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RESUMO

CALIXTO, S. P. Estudo do efeito de campo elétrico pulsado no reparo 6sseo em
tibia de ratos. 2007. 72f. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao
Carlos / Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto / Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2007.

O conceito de que estimulagao elétrica promove o reparo de fraturas tem uma longa
historia, datada de 1812. O mecanismo pelo qual estimulacdo elétrica promove a
osteogénese ainda é assunto de especulagao cientifica, entretanto esse método nao
farmacoldgico, utilizado no presente trabalho, ja mostrou efeitos positivos na promogao
e estimulo da osteogénese.O presente trabalho objetivou analisar a influéncia da
aplicacdo de campo elétrico pulsado nas caracteristicas histologicas e propriedades
mecanicas do tecido 6sseo em osteotomias experimentais realizadas em tibias de
ratos. Foram utilizados 52 ratos com fraturas cirurgicas unilaterais do terco médio da
tibia, sem lesdo dos musculos e do periosteo. Os animais foram divididos em dois
grupos: grupo controle, que nao recebeu estimulagdo e grupo tratado com campo
elétrico. Esses foram divididos em dois subgrupos: animais sacrificados no 19° pés-
operatdrio e animais sacrificados no 27° pés-operatorio. O membro fraturado foi tratado
com campo elétrico pulsado com frequéncia fundamental de 1,5 MHz e 200 us de
largura de pulso, em sessdes diarias de 20 minutos. Realizou-se radiografia desse
membro no dia da cirurgia e do sacrificio. Apds o tratamento sacrificaram-se os ratos e
extrairam-se suas tibias para a obtencdo de material para analise morfométrica e
ensaio mecanico de flexdo. Os ensaios biomecanicos revelaram que houve diferencga
significativa entre as médias dos grupos tratado 18 e 12 dias somente para a tensao,
sendo esta maior para o grupo tratado 18 dias, para as demais propriedades mecanicas
analisadas nao houve diferenga significativa. A analise morfométrica determinou que a
relacdo entre os grupos controle 18 dias com tratado 18 dias bem como entre os grupos
tratado 12 dias e tratado 18 dias das médias das areas de osso formado apresentaram
diferencas estatisticamente significantes. Esses resultados sugerem que existe um
incremento na sintese de matriz organica no grupo tratado, ndo acompanhado
linearmente pela sintese mineral. A diferenga estatisticamente significativa nas tensdes
de ruptura, por outro lado, sugere que o aumento no grau de mineralizagéo encontra-se
em Ccurso.

Palavras-chave: Campo elétrico. Tecido 0Osseo. Interagentes fisicos e bioldgicos.
Biomecanica.



ABSTRACT

CALIXTO, S. P. Study of the effect of pulsed electric field on bone healing in rats
tibia. 2007. 72f. Dissertation (M.Sc) - Escola de Engenharia de Sao Carlos / Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto / Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de
Sao Paulo, Sao Carlos, 2007.

The concept that electrical stimulation promotes the repair of fractures has a long
history, dated of 1812. The mechanism for which electrical stimulation promotes
osteogenesis is still subject of scientific speculation, however that method non-
pharmacological, used in the present work has already showed positive effects in the
promotion and incentive of osteogenesis. The present work objectified to analyze the
influence of the application of electric field pulsed in the histological characteristic and
mechanical properties of the bone tissue in experimental osteotomy accomplished in
tibias of rats. 52 rats were used with unilateral surgical fractures of the medium third of
the tibia, without lesion of the muscles and of the periosteum. The animals were divided
in two groups: group control, that didn't receive stimulation and treated group with
electric field. These were divided in two subgroups: animals sacrificed in the 19th after
operation and animals sacrificed in the 27" after operation. The fractured member was
treated with electric field pulsed with fundamental frequency of 1,5 MHz and 200 us of
pulse width, in daily sessions of 20 minutes. The x-ray of that member took place in the
day of the surgery and of the sacrifice. After the treatment the rats were sacrificed and
their tibias were extracted for the material obtaining for analysis morfométrica and
mechanical rehearsal of flexion. The mechanical rehearsals revealed that there was only
significant difference among the averages of the treated groups 18 and 12 days for the
tension, the treated group 18 days had a larger tension, for the other analyzed
mechanical properties there was not significant difference. The averages of the moment
of inertia and area went significantly larger for the treated group 18 days when
compared with the respective averages of the control group controls. The treated group
12 days presented averages significantly larger when compared to the properties:
moment of inertia, neutral line and area with the control group 12 days. These results
suggest that an increment exists in the synthesis of organic matrix in the treated group,
not accompanied lineally by the mineral synthesis. The difference significant statistic in
the rupture tensions, on the other hand, suggests that the increase in the mineralization
degree meets in course.

Key Words: Electric field. Bone tissue. Physical and biological interacting.
Biomechanics.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo tem propriedades estruturais muito interessantes. Isso esta
essencialmente relacionado a sua composigdo estrutural: hidroxiapatita, colageno,
quantias pequenas de proteoglicanas, proteinas ndo colagenas e agua (LUCCHINETTI,
2001). Os componentes inorganicos sao principalmente responsaveis pela forga de
compressao e dureza, enquanto componentes organicos provéem as propriedades de
tensdo. Esta composicao varia com a espécie, idade, sexo e incidéncia ou ndo de uma
doenga (GINEBRA; PLANELL e PARICIO, 2000). Outro aspecto importante, que
também caracteriza esse comportamento mecénico peculiar, é sua organizagao
hierarquica (WEINER; WAGNER, 1998).

O osso é um material dindmico que é exposto habitualmente a ambientes
mecanicos que desafiam sua integridade estrutural. Ha varias causas de fratura 6ssea,
porém, em contraste com materiais inertes, o osso pode regenerar-se formando tecido
novo onde foi danificado.

A tibia é um osso longo, coberta somente por uma fina camada de pele e tecido
subcutaneo, sem protecdo muscular. Esta localizagdo anatémica pode ser explicada
pela necessidade de proteger os vasos sangulineos e nervos da perna, porém a torna
vulneravel a trauma, resultando frequentemente em fraturas expostas (BYRD et al.,
1985).

Fraturas de tibia sdo as fraturas de ossos longos mais comuns. As causas mais
frequentes sdo acidentes de motocicleta (28% dos pacientes), acidentes de veiculo

(24%), acidentes domésticos (13%), acidentes de pedestres (12%), lesbes por
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esmagamento (8%), acidentes com arma de fogo (2%) e causas diversas como
acidente de trabalho esportivo (13%) (CHANG et al.,1999).

Com a finalidade de acelerar o processo de reparo de uma fratura e também a
fim de que a consolidacdo ocorra com sucesso, pesquisadores ndo tem medido
esforcos para elaborar novos métodos de reparo.

O conceito de que estimulacao elétrica promove o reparo de fraturas tem uma
longa histdria, datada de 1812, quando corrente elétrica foi usada para consolidar uma
fratura. A avaliacdo dos efeitos promovidos pela estimulagcao elétrica na consolidacao
de fraturas 6sseas vém desde o inicio do século XX, baseadas nas propriedades
elétricas dos ossos (BRIGHTON, 1985).

Em 1953, quando Yasuda relatou pela primeira vez que era produzida
eletricidade quando o osso era deformado artificialmente, efeito denominado
“piezoelétrico”, propiciou um aumento consideravel nas tentativas de encontrar
explicacbes desse efeito na reconstituicio oéssea. Desde entdo, tém sido
implementados métodos néo farmacolégicos para minimizar o retardo de consolidagao
de fraturas. Um exemplo desses métodos € o campo elétrico que aplicado de forma
exdgena, pode agir como estimulo para o 0sso.

A maioria dos efeitos bioldgicos conhecidos de campos elétricos aplicados
externamente estido baseados em alteracbes de potencial elétrico de membrana
induzidas por campo elétrico (também chamada de potencial de membrana). Isto pode
produzir uma variedade de respostas bioquimicas e fisioldgicas profundas em células,
tecidos e no corpo como um todo. Quando a célula é exposta a campos elétricos

pulsados de alta intensidade, o potencial elétrico suprafisiolégico transmembranar é
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induzido, causando a formagdo de poros na membrana e um aumento na
permeabilidade da membrana (BRIGHTON et al., 2001).

Investigagbes usando culturas de células e também com animais in-vivo
apresentaram o campo elétrico como forma de reparar fraturas désseas sem a

necessidade de cirurgia (FRIEDENBERG et al., 1974; LAVINE et al., 1971).

1.1 Tecido Osseo

O esqueleto tem trés funcbes basicas: mecanica, protetora e metabdlica.
Sustenta o corpo; € o local onde se inserem os musculos; protege os 6rgaos nobres
(visceras) e a medula Gssea; e € o maior reservatorio de ions calcio (Ca), fosforo (P) e
magneésio (Mg), necessarios para a manutengcdo da homeostasia mineral (SZEJNFELD,
2000).

O osso € um material composto por duas fases: orgénica e inorganica. A fase
mineral ou inorganica compreende:

o cerca de 70% do peso do 0sso;
o aproximadamente 95% de cristais especificos de hidroxiapatita, nos quais se
impregnam impurezas que constituem os 5% restantes.

A matriz extracelular ou orgénica do tecido 6sseo € constituida principalmente por
colageno (98% de colageno tipo |), varias proteinas ndo colagenas e substancia
fundamental, os 2% restantes compreende as células (EINHORN, 1994).

De acordo com Robey e Termine (1992), o colageno compreende
aproximadamente 90% do total de proteinas 6sseas presentes na matriz, constituido de

fibras colagenas feitas quase exclusivamente de colageno tipo I. O colageno tipo | é a
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forma mais abundante de colageno presente no corpo, amplamente distribuido no
tecido conjuntivo.

Existem mais ou menos 15 tipos de colageno conhecidos. E a proteina mais
estudada pois é a mais bem distribuida em mamiferos. Sdo longas cadeias de glicina e
prolina que formam uma rigida fita tripla helicoidal. O colageno formador de fibrilas € o
do tipo I, que associado ao do tipo V forma pele, ossos, tenddes, ligamentos etc. O
colageno do tipo Il forma a cartilagem hialina e a elastica e o colageno do tipo Ill forma
as fibras reticulares. Os colagenos associados a fibrilas sdo os do tipo IX e Xll, que
fazem a ligacao entre fibrilas e entre outros componentes da matriz. Existem ainda os
colagenos formadores de redes, como o do tipo IV e o do tipo VII.

As fibras colagenas do osso s&o insoluveis e extremamente estaveis. Resultam de
varias ligagdes covalentes intra e intermoleculares. A estrutura primaria do colageno
tipo | € composta por sequéncias de trés aminoacios: glicina-X-Y, onde X e Y,
frequentemente, sdo os aminoacidos prolina e hidroxiprolina respectivamente. A
repeticdo dessa sequéncia permite a formacao de polipeptideos com trés colagenos,
denominados cadeias a, que formam moléculas helicoidais triplices (HULMES, 1992).

O colageno tipo | € um heteropolimero composto por duas cadeias as € uma as.
As fibras colagenas estao orientadas de modo unidirecional e alternam-se de camada a
camada. Em condicbes normais, essa orientacao resulta em um padrido tipico de
lamelas paralelas mais bem visualizadas com luz polarizada ou microscépio eletronico.

Os fatores de crescimento 6sseo consistem em menos de 1% das proteinas nao
colagenas (LIND, 1998), sdo produzidos pelos osteoblastos e incorporados na matriz
extracelular durante a formacdo o6ssea, mas pequenas quantidades podem ser

removidas do soro e incorporadas a matriz. Os fatores de crescimento estdo localizados
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dentro da matriz até que a remodelagdo ou o trauma causem sua solubilizagao e
liberagédo (URIST, 1994; LIND, 1998).

Esta composicao varia com a espécie, idade, sexo, o tipo de osso e se ele foi ou
nao afetado por uma doenga (GINEBRA; PLANELL e PARICIO, 2000).

Ha dois tipos de ossos: cortical (compacto) e trabecular (esponjoso).
Aproximadamente 80% da massa Ossea esquelética € constituida por osso cortical, e
20%, por esponjoso, que ocupa a maior superficie.

O osso cortical é formado por camadas densas calcificadas, constitui as corticais
dos ossos longos, também encontrado na camada externa de todos 0s 0ssos e € 0
principal componente do esqueleto apendicular (periférico). Sua fungao primaria é a
sustentacao e a protecao do esqueleto.

O osso trabecular esta presente nos ossos do esqueleto axial e nas epifises dos
0ssos longos, ele ocupa o espacgo interno entre as corticais dos ossos e é constituido
por uma rede de barras Osseas horizontais e verticais chamadas de trabéculas,
dispostas como uma colméia (GLIMCHER, 1976).

Existe uma diferenca estrutural entre o osso trabecular e o cortical: 80 a 90% do
0sso compacto é calcificado, contra apenas 15 a 25% do osso trabecular, os demais 75
a 85% do osso trabecular sdo ocupados por medula dssea, vasos sanguineos e tecido
conectivo (SZEJNFELD, 2000).

A diferenca funcional entre ambos os tipos de ossos esta relacionada a sua
estrutura, onde o osso cortical tem funcdo basicamente mecanica e de protecao,
enquanto que o osso trabecular tem principalmente fungdo metabdlica. Em situagdes de
solicitacdo de forca, o osso trabecular suporta melhor as forcas compressivas € 0 0sso

cortical as forgas torcionais e encurvamento (ALBERTS, 1989).
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Figura 1. Secao de 0sso que mostra 0sso cortical e osso trabecular.
FONTE: Doblaré; Garcia e Gomez, (2004)

Em sua constituigdo o osso apresenta o Sistema Havers que € o arranjo
estrutural basico localizado no osso compacto. Esse sistema consiste de um canal de
Havers que por sua vez contém nervos, vascularizagdo sanguinea, lamelas que sao
anéis concéntricos da matriz e canaliculos que provéem um vinculo entre os

ostedcitos”.

! Clopton Havers, médico britanico e anatomista, 1650-1702
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Figura 2 Detalhe microscépico de osso cortical. (a) esboco 3D de osso cortical, (b) corte de um
sistema de Havers, (c) fotomicrografia de um sistema de Havers.
FONTE: Doblaré; Garcia e Gomez (2004)

O osso € um tecido conjuntivo muito especializado e que, devido a intensa
atividade celular, se desenvolve por meio de um processo chamado ossificagao,
osteogénese ou simplesmente, formacédo 6ssea. As células que constituem a matriz
O0ssea sao os ostedcitos que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz,

os osteoblastos s&o as células responsaveis pela sintese da matriz e os osteoclastos,
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células gigantes multinucleadas, estao relacionadas com o processo de remodelagao
Ossea.

Durante a formacdo Ossea as células osteoblasticas sintetizam um material
organico inicialmente amorfo, que logo em seguida torna-se densamente fibroso
chamado ostedide. Os cristais de hidroxiapatita de calcio sdo entdo depositados no
ostedide, que se transforma na matriz 6ssea propriamente dita. Os osteoblastos ficam
aprisionados nessa matriz onde diferenciam-se em ostedcitos, desse modo,
precursores dos cristais de hidroxiapatita de calcio difundem-se nas fibras colagenas e
no cimento e o ostedide converte-se em 0sso.

O osso também passa por um processo chamado de reabsorcdo, onde células
gigantes e multinucleadas chamadas osteoclastos aparecem nas areas submetidas a
erosao, conhecidas por lacunas de Howship.

O osso também é anisotropico. O osso cortical tem uma porosidade muito
peqguena e sua anisotropia € principalmente controlada pelas orientagdes de lamelas e
6steons. O contrario acontece com o osso trabecular que tem uma porosidade maior e
sua anisotropia é determinada através da orientacdo trabecular. E dificil quantificar
anisotropia experimentalmente, recentemente tém sido propostas varias medidas de
distribuicdo direcional de massa Ossea do osso trabecular. Cowin (1986) definiu
anisotropia do osso por meio do denominado tensor de tecido, que define os valores e
direcdes principais da distribuicdo de massa dssea.

Anisotropia estrutural tem influéncia direta nas propriedades de rigidez como
também nas propriedades de forca. Como exemplo, temos que a forca comum de um
0sso humano compacto em Reilly e Burstein (1975) era 105 MPa em um teste de

compressao longitudinal e 131 MPa em um teste de compresséao transversal. A média
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da forca longitudinal em tensdo na mesma experiéncia era 53 MPa (REILLY;
BURSTEIN, 1975).

A bioeletricidade € uma das respostas nao-hormonais mais estudadas no osso.
Potenciais elétricos gerados por estresse podem ser verificados, o que denomina-se
piezoeletricidade. Essencialmente, esses fendmenos representam a conversao direta
da energia mecanica em energia elétrica, utilizando o osso como meio. A fungao celular
gera efeitos bioelétricos independentes do estresse. A capacidade do osso agir como
um tecido que se desenvolve, produz e transmite sinais elétricos depende das funcdes
de suas células, matriz e fase mineral. A influéncia que esses potenciais fisiolégicos

exercem sobre a remodelacao 6ssea nao esta ainda bem definida (EINHORN, 1994).

1.2 Reparo de Fraturas

O remodelamento de uma fratura € um processo extremamente complexo no
corpo humano. Em condicbes adequadas, o osso fraturado pode ser reconstituido,
quase que identicamente, a sua forma original. Ao longo de muitos anos,
desenvolveram-se extensas investigacdes sobre esse processo de remodelamento
0sseo.

O remodelamento de uma fratura pode acontecer de dois modos: remodelagao
primaria ou direta e a remodelagdo secundaria ou indireta (FROST, 1989; EINHORN,
1998).

A remodelacdo primaria de fraturas envolve uma tentativa direta do cértex para
restabelecer a interrupcédo. O osso em um lado do cértex tem que se unir com 0 0SS0 no
outro lado do coértex a fim de restabelecer a continuidade mecanica. Este processo

parece acontecer somente nos casos de extrema estabilidade, desconsiderando-se a
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amplitude da interrupgao entre os fragmentos, havendo a tentativa do osso de se formar
diretamente (EINHORN, 1998). A remodelagao secundaria de fraturas envolve os
estagios classicos de remodelamento, isto é, inflamacdo, formagdo do calo,
mineralizagao e remodelagao (MCKIBBIN, 1978; IWAKI et al., 1997; SANDBERG et al.,
1993).

Na ocorréncia de um impacto, quando o o0sso absorve energia além de sua
tenacidade, uma fratura acontece ao longo da linha de menor resisténcia. O impacto
fere a medula éssea local, o periésteo, os tecidos moles adjacentes e rompem-se o0s
vasos sanguineos. Primeiramente, a fratura sensibiliza as células locais e as capacita a
responder melhor a mensagens e estimulos sistémicos, em seguida, langa mensageiros
bioquimicos e biofisicos a fim de que as células possam responder. Esta sensibilizagao
bioldgica dura por volta de 7 dias (FROST, 1989; EINHORN, 1998).

Na fase de inflamagéo, ocorre a formagdo de hematoma e a hemorragia € o
resultado do rompimento do peridsteo e dos vasos sanglineos no local da fratura. As
extremidades dos vasos sanguineos sofrem trombose e sao langadas enzimas, nesse
momento o pH torna-se acido. Macréfagos, leucdcitos e outras células inflamatérias
invadem a area (EINHORN, 1998) e clinicamente, esta fase é associada a dor, inchago
e aquecimento (CRENSHAW, 1992).

Na fase de formacdo do calo transitério, as células sao estimuladas a iniciar a
producdo de novos vasos sanguineos, fibroblastos, material intracelular e células de
apoio, que formam tecido de granulagdo no espago entre os fragmentos de fratura.
Depois disso, macréfagos e outras células surgem a fim de remover o tecido morto

(EINHORN, 1998). Esta fase dura aproximadamente duas semanas (FROST, 1989) e
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clinicamente corresponde ao tempo em que a unido clinica € estabelecida através de
tecido fibroso ou cartilaginoso (CRENSHAW, 1992).

O estagio de mineralizagdo do calo transitério comega aproximadamente 1
semana apo6s a formagdo de calo suave novo. O aumento de oxigénio conduz a
producdo de ostedide que consiste, principalmente, em hidroxiapatita de calcio opaco
que o faz radiolégicamente visivel. A presenca de ostedide prové rigidez dentro do calo.

A quantidade de formacdo de calo depende da estabilidade relativa dos
fragmentos da fratura. No local da fratura onde ha mais movimento torna-se necessaria
a formacgédo de um calo maior para preveni-lo (EINHORN, 1998). Quando o local da
fratura adquiriu estabilidade e forga, o paciente pode retomar a atividade limitada. A
formacao e mineralizacado do calo podem durar cerca de 4 a 16 semanas, podendo ser
um processo mais rapido em criangas e em 0sso esponjoso (CRENSHAW, 1992).

Os osteoclastos agem na remodelagao da superficie externa do osso diminuindo
o tamanho do calo. A vascularizacao local, oxigenagao e pH tornam-se normalizados,
entdo a cartilagem mineralizada é substituida inicialmente por osso tipo esponjoso que
em seguida também é substituido por osso lamelar. O calo formado na extremidade do
0sso compacto € substituido por dsteons secundarios, compostos de osso lamelar.
Estes Osteons alinham-se paralelamente as linhas de compressao e tensao causadas
pelo estimulo mecanico e forgca muscular. A completa substituicdo do calo por meio da
remodelagdo 6ssea dura cerca de quatro anos (FROST, 1989).

O tecido 6sseo € renovado constantemente por meio de um processo
denominado remodelamento 6sseo que nao € executado individualmente por cada
célula, mas por grupos de células que funcionam como unidades organizadas, que

Frost (1963) nomeou “Unidades Basicas Multicelulares” (BMUs). Eles operam no
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periosteo, no enddsteo, na superficie trabecular e no osso cortical, substituindo osso
velho por osso novo em discretos pacotes. Os BMUs sempre seguem uma sucessao
bem definida de processos, hormalmente conhecida como a sucessao A-R-F (ativagao-
reabsorgao-formacao).

Muitos estudos experimentais (HSIEH et al., 2002; VERBOGT et al., 2000; MUIR,
1999; BENTOLILA, 1998) e tedricos (SCHAFLLER; JEPSEN, 2000; LEE et al., 2000;
MARTIN, 2002; HAZELWOOD et al., 2001) tém sugerido que o tecido 6sseo possa
reparar micro danos através do remodelamento. Alguns autores consideram que a
acumulacdo de micro danificagbes €& o incentivo mecanico para a

remodelacdo.(MARTIN, 1995; RAMTANI; ZIDI, 2001).

1.3 Campo Elétrico

A utilizagdo da corrente elétrica para estimular o tecido 6sseo durante o processo
de consolidacao e formagao de calo 6sseo tem sido reportada por varios autores.

O desenvolvimento da tecnologia elétrica permitiu estudos das propriedades
elétricas dos tecidos biologicos. A. d’Arsonval foi o primeiro, em 1892, a conduzir
experimentos utilizando correntes elétricas de alta frequéncia, geradas por um sistema
constituido por 2 jarros de Leyden e uma bobina de nucleo de ar. Seguiu-se N. Tesla,
que utilizou correntes alternadas no intervalo entre 10 e 100 KHz. Estes pesquisadores
obtiveram achados notaveis para a época, entre eles o fato de correntes elétricas de
alta frequéncia nao produzirem choque e contragcdes musculares, atravessando o corpo

com pequeno efeito, o que surpreendeu os fisiologistas contemporaneos. Tesla, em
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1898, propds que os tecidos bioldgicos seriam “condensadores”, ou seja, ofereceriam
baixa resisténcia para altas frequéncias (FOSTER; SCHWAN, 1989).

No século XX (década de 70), multiplicaram-se os esforgos para a aplicagao da
eletricidade na estimulagédo da osteogénese. Em 1976, ja era possivel a andlise de uma
diversidade de técnicas para osteogénese eletricamente estimulada (MARINO, 1977).
Foram utilizadas correntes continuas variaveis (ANDREWS; FRIEDENBERG, 1970),
correntes pulsadas (LEVY, 1974) e correntes pulsadas com formas de onda semelhante
aquelas desenvolvidas no osso por deformagao (TREHARNE et al., 1979). Ainda foram
utilizados estimulos através da aplicacdo de eletretos em contato com o0 0sso in vivo
(YASUDA, 1977) e de campos eletromagnéticos (BASSETT; PAWLUK e PILLA et al,
1974).

Tém sido especulados por muitos anos tratamentos com aplicacdo de campo
elétrico. As identidades dos mecanismos celulares que sao influenciados por ele e
facilitam os efeitos positivos, permanecem desconhecidas. Muitos estudos in vitro
(BRIGHTON et al, 2001; KORENSTEIN et al., 1984 ) e relatérios in vivo
(FRIEDENBERG et al.,1971) revelam que os efeitos benéficos podem ser atribuidos a
ativacdo de proteinas de membrana, e especificamente proteinas que envolvem
mecanismos de transducido de sinal. Nado somente as proteinas podem ser afetadas,
mas também é estabelecido agora que ha aumento da afluéncia de Ca** , observada
apos a excitacao elétrica de células. O tratamento de fraturas com campo elétrico
também contribui a muitos processos celulares calcio-dependentes que podem ser
unidos aos efeitos terapéuticos. Estes efeitos incluem o alivio de dor, diminuicdo da

inflamacéao, ferida e reparo da fratura 6ssea e aumento da circulagdo sanguinea
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(ULETT; HAN E HAN, S., 1998; SLUKA et al., 1999; ZIZIC et al., 1995; BRIGHTON et
al., 1998).

Num estudo de caso realizado em 2004 pelo Center for Health Policy and Center
for Primary Care and Outcomes Research, Stanford University, onde foi remetido um
questionamento a 346 médicos diretores de planos de saude se o critério especificado
na politica de cobertura desses planos incluiria a estimulacao elétrica de crescimento
0sseo e se eles cobririam esta intervencdo para um paciente hipotético com uniao
anormal de fratura de osso longo. Entre os dados levantados nesta pesquisa esta que
228 (66%) dos 346 diretores indicados responderam que aproximadamente 72% dos
planos tém uma politica de cobertura formal para estimulagao elétrica de crescimento
0sseo no caso de fraturas de osso longo, mais que 30% dos planos especificam que
devem transcorrer 4 meses ou mais antes que se aplique a estimulagdo elétrica,
embora estudos clinicos ndao sustentem em absoluto esta espera. Diretores de
aproximadamente 61% dos planos com politica que requer estender os periodos de
espera, todavia, autorizariam estimulagao elétrica para pacientes que nao se encontram
neste critério (HUANG et al., 2004).

Brighton et al. (1995), publicaram uma analise retrospectiva usando um modelo
de regressao logistica para comparar a eficacia relativa de acoplamento capacitivo,
corrente direta e enxerto 6sseo no tratamento de ndo unido de tibia. A analise
comparou as taxas de reparo, os fatores de risco identificados e predisse a
probabilidade de sucesso desses trés métodos de tratamento em 271 ndo unides de
tibia, com um tempo médio de 23,5 meses apos a fratura. O primeiro resultado mostrou
que a taxa de remodelamento para ndo unido de tibia sem fatores de risco foi

equivalente entre corrente direta, acoplamento capacitivo de campos elétricos e enxerto
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0sseo. Entre os fatores de risco identificados estavam o tempo da fratura, o tipo da
fratura e o fracasso anterior de excitagdo elétrica ou cirurgia de enxerto ésseo. Em
fraturas de 70 meses ou mais, como houve um aumento no numero de fatores de risco,
uma significante baixa na estatistica da eficacia foi observada. O principal achado desta
analise foi o retratamento com o mesmo método que mostrou diminui¢des estatisticas
significantes no reparo. Por exemplo, se uma fratura tinha sido previamente tratada sem
sucesso com cirurgia de enxerto 6sseo, um tratamento subsequente com o mesmo
procedimento resultou em sucesso diminuido. Um achado adicional importante foi que
nao unides atroficas eram mais resistentes para excitacdo elétrica que nao unides
hipertréficas. Este foi o primeiro relatério que usou regresséo logistica para se dirigir
este complicador em um estudo clinico com dispositivos elétrico e eletromagnético.

Pereda Cardoso et al. (1996), estimularam o tecido 6sseo por meio de corrente
elétrica bipolar de 20 microamperes e menos de 1 volt com uma frequéncia de 1 Hz,
associada a fixagcao externa do osso, utilizando 29 pacientes com diferentes lesdes
O0sseas. Demonstraram o papel coadjuvante da eletricidade na consolidagdo éssea,
sendo que ao analisar os resultados, encontraram um tempo médio de 12 semanas
para a consolidagdo de pseudoartrose da tibia que € muito inferior ao do grupo nao
tratado, resultando num tempo médio de 34 semanas.

Ainda, Yonemori et al. (1996), num estudo utilizando coelhos que depois de
serem submetidos a uma intervencgao cirurgica que expds o umero onde foi perfurada
uma cavidade de 1,0 mm de didmetro, demonstrou-se que com a insercao de fios
Kirschner nessa cavidade, oferecendo uma corrente continua de 10 pA continuamente

durante 14 dias, a atividade da fosfatase alcalina na medula 6ssea aumentou apos 7
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dias da cirurgia. Depois de 14 dias da cirurgia, a atividade da fosfatase alcalina e a
atividade proliferativa dos osteoblastos foram significativamente mais altas quando
comparadas aos grupos controle e estimulagdo com campo eletromagnético pulsado. A
formagao de novas células ésseas foi mais ativa no grupo de estimulagédo com corrente
continua. Concluiu-se que a estimulagéo elétrica é eficaz na promogao da osteogénese,
quando na regiao estimulada existam células sensiveis a esse tipo de estimulo. Os
resultados desse estudo poderiam justificar a causa do estimulo elétrico ser eficaz em
alguns casos e em outros nao.

Estudos demonstram que a estimulacao elétrica altera a incorporagao de ions de
calcio nas células. O transporte de calcio acoplado a atividade da ATPase é essencial
para o crescimento e reparo 0sseo. Berg e Zhang (1993) relataram que a estimulagao
elétrica eleva o potencial de membrana da célula, o que resulta na elevagcao de sua
condutividade, afetando assim, as funcdes de suas proteinas e lipideos.

Skerry, Pead e Lanyon (1991) demonstraram a inibicdo de perda 6ssea com
campos eletromagnéticos pulsados em um modelo canino ovariectomizado e
concluiram que este efeito era atribuivel a inibicdo de reabsorcao na superficie 6ssea e
nao a excitacao de formacao de 0sso novo.

Brighton et al. (2001), estudaram os caminhos bioquimicos que sao ativados na
transdugcao de sinal quando varios tipos de estimulacdo elétrica sdo aplicados nas
células 6sseas, determinando o DNA contido em cada placa. Todos sinais produziram
um aumento significante de DNA por placa comparados com os grupos controle em
todos os periodos de tempo, mas somente a exposigao por acoplamento capacitivo
resultou em um aumento significativo na produgcao de DNA em cada periodo de tempo,

além de trinta minutos. Concluiu-se que os eventos iniciais em transducdo de sinal
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apresentaram resultados diferentes quando acoplamento capacitivo foi comparado com
os outros meios de estimulagdo (acoplamento indutivo e campos eletromagnéticos), o
evento inicial com pares de capacitores é a afluéncia de jons de Ca®" através de
portdes de voltagem da membrana celular por canais de calcio, enquanto que o evento
inicial das demais estimulacdes é a incorporacdo de Ca®" para armazenamento
intracelular.

Também foram investigados os efeitos da aplicagdo de um campo
eletromagnético pulsado (PEMF) em fase recente de reparo 6ésseo num modelo de
osteotomia em tibia canina. Foi executada uma osteotomia transversal (buraco de 2
mm) unilateral em doze cachorros adultos de raga nao definida e estabilizada com
fixacdo externa. Seis animais foram tratados diariamente com PEMF durante 1 h. A
estimulagao teve inicio 4 semanas depois da cirurgia e teve duragdo de 8 semanas.
Nenhuma estimulagao foi aplicada ao grupo controle (n=6). A aplicagao de carga no
grupo de PEMF a 8 semanas foi maior que no grupo controle. A area de calo do
periosteo teve um aumento 6 semanas seguintes a cirurgia no grupo PEMF, enquanto
um aumento significante foi observado de 8 e 10 semanas depois da cirurgia no grupo
de controle. O torque maximo normalizado e torsional de rigidez do grupo PEMF foi
significativamente maior que do grupo controle. Analises histomorfométricas revelaram
maior formacdo de osso novo no tecido local da osteotomia, aumento na taxa de
justaposicdo mineral e diminuicdo da porosidade no coértex adjacente a linha da
osteotomia no grupo de PEMF. Concluiu-se que estimulagdo PEMF de 1 h por dia
durante 8 semanas promoveram recuperagdo mais rapida de suporte de carga,
aumento significante em formagao 6ssea e uma forga mecanica mais alta no tecido

0sseo neoformado na tibia osteotomizada (Inoue et al., 2002).
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Apesar de muitos estudos apresentarem o tratamento de correntes elétricas para
a estimulagcdo da osteogénese como um método eficaz, varios outros estudos nao
relataram alteracbes na osteogénese entre regides estimuladas e nao estimuladas.
Spadaro (1997) estudou o efeito de corrente elétrica direta e de campos
eletromagnéticos pulsados em implantes de ago inoxidavel no canal medular durante
trés semanas. Os resultados desse estudo demonstraram que se os implantes
apresentavam movimentagao, a formagao de massa 6ssea ocorria de forma acentuada
e em igual proporgao, tanto ao ser estimulada eletricamente ou ndo. Ao estimular com
campo eletromagnético, a formagao se demonstrou acentuada, enquanto implantes que
nao possuiam movimentagcdo, recebendo estimulo elétrico ou eletromagnético,
apresentaram pouca ou nenhuma resposta osteogénica. Com isso, concluiu-se que a
corrente elétrica ou campo eletromagnético sdo ineficazes para o estimulo da
osteogénese quando ndo associados a alguma forma de estimulo mecanico. Porém,
torna-se fundamental lancar a hipotese dessa ocorréncia pelo curto periodo de
estimulagao para o aumento da massa 6ssea.

Estudos adicionais devem ser realizados para esclarecer os mecanismos
envolvidos quando a aplicacdo de estimulo elétrico é realizada na busca da promogao

da osteogénese.

1.4 Propriedades Biomecanicas do Osso

Reparo de fratura éssea é um tépico importante de pesquisa em biomecanica.
Durante os ultimos anos, muitas teorias e modelos de simulagao foram propostos para

desenvolver uma visdo ampla dos mecanismos que controlam a morfogénese do 0sso.
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Osso e cartlagem sao tecidos mecano-sensivieis e carga mecanica induz
deformacido espacial e efeitos elétricos associados. Além disso, em situacbes de
aplicagao de carga mecanica, potenciais bioelétricos sdo produzidos por estimular o
movimento do fluido intersticial no osso pelo intermédio da matriz extracelular carregada
(GRODZINSKY, 1983).

As propriedades biomecanicas do osso podem ser descritas em dois niveis.
Primeiro, as propriedades materiais do osso devem ser consideradas e essas
propriedades sao definidas pelo nivel de qualidade do tecido que sao independentes da
estrutura ou da geometria.

Segundo, as propriedades estruturais do osso, que atuam como uma unidade
anatdmica. Classicamente, as propriedades materiais dos ossos sao definidas por
testes mecanicos padronizados. Propriedades estruturais sdo determinadas em todas
segOes de osso intactas cuja geometria tenha se mantido.

Quando uma secdo uniforme de osso é testada sob condigbes laboratoriais
controladas e as forgas aplicadas sdo conhecidas, quatro propriedades mecanicas
basicas do osso podem ser descritas: deformagéo, capacidade de absorver energia,
rigidez e resisténcia.

No nivel baixo de tensdo ha uma relagao linear entre a carga aplicada e a
deformacdo resultante. Essa proporcionalidade € conhecida como moddulo de
elasticidade e é uma medida de rigidez do osso. A significancia fisiolégica desta
propriedade é o fato de que forgas aplicadas no osso em algum ponto ao longo desta
linha somente o deformara temporariamente.

Depois que a carga é removida, ele retornara para sua forma original. Quando a

regido elastica termina a tensao é conhecida como limite elastico. Promover carga além
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deste ponto resultara em uma deformagao permanente no material, esta propriedade é
conhecida como plasticidade.

A resisténcia do tecido 6sseo é determinada pelo calculo da maxima carga no
ponto onde 0 0sso se rompe. A energia que o 0sso absorve (energia de deformacgao) é
dissipada quando o osso fratura e é perdida no ponto da falha. A energia armazenada
pelo osso até o limite elastico, € conhecida como resiliéncia. Esta energia é
restabelecida se o0 osso retorna para sua forma original depois que a carga € removida
(EINHORN, 1992).

O comportamento mecanico do osso pode ser estudado pela realizagdo de
ensaios mecanicos do tecido dsseo, que sdo importantes, pois fornecem parametros
fundamentais sobre a resisténcia dessas estruturas (GOULD lll, 1993).

Neste trabalho foi realizado o ensaio de flexdo a trés pontos, em que o corpo de
prova (tibia) ficou apoiado em suas duas extremidades e sofreu a agdo de uma forga F,
que agiu na diregao perpendicular ao seu eixo. A figura 1 ilustra a aplicagao da forgca F

no corpo de prova.

F

=1

Figura 3 llustracdo do corpo de prova apoiado em suas duas extremidades e aplicagdo de uma
forca F.

A forca F leva uma regiao do corpo a se contrair, devido a compressao, enquanto

que outra regido se alonga, devido a tragdo. Entre a regido que se contrai e a que se
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alonga fica uma linha que mantém sua dimensao inalterada chamada linha neutra. Em
materiais homogéneos, costuma-se considerar que a linha neutra fica igual a distancia

das superficies externas inferior e superior do corpo ensaiado.

Linha Neutra
Regido Comprimida W

Regiao Alongada

Figura 4 llustracao da Linha Neutra.

O ensaio de flexdo a trés pontos permite a avaliacido de diversas propriedades
biomecanicas do tecido 6sseo.

Uma das propriedades biomecanicas dos ossos que podem ser avaliadas por
este ensaio € a medida de deformagdo (mm) chamada de flecha, correspondente a
posicdo de flexdo maxima. Nos materiais frageis, neste caso o osso, as flechas
medidas sdo muito pequenas, consequentemente, para determinar a tensao de flexao,
utilizamos a carga que provoca a fratura no osso.

Outra propriedade avaliada € o momento fletor, que esta relacionado com a
distancia entre o ponto onde a forga F € aplicada e o ponto de apoio do osso. O produto
da forga F pela distancia do ponto de sua aplicagdo resulta no momento, no caso da

flexdo, € o momento fletor.
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Figura 5 Detalhamento da distancia do ponto de aplica¢cdo da for¢ca F ao ponto de apoio. O produto
daforca F pela distancia origina o momento fletor.

A posig¢ao do osso durante o ensaio € um ponto de observacao fundamental, pois
influencia na sua resisténcia a flexao, pois cada forma e posigcao equivalem a um
momento de inércia diferente, que é outra propriedade biomecanica avaliada por este
ensaio.

A tenséao é o resultado de uma forga. Quando um material resiste a qualquer tipo
de carga externa, desenvolve uma tensdo interna. Tensdao normal € uma forga
distribuida que age em uma direcdo perpendicular para uma determinada area

(FRANKEL; BURSTEIN, 1971).

2 OBJETIVO

Este trabalho objetivou analisar os efeitos do campo elétrico pulsado no reparo

0sseo em tibia de ratos. Teve objetivo especifico analisar a influéncia da aplicagdo de
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campo elétrico pulsado nas caracteristicas histologicas e propriedades mecanicas do

tecido 6sseo em osteotomias experimentais realizadas em tibias de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedimento Cirargico e Tratamento

Foram utilizados neste experimento 52 ratos da raga Holstman (Rattus
norvegicus albinus), fornecidos pelo Biotério Central da UNESP de Araraquara. Eram
solicitados ratos machos, adultos jovens e pesavam, em média, 300g no dia da cirurgia.
Todos os animais foram alojados no Biotério do Laboratério de Bioengenharia da
Escola de Engenharia de Sao Carlos — USP — e tiveram livre acesso a agua e ragao
durante o procedimento experimental.

Para a realizagao do procedimento cirurgico o osso selecionado foi a tibia, por
apresentar localizagdo anatdmica estratégica, de facil acesso cirurgico, ja que este
trabalho teve por objetivo a realizagao de uma osteotomia transversal no ter¢co médio da
tibia, onde esta apresenta-se subcutanea.

Os animais foram anestesiados com Ketamim, 0,2 a 0,3 mL e receberam a
mesma dose do relaxante muscular Ronpun. Em seguida, o local da cirurgia foi
submetido a tricotomia pré-operatéria e com o auxilio de um bisturi o tergco médio da
tibia foi exposto sem que causasse lesbes no musculo e periésteo, que foram
reaproximados posteriormente. Levamos em conta a necessidade de obtermos
osteotomias as mais semelhantes possiveis, para que ao realizar o estudo experimental
elas fossem passiveis de comparacdo (GUARNIERO, 1987). Deste modo, todas as
fraturas foram realizadas por um unico pesquisador. Aceitamos que a nao imobilizacao
das osteotomias experimentais das tibias dos ratos € justificada pela extensdo da
osteotomia, pois 0 0sso permanece fixado pelo restante da secgao transversal intacta do

0SSO.
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Figura 6 Corte com bisturi para expor atibia Figura 7 Exposicéo da tibia do rato.

Figura 9 Sutura da bele.' ‘

i\ s

Figura 8 Realizagdo da osteotomia

Vinte e seis animais foram divididos em dois grupos de treze animais. No grupo
A o membro fraturado foi tratado com campo elétrico variado pulsado com frequéncia
fundamental de 1,5 MHz e 200 pus de largura de pulso em sessdes diarias de 20
minutos durante 12 dias, com pausas de 2 dias a cada cinco dias de tratamento,
iniciando o tratamento no 3° dia pds operatdrio e sacrificando-os no 19° dia poés
operatorio. O grupo B foi submetido as mesmas condigbes do grupo A, alterando-se
apenas o tempo de tratamento de 12 para 18 dias devido ao fato de o estudo das
propriedades mecanicas nao terem apresentado resultados significativos; essa
alteragcdo no periodo de aplicacdo do tratamento significa 50% a mais do que foi

aplicado primeiramente. Vinte e seis animais, divididos em dois grupos controle, ndo
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receberam qualquer tratamento, sendo que foram submetidos a mesma cirurgia e o
mesmo protocolo para o sacrificio.

A avaliagao radiografica foi realizada no dia da cirurgia e no dia do sacrificio.

Figura 10 Tratamento com campo elétrico da tibia osteotomizada.

Apods o tratamento os ratos foram sacrificados pelo método de sedagao profunda,
onde utilizaram-se 0,7 mL de Ketamin e a mesma quantidade de Ronpun, sem que
causasse estresse e suas tibias foram extraidas, para a obtengcdo de material para
analise histolégica e ensaio mecanico de flexdo. Trés tibias de cada grupo foram
submetidas ao exame histolégico que permitiu uma avaliagdo qualitativa do tecido
neoformado. Os ensaios mecanicos de flexao a trés pontos submeteram o tecido 6sseo
neoformado a solicitacbes de tracdo, de forma que pudessem ser avaliadas
quantitativamente as propriedades mecanicas dos tecidos estimulados e comparadas
aquelas do tecido cicatricial obtido naturalmente. Os dados obtidos no ensaio mecanico

foram analisados estatisticamente.
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3.2 Andlise Biomecéanica

Apos a sedacao profunda dos animais, as tibias foram retiradas por meio de uma
incisdo longitudinal na regido anterior do membro osteotomizado. Em seguida a
desarticulacéo da tibia, foram retiradas a fibula e demais estruturas em toda extensao.
As amostras foram conservadas em solugao salina (solugéo de cloreto de sédio a 0,9%)
a —20° C em congelador doméstico.

No dia anterior a realizagdo do ensaio mecanico, dez tibias de cada grupo foram
descongeladas em temperatura ambiente.

O ensaio biomecéanico de flexdo a trés pontos foi realizado primeiramente no
Laboratério de Neuroendocrinologia no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Sdo Carlos com uma maquina Instron modelo 4444, célula de
carga de 1 KN e pré-carga de 5 N para evitar o deslizamento da tibia durante o ensaio.
Posteriormente realizaram-se os ensaios no Laboratorio de Quimica Analitica e
Tecnologia de Polimeros, no Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de
S&o Paulo com uma maquina Sintex 6.

A Figura 11 representa o detalhamento do osso apoiado em suas extremidades

para a aplicagao da forca F.
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T 8cm

Figura 11 Detalhamento da aplicac&o da For¢ca F no ensaio mecénico de fexao.

Este ensaio forneceu os valores referentes a carga maxima (Kn) suportada pela
tibia antes de sua ruptura e os valores das flechas que sdo os deslocamentos (mm)
provocados pela carga até o momento da ruptura do osso

Apo6s a realizagdo dos ensaios mecanicos, onde foi promovida uma deformagao
permanente no 0sso, as amostras foram cortadas no local da deformagao, ou seja, o
local onde fora realizada a osteotomia, e fixadas numa placa metalica com massa de

modelar de forma que a segéo transversal do osso pudesse ser digitalizada.
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Figura 12 Detalhe do osso fixado na placa Figura 13 Detalhamento do contorno da sessao
metalica transversal do osso.

As propriedades mecéanicas area, momento de inércia e linha neutra foram
calculadas no programa AutoCAD® da seguinte forma: as sessdes transversais das
tibias ensaiadas foram fotografadas com maquina digital ao lado de uma régua com a
finalidade de se obter uma escala real e posteriormente as suas imagens inseridas no
programa. Em seguida, com o auxilio da ferramenta spline foi realizado o contorno do
0sso para posterior exclusdo da sua imagem, como mostra a figura 13.

Com o auxilio da ferramenta Mass Properties foi possivel calcular as
propriedades supracitadas.

De acordo com Lirani (2004), o momento fletor M, para a configuragao

experimental utilizada, é dado por:

M=F.361| (1)

Onde: F = carga aplicada (Figura 11)
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A tensao no limite maximo foi calculada pela seguinte equacao:

Onde: T = tensao no limite maximo de flexao
M = momento fletor
Y = linha neutra

| = momento de inércia

3.3 Analise Radiolégica

Radiografia € um método tradicional para avaliar o processo de remodelamento
de uma fratura, podendo visualizar a formacdo de calo depois da mineralizagcao
(ARONSON; SHEN 1994; KATO et al., 1998; REICHEL et al., 1998). Ela é executada,
normalmente, imediatamente apds a cirurgia para examinar a localizagao da fratura ou
a qualidade da fixacéo. Depois do sacrificio dos animais, radiografa-se o local fraturado
para que possam ser avaliadas medidas de variedade como densidade de osso ou
dimensbes do osso. Para fraturas de ossos longos, os parametros avaliados sao a
formagao de calo 6sseo, a qualidade da uniao e remodelacédo do osso (TARVAINEN et
al., 1994).

A radiografia do membro osteotomizado foi realizada nos dias da cirurgia e do
sacrificio com aparelho de raio-X odontolégico, marca Dabi-Atlante, com o objetivo de

avaliar e padronizar as osteotomias.
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3.4 Anélise Morfométrica

A palavra Morfometria € formada pelo radical grego - morphé, que significa a
forma, associado ao radical grego - metrikds, ou do latim - metricu, que significa ato de
medir ou processo de estabelecer dimensdes. Embora o termo tenha aplicagdo ampla
na ciéncia, o sentido em biomedicina, em ultima analise seria a "Atividade de medir
estruturas anatémicas". Esse método tem por fungdo tornar mais objetiva e precisa a
coleta, a apresentacédo e a analise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina de
laboratorio, permitindo ainda se relacionar as diferentes estruturas anatémicas com as
funcoes.

As rotinas para a realizagdo da analise morfométrica se iniciaram com a
confecgao das laminas no Laboratorio de Histologia do Departamento de Bioengenharia
de S&o Carlos da Universidade de S&o Paulo.

Foram as seguintes rotinas: rotina de coleta, descalcificagdo, desidratagdo e
diafanizagdo, rotina em parafina histoldégica, microtomia, diafanizacdo e hidratagéo,
coloracdo, desidratagdo e montagem e por fim a rotina de selagem (MICHALANY,
1980).

Apos extragdo das tibias, iniciou-se a rotina de coleta onde as pecgas foram
lavadas e colocadas em solucao fisiologica sob refrigeragdo, por um periodo de 24
horas, em seguida, procedeu-se a remog¢éo do tecido muscular e cartilaginoso com o
uso de alicates, e as amostras foram cortadas 0,5 cm antes e apds a lesao éssea.

O material foi colocado em Solugéo de Morse ( Solugéo I: Citrato de Sédio 20% e
Solucdo II: Acido Férmico 50%, na proporgéo 1:1), essa solugéo foi trocada a cada trés

dias por um periodo de 60 dias para a rotina de descalcificacéo.
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Apos as tibias estarem totalmente descalcificadas, foram lavadas em agua
corrente por 6 horas, entdo se deu continuidade ao procedimento com a rotina de
desidratacdo das pecas, por meio de banhos em alcoois (Alcool 70%, Alcool 80%,
Alcool 90%, Alcool 95%, Alcool Absoluto | e Alcool Absoluto Il), em seguida realizou-se
a rotina de diafanizacdo das pecas por meio dos seguintes banhos: Alcool Absoluto +
Xilol , Xilol I e Xilol Il, respectivamente.

As pecas foram submetidas a dois banhos em parafina, com intervalo de 2 horas
cada, sob temperatura de 58 °C e entdo emblocadas em parafina e posterior toillete.

As amostras foram cortadas em Micrétomo rotativo com espessura de 0,7 micra,
sendo que optamos por corte seriado, elegendo o sétimo corte de cada série de sete.
Os cortes foram colocados sobre laminas histolégicas e levados a estufa sob 40 °C, a
fim de se obter aderéncia dos cortes a lamina de vidro.

Por meio de dois banhos em Xilol a parafina foi removida e seguindo com os
banhos em Alcool Absoluto 1, Alcool Absoluto Il, Alcool 95%, Alcool 90%, Alcool 70% e
agua destilada, respectivamente, promovemos a hidratacéo das pegas.

Para a realizacao da coloracdo, o material foi submetido a banhos sequienciados
em hematoxilina e eosina e posterior lavagem em agua deionizada.

Os cortes foram submetidos a rotina de desidratagcdo e montagem através das
seguintes seqiiéncias de banhos: Alcool 90%, Alcool 95%, Alcool Absoluto |, Alcool
Absoluto Il, Alcool + Xilol, Xilol | e Xilol II.

Por fim, os cortes eleitos foram selados com laminula e Entelan.

Posteriormente as imagens das laminas foram capturadas e digitalizadas com
microscopio o6tico LeiKA Leitz DMRX, utilizando o software Motic Images Advanced 3.2.

Para serem inseridas as escalas das imagens foi utilizado o software Image-Proplus e
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em seguida a area de osso formado em cada corte histoldgico foi calculada no software
imageJ®.

A figura 14 mostra os menus e a barra de ferramentas do software imageJ®e a
figura 15 representa uma imagem obtida a partir de uma lamina histolégica como

supracitado.

JRIEIEY

Fil= Edit Image Process Analyze Plugins:  Window  Help
B olz|o|<|4l+|~|Ala|ol2]| |2]4]b| 7] | |»]

Imaged 1.3 [ Java 1.3.1_13

Figura 14 mostra os menus e a barra de ferramentas do software imageJ®

Figura 15 Imagem de uma lamina com corte
histolégico longitudinal de uma amostra do
grupo controle 12 dias, obtida a partir de um
microscopio otico LeiKA Leitz DMRX, utilizando
o software Motic Images Advanced 3.2 de
aquisicdo de imagens.
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Apods a aquisicao de todas as imagens procederam-se as rotinas para o calculo
da area de osso formado com o programa imageJ®.

A fim de se obter um padrao para o calculo da area de todas as imagens foi
criada uma regiao de interesse em comum, que era uma selegcédo de tamanho padrao
na regiao da osteotomia. Essa selecéo tinha 1 mm?, que foi o tamanho da osteotomia
no procedimento cirurgico, dessa forma o célculo da area de osso formado foi apenas
no local da osteotomia.

Em seguida procedeu-se com a realizagdo do contorno da area de interesse,

como representam as figuras a seguir:

Figura 16 Representa a area de selecao de Figura 17 Representa o detalhe da selecéo de
tamanho padréo (1mm2) naregido da tamanho padrdo naregido da osteotomia para
osteotomia. o célculo da &rea

As areas de osso formado, ou seja, onde foram realizadas as osteotomias, foram
calculadas pelo programa imajeJ® para as amostras obtidas de todos os grupos

experimentais: grupos controle 12 e 18 dias e grupos tratado 12 e 18 dias.
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Posteriormente os resultados das areas foram tratados analisados

estatisticamente.

4 RESULTADOS

4.1 Analise Biomecanica

O teste mecanico permitiu a construgdo de graficos carga versus deformacéo
das tibias dos ratos pertencentes aos dois grupos experimentais e controle e, a partir
deles, comparar os valores das propriedades mecénicas dos 0ssos entre 0s grupos.

As Figuras 18 e 19 representam as médias da carga no limite maximo para cada

grupo.
. Carga no limite maximo X Deformacgao
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Figura 18 Grafico da Carga no limite maximo versus Deformacéo das amostras dos grupos
controle e tratado 12 dias
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Figura 19 Grafico da Carga no limite maximo versus deformacédo para as amostras dos grupos de

18 dias.
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A Figura 20 representa os valores das médias da carga no limite maximo para

cada grupo experimental.

Média da carga no limite maximo (KN)

0,07 06,0600 0,0625
0,06 -

0,05 -
0,04 -
0,03
0,02 -
0,01 +

tratado 12 dias  controle 12 dias tratado 18 dias  controle 18 dias

Figura 20 Média da carga no limite maximo.

A andlise estatistica realizada entre os grupos demonstrou que n&o houve
diferenca estatisticamente significante para as médias das cargas no limite maximo
suportada pelas amostras dos grupos tratados e controles 12 e 18 dias.

A média das tensdes calculada para cada grupo experimental esta representada

na figura 21.
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Média da Tenséao (MPa)

0,16
0,14
0,12 -
0,1 -
0,08
0,06

0,1319

0,1077

0,0587

0,0367

0,04 -
0’02 J
0 - ‘

tratado 12 dias controle 12 dias tratado 18 dias controle 18 dias

Figura 21 Média das tensdes.

O grupo experimental tratado 18 dias obteve diferenca estatisticamente
significante para a média das tensdes quando comparado com o grupo tratado 12 dias.
As médias das deformagdes suportadas pelas amostras, ou seja, as flechas,

estéo representadas na figura 22.

Média das Flechas (mm)

1,4

12 1,0080 1,1354

0,8295

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

tratado 12 dias controle 12 dias tratado 18 dias controle 18 dias

Figura 22 Média das flechas.
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A analise para esta propriedade mecéanica demonstrou que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as médias dos grupos experimentais.
A tabela 1 mostra os valores médios e de desvio padrao das diferentes

propriedades mecanicas analisadas.

Tabela 1. Valores médios e de desvio padrédo das propriedades mecanicas das
tibias dos ratos dos grupos controle e tratado.

GRUPO N M.FLETOR M. INERCIA TENSAO AREA
(N.MM) (MM*) (MPa) (MM?)

Controle 12dias 8 0,2256!0,0379  10,3933!3,3148 0,0587!0,0234  8,1649!1,2817

Controle 18 dias 9 0,1998!0,0385 6,3612!3,7059 0,1077!0,0336  6,3203!1,4841

Tratado 12dias 6 0,2168!0,0493 57,1011!62,0061 0,0367!0,0275 18,9256!14,0131

Tratado 18 dias 9 0,1935!0,0874 18,5968!26,0163 0,1319!0,1031  11,0412!9,5912

Os resultados nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre
as médias calculadas para o momento fletor, quando relacionada essa variavel
mecanica entre os grupos estudados. O momento de inércia apresentou diferenca
significativa entre os grupos tratado e controle 12 dias e entre os grupos tratado e
controle 18 dias, porém nao houve diferenca estatistica entre as médias dos grupos
tratado 18 e 12 dias. O mesmo ocorreu com a analise da diferengca das médias das
areas, enquanto observou-se diferenca estatistica entre as areas dos grupos tratado e
controle 18 dias e tratado e controle 12 dias, ndo foi observada diferenca entre as

médias dos grupos tratado 18 e 12 dias.
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4.2 Analise Radiolégica

A analise radioldgica permitiu o acompanhamento das cirurgias, fornecendo a

verificagdo do padrao das osteotomias quanto a localizacio.

4.3 Analise Morfométrica

A analise morfométrica forneceu as areas de osso formado no local da
osteotomia para todos os grupos analisados.

As figuras a seguir ilustram o processo de reparo 6sseo ao final do tratamento
para cada grupo estudado, nas quais as setas indicam o local onde foi realizada a

osteotomia.
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Figura 23 Corte longitudinal de uma amostrada Figura 24 Corte longitudinal de uma amostra da
tibia do grupo controle 12 dias. tibia do grupo tratado 12 dias.

Figura 25 Corte longitudinal de uma amostrada Figura 26 Corte longitudinal de uma amostra da
tibia do grupo controle 18 dias tibia do grupo tratado 18 dias

As imagens indicam que os grupos de animais sacrificados no 27° PO

apresentaram maior area de osso formado, bem como os animais tratados com campo
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elétrico pulsado. Pode-se dizer que nas amostras dos grupos tratados observa-se

aceleragéo no processo de regeneracao 6ssea.



55

A Figura 27, ilustra as médias das areas calculadas para cada grupo.

Média das Areas (mm?)

0,6
05 -
04
03 -
02 -

0,1

controle 12 dias tratado 12 dias controle 18 dias tratado 18 dias

Figura 27 Média da area de osso formado no local da osteotomia para cada grupo

A Tabela 2 representa os valores das médias das areas de osso formado e os

respectivos desvios padrao calculados.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrao das areas de osso formado no local da
osteotomia dos grupos controle e tratado.

Controle 12 dias Tratado 12 dias Controle 18 dias Tratado 18 dias
Area(mmz) 0,243 10,053 0,286 ! 0,038 0,471 ! 0,049 0,543 ! 0,053

Os resultados nao apresentaram diferenca estatisticamente significante entre as
meédias das areas calculadas quando relacionados os grupos controle 12 dias com o

grupo tratado 12 dias.
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A relagao entre os grupos controle 18 dias com tratado 18 dias bem como entre
os grupos tratado 12 dias e tratado 18 dias das médias das areas de osso formado
apresentaram diferencas estatisticamente significantes.

Esses resultados sugerem que o tempo de tratamento para todos os grupos
estudados neste trabalho ndo € o suficiente para que o tecido 6sseo seja remodelado
completamente, porém mostram que o tratamento com campo elétrico, tanto nos grupos
de 12 dias quanto nos grupos de 18 dias, acelerou o processo de reparo 6sseo quando

sao comparados os grupos controle e tratado.
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5 DISCUSSAO

A estimulacéo elétrica utilizada para a promogao da osteogénese tem uma longa
histéria, datada de 1812, quando corrente direta foi utilizada para consolidar uma fratura
(BOYER, 1816). Apesar dessa tecnologia ter apresentado grande sucesso,
desapareceu do meio de pesquisa por volta do século XIX, porque reivindicagdes com
relagdo a sua eficacia ndo foram esclarecidas.

Na década de 80, com o avango dos estudos in vitro, utilizaram-se células
O0sseas em cultura a fim de estabelecer um mecanismo de interagdo entre campos
elétricos e estas células. Esses estudos determinaram e esclareceram a dependéncia
dos efeitos celulares observados com a intensidade e a frequéncia de campos elétricos
aplicados (SILVA, 1995).

Dentre varios estudos destaca-se o tratamento classico de Maxwell para células
em suspensdo, onde a aplicagcdo de campos elétricos de 10 a 60 V/cm resulta em
variagbes de potencial de membrana ou deslocamento i6nico na superficie da
membrana celular, cujos efeitos poderiam ser ativacdo direta de proteinas da
membrana celular e variagdes de fluxos iGnicos, atuantes como segundo mensageiros.
Nesta fase de estudos também ficou bem determinado que o sitio de interagdo de
campos elétricos aplicados externamente seria a membrana plasmatica, que atua como
sensor na recepgéo dos estimulos externos (SILVA, 1995).

Os parametros de campo elétrico aplicados devem ser tais que n&o ocorra a
polarizacdo da membrana celular. As variagdes do potencial elétrico da membrana
podem atuar sobre 0 mecanismo de sinalizagao intracelular, provocando a liberagao de

Ca?* dos armazéns internos; dessa forma o campo elétrico deve ser alternado em
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intervalos de frequéncia determinado pelas propriedades dielétricas da membrana
celular. Entre 1 e 10 MHz n&o ocorre a polarizagdo da membrana plasmatica (SILVA,
1995).

Os fendbmenos bioquimicos que sao ativados nas células 6sseas com a aplicacéo
de campo elétrico continuam sendo especulados em cultura de células (BRIGTON et
al.,, 2001) e permitem maior compreensdo dos resultados obtidos quando campo
elétrico é aplicado externamente para a remodelagcédo de uma fratura.

Estudos como os de Friedenberg et al. (1971, 1974); Lavine et al. (1971) sao
exemplos de experimentos in vivo onde utilizaram-se estimulacao elétrica em animais,
que demonstraram a promog¢ao da osteogénese eletricamente estimulada.

No presente estudo, o ensaio biomecanico de trés pontos demonstrou que houve
diferenca significativa entre as médias das tensbées dos grupos tratado 18 e 12 dias,
sendo esta maior para o grupo tratado 18 dias. Os resultados referentes a esta
propriedade, que trata-se do moédulo de ruptura ou resisténcia ao dobramento do corpo
de prova durante o ensaio de flexdo, permite concluirmos que o tratamento com campo
elétrico e o maior periodo de aplicacdo auxiliou na velocidade do processo de sintese
de matriz organica que confere ao osso propriedades de tensdo (ALBERTS, 1989) e
inicio do processo de mineralizagao.

Resultados positivos também foram descritos por Hamanishi et al. (1995)
realizando processos de alongamento 6sseo em tibia de coelhos. Utilizando corrente
elétrica pulsada, as regides estimuladas tiveram maior densidade mineral 6ssea quando
comparadas com as do grupo controle, esses resultados indicam um efeito estimulador
na mineralizagdo ocorrida no osso alongado e possibilita a diminuigdo do tempo

necessario para a retirada do prolongador.
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De acordo com SZEJNFELD (2000) no processo de formagdao Ossea a
mineralizagao consiste a fase final. Apos a sintese de matriz organica, que liga osso
novo ao 0sso velho, a deposicdo mineral inicia-se na interface entre o novo ostedide
depositado e o0 osso calcificado e segue em diregdo a superficie 6ssea, calcificando
completamente a nova unidade de osso.

Sendo assim, de acordo com os resultados supracitados, as amostras dos
grupos do presente trabalho podem nao apresentar formagao éssea completa, estando
no processo de deposi¢cao de matriz organica e inicio da mineralizagao, ja os resultados
descritos por Hamanishi et al. (1995) sugerem que o tecido 6sseo esteja na fase final
do processo de remodelamento, ou seja, a mineralizagao.

Uma das propriedades mecanicas analisadas neste trabalho que complementa
os resultados supracitados € a medida da deformacdo do osso, chamada de flecha,
correspondente a posi¢ao de flexdo maxima, que foi menor para os grupos tratado 12 e
18 dias quando comparadas as dos grupos controle 12 e 18 dias. Estes resultados
podem ser consequéncia de os grupos estarem em diferentes fases do reparo 6sseo.
Einhorn (1996) descreve em seu trabalho que o calo ésseo que ainda n&o alcangou o
remodelamento completo tem um comportamento mais elastico, o que lhe confere
maior poder de deformagao sem que ocorra o rompimento.

Wiesmann et al. (2001) observaram que osteoblastos em cultura séo sensiveis a
estimulos elétricos, que resultam no aumento do processo de mineralizacio in vitro.
Essas observagdées podem justificar os resultados obtidos para tensao e flecha neste
estudo pelo curto periodo de estimulacao.

Os valores para o desvio padrao do momento de inércia demonstram maior

dispersao dos resultados para todos os grupos estudados quando comparados aos
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respectivos valores das demais propriedades mecanicas, o que dificulta a comparagao
de outros tratamentos.

Por outro lado os valores de desvio padrao da linha neutra e do momento fletor
nao foram altos, o que demonstra menor dispersdo dos valores encontrados para esta
propriedade mecanica.

A posicao do osso durante o ensaio € um ponto de observagao fundamental, pois
influencia na sua resisténcia a flexdo, cada forma e cada posicdo equivalem a um
momento de inércia diferente, alterando também a linha neutra e 0 momento fletor.

Neste estudo todas as tibias foram igualmente posicionadas, mas, como afirmam
Jamsa et al. (1998) a forma curva e cbnica da tibia de ratos pode interferir em testes
biomecanicos.

Os valores encontrados para carga maxima nao acompanham os valores da
tensdo de ruptura, isto sugere que apesar do grupo tratado n&o ter suportado uma
carga maior que o grupo controle, o primeiro pode ter alcangado uma fase mais
avangada do reparo 6sseo, enquanto que o segundo ainda se encontra em uma fase
mais precoce.

Na analise morfométrica as médias da area de osso formado foi
significantemente maior para os grupos tratado quando comparadas com os respectivos
grupos controle, bem como a média da area de osso formado foi maior para o grupo
tratado 18 dias do que para o grupo tratado 12 dias.

Os resultados obtidos na analise morfométrica indicam que o tempo de
tratamento com campo elétrico pulsado é fundamental para que o tecido 6sseo alcance

uma fase mais avangada de reparo.
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Com isso, é certo que o tratamento com campo elétrico pulsado auxilie no

processo de reparo 0sseo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados das analises biomecénica e morfométrica dos grupos tratados
demonstraram maior formacao de tecido 6sseo na regido da osteotomia experimental,
quando comparados com 0s grupos controles, ainda, pdde-se observar um aumento na
rigidez do tecido neo formado nas amostras dos grupos tratados.

Com isso conclui-se, neste trabalho, que o tratamento com campo elétrico

acelerou o processo de reparo 0sseo.
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APENDICES

APENDICE A — Dados Relativos ao Ensaio Biomecanico

AMOSTRA CARGA MAX FLECHA  M.FLETOR M.INERCIA L.NEUTRA  TENSAO AREA
T-12DIAS (KN) (MM) (N.MM) (MM4) (MM) (Mpa) (MM2)
1 0.06848 10300 02470108 37,7467 45035  0,03008401 13,9656
, 0.062253 08600 02046503  26:6959 46638  0,03924663 13,8033
3 0,04929 0,7500  0,1779369 7-5509 42372 0,09984959 87133
) 0.07503 10600 02708583 43,099 6,0041  0,03773313 16,7557
. 0.06099 05400 02201739 33,7461 6,3009  0,04110975 15,4402
o 0.05976 15700 02157336 399634 6,0681 00327573 18,647

MEDIAS 0,05944714 1,04000000 0,21460419 26,97171429 4,55251429 0,04011149 12,47501429
DESV P 0,37255872 0,37255872 0,04175000 16,81062825 2,17178220 0,02983177 6,31100452

AMOSTRA CARGA MAX FLECHA  M.FLETOR M.INERCIA L.NEUTRA  TENSAO AREA

C-12DIAS (KN) (MM) (N.MM) (MM4) (MM) (MPa) (MM2)
1 0,0714 1,4500 0,257833 6,1066 2,3341 0,09855 6,4473
2 0,0738 1,3400 0,266499 7,0171 2,1134 0,080264 7,2671
3 0,0761 1,0580 0,274805 7,7276 2,1602 0,07682 7,1911
4 0,0533 1,0290 0,192472 8,8074 2,4462 0,053458 7,9398
5 0,0635 0,8250 0,229305 13,0565 2,6497 0,046535 9,85
6 0,0612 1,4880 0,220999 14,4083 2,58 0,039573 9,8602
7 0,0507 0,8689 0,183083 13,5581 2,87 0,038755 7,6975
8 0,0500 1,0250 0,180555 12,4651 2,4838 0,035977 9,0659

MEDIAS 0,06250000 1,13548750 0,22569388 10,39333750 2,45467500 0,05874150 8,16486250
DESV P 0,01051991 0,25691336 0,03798846  3,31483100 0,25209934 0,02341183 1,28168521



AMOSTRA CARGA MAX

T - 18 DIAS
15
16
17
18
19
17.1
18.1
19.1
20
MEDIAS

DESV P

AMOSTRA CARGA MAX

C-18DIAS
1

© 0 N o O A W DN

MEDIAS
DESV P

(KN)
0,01909
0,09399
0,07412
0,07825
0,03549
0,03642
0,04702
0,04103
0,05713

0,05361556
0,02420710

(KN)
0,06405
0,04302
0,04401
0,05413
0,04912

0,0621

0,0500
0,05531
0,07633

0,05534111
0,01067100

FLECHA
(MM)
0,6200
0,5900
0,9900
0,4900
1,7700
0,6747
0,6791
0,6366
1,0154

0,82952222
0,39451944

FLECHA
(MM)
1,5734
0,9144
0,9600
1,3067
1,0041
0,8875
1,2350
0,7508
1,2238

M. FLETOR
(N.MM)

0,0689149
0,3393039
0,2675732
0,2824825
0,1281189
0,1314762
0,1697422
0,1481183
0,2062393

M. INERCIA

(MM4)
82,9005

20,5076
21,9755
23,6198
13,6953
1,0517
1,7364
0,7642
1,1207

L. NEUTRA
(MM)
5,71

4,765
5,3669
5,8368
5,3548
2,6224
2,0178
0,9957
1,0879

0,19355216 18,59685556 3,75081111

0,08738763 26,01635820 2,04209590

M. FLETOR
(N.MM)

0,2312205
0,1553022
0,1588761
0,1954093
0,1773232
0,224181

0,180500

0,1996691
0,2755513

1,09507778 0,19978141

0,25751381

0,03852231

M. INERCIA
(MM4)
4,8296

4,38
5,0322
3,9284
4,9154
15,3759
6,5126
3,6445
8,6326

6,36124444
3,70596650

L. NEUTRA
(MM)
2,594

2,6839
1,8167
3,2986
3,2857
4,436

3,3636
2,3206
3,928

3,08078889
0,81348542

TENSAO

(Mpa)
0,0047467

0,07883824
0,06534726
0,06980558
0,05009391
0,32783416
0,19725052
0,19298795
0,20020321

0,13190084
0,10308897

TENSAO

(Mpa)
0,12418958

0,09516337
0,05735667
0,16408134
0,11853172
0,06467699
0,09322387
0,12713736
0,12538117

0,10774912
0,03356087
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AREA
(MM2)
32,5377

14,0742
13,0114
15,5204
11,0703
3,1277
3,1826
3,0817
3,7647

11,04118889
9,59118435

AREA
(MM2)
6,7677

7,1219
6,1097
4,2015
5,6609
8,9505
5,7196
4,6771
7,6734

6,32025556
1,48412356
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APENDICE B - Dados Referentes a Andlise Estatistica _teste t bilateral

TABELA 1. Teste das Propriedades Mecanicas dos Grupos Tratado e Controle 18 dias.

PROPRIEDADES t t eritico ERRO PADRAO RESULTADO
CARGA 0,21076 2,13145 0,008187 NAO REJEITO Hy
FLECHA 1,61 2,13145 0,16484 NAO REJEITO Hy

M. FLETOR 0,211 2,13145 0,02954 NAO REJEITO Hy
M. INERCIA - 3,298 2,13145 3,71 REJEITO Ho

LINHA N. - 0,911 2,13145 0,7352 NAO REJEITO Hy

TENSAO - 0,745 2,13145 0,03242 NAO REJEITO Hy
AREA -2,46 2,13145 1,9179 REJEITO Ho

TABELA 2. Teste das Propriedades Mecanicas dos Grupos Tratado e Controle 12 dias.

PROPRIEDADES t teritico ERRO PADRAO RESULTADO
CARGA 0,577 2,17881 0,0052907 NAO REJEITO Hy
FLECHA 0,589 2,17881 0,1619732 NAO REJEITO Hy

M. FLETOR 0,581 2,17881 0,019104 NAO REJEITO Hy
M. INERCIA - 3,4987 2,17881 4,7385 REJEITO Ho
LINHA N. - 6,29982 2,17881 0,333 REJEITO Ho

TENSAO 1,3966 2,17881 0,01334 NAO REJEITO Hy
AREA - 3,3304 2,17881 1,2942 REJEITO Ho

TABELA 3. Teste das Propriedades Mecanicas dos Grupos Tratado 12 dias e 18 dias.

PROPRIEDADES t teritico ERRO PADRAO RESULTADO
CARGA - 0,61303 2,17881 0,0095125 NAO REJEITO Hj
FLECHA - 1,0027 2,17881 0,2099 NAO REJEITO Hy

M. FLETOR - 0,612 2,17881 0,03441 NAO REJEITO Hy

M. INERCIA -1,3388 2,17881 6,255 NAO REJEITO Hy
LINHA N. - 0,89296 2,17881 0,8978 NAO REJEITO Hy
TENSAO 2,221 2,17881 0,04133 REJEITO Ho

AREA - 0,556 2,17881 2,5782 NAO REJEITO Hy



TABELA 4. Teste das Areas de osso formado entre os Grupos Tratado e Controle 12

dias.

PROPRIEDADE

t

t critico

ERRO PADRAO

RESULTADO

Area

-1,74

2,447

0,02474

N&o Rejeito Hg

TABELA 5. Teste das Areas de osso formado entre os Grupos Tratado e Controle 18

dias.

PROPRIEDADE

t

t critico

ERRO PADRAO

RESULTADO

Area

-2,63

2,447

0,02735

Rejeito Hg

TABELA 6. Teste das Areas de osso formado entre os Grupos Tratado 12 dias e

Tratado 18 dias.

PROPRIEDADE

t critico

ERRO PADRAO

RESULTADO

Area

9,618

2,447

0,02672

Ho




APENDICE C - Dados Referentes a Andlise Morfométrica

Area (mm?)
Amostras Controle 12 |Tratado 12 dias| Controle 18 Tratado 18

dias dias dias

1 0,3 0,2 0,5 0,6

2 0,2 0,3 0,4 0,5

3 0,3 0,3 0,5 0,6

4 0,2 0,3 0,5 0,6

5 0,3 0,3 0,5 0,5

6 0,2 0,3 0,4 0,5

7 0,3 0,3 0,5 0,5
MEDIAS 0,243 0,286 0,471 0,543
DESV P 0,053 0,038 0,049 0,053

73



	RESUMO 
	ABSTRACT 
	LISTA DE FIGURAS 
	LISTA DE TABELAS 
	LISTA DE SIGLAS 
	SUMÁRIO 
	1 INTRODUÇÃO 
	1.1 Tecido Ósseo 
	1.2 Reparo de Fraturas 
	1.3 Campo Elétrico 
	1.4 Propriedades Biomecânicas do Osso 
	2 OBJETIVO  
	 3 MATERIAIS E MÉTODOS 
	3.1 Procedimento Cirúrgico e Tratamento 
	 3.2 Análise Biomecânica 
	3.3 Análise Radiológica 
	3.4 Análise Morfométrica 

	4 RESULTADOS  
	4.1 Análise Biomecânica 
	4.2 Análise Radiológica 
	4.3 Análise Morfométrica 

	 5 DISCUSSÃO 
	 6 CONCLUSÃO 
	 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
	 APÊNDICES 
	MÉDIAS



