirido durante as trés primeiras
décadas de vida no ser humano. Diversos fatores influenciam a obten¢do do pico de massa
Ossea, dentre eles estdo os fatores genéticos, os raciais, a dieta alimentar e atividade fisica
(JOHNSTON e SLEMENDA, 1995). Também cargas mecanicas constituem um fator
primario para a aquisi¢ao ¢ manuten¢ao da massa 6ssea (SOGAARD et al, 1994).

Em humanos, ocorre a perda de massa 6ssea com o envelhecimento como
conseqiiéncia da redugdo da formacao dssea, isto ¢, declinio da atividade osteoblastica. Em
mulheres, a perda de massa Ossea ocorre de duas maneiras distintas, por deficiéncia de
estrogeno no periodo pés menopausa ¢ a relacionada com a idade.

O estrégeno tem funcdo importante na regulagdo da remodelacdo o6ssea. Os
osteoblastos possuem receptores de estrégeno e, a partir desta ligacdo ha a liberacdo de
mediadores quimicos que inibem a atividade dos osteoclastos (IQBAL, 2000). A deficiéncia
estrogénica causa aumento da freqiiéncia de ativagdo de ciclos de remodelamento (KANIS et
al., 1994), aumentando a atividade dos osteoclastos, tornando as trabéculas Osseas mais
separadas, mais porosas e com sua conectividade reduzida, e provoca diminui¢do gradual da
espessura do osso cortical (DEMPSTER et al., 1995). Existem evidéncias de que a produgdo
anormal de citoquinas (interleucinas), que estimulam a atividade osteoclastica, possam estar
associadas ao aumento da reabsorc¢ao 6ssea por deficiéncia de estrogeno (KANIS et al., 1994)

A osteoporose pode ser classificada em primaria e secundaria, sendo a
osteoporose primaria a mais freqiiente e mais estudada. A osteoporose primdria inclui a
Osteoporose Juvenil Idiopatica, e Osteopororse Involucional que segundo RIGGS e
MELTON III (1995) ¢ caracterizada com o avango da idade, com manifestacdes em ambos os
sexos, sendo subdividida em Osteoporose Tipo I (pds-menopausal) e Osteoporose Tipo 11

(senil). Assim, a osteoporose tipo I refere-se a perda de osso trabecular apds a menopausa,
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resultando diretamente da deficiéncia de estrogeno. A osteoporose tipo Il representa a perda
de osso cortical e trabecular como resultado final da perda 6ssea relativa a idade, ocorrendo
em ambos os sexos, refletindo influéncias sobre o processo de remodelamento dsseo a longo
prazo, da adequacao da dieta de calcio e vitamina D, da absorcdo intestinal e da manipulagdo
renal de minerais e, ainda da secre¢do de paratormoénio (PTH).

Ja a osteoporose secundaria é decorrente de patologias como doengas
inflamatorias (artrite reumatdide, espondilite anquilosante, dentre outras) e metabdlicas, ou
ainda do uso crénico de medicagdes, como por exemplo os corticosterdides (FROST e JEE,
1992).

A principal repercussdo clinica da osteoporose ¢ a fratura, sendo a ela
atribuidos os sintomas da osteoporose. Tais fraturas ocorrem mais freqiientemente em
vértebras, extremidades distal do radio e colo de fémur, podendo ocorrer devido a um trauma
minimo ou mesmo espontaneamente (VAANANEM, 1991; PINTO NETO et al., 2002). As
fraturas vertebrais sdo mais freqiientes que as dos demais segmentos, sendo na maioria das
vezes assintomaticas. Porém, sdo as fraturas de colo de fémur as de maior letalidade,
representando a principal causa de incapacidade na idade avancada (CONSENSUS
DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991).

A Organizagdo Mundial de Satde definiu osteopororse ¢ osteopenia com base
na mensuragdo da massa 6ssea para que se tivesse uma defini¢do quantitativa e de uso clinico.
Para tanto sdo utilizados valores absolutos tais como a densidade mineral 6ssea (BMD) ou o
conteudo mineral 6sseo (BMC). A densidade mineral 6ssea obtida ¢ classificada segundo os
desvios padrao (SD) tomando como referéncia a densidade mineral dssea média em adultos
jovens. Um individuo para ser considerado normal deve ter uma densidade mineral dssea
(BMD) ou o contetido mineral 6sseo (BMC) com varia¢ao de até 1,0 desvio padrdo (SD) da

média de adultos jovens. Na osteopenia, os valores para BMD ou BMC estariam entre 1-2,5
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SDs abaixo da média para adultos jovens normais. Individuos com BMD ou BMC de 2,5 SDs
ou mais, abaixo do valor médio para adultos jovens normais, devem ser considerados
osteoporoticos. Também aqueles que apresentarem valores de BMD ou BMC maiores do que
2,5 SDs abaixo da média para adultos jovens normais, apresentando uma ou mais fraturas,
possuem osteoporose severa ou estabelecida (PINTO NETO et al., 2002; SEEMAN e

EISMAN, 2004).

1.3 O Tratamento

Por se saber que o0 0sso ndo consegue recuperar suas condi¢des normais em um
quadro de osteoporose instalado, o tratamento deve objetivar a preservacdo da massa Ossea
para evitar o risco de fraturas. Para tanto, o tratamento preventivo com a manutengdo da
massa o0ssea deve ser valorizado, ja que ¢ mais facil que sua restauragao (RIGGS e MELTON
111, 1995).

Para prevenir os fatores de risco relacionados a perda oOssea, existem
tratamentos especificos para a doenga tais como os farmacoldgicos.

Os agentes farmacoldgicos empregados no tratamento da osteoporose sao
classificados em duas categorias conforme seu modo de acdo: os anti-reabsortivos que levam
ao desacoplamento do processo normal de remodelagdo 6ssea, diminuindo a reabsor¢do sem
modificacdo da formagdo dssea e os estimuladores da formagao 6ssea que atuam estimulando
a formacao Ossea. Dentre os anti-reabsortivos estdo o calcio, a vitamina D, a calcitonina, os
bifosfanatos , além da terapia de reposi¢cao hormonal (HRT).

O uso da calcitonina tem demonstrado aumentar, mesmo que modestamente, o
indice da massa dssea em pacientes com osteoporose estabelecida. Porém apresenta
desvantagens, ja que ¢ uma terapia de alto custo, além da formacdo de anticorpos que

diminuem a a¢do de tal substancia.
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Os bifosfanatos, principalmente o alendronato, agem como inibidores naturais
da reabsorc¢do e dissolucdo dos cristais de fosfato de calcio, sdo amplamente utilizados para
prevencao de fraturas e perdas dsseas, aumentando a mineralizagdo. Porém, tendo uma vida
média no tecido 6sseo extremamente longa, em torno de dez anos em humanos ¢ duzentos
dias em ratos, sua utilizagdo por um periodo prolongado pode levar a reducdo do
remodelamento 6sseo (WIMALAWANSA, 1993).

Apesar da reposi¢do hormonal ser considerada eficaz para a prevencdo e
tratamento da osteoporose, diminuindo de 50% a 80% a ocorréncia de fraturas vertebrais
(CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1991) e de 20% a 60% o risco de fratura
de quadril (DAWSON-HUGHES, 1999), pode predispor o aparecimento de cancer devido ao
fato destes hormodnios agirem também em outros locais do organismo, como mamas e
endométrio (WIMALAWANSA, 2000).

O fluoreto de sddio, esterdides anabolicos, fragmentos de PTH e fatores de
crescimento especificos do osso sdo exemplos de agentes farmacoldgicos formadores 6sseos.
A utilizagdo de doadores de 6xido nitrico (NO) e melatonina, em estudos experimentais, tém
demonstrado seu efeito protetor sobre o tecido 6sseo (BERTONCELLO, 2001; QUEIROZ,
2002; BERTONCELLO, 2005).

Estudos tém analisado a utilizacdio de métodos ndo farmacologicos ou
associado de tratamentos nao invasivos no controle da redug¢do da massa 6ssea. Dentre eles, a
atuacdo de vibragdes mecanicas de baixa intensidade e alta freqii€ncia sobre a estrutura ossea
de ratas ovariectomizadas tem indicado possiveis efeitos benéficos para a preservagdo da
massa Ossea com a aplicagdo de cargas mecanicas (OXLUND et al, 2003).

Também a utilizagdo de campos eletromagnéticos e do laser terapéutico de

baixa poténcia, tém sido estudados visando evitar a perda de massa Ossea.
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Outro recurso que vem sendo pesquisado atuando sobre a perda de massa dssea
¢ o ultra-som pulsado de baixa intensidade (WARDEN, et al, 2001a; CARVALHO e
CLIQUET JR., 2003).

Estes estudos estdo fundamentados no que se conhece, hd mais de um século,
como Lei de Wolff, aquela que descreve a habilidade 6ssea de adaptacdo a cargas mecanicas
funcionais, alterando sua massa ¢ morfologia (WOLFF, 1986). Assim, for¢as aplicadas sobre
0 osso resultam em deformagdo e, conseqiientemente geram estimulos para resposta Ossea
local, gerando adaptagdo Ossea a estas cargas. Estas cargas parecem regular o processo de
remodelagdo oOssea, reduzindo a reabsorcdo Ossea e estimulando sua formacdo. Estudos
demonstram, também, o aumento local do numero de osteoblastos em resposta a carga
mecanica (PEAD e LANYON, 1989). Também foi constatado que o osso ¢ sensivel a
estimulos fisicos, respondendo com alteragdes tanto da massa 6ssea quanto da sua morfologia
(DUNCAN e TURNER, 1995), sendo que estimulos mecanicos dindmicos s3o mais eficazes
na formagdo Ossea, ja que sob cargas estaticas o osso se acomoda, tendo uma menor
capacidade de resposta ao estimulo (TURNER, 1998).

Ao se deformarem os ossos geram potenciais elétricos locais definidos como
potenciais gerados por deformacao (SGPs). Esta deformacdo gera gradientes de pressdo no
interior dos canaliculos 6sseos com conseqiiente fluxo de seu fluido intersticial. A geragao
deste fluxo desempenha importante papel na percepcdo e resposta do o0sso as cargas
mecanicas, além de permitir um aumento de nutrientes e transporte metabdlico (DUNCAN e
TURNER, 1995; BURGER ¢ KLEIN-NULEND, 1998). Este fluxo gera forcas de
cizalhamento sobre a membrana celular dos ostedcitos, fazendo com que ajam como sensores
de tensdo mecanica local, resultando em estimulo para o remodelamento 6sseo.

No o0sso ocorre o fendmeno de transdu¢do mecanica, ou seja, o estimulo

biofisico ¢ convertido em um sinal capaz de ser interpretado pela célula (estimulo bioquimico)
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que responde através de uma seqiiéncia de eventos. Portanto, a deformacdo mecanica da
matriz dssea gerada por cargas mecanicas ¢ transmitida para as células 6sseas resultando em
alteracdes que possibilitam mudangas da regulagdo da proliferacdo, diferenciagdo e
morfogénese celular, como também da expressao genética (DUNCAN e TURNER, 1995).

A sensibilidade 6ssea ao estimulo mecanico é evidenciada em estudos clinicos
que demonstram o potencial regulador do exercicio (SNOW-HARTER, et al, 1992;
ROBINSON et al, 1995), bem como da perda 6ssea em tripulantes de voos espaciais e
pacientes acamados (SIMMONS, et a/, 1981; HARGENS, 1994).

Estudos relatam que ap6s 3 a 5 dias da aplicagdo de carga mecanica, in vivo, ha
aumento da matriz mineral e coldgeno, demonstrando ser este o tempo necessario para a
ocorréncia dos mecanismos intermediarios entre o estimulo mecanico ¢ a formacdo Ossea
(GOODSHIP, LANYON, McFIE, 1979; PEAD et al., 1988; DODDS, PEAD, LANYON
1993).

A utilizagdo do ultra-som como fonte de energia mecanica estd baseado no
potencial anabodlico de cargas mecanicas que geram microdeformacgdes locais de forma similar
as ocorridas com atuagdo das cargas mecanicas externas. Para tanto muitos estudos vem

sendo propostos com objetivo de analisar sua atuagdo sobre a atividade dssea.

1.4 O Ultra-Som

O ultra-som ¢ uma forma de energia mecanica transmitida por ondas de pressao
acustica de altas freqiiéncia, acima de 16 KHz. Esta energia ¢ transmitida por movimentos das
particulas no interior do meio pelo qual a onda propaga, sendo necessario um meio elastico
para sua propagacdo (Ter HARR, 1987).

As ondas ultra-sonicas podem ser longitudinais e transversais. As ondas

longitudinais sdo aquelas em que as particulas se deslocam na mesma dire¢cdo da propagacao
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da onda, tendo efeito compressivo, € podem se propagar em meios solidos, liquidos e gasosos.
As ondas transversais sdo aquelas em que as particulas se deslocam em dire¢ao perpendicular
a propagagdo da onda, sendo amortecidas de maneira rapida em liquidos e tecidos moles,

propagando-se somente em meios sélidos (WILLIAMS, 1983; Ter HARR, 1987).
Os parametros fisicos que caracterizam a onda ultra-sdnica sao definidos como:
- Comprimento de onda (A): a menor distancia entre dois pontos
préoximos do meio onde se encontram as particulas no mesmo estado de movimento

em determinado instante de tempo.

- Periodo (T): tempo para uma particula realizar um ciclo
completo de movimento.

- Amplitude (A): maximo deslocamento que a particula
experimenta a partir de sua posi¢ao de equilibrio.

- Freqiiéncia (f): niimero de vezes em que a particula realiza um
ciclo completo de movimento.

- Velocidade (c): velocidade em que a perturbacdo move-se ao
longo do meio.

- Poténcia (P): energia total no feixe por unidade de tempo.

- Intensidade (I): energia que atravessa uma unidade de area numa
unidade de tempo.

- Atenuacdo: reducdo da intensidade de uma onda ultra-sonica
conforme ela se distancia de sua fonte, causada por espalhamento e absor¢ao pelo
meio.

O aparelho de US consiste de um gerador que produz uma tensdo alternada de
alta freqiiéncia que ¢ convertida por um transdutor em vibragdes mecanicas ou acusticas. O

transdutor, que ¢ constituido basicamente por um cristal (elemento piezoelétrico) introduzido
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entre dois eletrodos, que faz a conversdo da voltagem alternada de alta freqiiéncia (energia
elétrica) em vibragdes mecanicas (energia acustica) pela inversdo do efeito piezoelétrico
(HEKKENBERG e OOSTERBAAN, 1985; KANH, 1991). O cristal pode ser de quartzo, ou
uma ceramica sintética feita de uma mistura de sais complexos como o titanato zirconato de
chumbo (PZT).

Ao se colocar um material piezoelétrico em um campo elétrico, as cargas
elétricas da rede cristalina do material interagem com este campo, produzindo tensdes
mecanicas. Um campo elétrico alternado aplicado sobre cristal produz uma variagio alternada
da sua espessura, que se manifesta como vibragdo mecanica (efeito piezoelétrico inverso).

A corrente elétrica alternada que alimenta o elemento piezoelétrico pode ser
modulada gerando diferentes modalidades de insonagdo: continua e pulsada. Desta forma, o
US pode ser produzido na forma de ondas continuas ou pulsadas. No modo continuo, nao
ocorre interrup¢do da propagacgdo de energia, ocorrendo transferéncia continua dessa energia
para o meio irradiado. J& o modo pulsado apresenta breves interrupgdes da propagagdo de
energia (KREMKAU, 1985) e resulta em uma reducao do aquecimento local, embora com o
mesmo nivel de estimulo mecanico, o que permite potencializar os efeitos ndo térmicos do US
(DOCKER, 1987).

A maioria dos aparelhos produtores de ondas ultra-sonicas apresenta uma
freqliéncia de repeticdo de pulso de 100Hz. No modo pulsado, essa freqiiéncia (ciclo de
trabalho) pode ser ajustada segundo a relagdo entre a duragdo e o periodo de repeti¢do do
pulso, que pode ser de 1:2, 1:5 e 1:10 (HOOGLAND, 1986). A escolha da forma continua ou
pulsada depende dos efeitos fisicos que se deseja obter e a interagdo entre o ultra-som e o
tecido em que esta sendo aplicado ( McDIARMID e BURNS, 1987).

Quando um tecido (meio heterogéneo) ¢ irradiado com ondas ultra-sonicas, a

energia nelas contida diminui com a distdncia percorrida. Este processo ¢ definido como
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atenuacao, e produz espalhamento da onda com conseqiiente decréscimo da intensidade (Ter
HAAR, 1987). A absorcao ¢ a dissipacdo da energia mecanica produzida pelo US origina
calor, aumentando a temperatura local. A absor¢do ¢ dependente da constitui¢ao do tipo de
tecido que atravessa (quantidade de gordura, fluxo sangiiineo) e da freqiiéncia ultra-sonica
aplicada, sendo que altas freqiiéncias sdo mais absorvidas do que as baixas freqiiéncias
(LEHMANN e GUY, 1972).

Os mecanismos fisicos pelos quais o US induz respostas clinicamente
significativas nos tecidos bioldgicos sdo definidos como térmicos (US continuo) e ndo
térmicos ou mecanicos (US pulsado) (DYSON, 1987; YONG, 1996). Porém, alguns autores
preferem ndo classificar separadamente os efeitos do US, pois os dois ndo estdo totalmente
desvinculados. Sempre os efeitos ndo térmicos serdo acompanhados por algum aquecimento
pois, a interacdo entre o US e o tecido ¢ simultaneamente térmica ¢ mecanica (BAKER,
ROBERTSON ¢ DUCK, 2001). Conforme o tipo de onda utilizada pode ocorrer a
pontencializar de um ou de outro efeito. Desta forma, o US continuo caracteriza-se pela
grande producdo de calor, que também estd presente na forma pulsada, porém de maneira
reduzida devido as interrupgdes regulares da propagacao da onda.(PATRICK, 1978).

Sao exemplos dos efeitos ndo térmicos a cavitagdo, o fluxo e o microfluxo
acustico. A cavitagcdo, fendomeno descrito por Ter HARR (1987) como sendo um efeito
vibracional de micromassagem, com a formagao de bolhas no sangue ou fluidos teciduais
resultantes das mudangas de pressdo no campo acustico, induzidas pelas ondas ultra-
sonicas.Quando estas bolhas se contraem e se expandem, conforme a variagdo de pressao no
campo ultra-sénico, o processo ¢ definido como cavitagdo estavel. Quando as bolhas oscilam
de forma violenta ocasionando aumento de volume com conseqiiente colapso, resultando em
grande aumento da temperatura e da pressdo local, caracteriza a cavitagdo transiente. Assim,

a cavitacdo estavel tem valor terapéutico, e a transitoria pode ser altamente prejudicial aos
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tecidos, provocando a desintegracao tecidual com formacao de radicais livres (LEHMANN e
HERRIK, 1953; DYSON, 1987).

DYSON e SUCKLING (1978) propuseram que, em conseqiiéncia das
vibragdes longitudinais caracteristicas do ultra-som, um gradiente de pressdo ¢ desenvolvido
nas células individuais. Como resultado desta variagdo de pressdo, elementos da célula sdao
obrigados a se movimentarem, ocorrendo, um movimento de micromassagem que aumenta o
metabolismo celular, o fluxo sangiiineo e o suprimento de oxigénio, produzindo alteracao da
membrana celular e facilitando o fluxo de nutrientes, o que pode explicar alguns dos efeitos
benéficos da atuacgdo do US.

O US tem sido empregado na medicina como recurso cirurgico, como meio de
diagnoéstico através da andlise de imagens e, no tratamento de inumeras patologias
ortopédicas, de doengas musculo-esqueléticas de varias etiologias, na cicatrizagdo de ulceras
(DYSON e SUCKLING, 1978), no aumento da circulagdo sangiiinea em tecidos isquémicos
(HOGAN, BURKE, FRANKLIN, 1982), na regeneragdo muscular (MENEZES, VOLPON e
SHIMANO, 1999), no estimulo da angiogénese (DIONISIO, 1998) e no reparo Osseo
(XAVIER ¢ DUARTE, 1983; WARDEN, et al., 2000; WARDEN, ef al., 2001b; WARDEN,
et al., 2006), entre outros.

Ha ainda que se distinguir entre os dois tipos de US utilizados, o ultra-som
terapéutico (UST) e US pulsado de baixa intensidade, empregados clinicamente, onde nao ha
grandes diferengas quanto ao circuito gerador dos equipamentos, mas ha diferencas quanto a
forma da onda gerada e dos parametros utilizados.

Assim, em se comparando o US pulsado de baixa intensidade com o UST
quanto a largura de pulso, esta se apresenta como dez vezes menor (200us) no US pulsado de

baixa intensidade do que no UST (2 ms).
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A freqiiéncia fundamental do US pulsado de baixa intensidade mais utilizada ¢
de 1,5 MHz, enquanto que a freqiiéncia utilizada no UST varia de 1 a 3 MHz. A atenuacdo
aumenta com freqiiéncias maiores, assim a energia transmitida com 3MHz ¢é absorvida pelos
tecidos superficiais enquanto a energia transmitida com freqii€ncias menores penetra mais
profundamente nos tecidos (LOW e REED, 2001).

Ha ainda grandes variagdes da poténcia e da intensidade entre o US pulsado de
baixa intensidade e o UST. Este ultimo gera poténcia acustica de 1 a 25W e intensidade de 0,1
a 3 W/em® (NYBORG e WU, 1993), capaz de gerar efeito térmico. O US pulsado de baixa
intensidade gera poténcia em torno de 150 mW e intensidade em torno de 30 mW/cm” sendo
considerado ndo térmico pois, a quantidade de energia que ¢ convertida em calor ¢
proporcional a intensidade do ultra-som utilizado, portanto intensidades baixas, menores que
100 mW/cm” ndo tem efeito térmico (DINNO et al., 1989).

Estudos demonstraram que, com a utilizagdo do US pulsado de baixa
intensidade em reparo de osteotomia nao houve aumento significativo da temperatura, isto &,
menor que 0,01°C (DUARTE, 1983). Tal resposta confirmou ser a atuacdo do US pulsado de
baixa intensidade um efeito mecanico e nao térmico caracterizado pelo fornecimento de onda
pulsada de alta freqiliéncia e intensidade baixa.

Assim, a estimulacdo ultra-snica com conseqiiente propagacdo do US
estabelece no tecido 6sseo um campo de deformacdes elasticas associado a regides de
rarefacdo e compressdo da onda de pressdo. Este campo desenvolve potenciais elétricos
determinados pelo efeito piezoelétrico, resultando em um sinal elétrico como resposta 0ssea,
isto €, esta polarizacdo faz com que os osteoblastos alterem seus potenciais de membrana
permitindo um bombeamento de ions e captacdo de nutrientes, estimulando eletricamente o

metabolismo 0sseo.
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A resposta dssea a0 método ultra-sonico ¢ semelhante ao processo natural de
osteogénese devido a piezoeletricidade do osso, que responde eletricamente a atuagdo de
cargas mecanicas devido ao proprio peso corporal, a deambulagdo, ao exercicio fisico e até
mesmo em repouso, quando a balistica cardiaca produz ondas de choque que atingem o 0sso.
Esta resposta elétrica aciona o metabolismo celular, mantendo o equilibrio entre formacao e
reabsor¢do Ossea.

A diversidade de modelos experimentais descritos na literatura apresentam
grandes variagdes quanto aos parametros do ultra-som utilizados no reparo de fraturas
recentes, pseudoartroses e osteoporose.

O uso de freqiiéncias variando de 1 a 3MHz se deve ao fato da energia acustica
sofrer atenuacdo pelos tecidos. Assim, freqiiéncias menores de 1 a 1,5 MHz atingem tecidos
mais profundos, enquanto freqiiéncias maiores de at¢ 3 MHz sdo mais superficiais.

Um dos primeiros estudos controlados utilizando o ultra-som continuo em
fraturas de radio de coelhos demonstrou a possibilidade do ultra-som estimular a formagao do
calo 6sseo. Fato que veio a liderar o primeiro uso clinico do US na consolidagao de fraturas
de oito pacientes demonstrando ser um tratamento seguro ¢ produzindo um aumento do calo
6sseo. (CORRADI e COZZOLINO, 1952; CORRADI e COZZOLINO, 1953).

A utilizagdo de intensidades baixas de 30 mw/cm® SATA e freqiiéncia de 1,5
MHz, com intervalos de pulsos de 200us, freqiiéncia de repeticdo de 1KHz, vem sendo
demonstrado por muitos autores como eficazes no reparo de fraturas dsseas.

O US tem sido utilizado na regeneracdo ¢Ossea como foi demonstrado no
trabalho experimental pioneiro realizado por Duarte (1977 - 1983) em osteotomias de fibulas
de coelhos, obtendo a aceleragdo do processo de consolidacdo na ordem de 50%, sugerindo
ainda, que o processo de mineralizacdo do calo 6sseo ocorreu mais precocemente quando o

sitio de osteotomia foi exposto ao ultra-som pulsado de baixa intensidade.
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A partir de entdo o US pulsado vem sendo utilizado experimentalmente no
reparo de fraturas e osteotomias por varios pesquisadores, dentre eles:

DYSON e BROKES (1983) — US pulsado com intensidade de 500mw/ cm’e
200mw/ cm® em fraturas de fibulas de ratos e em coelhos, demonstraram aceleragio da
consolidagao.

PILLA e colaboradores (1990) e WANG e colaboradores (1994) — estudo com
US pulsado de baixa intensidade (30 mw/cm” SATA e freqiiéncia de 1,5 MHz, com intervalos
de pulsos de 200us, freqiiéncia de repeticao de 1KHz) em osteotomias e fraturas fibulas de
coelhos, demonstraram que os ossos expostos ao US alcancaram integridade biomecénica
com aumento da rigidez mecadnica em aproximadamente metade do tempo quando
comparados com o grupo ndo tratado. Estes dados foram confirmados posteriormente por
JINGUSHI e colaboradores em 1998. Embora os resultados obtidos por GUERINO ef al.
(1997) utilizando os mesmos pardmetros, ndo demonstraram diferengas entre os grupos
controle e tratado, quanto aos parametros biomecanicos os autores afirmaram que o ultra-som
melhorou a rigidez 6ssea.

O US pulsado de baixa intensidade tem sido utilizado também em osteogénese,
em modelo experimental de implantes intramedulares em ulna de cdes, demonstrando
aumento de volume 6sseo; e teve atuagdo positiva em alongamento de tibia de coelhos e em
modelo de ndo unido de tibia de ratos, favorecendo quantitativa e qualitativamente o reparo
0sseo com aumento significativo da area do calo (TANZER, KANTOR ¢ BODYN, 2001;
SHIMAZAKI et al. 2000; TAKIKAWA et al (2001). Mais recentemente, SCHORTINGHUIS
e colaboradores (2004) utilizando em modelo experimental de lesdes em cortical de
mandibula de ratos, ndo observaram diferengas significativas quando comparado ao controle.

A utiliza¢do do UST (usado normalmente por fisioterapeutas) com intensidade

2 . . n -
de 0,1 w/cm” em fraturas experimentais de fémur de ratos adultos, demonstrou ndo haver
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diferenca da massa e forca 6ssea dos grupos tratados com US por 25 dias quando comparados
com seus controles, porém houve aumento da resisténcia mecanica e densidade 6ssea dos
ossos tratados por 40 dias. Tais respostas indicaram que o US produzido por unidades
convencionais de ultra-som terapéutico podem ser usadas para facilitar o reparo 6sseo de
fraturas, porém, ha a necessidade de mais estudos controlados para que seja confirmado o uso
clinico, no reparo de fraturas, de tal instrumento (WARDEN et al., 2006).

A atuagao do ultra-som tem sido demonstrada também em:

- em culturas de células 6sseas, como demonstraram REHER et al. (1997) que
o US de baixa intensidade estimulou significativamente a sintese de proteinas da matriz ossea,
enquanto que altas intensidades a inibiu. Fémures de ratos com suas diafises perfuradas foram
mantidos em meio de cultura de tecidos e estimulados com ultra-som (770 mw/cm® e 320
mw/cmz) e demonstraram aceleragdo da regeneracdo de osso trabecular e reducdo da sintese
de prostaglandina E,, indicando uma relagdo entre os dois processos (SUN et al., 1999). Ja,
KOKUBO ¢ colaboradores (1999) demonstraram que utilizando ultra-som com intensidades
menores (30 mw/cm?®) em culturas de osteoblastos de camundongos havia um aumento da
sintese de prostaglandina E,. O uso do US associado a vitaminas em culturas de osteoblastos
de ratos também estimulou a secrecdo de fatores de crescimento, a atividade mitocondrial e
diminui¢do dos precursores de osteoclastos, sugerindo que o ultra-som de baixa intensidade
pode ndo sé estimular a formagdo 6ssea como diminuir uma possivel reabsor¢do (ITO et al.,
2000; NARUSE et al., 2000; SUN et al., 2001; LI et al., 2003).

- em fusdo de vértebras de coelhos, aumentando a taxa de fusdo, rigidez e carga
maxima de ruptura, demonstrando que o US pode influenciar processos celulares ndo sé do
esqueleto apendicular como também do axial (GLAZER et al., 1998; GAMA, 2002).

- uso clinico: US pulsado de baixa intensidade utilizado em pacientes

portadores de pseudoartroses e/ou retardo de consolidagdo de fraturas com indice de 70% de
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sucesso. Aceleracdo do processo de consolidacdo de fraturas como complemento ao
tratamento ortopédico convencional, com diminui¢do significativa do tempo de cura clinica e
radiologica (XAVIER e DUARTE, 1983; HECKMAN et al., 1994; KRISTIANSEN et al.,
1997). Consolidacao de fraturas em 95% dos 162 pacientes portadores de osteoporoses, para
a prevengao da osteoporose conseqiiente da lesdo do nervo espinhal, demonstrando nao haver
diferencas significativa entre o osso tratado e o seu controle contralateral e, como tratamento
alternativo ndo farmacoldgico do US de baixa intensidade como estimulo mecanico em
pacientes lesados medulares que desenvolvem osteoporose por desuso ( ARAI et al., 1993;
FRANKEL, 1998; WARDEN et al., 2001b; CARVALHO D. C. L., CARVALHO, M. M.,
CLIQUET JR, 2001). Estudo realizado com pacientes portadores de doencas ou que
utilizavam medicamentos que comprometiam a recuperagdo de fraturas e pseudoartroses
demonstrou que houve reparo das fraturas em 92% de diabéticos, 95% com osteoporose, 92%
em alcoodlatras e dependentes de drogas, 86% com insuficiéncia vascular, 91% dos que
usavam esteroides, 89% com uso de antinflamatorios ndo esteroides € 90% com uso de
bloqueadores de canais de calcio e 100% com infec¢des locais (HADJIARGYROU, et al.,
1998; MAYR et al., 2000).

- em osteoporose experimental: FAGANELLO e CARVALHO (1999)
propuseram um estudo comparativo do uso do US continuo e pulsado em fraturas de ratas
osteopénicas. Estes autores demonstraram que nas fraturas estimuladas com US continuo
houve o bloqueio da reparagdo dssea, enquanto que nas tratadas com US pulsado houve a
formagao do calo 6sseo. WARDEN e colaboradores (2001a) analisaram os efeitos do US
pulsado de baixa intensidade em fémur e tibia de ratas osteopénicas, e através de andlises de
densitometria (DEXA) e histomorfometria demonstraram que o US ndo influenciou mudancas
Osseas resultantes da osteopenia. Enquanto, CARVALHO e CLIQUET JR (2003), utilizando

o US pulsado de baixa intensidade com os mesmos parametros que Warden, sugeriram a
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atuacao positiva do ultra-som na osteoporose, apesar dos resultados quantitativos do contetido
mineral 6sseo nao terem demonstrado diferencgas significativas entre os grupos tratados e
controles. Mas, os resultados da analise histologica mostraram que os grupos tratados
apresentaram uma menor deterioragdo microarquitetural e ocorreu neoformacdo ossea, 0 que

nao foi observado nos grupos controles.

1.5 O Modelo Experimental de Osteoporose Humana

O emprego de ratos como bons modelos animais para o estudo da osteopenia
humana, mesmo ndo apresentando sistema haversiano caracteristico e nem fraturas
osteoporoticas, ja estd bem estabelecido na literatura (DANIELSEN, MOSEKILDE e
ANDREASSEN, 1992; PENG et al., 1994; MILLER, BOWMAN ¢ JEE, 1995).

Trabalhos realizados com ratos possibilitam uma avaliagdo completa do tecido
Osseo (arquitetura, resisténcia e massa 6ssea) o que ndo € possivel com relagdo a seres
humanos em estudos clinicos (MOSEKILDE, 1995).

O estudo em ratos apresenta vantagens, tais como baixo custo, padronizagao,
curto periodo de observacdo e facil manutengdo. Além do que, ratos sdo animais
geneticamente bem definidos, assemelhando-se ao ser humano em varios aspectos como a
presencga de osso cortical e trabecular, alteragdes 6sseas similares as observadas na menopausa
e no envelhecimento ou decorrentes da ovariectomia (WRONSKI et al., 1989; MOSEKILDE,
DANIELSEN e KNUDSEN, 1993). Estes animais respondem similarmente também as
influéncias mecanicas e farmacolégicas (FROST e JEE, 1992).

Em ratos, o pico de massa 6ssea ocorre proximo de um ano alterando-se até o
envelhecimento. Porém, observou-se que aos trés meses de idade esses animais ja alcangaram
a maturidade, ou seja, sdo reprodutivamente maduros e capazes de responder adequadamente

a deficiéncia de hormonios sexuais e as alteragcdes que se seguem a castracdo. Mesmo que
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ainda exista um pequeno crescimento 6sseo em animais com trés meses de idade, a utilizagao
deste animal nesta idade é vantajosa em relagdo aos animais com crescimento 6sseo definido
(12 meses) pela facilidade de manutencao e praticidade, ja que as alteragdes dsseas sao mais
rapidas a partir de quatro semanas da ovariectomia. Animais com trés meses de idade s@o
denominados “maduros” (KALU, 1991) e nesta idade observa-se também o seu alto grau de
remodelagdo 6ssea semelhante a dos humanos adultos, sendo indicado como modelo ideal de
osteoporose.

Estudos demonstraram que a ovariectomia acarreta perda de osso trabecular da
tibia e vértebra devido a deficiéncia estrogénica. O mecanismo mais aceito que justifique tal
perda de massa Ossea se baseia no desequilibrio da remodelagdo dssea, com a reabsor¢do
excedendo a formagdo 6ssea (WRONSKI ¢ YEN, 1991; KALU, 1991; FROST e JEE, 1992).
Porém no osso cortical esta perda 6ssea ndo ¢ bem caracterizada como a preconizada por
KALU (1991) onde existe uma perda maior de osso trabecular que cortical em mulheres
menopausadas.

Existe ainda uma variedade de modelos de osteopenia experimental induzida
principalmente por deficiéncia ou excesso hormonais, dos quais se destaca a ovariectomia, a
orquiectomia, hipofisectomia, hiperparatireoidismo, hipertireoidismo, diabete induzido;
induzida por glicocorticoides; deficiéncias de vitaminas e calcio; imobilizagdo dos membros

posteriores, dentre outros (MILLER, BROWMAN e JEE, 1995).

1.6 Métodos de Analise da Qualidade Ossea

Vérios métodos de analises sdo empregados para a determinar a perda 6ssea. A
radiologia convencional proporciona informacdes sobre a estrutura, qualidade e quantidade
Ossea. Exames de radiogrametria, fotodensitometria radioldgica, absorciometria por féton,

tomografia computadorizada quantitativa, analisam a arquitetura 6ssea e as estruturas que as
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compdem. Também mensuragdes corporais, analise ultra-sonica e bidpsia dssea sao exemplos
de andlise para verificagdo do tecido 6sseo (WOOLF e DIXON, 1988). Alguns marcadores
também sdo indicadores do grau e da variagdo da formagao e reabsorcao 6ssea. Alteragdes dos
niveis sangliineos de calcio e fésforo, embora ndo sejam tdo conclusivos, sdo indicativos de
doenga do metabolismo dsseo.

E possivel analisar as estruturas Osseas através de pardmetros que quantifiquem
0s minerais presentes, bem como as cargas suportadas pelo osso. Assim, a dosagem de célcio
e fosfato podem ser uteis no sentido de indicar a quantidade de material mineral. Quando se
realiza a pesagem oOssea, seja com 0 0sso intacto ou ja desidratado ou incinerado, pode-se
inferir o percentual de material organico e de dgua presentes.

Associados as medidas citadas, ja& identificadas na literatura, estdo os
parametros biomecanicos, que avaliam a resisténcia do material a uma forga externa aplicada
a estrutura 6ssea. ParAmetros como carga maxima (carga maxima aplicada no momento da
fratura ossea), deformacdo (distancia movida pela carga até chegar a fratura), rigidez
(determinada através da inclinagdo da reta R ajustada aos pontos da curva carga versus
deformacdo na fase eléstica), resiliéncia (energia absorvida pelo osso na fase elastica),
tenacidade (energia absorvida pelo osso até a ruptura) sdo importantes para especificar a
qualidade da estrutura 6ssea (PENG et al., 1994; SUGAARD et al., 1994, MOSEKILDE,

THOMSEN e McOSKER, 1997).

1.7 Utilizaciio das Propriedades BiomecAnicas para a Anilise de Perdas Ossea

Desde h4 muito tempo tem-se observado que a arquitetura inerente ao 0sso ¢
influenciada pela tensdo mecanica associada a funcdo normal. Uma definicdo mais formal
desta relacdo estrutura/fungdo foi definida por anatomistas e engenheiros alemaes no final do

século XIX que tem sido conhecida como Lei de Wolff. Os principios da Lei de Wolff estao
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baseados no conceito de que hd uma correlagdo entre o padrao de alinhamento trabecular e a
dire¢do da tensdo que ocorre na fungdo normal. Assim, em condigdes fisiologicas normais, a
relacdo estrutura/funcdo observada no o0sso, associado a seu papel de manuten¢do da
homeostase mineral, sugere que o 0sso seja um 6rgao de “design” 6timo (EINHORN, 1996
b).

Os o0ssos, devido a sua fungdo, sdo constantemente submetidos a diversos tipos
de esforcos a semelhanga de materiais estruturais utilizados na engenharia. Sendo assim, o
estudo do comportamento mecanico dos ossos pode ser realizado utilizando—se os mesmos
principios e conceitos da engenharia.

As propriedades mecanicas definem o comportamento de um material, quando
sujeito a esforcos de natureza mecanica e correspondem as propriedades que, em um material
especifico, determinam a sua capacidade de resistir aos esfor¢os aplicados, sem romper ou

sem que produzam deformagdes incontrolaveis.

A

Carga

D

Deformacao

Figura 2 - Representagdo da curva carga versus deformagao mostrando os diversos
pardmetros biomecanicos. A — Limite de proporcionalidade, B — Limite Maximo,
C- Ponto de ruptura, Resiliéncia — Area do Tridngulo OAD, Tenacidade-Area total
abaixo da curva, Rigidez — tangente de 6.
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A relacdo entre a carga aplicada a uma estrutura e a deformagao em resposta a
carga pode ser observada através de uma curva tragada pelo grafico “carga versus
deformacdo”, ou pelo grafico “tensdo versus deformagao” quando a estrutura ensaiada for um
corpo de prova com dimensdes conhecidas. Esta curva pode ser dividida em duas regides: a
regido de deformacao eléstica (fase elastica) e a regido de deformagao plastica (fase plastica).
O limite entre as duas regides ¢ definido como limite de proporcionalidade ou limite eléstico,
como mostra a figura 2.

A regido de deformagdo eldstica imita o comportamento de uma mola, onde a
deformacdo aumenta linearmente com o aumento da carga e, apés a retirada da carga, retorna
a forma original. Porém, sendo o osso um material viscoelastico, este comportamento de
mola perfeita ndo pode ser considerado, pois efeitos viscoelasticos durante a deformagdo, em
funcdo dos fluidos presentes na matriz dssea, causam perda de energia elastica. A deformagao
¢ caracterizada por retardos, ja que leva um certo tempo para iniciar apds a aplicagdo da
carga, como também para cessar apés a interrupcdo da mesma (CALLISTER e WILEY,
1994).

Na regido plastica, o material estara com deformagdes permanentes mas, em
muitos casos, esta regido ¢ importante, principalmente quando a ruptura nao pode ocorrer
imediatamente apos o limite elastico. Isto €, o material devera absorver energia antes de
romper.

A inclinagdo da curva carga versus deformagdo na regido elastica determina a
rigidez extrinseca ou estrutural, onde os 0ssos maiores possuem uma maior rigidez. Ao se
converter a carga em tensao relativa e a deformacdo em deformagdo relativa, obtém-se uma
curva tensdo versus deformacdo relativa e a inclinagdo desta curva na regido elastica
determina o modulo de elasticidade ou mddulo de Young e representa a rigidez intrinseca do

material (TURNER e BURR, 1993). Esta diferenga pode ser observada quando se compara
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ensaios em 0ssos inteiros (rigidez extrinseca) com ensaios realizados em corpos de prova de
0sso (rigidez intrinseca).

O tecido 6sseo por ser um tecido heterogéneo formado por materiais diferentes
(hidroxiapatita e colageno), distribuido de diferentes formas (lamelas dsseas, trabéculas, etc.),
dé4 aos ossos comportamento mecanico caracteristico tais como viscoelasticidade, anisotropia
e ndo homogenidade.

O comportamento de um material viscoelastico ¢ o conjunto de
comportamentos de um material elastico com o de um material viscoso (SEDLIN, 1965). Um
material com comportamento elastico ideal ¢ caracterizado pelo armazenamento de toda
energia fornecida a ele durante o processo de deformacdo mecanica, na forma de energia
potencial eléstica, e ¢ devolvida ao se retirar o esforco que a causou (comportamento de
mola). Um material com comportamento viscoso se caracteriza por ter toda energia a ele
fornecida no processo de deformag¢ao mecanica dissipada na forma de calor (comportamento
de um amortecedor). Uma caracterizagdo importante dos materiais viscoelasticos ¢ a
dependéncia do comportamento mecanico com a taxa de carregamento, isto ¢ , a velocidade
de aplicacdo da carga.

A anisotropia ¢ caracteristica de certos materiais de ndo apresentarem
propriedades mecanicas iguais em todas as dire¢des de carregamento. Ou seja, o
comportamento mecanico depende diretamente da dire¢do e do sentido da forca aplicada. No
0ss0, por ser um material heterogéneo, o comportamento mecanico varia de regido para regiao
em um mesmo material. O osso como material, ¢ mais resistente na orientacdo longitudinal
que nas dire¢des radiais ou tangenciais. Isto se deve principalmente ao fato de que os osteons
sdo orientados ao longo do eixo longitudinal do osso e estdo ligados ao material 6sseo das

regides vizinhas.
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Os ensaios mecanicos permitem determinar propriedades mecanicas de um
material, podendo ser destrutivos ou ndo destrutivos. Nos destrutivos ocorre a ruptura ou
inutilizagdo do material, sendo ensaios de compressdo, flexdo, tragdo, torcdo e fadiga
exemplos deste tipo de ensaio. Ja os ensaios ndo destrutivos sdo aqueles que preservam a
estrutura do material, como os de raios-X, ultra-som, dentre outros. A escolha adequada do
tipo de ensaio depende principalmente do material, do tipo de esfor¢co que este material vai
sofrer e das propriedades mecanicas que se deseja medir (SOUZA, 1974).

A alta concentragdo de coldgeno da fase organica permite ao 0sso resistir a
tensdes de tragdo, enquanto a fase inorganica lhe d& excelente resisténcia as tensdes de
compressao (TUREK, 1991).

Para o osso trabecular a definicdo de rigidez ¢ mais dificil, pois sendo formado
por trabéculas individuais, com rigidez propria, contribuem com a rigidez unica de toda a
estrutura. Assim, o osso trabecular possui uma rigidez material, isto ¢ a rigidez de cada
trabécula e uma rigidez estrutural que ¢é a rigidez da estrutura trabecular disposta
espacialmente. A maioria dos estudos concentram sua aten¢do as propriedades estruturais
devido a grande dificuldade do estudo em trabéculas individuais. As propriedades estruturais
variam nas diferentes regides dependentes da densidade e da orientagdo das trabéculas.

Para determinar as propriedades do osso trabecular, alguns métodos foram
propostos para ensaiar vértebras e o colo femural (HOU et al., 1990; ANDREASSEN;
MELSEN; OXLUND, 1996). Para vértebras, ¢ aplicada uma for¢a de compressdo ao corpo
vertebral inteiro ou a uma sec¢do do meio da vértebra, para que se tenha superficies paralelas
e planas. J4 para o colo femural, uma for¢a de compressdo ¢ aplicada a cabega do fémur,
produzindo assim tensdes de flexdo e compressao.

HOGAN, RUHMANN e¢ SAMPSON (2000) propuseram um estudo com 0sso

trabecular de ratas ovariectomizadas. Foram retiradas da metafise proximal das tibias destes
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animais, secgOes transversais de 2mm de espessura que eram compostas internamente por
0sso trabecular e contornada por osso cortical Foram realizados dois tipos de ensaios de
compressao nestas sec¢des. No primeiro a sec¢do foi colocada entre dois pratos paralelos para
a compressdo e, no segundo utilizaram um dispositivo para comprimir somente 0 0SSO
trabecular do interior da secg¢ao.

OXLUND et al. (2003), analisando a metafise distal do fémur de ratas
ovariectomizadas através do ensaio de compressdo, obtiveram, apds 3 meses de cirurgia
diminui¢ao de 23% da carga méxima no grupo de ratas ovariectomizadas quando comparadas
ao grupo controle.

Com base nestes estudos com o 0sso trabecular, propusemos o tipo de ensaio

realizado com nossas amostras no presente estudo.

1.8 A Histomorfometria Ossea

A histomorfometria 6ssea, que diferentemente da histologia que nos fornece
informagdo qualitativa quanto a estrutura geral e distribui¢do dos componentes morfologicos
6sseos, inclui medidas destes componentes tais como, espessura de ostedides e de trabéculas,
isto ¢ medidas de varidveis estaticas, que sdo obtidas diretamente. A histomorfometria pode
também avaliar varidveis cinéticas, usando para isto marcadores fluorescentes, que sao
administrados em diferentes intervalos de tempo, que se integram ao osso em formagao.
Através da analise da distancia entre as marcagdes obtém-se a taxa de formacdo dssea e
informagdes sobre outros processos metabolicos Osseos. A analise histomorfométrica ¢
realizada com luz, luz polarizada, e microscopia fluorescente; sistema de placa oOtica e
equipamentos computadorizados digitais (ERIKSEN, AXELROD e MELSEN, 1994).

A histomorfometria 6ssea ainda é o inico método que permite a analise direta e

precisa de mecanismos celulares e teciduais do remodelamento dsseo envolvidos com a
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fisiopatologia da osteoporose. Ela possibilita avaliagdes do nivel intermedidrio da organizagao
Ossea, 1sto €, no osso cortical, do osteon e, a unidade estrutural trabecular basica no tecido
esponjoso, indicativos da atividade osteoblastica. Fornece ainda informacdo dinamica através
do uso de marcadores como a tetraciclina, que permite a introdu¢do da dimensdo de tempo
nas analises quantitativas (MEUNIER, 1995).

De todas as substancias que marcam o osso neoformado, a tetraciclina é a mais
utilizada, pois quando administrada in vivo, se incorpora nos tecidos em calcificagdo e exibe
fluorescéncia ao serem iluminadas com luz ultravioleta, possibilitando a avaliagdo da
velocidade de formagdo 6ssea, parametro importante para analise do crescimento dsseo e para
o diagnostico de doengas Osseas.

O método consiste em se administrar duas doses de tetraciclina em intervalos
de alguns dias (cinco dias em média). Em seguida ¢ feita a bidpsia O6ssea e os cortes sao
examinados ao microscépio de fluorescéncia. O osso marcado por tetraciclina apresenta forte
fluorescéncia de coloragdo amarelada a laranja em fundo margenta fraco e, o 0sso maduro
apresenta uma fluorescéncia azul fraca. Apdés a inje¢do de tetraciclina, os niveis séricos
permanecem suficientemente elevados para a captagdo adequada pelo osso neoformado. Na
microscopia por fluorescéncia, observam-se faixas estreitas de fluorescéncia onde o osso foi
ativamente formado enquanto esteve exposto a tetraciclina. As duas faixas de fluorescéncia
estardo separadas por um intervalo de osso novo ndo marcado que se formou durante o
periodo entre a administracdo das doses. A distdncia entre as duas faixas fluorescentes ¢
proporcional a velocidade de formagao dssea.

No animal de experimentagdo, trinta minutos apds a inje¢do intraperitoneal de
tetraciclina, desenvolve uma fluorescéncia amarela difusa no osso. Apds 24 horas, a
fluorescéncia difusa desaparece, permanecendo como faixas amarelas brilhantes nos locais de

formagao ativa de osso neoformado.
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O uso clinico da histomorfometria 6ssea como método de diagndstico tem
progredido, sendo muito utilizado na avaliagdo e acompanhamento da osteoporose onde,
pode-se obter informagdes quanto ao diagndstico de doengas Osseas, avaliagdo dos
mecanismos heterogéneos de perda oOssea das sindromes osteoporéticas, com diferentes
disturbios do remodelamento 6sseo em niveis organicos, teciduais e celulares, avaliagdo dos
efeitos de tratamentos do remodelamento 6sseo e avaliacdo da qualidade 6ssea demonstrada
na andlise da microarquitetura 6ssea, particularmente da rede trabecular; a textura da matriz
Ossea, isto ¢, a presenca de osso lamelar ou imaturo; a possivel presenca de defeitos de
mineralizagdo,ambos em superficie 6sseas ou intersticiais, que colocam em risco a resisténcia

Ossea ¢ as outras propriedades biomecanicas do osso (MEUNIER, 1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade sobre a osteopenia
induzida pela ovariectomia em ratas, através da analise de parametros fisicos, biomecanicos e

histomorfométricos do fémur.

2.2 Especificos

Observar o ganho de peso corporal dos animais dos diferentes grupos

experimentais, ocorrido durante o periodo experimental.

Verificar a eficacia do procedimento metodologico utilizado para inducao de

osteopenia em ratas.

Comparar os efeitos do ultra-som pulsado de baixa intensidade sobre a

osteopenia induzida pela ovariectomia nos tempos de 30 e 20 min de estimulagdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Os Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas, com 4 meses de idade pesando 250g +
6,62, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos e mantidas no
biotério do Laboratorio de Neuroendocrinologia/DCF, onde foi realizado o experimento.

Os animais foram mantidos em regime de luz (10 horas claro e 14 horas
escuro) e temperatura controlados (25 + 2°C), alimentados com ragdo comercial e 4gua a
vontade.

Apds o término do experimento, os animais foram sacrificados por decapitacao
e seus fémures direito foram retirados , dissecados € mantidos em salina a 0,9% a —20°C até o

inicio das andlises.

3.2 A Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada segundo a técnica descrita por Zarrow et al.

(1964).

3.3 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 6 grupos denominados:
- Grupo US 30 min. (US 30 — n=9): ratas ovariectomizadas (OVX) que receberam
- estimulagdo ultrassonica durante 30 minutos.
- Grupo US 20 min. (US 20 — n=6): ratas ovariectomizadas (OVX) que receberam

estimulagdo ultrassonica durante 20 minutos.
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- Grupo Sham 30 min. (Sh 30 — n=6): ratas ovariectomizadas (OVX) que receberam
estimulacgao ficticia (aparelho de ultra-som
desligado) durante 30 minutos.

-Grupo Sham 20 min. (Sh 20— n=12): ratas ovariectomizadas (OVX) que receberam
estimulacdo ficticia (aparelho de ultra-som
desligado) durante 20 minutos.

-Grupo Intacto 30 min (Inta 30 — n=7): ratas intactas que receberam estimulacao

ficticia (aparelho de wultra-som desligado)
durante 30 minutos.

- Grupo Intacto 20 min (Inta 20 — n=8): ratas intactas que receberam estimulagao
ficticia (aparelho de ultra-som desligado) durante

20 minutos.

3.4 O Tratamento

Apods 24 horas da ovariectomia foi iniciado o tratamento com ultra-som
pulsado de baixa intensidade. O tratamento foi realizado durante 5 dias/semana, durante 20 e
30 minutos, por um periodo de 8 semanas.

O aparelho de ultra-som foi fornecido pelo Programa de Poés-Graduacao
Interunidades em Bioengenharia da Universidade de Sao Paulo (USP) — Campus de Sao
Carlos, com transdutor de PZT (titanato zirconato de chumbo), com ondas ultra-sonicas com
freqliéncia fundamental de 1,5 MHz, largura de pulso de 200 us, freqiiéncia de repeticdo de
pulsos de 1,0 KHz e intensidade espacial e temporal média (SATA) de 30 mw/cm’. Estes
parametros sdo utilizados em estudos clinicos e experimentais na consolidacdo de fraturas, ja

aprovados pelo FDA americano.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da onda de ultra-som pulsado

A calibracdo do equipamento foi realizada com balan¢a de radiagdo actstica

(UPM-DT-1, Ohmic Instruments, EUA) previamente a sua utilizagdo no experimento.

Figura 4 - Animal no Tubo de contencdo e Aparelho de Ultra-som

Os animais foram colocados em tubos de contengdo com a pata traseira direita
imobilizada. O tubo de contenc¢ao foi utilizado para que nao houvesse a necessidade do uso de

anestésico, o que poderia interferir nos resultados.
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A estimulacdo com o ultra-som foi realizada no fémur direito apos tricotomia
semanal do mesmo e aplicagdo de gel hidrossolivel entre o transdutor e a pele do animal, com
a finalidade de facilitar a condugdo da onda ultrassonica.

O mesmo procedimento foi realizado também nos grupos Sham e Intacto.

T mA U \EL

PRV

Figura 5 - Foto da estimulacao
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3.5 Variaveis Estudadas

3.5.1 Peso Corporal

Os animais foram pesados semanalmente no decorrer das 8 semanas de
tratamento com a finalidade de analise da variagdo da massa corporal, desde o inicio ao fim

do experimento.

3.5.2 Propriedades Biomecanicas do Fémur

As propriedades biomecanicas do fémur direito foram obtidas a partir de ensaio
mecanico (compressdo Ossea) da cabeca do fémur realizado no Laboratério de
Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar em uma maquina
de ensaio universal Instron (modélo 4444) (Figura 6).

Doze horas antes da retirada da cabeca do fémur para o ensaio, os ossos foram
descongelados a temperatura ambiente ¢ mantidos em solucdo salina até o momento da

realizag¢ao dos cortes.
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Figura 6 - Maquina de Ensaio Universal (Instron 4444) durante o ensaio de
compressao da cabega do fémur. A, célula de carga ligada a ponte de
extensometria; B, haste cilindrica para aplicacdo de carga (forca); C,
0sso0; D, suporte; E, painel de controle
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Figura 7 - Detalhe do ensaio de compressao da cabeca do fémur

“

Figura 8 - Foto ampliada do fémur para retirada da cabeca
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Para o teste de compressdo, as cabecas dos fémures foram retiradas da regiao
do colo femural e através de dois cortes paralelos (Figura 8), retiradas as corticais, garantindo
assim o ensaio somente do osso trabecular. Para os cortes foi utilizada uma cortadeira
metalografica com discos diamantados ISOMET 1000 — marca BUEHLER® . A compressio
foi realizada utilizando-se uma haste cilindrica de 0,7 mm de didmetro, carregada com célula
de carga de 100 Kgf com velocidade constante de 5 mm/min. A for¢ca aplicada e o
deslocamento foram monitorados e registrados através de um “software” proprio do
equipamento. A partir destes dados foram obtidos as curvas forg¢a versus deformacgdo e
determinados os pardmetros biomecanicos tais como for¢ca méaxima, deslocamento maximo,

resiliéncia, tenacidade e rigidez, para a andlise da qualidade ossea.

3.5.3 Propriedades Fisicas do Fémur

Apos o teste de compressdo da cabega do fémur, os ossos foram colocados em
agua destilada e levados ao dessecador onde permaneceram por 24 horas, com a finalidade de
ser retirado o ar existente nos poros 0sseos. Foram verificados as seguintes medidas de peso
do osso: peso imerso (Pi) e peso timido (Pu). A seguir , os ossos foram colocados em estufa a
100° C durante 24 horas para serem desidratados, para, em seguida determinar-se o peso seco
(Ps). Para a obtencdo do material mineral, os ossos foram colocados em uma mufla a 800°C
durante 24 horas, do qual também se verificou o peso das cinzas (P) (CANOTILHO, 1996).
Para obten¢do de todas as medidas citadas, foi utilizada balanca eletronica (marca Chyo).

Com base nestes dados, o volume 6sseo foi calculado seguindo o principio de
Arquimedes, e a partir deste as densidades 0ssea e mineral puderam ser calculadas, como
também os percentuais 0sseos de dgua, material organico e material mineral conforme as

formulas abaixo (MARTIN, 1990).
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Volume Osseo = Peso Umido — Peso Imerso (cm?)
Densidade da Agua

Densidade Ossea = Peso Umido (g/cm3)
Volume

Densidade Mineral = Peso Cinzas (g/cm’)
Volume

Percentual Osseo de Agua = 100 x (Peso Umido — Peso Seco) (%)
Peso Umido

Percentual Osseo de Material Organico = 100 x (Peso Seco — Peso Cinzas) (%)
Peso Umido

Percentual Osseo de Material Mineral = 100 x (Peso Cinzas) (%)
Peso Seco

3.5.4 Analise Histomorfométrica

As extremidades distais dos fémures direitos seguiram o protocolo para
histologia do tecido 6sseo calcificado utilizado pelo Laboratorio de Fisiopatologia Renal da
Faculdade de Medicina da USP, com a supervisao da Prof* Dr* Vanda Jorgetti (Metabolismo
Osseo).

1- Fixacdo: amostra 6ssea mantida em etanol a 70% por 3 dias a 4° C.
2- Desidratagdo: permanéncia em etanol a 100% por 3 a 5 dias a 4° C.
3- Tolueno: permanéncia em tolueno por um dia a 4° C.

Penetracdo pela resina: a 4° C por 3 a 5 dias cada fase

- permanéncia em Solucao A (75% Metilmetacrilato e 25% Dibutiftalato )
- permanéncia em Solugdo A + perdxido de benzoila a 1%

- permanéncia em Solugdo A + perdxido de benzoila a 2%
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4- Transferéncia da amostra para uma estufa a 37°C por 48 horas até o endurecimento
do bloco.

5- Preparacdo do bloco

6- Microtomia: Em micrétomo de impacto com navalha de tungsténio JUNG
(modelo K), foram realizadas sec¢des do bloco em cortes histologicos de 5 a 7 um
para a coloragdo (analise dos pardmetros estaticos na histomorfometria) e cortes de
10 um ndo corados para fluorescéncia (pardmetros dindmicos).

Os cortes foram colocados em laminas gelatinadas e esticados com alcool 50% e
100%. Apds a microtomia as ldminas foram colocadas em estufa a 27° C por cerca
de 12 horas.

7- Desplastificagdo: Os cortes foram desplastificados em Metilmetacrilato puro por

20-40 mimutos ¢ em seguida desidratados em Etanol absoluto. Reidratados em
Etanol 50% e por fim agua destilada.
A partir deste estagio o material desplastificado ¢ corado com azul de toluidina

0,1% por cerca de 10 minutos, clareado no tolueno e montado.

Para realizacdo da histomorfometria, foi utilizado um microscopio Nikon
Labophot-2A com aumento de 20x1,25x10, com cursor, com cadmera de video e placa
digitalizadora, ¢ o “software” Osteomeasure (Osteometrics, Inc.). As medidas foram
realizadas em vinte campos na area da epifise distal dos fémures, 0,5 mm da placa de
crescimento epifisaria, eqiiidistante das duas corticais. As imagens histologicas foram
desenhadas com auxilio do cursor sob a placa digitalizadora, captadas pela camera e
transmitidas para o “sofiware” para analise quantitativa das estruturas e estudo da

microarquitetura do tecido dsseo.
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A histomorfometria dos parametros estaticos foi feita com andlise semi-
automatica (Osteomeasure). As denominagdes dos parametros medidos, traduzidos para o
portugués, assim como as abreviaturas (ndo traduzidas), seguiram a nomenclatura

padronizada pela American Society of Bone and Mineral Research (PARFITT, 1987 b).

Foram analisados os seguintes parametros histomorfométricos estaticos:

1. Volume o6sseo (BV/TV %): percentual do volume ésseo total (medula e
trabéculas) constituido por osso trabecular, mineralizado ou ndo.;

2. Espessura trabecular (Tb. Th um): espessura das trabéculas dsseas.

3. Separagao trabecular (Tb.Sp um): distancia entre as trabéculas 6sseas

4. Numero de trabéculas (Tb.N/mm): numero de trabéculas ¢sseas por milimetro

de tecido, sendo também um indice que expressa a densidade trabecular.

No presente estudo foi realizada a marcagdo com tetraciclina, porém devido ao
congelamento dos ossos ndo foi possivel uma leitura clara, ndo permitindo a obtencdo dos

indices histomorfométricos dindmicos.

3.6 Analise Estatistica

Os valores de todas as determinagdes sdo expressos como média = E.P.M e
foram consideradas diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significincia. A analise
estatistica para a determinagdo do modelo de osteoporose induzida pela ovariectomia
comparou grupo intacto (ndo ovariectomizado) com grupo OVX (ovariectomizado) e para a
determinagdo da atuagdo do US pulsado de baixa intensidade comparou grupo US

(ovariectomizado e estimulados) com grupo Sham OVX (ovariectomizado e estimulagdo
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ficticia), utilizando teste-t ndo pareado ou seu correspondente nado-paramétrico Mann-
Whitney, seguindo os critérios de normalidade e homocedacidade (GraphPad Instat v. 3.00,

GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

3.7 Norma Metodolégica
As citacdes, referéncias bibliograficas, estrutura e composi¢do deste trabalho
seguiram a Norma 10520/2002 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). As

referéncias estdo conforme a NBR 6023 e as citagdes segundo a NBR 10520 (DUPAS, 2004).
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4 RESULTADOS

4.1 A Ovariectomia

A eficacia da ovariectomia foi observada no momento do sacrificio com a

atrofia uterina.

4.2 Peso Corporal

Os dados de ganho de peso corporal dos animais ovariectomizados sham (30 e
20 min.) ndo estimulados mostraram um aumento quando comparados com os animais
intactos (30 ¢ 20 min.) (p=0,0433 e p=0,0009). O ganho de peso corporal ndo foi
influenciado pelo US, tanto nos tratados por 20 ou 30 minutos demonstrado na Tabela 1 e

Figura9e 10.

Tabela 1 : Peso Corporal Inicial e Final e Ganho de Peso dos animais dos diferentes grupos

experimentais (Média = EPM)

Peso Corporal Peso Corporal Ganho de Peso
Inicial (g) Final (g) Corporal (g)
Inta 30 226,00 £ 9,04 259,00 £ 8,76 33,00 £2,45
Sham 30 241,40 + 7,68 288,80 £ 7,75% 47,40 + 6,08+
US 30 242,00 £ 6,02 281,00 £ 7,08 39,00 £ 6,04
Inta 20 246,00 £ 6,99 277,50 £ 7,11 31,50 £ 2,09
Sham 20 231,00 £ 5,67 280,87 £ 4,75 49,20+ 3,12@
US 20 233,80 £ 5,94 276,20 £ 4,87 42,46 + 5,39

P <0,05 * vsinta 30 (n=7) ¢ @ vs inta 20 (n=3)
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As Tabelas 2 e 3 ¢ a Figura 11 apresenta os parametros fisicos da cabeca do

fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Tabela 2 - Parametros Fisicos da Cabeca do Femur dos animais dos diferentes grupos
experimentais (Média = EPM)

Peso Umido Peso Imerso Peso Seco Peso Cinzas  VolumeOsseo
() (g) () () (cm’)

Inta 30 0,0334+0,0012 0,0125%+0,0005 0,0216 +£0,0009 0,0143 £0,0007 0,0209 £ 0,0009
Sham 30 0,0344 £ 0,0005 0,0129 £ 0,0002 0,0212 +0,0005 0,0142 +£0,0005 0,0215 £ 0,0003
US 30 0,0351 £0,0010 0,0125+0,0004 0,0211 £0,0007 0,0140 £0,0004 0,0226 £ 0,0008
Inta 20 0,0357+0,0012 0,0126 £0,0005 0,0227 £ 0,0008 0,0148 £0,0006 0,0231 £0,0008
Sham 20 0,0325 +0,0006 0,0132+0,0009 0,0202 £ 0,0003 0,0136 +£0,0002 0,0193 £+ 0,0007@
US 20 0,0313+£0,0002 0,0144+0,0012 0,0191 £0,0003 0,0128 £0,0002 0,0170 £0,0013

P <0,05 @ vs inta 20 (n=8)

Tabela 3 - Parametros Fisicos da Cabeca do Femur dos animais dos diferentes grupos
experimentais: Densidade Ossea (D.Ossea), Densidade Mineral (D.Mineral), Porcentagem de
Agua (% de Agua), de Material Organico e de Material Mineral ( Média + EPM).

Grupos D. Ossea D. Mineral % de Agua % Material % Material
Organico Mineral
Inta 30 1,60 £ 0,0212 0,6864 £ 0,0154 35,46 +0,9407 21,67 £0,4582 42,86 +0,7398
Sham 30 1,60 £0,0087 0,6607 £0,0213 3835 +0,8813" 20,43 +0,7869 40,28 +0,862"
UsS 30 1,56 + 0,0279# 0,6255+0,0166 39,78 +£0,8029 20,18 +£0,6280 40,04 +£0,5434
Inta 20 1,55+ 0,0100 0,6416 £0,0197 36,50 + 0,4633 22,04 £ 1,1175 42,86 + 0,739
Sham 20 1,71+ 0,0823 0,7175 £0,0331  37,77+0,7973¢ 19,48 +0,4085% 40,88 + 0,500
UsS 20 1,91+ 0,1448 0,7779 £ 0,0563 39,05 £ 0,5357 20,05 +0,4301 40,90 +£0,4919

P <0,05 * vsinta 30 (n=7), @ vs inta 20 (n=8) e # vs sh 30 (n=06)
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Quanto aos parametros fisicos da cabega do fémur observou-se uma
diminui¢do de material mineral e organico do grupo sham 20 em relacdo ao inta 20, e uma
diminui¢do de material mineral do sham 30 em relagdo ao inta 30. Tais reducdes foram
compensadas pelo aumento da porcentagem Ossea de adgua dos animais ovariectomizados
sham 20 e sham 30 em relacdo aos respectivos intactos (Tabela 3).

Em relacdo ao volume e densidade dssea, observou-se diminui¢do do volume
6sseo do grupo inta 20 em relagdo ao sham 20 e diminui¢do da densidade 6ssea do grupo US

30 em rela¢do ao sham 30, como mostram as Tabelas 2 ¢ 3

4.4 Parametros Biomecanicos

A Tabela 4 ¢ a Figura 12 apresentam os parametros biomecanicos da cabeca do

fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidos com o teste de compressao.

Tabela 4 - Parametros Biomecanicos da Cabeca do Femur dos animais dos diferentes grupos
experimentais: Forca Maxima (For¢a Max.), Deslocamento Maximo (Desloc. Max.),

Resiliéncia, Tenacidade e Rigidez (Média = EPM).

Grupos Forca Max. Desloc. Max.  Resiliéncia Tenacidade Rigidez
(N) (cm) x 107 J)x 107 (Mpa) x 107 (N/mm)
Inta 30 5481+1,67  375,7+0,0312 7,90+0,0005 3,20 +0,0002 284,97 + 16,46
Sham 30 39,06+£5,84  280,0£0,0228 6,200,005 250400003  261,52+21,47
US 30 35,75+2,89  341,7+0,0332 5,90 +0,0006 2,20 +0,0002 226,52 + 29,55
Inta 20 4781 +£10,48  328,6+0,0440 6,30+0,0008 3,10 % 0,0003 294,81 + 34,14
Sham 20 33,8542,15¢  388,2+0,0370 6,00+0,0011  240+0,0001¢ 234,19 +10,32¢
US 20 3550+2,60  230,0£0,0289"  520+0,0015 2,40+ 0,0002 278,58 + 4,12

P <0,05 * vsinta 30 (n=7) , @ vs inta 20 (n=8) e # vs sh 20



Densidade Ossea (g/cm %)

% de Agua

64

2,5
’ A
00, B
2 4
# 2
o
1,5 3 0,6
®
14 s
[]
§ 0,3 -
0,5 4 -
c
[
(=]
0 0
Inta 30 Sham 30 US 30 Inta20 Sham 20 US 20
Inta30 Sham30 US30 Inta20 Sham20 US 20
501 C 30 D
40 *
@ 8 @
& 20
30 S
o
K]
20 - g
< 10
10 - ®
0 0
Inta30 Sham30 US30 Inta20 Sham20 US 20 Inta30 Sham30 US30 Inta20 Sham20 US 20
50 - E
@
+ +
40 - ==
T
[
£
S 30
s
2 20
=
X 40
0

Inta 30 Sham 30

US 30 Inta20 Sham 20 US 20

Figura 11 Média + EPM da Densidade Ossea (A), Densidade Mineral (B), Porcentagem de
Agua (C), Porcentagem de Material Orgéanico (D) e Porcentagem de Material Organico(E) do
corpo de prova da cabeca do fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais.

p<0,05 # vs Sh 30 (n=6), * vs INTA 30 (n=7), @ vs INTA 20 (n=8).



Forga Maxima (N)

Resiliéncia (J)

80

60

40 -

20

0,01 4

0,008 -

0,006

0,004 -

0,002 -

65

A 0,5 B
0,4 1
* E 0,3 p
% N #
@ s
g 02
]
[
a
0,1
o .
Inta30 Sham30 Us 30 Inta20 Sham 20 US 20 Inta30 Sham 30 US 30 Inta20 Sham 20 US 20
D
C 0,0036 -
0,003 - * @
g
s 0,0024 -
[}
T 0,008
ke
Q
2 000121
S ,
'_
0,0006 -
04
Inta 30 Sham 30 uUs 30 Inta20 Sham 20 Us 20 Inta30 Sham 30 us 30 Inta20 Sham 20 UsS 20
350 - E
3001 T T #
- I T L @ =
£ 250 | T ‘|' -
£ T
£ 200 J_
N
3 150
>
X 100
50
0

Inta30 Sham 30 US 30 Inta20 Sham 20 US 20

Figura 12 Média + EPM da For¢ca Maxima (A), Deslocamento Méximo (B), Resiliéncia (C),
Tenacidade (D) e Rigidez (E) do corpo de prova da cabeca do fémur dos animais dos
diferentes grupos experimentais. p<0,05 # vs Sh 20 (n=12), * vs INTA 30 (n=7), @ Vs
INTA 20 (n=8)



66

Quanto aos resultados do teste biomecanico, as propriedades mecanicas da
cabec¢a do fémur apresentaram uma redugao da for¢a maxima dos grupos inta 20 e inta 30 em
relacdo aos respectivos grupos sham (Tabela 4).

Em relagdo a resiliéncia ndo foram observadas diferengas quando se comparam
os diferentes grupos, porém, quanto a tenacidade observou-se uma diminui¢ao significativa
dos grupos sham 20 e 30 em relagdo ao inta 20 ¢ 30 . Também foi observado um menor
deslocamento maximo acompanhado de maior rigidez no grupo US 20 em relagdo ao grupo

sham 20 (Tabela 4) .

4.4 Parametros Histomorfométricos

A Tabela 5 e a Figura 13 apresentam os parametros histomorfométricos da
regido distal do fémur dos diferentes grupos experimentais.
Tabela 5 - Parametros Histomorfométricos da regido distal do fémur dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Volume Osseo (BV/TV), Separagio das Trabéculas (TbSp),
Numero de Trabéculas (TbN) e Espessura de Trabéculas (TbTh) (Média + EPM).

Grupos BV/TV (%) TbSp(nm) TbN(/mm) TbTh(um)
Volume Osseo Sep. Trab N° Trab. Espes. Trab.

Inta 30 48,37 +3,12 69,34 +3,93 747 +0,33 66,03 £ 6,18
Sham 30  3236+321 132,64+ 18,55 5,40 + 0,45 59,84 + 2,84
US 30 26,21+ 1,53 152,47 £ 8,10 4,84+0,19 54,62 + 3,35
Inta 20 39,91 £ 1,67 87,29 + 3,45 6,87 + 0,09 58,31 2,33
Sham 20 31,14+ 2,52¢ 121,58 +11,72@ 5.53+0,26% 66,28 +2,75¢
US 20 27,97 + 3,50 177,75 + 43,61° 4,60+ 0,57 60,67 + 1,71

P<0,05 *vsinta30 (N=7), @ vs inta 20 (N=8) , # vs sh 30 (n=6) ¢ @ vs sh 20 (n=12)
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Através da andlise histomorfométrica do osso trabecular, nos grupos sham nos
tempos de 20 e 30 minutos, foram observadas diminui¢des na relacio BV/TV — volume 6sseo,
e redu¢do do TbN — nimero de trabéculas, como também nos pardmetros TbSp — separagao
entre trabéculas quando comparado aos respectivos intactos. Quanto a TbTh — espessura das

trabéculas houve um aumento do grupo sham 20 quando se compara com inta 20 (Tabela 5) .
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5 DISCUSSAO

A ovariectomia sendo um procedimento cirtrgico de simples realizacdo cujos
efeitos sobre o esqueleto do animal se manifestam rapidamente, permite a possibilidade de
estudos de eventos associados a osteoporose pos-menopausal. (MILLER, BOWMAN e JEE,
1995). Também, a escolha deste modelo animal baseou-se no fato de ocorrerem alteracdes
semelhantes as que ocorrem na rede trabecular observadas no esqueleto humano quando da
deficiéncia estrogénica (MOSEKILDE, 1995).

A utilizagdo de ratas ovariectomizadas em nosso estudo vem mais uma vez
confirmar a eficacia do modelo de osteopenia induzida pela ovariectomia, modelo este
descrito por Kalu (1991), demonstrando que a deficiéncia hormonal ovariana ocasionou um
maior ganho de peso corporal e uma perda dssea significativa, quando comparamos animais
intactos e ovariectomizados (WRONSKI et al., 1987; FROSTe JEE, 1992).

O maior ganho de peso corporal em ratas ovariectomizadas, estatisticamente
significativo, quando comparado com ratas intactas, observado em nosso trabalho, vem
confirmar o preconizado na literatura quando se refere ao ganho de peso corporal em ratas
ovariectomizadas em conseqiiéncia do aumento da quantidade de gordura e nio pelo aumento
de massa magra, indicando que este aumento deve ser devido a um mecanismo de
compensagdo da perda 6ssea induzida pela ovariectomia, aumentando o estresse mecanico
sobre os o0ssos.(KALU, 1989; DANIELSEN, MOSEKILDE, SVENSTRUP, 1993;
THOMPSON et al., 1995).

Os nossos resultados mostram que o ganho de peso corporal ndo foi
influenciado pelo ultra-som tal qual ficou demonstrado anteriormente por WARDEN e
colaboradores. (2001a).

A ovariectomia induziu a osteopenia quando se observou a redugdo dos

percentuais 6sseos (Tabelas 2 e 3) demonstrado pela diminuicdo do conteudo mineral dsseo
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compensado pelo aumento do teor de agua do osso, como ja& determinado na literatura
(KALU, 1991; PENG et al., 1994; COXAM et al., 1996).

Nos utilizamos o osso trabecular para a determinagdo das propriedades dsseas
em nossos estudos pois, muito embora a osteoporose seja caracterizada como uma patologia
sistémica com reducdo da massa 6ssea (osteopenia) e deterioragdo microarquitetural do tecido
Osseo (cortical e trabecular), o osso trabecular se mostra mais sensivel as mudancas
metabolicas tais como a deficiéncia estrogénica resultando em perda de massa 6ssea mais
rapidamente que no osso cortical, o que determina uma diminui¢ao do conteudo mineral dsseo
responsavel pela forga suportada por ele. ( KALU, 1991; SOGAARD et al, 1994;
MANOLAGAS e JILKA, 1995; MOSEKILDE, DANIELSEN e KNUDSEN, 1993). Estas
alteracdes diminuem também o nimero de trabéculas e perda da conectividade entre elas
(PENG et al.,, 1994, DEMPSTER et al., 1995; THOMPSON et al., 1995; SHEN e
WRONSKI, 1997). Sendo ainda de grande importancia a contribuicdo do osso trabecular do
ponto de vista mecanico, pois ¢ demonstrado que em corpos vertebrais o o0sso trabecular
suporta aproximadamente a metade da carga imposta a ele, e transmite tal for¢ga mecanica a
sua cortical.

O tecido trabecular quando comprometido por patologias que deterioram-no,
torna estas regides Osseas frageis, ndo respondendo satisfatoriamente a agdo mecanica. Para
tanto, escolhemos a regido da cabeca e distal do fémur para a determinagdo de pardmetros
fisicos, biomecanicos e histomorfométricos. Pudemos observar redugdo de material mineral
acarretando reducdo da for¢ca maxima, deslocamento maximo, tenacidade e rigidez associado
a deterioragdo da microarquitetura do osso trabecular. Os resultados da andlise das
propriedades fisicas e biomecanicas corroboram as diferengas estruturais demonstradas pela

histomorfometria quando observamos uma maior separagao entre as trabéculas dsseas, o que
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caracteriza maior reabsor¢ao Ossea, acompanhado da redug¢ao do volume 6sseo € numero de
trabéculas no grupo de animais ovariectomizados quando comparados ao grupo de intactos.

Também, diferentemente do que tem sido realizado por grande parte dos
estudos anteriores, a nossa analise se restringiu apenas as propriedades do osso como material
e ndo como estrutura. Nestes estudos, quando se analisa ossos inteiros, 0 comportamento
mecanico ndo depende apenas da massa do tecido e de suas propriedades materiais, mas
também de sua geometria e arquitetura (EINHORN, 1992).

Desta forma, também utilizamos o ensaio de compressdo, ja que o ensaio de
flexdo ¢ o mais indicado para testar propriedades mecanicas do fémur (estrutura) quanto a
regido cortical, o que ndo era nosso objetivo, pois tal ensaio ndo evidenciaria alteragcdes das
propriedades mecanicas devido a ovariectomia, isto ¢, mudangas mais pronunciadas no 0sso
trabecular. E uma regido com predominancia de osso cortical. (MOSEKILDE et al, 1994;
SOGAARD et al, 1994, MOSEKILDE, DANIELSEN e¢ KNUDSEN, 1993), seria menos
sensivel ao estimulo ultrassonico.

Em nosso estudo, o ultra-som pulsado de baixa intensidade em fémur de ratas
ovariectomizadas ndo evitou a osteopenia. Isto ficou demonstrado quando se comparou os
resultados obtidos quanto as propriedades fisicas, biomecanicas e histomorfométricas dos
animais dos grupos sham e US, tanto nos tempos de 30 quanto de 20 minutos. Onde, mesmo
ocorrendo uma redug@o do deslocamento maximo e aumento da rigidez no grupo US com 20
minutos de estimulagdo, indicando uma atuacdo benéfica, esta variagdo porém, ndo foi
confirmada pela andlise histomorfométrica, que mostrou aumento da separagdo trabecular,
indicando a nao atuacdo do US pulsado de baixa intensidade de impedir a reabsor¢ao 6ssea.

Tais resultados, que evidenciem a acdo do US pulsado de baixa intensidade
evitando a osteopenia, ainda nao foram demonstrados na literatura, apenas a utilizagdo do US

em osteoporose de ratas, onde também nao foi encontrado efeito benéfico significativo do US
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(SPADARO e ALBANESE, 1998; WARDEN, et al., 2001a; CARVALHO e CLIQUET,
2003).

Os resultados estatisticamente nao significativos do presente estudo discordam
daqueles encontrados por Arai et al. (1993), que demonstraram efeitos anabdlicos do US
pulsado de baixa intensidade em pacientes osteopordticos, sem fraturas. Muito
provavelmente, tais efeitos se devem ao fato de ter sido um estudo de caso nao controlado
realizado com um numero muito reduzido de pacientes (n=5).

Os nossos resultados também se opdem aqueles encontrados por CARVALHO
e CLIQUET JR (2003) quanto a for¢a maxima, mesmo tendo sido utilizado os mesmos
parametros para o ultra-som, mas em tal estudo os animais que ja apresentavam um quadro
de osteoporose estabelecido.

Entretanto, nossos resultados concordam com os de SPADARO e ALBANESE
(1998), que demonstraram a ndo influéncia do US pulsado de baixa intensidade em ossos
longos de roedores em crescimento, por ndo observarem melhora da densidade mineral 6ssea
de tais ossos. Porém, seus estudos foram realizados em ratos sadios e ndo com osteopenia
induzida, que também discordaram dos resultados encontrados por WARDEN e
colaboradores (2001a), sendo portanto resultados limitados quanto a avaliagdo do US sobre a
osteoporose.

No nosso estudo, o US pulsado de baixa intensidade foi utilizado devido a sua
atuacdo positiva comprovada sobre a regeneracdo dOssea em casos de fraturas, onde seus
efeitos estdo melhor estabelecidos, pois o osso responde a agdo de cargas mecanicas devido a
sua propriedade piezoelétrica, remodelando assim o osso fraturado. A atuagao benéfica do US
em fraturas 6sseas deve-se principalmente ao fato de que o US sendo uma onda de

compressdo que gera correntes de velocidades altas que originam forgas de cizalhamento nas
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membranas celulares, altera o transporte e conseqiientemente a concentracdo de ions no
interior das células, com mudangas da resposta celular, levando ao reparo das fraturas.

Este efeito também pode ser observado em estudos com US no reparo de
fraturas ocorridas em o0ssos osteoporoticos, confirmando sua atuagdo na consolidagdo de
fraturas.

Também, a atua¢do do US no reparo de fratura é comprovada por sua acao
sobre o sistema vascular local e conseqlientes mudangas da concentracdo de nutrientes e
metabolitos, acelerando o processo de reparo 6sseo (XAVIER e DUARTE, 1983).

O fato de sua atuagdo influenciar o reparo 6sseo ¢ ndo o remodelamento dsseo,
deve estar baseado nas propriedades acusticas do 0sso, que quando intacto atenua a energia do
ultra-som, sendo insuficiente para induzir mudangas das propriedades estruturais ¢ materiais
do osso, como também na intensidade e freqiiéncia do US utilizado. Mas, quando fraturado,
sua integridade comprometida diminui a atenuagdo ao US, entdo este atua em camadas mais
internas do volume 6sseo estimulando a osteogénese (WARDEN, et al., 2001a).

Possivelmente em nosso estudo, onde a osteopenia ainda ndo se caracterizava,
como era nosso objetivo, j& que se iniciou a estimulacdo ultrassonica 24 horas apods a
ovariectomia, o efeito ndo positivo esteja também relacionado a intensidade e freqiiéncia do
US utilizado. Estudos anteriores sugerem a necessidade de utilizacdo de intensidades e
freqliéncias maiores, ja que a atenuagdo Ossea caracteristica, consideraria freqiiéncia menores
como forca estitica, ndo respondendo satisfatoriamente, pois o0 o0sso responde
preferencialmente a cargas dinamicas (TURNER, 1998).

Quanto ao tempo de estimulagdo, os resultados ndo demonstraram diferengas
significativas quanto a perda ossea, que impedissem portanto a osteopenia, sugerindo ainda

um possivel efeito deletério com 30 minutos de estimulacao.
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Hé4 também que se considerar, quanto a consolidacdo de fraturas, estudos
anteriores realizados com ultra-som terapéutico de 1MHz, isto ¢, aquele com intensidades
aplicadas na pratica clinica fisioterapéutica, com intensidade entre 0,03 w/cm’® (SATA) a
0,5w/cm’, demonstraram eficicia em induzir a osteogénese ¢ promover o reparo e/ou
regeneragdo de fraturas e prevenir a nao unido 6ssea. Estudos na tentativa de otimizagdo dos
parametros deste tipo de ultra-som demonstram também que intensidades acima de 0,5 w/cm”
podem resultar em efeitos deletérios ao processo de reparo 6sseo (REHER et al., 1997;
SMITH et al., 2001; HARLE et al., 2001; LYON; LIU; MEIER, 2003).

Porém estes estudos sdo focados na regeneracao ossea de fraturas. Nao existem
ainda, relatos na literatura do uso de tal faixa de intensidades do US teraputico em
osteoporose ¢ osteopenia.

Também a ndo atuagdo positiva do US impedindo a perda 6ssea no corrente
estudo deve ter sua explicagdo baseada no mecanismo biofisico da ag¢do do ultra-som, porém
este mecanismo ainda ndo foi descrito na literatura.

Portanto ha a necessidade de novas investigagdes no sentido de otimizar a
utilizagdo do US quanto a intensidade e freqiiéncias que ndo s6 promovam o reparo de
fraturas resultantes da fragilidade dssea caracteristica da osteoporose, mas também atuem na

prevencao desta perda Ossea, isto ¢, na osteopenia.



75

6 CONCLUSOES
O ultra-som pulsado de baixa intensidade na freqiiéncia e intensidade utilizadas
ndo resultou em mudangas que evitassem a perda Ossea caracteristica em ratas

ovariectomizadas.

A ovariectomia resultou em osteopenia dos animais analisados.

Os tempos de 20 e 30 minutos didrios de estimulagdo ultrassonica nao

resultaram em efeito positivo do US impedindo a osteopenia induzida pela ovariectomia.
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