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Resumo Objetivo Comparar o efeito de dois protocolos de ultrassom terapéutico com
diferentes tempos de exposicdo para regeneracdo de defeito 6sseo critico.
Métodos Foram utilizados 45 ratos, machos, distribuidos em trés grupos: grupo
ultrassom terapéutico 5 minutos (GUS 5); grupo ultrassom terapéutico 10 minutos
(GUS 10); e grupo controle (GC). Em todos os grupos, confeccionou-se um defeito
0sseo critico, com 8,5 mm de diametro, na regido da calvaria. O protocolo foi iniciado
no 1° dia do pos-operatério, no GUS 5 e no GUS 10, com ultrassom terapéutico na
frequéncia de 1,0 MHz, modo pulsado, 5 vezes por semana, nos periodos de 15, 30, e
60 dias.
Resultados Dentre os grupos experimentais, houve maior neoformagao de matriz
osteoide no GUS 10, sequido do GUS 5 quando comparados ao GC, no qual a
neoformacao foi restrita a regido de borda. O uso do ultrassom promoveu aumento

Palavras-chave na espessura da matriz conjuntiva, proliferacao de capilares, alinhamento das fibras
> 0550 e 0S50S colagenas, reducao do edema e do processo inflamatério, tendo sido mais significativo
= regeneracao 0ssea no tempo de 10 minutos.

= ultrassom Conclusao O ultrassom terapéutico estimulou o reparo do defeito 6sseo critico, e o

= terapia por ultrassom maior tempo de exposicdao promoveu maior estimulo osteogénico.
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Abstract
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Analise Comparativa do Efeito de Dois Protocolos de Ultrassom Terapéutico

Daltro et al.

Objective To compare the effect of two therapeutic ultrasound protocols, with
different times of exposure, in the regeneration of critical bone defect.

Methods Forty-five male rats were distributed among 3 experimental groups:
therapeutic ultrasound group 5minutes (TUG 5); therapeutic ultrasound group
10 minutes (TUG 10); and control group (CG). In all groups, a critical bone defect of
8.5 mm diameter was made in the calvaria region. The protocol was initiated on the 1°*
postoperative day, in TUGs 5 and 10, with therapeutic ultrasound at the frequency of
1.0 MHz, pulsed mode, 5 times a week, at periods of 15, 30, and 60 days.

Results Among the experimental groups, the highest volume of neoformation of
osteoid matrix took place in the TUG 10, followed by TUG 5, when compared with the
CG group, in which the neoformation was restricted to the border region. The use of
ultrasound promoted an increase in the thickness of the conjunctive matrix, prolifera-
tion of capillaries, alignment of the collagen fibers, reduction of edema and inflamma-
tory process, being more significant in the 10-minutes time period.

Conclusion Therapeutic ultrasound stimulated the repair of a critical bone defect,

= ultrasound therapy

Introducao

O tecido dsseo se caracteriza por possuir propriedades de
resisténcia e dureza decorrentes da combinac¢do dos seus
componentes organicos e inorganicos. Apesar de tais pro-
priedades, esse tecido pode sofrer lesdes extensas, denomi-
nadas defeitos 6sseos criticos, que comprometem a
integridade estrutural e a fisiologia do reparo ésseo.!*

Os defeitos 6sseos criticos sdo causados por condi¢Oes
clinicas como, por exemplo, traumas e procedimentos cirdrgi-
cos em que ha resseccdo 6ssea que comprometem 0 processo
fisiolégico da regeneracdo 6ssea, cujo resultado é o reparo com
formacao de tecido conjuntivo fibroso.>* Esse tecido compro-
mete a estrutura, a fungio e a estética,” pode ocasionar reducio
da qualidade de vida do individuo, impactar o desempenho das
suas atividades de vida didria e laboral, com possiveis conse-
quéncias psicolégicas e econdmicas. Nesse contexto, o fisiote-
rapeuta, inserido na equipe multiprofissional, participa da
reabilitacdo de individuos que apresentam esse quadro clinico.

Durante o processo de reabilitacdo, podem ser empregados
recursos terapéuticos que emitem ondas mecanicas vibratorias,
afim de auxiliar o reparo e estimular a osteogénese.® Entre esses
recursos, inclui-se o ultrassom terapéutico, utilizado ha anos na
pratica clinica fisioterapéutica,” equipamento esse que emite
ondas de alta frequéncia de pressdo actstica que, ao interagir
com os tecidos biolégicos, promovem altera¢des micromecani-
cas. Essas alteragdes geram eventos bioquimicos capazes de
acelerar a consolidagdo de fraturas, estimular o reparo de tecidos
lesionados, como o tecido 6sseo e o muscular, inibir respostas
inflamatorias e participar do processo de modulagio da dor.”~°

A resposta tecidual e a eficicia dessa terapia tém estreita
relagdo com os parametros selecionados antes de iniciar-se o
tratamento. Assim, é de fundamental importancia elegerem-
se adequadamente a frequéncia, a intensidade, o modo de
emissdo da corrente, o tempo de aplicacdo e o meio acopla-
dor indicados para cada lesdo.”-® A literatura disponibiliza
uma diversidade de parametros, principalmente quanto ao

and the longer exposure time promoted greater osteogenic stimulation.

tempo de exposicdo a onda ultrassdnica, empregados no
processo de cicatrizacdo de fraturas 6sseas.

Albertin'' confeccionou defeito ésseo de 2,0 cm no radio
de coelhos e estimulou a regido com onda ultrassonica por 5,
10, 20, e 40 minutos, no periodo de 15 dias, tendo observado
que os tempos mais longos promoveram maior estimulo a
consolidacdo 6ssea quando comparados com o tempo de
5 minutos. Entretanto, Pereira e outros,? apés induzir fratura
na tibia de ratos e estimular a regido com ultrassom por
10 minutos, no periodo de 13 dias, constatou que o protocolo
utilizado ndo promoveu diferenca estatistica significativa
entre o grupo no qual se realizou a terapia e o grupo controle,
apesar do aumento da fosfatase alcalina e do didmetro do
tecido 6sseo neoformado.

Azuma et al.'? realizaram fratura no fémur de ratos e
analisaram o efeito do ultrassom por 20 minutos diarios, nos
periodos de 8 e 24 dias, tendo concluido que o ultrassom
acelerou a cicatriza¢do independentemente do periodo de
tratamento, com melhora na for¢a de tor¢do e aumento da
neoformacao 6ssea.

Diante da diversidade de protocolos envolvidos na reabi-
litagdo de lesdes Osseas, este estudo tem como objetivo
comparar o efeito de dois protocolos de ultrassom terapéu-
tico com diferentes tempos de exposi¢do para regeneragdo
de defeito ésseo critico.

Material e Métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais, sob protocolo n° 101/2016, e encontra-se de
acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os procedimentos cirtirgicos foram realizados no Biotério
Central da nossa universidade, onde os animais ficaram
alocados durante a realizacdo do experimento.
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Foram utilizados 45 ratos, Rattus norvegicus, da linhagem
Wistar albinus, jovens adultos, machos, com peso de 350 a 400
gramas.

A realizagdo da técnica cirdrgica foi precedida, em todos
os animais, pela anestesia geral e pela seda¢do com inje¢do
intramuscular de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e de
cloridrato de xilazina (40 mg/kg), respectivamente, a que se
seguiu a tricotomia e a assepsia na regido da calvaria. Logo
em seguida, cada animal foi posicionado em dectbito ventral
para realizacdo do procedimento cirtrgico.

A metodologia do procedimento cirtrgico foi semelhante
i dos trabalhos realizados por Almeida et al.,* Miguel et al., '3
Camara-Pereira et al.,'# Ribeiro et al.,'® e Daltro et al.'® para
confeccdo de defeito 6sseo critico, de 8,5 mm de didmetro, na
regido da calvaria (~Figura 1).

Apbs a confeccdo do defeito dsseo critico, os animais
foram distribuidos em 3 grupos, com pontos biolégicos de
15, 30, e 60 dias, para compor as seguintes categorias: grupo
ultrassom terapéutico 5 minutos (GUS 5), com aplicacdo de
ondas mecanicas emitidas pelo ultrassom terapéutico por
5 minutos sobre defeito 6sseo preenchido por coagulo san-
guineo; grupo ultrassom terapéutico 10 minutos (GUS 10),
com aplicacdo de ondas mecanicas emitidas pelo ultrassom
terapéutico por 10 minutos sobre defeito 6sseo preenchido
por coagulo sanguineo; grupo controle (GC), sem aplicagdo
das ondas mecanicas emitidas pelo ultrassom terapéutico.
Para aquisicdo das imagens macroscépicas, foi utilizada uma
camera digital Nikon D 3100 (Nikon Corp., Minato, Téquio,

Japao ).

Protocolo de Aplicacdao do Ultrassom Terapéutico

Os protocolos foram iniciados no 1° dia do p6s-operatério. Em
todos os animais do GUS 5 e do GUS 10 foram realizadas
anestesia e sedacdo para permitir a aplicacdo da terapéutica,
seguidas de, quando necessario, tricotomia na regido da cal-
varia. Posteriormente, cada animal foi posicionado individual-
mente, em dectbito ventral, na mesa de procedimentos, e foi

Daltro et al.

Fig. 2 Utilizacdo do ultrassom terapéutico. Fonte: Elaboragdo da
autora.

aplicado gel hidrossolivel nas regides da calvaria e na parte
superior da bolsa de agua (~Figura 2).

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

Os protocolos foram estabelecidos apés adaptacdo dos
utilizados por Albertin,'" Barreto,'” e Skau et al.,'® e realizacdo
de teste-piloto, por ndo se ter localizado, na literatura dispo-
nivel, relato de protocolo de terapia por ultrassom terapéutico,
com equipamento nacional, para regeneragdo de defeito 6sseo

Fig.1 Etapado procedimento cirtirgico. Remocao do tecido subcutaneo, dos musculos e marcacao do defeito (A); remoc¢ao do fragmento 6sseo

(B). Fonte: Elaboragdo da autora.

Rev Bras Ortop  Vol. 55 No. 3/2020



Analise Comparativa do Efeito de Dois Protocolos de Ultrassom Terapéutico

critico. Ap6s os protocolos terapéuticos, os animais foram
mantidos em local aquecido para recuperagdo da narcose
anestésica e, em seguida, colocados em gaiolas individuais.

Apds os pontos biolégicos de 15, 30, e 60 dias, os animais
foram eutanasiados, as calvarias foram removidas e fixadas em
formol tamponado a 10% e mantidas em coletores plasticos por
72 horas. Em seguida, as amostras foram clivadas nas regides
laterais e inferior, seguindo-se a divisdo em 2 por¢des, sendo
de, aproximadamente, %5 a anterior e de ¥4 a posterior.

A porcdo anterior foi descalcificada em solucdo de acido
etileno-diamino-tetracético (EDTA) a 7%, durante 7 dias, com
troca do acido a cada 24 horas. As calvarias foram processa-
das, incluidas em parafina e cortadas de forma seriada em um
micrétomo com espessura de 5,0 um. Utilizou-se a técnica de
coloracdo de rotina com hematoxilina e eosina (H&E); para
identificar proteinas colagénicas, empregou-se o picrosirius
red (PIFG) e, para identificar a matriz 6ssea, foi usado o kit
tricromico de Masson-Goldner. Na andlise histolégica, foi
utilizado o microscépio vertical digital Leica DM6 B (Leica
Camera AG, Wetzlar, Alemanha) e o software LAS V4.12
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) .

Resultados

Grupo ultrassom terapéutico 5

Aos 15 dias, houve formacdo de matriz osteoide reacional e
inespecifica (=Figura 3A), que foi incrementada aos 30 dias
(=~Figura 3B) e estabilizada aos 60 dias (=Figura 3C), embora
restrita as regidoes de borda 6ssea, com auséncia do restabe-
lecimento do volume 6sseo original. Os osteoblastos ativos
estavam presentes em todos os pontos biolégicos. A extensio

Daltro et al.

do defeito foi preenchida pela matriz de tecido conjuntivo
frouxo, que apresentou menor espessura na regido central
do defeito aos 15 dias, evoluiu para o espessamento continuo
aos 30 dias, porém, aos 60 dias, sofreu reducdo (=Figura 3C).
Em todos os pontos biolégicos, notou-se a presenca de fibras
colagenas, que, aos 30 dias, apresentaram-se em paralelo
(=Figura 3B), e proliferacdo difusa de capilares. Aos 15 dias o
edema apresentava-se moderado, e havia presenca de infi-
Itrado inflamatério mononuclear difuso, que se reduziu aos
30 dias e tornou-se inconspicuo aos 60 dias.

Grupo ultrassom terapéutico 10

Aos 15 dias, a neoformacdo da matriz osteoide apresentava-se
restrita a borda 6ssea (~Figura 4A) e evoluiu, a partir dos 30
dias (=Figura 4B), para a forma¢do em direcdo centripeta
(=Figura 4C), com auséncia do restabelecimento do volume
6sseo original. Os osteoblastos permaneceram presentes e
ativos em todos os pontos bioldgicos, e o preenchimento da
area do defeito ocorreu com tecido conjuntivo frouxo que
apresentou aumento da espessura em toda a extensdo. Em
todos os pontos bioldgicos, as fibras colagenas estavam orga-
nizadas em paralelo (~Figura 4B), houve proliferacdo de vasos
sanguineos, com estabilizacdo da angiogénese aos 60 dias. O
edema e oinfiltrado inflamatério mononuclear apresentaram-
se reduzidos e tornaram-se ausentes aos 60 dias.

Grupo controle

A neoformagdo de matriz osteoide reacional apresentou-se
restrita a borda 6ssea em todos os pontos biol6gicos (~Figuras
5 A, B e C), e o volume 6sseo original ndo foi reestabelecido.
Apenas aos 15 dias, houve presenca de osteoblastos ativos. O

‘......:#""'"
F v h'*\
B C

Fig.3 Grupo ultrassom terapéutico 5 - Fotomicrografia do defeito ésseo critico com presenca de neoformacao de matriz osteoide (*). (A) Aos 15
dias, presenca de osteoblastos ativos e diversos espacos capilares (hematoxilina e eosina - H&E). (B) Alinhamento das fibras coldagenas aos 30
dias (PIFG). (C) Reducdo do espessamento do tecido conjuntivo frouxo aos 60 dias (H&E). Fonte: Elaboragdo da autora.

Fig.4 Grupo ultrassom terapéutico 10 - Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo critico com presenca de neoformacao de matriz osteoide (*).
(A) Presenca de osteoblastos ativos e diversos espacos capilares aos 15 dias (hematoxilina e eosina - H&E). (B) Organizacao das fibras colagenas
em paralelo aos 30 dias (PIFG). (C) Neoformacgdo de matriz osteoide em direcdo centripeta aos 60 dias (H&E). Fonte: Elaboracdo da autora.
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A

Daltro et al.

B Cc

Fig. 5 Grupo controle - Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo critico com presenca de neoformacdo de matriz osteoide (*). (A)
Osteoblastos ativos e poucos espacos capilares aos 15 dias (hematoxilina e eosina - H&E). (B) Preenchimento do defeito com delgado tecido
conjuntivo frouxo aos 30 dias (PIFG). (C) Neoformacgdo de matriz osteoide restrita as bordas dsseas aos 60 dias (H&E). Fonte: Elaboracio da

autora.

preenchimento do defeito, em todos os pontos biolégicos,
ocorreu com tecido conjuntivo frouxo, que se apresentou
delgado aos 15 dias e ainda mais delgado aos 60 dias
(=~Figura 5C), com espessura menor que a borda éssea. Cons-
tataram-se poucos capilares e, aos 30 e 60 dias, estabilizacdo da
angiogénese, discreto edema e infiltrado inflamatério mono-
nuclear difuso que se tornaram ausentes posteriormente.

Discussao

A auséncia da padronizagdo de protocolos de ultrassom
terapéutico com a finalidade de auxiliar a regeneragdo
tecidual pode comprometer o resultado terapéutico dese-
jado. Desse modo, é necessario que sejam eleitos com cautela
e que se unifiquem os parametros a serem utilizados na
reabilitac3o.® Dentre os diversos parimetros estd a variavel
tempo, pouco estudada nos artigos cientificos disponiveis,
impondo-se, portanto, a necessidade de definir o tempo de
tratamento a ser empregado em cada lesio.® Sendo assim, o
presente experimento buscou comparar o efeito de dois
protocolos de diferentes tempos de tratamento do ultrassom
terapéutico na regeneracdo de defeito 6sseo critico.

A realizacdo da terapia com ondas ultrassénicas na fase
inicial incrementou o reparo tecidual, pois o efeito do
ultrassom esta relacionado, principalmente, com o intervalo
de tempo entre o inicio da lesdo e o inicio do tratamento, de
modo que, quanto mais precocemente se iniciar a terapia,
mais rapida sera a recuperacio tecidual.?'%-?!

No presente estudo, os resultados obtidos na fase inicial do
reparo mostraram que os tempos de 5 e 10 minutos ndo foram
suficientes para estimular o aumento da neoformag¢do no
defeito 6sseo critico.® A evolugio apresentada nos demais
pontos biol6gicos do GUS 5 pode ter sido motivada pelo
prolongamento do estimulo no tecido 6sseo, que é capaz de
promover regides de remodelacdo,'® sendo considerado um
tempo suficiente para promover a consolidagio 6ssea.'® Entre-
tanto, alguns autores' %23 afirmam que o tempo ideal para
promover o estimulo osteogénico e a organizagdo tecidual é a
partir de 10 minutos, o que sugere que o ultrassom possui
efeito dose-dependente quanto ao tempo de estimulagdo.

0 incremento constatado nos pontos biolégicos tardios do
GUS 10 pode ter ocorrido em consequéncia do prolongamento
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do estimulo na via de mecanotransducdo, que potencializa
o0 estimulo osteogénico e gera aumento da taxa de neoforma-
¢do 6ssea.?* Entretanto, no GC houve manutencio da limitagdo
da neoformagio® em razio da auséncia de estimulo adicional.

O padrao celular encontrado nos grupos experimentais em
que se realizou a terapia com ultrassom demonstrou que as
ondas ultrassonicas sdo capazes de induzir e fomentar a
ativagdo e a diferenciagdo de células mesenquimais e osteo-
progenitoras.'®?4 Apesar de nio estar elucidado esse meca-
nismo de inducdo a osteogénese por meio desse recurso
terapéutico,24 sabe-se que o ultrassom estimula as células
mesenquimais a se diferenciar em osteoblastos, que, por sua
vez, tém sua atividade celular estimulada. Além disso, o
ultrassom acelera a diferenciagdo dos osteoblastos e promove
aumento da mineralizacio 6ssea.”>2®

O tecido de reparo que preencheu o defeito no GUS 5 e no
GUS 10 foi estimulado pelas ondas ultrassénicas que, além de
fomentar a sintese de células mesenquimais, estimulam
colageno e fibroblastos, principalmente quando utilizadas
na fase inicial do reparo,'%'%2%-24 como se procedeu neste
experimento. A partir de 2 minutos de emissdo das ondas
ultrassbnicas, ocorre o estimulo ao crescimento de fibro-
blastos?” e o alinhamento das fibras de coldgeno acontece a
partir de 3 minutos.®

Neste estudo, o ultrassom mostrou-se promissor no esti-
mulo a angiogénese tanto aos 5 quanto aos 10 minutos de
terapia, quando ocorre a vascularizacdo a partir da fase inicial
do reparo'? e torna-se evidente na fase tardia, o que favorece
o processo de reparo 6sseo.%>

Ha duas hip6teses para justificar a angiogénese promo-
vida pelo ultrassom: o estimulo ao aumento da secrec¢do de
interleucina-8 (IL-8) e a produgdo do fator de crescimento
endotelial vascular (FCEV). Supde-se que as ondas ultrasso-
nicas regulam a secrec¢do da IL-8 pelos osteoblastos, por ser
uma citocina responsavel por induzir a proliferacdo e a
migracdo de células endoteliais, o que leva a angiogénese.
A segunda hipétese sugere que o ultrassom estimula a
producdo de FCEV também pelos osteoblastos, um fator
fundamental para a angiogénese, que atua na regulacdo da
mitose e no recrutamento das células endoteliais.?®

As ondas ultrassonicas promoveram a redu¢dao do tempo
do processo inflamatério ap6s os tempos de 5 e 10 minutos
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de terapia, por favorecer a aceleracdo da fase inflamatéria,
decorrente do aumento e da libera¢do de células mononu-
cleares, assim como da liberacdo de histaminas, que fomenta
uma rapida resolucdo do processo inflamatério.?%?° Devido a
esse mecanismo, o ultrassom é capaz de eliminar o processo
inflamatoério a partir da fase inicial do reparo.23

O ultrassom terapéutico, apesar de apresentar efeito osteo-
génico e possibilitar seu uso em situagdes em que o reparo é
critico, ndo mostrou eficacia quanto ao restabelecimento do
volume e da morfologia do tecido 6sseo original em ambos os
protocolos. Dessa forma, a fim de potencializar os efeitos das
ondas ultrassonicas, sugere-se uma possivel associacdo desse
recurso terapéutico a um arcabouco tridimensional, que servira
de maior suporte estrutural e mecanico, potencializard o
crescimento celular e induzira a diferenciagio celular.'®3°

Conclusao

0 ultrassom terapéutico estimulou o reparo do defeito 6sseo
critico, e o tempo mais longo de exposicdo promoveu maior
estimulo osteogénico.
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