ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 528

AVALIACAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DO REPARO OSSEO
EM TIiBIAS OSTEOTOMIZADAS DE RATOS (Rattus novergicus albinus),
SUBMETIDAS A TRATAMENTO COM ULTRASSOM, FRENTE A PRESENCA E
AUSENCIA DE CARGA.

Priscila Silvério Meira'*

Mario Jefferson Quirino Louzada®
Juliana de Carvalho Apolinario
Tetuo Okamoto®

Silvia Helena Venturoli Perri’
Cristina Maria Ribeiro Monteiro’
Maércia Marinho’

RESUMO

A resposta do metabolismo Osseo esta diretamente relacionada a fatores hormonais e ao
estimulo mecanico que o 0sso esta exposto. A energia ultrassonica no reparo 6sseo t€m se
mostrado de fundamental importancia para o estimulo e melhora na qualidade do tecido
neoformado. O objetivo deste estudo foi analisar a acdo do ultrassom de baixa intensidade no
reparo 6sseo de tibias osteotomizadas de ratos submetidos a suspensao pela cauda, por meio
da analise histologica e histomorfométrica. Dezoito Rattus novergicus albinus, Wistar,
adultos foram divididos em trés grupos, dispostos da seguinte maneira: G1 (n=6), que
permaneceram livres por um periodo de 15 dias; G2 (n=5), suspenso pela cauda por um
periodo de 15 dias e G3 (n=7), suspensos pela cauda por um periodo de 36 dias. Em todos os
trés grupos, ambas as tibias foram submetidas a lesdo dssea mono cortical de 4x2 mm na
regido medial da diafise, sendo o membro esquerdo utilizado como controle € 0 membro
direito submetido ao tratamento com ultrassom (US). A tibia direita foi tratada com ultrassom
pulsado na frequéncia de 1,5 MHz, ciclo 1:4, 30mW/cm?, por 12 sessdes de 20 minutos cada.
As amostras das tibias foram submetidas a analise histologica, as cegas, com microscopia de
luz comum e a analise histomorfométrica, pelo software especifico Image-pro 6.1. As médias
percentuais de neoformagdo Ossea foram submetidas a analise de varidncia em parcela
subdividida e teste de comparagdo multipla “Student-Newman-Keuls” (SNK), com nivel de
significancia de 5%. Os valores das médias e desvios padrdo da porcentagem de 0sso
neoformado para os grupos, demonstraram menor quantidade no reparo 6sseo do G1t(13,62%
+ 4,88%) - Glc (8,68% = 4,16%) quando comparado aos grupos G2t (27,17% £+ 11,36%) - G2¢
(10,10% * 7,90%) e G3t (23,19% + 5,61%) - G3c (15,74% £7,08%). No entanto, os valores das
médias e desvios padrao da porcentagem de osso neoformado do reparo nas tibias tratadas dos
G2t e G3t foram significantemente maiores quando comparados ao reparo das tibias do grupo
controle (G2¢ e G3c¢). Pelo exposto, conclui-se que o ultrassom contribuiu para acelerar o
reparo 0sseo, tanto na presenca como na auséncia de carga.

Palavras-chave: regeneragio 6ssea, simulacdo de auséncia de peso, ultrassom de baixa intensidade.
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HISTOLOGIC AND HISTOMORPHOMETRIC EVALUATION OF BONE REPAIR
TIBIAE OF OSTEOTOMY IN RATS (Rattus norvegicus albinos) UNDERGOING
TREATMENT WITH ULTRASOUND, COMPARED THE PRESENCE AND
ABSENCE OF CARGO.

ABSTRACT

The response of bone metabolism is directly related to hormonal factors and mechanical
stimuli that the bone is exposed. The ultrasonic energy on bone healing have been shown to
be crucial for the stimulation and improvement in quality of newly formed tissue. The aim of
this study was to analyze the action of low intensity ultrasound on bone healing of tibial
osteotomy in rats subjected to tail suspension, through histological analysis and
histomorphometry. Eighteen Rattus norvegicus albinos, Wistar, adults were divided into three
groups, arranged as follows: G1 (n = 6), who remained free for a period of 15 days, G2 (n =
5), suspended by the tail for a period of 15 days and G3 (n = 7), suspended by the tail for a
period of 36 days. In all three groups, both tibias were subjected to mono-cortical bone injury
4X2 mm in the medial region of the diaphysis, and the left limb was used as control and the
right limb undergoing treatment with ultrasound (U.S.). The right tibia was treated with
pulsed ultrasound at a frequency of 1.5 MHz, duty cycle 1:4, 30mW/cm?, for 12 sessions of
20 minutes each. Samples of tibia were subjected to histological analysis, blindly, with light
microscopy and histomorphometric analysis by specific software Image-Pro 6.1. The average
percentage of new bone formation were subjected to analysis of variance in subdivided
parcels and multiple comparison test "Student-Newman-Keuls (SNK), with a significance
level of 5%. The average values and standard deviations of the percentage of newly formed
bone for the groups showed the least amount of bone repair G1t (13.62% + 4.88%) - Glc
(8.68% = 4.16%) compared G2t groups (27.17% = 11.36%) - G2¢ (10.10% = 7.90%) and G3t
(23.19% + 5.61%) - G3c (15.74% + 7 08%). However, the mean values and standard
deviations of the percentage of newly formed bone repair in the tibia treated G2t and G3t
were significantly higher when compared to the repair of tibia in the control group (G2c¢ and
G3c). Consequently, we conclude that ultrasound has helped to accelerate bone repair in both
the presence and absence of cargo

Keywords: bone regeneration, low-intensity ultrasound, simulation of weightlessness.

EVALUACION HISTOLOGICA Y MORFOMETRICA DE REPARACION OSEA DE

TIBIAS DE LA OSTEOTOMIA EN RATAS (Rattus norvegicus albinos) SOMETIDAS

A TRATAMIENTO CON ULTRASONIDO, COMPARANDO LA PRESENCIA Y LA
AUSENCIA DE CARGA

RESUMEN

La respuesta del metabolismo 6seo esta directamente relacionada con factores hormonales y
estimulos mecanicos que el hueso estd expuesto. La energia ultrasonica en reparacion dsea ha
demostrado ser crucial para la estimulacion y la mejora en la calidad de los tejidos recién
formados. El objetivo de este estudio fue analizar la accion de los ultrasonidos de baja
intensidad en la cicatrizacién dsea de la osteotomia tibial en ratas sometidas a la suspension
de la cola, a través del analisis histoldgico y histomorfometria. Dieciocho Rattus norvegicus
albinos, cepa Wistar, adultos se dividieron en tres grupos, dispuestos de la siguiente manera:
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G1 (n = 6), que permanecieron libres durante un periodo de 15 dias, G2 (n = 5), suspendido
por la cola por un periodo de 15 dias y G3 (n = 7), suspendido por la cola por un periodo de
36 dias. En los tres grupos, tanto tibias fueron sometidas a lesion 6ésea mono cortical de 4X2
mm en la region medial de la diéfisis, y la extremidad izquierda se utiliz6 como control y la
rama derecha en tratamiento con ultrasonido (EE.UU.). La tibia derecha se tratd con pulsos de
ultrasonido a una frecuencia de 1,5 MHz, ciclo de trabajo 1:4, 30mW/cm?, durante 12
sesiones de 20 minutos cada uno. Las muestras de la tibia se sometieron a analisis histolégico,
a ciegas, con microscopia de luz y el andlisis histomorfométrico un software especifico
Image-Pro 6,1. El promedio de formacién de nuevos huesos fueron sometidos a analisis de
varianza en parcelas subdivididas y prueba de comparacion multiple " Student-Newman-
Keuls” (SNK), con un nivel de significancia del 5%. Los valores medios y desviacion
estandar del porcentaje de hueso y las articulaciones de los grupos mostrd la menor cantidad
de G1t reparacion osea (13,62% + 4,88%) - Glc (8,68% + 4,16%) en comparacion G2t grupos
(27,17% £ 11,36%) - G2c¢ (10,10% % 7,90%) y G3t (23,19% + 5,61%) - G3c (15,74% + 7
08%). Sin embargo, los valores medios y desviacion estandar del porcentaje de la reparacion
Osea recién formada en la tibia tratada G2t y G3t fueron significativamente mayores en
comparacion con la reparacion de la tibia en el grupo control (G2¢ y G3c¢). En consecuencia,
se concluye que el ultrasonido ha ayudado a acelerar la reparacion de los huesos, tanto en
presencia como en ausencia de carga.

Palabras clave: Regeneracion dsea, simulacion de ausencia de peso, ultrasonido de baja
intensidad.

INTRODUCAO

Sao inimeros os fatores que podem alterar o metabolismo Osseo e consequentemente
sua resposta diante de alteragdes fisiologicas ou patologicas, sendo comum o atendimento de
pacientes portadores de fraturas ndo consolidadas ou com atraso na consolidagdo. E sabido
que estimulos mecéanicos como a contracdo muscular ¢ a descarga de peso corporal,
participam do processo de reparacdo Ossea (1). Johnson (2) afirma que periodos de sete a
quatorze dias de auséncia de contato com o solo sdo suficientes para promover alteragdes
Osseas significativas, principalmente em membros que servem de apoio para o peso corporal
como, por exemplo, o fémur e a tibia. Estas alteracdes ocorrem porque segundo Douglas (3),
a remodelagem Ossea € controlada e ajustada por fatores hormonais, bem como fatores fisicos
como o estresse mecanico. Sendo assim, a hipoatividade provoca reducdes significativas nas
propriedades mecanicas do 0sso, levando ao seu enfraquecimento (4,5).

Dentre os recursos ndo invasivos disponiveis para o tratamento de lesdes Osseas, a
energia ultrassonica tém se mostrado util para estimular e preservar as fungdes fisiologicas da
estrutura celular e para melhorar a qualidade do tecido 6sseo neoformado (6). O ultrassom
transmite a sua energia mecanica por ondas de pressdo acustica de altas freqiiéncias, acima de
16 kHz. Esta energia ¢ transmitida por movimentos das particulas no interior do meio pelo
qual a onda se propaga, sendo necessario um meio eldstico para sua propagagao (7). O meio
irradiado oscila de acordo com a frequéncia do gerador ultrassonico, por efeito piezelétrico,
ao comprimir e expandir a matéria. As deformacdes micromecanicas ocorridas no tecido
0sseo, por acdo do ultrassom, sdo similares aquelas ocorridas sob carga mecanica e passam a
agir como sinalizadores para a formacao de tecido 6sseo (8). Muitos estudos ja mostraram a
eficacia do ultra-som de baixa intensidade (freqiiéncia de 1,5MHz, 30mW/cm2 - SATA, com
intervalos de 200us, freqliéncia de repeticao de 1 KHz e ciclo de trabalhos de 20% ) no reparo
Osseo de defeito dsseo experimental (9-12), no reparo 6sseo em ratas ovarectomizadas (13-15)
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e, no reparo de modelos experimentais de ndo unido de fratura (16). A ag¢do do ultrassom de
baixa intensidade também foi alvo de investigacdo clinica em fraturas tratadas com
manipulagdo e gesso (17), em estudos de cultura de células de osteoblasto (18) e, em células
do estroma medular (19).

Apesar dos estudos demonstrarem que o ultrassom de baixa intensidade tem
participagdo ativa no processo de reparo 0sseo, pouco se conhece a respeito da influéncia
deste tipo de ultrassom no reparo 6sseo em modelos experimentais de ratos suspensos pela
cauda, com o intuito de simular as alteracdes no metabolismo dsseo em paciente exposto a
periodos prolongados no leito ou a ambientes de microgravidade, como por exemplo, as
viagens espaciais (20-22, 5).

A avaliagdo experimental do reparo Osseo utilizando analises densitométricas e
biomecanicas sdo comumente encontradas na literatura. Entretanto, alguns autores tém
relacionado esta metodologia a auséncia de resultados significativos em estagios iniciais de
reparo, pelo baixo conteudo mineral 6sseo e a uma grande quantidade de tecido Osseo
neosintetizado que ainda nao estd totalmente calcificado, nao expressando assim resisténcia
Ossea consideravel (23,24). Desse modo, o objetivo deste estudo foi analisar pela avaliagao
histologica e histomorfométrica o reparo 6sseo de tibias osteotomizadas de ratos submetidos a
suspensao pela cauda tratados com ultrassom de baixa intensidade.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido a apreciagdo e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UNESP/ Campus de Aracatuba - Protocolo n°
2007-002868.

Os animais utilizados foram ratos (Rattus norvegicus albinus), machos, adultos, da raca
Wistar, de massa corporal média 348+14g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aragatuba - SP. Os
animais permaneceram no Laboratorio de Biofisica da Universidade, em gaiolas de
polipropileno padrdo, agrupados em nimero de trés a quatro animais, mantidos em ambiente
com temperatura controlada de 23° C, higienizado, com iluminac¢ao em ciclo claro/escuro de
12 horas, recebendo 4gua e ragio balanceada para rato (Primor”™) ad libidum e em local de
acesso restrito.

Foram criados trés grupos experimentais de forma randomizada, de acordo com o
recebimento dos animais e ao tipo de tratamento: Grupo 1 (G1), constituidos de 6 ratos
submetidos a cirurgia para a realizagdo da lesdo Ossea, permanecendo livres em gaiolas
individuais pelo periodo de 15 dias; Grupo 2 (G2), constituido de cinco ratos submetidos a
cirurgia para realizacdo da lesdo Ossea e a suspensao pela cauda por periodo de 15 dias e o
Grupo 3 (G3), constituido de sete ratos que apos a suspensao por 21 dias, foram submetidos a
cirurgia para a realiza¢do da lesdo 0ssea € novamente suspensos por mais 15 dias .

Em todos os grupos, ambas as tibias foram submetidas a lesdo 6ssea sendo a direita
submetida ao tratamento com ultrassom (US) e a esquerda utilizada como controle.

Cirurgia

Seguindo o protocolo descrito por Riso (12), os animais foram pesados e anestesiados
com a associagdo de ketamina e xilazina nas doses de 100 mg/Kg e 10 mg/Kg,
respectivamente por via intraperitoneal. A lesdao 6ssea monocortical de 4x2 mm foi criada no
terco médio da didfise das tibias direita e esquerda. Durante o pds-operatdrio foi ministrado
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aos animais buprenorfina (0,02 mL/Kg peso vivo de 12/12 horas) pela via subcutanea e dose
unica de pentabiotico (0,035mL/Kg peso vivo) pela via subcutanea (11).

Técnica de Suspensio

Os procedimentos para suspensdo foram baseados na técnica de Silvia e Volpon (5)
modificadas por Apolinario (11). Para a preparacdo da cauda no processo de instalagdo da
suspensdo, os animais do grupo G2 e G3 foram anestesiados com a associagdo de ketamina
(30 mg/kg) e xilazina (3 mg/kg) pela via intramuscular (12). Em seguida, a cauda foi
envolvida por espuma adesiva (Reston”™) desde sua origem até os dois tercos proximais, com
o objetivo de proteger o tecido e evitar fraturas e lesdes cutaneas. Sobre a espuma adesiva foi
aplicada uma bandagem elastica, que foi tencionada homogeneamente envolvendo toda a
espuma. Sobre o envoltério da tira elastica foi utilizado cadarco de sarja, fixado por
esparadrapo, de modo a formar uma alga, que serviu para conectar o animal ao sistema de
suspensdo por meio de uma presilha metalica. O sistema de suspensdo permitiu aos animais
livre movimentacdo com os membros toracicos, mantendo o animal visualmente inclinado
aproximadamente 30 graus em relagdo ao assoalho, (Figura A) (25). Durante todo o periodo
de suspensdo os animais tiveram acesso a agua e racao. Apds os procedimentos de preparagao
da cauda foi aplicado banamine subcutaneo na dose de 2,5 mg/kg. Esta aplicagdo foi realizada
a cada 12 horas por um periodo de trés dias consecutivos (12).
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Figura A. Desenho Esquematico do rato suspenso pela cauda. Fonte: Shimano (25).

Tratamento com Ultrassom

As aplicagdes do ultrassom foram executadas de forma padronizada ocorrendo a
primeira sessdo 24 horas apos a realizacdo do defeito 6sseo, sendo realizadas sessoes didrias
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de 20 minutos cada, com intervalo de 24 horas apds 6 sessdes consecutivas , cumprindo-se
um total de 12 sessoes de tratamento (11). O tratamento com ultrassom foi realizado na tibia
direita, usando gel hidrossolivel como meio condutor.

Eutanasia

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina e a eutandsia foi realizada com
Pentobarbital na dose 1,5 mL, pela via intravenosa. Apds a dissecacdo, os ossos foram
envolvidos em gases umedecidos em soro fisiologico e estocados em “freezer” a temperatura
aproximada de -20° C, para posterior analise histologica (5).

Analise Histologica

As tibias foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado, por 24horas;
descalcificadas em EDTA a 10% - até atingir o ponto de corte e posteriormente submetidas ao
auto-processador, durante 13 horas, seguindo a sequéncia de alcool e xilol; e incluidas em
parafina por meio do auto inclusor. Foram realizados cortes seriados com espessura de Sum,
corados pela técnica de Hematoxilina/Eosina (HE) para analise morfologica e tricomico de
Mallory (TM) para analise morfométrica. Apds o procedimento de confeccdo as laminas
foram examinadas, as cegas, sob microscopia de luz. A regido do defeito dsseo foi localizada
e foram avaliadas e descritas as caracteristicas das trabéculas Osseas e a remodelagdao do
tecido.

Para a andlise histomorfométrica as ldminas foram fotografadas no microscopio
Olympus BX-50" (aumento de 40X) e digitalizas pelo programa DP2-BSW°. As imagens
foram submetidas a padronizacdo especifica do programa Image - pro 6.17 que utiliza cores
diferentes para as areas a serem analisadas. Utilizou-se vermelho para as areas com trabécula
Ossea e amarelo para areas em branco e ou tecidos pouco diferenciados. Apds a marcacao das
cores, 0 “software” quantifica percentualmente a area correspondente de tecido neoformado
em relacdo a area total de tecido presente na lamina (26).

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica. As médias
percentuais de neoformagdo Ossea foram submetidas a andlise de variancia em parcela
subdividida e ao teste de comparacdo multipla “Student-Newman-Keuls” (SNK), com nivel
de significancia de 5%. Para o processamento e analise destes dados foi utilizado o “software”
“Statistical Analysis System” (SAS)®.

RESULTADOS
Analise Histologica
Na analise histologica da maioria dos espécimes pertencente ao lado tratado do Grupol

(G1y) observou-se a presenga de trabéculas dsseas neoformadas ocupando todo o espago entre
a parede Ossea pré-existente (Figura B). Entretanto, em algumas amostras foi observada a

¢ PROGRAMA DP2-BSW. Version 2.2, USA: Programa DP2-BSW, 2008
7" SOFTWARE IMAGE PRO. Version 6.1, Bethesda, MD, USA : Media Cybernetics,2008
8 SAS INSTITUTE. Version 9.1.3, Cary, NC: SAS Institute, 2005
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presenca de delgadas trabéculas Osseas neoformadas, muitas vezes isoladas, ocupando o
espaco entre as bordas do defeito 6sseo. Nos espacos entre as trabéculas neoformadas, notou-
se auséncia de tecido conjuntivo sem diferenciagao Ossea.

No lado controle do Grupo 1 (Gl.) observou-se delgada camada de tecido 0Osseo
neoformado, ocupando toda a extensao da borda da parede dssea pré-existente. Entretanto, em
outros espécimes deste grupo, observou-se a presenga de tecido 6sseo neoformado ocupando
maior espago entre a parede Ossea pré-existente. Verificou-se, no entanto, inimeras espiculas
Osseas isoladas (Figura C). Ressalta-se a auséncia de tecidos 6sseos indiferenciados entre as
trabéculas neoformadas.

Nos espécimes do lado tratado do Grupo 2 (G2,), foi observada a presenca de trabéculas
neoformadas, preenchendo totalmente o espago entre as paredes pré-existentes. Entretanto,
em dois espécimes foram observados na parte lateral das trabéculas, discretas areas ocupadas
por estruturas pouco definidas, com caracteristicas de coagulo em reabsor¢ao (Figura D).
Com relagdo ao lado controle do Grupo 2 (G2.), observou-se em alguns espécimes a presenca
de trabéculas Osseas neoformadas preenchendo totalmente o espago entre os tecidos 0sseos
pré-existentes e, em inimeros pontos, observaram-se ainda trabéculas dsseas isoladas,
notadamente nas areas situadas mais distantes da borda externa. Em outros espécimes
evidenciaram-se, ao lado das trabéculas 6sseas neoformadas, extensas areas ocupadas por
coagulo sanguineo (Figura E). Similarmente ao Grupo 1, observou-se no Grupo 2 a auséncia
de osteoblastos e tecido conjuntivo sem diferenciagdo entre o trabeculado 6sseo neoformado.

Em alguns animais do Grupo 3, no lado tratado (G3;) evidenciaram-se a presenca de
trabéculas 6sseas neoformadas ocupando parcialmente o espago entre as paredes Osseas pré-
existentes. Adjacentes ao trabeculado 6sseo neoformado, observaram-se nestes espécimes
extensas areas ocupadas por estruturas pouco definidas, como também a presenca de coagulo
em degeneragdo. J4 em outros animais deste grupo, o espaco entre as paredes Osseas pré-
existentes encontrava-se ocupado quase que totalmente por trabéculas 6sseas pouco definidas
(Figura F). Foi observado no lado controle de dois animais do Grupo 3 (G3.) a presenca de
delgadas trabéculas ocupando o espago entre as paredes Osseas pré-existentes. Nos demais
casos notaram-se a presenca de trabéculas Osseas neoformadas ocupando parcialmente o
espacgo entre as paredes Osseas pré-existentes. As areas com auséncia de neoformacgdo Ossea
encontravam-se ocupadas por estrutura com caracteristicas de codgulo sanguineo em
degeneracao (Figura G). Outro fato relevante foi a auséncia de tecido conjuntivo sem
diferenciagdo Ossea e osteoblastos entre as trabéculas 0sseas neoformadas observado também
no grupo 3, tanto no lado controle como no lado tratado.

Analise Histomorfométrica
Na Tabela 1 sdo apresentados e comparados os resultados das médias e desvios padrao

da porcentagem de osso neoformado dos membros controle e tratado de cada grupo, obtidos
pela andlise histomorfométrica.
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FIGURAS: (B) Fotomicrografias do G1 tratado: Fechamento do defeito em toda sua extensdo com
presenca de tecido 6sseo neoformado indicados pelas setas, e a cabeca de seta indica a regido com
auséncia de células e tecido em diferenciacdo. Hematoxilina/Eosina. 40x (zoom digital). (C)
Fotomicrografias do G1 controle: As setas pretas indicam as espiculas 6sseas. Hematoxilina/Eosina.
200x. (D) Fotomicrografias do G2 tratado: As setas indicam as areas ocupadas por estruturas com
caracteristicas de coagulo em degeneracgdo. Tricomico de Mallory. 400x. (E) Fotomicrografias grupo
G2 controle: observa se as extensas areas ocupadas por coagulos sanguineos indicado pela seta verde.
Hematoxilina/Eosina. 400x(zoom digital). (F) Fotomicrografias do G3 tratado: As setas indicam as
areas ocupadas por coagulo em degeneracdo e tecidos em diferenciag@o. 200x. Tricomico de Mallory.
(G) Fotomicrografias G3 controle: As setas pretas indicam as delgadas trabéculas sendo preenchida

por extensas areas com codgulos sanguineos, representadas pela seta rosa. Tricomico de Mallory.
200x.
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Tabela 1. Resultados expressos das Médias (X ) e desvio padrdo (S) da porcentagem de osso
neoformado, segundo os grupos.

Porcentagem de osso neoformado (X % S)

Grupo/n Grupos Tratado - tibia direita (Gy) Grupo Controle - tibia esquerda (G,
G1(n=6) 13,62 + 4,88 bA 8,68 £ 4,16 aA
G2(n=5) 27,17 £ 11,36 aA 10,10 £ 7,90 aB
G3(n=7) 23,19 £5,61 aA 15,74 + 7,08 aB
*(p> 0,05)

** G1 defeito 6sseo + ultrassom + nao suspensos; G2 defeito dsseo + suspensdo pela cauda por 15
dias + ultrassom; G3 Suspensao inicial de 21 dias + defeito dsseo + ressuspensdo por 15 dias +
ultrassom.

*** Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si

pelo teste de “Student-Newman-Keuls” (SNK).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Segundo Silva (27), existe a necessidade de se compreender e manipular as for¢as que
agem sobre o corpo humano e simultaneamente influenciam o movimento, visando identificar
os fatores de risco, estabelecer medidas preventivas, como também instituir medidas
terapéuticas de reabilitacdo adequada ao enfraquecimento 0sseo provocado pela inatividade.
No entanto a capacidade do tecido 6sseo de responder aos estimulos biomecanicos, ndo esta
relacionada somente com a quantidade de osso presente, mas também com a sua
microestrutura (28). Entretanto destaca-se a grande importancia de pesquisas relacionadas
aos assuntos abordados neste estudo.

No presente estudo, a avaliagdo histoldgica das amostras de tibias tratadas do Grupo 1
ndo demonstraram diferencas consideraveis, quando comparado ao grupo controle. Observou-
se neste grupo tanto no lado tratado como no controle a presenca de delgadas trabéculas
neoformadas ocupando todo o espaco entre as bordas do defeito 6sseo preexistente, o que
pode indicar a formagdao de um calo de fixacdo externa (29). Ja nas tibias dos Grupos 2 e 3,
observou-se presenca de trabéculas neoformadas, preenchendo totalmente o espaco entre as
paredes preexistentes.

Na comparacdo do lado tratado e controle dos Grupos 2 e 3, foi possivel observar que o
controle apresentou areas ocupadas por coagulo sanguineo e estruturas em diferenciagao,
indicando um estdgio inicial de reparo pois, de acordo com as afirmagdes de Einhorn (30) o
processo de reparo d0sseo e diferenciacao celular passam por dois estagios: o primeiro envolve
o processo inflamatorio, a diferenciagdo e o inicio da ossificagdo; e por ultimo, a ossificagdo e
remodelagdo gradual com o restabelecimento da arquitetura com a formagao original Ossea.

Em todos os espécimes dos Grupos 1, 2 e 3 ndo hé evidencia de células osteogénicas, e
em alguns grupos observou-se a auséncia de tecido conjuntivo em diferenciacdo, entre as
trabéculas Osseas neoformadas. Tal efeito pode ser explicado pelo uso da técnica de
congelamento a — 20°C e as amostras terem sido submetidas a outros procedimentos, sendo
provavel que devido ao manuseio excessivo, associado as alteracdes bruscas de temperatura,
danos teciduais possam ter ocorrido. No entanto, Hoyer e Lippert (31) determinaram as
propriedades mecénicas do fémur, da tibia e do imero de animais testados em flexdo, e
concluiram que nao houve diferenca nas propriedades analisadas entre os ossos frescos € os
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congelados a -20°C. Silva e Volpon (5) também utilizaram a mesma técnica para conservagao
de suas pecas, e ndo observaram qualquer alteragdo as propriedades estudadas. Outro motivo
aventado a auséncia de células osteogénicas, deve-se provavelmente ao tipo de procedimento
utilizado na descalcificacdo, a qual foi submetida o material bioldégico antes da analise
histologica.

Morey-Holton e Globus (32) afirmam que ambientes de microgravidade causam tanto a
redugdo na formagao quanto na reabsorc¢ao do osso, devido a solicitagdo mecanica interferir
diretamente na quantidade e distribuicao espacial do colageno, e formagao das lamelas 6sseas.

Os resultados da analise histomorfométrica do G1 revelaram uma diferenga significativa
quando comparados com os resultados do G2 e G3 tratados e controle. Apesar do G1 ser o
grupo ndo suspenso, ou seja, grupo que recebeu a acdo da descarga de peso corporal como
também o estimulo mecanico do ultrassom, o volume de tecido 6sseo neoformado encontrado
foi inferior aos demais. Diferentemente dos nossos achados, Silva ¢ Volpon (5) observaram
que a simula¢do de microgravidade por suspensdo nos periodos de 7,14 e 21 dias foram
suficientes para promover reducdo significativa na maioria das propriedades mecanicas, como
a carga maxima e a rigidez, provocando uma diminui¢do da resisténcia aos esforcos aplicados
na tibia e fibula, quando comparado aos grupos controles ndao suspenso. Sendo essas redugdes
mais bem caracterizadas aos 21 dias.

Para Schimitz e Hollinger (33) uma lesdo 6ssea de 4x2mm ¢ um tamanho critico, pela
sua extensdo, ou seja, ndo cicatriza espontaneamente, sendo necessaria a colocacio de algum
tipo de enxerto ou biomaterial para o preenchimento. Tal situacdo, pode elucidar os achados
da histomorfometria e histologia do Grupo 1, onde foi observado, o baixo volume de tecido
osseo neoformado ¢ a formacdo de calo Osseo, caracteristico de cicatrizagao secundaria.
Segundo Dobleré et al. (29) e Pinheiro (34), este tipo de cicatrizagdo ocorre quando ndo ha
estabilidade necessaria para o reparo do defeito. Belangero (35) afirma que a formagdo do
calo osso ¢ amplamente influenciada pela movimentacao interfragmentaria, sendo observadas
pequenas formagdes de calo 6sseo em fixacdes estaveis, e grande formacdo em fixagdes
instaveis. Entretanto, se a movimentacao interfragmentaria for elevada e gerar instabilidade
excessiva, pode ocorrer retardo de consolidacdo, pseudoartroses e at¢ mesmo a ndo formagao
do calo 6sseo (36,37). No entanto, pode se ponderar que os animais dos Grupos 2 € 3 com 0
mesmo defeito dsseo que o Grupo 1 , ndo sofreram instabilidade na fratura, por ndo terem
sido submetidos a descarga de peso no local da lesdo, uma vez que, por permanecerem
suspensos, ndo sofreram movimentagdo da regido lesionada, proporcionando assim,
estabilidade ao defeito Osseo.

Na comparagdo entre os resultados da histomorfometria do reparo Osseo, as tibias
tratadas revelaram um aumento no volume tecidual em relacdo as tibias controles. Onde
apenas 0 G2 e G3 demonstraram diferenga estatisticamente significativa em relagao ao G2c e
G3c, demonstrando que o tratamento com ultrassom influenciou no reparo 6sseo, apesar
desses animais terem sido submetidos a ambientes de micro gravidade. Dados semelhantes
foram encontrados por Lirani (23) que em seu estudo avaliou e comparou pela
histomorfometria e ensaio mecanico de flexao em trés pontos a acdo do ultrassom e do laser,
concluindo que o ultrassom acelerou o reparo 6sseo (em relagdo ao grupo controle), por
viabilizar mais rapidamente a fase de reabsor¢do. No entanto na comparacao completa de
Lirani o laser foi melhor. Colucci (26) utilizando o tratamento de ultrassom de baixa
intensidade, na andlise histomorfométrica verificou junto das espiras do pds-implante, a
presenca de tecido calcificado mais intenso.

Desta forma, este estudo demonstrou que a evolugdo da consolidagdao 6ssea depende de
muitos fatores, sendo o estresse mecanico um importante ativador da osteogénese. No
entanto, embora esses estimulos sejam importantes no ambito clinico, outros fatores devem
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estar associados, como uma adequada orientacdo aos pacientes quanto aos excessos de
estimulos e sobrecargas no local da fratura. Contudo, estudos relacionados com a
consolidagdo da fratura denotam um importante topico de pesquisa na fisioterapia ortopédica
devido a dificuldade de se promover um pos - operatorio adequado.

Conclui-se que o tratamento com ultrassom contribuiu pra acelerar o reparo 6sseo
independente da presenga ou auséncia da descarga de peso e que outros fatores relacionados
com a metodologia possam ter corroborado para os nossos resultados.
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