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ARTIGO ORIGINAL

EFEITOS DO ULTRA-SOM TERAPEUTICO
SOBRE O CRESCIMENTO LONGITUDINAL DO

FEMUR E DA TiBIA EM RATOS

ALFREDO ALCANTARA BARRETO!, Romi Kawasaki ALCANTARA BARRETO?, HAMILTON DA Rosa PEReirA’, WiLLiam Saap Hosnne!
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RESUMO

Objetivo: Estudar efeitos do ultra-som terapéutico sobre o cres-
cimento do fémur e da tibia, em ratos jovens. Método: Ratus nor-
vegicus com quatro semanas de vida, machos, totalizando 115
animais, divididos em quatro grupos, foram submetidos ao ultra-
-som terapéutico (0,8 MHz, cabegote fixo, pulso continuo, por dez
minutos, durante dez dias), na face medial do joelho direito, nas
poténcias de 0,0 W/cm2 (grupo controle), 0,5 W/cm2 (grupo G2),
1,0 W/ecm2 (grupo G3), e 1,5 W/cm2 (grupo G4). Laminas histolé-
gicas da epifise, placa de crescimento e metéfise e as medidas
dos comprimentos do fémur e da tibia foram estudadas na sexta,
décima terceira e vigésima sexta semanas de vida. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia — fatorial inteiramente
aleatorizado. Resultado: Nenhuma alteracéo estatistica do cres-
cimento 6sseo foi estabelecida entre quaisquer dos trés grupos
tratados e o0 grupo controle. Entretanto, alteragcdes sugestivas de
diminuicao do crescimento do fémur e da tibia de G4 em relagao
a G2 e G3, foram evidenciadas. No grupo G4 alteragoes histopa-
toldgicas como necroses celulares e neoformacéao éssea, pos-
-necrose, foram encontradas. Concluséo: Quando comparados 0s
grupos tratados com o grupo controle, ndo ha evidéncia estatistica
de estimulo ou inibicdo ao crescimento 6sseo pela aplicagcéo do
ultra-som terapéutico. Nivel de Evidéncia: Nivel Il, estudo coorte
transversal.

Descritores: Terapia por ultrassom. Desenvolvimento ¢sseo. Epi-
fises. Ratos.

ABSTRACT

Objectives: To determine the effects of ultrasound therapy on the
femur and tibia growth in young rats. Method: Four-week-old male
Ratus Norvegicus totaling 115 animals, divided into four groups,
were submitted to ultrasound therapy (0.8 MHz, fixed tube head,
continuous pulse, for 10 minutes, once a day, ten times) on the
medial face of the right knee, with powers of 0.0 W/cm2 (group
G1), 0.5 W/cm2 (group G2), 1.0 W/cm2 (group G3), and 1.5 W/
cm?2 (group G4). Histological slides of the epiphysis, growth plate
and metaphysis and the femoral and tibial length measurements
were studied in the sixth, thirteenth and twenty-sixth weeks of life.
The data were submitted to factorial analysis of variance accor-
ding to a one-way layout. Results: No statistically significant bone
growth alteration was established between any of the three treated
groups and the control group. However, alterations in femoral
and tibial growth suggesting a decrease in G4 in relation to G2
and G3 were noted. In G4, histopathological alterations, such
as cellular necrosis and post-necrosis bone neoformation were
found. Conclusion: According to this study, no statistical evidence
of bone growth stimulus or inhibition resulting from the applica-
tion of ultrasound therapy was found when comparing the treated
groups with the control group. Histological alterations regarded
as pathological were only observed in G4. Also, smaller significant
bone growth was found in G4 compared to G2 and G3. Level of
Evidence: Level ll, cross-sectional study.

Keywords: Ultrasound therapy. Bone development. Epiphyses.
Rats.
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INTRODUGAO

Ao lado de efeitos benéficos como aquecimento seletivo dos te-
cidos;'? efeitos indesejados podem ocorrer com a utilizagdo do
ultra-som, como o efeito de cavitagdo;*® hiper-aguecimento em
tecidos mal vascularizados, hiperemia, respostas inflamatérias
caracterizadas por aumento da vascularidade, edema e necrose
tecidual,” tornando a utilizagdo terapéutica incerta em algumas si-
tuacoes, tais como, deficiéncia vascular, infecgdes, sobre o tecido
nervoso e a placa epifisaria.®1°

Os estudos biolégicos realizados utilizaram ampla variagcéo de
freqUéncia e tipo de pulso, poténcia, nimero e tempo de cada
aplicacao de ultra-som e com animais de diferentes idades e
espécies (ratos e coelhos principalmente, mas também caes e
carneiros) e em seres humanos. O resultado dos trabalhos, ainda
gue com alguma divergéncia,'’ mostram alteragbes vasculares, '
estimulo a cicatrizagao de Ulceras de pele,™ de tenddes,' na for-
magao do calo de fratura,’®'® mas n&o na neoformagao dssea,”
encontrando-se poucos trabalhos mais recentes sobre seus efeitos
no crescimento 6sseo longitudinal e na placa epifisaria.'®2°
Devido a esta diversidade ¢ dificil, a comparagéo dos dados, ter
entendimento claro dos efeitos biolégicos e uma conclusdo segu-
ra, a ponto de Wells®, considerado “desapontador o conhecimento
cientifico sobre as bases biolégicas de sua utilizagao” e Haar* e
Leighton® tecerem consideracdes sobre a necessidade de mais
investigagoes a este respeito.

Resolvemos elaborar o presente estudo, visando investigar os
efeitos de diferentes poténcias do ultra-som terapéutico sobre o
crescimento 0sseo longitudinal do fémur e tibia, em condigbes
semelhantes as empregadas na terapéutica clinica, utilizando
equipamentos de uso comum, observando o crescimento ésseo
até a idade adulta.

Decidimos utilizar o rato como animal de experimentacgéo objeto de
vérios estudos sobre a anatomia e fisiologia da placa epifisaria.?'??
Ratos tém alta taxa de crescimento até atingir sua maturidade se-
xual na 132 semana de vida e, apesar de manter a placa epifisaria
aberta por toda a vida, apresenta um crescimento minimo apés a
262, semana de vida.?'

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 115 Ratus Norvegicus com quatro semanas de
vida, divididos em quatro grupos, submetidos a diversas poténcias
de ultra-som (Tabela 1) e acompanhados até a 262 de vida.

Tabela 1. Identificagdo dos grupos e nimero de animais.

Grupo G1 G2 G3 G4 n
Poténcia 0,0 05 1,0 1,5
NUmero de animais 30 28 27 30 115

O ultra-som foi aplicado, estando os animais anestesiados, utili-
zando-se aparelho comercial TU.R. de 0,8 MHz de freqiéncia, nas
poténcias de 0,0 W/cm?, 0,5 W/cm?, 1,0 W/cm?2e 1,5 W/cm?. As apli-
cagdes foram diérias, com 10 minutos de duragéo cada, cinco vezes
por semana e por duas semanas consecutivas. O cabegote fixo foi
colocado sobre a face medial do joelho direito, segundo o método
da bexiga d'agua de Buchtala,” previamente tricotomizado.

O grupo controle G1 foi submetido a anestesia, o cabegote foi
aplicado, permanecendo o aparelho desligado.

Dez animais de cada grupo foram escolhidos por sorteio, para
sacrificio, nos seguintes momentos do experimento: M2 - seis se-
manas de vida (dia seguinte apods a 102. aplicagéo do ultra-som),
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M3 - com 13 semanas de vida e, M4 - com 26 semanas de vida.
Né&o foram tomadas amostras em M1, dia da primeira aplicagao
do ultra-som.

Em cada um destes momentos, de cada animal sacrificado, foram
extraidos o fémur e a tibia, dos lados direito e esquerdo e esta-
belecido seus comprimentos com paquimetro, em centésimos de
milimetros. Os resultados dos grupos tratados foram comparados
individualmente com o grupo controle e entre si e, o lado direito
comparado ao esquerdo.

Apos as medidas de comprimento as pegas foram fixadas em
formol, descalcificadas (solugao de Bouin) e elaboradas laminas,
coradas pelo método de Mason, para exame histopatoldgico. Os
cortes histolégicos foram preparados de maneira a possibilitar a
visualizagao das metafises, placas epifisarias e epffises, distal do
fémur e proximal da tibia (Figura 1), e o disco epifisial foi investi-
gado procurando-se lesbes histologicas.

e epffises distais do fémur e proximais da tibia
(Masson — AO 5x)

Método estatistico

O estudo dos comprimentos ésseos longitudinais do fémur e do
conjunto fémur-tibia no lado direito foi realizado em cada momento
comparando-se cada grupo com todos 0s demais, sendo subme-
tidos & verificagao estatistica pela analise de variancia — fatorial
inteiramente aleatorizado — Snedecor e Cochran? testando as
hipéteses de efeito de grupo para o conjunto dos momentos e
efeito de grupo em cada momento. A mesma analise estatistica foi
utilizada para comparar os lados direito e esquerdo onde, fixando-
-se 0 grupo, verificou-se as diferencas entre os momentos. Em
todas as conclusdes o nivel de significancia considerado foi de 5%.

RESULTADO

Aspectos clinicos gerais

Em 14 animais do grupo G4 (1,5 W/cm?) encontramos a ocorréncia
de hiperemia e Ulceras de pele, e em um destes animais necrose
da musculatura, da cépsula articular e ligamentos, com subluxa-
¢ao do joelho, necrose e reabsorcéo 0sseas. Em seis animais
do grupo G3 (1,0 W/ecm?) encontramos claudicag&o, hiperemia e
discreto edema no joelho direito. Nenhuma alteragéo clinica foi en-
contrada nos animais do grupo G2 (0,5 W/cm?) e G1 (controle).
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ASPECTOS HISTOLOGICOS

Nao encontramos nos animais dos grupos G1, G2 e G3 alteragbes
microscopicas que pudessem ser consideradas patologicas.
Foram encontradas em animais de todos 0s grupos, no lado direito
(tratado), (mas também no lado esquerdo e no grupo G1 nao sub-
metidos ao ultra-som) e em todos os momentos areas de hemor-
ragia ¢sseas e proliferagéo celular (Figuras 2 e 3), irregularidades
e lacunas na zona de proliferagao da placa epifisaria, desarranjo
na disposicao em paligada dos condrécitos e neoformagao 0ssea
(Figura 4), semelhantes aos descritos por De Forest et al 8 e Ito®
que as consideraram patolégicas.

/ ol W ’
Figura 2 — Grupo G1 (controle) — M3 — placa epifiséria: areas acelulares, hiper-
celulares, focos de hemorragia e irregularidades na disposicao em palicada.
(Masson AO 13,2x)

e lJ-... e - y ..-__ ) 3
- PO : : :
Figura 3 - Grupo G2 (0.5 W/cm?) - Lado controle - M2 - epifise: area de

reabsorcao 6ssea, osteoclastos e neo-formagao 6ssea.
(Masson - AO 50x)

No grupo G4, em M2, foi observado no lado tratado a presenca de
necrose 0ssea, tecido de granulacéo, neutréfilos e neoformagéo
6ssea de regeneracao (Figura 5), notando-se uma ou mais destas
alteragdes em quase todos os animais. Embora neoformagao 6s-
sea fosse, também, encontrado no lado esquerdo, no lado direito
observou-se neoformacédo 6ssea de regeneracéo pds-necrose
6ssea. Em um animal observou-se destruicdo da epifise, placa
epifisaria e metéfise da tibia, tecido de granulagao e grande quan-
tidade de neutrdfilos.

Figura 4 - Grupo G2 (0,5 W/cm?) - lado esquerdo — M3 - placa epifisaria:
desarranjo na zona de proliferacao. Focos de hemorragia na medular.
(Masson - AO 20x)

S o :.'..p:-. % : S e . 4
Figura 5 — Grupo G4 (1,5 W/cm?) - lado direito - M2 - epifise: neoforma-
cao Ossea de regeneracao e neutrofilos.

(Masson - AO 10x)

Em geral, a placa epifisaria metafise e epifise tanto do fémur quan-
to da tibia, apresentavam-se histologicamente normais, exceto em
animais do grupo G4 e em menor grau do grupo G3.

Comprimento 6sseo:

No grupo de animais submetidos a 1,5 W/cm? (G4) houve tendéncia
estatistica a um menor crescimento do fémur em relagéo aos gru-
pos tratados G2 e G3, mas n&o em relagao ao grupo controle G1.
(Tabela 2) Quando a tibia foi incluida na medida o comportamento
estatistico foi semelhante. (Tabela 3)

Na comparagao entre os lados direito e esquerdo do fémur (Tabe-
la 4) vemos que em G2 houve crescimento maior do lado direito
por tempo determinado. Em G3 ndo houve diferenga ao longo do
tempo. Em G4 houve, inicialmente, um crescimento menor do lado
direito, parcialmente compensado em M4. Quando a medida da
tibia é incluida (Tabela 5) notamos o mesmo comportamento anterior
para os grupos em G2 e G4, mas em G3 notamos, em M4, que
o lado direito é significativamente maior do que o lado esquerdo.
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Tabela 2. Comprimento do fémur - Andlise de variancia - Fatorial intei-
ramente aleatorizado.

Tabela 4. Comprimento do fémur - comparacao entre lados direito e

esquerdo.

" Estatisticas »
Hipoteses testadas Comentarios
calculadas
HO02: Efeito de grupo .
) Ferit =2,71 G2 =G3) > G4
para o conjunto dos o )
F calc = 6,47 G1 néo difere dos demais
momentos
. M2: G1 = G2 = G3 = G4
HO4: Efeito de grupo em
dms =312 M4: (G2 = G3) > G4
cada momento o )
G1 néo difere dos demais

F critico (F crit), F calculado (F calc), diferenga minima significativa (dms).

Tabela 3. Comprimento do membro - Analise de variancia - Fatorial
inteiramente aleatorizado.

Estatisticas
Hipdteses testadas Comentarios
calculadas
HO2: Efeito de grupo
Ferit =2,71 G2=G3) >G4
para o conjunto dos
F calc = 7,68 G1 ndo difere dos demais
momentos
M2:G1=G2=G3=G4
HO4: Efeito de grupo em M3: G3 > G4 Unica diferenga
dms = 572
cada momento M4: (G2 = G3) > G4
G1 néo difere dos demais

F critico (F crit), F calculado (F calc), diferenga minima significativa (dms).

DISCUSSAO

A incidéncia de complicagbes clinicas no joelho encontradas em
G3 (1,0 W/em?) e G4 (1,5 W/cm?) foi semelhante aos achados de
Buchtala” e 1to® que aplicaram o ultra-som em poténcias de 2,0
W/cm? ou mais.

A ocorréncia de algumas das alteragbes descritas na literatura,
tais como: necrose, reabsorcao, periostite, proliferacéo e rarefagao
6sseas; fechamento da placa epifisaria e separagdo da epffise;
diminuicdo e aumento de osteoblastos e osteoclastos; como ob-
servado por Buchtala’, De Forest et al.8 e Ito®, foram encontradas
neste trabalho somente no grupo tratado com 1,5 W/cm? (G4) e
possibilita a conclusao que estes efeitos séo relacionados a potén-
cia como sugerido por Lehmann.3'%, embora né&o seja observado
utilizando poténcias iguais ou abaixo de 0,77 W/cm?.1820

Como muitas das descrigdes histolégicas consideradas patolégi-
cas pela literatura foram encontradas em nosso trabalho, tanto no
lado direito quanto no lado esquerdo (n&o tratado) e também no
grupo controle nao submetido ao ultra-som, sugerimos que alguns
achados histolégicos dos trabalhos da literatura, mais do que
alteragdes patoldgicas sejam produtos das técnicas de obtengdo
das pegas e confecgdo de laminas e/ou representem diferentes
aspectos da normalidade.

Com base na andlise estatistica conclui-se que o ultra-som nao
provocou efeito de inibigdo ou de estimulo ao crescimento ésseo
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Hipoteses testadas

Estatisticas calculadas

Comentarios

Diferenca entre lados G2
direito e esquerdo

G3

G4

M2:t=0,52p > 0,50
M3:t=3,00p<0,01
M4:t=0,13p > 0,50
M2:t=1,66p > 0,10
M3:t=1,07p > 0,30
M4:t=0,43p> 0,50
M2:t =3,09p < 0,01

M3:t=1,29p> 0,20

Mé:1=191005<p< 0,10

direito = esquerdo
direito > esquerdo
direito = esquerdo
direito = esquerdo
direito = esquerdo
direito = esquerdo
direito < esquerdo
direito = esquerdo

direito < esquerdo

Tabela 5. Comprimento do membro - comparagao entre os lados direito

e esquerdo.

Hipéteses testadas Estatisticas calculadas Comentarios
Diferenga entre lados G2 | M2: t=0,59 p > 0,50 direito = esquerdo
direito e esquerdo M3: t=2,66p<0,05 direito > esquerdo

M4: t=1,15p>0,20 direito = esquerdo
G3 | M2: t=0,99p> 0,30 direito = esquerdo
M3: t=1,47p>0,10 direito = esquerdo
M4: t=2,42p>0,05 direito > esquerdo
G4 | M2: t=6,45p < 0,001 direito = esquerdo
M3: t=1,29p> 1,15 direito < esquerdo
M4: t=1,960,005<p< 0,10 direito < = esquerdo
(tendéncia)

do fémur ou da tibia, em relagdo ao grupo controle. Entretanto
G4 (1,5 W/cm?), em M4, foi significativamente menor do que G2
(0,5 W/ecm?) e G3 (1,0 W/cm?), sugerindo um efeito inibitério ao
crescimento em G4 e/ou de estimulo em G2 e G3.

Quando comparamos o lado tratado ao nao tratado notamos em
G2, tanto para o fémur quanto para o membro, uma diferenca
maior do lado direito em M3, que desaparece em M4, sugerindo
um estimulo, temporério, ao crescimento dsseo (Tabelas 4 e 5). Em
G4 o lado direito foi menor que o esquerdo em M2, compensado
parcialmente em M4. Em G3, ao final do experimento em M4, o
membro direito é estatisticamente maior do que o esquerdo (Ta-
bela 5), sugerindo um estimulo ao crescimento.

CONCLUSAO

Nenhuma alteragao estatistica significante foi observada, ao final
do experimento, que pudesse determinar efeito de inibicdo ou
estimulo ao crescimento dsseo do fémur ou do membro entre 0s
grupos tratado e o grupo controle.

Poder-se-ia considerar que, ao comparar os grupos de 0,5e 1,0
W/cm? com o grupo de 1,5 W/cm?, haja tendéncia de estimulo ao
crescimento do fémur nos dois primeiros grupos e/ou inibigao no
ultimo grupo, mas este efeito ndo foi, em relagao ao grupo con-
trole, significativo. Mais estudos sdo necessarios para melhores
conclusoes.
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