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RESUMO

Carvaho, D.C.L. (2001). Agdo do Ultra-som de Baixa Intensdade em Ossos de Ratas
Osteopénicas. Sao Carlos. Dissertacéo (Mestrado) - Escola de Engenharia de Sdo
Carlog/Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto/Indtituto de Quimica de Séo Carlos,
Universdade de S2o Paulo.

Por ser a osteoporose um grande problema de salde publica e sua ocorréncia
aumentar os indices de morbidade e mortdidade proporcionados por fratures geradas
pea maor fragilidade déssea € importante o esudo de novos tratamentos para ede
quadro dinico. Tratamentos dternativos sfo opgBes para pesoas com dto risco de
desenvolver osteoporose mas que possuem redtricdes aos tratamentos convencionas ja
exigentes. Assm, este estudo tem o objetivo de andisr a acdo do ultrasom de baixa
intensidade (30mW/cn?, fregiiéncia de repeticio de 1 KHz e ciclo de trabaho de 20%),
como méodo ndo invasvo, em moddo de ratas ogteopénicas O moddo experimentd
foi obtido aravées da redizagdo de ovarectomia e higerectomia em raas da raca
Holgman, com goroximadamente 200 grames. Para obtencdo do quadro de osteopenia
foram aguardados 30 dias Os animas foram divididos dois grupos grupo placebo e
grupo tratado. O tratamento comegou no 31° dia gpds o procedimento cirdirgico, com
duracédo de 20 dias consecutivos por 20 minutos did&ios No grupo placebo, as ratas néo
foram submetides a0 tratamento ultra-sdnico mas foram submetidas a0 mesmo estresse
causado as do grupo tratado. A emissdo do campo ultra-sdnico, no grupo tratado, foi na
regido do colo de fémur. As propriedades mecanicas da didfise femord ndo se dteraram
NOS 0SS Osteopénicos comparados com 0S0S hormas, assm como também ndo se
dteraran nos ossos tratados comparados com 0s ndo traados. Os  resultados
guantitativos de cdcio e fésforo ndo modraram diferencas significaivas entre os grupos
placebo e tratado. No entanto, os achados quditativos obtidos aravés da microscopia
eetrbnica de varedura indicaram uma microarquitetura Gssea mas preservada nos

0ss0s do grupo tratado.

Pdavras chaves Ultraassom, Ogeopenia, Raa, Propriedades mecénicas, Andise de
cdcio efédoro, Andise estruturd.
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ABSTRACT

Carvaho, D.C.L. (2001). The action of low Intengty Ultrasound in Bones of
Ogteopenic Rats. Sdo Carlos. Dissertacéo (Mestrado) - Escola de Engenhariade Séo
Carlog/Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto/Indtituto de Quimica de Séo Carlos,
Universidade de S5o Paulo.

As ogteopoross has become a mgor public hedth problem and its occurrence incresses
the rates of morbidity and mortdity caused by fractures originated from bone fragility, it
is important to study new treatments for this disease. Alterndive trestments are options
for those people with increesed risk of odeopoross development but with redtrictions
for the ordinary treatments dready exigent. This sudy ams a andyzing the low
intensity ultrasound action (30mW/cnf, 200ns burst of 1.5 MHz sine waves repeated at
10kHz) as a non invesve method, in the osteopenic rat modd. Mature Holgman rats
were subjected to bilaterd ovariectomy. In order to obtan osteopenic rats, a 30 day
period was dlowed. The animds were separated in 2 groups nonttreated and treated.
The treatment begen in the 31% day &fter the surgery, lagting twenty days 20
minutes/day, in the femura neck dte. The non trested group was subjected to the same
stress caused to the trested group. The bone minera matrix content of the femurd neck
(cdcum and phosphorus) showed no ggnificat  differences among  the  groups
However, the andyzes usdng scanning dectron micrographs indicated the smdler
microarchitectura deterioration of trabecular bone present in the trested rats groups.

Key words Ultrasound, Ogeopeniay Rat modd, Cadcium and phosphorus andyzes,
Strut andysis




Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundid da Salde (OMS) define a osteoporose como uma
“doenca esquelética Sstémica caracterizada por reducdo da massa Ossea e deterioracdo
microarquitetural do tecido Gsseo, com conseqlente aumento da fragilidade e
susceptibilidade afraturd” (CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1993).

Nos Ultimos tempos, a ogteoporoe tem goarecido como gande problema de
salde publica O aumento dos casos de osteoporose vemn ocorrendo pela ampliagdo da
expectativa de vida, aumentando assm, doengas relacionadas com a idade avancada
No entato, a odeoporose tem diologia multifetorid, podendo também estar presente
en lessdos medulares (AN OFFICIAL PUBLICATION OF THE AMERICAN
SOCIETY FOR BONE AND MINERAL RESEARCH, 1999).

Segundo dados do IBGE, 0 nimero de pessoas com risco de apresentar
ogteoporose iria aumentar de 7,5 milhdes em 1980 para 15 milhGes no ano 2000. Essa
expectativa S0 seria modificada se os pacientes com maor risco de desenvolver a
doenca fossem precocemente identificados e tratados.

Segundo edtatisticas mundiais, as fraturas mais freglientes na osteoporose sfo as
fraturas de coluna vertebrd (17%), do tergo proximd do fémur (16%) e a do tergo distd
do rédio (11%), locas que gpresentan maor concentragéo de trabecular €, com
excecdp do radio, sfo 0s0s que suportam dirglamente 0 peso do corpo (BONNICK,
1994; GROSS et d, 1996; PLAPLER, 1997). Gerdmente, as fraturas do colo e outras
regives do terco proxima do fémur ocorrem por quedas embora possam  ocorrer
espontaneamente (Www.merck.com/pro/osteoporos slindes1.htm).

O indice de mortdidade em pacientes com fratura de quadril € de 17% a 33% no
primero ano apés a fraura (CHRISCHILLES et d, 1991; KANIS, 1993; JOHNELL,
1996), com maor predominio dos ¢hitos nos primeros mexes gods 0 acidente
(JOHNELL, 1996). Cerca de 20% desses pacientes néo retornam ao lar, necesstando de
cuidados egpecias devido a peada da independéncia (DEVOGELAER e
DEUXCHAISNES, 1993).
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Portanto, devido aos dtos indices de morbidede e mortdidade associados,
principdmente  com frauras de quadiil, tratamentos para prevenir, edabilizar ou
mehorar 0 quadro de osteoporose S0 importantes. No entanto, tratamentos existentes
para osteoporose sB0 predominantemente farmacolOgicos, 0s quais em aguns casos S0
contrarindicados ou md tolerados por determinados pacientes. Assm, tralamentos
dternativos, néo invasvos, sfo boas escolhas na tentaiva de controlar a perda de maessa
Ossea. Atudmente, 0 modelo de rata ovarectomizeda tem ganhado ampla aceitacéo para
0 edudo das repercusOes da deficiéncia de horménio ovariano sobre o0 ddema
esquelético, bem como para andisar as respostas dsseas aos Novos tratamentos.

Baseado em principios biomecinicos em que a caga mecénica promove
deformacéo no e conseguentemente gera um estimulo para uma resposta 0ssea
locd, ja podulado por WOLLF em 1870, a utilizagdo do ultra-som de baixa intensdade
€ uma dternativa para 0 esimulo de formago de osso, uma vez que o ultrasom € uma
forma de energia mecénica que gera microdeformacOes locas nos 0s0s, de mandara
smilar & ocorridas sob forca externa. Assm, a tergpia com ultrasom, a0 promover
efeitos benéficos na edtrutura 0ssea, deve ser utilizada para a mehora ou estabilizacdo
de quadros dlinicos que apresentam problemas na manutencdo da massa 0ssea, COmMo
NOS casos de 0steoporose ou em pacientes com |lesfo medular.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabdho consste em invesigar a agdo do ultrasom
pulsado de baixa intensdade (intensdade de 30 mWicnf, fregiiéncia de 1,5 MHz,
freqiiércia de repeticdo de 1 KHz, cido de trabdho de 20% e tempo de estimulacéo
de 20 minutos di&ios) em 0ss odeopénicos de raas submetidas a ovarectomia e
histerectomia
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 Osso

O tecido tem como funcdo principd manter 0 bom estado anatdmico e
funciond do esqueleto e a homeostase minera apropriada

A mdriz 6sea é composta em sua pate inorganica (65%) por cdcio e
fofao, os quas formam uma edrutura crigding, a hidroxigpetita, dém de outros
jons; como Na K, Mg, COs em dferentes proporgdes. Tals componentes Sao
responsiveis pela rigidez e endurecimento do tecido 6sseo, tendo cader mas
inddvd. A pate orglnica (35%), composta por 90% de colégeno,
mucopolissacaridens e cdulas, € responsavel pea rdativa flexibilidede Gssea Todos
0S componentes organicos, quando em nives normas fazem do um bom
absorvente de energia (ROBBINS, 1994).

Todos 0s 0ss0s gpresentam uma camada externa de corticd e uma massa
interna de trabecular, exceto onde houver subdgiituicio de trabecular por
cavidade medular ou por epaco aéreo.

As trabéculas formam uma rede que, a0 se conectarem, tornam-se capazes de
resstir a cargas mecanicas. Os espagos do 0so trabecular contém vasos sanglineos,
unidades especidizadas de vasos sangliineos chamadas de capilares sSnusdides e rede
de cdulas hematopoiéticas, os quas juntos formam a medula éssea O tecido
hematopoiético produz cdulas sanglineess que quando maduras migram paa 0
snusdide e entram na corrente sangliinea. A vascularizacdo € fundamentd para o
fornecimento de nutrientes para cdulas ésseas, pois assim, posshilitamnas a auar
No crescimento e reparacéo dos 0s0s (ROSS et d, 1995).

O corticd mantém a edrutura 6sea e forma 85% do esqueeto totd
meduro, sendo mas abundante nos osos longos (MUNDY, 1999). No entanto,
goesr do trabecular s6 compreender 15% do esqueleto totd maduro, as

|
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mudancas neste tipo Gs20, depois dos 30 anos de idade, determinam se 0 paciente
goresentard osteoporose (MUNDY, 1999).

O colo femurd consste de 75% de corticd e 25% de trabecular,
enquanto a regido intertrocantérica do fémur consste de 50% de corticd e 50%
de trabecular (MUNDY, 1999). No entanto, segundo BOHR & SCHAADT
(1985) o0 colo femurd contém aproximadamente 40% de trabecular e 60% de
0s0 corticd. O o0sso cortical € responsdvel por 50% a 70% da ressténcia mecanica
no colo femurd (HIRSCH & BRODETTI, 1956; MARTENS & d, 1983). Com a
idade, existe perda de trabecular € um aumento na porosdade de cortica
(PARFITT, 1984). No coo femurd, a denddade mingd dssea diminui
goroximadamente 58% nas mulheres e 39% nos homens durante o intervdo entre 20
e 90 anos de idade. Densdade minerd na regido intertrocantérica do fémur
proximad diminui, no mesmo periodo de tempo, 53% nas mulheres e 30% nos
homens. Estas diminuigdes dteram a resisténcia mecanica do 0sso.

Os odeodasos sdo cdulas gigantes, méveis e multinucleadas, possuem
vaias mitocdndrias e vaclolos, 0s quais S0 providos de enzimas com a capacidade
de digeir a mdriz mineld e organica em meo &ido (TUREK, 1991). Os
odeoblagtos sio  cdulas  jovens muito ramificades, originades de cdulas
mesenquimais  osteoprogenitoras, responsaveis pela formacdo de massa Gssea, que
comegam a agir em cavidades deixadas pelos osteoclasios, preenchendo-as com
recém dntetizado. Normadmente, edas cdulas trabdham juntas, de forma
equilibrada, paraformar ossos fortes e saudaveis (DEMPSTER et al, 1995).

@) ndo minerdizado € denominado de ogedide, enquanto ogtedcitos so
0s odeoblastos que foram envoltos por osso. Os odedcitos comunicamse com
cdulas superficids e com outros ogedcitos, aravés de candiculos permitindo a
transferéncia de snais e de subgratos entre des. S importantes para o controle das
flutuacOes diérias nos niveis de cacio e fasforo.

Quando s ainge a maturidade, a massa Gssea dinge seu maximo, sofrendo o
processo de remodelamento 6sseo. A quanitidade de mas:a Ossea exigente em um
individuo no find de sua vida adulta eta rdadonada com a quantidade que de
conseguiu  adquirir @é a sua mauridade. Logo, a quantidade méxima que

consegue atingir de massa Osseq, antes que esta comece a Sua perda inexoravel é o
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chamado “pico de massa Ossed’. Quanto maor for este pico, que geramente é
aingido entre 20 e 30 anos (quando comega a decrescer), maor sera a quantidade
Gssea a0 envelhecer (EASTELL, 1999).

O pico de massa Gssea € influenciado 1) pela dieta dimertar; 2) dividade
fisca 3) hormbnios 4) peso corpord; 5) faores genéticos 6) habitos de vida 7)
medicamentos (principdmente corticoide). Assm, nem todas as mulheres na pos
menopausa apresentam acentuada diminuicdo de massa 6ssea (WASNICH, 1999).

Depois de aingido o “pico de massa Gssed’, a salde dos osos deve ser
mantida aravés da préica de esportes da manutencdo de vitamina D, ingestéo de
niveis adequados de cdcio e fasforo. O fumo, o consumo excessvo de dcool e
cafeina devem ser evitados, pois podem levar a um predominio da resbsorco dssea
sobre aformagéo dssea (MUNDY, 1999).

O uso de corticoderdides para asma ou atritee assim como horménios
tireoidianos ou anticonvulsvantes por tempo prolongado, também <o faores de
risco importantes, poisinibem o processo de sintese dssea (LUKERT, 1999).

Apdbs os 40 anos de idade, a reabsorcdo é superior a formacdo e ocorre perda
de massa Gsxa de 0.3 a 05% por ano, tanto em mulheres prémenopausas quanto
em homens (BOGLIOLO, 1993). Ocorre pequena reducdo na massa 6ssea de regides
como a coluna vertebra, antebrago e medidas totais do corpo, enquanto maior perda
de massa Gssea € observada na regido da cabeca femura, no periodo pré-menopausal.
No entanto, perda acelerada de massa Gssea é observada depois da menopausa (5%
a aw), ou suido de ovarectomia ou quaquer tipo de fdénda ovaiana
(LINDSAY, 1995).

A edrutura Gsea condgte de placas e bastonetes conectados. Ossos de
pesoas jovens tém edrutura normda, enquanto em pesas idosas 0 volume
trabecular € reduzido, com conseqliente resbsorcdo de placas Gsees, IS0 resulta em
placas mais finas e pefuradas (WILKIN, 1999). No entanto, existem discussdes
sobre se ocorre 0 afinamento trabecular (MUNDY/, 1999).

Portanto, a arquitetura éssea € comprometida pela progressva  eo0sio
trabecular acarretando em fragueza e em desconex@o trabecular, as quais afetam a
resposta do a tensdo de compressio e a torcdn. A estabilidede eéstica de placas,
com buracos circulares, depende do tamanho dos burecos Assm, o tamanho das
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porosidades predispdem mais as fraturas do que 0 nUmero de poros exisentes nessas
placas (ABE et d, 1999).

A presenca de afinamento trabecular €ou corticd e microfraturas podem
diminuir a capecidade do oso em absorver energia, resultando em fadéncia Gssea
mesmo sob condigdes normas de carga (CURREY, 1979). Portanto, a perda de
maessa GOsea dtera a microarquitetura 0ssea e, conseglentemente, diminui sua
cgpcidade em suportar carga. Assm, a microarquitetura Gssea tem  importante
funcdo em determinar as propriedades mecanicas dos 0s0s.

O remoddamento ocorre toda vez que o tecido necessta ser
reparado com o objetivo de conservar a massa 6ssea em todas as Suas caracteristicas.
Acredita-s2 que a0 se renovar fibras colédgenas velhas e fracas por fibras novas e
fortes ocorre manutencéo da dtaressténciatens! dos 0ssos (GUY TON, 1988).

As mesmas cdulas que foram responsaveis pea formacdo também auam no
remoddamento 0s20. Neste edtégio, os osteoblastos e ogeoclastos trabdham em
conjunto, sendo denominados de unidade multicdular bésica

A manutencdo da edrutura G0ssea ndo redizada de maneira adequada é
regponsavel peo gparecimento das doengas osteometabdlicas, como a osteoporose
gue corresponde a 80% destas abencas no adulto (SZEINFELD, 1997). Quanto mais
baxo o pico de massa éssea dcancada, maor sera o risco de desenvolver
ogteoporose. A diminuicio de massa Gssea também pode ocorrer devido a razéo de
perda 6ssea aumentada (EASTELL, 1999).

Os comprometimentos mais graves gerados pela osteoporose o as fraturas
decorrentes da baixa densdade Ossea, as quais podem afetar a independéncia do
paciente e prejudicar seu convivio socid, podendo levar a0 dhbito.

3.2 Biomecanica do osso

Carga mecanica promove deformacdo no e consequentemente gera um
esimulo para uma respodta locd, ja postulada por WOLLF em 1870. A forca
extena aplicada, por unidede de &ea do 0sO, pode ser dassficada como
compressfo, tracdo e cisdhamento. Sob carga, edas forgas aparecem de forma
combinada (TURNER & BURR, 1993).
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Deformacéo parece reduzir reabsorcdo 6ssea e esdimular a formagdo. PEAD
& LANYON (1989) observaram nimero aumentado de osteoblastos formando
locdmente, naregido do peridsteo, em resposta a carga.

Atividades diarias geram forcas nesses tecidos e essas forgas sfo ampliadas
durante a praica de esportes como aletismo e exercicios pesados (CHARMAN,
1990). O aumento da massa Gsxa relacionada a aividade fisca e sua diminuicdo
ocorrida em pacientes acamados e em lesados medulares comprovam a grande
influéncia do edimulo biofisco sobre o esqudeto. Portato, 0 esqudeto humano é
sensivel aos estimulos fiScos e ambientais e responde a ees aravés de dteragbes
tanto na massa 6sea quanto em sua aquitetura (DUNCAN & TURNER, 1995).
Edimulo mecanico dindmico € mais eficaz para a formagdo de os0, pois b cargas
estéticas, as cdulas s acomodam, tornando-se menos repongvas aos
estimulos (TURNER, 1998).

Acredita-2 que, em adicdo aos etimulos mecénicos, a formacdo Gssea sga
regulada por inUmeros fatores sstémicos e locals, dentre des ederdides sexuas,
hormonio  padireoideano  (PTH), cdctonina, hormOnios de  crescimento,
prostaglandines.

Os osos e tecidos conjuntivos quando deformados geram potenciais eétricos
locais, denominados “potenciais gerados por deformaecdo”’ (SGPs). Além disso, edta
deformacdo gera gradientes de pressdo dentro dos candiculos Gsseos e conseqliente
dedocamento do fluxo de fluido intersticid exigente ndes (DUNCAN & TURNER,
1995). O aumento da deformacdo Gssea provoca aumento do fluxo de fluido
intersticid.

Estudos sugerem que a geracdo deste fluido é importante para que o
perceba e regponda aos edimulos mecénicos (DUNCAN & TURNER, 1995
BURGER & KLEIN-NULEND, 1998). Asim, degformagdh mecanica na metriz
0ssea € trangmitida para as céulas Gsseas, 0 que posshilita dteragbes na regulagéo
da proliferacéo celular, diferenciacdo, morfogénese e expressio genética

O fluxo cria forca de cisdhamento sobre a nembrana cdular de ogtedcitos, os
quai's parecem agir como sensores de tensdo Gssealocd (Figura l).

Segundo FYHRIE & KIMURA (1999) o trangporte de materid aravés dos
tecidos € de fundamentd importancia para a redizacd de fungbes e para o
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metabolisno homeog&ico. Assm, hipotetizaram que a densdade do trabecular
e corticd poderia estar relacionada com o transporte de metabdlitos, e que carga
mecénica aumentaria 0 suprimento  destes metabdlitos, da medula paa a matriz
0ssea. Dedta forma, o trargporte rgpido de metabdlitos da superficie trabecular para o
interior dela ocorre pda deformacdo mecdnica E com ede transporte dificultado, a
Quantidede de matriz Gssea tende a diminuir para garantir a sobrevivéncda de
ogtedaitos Stuados no interior das trabéculas.

Portanto, € obsarvado que a resposta Osea edtd relacionada com a
deformagdo geradano e aadaptacéo ocorrida é proporciond a carga aplicada
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FIGURA 1: Representacdo esqueméatica de 0sso. A) 1- peridsteo; 2 ostelcitos;
3- lacunas 6sseas; 4 osteoblastos. B) Osso quando submetido a forca externa se
deforma, e consequentemente promove o dedocamento do fluido intersticial. C)
Fluxo do fluido intersticial promovendo cisalhamento em ostedcitos. Estimulo
pararemodelamento 6sseo.

3.3Lesdo Medular

A lesio medular acareta dteragbes em vaios sisemas organicos, incluindo o
metabolismo de cdcio e o ddema (DEPARTMENT OF PHYSICAL
MEDICINE AND REHABILITATION, 1997). Ocorre perda da funcdo motora,
gerdmente irreversivd, e diminuicdo da tensfto mecénica sobre os 0sos devido a
padisa Osos ndo submetidos a tensio = adgptan a eta nova  Stuagdo,
diminuindo a dividade de odeoblasos enquanto 0sDS com maor tensio e maor
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curvatura gpresentam ogeoblastos mas aivos € assm, 0S 0SS s« tornam mas
resgentes (GUYTON,1988). O egtimulo mecénico é importante paa etimular
ceximento e remoddamento Gsse0. Com 0 desuso, ocorre predominio  da
reabsor¢do sobre aformago.

Embora pate da fisopaologia da ogsteoporose em lesados medulares sga
aribuida a fdta de susentacdo de peso e aividade fisica, eta difere da osteoporose
tradicond pda leso irrevesivd do ssema neuromuscular. O quadro dinico da
ogeoporose  ocorre pdo aumento  desproporciond da regbsorcdo  por  suprimir 0
controle inibitdrio sobre odeoclastos, ocorrendo  desequilibrio no  remodelamento
(GARLAND ¢ d, 1992). Tdvez ocorra também aumento locad de interleucina
6 (IL-6), abaixo do nivd da lesfo, em pacientes paraplégicos (DEMULDER & 4d,
1998).

Acredita-se que, as dteraches provocadas pela fdta de suporte de peso sga
muito mais prgudidd a0 esqudelo que a fdta de horménio ovaiano. Remocdo
aguda de carga mecéanica causa uma diminuicdo mensd de 3% a 6% na messa dos
0s0s b desuso, enquanto fata aguda de estrdgeno causa diminuicio anud de 4% a
5% de massa 6ssea (DEMULDER et d, 1998).

Em lesbes completas de medula se observa uma maor perda 0ssea nos
primeiros quatro meses. Em dezesseis meses a massa 6ssea e reduz a dois tercos da
quantidade origind (GARLAND e d, 1992). No periodo entre dezessais meses a
dez anos a perda de massa Gssea e edtabiliza, e assim, massa dssea € conservada
(GARLAND, 1992; SINAKI, 1995). Outros edudos tém demondrado que em
pessoas com lesfio medular cronica o conteldo minerd Gsseo, comparado a
individuos normais, diminui em 25%, no fémur proximad e em 50% na tibia proximd
(BIERING-SORENSEN ¢ d, 1983).

JONES e d (1998) observaram que pecientes pargplégicos apresentam
diminuicdo dgnificativa do contelido minera (BMC), possuindo gpenas 70%
do BMC encontrado no grupo controle, mudangas estas que podem ser localizadas.

Tentatives para reverter 0 quadro de odeoporose em lesados medulares,
utilizando diglas e droges, néo gpresentaram muito sucesso. FREEMAN  (1949)
observou que tratamento com vitamina D, para prevenir ou reverter a perda de cdcio
do exudeo, ndo dterou a quantidade de excregdo do mesmo. Edudos que
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utilizaram cdditonina ou bifofonato, em pargolégicos, goresentaram uma pequena
melhora Gssea. Muitos tratamentos ou exercicios como sustentacdo de peso e
esimulacdo muscular podem ter minimos impactos sobre a estimulagdo osteobl&dtica
ou a inibicdo odeoclagica (WYSE & PATTEE, 1954; ABRAMSON & DELAGI,
1961, MOHR &t d, 1997).

3.4 Aspectos Epidemiol 6gicos e Socio-Econémicos da Osteopor ose

A odleoporose e a baixa densdade Ossea sfo fatores de risco Sgnificativos
para morbidade e mortdidade em adultos mas idosos, pois a fragueza Gssea aumenta
aprobabilidade de fraturas por eventos trauméticos leves (ULLOM, 1999).

O aumento dos casos de ogteoporose € refletido principdmente na populagéo
idosa, gerdmente em mulheres pGsmenopausais. Sua ocorréncia € menor em
homens mas 0 risco exige. Segundo MUNDY (1999), nas sociedades ocidentals, a
perda ¢ssea relativa a idade afeta mais de 25% da populagéo feminina e 5% a 10% da
populacdo masculina

Segundo PASTORE (1997), no Brasl, 10 milhGes de pessoas sfo aingidas
pela doenga, com a ocorréncia de 80.000 casos de fraura de quadril anudmente.
Edima-se que no Brasl, em 2025, a populacéo na faixa éaia a patir de 60 anos de
idade sx4 de 34 milhGes de pessoas, 0 que equivaera a 13,8% da populacéo tota
(LEDERMAN & CARNEIRO, 1996). Dentre as pessoas acima de 60 anos de idade,
30% a 40% provavedmente tém odeoporose e goroximadamente 66% tém adgum
gau de ogeopenia (BONE DENSITY MEASUREMENT - A SYSTEMATIC
REVIEW, 1997).

Segundo  KANNUS e d (1999, na Finldndiaa 50% dos individuos
acometidos por fraturas odeopordticas se tornam  totadmente dependentes. A
expectativa de vida reduz-se de 12% a 20%, sendo que 5% a 20% morrem no
primeiro ano gpds a primeira fratura, sobretudo, fratura de colo de fémur que pode
provocar complicagbes circulatdrias, tromboembdlicas e infecgbes respiratorias,
podendo levar a morte. Além de segidas, a odeoporose pode resultar em baxa
etima e em diminuiggo daindependénciafisca
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Portanto, a fratura ogteopordtica de quadril €, dentre todas, a mas grave
devido s dolorosa, gadmente necesstar de hospitdizagdo e drurgia, causar
sgnificativa morbidede e causy condderdvel mortdidade (VERSLUYSEN & 4,
1986). As fraturas de quadril podem prgudicar o paciente a caminhar sem auxilio,
acaretando em perda da independéncia, sendo que 6 meses depois da fratura de
quadril, muitas pesoas idosas a@nda precisam de asssténcia para redizar atividades
davida didia (MAROTTOLI et d, 1992).

Nos Estados Unidos a admissio hospitdar para fraturas de quadril e coluna
vertebrd aumenta 10 vezes entre 65 e 90 anos de idade (JACOBSEN et d, 1992). A
cada ano, 1% das pesoas acima de 90 anos de idade o hospitdizadas por fraura
osteopordtica, tornando dto o0 custo para adminigrala (ULLOM,1999). Em 1995 os
custos médicos associados com fraturas de quadril, em mulheres e homens, foram
entre 54 bilhdes e 7.4 bilhdes de dolaes Edimase que em 2020, 0s custos com
fraura de quadril chegardo a 62 hilhdes de ddlaes (IQBAL, 2000). Segundo
CUMMINGS e d (1990), dentro de 50 anos, ede cudo dcancara 240 bilhdes de
dolares.

3.5 Osteopor ose

Mulheres pGs menopausa perdem, nos primeros cnco anos gpds a
menopausa, entre 10% a 15% de os0. Depois deste periodo a porcentagem diminui,
resultando ao find, perda totd de 30% a 40% do pico de massa 6ssea (RECKER,
1993). Entre 30 e 40 anos gpGs menopausa, as mulheres podem ter perdido 35% de
Su corticd e 50% de trabecular (ROBBINS, 1994). Segundo LINDSAY et
a (1980), ocorre perda éssea acdlerada num periodo de 10 anos gpds a menopausa,
mes é redivamente maior entre 0s 2 a 3 primeros anos.

No entanto, muitas mulheres ndo apresentam dgnificativa perda de massa
0ssea durante 0s anos gpds a menopausa e tavez 25% a 30% das mulheres ndo
exparimentem quaquer fratura em suas vides. Edas mulheres, provavemente,
alingiram dto pico de massa 0ssea antes da menopausa, €ou sofrem menos perda
0ssea gpOs a menopausa (WASNICH, 1999). A probabilidede da ocorréncia de
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osteoporose esta associada com os fatores de risco exigentes naguela pessoa (Tabela
D).

TABELA 1. Fatores derisco para osteopor ose

Racaletnia
Fatores genéticos Sexo
Higtdria familiar

Baixaingestéo decdcio

Digta dimentar Excessvaingestéo de cafeina
Altaingest®o protéica
Sedentarismo

Edtilo devida Atividade sem sustentacdo de peso

Excessivo consumo de bebida dcoolica
Fumo

Hormanios enddgenos e |dade de menopausa

Doencas cronicas Hipertiroidismo

Hipercortisolismo

A ogteoporoe edd principdmente rdacionada com deficiéncia do  hormdnio
ovaiano nas mulheres pGs menopausas, detando um terco destas mulheres
(JOHNELL, 1996). Alguns acreditam que dois tergos do perdido em mulheres
idosas eda relacionado a menopausa e um tergo a idade (RIGG e d, 1981). Fgura 2
mostra um esguema sobre 0s diversos fatores que interferem no aparecimento da

osteoporose.

|
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Dieta dimentar Fatores genéticos Atividade fisica
Pico
Hébitosdevida | ’ de, ¢ Medicamentos
M assa Ossea

Doencas que interferem no \dede
etabolismo Gsseo. avancaoa

MEEROISMO 050 . dividedefisicareduzida

diminuicdo da diferenciacéo das

— céulas osteoprogenitorasem

Declinio osteoblastos

da - dedlinio daatividade osteoblégtica
massa 4——| - diminuicfo dosfatores reguladores
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vitaminaD e de sua sintese

Menopausa
reduggo de estrogeno s&rico
aumentodelL-1
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FIGURA 2. Fatores que interferem na osteopor ose

A menor incidéndia de ogteoporose nos homens € devido ao inicio tardio, ao
redor dos 55 anos (EASTELL, 1999), e progressvamente mais lento do declinio de
massa 6ssea N& ocorre um periodo de rdpida mudanca hormond, o que evita perda
acdeaada de massa Gsea As diferencas, entre 0s sexos, na geometria e
remoddamento também contribuem paa a menor taxa de osteoporose
encontrada nos homens (RINGE, 1998).

O edrogeno tem efeto direlo supressvo sobre atividade osteodédtica
Normamente, receptores de estrogeno etdo presentes nos ogteoblastos. Quando o
edrogeno e liga aos seus receptores, mediadores quimicos sB0 secretados, inibindo a
aividade de ogteoclastos (IQBAL, 2000). Estrégeno protege o contra a acdo do
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hormbnio pardirecideano (PTH) e tavez interfira no aumento da sintese e secrecéo
de diversos agentes que influenciam na formacdo Ossea (LINDSAY,1995). O PTH é
um potente hormdnio de reabsor¢io dssea, 0 qua aumenta 0 nUmero e dividade de
osteoclagtos, promovendo a liberacdo dos sas de cdcio dos 0ssos e aimento na
absor¢éo de cdcio peo intestino e peos tdbulos renas. Sua funcdo priméia € a de
regular a concentracdo do cdcio ibnico nos liquidos extracdulares. No entanto, PTH
também tem um pronunciado efeito estimulador sobre formagdo de trabecular
guando adminidrado, de forma intermitente, em doses rdaivamente baixas
(RODAN & RODAN, 1995).

Desta forma, o hormbnio estrégeno possui importante funco na homeostase
do esqueeo, regulacdio da fregiéncia de novos cicdos de remoddamento e no
equilibrio entre formagéo e reabsorcéo (LINDSAY, 1995).

Com a menopausa, concentracbes de estrégenos caem, possibilitando que
odeodados s tornem  hiperdivos, penetrando  profundamente dentro de placas
egponjosas, pefurando-as (DEMPSTER & LINDSAY, 1993). Estas dteraces
promovem o desequilibrio na auacdo de ogteoblastos e osteocdlastos. Desta forma, o
organismo néo consegue fazer o remoddamento na mesma proporcéo que
ocorre resbsor¢éo, tornando o mas vulnerave. As trabéculas tornamse mas
Sseparadas e a conectividade trabecular mais reduzida (DEMPSTER, 1995). Também
ocore, cOm a menopausa, uma diminuicdo  importante  do cortical, com
dainamento e aumento de sua porosdade (DEMPSTER, 1995). Edas dteracOes
microestruturals  aumentam a incidéncia de fraturas, principdmente do colo do
fémur, vértebras e terco dista do rédio.

ARNOLD (1980) foi o primeiro a propor, aravés de andise quditativa, que o
aumento da poroddade trabecular é devido ap excessivo proceso  regbsortivo.
PARFATT e d (1983) suspeitaram que O processo ocorre por aumento da
profundidade das cavidedes redbsorvidas por odeoclastos, que guiam  paa
perfuragbes focas de placas trabeculares. SIMS e d (1996) obsarvaram que ratos
submetidos & ovarectomia, entre 0 9 e 15 dia apés-ovarectomia, apresentaram
nimero trabecular diminuido, sem dteracéo detectdvel na espessura trabecular. Estes
reslltados mostraram que ap6s a rdpida perfuracdo trabecular, o processo de
reabsor¢ao Gssea continua aé a completa remocdo da trabécula

Acdodo Ultra-som de Baixa Intensidade em Ossos de Ratas Osteopénicas



RevisBoBibliogréfica 16

Para tentar reverter 0 aumento da redbsorcdo Gssea ocorre  ativacdo
osteoblagtica compensatéria, a qud ndo é suficiente para evitar o desequilibrio entre
formacéo e reabsorgéo (GUY TON, 1988).

A odeoporoe = deservolve,  inicidmente, de forma  assntomdica
(CANTARELLI, 1997), por isn, € denominada por dguns autores como SAVILLE
(1941), citado por DANOWSKI, 1996, como “epidemia silendiosa do século XX ou
“doencatraicoard’, o que torna dificil 0 seu diagnddtico.

A ocorréncia de colgpso vertebrad ou de fratura provocados por tenséo,
impacto ou queda, gerdmente associados a fragilidade Ossea, posshilita detectar a
oseoporose. Também pode se tornar evidente aravés da diminuicdo de edtatura,
deformidedes posturais (como aumento da cifose toracica) e dor, principdmente
resultante tanto do pincamento de raizes nervosas provenientes do achatamento de
veértebras quanto de microfraturas (MUNDY, 1999).

Os dnas radiologicos da osteoporose G0 tardios, SO gparecendo sSinais de
perda Gssea quando a perda exigente é de 30% a 40% da massa 6ssea (ARDRAN,
1951; SZEINFELD, 1997), nete mesmo periodo, também aparecem as primeiras
manifestagcbes clinices (DANOWSKI, 1996). Outro fator desafiador para avdiagéo
da radiografia € a grande dependéncia da imagem obtida com a técnica utilizada
(IQBAL, 2000).

Muitos autores acreditam que pessoas com O0Seoporose est& Mmas propensas
as quedas e consequentes frauras, devido a0 aumento do desequilibrio e das
oscilagbes pogturais (LYNN, 1997). MELTON & RIGGS (1985) concluiram que
baxa denddade Gssa combinada com movimentos de protecdo mais lentos, pode
explicar a maior incidéncia de fraturas em pesoas idosas durante quedas. As quedas
também estfo associadas com uso de sedativos, prejuizos cognitivos, desordens de
forca e propriocepcdo das pernas, problemas de equilibrio e marcha e problemas
ortopédicos.

A ogteoporose também pode causxr perda da auto-estime, necessdade de
mudar cosumes didios medo de fraura e de peder independéncia e outros
problemas psicossodias e fiscos (GOLD & DREZNER, 1995).
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3.6 Diagnostico

Embora a avdiacdo dinica, que investiga os fatores de risco associados a uma
determinada  pessoa, possa determinar  pacientes com dta probabilidade de
desenvolver ogteoporose, € dravés da medida de denddade minerd Ossea que s
obtém maior exatidéo do problema

O méodo mais usado audmente para avdiagdo da denddade minerd dssea
(BMD) € a denstometria 6ssea, a qud € um teste smples, né invasvo, indolor e
com baixa emissfo de radiacéo. As regifes mais importantes para avdiacédo do BMD
S0 colo do fémur, coluna vertebrd baixa (regido lombar) e ossos do punho, pois S0
as regides mais suscetivels as fraturas. Pode-se também medir BMD totd do corpo
(CONSENSUS DEVELOPMENT CENTER, 1991). Pode ser utilizada para decidir
sobre a prescricdo do tratamento, monitorar 0 progresso da perda éssea e andisar 0s
efeitos da tergpiaadotada.

No entanto, exigem outros méodos de diagndsico, tais como tomogrefia
computadorizada, que posshilita determinar o contelido minerd na coluna
vertebrd; ultrasom, que avdia a densdade minerd dssea e marcos bioquimicos, que
possibilitam avdiar arazéo de remode amento Gsseo.

A peda de massa Gssea pode ser determinada pela medida do contelido
minera (BMC) e da densdade minerd 6ssea (BMD), as quais fornecem uma
edimativa da massa 6ssea. A unidade de massa Gssea é dada em g/cm de minerd
(contetido mineral), sendo a densidade dssea expressa em glenf, ou sga, densidade
da &ea edudada A unidade mas importante do estudo € a densdade, podendo ser
relacionada com padrbes de normdidade, tanto em redacdo a uma populagédo de
adultos jovens (pico de massa 6ssed), quanto em rdacd a uma populacdo de
individuos normais da mesma idade, sexo, raga, peso do paciente (SZEINFELD,
1997).

Depois de obtida a denddade Gsxa, eta é comparada com vaores
encontrados em pessoas jovens normais, com 0 objetivo de verificar s 0 vador obtido
peo méodo diagndgico et abaixo do normd. Quanto menor a densdade Ossea

maior serd o risco de fraturas decorrentes da osteoporose.
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Foi etdabdecido um limiar de fratura que é bascamente um vaor de corte
(valores aceitos) do BMD, onde a maor pate das fraturas osteoporéticas estéo
incluidss. Os vaores de corte sfo arhitr&rios, mas se um vaor de massa Gseq,
compaado com a média do adulto jovem, ediver —25 desvios padrbes (DP) é
indicativo de mulheres com ogeoporose. Uma diminuicdo menos intensa de massa
0ssea é classificada como osteopenia

Desta forma, existem varias classficagbes para a quantidade de massa 6ssea:

ad Normd: vdor de BMD ou BMC detro de 1 DP da média do adulto

jovem de referéncia;

b) Baixa massa Gssea (osteopenia): vador de BMD ou BMC entre —10e —25

DP damédia utilizeda;

c) Ogeoporose vdor de BMD ou BMC aaxo de —25 DP da média

utilizada;

d) Oseoporose grave vador de BMD ou BMC aaxo de —25 DP associado

com fratura

3.7 Tratamento

Algumas mulheres possuem maor risco de desenvolver ogsteoporose que
outras, dependendo dos fatores de risco associados aelas.

O traamento preventivo e o0 diagnégico precoce da osteoporose S0
essencias para um tralamento mais efeivo, sabendo-se que as condigdes normais do
néo conseguem ser recuperados com 0 quadro de osteoporose jA4 inddado
(DRIUSSO, 2000). Deda forma, o tratamento tem o objetivo de resaurar a massa
6sea em um ponto em que O risco de fraura sga substancidmente revertido
(CHESNUT, 1995). Entretanto, tratamentos que promovem aumento da massa 0ssea
néo estdp, necessriamente, asociados a restauragdo da microarquitetura e forca
mecanica normais (DEMPSTER, 1995).

Terapia de reposicdo hormonal
A tergpia de reposcdo hormond et entre os tratamentos farmacolGgicos
mas utilizados peas mulheres menopausais. Visa restabdecer a condicdo hormond
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anterior a menopausa, tendo a fungdo de proteger 0s 0sOS contra a rdpida perda
0sea que ocorre a partir da menopausa. Protege contra doengas cardiacas, pois
aumenta 0 coleterdl HDL e diminui 0 colesterol LDL. Pode diminuir o risco reaivo
de doencas cardiacas em 50% (STAMPFER & COLDITZ, 1991; BUSH et d, 1987).

Eda tergpia aua também na diminuicdo dos Sntomas da menopausa, Ccomo
ondas de cdor, irritabilidade, distirbios de sono, dores-de-cabeca eirritacéo vagind.

A tergpia de reposcéo hormond pode diminuir 50% a 80% na ocorréncia de
frauras vertebras (CONSENSUS DEVELOPMENT CENTER, 1991), e parece
reduzir em 20% a60% o risco de fratura de quadril (DAWSON-HUGHES, 1999).

A maor preocupacdo proveniente da terapia de reposicdo de estrogeno é o
aumento do risco de desenvolver cancer de mama (FONTANA & DELMAS, 1999).
H& evidéncias de que o longo periodo de traamento com hormonios ovaianos
(acima de 10 anos) pode aumentar 0 risco de cancer de mama em 10% a 30%
(LINDSAY, 1999).

Exigem vé&ios outros tratamentos, gerdmente farmacoldgicos, para prevenir
ou mehorar 0 quadro de odeoporose, sem proporcionar 0S riscos da tergpia de
reposcdo hormond, mes que gerdmente provocam outros Sntomas colaeras.
Assm, em dguns casos como a reposicéo hormond, estes medicamentos S0 contra
indicados;, ma tolerados ou ndb dcacan a meas desgaves  Incuem
medicamentos  que  inibem  resbsorcdo Ossea  (cdcitoning,  bifosfonatos),
esimuladores de formacd Gssea (vitamina D, fluoreto de sodio, androgencs e
rdoxifene) e subsdncias complementares (cdco) (SZENNFELD,  1997).
Traamentos dterndivos, ndo invasvos podem ser a mehor forma de evitar
problemas adicionas & pacientes Podemrse tornar um méodo de tratamento da
odeoporose em homens, devido & menor quantidade de tratamentos disponivels para
eles(BONE DENSITY MEASUREMENT - A SYSTEMATIC REVIEW, 1997).

A tergpia com ultrasom de baixa intenddade para quadros clinicos de
osteoporose, proposo por este trabaho, tadvez possa se tornar um tratamento efetivo
na diminuicdo de perda de massa com consegiente diminuicdo de sua
fragilidade.
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3.8. Ultrasom

O ultrasom € uma forma de erergia mecénica, que se propaga por ondas de
pressio acldica de dta freqliéncia que, a0 serem trangmitides para o interior do
corpo, promovem microdeformagdes na regido 0ssea estimulada. Edta forca externa é
cpaz de garar etimulos para acderar ou iniciar 0 processo osteogénico, através de
eventos bioguimicos ocorridos nas cdulas. HA estudos que modram o efeito do ultra
som sobre a regeneragdo Gssea (DUARTE, 1983; XAVIER & DUARTE, 1983;
DY SON & BROOKES, 1983; COLOMBO, 1992).

O utra-som, como méodo tergpéutico para edimular a ogeogénese, tem
como base fisoldgica as propriedades biomecénicas do oso, pois tanto o ettimulo
mecanico quanto o ultrasom provocam deformagbes nos osos (KRISTIANSEN et
d, 1997 NARUSE ¢t d, 2000).

BASSET (1965) modrou que a formagdo de cargas détricas na superficie
cdular, decorrente da gplicacdo de esimulagdo eérica, faz com que os potenciais de
membrana dos oseoblastos s dterem permitindo a captagdo de nutrientes e um
bombeamento de ions. As cdulas a@uam entdo, como um transdutor biologico, onde
umamaior atividade mitdtica da cdula é produzida pelo estimulo eérico.

Utilizando o ultrasom de baixa intenddede como um mé&odo nd invasvo
em odeotomias de fibulas e em pefuragbes nos fémures de coehos DUARTE
(1983) obteve aceleracdo da osteogénese. O ultrasom foi gplicado durante 4 a 18
diss por 15 minutos diaios Foi obsarvado, aravées de andises radiogréfices e
histolégicas, que nos oss ogeotomizados ocorreu rgpido aumento do cao
gpés 10 a 12 dias de tratamento, edtabilizando gpds este periodo. Ao contraio do
grupo controle, que goresentou nos primeros 10 a 12 dias um lento aumento do cdo
0se0, com O processo de crescimento acentuando gpds este periodo. N&o foram
observados efdtos térmicos e de cavitago sgnificaivos.

XAVIER & DUARTE (1983) utilizando 0 método proposto por DUARTE
(1983) em pseudatrose €ou retardo de consolidacdo dssea, obtiveram 70% de
SUCESSD Nos casos clinicos tratados.

SILVA (1987) propds que aplicacdo de ultrasam, em regifes com fraturas
Osxes, pode promover aumento do influxo de certos ions envolvidos com o proprio
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cdcdo cdula. Mudangas na permegbilidade podem refletir-se na aivacdo do cand
ibnico da membrana cdular devido a perturbagcdo. IS0 poderia resultar num maior
influxo de ions cdcio para o interior da cdula (MORTIMER & DYSON, 1988).
Deda forma, pode diminuir o tempo necessaio para a consolidagdo de uma fratura
Gsxa devido a maor quantidade de ions intrecdulares BOLANDER (1997) mostrou
gue o ultrasom de baixa intensdade promove dteracdo do fluxo de cdcio dentro de
aguns segundos apads a gplicacéo.

PILLA e d (1990) modraam que a utlizagdo de ultra-som de baixa
intensdade (30 mW/cn?), 20 minutos didios, em moddo de osteotomia de fibulas
de codhos, foi cgpaz de acderar 0 processo de cura 6ssea, como também se mosirou
eficaz na promogdo de formacdo dssea tdo forte quanto o lado contrdaterd. Foi
obsarvado que a integridade biomecénica, das fibules edimuladas, foram dcancadas
nametade do tempo quando comparada com o grupo néo estimulado.

Estudos modraran que o ultrasom de baixa intenddade promove aumento
do fluxo sangliineo na regido da fraura (GOLDBERG, 1997, RYABY « d, 1991).
RAWOOL et d (1997) obsarvaram que a agplicagdo de ultrasom, em c&es, promoveu
aumento da vascularizacdo que comegou @pos O primero dia de traamento e
permaneceu mais dgnificaivo nas duss primeiras semanas de tralamento. Ede efdto
fo direto e persdente Eda dteracdo vascular facilita a liberacdo de componentes
essencias (como faores de crecimento) para uma cura norma e proporciona
diminuicdo no tempo necess&io para regeneracdo da fraura (HADJARGYROU et
d, 1999).

KRISTIANSEN e d (1997), em edudo dinico, modraram que ultra-som de
baixa intengdade diminuiu o tempo de cura de frauras recentes, na regidéo digd do
rédio, quando comparado com o grupo placebo. A organizacio trabecular também foi
acentuada no grupo tratado. Outros edudos também obsarvaram  diminuico no
tempo de cura em fraturas recentes (HECKMAN et d, 1994; KRISTIANSEN € 4d,
1997).

Edudos também gpontaram efetos benéficos da utilizacdo do ultrasom de
baixa intensdade em regides fraturadas, para 0 aumento da ressténcia a torcdo Gssea
comparada com o grupo contrde WANG & d (1994) utilizaram ultrasom de baixa
intensideade  (30mW/cnf, 15 minutos di&ios) em fraura femurd em raos e
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modraram que o torgue maximo médio se goresentou 22% superior a0 encontrado no
lado contrdaed ndo fraurado. ITO e d (1998) e JNGUISHI e d (1998)
obsarvaram, em moddo de fraura femura em ratos, aumento do contelido minerd
e da denddade, torque mé&imo e processo de ossficagdo endocondra
acderado aravés do tratamento com ultra-som de baxa intenddade, com largura de
pulso de 200ns e fregliéncia de 1KHz. Estes pardmetros foram apontados serem mais
eficazes paraa cura de fratura e para o estimulo da osteocondug2o, respectivamente.

O ultrasom de baxa intenddade é eficaz na cura de fraturas em pacientes
gue posiem paologias que inteferem na recuperacdo Ossea, como  diadbetes,
ogeoporose, fumo e dcool. FRANKEL (1998) observou em seu edudo que
pacientes ogteopordticos, com fraturas, submetidos a0 tratamento com ultrassom
obtiveram razdo de cura de 95%. Dos 162 pecientes tratados 154 foram curados.
MAYR e d (20000 modraram que em casos de ndounides e unifes Osseas
demoradas, em pacientes com doengas que afetam metabolismo 6sseo, 0 tratamento
com ultrasom promove baixa razéo de cura em doengas renas (76%) e insuficiéncia
vascular (70%), quando comparados com as razdes de cura satisfatdrias em diabetes
(87%), em osteoporose (87%) e em infecgdes locais (100%).

Ultrasom modula a sintese de fator beta trandformador do crescimento (TG
b), importante faior de crescimento envolvido na formacéo de e catilagem, o
qual afeta a proliferacdo de osteoblastos, sua diferenciacéo e sintese da matriz 6ssea
(RYABY e d, 1992). Também deve ter efeto sobre a expressio de genes
epecificos envolvidos no processo de cura (HADJARGYROU et d, 1998). Além
disso, o utrasom néo posui  contra-indicagbes (KRISTIANSEN e d, 1997,
HADJARGYROU et d, 1998).

SPADARO & ALBANESE (1998) estudaram o efeito do ultrasom de baixa
intenddade em ossos longos de ratos em crescimento, durante 4 semanas, com
plicacdo diaia de 20 minutos. Os rexultados mograram que O ultrasom ndo
interferiu no crexdimento do fémur e da tibia como tanbém n& proporcionou
aumento da denddade mingrd 6ssea O insucess0 do experimento pode ter sdo
causado pela fdta de adguns faores liberados em casos de fraturas Gssess,
necessios para a interacdo do ultra-som com catilagem e cdlulas 6ssees. Fator b

trandformador do crescimento pode ser o principd fator para mediar os efatos ultra
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sonicos devido a0 seu provave efeito regulador no reparo de fraturas.  Presumiram
também que, em casos de fraura, o ultrasom consegue ter mehor acesso as cdulas
periodeas e endostesis do que quando em membros intactos. Concluiram que, 0
efdto pogtivo do ultra-som € mais provavel acontecer em casos de fraturas que em
casos da auséncia de fratura ou outro trauma GSseo.

No entanto, ARAI e d (1993) gplicaram ultraasom de baixa intensdade, na
regido do colo do fémur durante 4 semanas por 20 minutos did&ios, em cinco
pacientes com osteoporose sem fraturas Osseas. Obsarvaram através da densitometria
minerd Ossea por DEXA (dud energy X- Ray absorptiometry), em quatro casos,
melhora da denddade minerd éssea do colo femurd (média de 8,9%) e diminuicdo
de 4% da densdade minerd ssea nas regides ndo submetidas ao tratamento.

3.9 Modelo derata madura

O rao fo exohido paa 0 expaimento por vaios mativos, dentre des
(FROST & JEE, 1992):

O mecanismo biolégico do crescimento € dmilar paa os raos e
criancas;

- Como j& demondrado em experimentos anteriores, o do rato assm
como o do homem, néo cresce continuamente durante a sua vida (KALU, 1991, YU
e d, 1982, BERG & HARMISON, 1957). No rato, ocorre um rgpido crescimento aé
6 meses de idade. Obsarvase aumento rdpido do comprimento, peso, densdade e
conte(ido de cdcio no fémur de 1a 3 meses de idade; depois deste periodo, a razéo de
cexcimento s torna mas gradud (KALU, 1991). O creximento se torna
indgnificante de 6 a 12 meses e cessa aos 18 meses. Moddo de rata idosa néo possui
mals crescimento devido a0 fato de ja ter estabdecido a maturidade Gssea. O
modelo de rata idosa possui carecteriticas de perda Ossea semehantes as que
ocorrem na pés menopausa humana

No entanto, ratas idosss S0 caras, sua disponibilidade é limitada e longo
periodo decorre antes que s manifestem os efeitos da ovarectomia sobre seus 0ssos.
Em contragte, ratas mais jovens (gproximadamente 3 meses de idade) ndo sfo muito
caras, S0 facilmente digponiveis e os efeitos da ovarectomia sobre seus esqueletos s

|
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manifestam em um més ou menos. As caracteristicas da perda 0ssea 20, gerdmente,
seme hantes aqueles modd os de ratas idosas (KALU, 1991).

- Em ratos e em humanos adultos ocorre 0 mesmo mecanismo bioldgico para
conservacdo Ossea. A preservacdo ou aumento da remocgdo Ossea ocorre de forma
amilar.

. Em rdagdo a0 reparo Gsse0, 0 rao também prové um bom moddo para
andise de agentes na regeneracéo desta estrutura corpord.

A ogteopenia (ou reducdo da massa Gssea ou banco 6sse0) significa esqueleto
com menos tecido compaado com o normd € nesta condicdo, aividade
norma ndo causa fraturas esponténeas ou dores Osseas, SO ocorrendo gpds queda ou
impactos maiores (FROST, 1997). A ogeoporose sgnifica doenca que combina a
osteopenia evidéncias dinicas do excesso de fragilidade do osso, acarretando fraturas
esponténess ou dores Gsses durante aividades fiscas normais (FROST &  JEE,
1992). Os edudos que induzem deficiéncia do hormonio ovariano em raas observam
0 ndo agparecimento de fraturas, portanto, indda-se um quadro dinico de osteopenia
em ratas castradas (KALU, 1991).

A odeopenia pode edar associada com a idade, desuso mecdnico e nas
mulheres com a caréncia de estrogeno. Nas ratas ovarectomizadas, a prevencéo de
osteopenia com estrégeno também parece ter efeito seme hante ao da mulher.

DEVLIN e d (1990) obsavaram amento da profundidede de eroso
seguido a perda da funcdo ovariana em raos. Os efetos da ovarectomia em esqueleto
de ratas madures sB0 observados nas primeiras duas semanas apds cirurgia, com
ocorréncia de diminuicdo 6ssea e aumento da resbsorgédo O0sseas.  ROUDEBUSH
(1993), num egudo longitudind com ratas ovarectomizadas recebendo dimentacéo
ad libitum, obsarvou uma diminuicdo dSgnificativa da densdade Ossea em ratas gpds
2, 4 e 6 semanas gpds ovarectomia.

Volume de trebecular edd donificativamente  diminuido em raas
ovarectomizadas no décimo quarto dia devido ao s tornar mais fino e perder
trabéculas individuais. A patir do décimo dia gpds ovarectomia, € possivel observar
aumento do nimero de osteoclastos (THOMPSON et d, 1995).
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DEMPSTER & d (1995) andisoram as mudangas temporais ocorrides na
estrutura 0ssea trabecular de ratos maduros, com 6 meses de idade, imedistamente
gp0s a ovarectomia. Observaram declinio rdpido do volume e densdade
trabeculares nos primeiros 40 dias gpés a cirurgia, e gpés ete periodo de tempo, a
diminuicdo ocorreu mais lentamente. No entanto, no mesmo periodo de tempo, néo
observaram dteragbes na regido de di&fise do fémur, onde predomina corticdl.
O aumento de perda dssea trabecular foi consegiiéncia do aumento da reabsorcéo
Gssea, confirmada pdo aumento do nimero de oteoclagtos, evidente nos primeiros 5
dias apds a warectomia, com araso de respoda de formagdo Gssea entre 5 a 10 dias
depois da cdrurgia Conduiram, aravés da andise edruturd, que a diminuicdo do
trabecular foi decorrente da reducdo do nimero de placas e conectividades
trabeculares, sem dteragbes sgnificativas na espessura trabecular. Assm, sugeriram
a exigéncia de um mecanismo de perfuracéo das placas trabeculares seguida de sua
total remogéo.

THOMPSON & d (1995) obsarvaram aumento do peso corpéreo em ratas
ovarectomizadas, no primero més gpds cirurgia quando comparado com controle
fasooperadas, sendo edta resposta causada totamente peo aumento de gordura no
Corpo.

Aumento da razéo de formacdo Gssea foi obsarvado por TANIZAWA « 4d
(2000) 10 dias ap06s a ovarectomia, tornando-se dgnificaivamente maior apos 14
dias e permanecendo dto aé o dia 30 da cirurgia. Este aumento da formacdo Ossea
fo explicado pea divacdo de faores de crecimento, como TGF-b e fator de
crexcimento smilar a insuling, liberados da matriz 6ssea no momento da reabsorcao.
No entanto, o aumento da formecdo néo foi cgpaz de compensy 0 aumento da
resbsorcdo Ossea causada pela deficiéncia de horménio estrogeno, assm volume
e nimero trabecular continuaram diminuindo até 0 30" dia apés a ovarectomia

WRONSKI & YEN (1991); KALU (1991); FROST & JEE (1992) mostraram
gue a ovaectomia em ratas acareta perda de esponjoso na tibia e vértebra
lombar devido & deficiéncia de hormonio estrégeno. O mecanismo aceito para perda
0ssea por deficiéncia de horménio estrégeno no esqueleto de ratas se basda num
desequilibrio na formacdo, com resbsorgdo excedendo formacdo Gssea.  Entretanto,
corticd ndo é muito sensivel para perda ap0s ovarectomia, corroborando
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com maor perda de trabecular que cortical em mulheres pds-menopausas
(KALU, 1991).

POHLMAN et d (1985) obsavaram, a0 avdia a forca da didise femurd
aravés de ensdo mecanico, que as ratas embora osteopénicas ndo goresentaram
diferencas dgnificativas na forca méxima da regido corticadl quando comparadas com
grupo controle. Portanto, também confirmando a menor diminuicdo de cortica
ap0s ovarectomia.

No entanto, com a ovarectomia ocorre diminuicdo pronunciada da forca Gssea
no colo femurd devido a diminuicdo répida de trabecular existente nesta regiéo
(PENG & d, 1994). MOYLE & d (1986) observaram, dravés de ensao de
compressio em fémures de ganso, que a diminuicdo da ressténcia a ruptura dos

0S0s ocorre por deficiénciade cdcio.
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4. MATERIAL E METODOS
O trdbdho € experimentd, usando um moddo de odeopenia em raas
maduras castradas.

4.1. Animais
Os animais da raca Holgman (Rattus norvegicus albinusg) foram fornecidos

peo Biotério Centrd da UNESP e mantidos em gaolas de poligileno com agua e
racdo ad libitum Foram solicitadas fémeas isogénicas com cerca de 200 gramas de

massa corporea.
4.2. Procedimento Cir argico Experimental
4.2.1. Procedimento Utilizado em Estudo Piloto

O edudo piloto teve como objetivo verificaa s 0 periodo de 30 dias para
inducdo de odeopenia, em moddo de raa madura, corrobora os resultados
encontrados  na literatura, cujos experimentos observaram diminuicdo do  contelido

minerd em 1 més gpbs ovarectomia e histerectomia em ratas.

4.2.1.1. Cirurgia no Estudo Piloto
As ratas foran submetides a anestesa intramuscular, composta por  Virbaxil
2%, na doe 0,04 ml/100g que posui efeito rdaxante, sedativo e andgésico, e por
Francotar na dose de 0,08 ml/100g que posui efeéto andgésco. Logo gpds foi
redizada a tricotomia no baixo ventre utilizando 1amina (Figura 3).

FIGURA. 3. Tricotomiarealizada no baixo ventre.
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A &ea tricotomizada foi edeilizada com dcool iodedo 5% e a seguir, foi
fataaindsio utilizando laminade biguri (Figura4).

FIGURA 4. A) Incisdo redlizada na pele, B) Incisdo redlizada na camada

muscular.

Apbs a incisdo, foi redizada uma peguena sutura na base uterina, seguida
pda ovaectomia bilaed e higerectomia utilizando fio resbsorvivd Caegute
Cromado (30) (Figura 5). No find do procedimento, foram redizades as suturas
internas com fio resbsorvive e suturas externas com fio de nylon (ndo resbsorvive)
(Fgura6).

FIGURA 5. A) Regido da base uterina onde foi realizada a sutura, B) Base

uterina suturada

Apbs a cirurgia, as ratas foram acondicionadas no biotério da Bioengenharia-
EESC, por 30 dias, visando induzir o quadro de osteopenia
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FIGURA 6. A) Suturainterna, B) Sutura externa.

O egtudo piloto foi composto por dois grupos peo grupo controle (5 animas)
composto por ratas ndo submetidas a0 procedimento cirdrgico e peo grupo de ratas
ovarectomizadas (6 animals).

No 31" dia apés a cirugia de ovarectomia, as ratas foram sacrificadas, seus
fémures esquerdos retirados, submetidos a0 teste mecanico e preparados para andise
guartitetiva de cdcio e fédforo. Os fémures dirdtos foram separados para andise
histol6gica

4.2.2. Procedimento cirargico fina

Foram utilizades 34 ratas isogénicas, de idade adulta, da raca Hostman
(Rattus norvegicus albinus) com massa corpdrea de 200 gramas. Foram seguidos 0s
mesmos procedimentos da dirurgia piloto.

4.3. Tratamento

As rdas ovarectomizedas foram divididas em dois grupos experimentas o

tratado com ultra-som pulsado de baixa intensdade e o placebo (sem tratamento).
O ultrasom utilizado gpresenta as seguintes caracteristicas (Figura 7):

+» Fregiéncia= 1,5 MHz + Largura de pulso = 200 microsegundos
« Fregliéncia de repeticio = 1 KHz + Periodo "off" = 800 micrasegundos
+ Cido detrabaho = 20% + Intensidede = 30 mwWi/cnt
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FIGURA 7. Ultra-som pulsado de baixa intensdade

No grupo experimental tratado (25 animas), as ratas osteopénicas foram
submetidas a aplicagbes de ultrasom pulsado com intenddede espacid e tempord
média de 30 mWi/cn?. O equipamento utilizado foi fixado na mesa de suporte, onde
as ratas eram imobilizades (Figura 8). O cabegote possuiu dimensies normais para
posshilitar que a golicacdo de ultrasom fose redizada a0 mesmo tempo, em ambas
patas trasairas, abrangendo a regido desde a cabeca femurd até terco digtd do fémur.
Foi utlizado gd paa fadlitar a condugdo do campo ultrasbnico (Figura 9).
Cdibracio do eguipamento fol redizada previamente a sua utilizagd no
experimento.

Os tratamentos iniciaram no 31 dia apds a ovarectomia Tiveram duracéo de
20 minutos, durante 20 dias consecutivos.

No grupo placbo (9 animas) 0s animas ndo receberam tratamento ultra
sonico, mas ofreram as mesmas inteferéncias que o0 estresse pode causar aos
animas Paa isn, pamaneceram durante 20 minutos imobilizados, por 20 dias
CONSeCUtivos.

Os sacrificios ocorreram 1 diagpds o término do tratamento, utilizando éter.
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FIGURA 8. Equipamento de ultrasom de baixa intensdade com o
cabecote acoplado na regido inferior da mesa utilizada para imobilizar os

animais.

FIGURA 9. Animais colocados na mesa de suporte, com o cabecote de

ultra-som sob asregides do colo do fémur de ambas as patas.

4.4. M éodosde Avaliacéo

4.4.1. Massa Cor p6rea

Foran ponderadas as massas corpdreas das ratas no inicio e no find do
experimento. No edtudo piloto foram condderades as massas corpdreas no inicio e
go0s 30 dias do ao cirdrgico para as rdas do grupo ovarectomizado e durante o
mesmo periodo de tempo para agqudas do grupo controle No estudo experimenta
foran condderadas as massas inicias obtides no dia do procedimento cirlrgico e as
finais obtidas no dia do sacrificio.
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4.4.2. Ensaio M ecanico

Foram redizados ensdaos mecénicos de flexéo em trés pontos, nos diferentes
grupos experimentais, para determinar as propriedades mecanicas dos ossos. Para 0
teste, os fémures esquerdos foram retirados, limpados, banhados em &gua deonizada
e mantidos em formadeido 10%, durante 48 horas. Os 0s0s foram apoiados em suas
extremidades, sobre dois suportes diganciados 18mm. A veocidade de golicacdo da
caga fo 5mm/min e utilizada cdula de carga de 100 Kgf (Fig. 10). Para cada
aumento de carga gplicada no e obtém a deformacéo gerada, o que possihilita a
congtrucdo do grafico carga versus deformacéo (SOGAARD € d, 1994; PENG « 4d,
1994). Através do gréfico e utilizando um software de andise de dados chamedo
Mathematica versio 2.2, foran andisadas propriedades mecénicas como:  limite
maximo, rigidez, resliéncia e tenecidede (Fig. 11).

Todos os fémures das ratas do edudo piloto foram testados. No estudo
expaimenta foram testedos todos os fémures do grupo placebo, mes goenas 12
fémures das raias submetidas a0 tratamento. Foi utilizado equipamento MTS moddo
TestSat 1l para ensao mecénico. O teste foi redizado no Depatamento de

Engenharia Mecanica UNICAMP.
l F

[« >

FIGURA 10. Desenho esquemético mostrando o0 0sso apoiado em suas
extremidades por uma distancia "L" ertre os dois suportes, com a aplicacéo de

umacarga"F" .
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FIGURA 11. Exemplo de grafico carga versus deformagdo. LP: limite
proporcional (ponto final da regido dadica); LR: limite de ruptura (limite
méaximo); area do triangulo O-A-LP: resiliéncia; tangente do angulo O: rigidez;

areatotal sob a curva O-LP-LR: tenacidade

4.4.2.1. Limite maximo

O limite mé&ximo é o maior vaor de carga necessio paradcancar a

ressténciafind do 0s0, 0 que provoca afaéncia éssea

4.4.2.2. Rigidez

A rigidez é obtida aravés do cdculo da indinacdo da curva carga versus
deformacdo naregiéo linear e é dada pela equacéo:

4.4.2.3. Resiliéncia

Resliéncia é a capacidade do em absorver energia de forma dédtica,
permitindo-o retornar & sua forma anterior gpds a retirada da carga. Para obtencdo da
resliéncia cdcula-se a &ea abaxo da curva carga versus deformacéo da regido
eédtica
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4424 Tenacidade

Tenacidade é a capacidade do 0ss0 em absorver energia até sua ruptura. Para
obtencBo da tenacidade cdcula-se a &ea totd aaxo da curva caga versus
deformacéo.

4.4.3. Anélise de célcio/ fosforo

As andlises quantitativas de cdcio e fosforo, da regido proxima dos fémures,
foram redizadas na EMBRAPA Pecuaia Sudeste, locdizada em Séo Carlos, devido
a caéncia de eguipamentos necessaios para 0 méodo de andise escolhido e
profissonals egpecidizados paa a redizagdo do mesmo. Foi  utilizado
epectrofotdmetro de aosorcdo  admica por chama, paa andise quantitativa de
cdcio. Paa a andise de fodoro foi utilizado espectrofotbmetro de absorgéo
molecular em Sstema de andise por injegdo em fluxo (FIA).

Os fémures, gpGs serem submetidos a0 ensaio de flexdéo, foram padronizados
em 15 cm de comprimento, a partir do trocanter maior, 0 que posshilitou andisar a
regido proxima do fémur, onde exite maor quantidede de trabecular e foram
recolocados em formadeido. Os pedagos Osseos foram levados para a Embragpa
Pecu&ria Sudeste, para serem andisados. Para a andise € necessaio que 0S 0SS
sgam transformados em solucéo, paraisso, seguiramse dgumas etapas.

Deddratacdo dos os0s, para retirada de &gua e formddeido. Os
ossos foram colocados em edufa a 105°C durante aproximadamente
8horas.

Os osxos foram colocados em mufla para serem cdcinados. A
temperaura da mufla aumentou gradativamente, aé a temperatura de
600°C, durante 3 horas.

ApéGs cddnados, os 0s0s foram macerados em cadinho com pidtilo
de porcdana No egtudo piloto, todos 0s 0s0s do MEIMo  grupo,
go0s cdcinados, foram colocados em um Unico cadinho, o0 que
impediu a redizacgdo de uma andise edatidica No estudo
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expeimentd, em cada cadinho foram colocados dois ossos Exceto
em dguns casos que foi necessario colocar trés 0sos.

Nos osos triturados foi adicionado &cido cloridrico a 37% para
lubilizé-los A amodrafoi diluidaem 100 ml.

Foram levados para 0 espectrofotbmetro de absorcdo atdmica apds
fazer a curva de cdibracdo que utilizou uma solugdo de cdco com
concentracéo conhecida

A mesmaamodrafoi utilizada para andise de fésforo.

4.4.4. Microscopia de Luz Comum

Utilizramse os fémures direitos das ratas para edta etgpa. As pegas foram
fixades em formddeido por pdo menos 24 horas. Depois foram lavades em &gua
corrente por 24 horas. Foram colocadas em solugdo descdcificadora de Morse
(Citrato de Sodio & 20% e Acido Formico & 50% - partes iguais de cada) até obter a
descdcificacdo da pega (8 a 10 dias trocando a solugdo de Morse a cada 2 dias).
Depois disso, as pegas foram lavadas novamente em agua corrente por 24 horas.

As pecas foram colocadas em sulfato de sodio a 5% para a neutrdizacdo do
&ido (Morse) durante cinco dies, e foram novamente lavadas em &gua corrente por
24 horas. Pogeriormente, as pegas foram desdratadas em solugbes crescentes de
doool, diganizadas em dcodl xilol, depois xilol, e induides em padina Foram
redizados 7 cortes seriados de 6 nm de espessura, utilizando micrétomo. As |laminas
foram coradas em HematoxilinalEosina (HE) e tricomico de Masson (TM).

Nesta etgpa foram andisados aspectos morfoldgicos quditativos do estado

6sseo.

4.4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A utlizacdo de MEV tem contribuido muito para 0 estudo da edrutura da
matriz 6ssea (BOYDE, 1972), uma vez que eta técnica permite andisar estruturas
irregulares, como 0 0ss0. A andise por MEV posshilita observar as diferencas
edrutura's entre 0s grupos experimentas.
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Paa o prepao das amodras foi utilizada a mesma metodologia paa o
preparo de laminas histologicas. Apds a redizacdo dos cortes para a higologia de luz
comum, foram redizados 2 cortes seriados de 50mm de espessura para andise por
MEV. ApGs a redizacdo dos cortes, estes foram desparafinizados usando banhos de
xilol, &cookxilol, dcool absoluto, dcool 90%, dcoodl 70% e findizando em &gua
dedilada. Estas etgpas sf0 importantes para retirar eementos ndo pertencentes aos
0s0s e assim pemitir andisdlos sem quasquer interferéncias externas. Os cortes
foram secos em estufa a 58’ C e colados sobre fita de carbono dupla face no suporte
utilizado para a redizacdo da andise. Os cortes foram metdizados com ouro para
fadlitar a condutibilidede eérica Foi utilizado um eguipamento LEO moddo 440,
redizado no Departamento de Quimical EESC-USP.

4.4.6. Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a uma andise edatidica, sendo utilizados niveis
de sgnificéncia de 5%.

Paa comparar as diferencas de massas corpOreas das ratas dos digtintos
grupos no inicio e no find do experimento foi gplicado o teste T. Para comparar as
vaidveis mecanicas e a quantidade de materid minerd 6sseo (cdcio e fésforo) entre
oS grupos edudados foi gplicada a andise de vaidncia (ANOVA).
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5.RESULTADOS

5.1. Estudo Piloto

5.1.1. Massa cor porea

A tabela 2 mostra os vaores corpdreos médios e desvios padrdes (DP) das
raas dos grupos controle e ovarectomizado no inicio e no find do experimento.
Observamse diferencas edatisticamente significativas no ganho de massa corporea
entre os dois grupos (p = 0,000000008), sendo maior nas raas pertencentes ao grupo
ovarectomizado.

TABELA 2. Valores médios e DP das massas corpéreas dos dois grupos

experimentais do estudo piloto.

Grupos N Massainicid  Massafina

Controle 5 196+ 547 244 +8HA
Ovarectomizado 6 195+ 547 300+ 8%

*p<005

5.1.2. Ensaio M ecanico

O teste mecanico permitiu a condrucéo de gréficos carga versus deformacéo
dos fémures das raas petencentes aos dois grupos experimentas do estudo piloto
(Figuras 12 e 13) e a patir ddes, comparar os vaores das propriedades mecénicas
dos entre os grupos (Figura 14). A tabda 3 mostra os vaores médios e DP das
diferentes propriedades mecénicas andisadas.

Os resultados ndo apresentaram  diferencas  edtatisticamente  sgnificativas
(carga maxima p=0.278; ddformacdo méxima p=0.168; rigidez p=0.344; resliéncia
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p=0.763; tenacidade p=0.59) quando relacionadas as variavels mecanicas e 0S grupos

estudados.
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FIGURA 12. Gréfico FxD dosfémur es das
ratas do grupo controle.
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FIGURA 13. Grafico FxD dosfémures
dasratas do grupo ovarectomizada.
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FIGURA 14. Comparacéo entre os diferentes grupos do estudo piloto para cada

propriedade mecanica. Nao existem diferencas estatisticamente significativas

guando relacionadas as variaveis mecanicas aos gr upos estudados.

TABELA 3. Propriedades mecanicas dos fémures das ratas dos dois grupos

experimentais(média + DP).
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Caga Deformacéo Rigidez Redliénda
Grupo N  M&ima(N) méxima (x10 (x 10°N/m) (x10°)) Tenacidade
°m) (x10°J)
Controle 5 78025+8804 0671+ 0123 12739+ 5401 7.84+43%0 298+ 824

Ovarectomizado 6 7428+ 2004 057210097 16206+ 2249 8566+ 337 219+ 360

5.1.3. Andlise Quantitativa de Calcio/Fosforo.

Através da andlise quantitativa de cdcio e fésforo dos fémures dos animas
submetidos a0 expeaimento piloto, pode-se obsarvar que as ratas do grupo controle
(aqudas que ndo foram submetides a drurgia de ovarectomia) gpresentaram maior
quantidede de cdcio e fosforo (médias 18059 gkg de cdcio; 90 gkg de fésforo)
guando comparados com O grupo de ratas ovarectomizades (médias 14094 gkg de
cdcio e 7349 gkg de fésforo). Ocorreu diminuicdo de 21, 956% de cdcio e 18, 34%
de fosforo naes raias ovarectomizadas comparada com as do grupo controle (Figura
15).

Quantidade de célcio e fosforo (@/Kg)

O calcio
B Fosforo

Controle Ovareciomizada

FIGURA 15: Quantidades de calcio e fosforo em g/kg dos grupos controle e

ovar ectomizado.

|
Acdodo Ultra-som de Baixa Intensidade em Ossos de Ratas Osteopénicas



Resultados 40

Portanto, foi possivd confirmar que o protocolo de ovarectomia é eficaz para
a inducdo de ogteopenia em um periodo de 30 dias. Devido a0 fao das ratas
utilizades srem isogénicas, podese eperar que 0s resultados obtidos no
procedimento piloto, em rdacdo a inducdo de odteopenia, também s repitam nos
gupos de ratas ovarectomizadas, as quais foram tratadas com ultrasom de baxa
intensidade.

5.1.4. Microscopia de Luz Comum

Através da microscopia de luz comum é possive obsarvar as cdulas Gsseas
exigentes em um deteminado corte higologico. A andise higoldgica do estudo
piloto mostrou que 0 grupo de ratas ovarectomizadas goresentou discreto aumento da
atividade osteobl &tica comparada com o grupo controle.

Pode-s= observar no grupo de ratas ovarectomizadas uma grande quantidade
de ogteoblastos a0 redor de trabéculas Ossess, que gparentam etar ativos peo maior

contato entre eles e amatriz 6ssea (Figura 16).
No grupo controle observa-s2 menor quantidede de odeoblastos, com
trabéculas livres de dividade ogteoblédica (Figura 17). A figura 18 indica a medula

(Gssea com um possivel vaso sangliineo e hemécias imaturas ao seu redor.

FIGURA 16. Fotomiografias de tecido Gsseo da regido proximal do fémur de
ratas ovarectomizadas, apés 30 dias de cirurgia. As setas indicam cdulas
osteoblasticas em contato com trabécula Gssea. Coloracdo HE. Corte
longitudinal. A) Aumento de 160 x; B) Aumento de 320 x.
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FIGURA 17. Fotomiografias de tecido 6sseo da regido proximal do fémur de
ratas do grupo controle. As setas indicam céulas osteoblasticas com menor
contato com trabécula 6ssea, caracterizando uma menor ativacdo da formacdo
Ossea. Coloragdo HE. Corte longitudinal. A) Aumento de 160 x; B) Aumento de
320 X.

FIGURA 18. Fotomiografias de tecido Gsseo da regido proximal do fémur de
ratas do grupo controle. As setas pretas apontam uma regido bem delimitada
preenchida por hemécias, indicando ser um vaso sanguineo. As setas amareas
mostram hemécias imaturas, ao redor do vaso sangiineo. Coloracdo HE. Corte
longitudinal. Aumento de 160x.
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5.1.5. Microscopia Eletrnica de Varredura (MEV)

Através do MEV foi possive comparar as diferengas edtruturais dos fémures
das ratas dos grupos controle e ovarectomizado. A figura 19 e a figura 20 mostram as
diferencas, entre os grupos, da estrutura trabecular dos fémures das ratas. Através de
comparacéo, € possivel observar que as trabéculas dsseas exigtentes no fémur de raa
ovarectomizada est&o mai's espagadas e com suas conectividades reduzidas.

FIGURA 19. A) Microscopia eetrbnica de varrredura da cabega femural de
rata controle; B) Microscopia eetronica de varredura da cabega femural de
rata ovarectomizada. Elipses indicam diferencas estruturais entre os grupos.
Observam-se poros mais profundos e de maiores dimensdes no grupo

ovar ectomizado comparado com grupo controle. Aumento de 100x.
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FIGURA 20. A) Microscopia detrénica de varrredura da cabeca femural de
rata controle, B) Microscopia eetronica de varrredura da cabega femura de

rata ovarectomizada. As setas apontam porosidade éssea. Observam-se poros

maiores e mais profundos na regido trabecular do 0sso de rata ovarectomizada.
Aumento de 200x.

5.2. Tratamentos

5.2.1. Massa Corporea

A tabda 4 mosra os vaores massas corpéreas médios e DP das raas dos
grupos placebo e tratado no inicio e no find do experimento. Obsarvamse diferencas
edatigicamente sgnificativas (p = 0.005) no ganho de massa corpdrea entre os dois

grupos, sendo maior nas ratas pertencentes ao grupo placebo.

TABELA 4. Valores médios e DP das medidas corpoéreas dos dois grupos
experimentais.

Grupos N  Pexinicd Peso find
Placebo 9 1888+ 7.81 3066+ 1414
Tratado 25 1952+112 2864+ 2547
*p<0,05
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5.2.2. Ensaio M ecanico

Através do ensaio de flexdo foi possive congruir gréficos de carga versus

deformacéo (figuras 21 e 22) e asim, obter e comparar os vaores das propriedades

mecanicas dos ossos de diferentes grupos expeimentais (Figura 23). A Tabda 5

mostra & vaores médios e os DP das propriedades mecanicas dos fémures das ratas

dos dois grupos expeimentais placebo e tratado. Obsarvase que né ocorreram

diferencas eddidticamente dgnificativas quando relacionadas as variavels mecénicas

e 0S grupos esudados (carga maxima p=05603; deformecdo méxima p=0.1551;
rigidez p=0.0546; resiliéncia p=0.5835; tenacidade p=0.2926).

—4—Rata 1 —e—Ratal
130 Rata2 150 Rata 2
— AN o —j¢—Rata 3
£ 100 e —*—Rata3(| £ 100 1 —+—Rata4
g %/"rﬁ —+— Rata 4 8 Rata 5
S 50 1 /_/",. o 50 Rata 6
i ‘F): ez Rata 5 s Reta 7
0 s T T T Rata § 0 . . i i Rata 8
9
0 02 04 06 08 Refa 7 0 01 02 03 04 05 06 E:Zm

~ Rata 8
Deformago (mm) Deformag&o(mm) Rata 11
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FIGURA 21. Gréafico FxD dos FIGURA 22. Gréfico FxD dos fémures

fémuresdasratas do grupo placebo.

dasratasdo grupo tratado.

TABELA 5. Propriedades mecanicas dos fémures das ratas dos dois grupos

experimentais(média + DP).

Carga Deformacéo Rigidez Redliéncia Tenacidade
Gupo N Maima(N) méaima(x10°m)  (x 105N/m) (x103J) (x103J)
Placebo 9 9978+ 1469 0597 + 0108 2053+ 79.89 111+ 477 A0+ 735
Tratado 12 103280+ 0509 = 0.05 2583+ 3385 109+ 325 30.7+ 663
1233
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Carga méaxima (N) Rigidez (x 10 3 N/m)
104,0 300
102,0 200
100,0 g 100
98,04 : . 04+ . .
Grupo placebo Grupo tratada Grupo placebo Grupo tratada
Resiliéncia (x10-3J) Tenacidade (x10-3 J)
) 36,0
11,20 34.0
11,00 32,0
10,807 30,0
) 28,01 T T
10,60+ Grupo placebo Grupo tratada

Grupo placebo Grupo tratada

FIGURA 23. Comparagao entre os diferentes grupos experimentais para cada
propriedade mecanica. Nao existem diferencas estatisticamente significativas

para todas as propriedades analisadas.

5.2.3. Andlise Quantitativa de Calcio/Fosforo

A tabda 6 modra os vdores de cdco e fosforo dos dois grupos
experimentals.

TABELA 6. Valores médios e DP das quantidades de célcio e fésforo dos

fémures dasratas dos dois grupos experimentais.

Grupo NUmero Cdcdo Fosforo
de kg (gkg)
cadinhos
Placebo 6 355.74 148.065 =
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+112.47 24.50
Tratado 14 334.15 13326+ 3820
+128.51

* ndo gnificaivo

As andises quattitativas de cdcio e fosforo redizadas modraram que o
grupo de raas ovarectomizadas submetidas a0 tratamento de ultrasom de baxa
intenddade dcancaram vaores ndo eddidicamente Sgnificativos comparado com
os vaores obtidos nas ratas do grupo placebo (p = 0.734 para cdcio; p = 0.3% paa
fosforo) (Figura 24).

Quantidade de calcio e fésforo (g/KQg)

4m_
ol
w0t HCélcio
W Fosforo
100-/
0_

Placebo Tratado

FIGURA 24. Quantidades de fosforo e célcio em g/kg. Grupo placebo: ratas ndao
ovarectomizadas e sem tratamento; Grupo tratado: ratas ovarectomizadas e

submetidas ao tratamento ultra-sdnico.

5.2.4. Microscopia de Luz Comum

Os achados das andlises histologicas dos fémures do grypo placebo indicam
uma menor concentracdo de ogteoblastos na matriz Gssea e uma menor interagdo das
cdulas ogeoblagicas com as trabéculas Gsseas comparado com o grupo tratado
(Figura 26). Este menor conteto entre as cdlulas com 0 indica reduzida aividade
ogteoblagtica. Edtas diferencas comparaivas ndo sdo possivels de serem observadas
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em um menor aumento (Figura 25). A figura 27 modra a exigéncia de hemécias
imaturas proximas aos osteoblastos.

As figuras 286AB e 28-CD comparam a regido da cabega femurd entre o
grupo placebo e tratado. A coloragdo com tricrdbmico de Masson possihilita estudar a
idade Gssea, sendo que 0ssos maduros se coram em azul e 0S 0SS imauros e
coram em vemdho. E possivd observar que, no grupo placebo a matriz 6ssea é
predominantemente  formada  por meduro, ndo indicando formacdo Gssea
recente. No grupo tratado, observam-se regides com neoformacdo Gssea, 0 que indica
osteoblastos ativos.

O aumento da dividede odeoblégtica foi subjetivamente observado, ndo se
utilizando méodos morfométricos
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FIGURA 25. A) Fotomiografia de tecido da regido proximal do fémur de
ratas placebo. B) Fotomiografia de tecido da regido proximal do fémur de
ratas tratado. Neste aumento nao é possivel observar diferencas entre os grupos.
Coloracéo HE. Corte longitudinal. Aumento de 80 x.

FIGURA 26. A) Fotomiografia de tecido da regido proximal do fémur de
ratas placebo. B) Fotomiografia de tecido Gsseo da regido proximal do fémur de
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ratas tratado. Elipses indicam regides com concentracdes de osteoblastos.

Observa-se no grupo placebo células osteoblasticas em menor quantidade e com

menor interacdo entre elas e as trabéculas dsseas. Coloracdo HE. Corte
longitudinal. A) Aumento de 160 x.

FIGURA 27. Fotomiografia de tecido 6sseo da regido proximal do fémur de
rata do grupo tratado. Setas brancas indicam: Ogeoblastos, Setas amaredas
indicam: Hemécias. Corte longitudinal. Coloracdo HE. Aumento de 320x.
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FIGURA 28. A-B) Fotomiografia de tecido 0sseo da regido proximal do fémur

de ratas do grupo placebo; setas indicam matriz 6ssea formada por
maduro (trabéculas totalmente coradas em azul); GD) Fotomiografia de tecido
0sse0 da regido proximal do fémur de ratas do grupo tratado; as setas indicam
neoformacdo Ossea (regides trabeculares coradas em vermeho). Corte
longitudinal. Coloracdo TM. Aumento de 160x.

5.2.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens obtides por MEV mogdram as diferencas estruturais da regido da
cabeca femurd entre os grupos placebo e tratado. As figuras 29 e 30 comparam 0s
fémures de ratas do grupo placebo com os fémures do grupo tratado em aumentos
diferentes. E possivel observar diferencas estruturais entre 0s grupos, com maor
perda de trabecular no grupo placebo. A figura 31 modra uma imagem
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ampliada da regid superior da cabeca femurd de rata tratada Obsarvase a
microarquitetura trabecular com suas conectividades. A figura 32 indica regiGes com

medula Gssea tanto no grupo placebo quanto no grupo tratado.

FIGURA 29. A) Microscopia detrénica de varredura da cabega femural de rata
do grupo placebo; B) Foto da cabeca femural do grupo tratado. Elipses indicam
a diferenca estrutural entre os grupos. Pode-se observar, no grupo placebo,
trabeculado 6sseo mais separados. Aumento 100x.
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FIGURA 30. A) Microscopia eetronica de varredura da cabeca femural de rata
grupo placebo. As setas indicam maior destruicdo da microarquitetura Ossea
comparado com o0 grupo tratado; B) Microscopia eetronica de varredura da

cabeca femural derata grupo tratado. Aumento 200x.

FIGURA 31. Microscopia detronica de varredura da cabega femural de rata do
grupo tratado. Detalhe da edtrutura trabecular da regido circundada pela dipse
da Fig 28-B. Aumento de 2000x.
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FIGURA 32. A) Microscopia eetrénica de varredura da cabeca femural de rata

grupo placebo; B) Microscopia eetronica de varredura da cabeca femural de
rata grupo tratado. Setas indicam medula Gssea vermelha ao redor de

trabéculas 6sseas. Aumento de 2000x.
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6. DISCUSSAO

Muitos edudos tém utilizado moddo de raa cadrada para inducdéo de
osteopenia e araves disso estudar as causas e mecanismos da osteoporose, bem ©mo
métodos eficazes paa seu traamento (KALU, 1991, THOMPSON, 1995). A raa
ovarectomizada € um moddo Uil devido a0 fao de agoresentar mecanismos
bioldgicos amilares agueles ocorridos em mulheres ogteopordtices (FROST &  JEE,
1992, KALU, 1991).

Baseado na literatura, foi utilizado ratas osteopénicas isogénicas para estudar
os €fdtos do ultrasom de baixa intensdade na estrutura Gssea destes animais. O
ultrasom de baxa intenddade tem modrado €feito podtivo, tanto em  esudos
experimentais como em clinicos, sobre a acderacdo e estimulacdo da osteogénese em
Stuagbes como pseudoartrose e em retardo de consolidacdo de fraturas, e mesmo em
frauras recentes (DUARTE, 1983; XAVIER & DUARTE, 1983; DYSON &
BROOKES, 1983, COLOMBO, 1992). Edudos também jA mostraram que o ultra
som € eficaz na cura de fraturas em pacientes que possuem patologias que interferem
na recuperacao 6ssea como a osteoporose (FRANKEL, 1998, MAYR et d, 2000).

No entanto, ndo exigem muitos edudos reatando o efdto do ultra-som de
baixa intenddade em casos de osteoporose sem a ocorréncia de fraturas. FRANKEL
(1998) e MAYR e d (2000) em seus estudos obsarvaram resultados pogtivos do
tratamento com ultrasom em pacientes osteoporéticos com fraturas recentes, com
retardo de consolidacdo ou ndo-unido 0ssea.

O edudo piloto redizado previamente ao inicdo do estudo expeimentd
posshilitou andisar as mudancas acompanhadas pela perda Ossea induzida pela
deficiéncia de estrogeno, apos 30 dias de ovarectomia. Os resultados quantitativos,
g00s este periodo de tempo, modraram uma diminuicdo acentuada da matriz minerd,
com reducdo de 21,956% de cdcio e 18, 34% de fésforo nas ratas ovarectomizadas
comparada com as do grupo controle.
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Através da andise por microscopia eetronica de varedura foi possive
observar  diferencas  edtruturais  entre os fémures dos grupos controle e
ovarectomizado do estudo piloto. No grupo ovarectomizado, as trabéculas
edd0 mas spaadas e suas conectividades reduzides, caracterizando uma maior
reabsorcio Ossea pelos osteoclastos nas placas trabeculares comparado com o grupo
de ratas normais. Estes achados roboram os estudos que também observaram perda
Gssa trabecular em conseqiiéncia da caréncia de hormonio ovariano (DEVLIN & d,
1990; DEMPSTER ¢ d, 1995; THOMPSON &t d, 1995; CANOTILHO, 1996).

DEMPSTER e d (1995) sugeriram que ap0s ovarectomia ocorre rgpida
perfuracdo das trabéculas Osseas peos odeoclastos, seguido de sua completa
remocdo, 0 que aumenta 0S espacos exisente entre eas. Estas dteragOes na estrutura
trabecular também foram observadas em mulheres pds-menopausais (DEMPSTER &
LINDSAY, 1993).

As andises higoldgicas do estudo piloto modsraram que o grupo de raas
ovarectomizadas comparada com 0 grupo controle aoresentou discreto aumento  da
aividade ogteoblédtica caracterizada por uma maior concentracdo de osteoblastos a0
redor das trabéculas, 0 que gparenta uma maior interagdo das cdulas Gsseas com 0
0s0. Edes achados provavdmente s2 devem a0 fao de uma maor razéo de
formacd0 Ossea nas ratas ovarectomizadas que ocorrem na tentativa de reverter o
aumento da perda de os0, corroborando os achados de TANIZAWA e d (2000) que
observaram aumento da razéo de formagdo Gssea causada pela ovarectomia nos
primeiros 30 dias péscirurgia, voltando a normdidade gpGs este periodo.

A exigéncia de heméacias fora de vasos sangliineos € evidéncia de atividade
de cdulas hemaopoiéticas, 0 que indica exitir medula Gssea diva Asim, nos
espagos trabeculares, juntamente com cdulas odeobladticas, encontrase a medula
O0ssea vemeha Quando a medula Osea estd inativa, a formagdo de cdulas
sangliinees s cesa e a regido medular adquire carecteristica de tecido adiposo,
denominada de medula 6sseaamardla (ROSS & d, 1995).

Estes resultados juntos posshilitaram comprovar a eficada do protocolo
crurgico utilizado, corroborando os relatos da literatura 0s quais demondraram que
trinta dias gods ovarectomia sfo suficientes para inducdo de osteopenia em ratas
maduras (DEVLIN et d, 1990; THOMPSON e d, 1995). Edes estudos observaram

Acdodo Ultra-som de Baixa Intensidade em Ossos de Ratas Osteopénicas



Discussfio 56
s SEBecambEs3cimooa——I——————SBPB_BP—MmM—Mf—|—p—

diminuicdo Gssea e aumento da resbsorcéo Gssea, 0 que torna o mais fino e com
menor quantidades de trabéculas individuas.

As raas ovarectomizadas do estudo piloto também apresentaram ganho de
massa corpérea edatidicamente dgnificativo quando comparado com 0 grupo
controle (p < 0,05) concordando com os relatos da literatura que demondraram que a
ovarectomia provoca dteragbes metabdlicas responsaveis peo aumento pronunciado
da ingetdo dimentar e massa corporea (DANIELSEN e d, 1993, WRONSKI,
1987). O ganho de massa corpdrea € maor em raas ovarectomizadas comparado
com raas intactas mesmo em condigdes dSmilares de inget@o dimentar
(DANIELSEN et d, 1993, KALU, 1989).

THOMPSON e d (1995 em um edudo a longo prazo, utilizando DEXA,
observaram maior ganho de massa corplrea nas ratas ovarectomizadas comparado
com ratas controles em conseqiéncia do aumento de gordura corpdrea e ndo pelo
amento de messa magra a quad etava levemente reduzida nas ratas
ovarectomizades.

Os reaultados do ensao de flexdo dos grupos controle e ovarectomizedo do
edudo piloto ndo modraan diferencas edatidicamente Sgnificativas  quando
relacionadas as variaveis mecénicas aos grupos estudedos (p>0,05). Egtes resultados
corroboram o0 estudo de POHLMAN & d (1985) que obsarvaram, a0 avdiar a forca
da di&fise femurd através de ensaio mecénico, que as raas embora osteopénicas néo
goresentaram  diferencas  dgnificativas na forga méxima da regido corticd quando
comparadas com grupo controle.

Embora para testar as propriedades mecénicas do fémur o FDA -Food ad
Drug Adminigration - indique 0 ensao de flexdo paa a regido corticd
(MOSEKILDE et d, 1998), nosos resultados observaram que ede tipo de ensao
tavez nd0 sga o ided para andisar dteragbes ocorridas nas propriedades mecénicas
seguido a ovarectomia, pois a regido Ossea tedada, neste caso, € predominantemente
condtituida por cortica (didfisefemurd).

Estudos mogtraram que diferentes regides Gsseas respondem a ovarectomia de
formas diferentes, sendo que regides com predominéncia de corticd néo sofrem
dteragbes dgnificativas por serem menos sensiveis a queda do horménio ovariano
(MOSEKILDE & d, 1998, MOSEKILDE et d, 1994; SOGAARD & d, 1994). Com
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a ovarectomia s obsarva perda dgnificativa de conteldo minerd principdmente no
trebecular (KALU, 1991). Portanto, ndo havendo perda de cortica de
forma acentuada, ndo ocorrem dteragdes nas propriedades mecénicas do na
regido dadiéfisefemurd.

MOYLE & d (1986) obsarvaram, dravés de ensao de compressio em
fémures de ganso, que a diminuicdo da ressténcia a ruptura dos 0SoS ocorre por
deficiéncia de cdcio. CHAKKALAKAL e d (1990) observaram, através de ensao
de flexéo de trés gpoios em cdo formado em ré&dios osteotomizados de caes,
gue a rigidez Ossea eda relacionada com a quantidade de materid minerd exidente,
sendo que baixa rigidez € causada pda ddfidéncia de mingd.  Portanto, ensdo
mecanico da regido do colo femurad provavelmente verificaria diferencas entre os
grupos controle e ovarectomizado, uma vez que eda regido contém grande
quantidade de trabecular  (BOHR & SCHAADT, 1985, MUNDY, 1999). PENG
e d, 1994 obsarvaram diminuicdo pronunciada da forca Gssea, no colo femurd, apds
ovarectomia

Segundo COWIN (1989) os ensaios mecanicos S0 confidveis mas podem ser
detados de diversas formas, principdmente quando gplicados a maeriais biologicos
COMO 0 0S30, Pois edtes gpresentam diferencas em seus tamanhos e em sua forma de
responder a forcas de diferentes velocidades e diregBes. Portanto, os materias ideas
paa sxem submetidos a ensaios de flexdo sfo agudes homogéneos, que s
comportam da mesma maneira para quaquer orientagdo de forca

Apbs andisar as dteragbes provocadas pela caréncia de horménio ovariano
nos fémures de ratas maduras, foi possive iniciar o estudo experimentd.

Os resdltados mosraram  ganho de massa  corpdrea edtatisticamente
ggnificativo no grupo experimenta placebo (p = 0,005 quando comparado com o
grupo tratado, 0 que estabelece uma corrdagéo entre 0 ultrasom e um menor ganho
de massa corporea. No entanto, ndo foram encontrados na literatura trabahos
relacionando 0 ultra-som a massa corpdrea em animais ovarectomizados.

Assm como no esdudo piloto, os do grupo placebo comparados com os
do ogrupo tratado, embora ovarectomizados ndo goresentaram  diferencas
ggnificativas (p > 0.05) quando rdecionadas as varidves mecnicas aos grupos
esudados. O ultrasom tadvez néo tenha edimulado o aumento do contelido minerd
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e consequentemente, da ressténcia Ossea na didfise femura pela fdta de
dteragbes no metabolismo desta regido, 0 que a torna menos sensive ao
estimulo ultra-sdnico.

Os resultados quantitaivos do conteldo minerd ndo demonsraram  um
aumento sSgnificativo de cdcio e fosforo nos oss osteopénicos de ratas tratadas
com ultrasom de baixa intensidade comparado com 0ssos de ratas néo tratadas.

O conteldo minerd € um indicativo indireto do estagio da minerdizacéo
O6sxa e portato, um baixo conteldo minerd pode indicar uma grande
quantidade de tecido neosntetizado e anda néo totdmente minerdizado. (COWIN,
1989, HADJDAKIS et d, 1993). AMPRINO & ENGSTRON (1952) citado por
ARNOLD (1966) foram os primeiros a mostrar, aravés de microradiografias, que o
tecido neoformado ndo é interamente minerdizado, contendo de 60% a 85% do
maerid mined contido em ossos meduros. O recém gntetizado continua o
processo de mineraizac@o até que este se complete.

Embora eta andise quattitdiva ndo tenha modrado diferencas
edatidicamente dgnificativas (p>0.05) a0 compaa 0S Qrupos experimentas, os
achados quditativos gpontaram diferencas estruturas entre 0s grupos.

A adise higodgica (coloracdo hematoxilingleosnd)  indicou  gparente
aumento da atividade ogteoblédtica, congtatado pela proximidade das cdulas dssess
com as trabéculas, no grupo de ratas tratadas. No grupo de ratas placebo se observou
odeoblastos em menor interacid com a matriz 6ssea Nos espagos dos 0ss0s
trabeculares foi possivd visudizar hemécias imauras juntamente com osteoblastos,
indicando a exigténcia de cdulas hematopoiéticas divas.

Quando os cortes foram corados por tricrbmico de Masson foi possive
obsavar que 0 grupo tratado gpresentou neoformacdo Ossea, a qual néo foi obsarvada
no grupo placebo.

Através da microscopia detronica de varedura (MEV) pode-se notar que, no
grupo tratado com ultrasom de baixa intensdade, a microarquitetura Gssea aparenta
edar mas presarvada que a do grupo sem tralamento com uma menor perda de
trabeculado 0sse0, 0 que torna seu agpecto mai's denso.

Através dos resultados quantitativos e quditativos obtidos pode-se presumir

gue O tratamento com ultrasom de baxa intenddade em 0s0S osteopénicos
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propiciou uma mehora do trabeculado Gss0. Os resultados quditetivos modtraram
uma discreta melhora da arquitetura dos ossos submetidos a0 tratamento. No entanto,
ete aimento €ou preservacdo do contelido minerd néo foi observado de forma
quantitativa ~ Asim, pode-se supor que a andise quatitativa ndo tenha gpontado
diferencas devido ao fato de exidir grande quantidede de tecido neoformedo, o qud
anda ndo esa totamente minerdizado. A neoformacdo Ossea pdde s observach
aravés da andise por microcopia de luz comum utilizando tricrbmico de Masson
como corante. Tavez a duragdo do tratamento com ultrasom de baixa intensdade
néo tenha ddo suficdente paa posshilitar a totd minerdizecd das regides
edimuladas, néo posshilitando obsavar o inicio da odeogénese por andie da
quantiaminerd.

ARAI e d (1993) observaran mehora da denddade minerd do colo femurd
em pacientes osteopordticos sem fraturas Osseass, com aplicacdo de ultrasom de
baixa intensdede durante 4 semanas por 20 minutos di&ios

Através destes resultados pode-se supor que o ultrasom de baixa intensdade
€ eficaz em dtuagBes em que existe aguma patologia 6ssea e ndo O em casos de
fraura, discordando de SPADARO & ALBANESE (1998) que, por néo observar
eeto do ultrasom sobre 0 crexcimento de osos longos de raos  sadios,
hipotetizaam que o ultra-som de baixa intensdade promove resultados postivos em
casos em que exige fratura 0ssea, € com menor chance de SUCESSD em casos que Ndo
hé& fraturas ou traumas Gsseos.

Egtudos futuros poderiam ser redizados para complementar 0s achados deste
trabaho, como edudar 0 efeito do ultra-som em 0SS osteopénicos por um periodo
maor de tempo e andisx as propriedades mecanicas da regido proximd do fémur

apds o tratamento.

|
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7. CONCLUSDES

Edudo piloto comprovou a eficacia de 30 dias gpds ovarectomia para indugéo
de osteopenia

Propriedades mecénicas da diffise femurd ndo se dtearam nos 0sos
ogteopénicos comparados com 0S0S normais, assm como também néo
dteraram nos 0sos tratados comparados com os néo tratados.

Ossos submetidos a0 tratamento ndo gpresentaram aumento  estatiticamente
significativo de cdcio e fésforo comparado com 0ssos néo tratados.

Andises dos achados histologicos indicaram diferencas edtruturais entre os
grupos experimentals com maor preservecdo de trabéculas e indicios de
neoformacdo Gssea no grupo tratado.

|
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81ANEXO 1 - Estudo Piloto

8.1.1. Massa corpérea

8.1.1.1. Tabela das massas corpéreas das ratas do grupo controle no inicio e

final do experimento.

Rata | Massainicid Massafinal

8| 8| 8 & &

20
230
240
20
20

8.1.1.2. Tabela das massas corpéreas das ratas do grupo ovarectomizado no

inicio e final do experimento.

Rata Massainicia Massafinal

8 8| 8 8l B 8
Bl Bl 8 B 8 8
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8.1.2.1. Valoresdas propriedades mecanicas dos fémures dasratas do grupo de

ratas controle.
Rata Caga Deformacéo Rigidez Redliéncia Tenacidade
madima(N) | Maima(mm) | (x10 3N/m) X107 ) (x1072))
1 72765 0469 1586 14.8 183
2 79.448 0662 1613 9.1 324
3 66.973 0742 49.6 4,66 2501
4 90.336 06%4 17507 6.8 39.1
5 80.605 0792 241 384 3467

8.1.2.2. Valores das propriedades mecanicas dos fémures dasratas do grupo de

ratas ovar ectomizado.

Rata Caga Deformacdo Rigidez Resliéncia Tenacidade
madima(N) | Maima(mm) | (x10 °N/m) x1072)) (x1072))
1 77.302 0576 1883 80 25.7
2 73451 0.66 1516 99 25.7
3 7595 0543 1230 29 20.7
4 71971 0493 1659 71 180
5 72.814 0453 1709 12.2 17.8
6 74235 0708 1727 11.3 235
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8.2. Anexo 2 — Estudo Experimental

8.2.1. Massa corpérea

8.2.1.1. Tabela das massas corporeas das ratas do grupo placebo no inicio e final

do experimento.

Rata Massainicia Massafinal

310

8 B B B B & B 8 8
8 888 8. g8

8.2.1.2. Tabela das massas corpéreas das ratas do grupo tratado no inicio e final

do experimento.

Rata | Massainicid Massafina
1 10 280
2 200 20
3 200 280
4 10 230
5 200 210
6 210 300
7 180 300
8 190 270

|
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

23

24

25
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8.2.2. Propriedades mecanicas
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8.2.2.1. Valores das propriedades mecanicas dos fémures dasratas do grupo de

ratas pacebo.
Rata Caga Deformacéo Rigidez Redliéncia Tenacidade
méxima (N) Mé&xima (x 10 * N/m) x1072)) x1072))
(x10> m)
1 107.917 0622 1429 38 33.0
2 92.502 0453 206.1 179 210
3 129.173 0579 3355 10.2 464
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4 107.947 0491 2744 11.0 0.8
5 104.938 0495 304.6 12.2 31.9
6 98.098 0.786 1156 4.2 42.5
7 86475 0635 1465 8.05 309
8 91.140 0610 1714 6.6 32.7
9 79.870 0.710 1512 152 37.3

8.2.2.2. Valores das propriedades mecanicas dos fémures dasratas do grupo de

ratastratadas.
Rata Caga Deformacéo Rigidez Redliéncia Tenacidade
méxima (N) Mé&xima (x 10 ® N/m) x107)) (x1072))
(x10 2 m)
1 96.706 0495 2350 418 24.6
2 105.173 0500 284.3 125 33.0
3 134.056 0624 2454 9.7 412
4 134.799 0536 3189 12.7 410
5 92992 0493 2203 120 26.2
6 101.351 0539 2346 98 315
7 103.164 0538 2830 87 34.9
8 100.910 0576 2182 115 335
9 114.062 0457 285.8 178 275
10 107.692 0493 295 89 319
11 86.994 0410 2410 99 198
12 92472 0455 2343 129 238
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8.2.3. Quantidades de célcio e fésforo

8.2.3.1. Tabela da quantidade mineral 0ssea do grupo placebo.

Cadinho Cacio(gkg) Fosforo (g/kg)
1 41415 14244
2 241.73 108.36
3 25536 159.06
4 27264 136.84
5 500.56 178.28
6 450.00 16341

8.2.3.2. Tabda da quantidade mineral 6ssea do grupo tratado.

Cadnho  [Cddo(gkg) | Fosforo (gkg)
1 2280 100.24
2 2320 10585
3 2430 966
7] 2490 102.24
5 24564 1051
6 2634 11553
7 46747 13546
8 200,81 10885
9 2636 11781
10 253.16 11618
11 4759 18514
12 4759 195.86
13 536.85 183,89
14 53441 183,89

Anexos 67
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