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RESUMO

Este trabalho objetivou verificar se o ultrassom de baixa poténcia (US) previne a ocorréncia de osteopenia
em tibias de ratos sob auséncia de carga. Foram utilizados 45 Rattus novergicus albinus, Wistar adultos,
machos, distribuidos em cinco grupos iguais: C — animais-controle livres em gaiolas por 21 dias; S —
animais suspensos pela cauda por 21 dias; ST — suspensos pela cauda por 21 dias e concomitantemente
tratados com US; S—C — suspensos por 21 dias e depois permanecendo livres em gaiolas por mais 21
dias; S—CT — suspensos por 21 dias e depois permanecendo livres em gaiolas por mais 21 dias e
concomitantemente tratados com US. O tratamento foi realizado com US de 1,5MHz, ciclo de trabalho
1:4, 30mW/cm?, na tibia direita, por 15 sessdes de 20 minutos cada, cinco sessdes por semana. Ainda
vivos, 0s animais foram submetidos a exame de densitometria Gssea para verificacdo da densidade
mineral 6ssea (DMO) e do contetido mineral 6sseo (CMO). Apds a eutanasia dos animais, as tibias foram
desarticuladas, dissecadas e submetidas a ensaio mecanico destrutivo para andlise da forca méaxima
(Fmax) e da rigidez (R). Foram avaliados também o comprimento (L) e o didametro (D) no ponto médio da
tibia. O grupo S apresentou valores de DMO, CMO, Fméx, R, L e D menores em relagdo ao grupo C,
demonstrando que a suspensdo pela cauda é prejudicial a estas varidveis. O tratamento dos animais
suspensos com o US, grupo ST, elevou os valores de CMO e DMO em relagdo aos do grupo S,
igualando-os aos do grupo C. A Fméx, R e L do grupo ST aumentou em relagdo ao grupo S e também em
relagdo ao grupo C (p<0,05). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as variaveis analisadas
para os grupos S—CT e S—C (p>0,05). Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o US
de baixa poténcia contribuiu na prevencéo e reversdo da ocorréncia da osteopenia nos animais submetidos
a suspensao pela cauda, demonstrando que a auséncia do estimulo mecanico causada pela impossibilidade
da deambulacéo pode ser minimizada pela acdo mecénica deste.

Palavras-chave: estimulagdo fisica, osteopenia, osteoporose, prevengdo, ultrassom
ABSTRACT

This work intended to verify if the low power ultrasound (US) prevents the occurrence of osteopenia on
the tibia of rats under the absence of load. 45 adult male Wistar Rattus novergicus albinus were used,
separated in five equal groups: C — control free animals in cages for 21 days; S — animals suspended by
the tail for 21 days; ST — animals suspended by the tail for 21 days and concurrently treated with US;
S—C — animals suspended for 21 days and then free in cages for another 21 days; S—CT — animals
suspended for 21 days and then free in cages for another 21 days and concurrently treated with US. The
treatment was performed with US with 1.5 MHz, work cycle 1:4, 30 mW/cm?, on tibia, for 15 sessions of
20 minutes each, 5 sessions per week. While still alive, the animals underwent bone densitometry
examination to verify the Bone Mineral Density (BMD) and the Bone Mineral Content (BMC). After the
euthanasia of the animals, the tibias were disjointed, dissected and underwent destructive mechanical
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testing for the analysis of the maximum force (Fmax) and Rigidity (R). The length (L) and the diameter
(D) of the middle point of the tibia were also measured. In group S, BMD, BMC, Fmax, R, L and D were
smaller than in group C, demonstrating that the suspension by the tail is detrimental to these variables.
The treatment of the suspended animals with the US, in group ST, increased the BMD and BMC
compared to group S, leveling them to group C. The Fmax, R and L of group ST increased compared to
group S and compared to group C as well (p<0.05). No significant difference was found between the
measured variables for the groups S—CT and S—C (p>0.05). The results obtained in this study lead to
the conclusion that the low power US contributes to the prevention of the occurrence of osteopenia on
animals under suspension by the tail, showing that the absence of the mechanical stimulation caused by
the impossibility of deambulation can be minimized by its action.

Keywords: physical stimulation, osteopenia, osteoporosis, prevention, ultrasound

INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenca que acomete a
populagdo humana h& milhares de anos
(Dequerker et al., 1997), sendo considerado um
problema de salide publica (Engermann et al.,
2005). Tornou-se uma das  doengas
osteometabdlicas mais comuns e responsavel por
alto indice de morbidade e mortalidade entre os
idosos, com enormes repercussfes sociais e
econdmicas, provocando grande impacto na
qualidade de vida e no grau de dependéncia dos
individuos acometidos (Forsbach et al., 1994).
Além disso, é um problema clinico e social, pois
pode dificultar o desenvolvimento das atividades
cotidianas, influenciando o bem-estar e a
qualidade de vida relacionada a saude (QVRS)
(Aranha et al., 2006). Calcula-se que um terco
das mulheres brancas no mundo com idade
superior a 65 anos estdo acometidas por essa
enfermidade, sendo definida como a “epidemia
do século 21” (Navega et al., 2007). A
osteopenia é o estdgio inicial ou antecessor da
osteoporose e caracteriza-se pela diminuicdo da
massa 0ssea, causada pela perda de célcio
(Vargas et al., 2003).

Ao longo da vida, o tecido Osseo é
continuamente renovado em um processo
extremamente regulado, chamado de
remodelamento dsseo (Nordin et al., 2003). Por
ser um tecido altamente vascularizado, 0 0sso
tem capacidade de alterar suas propriedades e
geometria em resposta as mudancas na demanda
mecanica (Nordin et al., 2003; Lirani et al.,
2004).

A remodelacdo dssea e sua estimulagdo
sdo motivos de grande ndmero de estudos,
com interesse focado principalmente nos
fatores capazes de acelerar a osteointegracéo,
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promovendo maior rapidez na reabilitacdo do
paciente. Estudos demonstram que a resposta de
reparo 6sseo pode ser acentuada pela estimulacéo
fisica, eletromagnética e mecéanica (Lind e
Bunger, 2001). O ultrassom de baixa intensidade
é¢ uma estimulacdo mecéanica e vem sendo
utilizado h& algum tempo para acelerar o
processo de regeneracdo Ossea, aproveitando-se
do efeito piezoelétrico, propriedade caracteristica
do tecido ésseo (Azuma et al., 2001; Apolinario
et al., 2008).

O mecanismo de piezoeletricidade é um advento
fisico caracteristico de certos materiais que,
quando deformados por uma agdo mecanica,
desenvolvem cargas elétricas em sua superficie.
O contrério também é verdadeiro, ou seja, ao se
colocar um material piezoelétrico sob um campo
elétrico, este material sofrera deformacdo
mecanica (Okuno et al., 1986).

Um dos fatores responsaveis pela manutencdo do
metabolismo mineral normal dos 0ssos nos
membros pélvicos e toracicos dos animais é a
compressdo longitudinal exercida sobre eles,
produzida pelo préprio peso corporal (Johnson,
1998). Esta pressdo estimula o crescimento 6sseo
por aposi¢do. A acdo do peso corporal resulta em
maior espessura do 0ss0 e maior densidade
mineral da diafise (McArdle et al.,, 2011). A
exposicdo a ambientes de microgravidade
afeta diretamente o sistema musculoesquelético,
alterando seu metabolismo. Esse ambiente gera
uma baixa tensdo sobre o0s o0ssos, e, por
consequéncia, menor massa 0ssea sera necessaria
para manter a integridade estrutural do esqueleto
(Johnson, 1998).

Alguns pesquisadores afirmaram que o modelo
ideal para simular atrofia muscular e o desgaste
0sse0 seria aquele que permitisse livre
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mobilidade ao animal, porém com restricdo aos
movimentos dos membros pélvicos (Musacchia
et al., 1983). O modelo utilizado por Apolinario
et al. (2008) foi o de suspender os animais pela
cauda. Nessa situagdo, os membros pélvicos dos
animais permanecem com livre movimentag&o,
porém sem contato com o solo.

Um dos fatores fundamentais para estabelecer o
quadro de desmineralizacdo dssea € a
determinacdo da densidade mineral 6ssea
(DMO), que fornece parametros que podem
definir o risco de fraturas patolégicas. A
densitometria dssea é a andlise utilizada para
determinar a DMO e diagnosticar a osteopenia e
a osteoporose (Mello et al, 2012). O
densitbmetro de dupla emissdo de raios-X
(DXA) ¢ a técnica considerada “padrdo ouro”
para este tipo de analise, pois, em razdo de sua
precisdo, tempo de realizacdo e seguranca,
fornece dados precisos neste tipo de diagnostico.
O exame de densitometria Ossea estabelece
valores do conteddo mineral do osso — CMO
especifico — num momento Gnico no tempo. Este
valor pode determinar se ha osteoporose e se a
densidade é baixa o suficiente para tornar o 0sso
susceptivel a fratura.

Devido ao constante interesse em desenvolver
meios e técnicas que auxiliem na prevencdo de
doengas osteometabdlicas, foi objetivo deste
estudo avaliar, pelas analises densitométrica e
biomecénica, se o ultrassom de baixa intensidade
previne a ocorréncia da osteopenia em tibias de
ratos submetidos a auséncia de carga.

MATERIAL E METODOS

Apb6s a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Unesp
— Campus de Aracatuba (Protocolo n°9633/10),
45 ratos machos, Rattus novergicus albinus,
linhagem Wistar, adultos, com trés meses de
idade e massa corporal média de 367 + 36,
foram alojados em gabinetes de criacdo com
temperatura ambiente controlada (22 + 2°C),
umidade de 65%, ciclo claro/escuro (12/12 horas
diarias) e filtragem de ar. Os animais
permaneceram em gaiolas comuns com nimero
méximo de cinco em cada uma, sendo
alimentados com racdo Purina-Labina® e agua
potéavel a vontade.
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Aos trés meses de idade, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos: C —
grupo de animais-controle que permaneceram
livres em gaiolas por 21 dias e entdo foram
eutanasiados; S — grupo de animais suspensos
pela cauda por 21 dias e em seguida
eutanasiados; ST — grupo de animais suspensos
pela cauda por 21 dias com simultaneo
tratamento com US e em seguida eutanasiados;
S—C — grupo de animais suspensos por 21 dias e
que, em seguida, permaneceram livres na caixa
por mais 21 dias e entdo foram eutanasiados;
S—CT — grupo de animais suspensos por 21 dias
e que, em seguida, permaneceram livres na caixa
por mais 21 dias com simultneo tratamento com
US e entdo foram eutanasiados.

Para a realizacdo da suspensdo, 0s animais foram
anestesiados com ketamina (30mg/kg) e xilazina
(3mg/kg), via intramuscular. Adotou-se a mesma
técnica utilizada por Apolinario et al., 2008, a
qual, segundo Morey-Holton e Globus (1998),
provoca um minimo estresse ao animal. Com 0s
animais anestesiados, a cauda foi lavada com
sabonete antisséptico (com pH neutro) e, depois
de seca, envolvida com espuma adesiva Reston®
desde a base caudal até aproximadamente a 202
vértebra. Em seguida, a cauda era envolvida
uniformemente com faixa elastica Coban,
permitindo circulagdo sanguinea necesséria a fim
de evitar necrose e proporcionar o minimo
desconforto possivel ao animal. Apos este
processo, uma fita adesiva esparadrapo foi
colocada para fixar o cadarco sarjado de
aproximadamente 7cm, para formar uma alga e,
assim, conectar o animal ao sistema de
suspensdo. Por fim, foi realizada a caudectomia
entre a 172 e a 20? vértebra caudal, de modo a ter
0 minimo de atrito com a presilha, evitando
escoriacdes na cauda. Apos a suspensdo, foi feito
curativo com iodo povedine por 72 horas.

Durante o tratamento, 0s animais foram
imobilizados manualmente para que a tibia do
antimero direito fosse tratada. O tratamento foi
realizado com US pulsado de baixa intensidade,
frequéncia de 1,5MHz, ciclo de trabalho 1:4,
30mW/cm?® (Apolinario et al., 2011). No total,
foram feitas 15 sessdes de US, de 20 minutos
cada por dia (Gongalves et al., 2007), sendo
cinco dias consecutivos de tratamento com dois
dias de intervalo para o proximo tratamento,
sempre no mesmo horario. O protocolo de
tratamento teve inicio para o ST 24 horas apds
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suspensao dos animais e para 0 S—CT 24 horas
apo6s os animais serem colocados livres na caixa.

Apos o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados com dose excessiva de ketamina e
xilazina, e suas tibias foram retiradas para
posterior analise densitométrica e biomecanica.

Com o animal vivo, anestesiado com ketamina
(30mg/kg) e xilazina  (3mg/kg), via
intramuscular, o0 membro pélvico era posicionado
de forma que a analise da DMO fosse realizada
em toda a tibia, utilizando-se densitdbmetro de
dupla emissdo de raios-X (DXA) (modelo DPX-
Alpha, Lunar®) com software para pequenos
animais.

Apos a eutanasia dos animais, as tibias foram
retiradas, limpas, dissecadas, imersas em soro
fisiolégico e congeladas a 20°C. Para a
realizacdo do ensaio mecénico, as tibias eram
retiradas do freezer e mantidas em ambiente com
temperatura de aproximadamente 22°C até
atingirem o equilibrio térmico.

As tibias foram submetidas a ensaio mecénico de
flexdo a trés pontos, em maquina universal
EMIC®, modelo DL 3000, com célula de carga
de 2000N. Permaneciam apoiadas em dois
suportes (dois pontos), separados entre si por ¥
do comprimento original do o0sso, e a for¢a era
aplicada no meio geométrico, entre os dois
apoios, na diafise tibial. A carga foi aplicada a
uma velocidade de 5mm/min. Foi registrada a
forca maxima — Fmax — admitida pelo 0sso e, em
seguida, calculada a rigidez — R — do 0sso, obtida
pela inclinacdo da curva Forca (N) x Deformacao
(mm) relativa a fase elastica.

O comprimento total e o didmetro na regido
diafisaria das tibias foram medidos com
paquimetro de precisdo (0,05mm).

RESULTADOS

Os resultados das variaveis analisadas nas tibias
dos grupos experimentais estdo apresentados
como média + desvio-padrdo na Tab. 1 e nas
Fig.le 2.

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

Area (cm?) 1,727+0,052ab 1,657+0,107ab 1,822+0,140b  1,760+0,129b  1,571+0,179a
CMO (g) 0,231+0,029a  0,195+0,024b  0,232+0,027a 0,229+0,023ab  0,250+0,022a
DMO (g/cm?)  0,138+0,019a  0,114+0,010b  0,134+0,013a 0,130+0,008a,b  0,142+0,013a
Fmax (N) 71,70£311a  62,18+#4,74b  83,16+7,55c  81,12+8,53ac  78,94+9,03a,C
R (x10°N/m)  122,19+10,12a  96,12+#8,27b  156,46+29,30c 153,99+22,60c 137,36+20,08a,C

CMO - Contetdo mineral 6sseo; DMO — densidade mineral dssea; Fméx — forca maxima admitida pelo
0ss0; R — rigidez dssea. *a,b,c,d — Médias seguidas de letras iguais, na mesma linha, implicam auséncia
de diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos.

Na Fig. 1, estdo apresentados os valores relativos
ao didmetro das tibias dos ratos. Houve diferenga
(p< 0,05) entre os grupos C e S, S—C e S—CT,
e ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre
0s grupos S e ST, S—C e S—CT. Isto demonstra
que a suspensdo influenciou negativamente no
didmetro das tibias.
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Na Fig. 2, estdo os valores do comprimento das
tibias dos ratos. Houve diferenga estatistica entre
os grupos C, S e ST, também entre S, ST e
S—C, e entre ST, S—»C ¢ S—CT. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos S—C e
S—CT.
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Figura 1. Didmetro das tibias (média + desvio-padréo) de ratos Wistar de animais-controle C — livres em
gaiolas por 21 dias; S — suspensos por 21 dias; ST — suspensos pela cauda por 21 dias e simultaneamente
tratados com US; S—C — suspensos por 21 dias, seguidos de 21 dias livres na caixa; S—CT — suspensos
por 21 dias, seguidos de 21 dias livres na caixa com simultaneo tratamento com US. *Letras diferentes
significam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 2. Comprimento das tibias (média + desvio-padrdo) de ratos Wistar de animais-controle C — livres
em gaiolas por 21 dias; S — suspensos por 21 dias; ST — suspensos pela cauda por 21 dias e
simultaneamente tratados com US; S—C — suspensos por 21 dias, seguidos de 21 dias livres na caixa;
S—CT - suspensos por 21 dias, seguidos de 21 dias livres na caixa com simultaneo tratamento com US.
*Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05).
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DISCUSSAO

Pelas analises estatisticas, ficou demonstrado que
0 grupo S apresentou valores para DMO, CMO,
Fmax, rigidez (R), comprimento (L) e didmetro
(D) 6sseo menores que os do grupo C, indicando
gue a suspensdo pela cauda é prejudicial a
manutencdo das propriedades Gsseas. Isto esta de
acordo com a literatura que enfatiza que a
auséncia de contato com o solo pode ser
suficiente para promover alteracdo 6ssea
(Amadei et al., 2006), tendo como consequéncia
provavel a osteoporose (Vargas et al., 2003),
doenca metabdlica em que 0s 0ssos se tornam
menos resistentes e susceptiveis a fraturas. Nesta
condicdo patoldgica, a quantidade de tecido
0sse0 & menor, decorrendo da diminuicdo na
formacdo dssea, do aumento na reabsorcdo do
osso formado, ou da combinagdo dos dois
(Carvalho et al., 2002).

Os resultados apresentados pelo presente estudo
corroboram os de Silva e Volpon (2004), que
utilizaram também o método de suspensdo pela
cauda e concluiram que a hipoatividade reduziu a
maioria das propriedades mecanicas dos 0ssos,
enfraquecendo-os.

Ao ser realizado o tratamento dos animais
suspensos com o0 US pulsado de baixa
intensidade, foram encontrados para este grupo
(ST) valores de CMO e DMO maiores que 0s do
grupo S e iguais ao do C. Estes resultados foram
observados também por Lim et al. (2011), em
seus estudos com ratas ovariectomizadas, 0s
quais indicaram que o US pode aumentar a
formacdo e inibir a reabsorcdo 6ssea, podendo
conter o progresso continuo da perda de massa
Gssea e tornar maior o processo de formacéo,
suprindo, assim, o processo de reabsorcdo e
podendo ser eficaz na prevencdo da perda de
massa dssea.

Ao se comparar a Fmax, a rigidez (R) e o
comprimento (L) dos ossos do grupo ST com o
S, foi observado um aumento desses parametros,
indicando que o US de baixa intensidade foi
capaz de aumentar a resisténcia 6ssea. Quando
comparado o grupo ST com o C, observou-se
também um aumento significativo destes valores,
e isto estd em concordancia com os resultados de
Woo et al. (2010), em estudos com ratas
ovariectomizadas, 0s quais concluiram que a
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estimulacdo com o US pulsado pode ser capaz de
diminuir o risco de o osso osteoporotico fraturar,
aumentando suas propriedades mecanicas.

Os achados do presente estudo encontram
suporte na literatura que relata que o US gera
modificacdes elétricas em nivel celular, o que
permite maior captacdo de nutrientes e maior
influxo de ions célcio nas células, aumentando
seu potencial eletroquimico (Erdogan e Esen,
2009). Este efeito é chamado efeito piezoelétrico,
que induz a reabsorcdo Ossea (Kokubu et al.,
1999).

Outros efeitos documentados sobre a aplicagdo
do US de baixa poténcia na cicatrizacdo 6ssea
incluem aumento expressivo do fator -
transformador de crescimento, fator importante
envolvido na formagcdo do o0sso quanto a
proliferacdo de osteoblastos e na sintese da
matriz dssea, ocorrendo também um aumento do
fluxo de fons potassio nos espagos intracelulares
(Yonemori et al., 1996; Rubin, 2001; Erdogan e
Esen, 2009). Contudo, outros estudos sugerem
que a osteogénese pode ser estimulada pelo
simples contato do transdutor do US com a
regido de tratamento (estimulo mecénico), sem
influéncias do estimulo elétrico (Carvalho et al.,
2002).

Em discordancia dos resultados apresentados
pelo presente estudo, Warden et al. (2006), em
estudo com fémures de ratos tratados com US
pulsado por 16 e 27 dias, mostraram nao haver
beneficios na utilizagdo do US no tratamento da
osteoporose porque, segundo seus estudos, o
0SS0 com osteoporose pode ser menos sensivel
ao US pelo aumento dos espagos trabeculares.

Outro resultado obtido neste estudo demonstra
que a diminuigdo da massa 0ssea provocada pela
suspensdo pela cauda (S) pode ser revertida
simplesmente pela acdo da descarga do peso
corporal (S—C) quando os animais estdo livres
na caixa. Fato a se destacar é que 0 grupo que
recebeu tratamento com US simultaneamente a
sua permanéncia livre na caixa, apés periodo de
suspensdo (S—CT), ndo teve diferencas
significantes dos pardmetros com o grupo S—C
(que ndo recebeu tratamento com US).

Os animais suspensos e tratados
simultaneamente com o US pulsado (ST),
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entretanto, apresentaram diferencas significantes
em relacdo aqueles somente suspensos pela
cauda (S), demonstrando a eficacia do tratamento
com o US. Estes resultados corroboram os de
Apolinario et al. (2011), que concluiram que a
impossibilidade do estimulo mecanico causada
pela ndo deambulagcdo, ou seja, auséncia de
carga, pode ser minimizada pela acdo do US.

Todos os resultados obtidos neste estudo para o
ST e 0 S—CT se assemelham também aos de
Perry et al. (2009), que, ao analisarem os efeitos
do US aplicado em cubito ulnar do antimero
esquerdo em ratas Wistar, demonstraram que 0s
efeitos da estimulagdo do US pulsado de baixa
intensidade imitam as acBes de carga mecénica
fisiol6gica quando aplicada ao 0sso. Corroboram
também com Lim et al. (2011), que, em estudo
com ratas ovariectomizadas, demonstraram que o
US pode conter o progresso continuo da perda de
0SSO0 e suprir o processo de formagdo e
reabsorcdo, sendo eficaz na prevencéo da perda
0ssea e, assim, diminuir o risco de fraturas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, com a
metodologia proposta, permitem concluir que o
ultrassom pulsado de baixa poténcia contribuiu
na prevencdo e reversdo da ocorréncia da
osteopenia em animais submetidos a suspensdo
pela cauda, demonstrando que a auséncia do
estimulo mecéanico causada pela impossibilidade
da deambulagdo pode ser minimizada pela agédo
mecanica deste.
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