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DALTRO, Ana Flavia Calmon. Efeito das ondas mecanicas ultrassénicas vibratorias na
regeneracdo de defeito 6sseo critico. 2018. 64 f., 17 il. Dissertagdo (Mestrado em
Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias de Salde,
Universidade Federal da Bahia, Salvador.

RESUMO

Introducéo: O tecido dsseo pode sofrer lesbes extensas e criticas que limitam o reparo e
levam ao comprometimento da estrutura, funcdo e estética, devido a formacdo de um
tecido ndo funcional. Na tentativa de estimular a regeneracdo, podem-se utilizar recursos
terapéuticos que emitem ondas mecanicas, como o ultrassom, cujos efeitos se baseiam nas
propriedades biomecéanicas do tecido 6sseo. Objetivo geral: Analisar o efeito das ondas
mecanicas vibratérias na regeneracdo de defeito Osseo critico. Objetivo especifico:
Comparar o efeito de dois protocolos de diferentes tempos de exposi¢cdo do ultrassom
terapéutico na regeneragdo tecidual. Materiais e métodos: Foram utilizados 45 ratos,
machos, distribuidos em trés grupos: grupo ultrassom terapéutico cinco minutos (GUS 5);
grupo ultrassom terapéutico dez minutos (GUS 10); e grupo controle (GC). Em todos os
grupos, confeccionou-se um defeito dsseo critico, com 8,5 mm de diametro, na regido da
calvaria. O protocolo foi iniciado no primeiro dia do pés-operatorio, no GUS 5 e no GUS
10, com ultrassom terapéutico na frequéncia de 1,0 MHz, modo pulsado, cinco vezes por
semana, nos periodos de 15, 30 e 60 dias. Resultados: Dentre 0s grupos experimentais,
houve maior neoformacdo de matriz osteoide no GUS 10, seguido do GUS 5, quando
comparados com o GC, no qual a neoformacdo foi restrita a regido da borda dssea. O
ultrassom promoveu aumento na espessura da matriz conjuntiva, proliferacdo de capilares,
alinhamento das fibras colagenas, reducdo do edema e do processo inflamatorio, tendo sido
mais significativo no tempo de 10 minutos. Conclusdo: O ultrassom terapéutico estimulou
o reparo do defeito 6sseo critico, e 0 maior tempo de exposicdo promoveu maior estimulo
osteogénico.

Palavras-chave: Osso. Regeneragdo dssea. Ultrassom. Terapia por ultrassom.
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ABSTRACT

Introduction: Bone tissue can undergo extensive and critical lesions that hider its healing
and lead to structural, functional and aesthetic impairment due to the formation of non-
functional tissue. In an attempt to stimulate regeneration, therapeutic resources that emit
mechanical waves, such as ultrasound, can be used, Their effects are based on the
biomechanical properties of the bone tissue. Objective: To analyze the effect of vibratory
mechanical waves on the regeneration of a critical bone defect. Specific Objective: To
compare the effect of two protocols of different times of therapeutic ultrasound exposure
on tissue regeneration. Materials and methods: 45 male rats were used in three
experimental groups: therapeutic ultrasound group five minutes (TUG 5); therapeutic
ultrasound group 10 minutes (TUG 10); and control group (CG). In all groups, a critical
bone defect of 8.5 mm diameter was created in the calvaria region. The protocol was
initiated on the first post-surgery day, in both TUG 5 and 10. Therapeutic ultrasound was
used at the frequency of 1.0 MHz, pulsed mode, five times a week, within periods of 15, 30
and 60 days. Results: Among the experimental groups, the highest volume
of osteoid assembly in the 10 TUG, followed by the 5 TUG when compared to the GC,
where it is neo-converted to restriction in the border region. The use of ultrasound
promoted an increase in the thickness of the conjunctive matrix, proliferation of capillaries,
alignment of the collagen fibers, reduction of edema and inflammatory process, being more
significant in the time 10 minutes. Conclusion: Therapeutic ultrasound stimulated the
repair of a critical bone defect, and the longer exposure time promoted greater osteogenic
stimulation.

Keywords: Bone. Bone regeneration. Ultrasonics. Ultrasonic therapy.
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Certas condigfes clinicas podem causar extensas lesdes teciduais ésseas, como em
doencas cronico-degenerativas, deficiéncias metabolicas, eventos traumaticos, complicacbes
poOs-operatdrias de enxertos 0sseos e cirurgias craniofaciais. Essas condi¢fes limitam e
comprometem o processo fisioldgico de regeneracdo 0ssea cujo resultado € o reparo tecidual,
com formacdo de tecido conjuntivo fibroso. Tal situacdo caracteriza o defeito dsseo critico
que compromete a estrutura, a funcéo e a estética, pode ocasionar redugdo da qualidade de
vida dos individuos, impactar o desempenho das suas atividades de vida diaria e laboral, com
possiveis consequéncias psicoldgicas e econdmicas. Nesse contexto, os profissionais
envolvidos no processo de tratamento e de reabilitacdo desses pacientes encontram grande
desafio ao eleger uma terapéutica eficaz para a promogdo da regeneracdo 0ssea. Assim, a
medicina regenerativa busca desenvolver melhores estratégias para o reparo, a regeneracao ou
a substituicdo dos tecidos lesionados.™

O o0sso apresenta reacdes bioldgicas frente a um estimulo mecéanico, como a
mecanotransducdo e a piezoeletricidade. A mecanotransducdo é a transformacéo do estimulo
mecanico, imposto ao tecido ésseo sob a forma de carga, em um sinal local perceptivel as
células que o compdem. Essa transformacdo potencializa a sintese de substancias paracrinas,
que sdo transmitidas as demais células, e estimula a neoformacdo dssea. A piezoeletricidade
representa a conversdo do estimulo produzido por uma carga mecanica em potencial elétrico,
que sera sinalizado as células do tecido 6sseo, com producéo de efeito osteogénico.’*! Esses
processos fisioldgicos podem ser intensificados com a utilizacdo de recursos fisicos, como 0s
mecanicos e o0s eletromagnéticos, para incrementar o reparo 0sseo.

Dessa forma, o fisioterapeuta pode reabilitar pacientes com lesdes 6sseas por meio da
utilizacdo de equipamentos que emitam ondas mecénicas que atuardo como coadjuvante da
regeneracdo 0ssea e da angiogénese. Além disso, essa terapia restabelece as forcas de tensdes
biomecanicas para organizar as fibras de colageno do segmento corporal lesionado. O uso
precoce desses recursos auxilia na reducdo do risco de complicacBes no periodo pos-
operatério e acelera o ganho de independéncia funcional, o que permite aos individuos a
retomada de suas atividades de vida diaria e laboral.

Entre os recursos fisioterapéuticos que emitem ondas mecénicas e geram vibracao
tecidual estd o ultrassom terapéutico (UST). As ondas emitidas por esse equipamento se
propagam pelos tecidos corporais e, ao atingir o tecido 0sseo, promovem alteracfes
micromecanicas que estimulam a sinalizacdo celular e resultam no estimulo a remodelacéo e a
neoformacéo Ossea.

Diversos trabalhos cientificos evidenciam o efeito do ultrassom terapéutico em modelo
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animal®! com o objetivo de promover a consolidagéo de fraturas, em razéo do seu potencial
osteogénico, além de ser uma terapia ndo invasiva.®! N&o h4, porém, um consenso na
literatura em relacdo aos parametros empregados nesse equipamento, principalmente quanto
ao tempo de aplicacdo capaz de estimular a neoformacdo Ossea. Dessa forma, a inovacao
proposta por este estudo consiste em analisar o efeito das ondas mecénicas ultrassonicas
vibratorias na regeneragdo de defeito dsseo critico, com diferentes protocolos de tempo de
exposicdo, devido a auséncia de relato na literatura que avalie esse recurso nessa condicdo
clinica.

Esta dissertagéo contém trés sessoes e se inicia com uma breve revisdo de literatura em
que se aborda a temética do tecido 6sseo, se destacam as células que o constituem, aspectos
da sua fisiologia e seu comportamento tecidual apds sofrer estimulo por meio das ondas
mecanicas vibratdrias; em seguida, introduz o tema ultrassom, seus principios biofisicos e 0s
efeitos que promove ao tecido 0sseo. A segunda sessdo apresenta 0s objetivos geral e
especifico da pesquisa. Por fim, a Gltima sessdo retrata, sob a forma de um artigo cientifico, o

produto do experimento realizado.
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2 Revisdo de Literatura
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2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo € o arcabouco estrutural primario de sustentacdo e de protecdo de
Orgdos vitais, como cérebro, coracdo e pulmdes. Aloja e protege a medula Ossea, €
responsavel pela producdo das células do sangue, participa do sistema de alavanca para 0s
musculos esqueléticos a ele fixados, multiplica a forga desses musculos para realizar o
movimento e constitui a base biomecanica para a locomoggo.1%

O osso é um tecido conjuntivo especializado, cuja matriz extracelular € mineralizada e
serve de reserva de minerais, sendo constituido por 30% de componente organico e 70% de
componente inorganico.*! A fracdo organica proporciona elasticidade ao tecido, permite
absorcéo e dissipacdo da energia (tenacidade) que antecede a fratura. Esse componente é
constituido por agua, proteinas colagénicas, principalmente do tipo I, e por proteinas nédo
colagénicas, como osteopontina, osteocalcina, osteonectina, sialoproteina Ossea e
osteoprogerina, que regulam a adesao e a atividade celular durante a formacao e a reabsorcéo
6ssea e auxiliam a mineralizacdo.®** O componente inorganico é composto, principalmente,
por ions de calcio e de fosfato que formam cristais nanoméricos de hidroxiapatita, 0 que
confere propriedade de rigidez e dureza ao tecido 6sseo.!X0**]

As superficies 0sseas externa e interna séo revestidas por duas membranas de tecido
conjuntivo. Na superficie externa, o tecido conjuntivo € denso modelado e se denomina
periésteo e, na superficie interna, € especializado e denominado enddsteo.
Macroscopicamente, 0 0sso apresenta uma camada compacta constituida por um tecido mais
denso localizado na sua periferia, responsavel pela maioria das propriedades mecanicas, e
uma camada esponjosa ou trabecular, presente na regido central que reveste a cavidade
medular e se projeta em dire¢do ao 0sso compacto. A microestrutura do tecido 0sseo
compacto é constituida pelo sistema de Havers ou osteon, que se apresenta em forma de
cilindro, contendo varios cilindros no seu interior, dispostos de modo longitudinal. %4
Cada sistema de Havers é delimitado por uma camada hipermineralizada, denominada linha
cimentante, e é constituido por até 20 lamelas concéntricas em torno do vaso sanguineo;
perpendicular a cada sistema, ha uma comunicagdo, o chamado canal de Volkmann.[014%

(FIGURA 1).
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Figura 1 - Tecido 6sseo compacto e esponjoso e sua microestrutura

Fonte: Gartner e Hiatt.[*8]

Compdem o tecido 6sseo as células osteoprogenitoras, os osteoblastos, 0s ostedcitos e
0s osteoclastos. As primeiras sdo responsaveis pela sintese, os osteoblastos e os ostedcitos
pela manutencdo, e as ultimas pela reabsorcdo dssea. Essas células se derivam de linhagens
celulares distintas: as osteoprogenitoras, 0s osteoblastos e 0s ostedcitos possuem origem
mesenquimal e sdo provenientes da medula Gssea; os osteoclastos advém da linhagem
mononuclear fagocitica.™*”!

As células osteoprogenitoras, que se localizam no enddsteo e no periosteo, tém a
capacidade de realizar mitose e possuem potencial para diferenciar-se em osteoblastos.

Os osteoblastos apresentam, em sua morfologia, pequenos prolongamentos na
extensdo da sua membrana citoplasmatica que permitem a comunicagdo com 0s osteoblastos

adjacentes. Sao responsaveis pela sintese da matriz organica, pelo controle da mineralizacdo
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do tecido dsseo e possuem alta capacidade para realizar migracdo, ap0s sinalizacdo. Essas
células contém receptores para 0 horménio da paratireoide que, apds sua ligacdo, por meio de
sinalizacdo celular, induz a diferenciacdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos que recrutam
mais osteoclastos e influenciam o metabolismo 6sseo por meio da regulacdo da reabsorcéo
6ssea.l'! Conforme a necessidade metabdlica, alguns osteoblastos sdo sinalizados e sofrem
alteracdo na expressdo génica, geram alteragcbes morfologica e funcional e diferenciam-se em
ostedcitos. Entretanto, esse mecanismo regulatorio que diferencia osteoblastos em ostedcitos
ainda ndo esta completamente elucidado.!*®

Os ostedcitos sdo as células mais abundantes do tecido 6sseo, correspondem a mais de
95% das células desse tecido e apresentam baixa atividade metabolica, porém, ndo sé&o inertes.
Sdo fundamentais para a manutencdo da homeostase dssea, além de ser a principal fonte de
fatores paracrinos, como, por exemplo, o fator de crescimento de fibroblastos.*" ! Além da
manutencdo da densidade mineral dssea, 0s ostedcitos participam da remodelacdo dssea e da
mecanotransdugdo ou funcdo mecanossensorial.*® Essas células estdo aprisionadas em
lacunas, no interior da matriz 6ssea mineralizada, e se dispdem em lamelas (FIGURA 1). A
estrutura celular dos ostedcitos apresenta projecdes citoplasmaticas que lhe conferem

morfologia semelhante a de uma estrela (FIGURA 2).

Figura 2 - Diferenciacdo de osteoblasto maduro em ostedcito maduro

Incorporagdo do
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Osteoblasto Maduro Ostedcito Imaturo Osteocito Maduro

Fonte: Plotkin e Bellido™®, com modificac@es.

Os ostedcitos ficam alojados no interior dos canaliculos e constituem uma rede
complexa lacunocanalicular que conecta toda a extensdo do osso para favorecer a troca
metabolica e de informacGes entre ostedcitos adjacentes, osteoblastos, células de revestimento
0sseo presentes no enddsteo e no peridsteo e células endoteliais (FIGURA 3). Essa rede

contém o fluido canalicular, que garante rapida conducéo de oxigénio, nutrientes, moléculas
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sinalizadoras, metabolitos, além de mobilizar e transportar célcio e outros ions da matriz.
Além disso, o fluido canalicular pode ser movimentado apds o tecido 6sseo sofrer uma
deformacéo, o que contribui para producdo do estimulo mecanico em nivel celular, (101141720
221 A unido entre cada projecdo citoplasmatica ocorre por meio das juncées gap, que sdo canais
intramembranosos formados por proteinas conexinas, juncdes essas que participam da

captaco dos sinais bioquimicos e mecanicos que atingem o osso.*82%!

Figura 3 - Fotomicrografia dos ostedcitos com seus prolongamentos citoplasmaticos interconectados

Fonte: Milovanovic et al.™, com modificacoes.

Os osteoclastos, células gigantes multinucleadas, formadas a partir da fusdo de
macrdfagos, unidos por meio da proteina transmembrana especifica de células dendriticas
(DC-STAMP) e da proteina transmembrana estimulante de osteoclastos (OC-STAMP),
apresentam quatro regides distintas: zona basal, borda pregueada, zona clara e zona vesicular
(FIGURA 4). A zona basal corresponde a regido que contém a maior quantidade de organelas.
A borda pregueada ou borda em escova apresenta ondulagdes que estdo em contato com o
tecido 0sseo; seu ambiente &cido favorece a degradacdo de minerais e é responsavel por
promover a reabsorcao da matriz dssea. A zona clara ou zona de adesdo ndo contém organelas,
porém, possui filamentos de actina que permitem a adesdo dos osteoclastos a matriz dssea.

Por fim, a zona vesicular esté localizada em regido intermediaria, entre a zona basal e a borda
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pregueada.’®”

Os osteoclastos ativos realizam a desmineralizacdo da fragdo inorganica e reabsorvem
0 componente organico. Durante a atividade de reabsorcdo, essas células ocupam a regiao
denominada lacuna de Howship, que se caracteriza pelas escavacdes na superficie dssea.
[1011,14.2224] E<sa regido apresenta pH acido em razéo da presenca de enzimas que favorecem a
dissolucdo do componente inorganico, representado pelos cristais de hidroxiapatita, ao passo
que o componente organico € degradado por meio da acdo das hidrolases lisossémicas,
metaloproteinases e catepsinas, 0 que ocorre ap0s a descalcificacdo da matriz éssea. O
produto da degradacéo é endocitado pelo osteoclasto, na porcdo central da borda em escova,
por meio de vesiculas e, por fim, é liberado nos capilares adjacentes. O estado de atividade do
osteoclasto se caracteriza pela presenca da zona clara e da borda em escova, regifes
responsaveis, respectivamente, pela adesdo e pela reabsorcdo déssea. Apos a reabsorcdo, 0s
osteoclastos podem sofrer destinos distinos, seja a inativacdo, seja a migracdo para outra

regido na qual ser&o reabsorvidos.*”]

Figura 4 - Estrutura morfoldgica do osteoclasto e representacdo esquematica do processo
de degradacdo da matriz éssea com liberacdo do produto por exocitose
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Fonte: Takahashi, Udagawa e Suda.!



2.1.1 Remodelacao e reparo 6sseo

O o0sso apresenta-se em constante remodelacdo,
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0 que permite renovacdo e

manutencdo de sua densidade mineral em consequéncia do equilibrio entre as atividades de

reabsorcdo e de sintese, mecanismos esses regulados pelo sistema imune.™” Nesse processo, a

fracdo organica do tecido 6sseo é continuamente renovada

e serve de arcabouco durante a

mineralizagdo.!**! O equilibrio entre as atividades de reabsorgéo e de sintese séo fundamentais

para preservacdo da qualidade 0ssea, reparacao de lesdes da microarquitetura, manutencdo da

densidade mineral Ossea e reducdo do risco de fratura. A remodelacdo € uma caracteristica

bioldgica que promove regeneracdo éssea espontanea, quando ha lesdo, e possibilita a

reposicdo da porcao tecidual perdida ou a substituicdo do tecido ésseo antigo por 0sso novo

(FIGURA 5). Esse processo é regulado por fatores hormonais e locais, cujo mecanismo de

reparo ocorre por meio de regeneracio.*32521

Figura 5 - Representacao esquematica do mecanismo de remodelacdo 6ssea
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Fonte: Warden, Davis e Fredericson®®), com modificagées.

A remodelagdo envolve a remocéao de porcoes do tecido dsseo pelos osteoclastos, que

se originam a partir da diferenciacdo dos mondcitos e macrdéfagos, apds a sinalizacdo

bioquimica do fator estimulador de colénia de macréfago (M-CSF), do ligante do receptor do
ativador do fator nuclear kappa-p (RANKL) e da osteoprogerina (OPG). O RANKL ¢é uma
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citocina da familia do fator de necrose tumoral (TNF) expressa pelas células T ativadas e por
osteoblastos e é considerada essencial para a inducdo da osteoclastogénese. O receptor do
ativador do fator nuclear kappa- (RANK), membro da superfamilia dos receptores do fator
de necrose tumoral (TNFR), é uma proteina transmembrana, presente nos monacitos,
macrdfagos, osteoclastos e nas células T e B. A OPG, membro da superfamilia dos TNFR, é
secretada pelos osteoblastos, pelas células osteoprogenitoras, células B e células dendriticas; é
estimulada na presenca de IL-1, IL-6, IL-11, TNF, estrogénio e fator de crescimento
transformante (TGF-B), e ¢ inibida pelo paratormdnio.l":!

A osteoclastogénese inicia-se a partir da ligagdo do M-CSF com o receptor do
macrofago, que o induz a tornar-se precursor de osteoclasto em proliferacdo, o que resulta na
expressao de RANK nessa célula. Isso se deve a presenca dos receptores RANK e dos
receptores para M-CSF na membrana plasmatica dos precursores de osteoclastos. O RANKL
liga-se a0 RANK e estimula a fusdo de outros macréfagos, por meio dos receptores DC-
STAMP / OC-STAMP, que ira originar os osteoclastos multinucleados (FIGURA 6). O
RANKL desempenha papel na diferenciacdo dos osteoclastos, promove aumento da atividade
e da sobrevivéncia dessas células, em consequéncia de seu efeito antiapoptético que gera a
permanéncia da reabsorcdo 0ssea, mecanismo esse responsavel por ativar ou aumentar a
reabsorcao dssea.l?2%%

O RANK possui sitio de ligacdo para a OPG e o RANKL, que competem entre si.
maturacao e da ativacdo dos osteoclastos, o que suprime a capacidade de reabsorcao da matriz
6ssea. O equilibrio entre essas moléculas sinalizadoras regula o desenvolvimento e a ativacao
dos osteoclastos e 0 metabolismo dsseo. Outras citocinas, fatores e hormonios, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1), o paratorménio e a calcitonina, estao
envolvidos na diferenciacdo do precursor de osteoclastos e no controle da reabsorcao
6sseal?®?*% (FIGURA 6). Além disso, os osteoblastos podem produzir C-MSF e, apds
inducdo dos fatores estimuladores de reabsorcdo, expressar RANKL em sua membrana e

estimular, dessa forma, a osteoclastogénese.’”” (FIGURA 6).
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Figura 6 - Diferenciacéo e fusdo dos precursores de osteoclastos até a ativagéo de osteoclastos,
com influéncia do RANKL expresso pelos osteoblastos
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Fonte: Takahashi, Udagawa e Suda®, com modificagges.

Durante a formacédo éssea, originada no desenvolvimento fetal ou em resposta a leséo
Ossea, ocorre 0 mecanismo de mitose e migracdo das células osteoprogenitoras e
diferenciacdo dos osteoblastos por meio da osteoblastogénese. Esse processo € dependente da
liberacdo de proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), de citocinas e fatores de crescimento
tais como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o fator de crescimento de
fibroblastos (FCF), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento semelhante & insulina (IGF).[H7:31

Durante o reparo apds uma fratura, ha remocéao dos restos celulares e de fragmentos
0sseos pela acdo de macréfagos. Simultaneamente, o peridsteo e o enddsteo iniciam intensa
proliferacdo e proporcionam um tecido rico em células osteoprogenitoras, que envolvem a
fratura e penetram entre as extremidades Osseas fraturadas. Em seguida, ha formacdo do calo
0sseo e substituicdo por osso secundario, com a restituicdo da forma e da forca do 0sso
original.®? A consolidacéo do reparo 6sseo esta, porém, condicionada a certos fatores, como
amplo suprimento sanguineo, estabilidade mecanica, presenca de arcabouco tridimensional e

tamanho do sitio lesionado.®
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Em condicdes clinicas que promovem a formacdo de fragmentos dsseos instaveis —
os que decorrem de eventos traumaticos, de deficiéncias metabolicas, como, por exemplo, a
osteoporose, e de procedimentos cirdrgicos em que ha resseccdo 0ssea —, 0 reparo 0Sseo
pode ndo ocorrer espontaneamente. Nesses casos, a capacidade de reparo é limitada e, muitas
vezes, ha formagdo de tecido conjuntivo fibroso, que se perpetua ao longo da vida do
individuo e caracteriza o defeito 6sseo critico.****! Tais condigdes clinicas podem
comprometer a estrutura, a funcdo e a estétical®®, além de impactar o desempenho e a
realizacdo das atividades de vida diarias.

Dessa forma, a fim de acelerar e potencializar a regeneracdo Ossea, é possivel
utilizarem-se terapias, como, por exemplo, estimulagdo quimica com horménios ou fatores de
crescimento, enxerto dsseo e estimulacdo fisica por meio de recursos mecanicos e
eletromagnéticos, que possuem efeitos baseados nas propriedades biomecanicas do tecido

6sse0.!
2.1.2 Comportamento 0sseo apds cargas mecanicas

O osso é dependente de estimulo hormonal e mecénico para a manutencdo de sua
arquitetura e funcionalidade. Existem diversas modalidades de estimulos mecénicos, tais
como descarga de peso, campo eletromagnético, vibracdo, ultrassom de baixa intensidade,
dentre outros. Esses estimulos, quando aplicados ao 0sso, promovem deformacdo tecidual que
gera efeito anabdlico, pela presenca de células mecanossensoras, que sao 0s osteoblastos e 0s
ostedcitos. Todavia, esse efeito pode ocorrer em uma regido distante do local que sofreu maior
deformacdo, por meio da ativacdo de uma cascata de reacdes bioquimicas, e pode ser
propagado pelas juncbes gap e pelos canais idnicos, vez que permitem a troca de ions e de
pequenas moléculas entre ostedcitos e osteoblastos.?%3"!

As principais células mecanossensoras sdo 0s ostedcitos, pois amplificam e
transmitem os estimulos para toda a estrutura dssea, por meio do sistema canalicular. Apesar
de os osteoblastos serem células mecanossensiveis, acredita-se que sdo menos solicitados do
que o0s ostedcitos, visto que estdo localizados no periésteo.9%!

Os osteocitos dependem da estimulacdo mecénica para manter sua sobrevivéncia e
viabilidade, de forma que a auséncia da forca mecénica pode gerar apoptose, que é mediada
pela reducdo dos niveis de 6xido nitrico ou prostaglandinas E2.1*¥! Ademais, os ostedcitos,
além de ser mecanossensiveis, sdo fundamentais na detecgdo de microlesdes do tecido 6sseo e

participam do processo de reparo, por meio da secrecdo de fatores osteoclastogénicos.[*>3®!
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Segundo Gusmao e Belangero!®, os ostedcitos secretam proteinas osteogénicas semelhantes
as excretadas pelos osteoblastos, apds a captacdo do estimulo mecénico.

2.1.2.1 Mecanotransducao

Apobs 0 0sso ser submetido a um estimulo mecénico, ocorre a sua deformagdo, em
nivel estrutural e celular, que produz estimulo local e sera detectado e convertido em produto
bioquimico pelos ostedcitos e, em seguida, transmitido, por meio dos canaliculos, as demais
células que compdem esse tecido, 0 que origina a neoformacdo 0ssea, mecanismo esse
denominado mecanotransducdo. A deformacdo altera a regulacdo da divisdo e da
diferenciacdo celular, a morfogénese e a expressao genética. Ademais, o estimulo promove o
aumento dos prolongamentos citoplasmaticos, a que se segue a ampliacdo da comunicacdo

entre as células do tecido 6sseo.[?>183839

2.1.2.2 Piezoeletricidade

A piezoeletricidade é uma caracteristica presente em alguns materiais, como moléculas
e cristais, que podem sofrer polarizacéo elétrica em resposta ao estimulo mecénico. O tecido
Osseo apresenta efeito piezoelétrico consequente a deformacdo mecénica, em razdo da
estrutura das fibras de colageno que, ap6s a modificacdo espacial (compressdo e tensao),
sofrem polarizacdo elétrica. Ha dois tipos de efeito piezoelétrico. O efeito direto é oriundo da
conversdo da energia mecanica em elétrica, de modo que cargas compressivas geram
potencial negativo (hiperpolarizacdo), e cargas tensivas, potencial positivo
(despolarizacdo).®*”! Segundo Gusméao e Belangero®!, a hiperpolarizacio ¢ responsavel pela
estimulacdo da osteogénese, e a despolarizacdo ocasiona sua reabsorcdo. No efeito inverso,
apos a aplicacdo do campo elétrico, um material piezoelétrico sofre deformagdo mecénica que
estimula a atividade celular e promove o aumento do aporte de nutrientes e metabdlitos.#%4

Em vista das caracteristicas do tecido 0sseo ante um estimulo mecéanico, como a
mecanotransducdo e a piezoeletricidade, é possivel utilizarem-se recursos mecanicos na
reabilitacéo fisioterapéutica, como, por exemplo, o ultrassom terapéutico, a fim de auxiliar os

mecanismos de remodelacéo e de reparo 6sseo.*404!]
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2.2 ULTRASSOM

O ultrassom é uma forma de energia mecénica que se propaga com onda de alta
pressdo acustica e emite frequéncia superior ao limite da audicdo humana, que é de
aproximadamente 20.000 Hz ou 20 kHz!**2*¥! (FIGURA 7).

Figura 7 - Escala do espectro acustico do som
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Fonte: O’Brien!*, com modificacdes.

A energia propagada pela onda ultrassénica promove 0s movimentos de aproximagéo e
afastamento molecular, conhecidos, respectivamente, como compressao e rarefacdo (FIGURA
8), movimentos esses que caracterizam a onda ultrassénica como mecanica ou de propagacao

mecanica.*4
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Figura 8 - Representacdo esquematica do ciclo de compresséo e rarefagdo da onda ultrassénica
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Fonte: Leighton!*!, com modificagdes.

Sdo trés as caracteristicas biofisicas fundamentais na onda ultrassénica: frequéncia,
comprimento e velocidade. A frequéncia corresponde ao nimero de vezes em que a particula
completa um ciclo de compressao e de rarefacdo durante um segundo; o comprimento de onda
¢ a distancia entre dois pontos equivalentes na forma de onda em um meio; e a velocidade é a
distancia com a qual a onda viaja através do meio em determinado tempo. Ademais, a energia
da onda ultrassonica se caracteriza pela intensidade, que é expressa em watts/cm?. Quando
emitida, a energia atravessa uma unidade de area, que é perpendicular a onda em um
determinado tempo.[*344

A onda ultrassdnica é emitida por um transmissor ou fonte que segue em direcdo ao
receptor ou tecido-alvo como o muscular ou o désseo, por exemplo, e estimula a
movimentacdo molecular. Esse movimento é suscitado a partir da vibracdo sinusoidal da
energia ultrassdnica em funcdo do tempo, e promove o deslocamento molecular para ambos
os lados no espaco em torno da posicdo inicial ou posicdo de equilibrio.***4 Na representacéo
grafica da onda sinusoidal (FIGURA 9), as cristas altas e baixas representam o0s valores

especificos da amplitude da onda ultrassénica, o que corresponde aos valores dos picos de
compressdo e de rarefagdo. O comprimento de onda (L) ¢é a distancia de uma crista para a
seguinte, e 0 tempo que leva para ocorrer um ciclo é considerado o periodo (T). O eixo
horizontal da representacao grafica pode representar a distancia (FIGURA 9 (a)) ou o tempo
(FIGURA 9 (b)).
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Figura 9 - Gréficos da onda acustica sinusoidal: (a) amplitude x distancia; (b) amplitude x tempo
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Fonte: O’Brien.™*!

O ultrassom é uma modalidade fisica amplamente utilizada nas areas biomédicas da
medicina e da fisioterapia, e seu uso deve ser determinado pela frequéncia e pela intensidade
de que dispbem os equipamentos.

Na medicina, o ultrassom é empregado para realizar diagnosticos, tratamentos e
procedimentos cirurgicos. Todavia, dentre essas modalidades, é largamente utilizado na
pratica clinica médica com o objetivo de auxiliar no diagnéstico clinico, pois integra os
exames complementares de imagem que possibilitam a visualizacdo morfoldgica dos tecidos
moles e favorecem sua descricdo clinica. As frequéncias utilizadas nos equipamentos de
ultrassom para uso médico variam em torno de 1 a 15 MHz, e as intensidades, entre 0,03 e 1
chmZI [44,46-49]

Na pratica clinica fisioterapéutica, a utilizacdo do ultrassom tem a finalidade de
auxiliar na reabilitacdo de tecidos lesionados, de modo a acelerar e potencializar sua
regeneracdo. O ultrassom terapéutico (UST) apresenta frequéncias de 1 e 3 MHz e
intensidades que variam de 0,01 a 3 W/cm?, frequéncias essas de que pode dispor um mesmo
aparelho ou ndo."****1 A frequéncia de 1 MHz atinge tecidos profundos, de 3 a 5 cm, e é
utilizada em ortopedia para tratar distarbios musculoesqueléticos; por outro lado, a frequéncia
de 3 MHz penetra tecidos superficiais, de 1 a 2 cm, e é amplamente empregada em tratamento
dermatofuncional, para auxiliar na cicatrizacdo de lesdes da derme e da epiderme 052

(FIGURA 10).
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Figura 10 - Penetragdo das ondas ultrassonicas de 1 e 3 MHz nos tecidos biol6gicos

Fonte: Elaboracdo da autora.

O UST pode emitir onda pulsada ou continua, que realizam ou ndo, respectivamente, a
interrupcéo da energia propagada.[®°°54

O equipamento de UST possui um transdutor que contém, no cabegote, um cristal
piezoelétrico, confeccionado com cerdmica de alta poténcia, como o titanato zirconato de
chumbo (PZT), responsavel por converter energia eletromagnética em energia mecanica. Esse
cristal vibra na presenca de campo elétrico e emite ondas mecénicas de alta frequéncia de
pressdo aclstica que penetram na pele e se propagam pelos tecidos.®®! Essas ondas geram
vibracdes moleculares, aceleram a velocidade de difusdo de ions e a troca de fluidos através
da membrana celular, o que favorece a difusdo e promove o restabelecimento do metabolismo
celular local.®>4

Os equipamentos de UST sdo de baixa intensidade, ou seja, apresentam intensidade
inferior a 3 W/cm?, e podem ser de baixa dose (< 1W/cm?), de média dose (1-2 W/cm?) e de
dose elevada (2-3 W/cm?). Nas Gltimas décadas, foi desenvolvido, nos Estados Unidos, o
ultrassom pulsado de baixa intensidade, conhecido na literatura como LIPUS, que emite
frequéncia de 1,5 MHz e intensidade com baixa dose equivalente a 30 mW/cm?. Supde-se que

essa modalidade de ultrassom promova o reparo de fratura éssea, iniba as respostas
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inflamatérias e acelere a regeneracdo de tecidos moles.™**!

A energia propagada no feixe da onda ultrassonica, ao penetrar os tecidos biologicos e
com eles interagir, sofre absorcdo e dispersdo. O fenbmeno da absorcdo ocorre em nivel
molecular, onde a energia vibracional, proporcionada pelo feixe ultrassénico, é convertida em
energia cinética molecular ou em movimentos aleatorios, movimentos esses que produzem
calor, originando aquecimento tecidual. Os tecidos ricos em colageno, como o 0sso cortical, 0
peridsteo, as cicatrizes e os mausculos fibrdticos, sdo 0s que mais absorvem a energia
ultrassénica. Dessa forma, o ultrassom é o recurso utilizado pelo fisioterapeuta para tratar
0ssos, tenddes e fascias, dentre outros.***>*1 Destarte, a quantidade de absorcdo é
dependente das caracteristicas teciduais, bem como da vascularizagdo e, ainda, da frequéncia
emitida pelo ultrassom."®® Na dispersdo, parte da energia do feixe da onda é dissipada e sera
absorvida em outra porc¢éo tecidual, diferente daquela em que houve a incidéncia do feixe da
onda ultrassonica.[*3**57]

Ademais, o feixe da onda sofre atenuacéo, refracdo e reflexdo.****"1 (FIGURA 11).

A atenuacdo representa a perda da intensidade da onda ultrassénica apds a penetracao
nos tecidos e esta diretamente relacionada com a frequéncia: se ela for de 1 MHz, apresentara
reducdo de 50% da intensidade na profundidade de 4 cm, e de 10% aos 12 cm; na frequéncia
de 3 MHz, ha reducdo de 50% da intensidade na espessura de 1,5 cm e é minima aos 5
Cm.[56'57]

A refracdo é o desvio da onda ultrassénica em angulo diferente daquele do local em
gue houve a incidéncia e pode ser reduzida pelo posicionamento perpendicular do transdutor a
superficie a ser tratada.’”

Reflexdo é o retorno do feixe de ultrassom ao local de origem, ap6s sua emissdo. Ela
pode variar de acordo com cada tecido, de modo que tecidos moles sofrem menos reflexdo
guando comparados, por exemplo, com a superficie 0ssea, que reflete cerca de 40% da onda
ultrassénica. A reflexdo é proveniente da diferenca de impedancia acustica, ou seja, da
resisténcia acustica existente entre dois meios, como ocorre entre 0 ar € o0 tecido cutaneo, que
apresenta alta impedancia. Assim sendo, para reduzir a diferenca da resisténcia desses dois
meios, é fundamental utilizar-se um meio acoplador, como o gel hidrossolavel.*®*®
Entretanto, em regiGes anatdmicas irregulares, ndo & possivel realizar-se o acoplamento
diretamente com o transdutor; nesses casos, a terapia pode ser executada submergindo-se a

regido e o transdutor na 4gua, o que evita a formacao de bolhas instaveis.*”
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Figura 11- Representagdo esquematica do efeito da interacdo da onda ultrassénica
com os tecidos biolégicos

Meio 1

Meio 2

Reflexio Refraciao Absorgio

Fonte: Elaboracdo da autora.

Os efeitos do ultrassom podem ser térmicos e mecanicos ou nao térmicos.

Os efeitos térmicos derivam-se da energia ultrassénica absorvida pelos tecidos, o que
gera aquecimento tecidual causado pela emisséo ininterrupta das ondas, e provoca aumento da
extensibilidade das estruturas colagenosas, aumento da atividade metabdlica tecidual e do
fluxo sanguineo, promocdo do efeito analgésico, reducdo da rigidez articular e espasmo
muscular. Esse aquecimento é causado pelas diferentes densidades de cada tecido que recebe
a onda ultrassonica.[>>6%4

Os efeitos mecéanicos ou ndo térmicos sdo descritos na literatura como uma
combinagdo de micromassagem, fluxo acUstico e cavitacdo.[***! A micromassagem é o efeito
da vibracdo molecular quando a onda sonora transita pelo meio e pode afetar as trocas dos
fluidos e a mobilidade tecidual. O fluxo acustico é definido como a emulsdo de pequenos
fluidos perto de uma estrutura vibratéria que pode alterar as taxas de difusdo e a
permeabilidade da membrana, o que leva a modificacdo da sintese proteica e de secrecbes
celulares. A cavitacdo é a formacdo de pequenas bolhas de gas nos tecidos ou fluidos,
decorrente da vibracdo ultrassonica e da agitagdo e pode apresentar-se sob duas formas. A
forma estavel ocorre em doses terapéuticas, ou seja, apresenta efeito benéfico que pode gerar
modificacdo celular e induzir alteracdo no gradiente de concentracéo, afetar a difuséo de ions
e de moléculas e alterar as concentra¢@es dos ions de célcio e de potassio das células expostas
as ondas ultrassénicas. A cavitacdo instavel produz efeito terapéutico indesejado, pois
promove a necrose tecidual instantanea e o rompimento das bolhas de gas, o que libera alta
quantidade de energia.[**>
O efeito ndo térmico € proveniente do feixe de ultrassom pulsado, quando ocorre
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intervalo terapéutico, o que ndo permite o aquecimento tecidual como se d& com o efeito
térmico. Durante o efeito ndo térmico, ha estimulo & proliferacdo de osteoblastos e a
neoformacdo 0ssea, estimulo e sintese de fatores angiogénicos, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento basico de fibroblastos (FGF) e interleucina-8 (IL-8). A
propagacdo do feixe de ultrassom pulsado promove estresse mecanico que gera Sucessivos
eventos e sinais elétricos que estimulam o metabolismo 6sse0.*>6162%4 Sequndo Reher,

i*2 prostaglandinas e éxido nitrico sd0 necessarios para a

Harris, Whiteman, Hai e Meghj
neoformacéo e a remodelacéo dssea, e sua producdo é induzida pelo estresse mecéanico. Outro
efeito do ultrassom descrito na literatura é o quimico, que promove aceleracdo da atividade
enzimética, aumento da permeabilidade da membrana, elevacdo da respiracdo e oxidacao
celular.1®*52

Os parametros utilizados no UST sdo fundamentais para determinar-se o resultado
terapéutico. Dessa forma, é essencial que o fisioterapeuta tenha conhecimento da dosimetria a
ser empregada em cada protocolo, por ser fundamental eleger-se a dosimetria ideal, assim

como o modo de emisséo, a frequéncia, a intensidade e o tempo.
2.2.1 O ultrassom terapéutico no reparo 0sseo

O UST ¢ utilizado amplamente na prética clinica fisioterapéutica com o objetivo de
auxiliar o reparo tecidual do sistema musculoesquelético, tais como consolidacao de fraturas e
lesGes musculares, ligamentares, tendinosas e nervosas.™

No tecido Gsseo, a resposta que se segue a exposicdo as ondas ultrassdnicas é similar
aquela sob carga mecanica fisiolégica, como, por exemplo, suporte do préprio corpo,
deambulacdo e corrida.B% A interacdo das ondas ultrassonicas com o tecido 6sseo promove
deformacgdes micromecanicas que estimulam ostedcitos e células mesenquimais e gera

eventos bioquimicos em nivel celular, que pode iniciar ou acelerar a neoformagéo 6ssea.[*>%

69]

As propriedades biomecanicas do tecido 6sseo sdo a base fisioldgica para o uso do
ultrassom. Quando de baixa intensidade, o0 UST acelera o reparo 6sseo, visto que promove a
aceleracdo do metabolismo e a reducédo do processo inflamatorio, com ampliacdo da sintese
de colageno. Além disso, aumenta a atividade osteoblastica, estimula a producdo de matriz
celular e de fatores de crescimento que participam da consolidagéo de fraturas, amplia a
r [49, 51,70]

extensibilidade das fibras de colageno, reduz a dor e a rigidez articula

Em estudo realizado por Acar et al.l”), avaliou-se a eficacia do ultrassom para
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promover a neoformacdo 6ssea, ap6s confeccdo de defeito dsseo ndo critico, de 6 mm, em
calvéria de coelhos. A terapia ultrassénica teve inicio no segundo dia do pds-operatorio, com
utilizacdo de frequéncia de 1 MHz, intensidade de 30 mW/cm? e frequéncia de repeticio de 1
kHz, por 20 minutos diarios, no periodo de duas semanas, tendo-se concluido que o ultrassom
se mostrou eficaz na regeneracdo dssea.

Angle, Sena, Sumner, Virkus e Virdi'® confeccionaram defeito 6sseo de 5,0 mm em
fémur de ratos e observaram que, apos o uso do ultrassom durante 20 minutos diarios,
combinado com proteina morfogenética 6ssea humana -2, houve incremento da angiogénese e
neoformacdo 6ssea com presenca de regiGes mineralizadas.

Aonuma et al.[’ realizaram estudo randomizado com 64 ratos, para avaliar o efeito do
ultrassom apds osteotomia na regido proximal da tibia. Os parametros utilizados na terapia
ultrassénica consistiram em frequéncia de 1,5 MHz, frequéncia de repeticdo de 1,0 kHz,
intensidade de 30 mW/cm?, durante 20 minutos por dia. Apés o periodo de duas e quatro
semanas de terapia, constatou-se que o UST acelerou o reparo do 0sso esponjoso, contribuiu
para o aumento da densidade mineral dssea e facilitou a mineraliza¢do do 0sso neoformado.

Albertini avaliou o efeito de quatro tempos de estimulacio diaria de ondas
ultrassénicas em antebraco de coelhos, no periodo de 15 dias, e verificou que os tempos de
10, 20 e 40 minutos aumentaram a consolidacdo do calo dsseo.

A terapia por UST é indicada em todas as fases do reparo, tanto na fase aguda, por
acelerar a fase inflamatdria e iniciar precocemente a fase proliferativa, quanto na fase cronica,
por promover angiogénese, atividade dos fibroblastos e estimulo ao miofibroblasto na
contragdo da ferida.l*®

Pesquisa realizada por Azuma et al.”® buscou investigar se o reparo 6sseo promovido
pelo ultrassom era baseado na estimulacdo de uma reacdo celular especifica. Para tanto, foi
confeccionado defeito 6sseo em fémur de ratos, e utilizou-se o ultrassom com frequéncia de
1,5 MHz, frequéncia de repeticéo de 1,0 kHz, intensidade de 30 mW/cm?, durante 20 minutos
diarios, no periodo de 25 dias, o0 que permitiu concluir que o ultrassom acelerou a cicatrizacao
tecidual e atuou em diversas reacdes celulares no processo de reparo.

Apesar de a literatura disponibilizar diversos estudos que comprovam o efeito do
ultrassom terapéutico no reparo 6sseo, ainda ndo estdo elucidados todos os mecanismos de
interacdo das ondas ultrassénicas com os tecidos bioldgicos."*™! Entretanto, segundo
Harrison, Lin, Pounder e Takagaki'’®, o mecanismo que pode explicar o estimulo osteogénico
do ultrassom esta relacionado com mecanorreceptores em nivel celular. As ondas

ultrassonicas atravessam os tecidos biologicos e geram sinal mecénico no local da lesdo dssea.
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Este sinal é detectado pelas integrinas e convertido em sinal bioquimico no meio intracelular,
que gera reacdes em cascata com transcricdo de genes no nucleo e transcricdo para producéo
de ciclo-oxigenase 2 (COX 2). Supde-se que a producdo de prostaglandina E 2 (PGE 2)
estimule o aumento da producgdo de COX 2, o0 que fomenta a expressao de genes osteogénicos

(FIGURA 12), com neoformagao e mineralizacéo 6ssea do sitio lesionado.[”™

Figura 12 - Eventos que ocorrem em nivel celular, a partir da emissdo
de ondas ultrassdnicas até a expressdo de genes osteogénicos

1. Onda de pressao
no tecido

5. Enzima COX2
construida por
ribossomos

2. Sinal ativa receptores

Integrinas

6. PGE2 produzido
pela célula
fornecendo o efeito
clinico

3. Vias de sinalizagao
ativadas

Célula

Ribossomos

Fonte: Harrison, Lin, Pounder e Takagakil”®, com modificacdes.
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3 Objetivos
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3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito das ondas mecénicas vibratorias na regeneracdo de defeito dsseo

critico.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar o efeito de dois protocolos de diferentes tempos de exposi¢do do ultrassom
terapéutico na regeneracao tecidual.
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Analise comparativa do efeito de dois protocolos de ultrassom terapéutico
para regeneracdo de defeito 0sseo critico

Comparative analysis of the effect of two therapeutic ultrasound protocols
for regeneration of a critical bone defect

Ana Flavia Calmon Daltro®; Isabela Cerqueira Barreto®; Renata dos Santos Almeida®; lorrana
indira dos Anjos Ribeiro®; Aryon de Almeida Barbosa Jr*; Fabiana Paim Rosa’

'Fisioterapeuta, Universidade Federal da Bahia; “Doutora em Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas,
Universidade Federal da Bahia; *Mestre em Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas, Universidade Federal
da Bahia; “Doutor em Medicina, Fundagdo Oswaldo Cruz; *Doutora em Odontologia, Universidade Federal da
Bahia.

RESUMO

Introducdo: Extensas lesbes O6sseas comprometem o reparo tecidual e levam a alteracdes
estruturais e funcionais; nesse contexto, o ultrassom terapéutico pode ser utilizado para
potencializar o reparo da regido lesionada. Objetivo: Comparar o efeito de dois protocolos de
ultrassom terapéutico com diferentes tempos de exposicdo para regeneracdo de defeito 6sseo
critico. Materiais e Métodos: Foram utilizados 45 ratos, machos, distribuidos em trés grupos:
grupo ultrassom terapéutico cinco minutos (GUS 5); grupo ultrassom terapéutico dez minutos
(GUS 10); e grupo controle (GC). Em todos os grupos, confeccionou-se um defeito dsseo
critico, com 8,5 mm de didmetro, na regido da calvaria. O protocolo foi iniciado no primeiro
dia do pos-operatdrio, no GUS 5 e no GUS 10, com ultrassom terapéutico na frequéncia de
1,0 MHz, modo pulsado, cinco vezes por semana, nos periodos de 15, 30 e 60 dias.
Resultados: Dentre 0s grupos experimentais, houve maior neoformacao de matriz osteoide no
GUS 10, seguido do GUS 5 quando comparados ao GC, no qual a neoformacao foi restrita a
regido de borda. O uso do ultrassom promoveu aumento na espessura da matriz conjuntiva,
proliferacdo de capilares, alinhamento das fibras colagenas, reducdo do edema e do processo
inflamatdrio, tendo sido mais significativo no tempo de 10 minutos. Conclusdo: O ultrassom
terapéutico estimulou o reparo do defeito Gsseo critico, e 0 maior tempo de exposi¢cdo
promoveu maior estimulo osteogénico.

Palavras-chave: Osso. Regeneragdo dssea. Ultrassom. Terapia por ultrassom.
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ABSTRACT

Introduction: Extensive bone lesions compromise tissue repair and lead to structural and
functional alterations and, in this context, therapeutic ultrasound can be used to potential the
repair of the injured region. Objective: To compare the effect of two protocols of different
times of treatment of the therapeutic ultrasound in the regeneration of critical bone defect.
Materials and methods: 45 male rats were distributed in three experimental groups:
therapeutic ultrasound group five minutes (5 TUG); therapeutic ultrasound group ten minutes
(10 TUG); and control group (CG). In all groups, a critical bone defect of 8.5 mm
diameter was made in  the calvariaregion. The  protocol was initiated on  the
first postoperative day, in GUS 5 and 10, with therapeutic ultrasound at the frequency of 1.0
MHz, pulsed mode, five times a week, at periods of 15, 30 and 60 days. Results: Among the
experimental groups, the highest volume of osteoid assembly in the 10 TUG, followed by the
5 TUG when compared to the GC, where it is neo-converted to restriction in the border
region. The use of ultrasound promoted an increase in the thickness of the conjunctive
matrix, proliferation of capillaries, alignment of the collagen fibers, reduction of edema and
inflammatory process, being more significant in the time 10 minutes. Conclusion:
Therapeutic ultrasound stimulated the repair of a critical bone defect, and the longer exposure
time promoted greater osteogenic stimulation.

Keywords: Bone. Bone regeneration. Ultrasonics. Ultrasonic therapy.

INTRODUCAO

O tecido Osseo se caracteriza por possuir propriedades de resisténcia e dureza
decorrentes da combinacdo dos seus componentes organicos e inorganicos. Apesar de tais
propriedades, esse tecido pode sofrer lesdes extensas, denominadas defeitos 6sseos criticos,
que comprometem a integridade estrutural e a fisiologia do reparo 6sseo.[""!

Os defeitos dsseos criticos sdo causados por condicBes clinicas como, por exemplo,
traumas e procedimentos cirdrgicos em gue ha ressec¢cdo dssea que comprometem 0 processo
fisioldgico da regeneragdo 6ssea, cujo resultado € o reparo com formacao de tecido conjuntivo
fibroso.!****) Esse tecido compromete a estrutura, a fungdo e a estétical®®, pode ocasionar
reducdo da qualidade de vida do individuo, impactar o desempenho das suas atividades de
vida diaria e laboral, com possiveis consequéncias psicoldgicas e econdmicas. Nesse
contexto, o fisioterapeuta, inserido na equipe multiprofissional, participa da reabilitacdo de
individuos que apresentam esse quadro clinico.

Durante o processo de reabilitacdo, podem ser empregados recursos terapéuticos que

emitem ondas mecanicas vibratérias, a fim de auxiliar o reparo e estimular a osteogénese.!
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Entre esses recursos, inclui-se o ultrassom terapéutico, utilizado h& anos na pratica clinica
fisioterapéutical™®, equipamento esse que emite ondas de alta frequéncia de pressdo acUstica
que, ao interagir com os tecidos biologicos, promovem alteracdes micromecanicas. Essas
alteracbes geram eventos bioguimicos capazes de acelerar a consolidacdo de fraturas,
estimular o reparo de tecidos lesionados, como o tecido 6sseo e o muscular, inibir respostas
inflamatérias e participar do processo de modulacdo da dor.!%3787]

A resposta tecidual e a eficacia dessa terapia tém estreita relacdo com os parametros
selecionados antes de iniciar-se o tratamento. Assim, é de fundamental importancia elegerem-
se adequadamente a frequéncia, a intensidade, 0 modo de emissdo da corrente, 0 tempo de
aplicacdo e o meio acoplador indicados para cada lesdo.”"® A literatura disponibiliza uma
diversidade de parametros, principalmente quanto ao tempo de exposi¢do a onda ultrassonica,
empregados no processo de cicatrizacdo de fraturas 6sseas.

Albertint™ confeccionou defeito ésseo de 2,0 cm em radio de coelhos e estimulou a
regido com onda ultrassénica por 5, 10, 20 e 40 minutos, no periodo de 15 dias, tendo
observado que 0s maiores tempos promoveram maior estimulo a consolidacdo déssea quando
comparados com o tempo de 5 minutos. Entretanto, Pereira e outrost’”), apés induzir fratura
em tibia de ratos e estimular a regido com ultrassom por 10 minutos, no periodo de 13 dias,
constatou que o protocolo utilizado ndo promoveu diferenca estatistica significativa entre o
grupo no qual se realizou a terapia e o grupo controle, apesar do aumento da fosfatase alcalina
e do didmetro do tecido 6sseo neoformado.

Azuma et al.[”¥ realizaram fratura no fémur de ratos e analisaram o efeito do ultrassom
por 20 minutos diarios, nos periodos de 8 e 24 dias, tendo concluido que o ultrassom acelerou
a cicatrizacao independentemente do periodo de tratamento, com melhora na forca de tor¢édo e
aumento da neoformacdo 0ssea.

Diante da diversidade de protocolos envolvidos na reabilitacdo de lesdes 0sseas, este
estudo tem como objetivo comparar o efeito de dois protocolos de ultrassom terapéutico com
diferentes tempos de exposi¢do para regeneracao de defeito dsseo critico.

MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
de Ciéncias da Saude (CEUA-ICS) da Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n°

101/2016, e encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de
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2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) (ANEXO A).

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Biotério Central da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), onde os animais ficaram alocados durante a realizacdo
do experimento.

Foram utilizados 45 ratos, Rattus norvegicus, da linhagem Wistar albinus, jovens
adultos, machos, com peso de 350 a 400 gramas.

A realizacdo da técnica cirtrgica foi precedida, em todos os animais, pela anestesia
geral e pela sedacdo com injecdo intramuscular de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e de
cloridrato de xilazina (40 mg/kg), respectivamente, a que se seguiu a tricotomia e a assepsia
na regido da calvaria. Logo apds, cada animal foi posicionado em decubito ventral para
realizacdo do procedimento cirdrgico.

A metodologia do procedimento cirdrgico foi semelhante & dos trabalhos realizados
por Almeida et al.B®!, Miguel et al.®% Camara-Pereira et al.®¥, Ribeiro et al.®?, Daltro et
al.®¥ para confeccéo de defeito 6sseo critico, de 8,5 mm de didmetro, na regido da calvaria
(FIGURA 13).

Apobs a confeccdo do defeito 6sseo critico, os animais foram distribuidos em trés
grupos, com pontos biologicos de 15, 30 e 60 dias, para compor 0s seguintes grupos: grupo
ultrassom terapéutico 5 minutos (GUS 5), com aplicacdo de ondas mecénicas emitidas pelo
ultrassom terapéutico por cinco minutos sobre defeito dsseo preenchido por coagulo
sanguineo; grupo ultrassom terapéutico 10 minutos (GUS 10), com aplicacdo de ondas
mecanicas emitidas pelo ultrassom terapéutico por dez minutos sobre defeito dsseo
preenchido por coagulo sanguineo; grupo controle (GC), sem aplica¢do das ondas mecanicas
emitidas pelo ultrassom terapéutico. Para aquisi¢do das imagens macroscopicas, foi utilizada
uma camera digital Nikon D 3100.
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Figura 13 - Etapa do procedimento cirdrgico. Remogao do tecido subcutaneo,
dos musculos e marcagdo do defeito (A); remocéo do fragmento
6sseo (B)

Fonte: Elaboracéo da autora.

Protocolo de aplicacdo do ultrassom terapéutico

Os protocolos foram iniciados no primeiro dia do pds-operatorio. Em todos os animais
do GUS 5 e do GUS 10 foram realizadas anestesia e sedacdo para permitir a aplicacdo da
terapéutica, seguidas de, quando necessario, tricotomia na regido da calvaria. Posteriormente,
cada animal foi posicionado individualmente, em decubito ventral, na mesa de procedimentos,
e foi aplicado gel hidrossollvel nas regides da calvéaria e na parte superior da bolsa de agua
(FIGURA 14).

Utilizou-se equipamento de ultrassom terapéutico de baixa intensidade, modelo
Sonopulse 111, marca Ibramed®, previamente calibrado pelo fabricante, com frequéncia de 1
MHz, modo pulsado, intensidade 0,2 W/cm? 50% de ciclo de trabalho, frequéncia de
repeticdo de pulso de 16 Hz e tamanho de area efetiva de radiacio (ERA) de 7 cm?. Durante a
aplicacdo do ultrassom terapéutico, foram realizados movimentos lentos, circulares e
continuos com o transdutor, por 5 ou 10 minutos, a depender do grupo experimental. O
protocolo foi realizado cinco vezes por semana, com pausa de 48 horas, nos pontos bioldgicos
de 15, 30 e 60 dias, 0 que equivale, respectivamente, a 11, 22 e 44 aplica¢des do ultrassom.

Os protocolos foram estabelecidos apds adaptacdo dos utilizados por Albertin™,
Barreto® e Skau et al.® e realizacdo de teste-piloto, por néo se ter localizado, na literatura
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disponivel, relato de protocolo de terapia por ultrassom terapéutico, com equipamento
nacional, para regeneracdo de defeito dsseo critico. ApGs os protocolos terapéuticos, 0s
animais foram mantidos em local aquecido para recuperacdo da narcose anestesica e, em

seguida, colocados em gaiolas individuais.

Figura 14 - Utilizacdo do ultrassom terapéutico

Fonte: Elaboraco da autora.

Apobs os pontos bioldgicos de 15, 30 e 60 dias, os animais foram eutanasiados, as
calvarias foram removidas e fixadas em formol tamponado a 10% e mantidas em coletores
plasticos por 72 horas. Em seguida, as amostras foram clivadas nas regifes laterais e inferior,
seguindo-se a divisdo em duas porgdes, sendo de, aproximadamente, 2/3 a anterior e de 1/3 a
posterior.

A porcédo anterior foi descalcificada em solugdo de &cido etileno-diamino-tetracético
(EDTA) a 7%, durante sete dias, com troca do acido a cada 24 horas. As calvarias foram
processadas, incluidas em parafina e cortadas de forma seriada em um micr6tomo com
espessura de 5,0 um. Utilizou-se a técnica de coloracdo de rotina com hematoxilina-eosina
(HE); para identificar proteinas colagénicas, empregou-se o picrosirius red (PIFG) e, para
identificar a matriz 6ssea, o tricromico Masson Goldner. Na analise histologica, foi utilizado o

microscopio vertical digital Leica® DMB6 B e o software LAS V4.12®.
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RESULTADOS

e GUSSH

Aos 15 dias, houve formacdo de matriz osteoide reacional e inespecifica (FIGURA 15
A), que foi incrementada aos 30 dias (FIGURA 15 B) e estabilizada aos 60 dias (FIGURA 15
C), embora restrita as regides de borda 6ssea, com auséncia do restabelecimento do volume
0sseo original. Os osteoblastos ativos estavam presentes em todos 0s pontos bioldgicos. A
extensdo do defeito foi preenchida pela matriz de tecido conjuntivo frouxo, que apresentou
menor espessura na regido central do defeito aos 15 dias, evoluiu para 0 espessamento
continuo aos 30 dias, porém, aos 60 dias, sofreu reducdo (FIGURA 15 C). Em todos os pontos
bioldgicos, notou-se a presenca de fibras colagenas, que, aos 30 dias, apresentaram-se em
paralelo (FIGURA 15 B), e proliferacao difusa de capilares. Aos 15 dias o edema apresentava-
se moderado, e havia presenca de infiltrado inflamatério mononuclear difuso, que se reduziu

aos 30 dias e tornou-se inconspicuo aos 60 dias.

Figura 15 - GUS 5 - Fotomicrografia do defeito dsseo critico com presenca de neoformacao de
matriz osteoide (*). (A) Aos 15 dias, presenca de osteoblastos ativos e diversos
espacos capilares (HE). (B) Alinhamento das fibras coldgenas aos 30 dias (PIFG).
(C) Reducéo do espessamento do tecido conjuntivo frouxo aos 60 dias (HE)

B

Fonte: Elaboragdo da autora.

e GUSI10

Aos 15 dias, a neoformagdo da matriz osteoide apresentava-se restrita a borda 6ssea
(FIGURA 16 A) e evoluiu, a partir dos 30 dias (FIGURA 16 B), para a formacdo em direcédo
centripeta (FIGURA 16 C), com auséncia do restabelecimento do volume 6sseo original. Os

osteoblastos permaneceram presentes e ativos em todos os pontos bioldgicos, e o
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preenchimento da &rea do defeito ocorreu com tecido conjuntivo frouxo que apresentou
aumento da espessura em toda a extensdo. Em todos os pontos bioldgicos, as fibras colagenas
estavam organizadas em paralelo (FIGURA 16 B), houve proliferacdo de vasos sanguineos,
com estabilizacdo da angiogénese aos 60 dias. O edema e o infiltrado inflamatdrio

mononuclear apresentaram-se reduzidos e tornaram-se ausentes aos 60 dias.

Figura 16 - GUS 10 - Fotomicrografia da regido do defeito Gsseo critico com presenca de
neoformacdo de matriz osteoide (*). (A) Presenca de osteoblastos ativos e diversos
espacos capilares aos 15 dias (HE). (B) Organizacdo das fibras coladgenas em
paralelo aos 30 dias (PIFG). (C) Neoformacdo de matriz osteoide em direcdo
centripeta aos 60 dias (HE)

'.g__,‘{’y o

Fonte: Elaboracdo da autora.

e GC

A neoformacdo de matriz osteoide reacional apresentou-se restrita a borda 6ssea em
todos os pontos bioldgicos (FIGURAS 17 A, B e C), e o volume dsseo original ndo foi
reestabelecido. Apenas aos 15 dias, houve presenca de osteoblastos ativos. O preenchimento
do defeito, em todos os pontos bioldgicos, ocorreu com tecido conjuntivo frouxo, que se
apresentou delgado aos 15 dias e ainda mais delgado aos 60 dias (FIGURA 17 C), com
espessura menor que a borda 6ssea. Constataram-se poucos capilares, e aos 30 e 60 dias,
estabilizacdo da angiogénese, discreto edema e infiltrado inflamatério mononuclear difuso

que se tornaram ausentes posteriormente.
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Figura 17- GC - Fotomicrografia da regido do defeito dsseo critico com presenga de
neoformacdo de matriz osteoide (*). (A) Osteoblastos ativos e poucos espacos
capilares aos 15 dias (HE). (B) Preenchimento do defeito com delgado tecido
conjuntivo frouxo aos 30 dias (PIFG). (C) Neoformacdo de matriz osteoide
restrita as bordas dsseas aos 60 dias (HE)

| *

B

Fonte: Elaboragéo da autora.

DISCUSSAO

A auséncia da padronizacdo de protocolos de ultrassom terapéutico com a finalidade
de auxiliar a regeneracao tecidual pode comprometer o resultado terapéutico desejado. Desse
modo, é necessario que sejam eleitos com cautela e que se unifiquem os parametros a serem
utilizados na reabilitacdo.® Dentre os diversos parametros esta a variavel tempo, pouco
estudada nos artigos cientificos disponiveis, impondo-se, portanto, a necessidade de definir o
tempo de tratamento a ser empregado em cada lesdo.®™™ Sendo assim, o experimento buscou
comparar o efeito de dois protocolos de diferentes tempos de tratamento do ultrassom
terapéutico na regeneracao de defeito dsseo critico.

A realizacdo da terapia com ondas ultrassénicas na fase inicial incrementou o reparo
tecidual, pois o efeito do ultrassom esta relacionado, principalmente, com o intervalo de
tempo entre o inicio da lesdo e o inicio do tratamento, de modo que, quanto mais
precocemente se iniciar a terapia, mais rapida sera a recuperacéo tecidual.[”"7868

No presente estudo, os resultados obtidos na fase inicial do reparo mostraram que 0s
tempos de cinco e dez minutos ndo foram suficientes para estimular o aumento da
neoformacdo no defeito 6sseo critico.l”™ A evolucdo apresentada nos demais pontos
biolégicos do GUS 5 pode ter sido motivada pelo prolongamento do estimulo no tecido 6sseo,
que é capaz de promover regifes de remodelagéo[79], sendo considerado um tempo suficiente
para promover a consolidacdo 6ssea.’® Entretanto, alguns autores®" "% afirmam que o
tempo ideal para promover o estimulo osteogénico e a organizacgéo tecidual é a partir de dez

minutos, o0 que sugere que o ultrassom possui efeito dose-dependente quanto ao tempo de
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estimulagéo.

O incremento constatado nos pontos bioldgicos tardios do GUS 10 pode ter ocorrido
em consequéncia do prolongamento do estimulo na via de mecanotransducdo, que
potencializa o estimulo osteogénico e gera aumento da taxa de neoformacdo 6ssea.l®”
Entretanto, no GC houve manutencdo da limitacdo da neoformac&o'®® em razdo da auséncia
de estimulo adicional.

O padréo celular encontrado nos grupos experimentais em que se realizou a terapia
com ultrassom demonstrou que as ondas ultrassénicas sdo capazes de induzir e fomentar a
ativacdo e a diferenciacéo de células mesenquimais e osteoprogenitoras.l’®! Apesar de néo
estar elucidado esse mecanismo de indugdo a osteogénese por meio desse recurso
terapéutico®, sabe-se que o ultrassom estimula as células mesenquimais a se diferenciar em
osteoblastos, que, por sua vez, tém sua atividade celular estimulada. Além disso, o ultrassom
acelera a diferenciacdo dos osteoblastos e promove aumento da mineralizagdo 6ssea.[** %!

O tecido de reparo que preencheu o defeito no GUS 5 e no GUS 10 foi estimulado
pelas ondas ultrassonicas que, além de fomentar a sintese de células mesenguimais, estimulam
colageno e fibroblastos, principalmente quando utilizadas na fase inicial do reparol’:78881
como se procedeu neste experimento. A partir de dois minutos de emissdo das ondas
ultrassdnicas, ocorre o estimulo ao crescimento de fibroblastos'® e o alinhamento das fibras
de colageno acontece a partir de trés minutos.®"!

Neste estudo, o ultrassom mostrou-se promissor no estimulo a angiogénese tanto aos
cinco quanto aos dez minutos de terapia, quando ocorre a vascularizacdo a partir da fase
inicial do reparot™ e torna-se evidente na fase tardia, 0 que favorece o processo de reparo
6sse0.1%"

Ha duas hipdteses para justificar a angiogénese promovida pelo ultrassom: o estimulo
ao aumento da secrecdo de interleucina-8 (IL-8) e a producdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Supde-se que as ondas ultrassonicas regulam a secrecdo da IL-8
pelos osteoblastos, por ser uma citocina responsavel por induzir a proliferacdo e a migracdo
de células endoteliais, 0 que leva a angiogénese. A segunda hipotese sugere que o ultrassom
estimula a producdo de VEGF também pelos osteoblastos, um fator fundamental para a
angiogénese, que atua na regulacéo da mitose e no recrutamento das células endoteliais.*

As ondas ultrassdnicas promoveram a reducdo do tempo do processo inflamatdrio
apos os tempos de cinco e dez minutos de terapia, por favorecer a aceleracdo da fase
inflamatoria, decorrente do aumento e da liberacdo de células mononucleares, assim como da

liberacdo de histaminas, que fomenta uma rapida resolucdo do processo inflamatério.®%4
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Devido a esse mecanismo, o ultrassom é capaz de eliminar o processo inflamatorio a partir da
fase inicial do reparo.[®®

O ultrassom terapéutico, apesar de apresentar efeito osteogénico e possibilitar seu uso
em situacbes em que o reparo € critico, ndo mostrou eficicia quanto ao restabelecimento do
volume e da morfologia do tecido 6sseo original em ambos os protocolos. Dessa forma, a fim
de potencializar os efeitos das ondas ultrassdnicas, sugere-se uma possivel associacdo desse
recurso terapéutico a um arcabouco tridimensional, que servird de maior suporte estrutural e

mecanico, potencializara o crescimento celular e induzira a diferenciacéo celular.[83%!

CONCLUSAO

O ultrassom terapéutico estimulou o reparo do defeito 6sseo critico, e 0 maior tempo

de exposic¢do promoveu maior estimulo osteogénico.
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Apéndices



APENDICE A — Etapas dos procedimentos cirirgicos

(A) Anestesia e sedacédo; (B) animal em decubito ventral no campo cirdrgico;
(C) incisdo cutanea com exposicdo do peridsteo; (D) remocdo do peridsteo; (E)
marcacdo do defeito dsseo; (F) remogdo do fragmento dsseo; (G) sutura do
retalho cuténeo.

Fonte: Elaboracéo da autora.
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APENDICE B - Etapa da clivagem das amostras (calvarias)

(A) Amostra (calvaria) integra; (B) Amostra (calvaria) clivada
nas regides lateral e inferior.

Fonte: Elaboragéo da autora.
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