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RESUMO

Objetivos: Verificar alteragdes histologicas no disco epifisario da tibia em crescimento de camundongos em exposi¢ao a ondas ultrassonicas
de frequéncia de 1 MHz.

Métodos: Estudo experimental de natureza quantitativa e randomizado. Para tanto, 16 camundongos albinos da linhagem Swiss Webster, em
fase de crescimento, com idade de trés semanas e peso entre 10-15 g foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de oito animais cada
um, e expostos a ondas ultrassénicas na tibia direita. Os grupos foram designados D1 (exposto a dose de 0,1 w/cm?) e D2 (exposto a dose de
0,5 w/cm?). O grupo controle, designado C, foi representado por 16 amostras referentes ao lado contralateral de cada animal dos grupos D1
e D2. Os procedimentos ocorreram em uma aplicagdo/dia, totalizando ao final, 10 aplicagdes sem interrupgdo. Analise histoldgica ocorreu
pelas técnicas de hematoxilina-eosina, alcian blue e von kossa, visando medir a area da cabeca da tibia versus disco epifisario e as espessura
das zonas proliferativa e hipertrofica. Para analise estatistica foi utilizado teste de Friedman com corre¢do de Bonferroni.

Resultados: O tecido 6sseo foi influenciado pelas ondas ultrassonicas, assim como o disco epifisario, em que o grupo de maior pardmetro
teve a area total do disco maior do que os demais. A zona calcificada ndo sofreu influéncia das ondas ultrassonicas, porém a zona proliferativa
foi sensivel a essa terapia, principalmente na menor dose. Nao foi encontrada nenhuma alteragdo anatomopatologica nos grupos tratados e
controle.

Conclusdes: Nos parametros utilizados neste estudo foi observada acéo positiva do ultrassom na cartilagem, e no tecido 6sseo em formacao,
ndo sendo possivel precisar qual foi o nivel de intensidade da aplicagdo do ultrassom mais significativo estatisticamente.

DESCRITORES: DESENVOLVIMENTO OSSEO; TERAPIA POR ULTRASSOM.

ABSTRACT

Aims: To evaluate the histological changes in the epiphyseal disk of the tibia in growing mice during exposure to ultrasonic waves of
1 MHz frequency.

Methods: Experimental study of quantitative and randomized nature. For this purpose, 16 Swiss albino mice of the Webster strain, during
growth, aged 3 weeks and weighing 10-15 g were randomly divided into two groups of eight animals each and exposed to ultrasonic waves in
the right tibia. Groups D1 (exposed to a dose of 0.1 W/cm?) and D2 (exposed dose of 0.5 W/cm?) were assigned. The control group, designated
C, was represented by 16 samples relating to the contralateral side of each animal of groups D1 and D2. Procedures occurred in an application/
day, totaling 10 applications without interruption. The samples were analyzed histological by hematoxylin-eosin staining techniques, Alcian
blue and Von Kossa stains, in order to measure the area of the head versus the tibia epiphyseal disc, beyond the thickness of the proliferative
and hypertrophic zones. For statistical analysis we used the Friedman test with Bonferroni correction.

Results: The bone tissue was influenced by ultrasonic waves, as well as the epiphyseal plate, where the group had the largest parameter of the
total area larger than the other disc. The calcified zone was not influenced by the ultrasonic waves, but the proliferative zone was sensitive to
this therapy, especially at the lowest dose. No pathological changes were found in the treated and control groups.

Conclusions: With the parameters used in this study positive action of ultrasound was observed in the cartilage and bone tissue formation,
not being possible to determine what was the intensity level of the application of ultrasound statistically more significant.
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INTRODUCAO

O ultrassom ¢ uma modalidade terapéutica am-
plamente utilizada na pratica fisioterapéutica, sendo
vital a compreensao completa de seus efeitos fisicos e
bioldgicos e dos seus mecanismos de ag¢do nos tecidos,
de modo a usa-la efetivamente e, o0 mais importante,
com seguranga.'! Dependendo da frequéncia de ondas
utilizada, pode ser util para o diagnostico por imagem,
cura terapéutica ou destrui¢do tecidual.? Seus efeitos
sdo influenciados por fatores bioldgicos de cada
individuo, mas também por fatores fisicos, tais como
intensidade e tempo de exposi¢ao.’

O modo de transmissdo das ondas ultrassonicas
pode ser continuo ou pulsado. O continuo possui
caracteristicas como ondas sOnicas continuas, efeitos
térmicos e micromassagem. Sua utilizagdo ocorrera
quando ambos os efeitos, térmicos e ndo térmicos, forem
necessarios. Ja o modo pulsado possui caracteristicas de
ondas sonicas pulsadas, efeitos térmicos minimizados
e efeitos nao térmicos.* Seus efeitos bioldgicos ainda
carecem de comprovagdo sistematizada. Uma das
contraindicagdes mais discutidas e controversas € a
aplicagdo nas epifises de crescimento, pela presenga do
disco epifisario, de forma que a utilizagdo da terapia
em criangas deixa de ocorrer em funcao das diividas do
profissional em relacdo aos possiveis efeitos adversos
nessa area do 0sso0.’

A célula 6ssea pode, rapidamente, identificar
as caracteristicas do estimulo mecanico, como o
estimulo do ultrassom, e responder eletrofisicamente
em modos diferentes, com maior ou menor ativagao
dos canais idnicos, resultando em hiperpolarizagao
ou despolarizagdo da membrana plasmatica. O que
determina a intensidade da ativag@o dos canais i0nicos
ndo estd claro; sabe-se que a hiperpolarizagdo esta
associada a osteogénese, enquanto a despolarizagao,
com a reabsorc¢do ossea.’

As conclusdes acerca do efeito do ultrassom
em epifises de crescimento 0sseo sdo controversas.
Ha estudiosos que indicam® que contra indicam, !
que afirmam que o ultrassom deve ser usado com
cautela,'" que afirmam que ele ndo interfere na epi-
fise de crecimento,® ou, ainda, aqueles que relatam
que intensidades de ultrassom abaixo do padrdo
clinico tém efeito positivo na diferenciagdo osteo-
génica.'?

A controvérsia cientifica quanto a indicagdo ou
contraindicacdo do uso das ondas ultrassdnicas nas
epifises de crescimento 6sseo justificou o presente
trabalho, uma vez que ao se observar a aplicacdo
direta das ondas no disco e sua possivel interferéncia

pode-se sugerir a sua utilizagdo ou nao nos tecidos
adjacentes.

METODOS

A pesquisa foi submetida a comissdo de ética
em pesquisa de animais da Universidade Federal do
Amapa (UNIFAP), sendo aprovada através do cer-
tificado de nimero 454515/2011, conforme normas
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). O estudo foi realizado no laboratorio
de toxicologia do Curso de Ciéncias Farmacéuticas
da UNIFAP e no Laboratorio de Patologia Cirar-
gica do Departamento de Estomatologia da Facul-
dade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(USP).

Foram utilizados 16 camundongos albinos da
linhagem Swiss Webster, em fase de crescimento,
com idade de trés semanas, machos, com peso entre
10-15 g. Os grupos receberam tratamento veiculado
com o ultrassom terapéutico modelo Sonacel expert
da marca Bioset — Industria de Tecnologia Eletronica
Ltda. (Sao Paulo, Brasil) de frequéncia de 01 MHz,
transdutor eletroactstico reduzido especialmente
desenvolvido para experimento animal com area de
irradiagdo efetiva (ERA) de 0,8 cm?, modo de corrente
continuo.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em dois grupos de oito animais, nos quais nio havia
nenhum tipo de lesd@o o6ssea. Os procedimentos
ocorreram em uma aplicacdo por dia, totalizando
ao final, 10 aplica¢des sem interrup¢do. O membro
elegivel foi o direito, ficando o membro esquerdo como
controle. Foram propostos dois grupos de tratamento
designados Dose 01 (D1) e Dose 02 (D2) e um grupo
controle (C), com os seguintes parametros: Grupo
D1: frequéncia = 1 MHz; intensidade = 0,1 w/cm?;
continuo e tempo = 1,5 minutos; Grupo D2: frequén-
cia = 1 MHz, intensidade = 0,5 w/cm?, continuo €
tempo = 1,5 minutos; Grupo C: ndo recebeu tratamento
algum.

Ao término de cada experimento os animais
foram sacrificados em camara de CO, e houve o
processamento da amostra. Trés cortes de 3 um foram
obtidos em microtomo e as laminas foram coradas
em hematoxilina e eosina, sendo entdo analisadas em
microscopia de luz convencional. Os outros dois cortes
foram submetidos a coloragdes especiais de alcian
blue, tendo por objetivo determinar variagdes da matriz
cartilaginosa, e ao método de Von kossa, que teve por
objetivo identificar possiveis focos de calcificagao fora
da placa epifisaria.
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Depois de realizadas as devidas técnicas de co-
loragdo, procedeu-se com a mensuragao histologica
realizada através do sistema de andlise digital
de imagem que contém o software especializado
Lasv 4.1. Com o aumento de cinco vezes, mediu-se
a area total da cabeca da tibia e a area total do disco
epifisario, para identificacdo de possiveis alteracdes
da espessura do disco epifisario por calculo de areca
expressa em micrometros. Com o aumento de 10 vezes,
foram tiradas trés medidas de trés areas diferentes e
de forma linear expressas em micrometros, das zonas
proliferativa e hipertrofica.

Para a andlise estatistica foi utilizado o teste
de Friedman com correcdo de Bonferroni. Para a
comparacao dos trés grupos simultaneamente, foi apli-
cado o teste de Friedman para blocos com repetigdes.
Foi previamente fixado o nivel de significancia a=0.05
para rejei¢do da hipotese nula.

RESULTADOS

Os resultados dos testes para cada uma das cinco
caracteristicas estudadas sdo apresentados na Ta-
bela 1. Apenas as mensuragdes de zona calcificada
ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os gru-
pos.

Para as caracteristicas que apresentaram diferenca
significativa entre os grupos nesse primeiro teste, foi
aplicado o teste de Friedman novamente, comparando
os grupos dois a dois (Tabela 2). Observamos que na
area do osso houve diferenca estatistica significativa
apenas entre os grupos C e DI, em que os valores
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médios do grupo C foram superiores aos valores médios
do grupo D1. Quanto a area do disco houve diferenca
estatistica significativa apenas entre os grupos C e D2,
em que os valores médios do grupo C foram inferiores
aos valores médios do grupo D2.

No que se refere a area do disco versus area do
osso houve diferenca estatistica significativa apenas
entre os grupos C e D2, onde os valores médios
do grupo C foram inferiores aos valores médios
do grupo D2. Verificamos que na zona calcificada
ndo houve diferenca significativa, ja na zona proli-
ferativa houve diferenga estatistica significativa
entre os grupos C e D1, onde os valores médios do
grupo C foram inferiores aos valores médios do
grupo D1.

Tabela 1. Comparagao entre os trés grupos, sendo dois
expostos a ondas ultrassonicas (grupo D1: frequéncia 1
MHz; intensidade 0,1 w/cm?, continuo; tempo 1,5 minutos;
e grupo D2: frequéncia 1 MHz; intensidade 0,5 w/cm?,
continuo; tempo 1,5 minutos) e um nao exposto (grupo C,
controle), para cada uma das cinco caracteristicas estudas.
Podemos observar que apenas as mensuracdes de zona
calcificada nao apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos (valor p>0.05).

Caracteristica valor p
Area do Osso 0,036*
Area do Disco 0,048 *
Area do Disco / Area do Osso 0,007 *
Zona Calcificada 0,093
Zona Proliferativa 0,001 *

* Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 2. Significancias estatisticas das diferencas entre as alteracoes da espessura da
area do disco epifisdrio e da area do osso expressa em micrometros, apés aplicagao de
ultrassom terapéutico, em 16 camundongos sem lesdo éssea prévia, divididos em dois
grupos de tratamento e um grupo controle constituido pelos membros contralaterais de

cada animal.

Comparacao Area o0sso
Grupo C versus Grupo D1 0.017*
Grupo C versus Grupo D2 0.615
Grupo D1 versus Grupo D2 1.000

* Diferenca significativa ao nivel de 5%.
Razao = Area do disco / Area do osso.

Area disco Razao Zona Proliferativa
0.688 0.085 <0.001*
0.049* 0.016* 0.214
0.825 1.000 0.180

Grupo D1 = Dose 1: frequéncia T MHz; intensidade 0,1 w/cm?, continuo; tempo 1,5 min;
Grupo D2 = Dose 2: frequéncia 1T MHz; intensidade 0,5 w/cm?, continuo; tempo 1,5 min;

Grupo C = grupo controle (sem tratamento).
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Grupo D1 = Dose 1: frequéncia TMHz; intensidade 0,1 w/cm?, continuo; tempo 1,5 min;
Grupo D2 = Dose 2: frequéncia 1 MHz; intensidade 0,5 w/cm?, continuo; tempo 1,5 min;
Grupo C = grupo controle (sem tratamento).

Figura 1. Area do osso segundo os grupos (C, D1 e D2) e segundo
os blocos de medidas feitas em trés areas diferentes e de forma
linear expressas em micrémetros, das zonas proliferativa e
hipertréfica (medida 1, medida 2 e medida 3). As medidas do
grupo D2 apresentaram maior variagdo quando comparadas
as medidas realizadas nos demais grupos. Os grupos D1 e D2
apresentam medianas menores do que as medianas observadas
para o grupo C.
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Grupo D1 = Dose 1: frequéncia TMHz; intensidade 0,1 w/cm2, continuo; tempo 1,5 min;
Grupo D2 = Dose 2: frequéncia T MHz; intensidade 0,5 w/cm?, continuo; tempo 1,5 min;
Grupo C = grupo controle (sem tratamento).

Figura 2. Area do disco segundo os grupos (C, D1 e D2) e
segundo os blocos de medidas feitas em trés areas diferentes e
de forma linear expressas em micrémetros, das zonas proliferativa
e hipertréfica (medida 1, medida 2 e medida 3). Os grupos D1
e D2 apresentaram valores maiores de mediana. Além disso, o
grupo D1 apresentou menor variagao.

DISCUSSAO

Duvidas clinicas e estudos controversos sobre
o possivel efeito danoso que o ultrassom continuo
pode causar a placa de crescimento 6sseo, como 0s
relatados na pesquisa de Fréz et al.,® concluiram que
o ultrassom continuo de 1 w/cm? produz alteragoes
histologicas na cartilagem tratada, sugerindo uma
aceleracdo no metabolismo da placa. Esses estudos
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se contrapdem com os resultados encontrados na
pesquisa de Barreto et al.,, que também utilizou
varias intensidades de ultrassom continuo na placa
de crescimento 0sseo, entre as quais a intensidade
1 w/cm? e, ao final, concluiu que o ultrassom nao
produziu nenhum efeito na cartilagem de crescimento.
Essas controvérsias, somadas a importante fungao
que a placa de crescimento 0sseo exerce no cresci-
mento global e no alinhamento dos ossos longos,
foram os principais motivos para a realizagdo deste
trabalho.

A area do osso, delimitada nesta pesquisa a partir
do limite inferior do disco epifisario até o limite
superior da epifise da tibia, foi menor no grupo D1 com
menor parametro de intensidade (0,1 w/cm?) quando
comparada ao controle, o que sugere que as ondas
ultrassdnicas possivelmente estariam influenciando
a atividade do disco epifisario e consequentemente
no tamanho do osso. O disco epifisario apresentou-se
maior no grupo do pardmetro maximo (0,5 w/cm?)
do que no grupo controle, evidenciando-se assim o
efeito das ondas ultrassdnicas sobre a morfologia do
disco epifisario, aumentando seu comprimento. Estes
resultados concordam com as observagdes feitas por
Barreto et al.,"* que sugeriram que os grupos tratados
com intensidades de 0,5 ¢ 1,0 w/cm? poderiam ter
uma tendéncia de estimulo ao crescimento do 0sso.
Porém, estes dados diferem dos resultados encontrados
por Santos et al.> nos grupos tratados com ultrassom
continuo de 1w/cm? e 2 w/cm? por 5 min e 3 min, que
concluiram que o ultrassom prejudica o crescimento
osseo, apesar de naquele trabalho a intensidade ser
menor (0,5 w/cm?) quando comparada a pesquisa de
Santos et al.’

Considerando-se separadamente as zonas cons-
titutivas do disco epifisario verifica-se a interferéncia
patente do ultrassom na zona proliferativa, que é
caracterizada pela proliferacao, divisao e multiplicagcdo
de novos condrocitos que se agrupam nos grupos
iségenos. Essa zona apresentou-se maior no grupo
D1 (o de menor pardmetro) do que no controle,
provavelmente porque os condrdcitos estdo com ciclo
celular mais ativo e o aporte energético oferecido pelo
ultrassom leva ao aumento de adenosina trifosfato,
acelerando o metabolismo celular, o que também
ocorre na zona hipertrofica, porém como esta ja entrou
em processo de degeneragdo para posterior morte,
tal efeito ndo ¢ tdo evidente em termos de aumento
da area. No grupo D2, de maior pardmetro, ndo foi
observada nenhuma alteragao na espessura da camada
proliferativa, possivelmente porque a interferéncia do
ultrassom nessa zona pode estar relacionada a uma
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aceleragdo do metabolismo celular provido pelo
aporte energético de baixa intensidade, o que ndo
ocorreria ao se aumentar a densidade de energia. Ideia
esta reforgada pela pesquisa de Angle et al.,'? que ao
expor células da medula 6ssea a intensidades baixas
de ultrassom pulsatil nas fases aguda, intermediaria
e tardia da diferenciagdo osteogénica, concluiram
que intensidades baixas de ultrassom, incluindo
intensidades abaixo do padrdo clinico utilizado, tém
efeito positivo na diferenciagdo osteogénica.

Sabe-se que a taxa de crescimento d0sseo pode
ser resumida como o resultado de dois processos
que ocorrem na placa de crescimento: proliferagdo
e hipertrofia dos condrocitos. Ressaltando que a
proliferacdo celular, a produg@o de matriz e a hipertrofia
dos condrocitos sdo os trés fatores mais associados as
atividades das placas de crescimento 6sseo.'* Portanto,
o aumento da espessura da zona de proliferacdo pode
estar indicando aumento do metabolismo na placa, com
provavel proliferagdo celular.

A zona hipertrofica que nesta pesquisa compreendeu,
por questdes metodoldgicas, a zona hipertréfica e
calcificada, representa a drea em que os condrdcitos
estdo hipertrofiados, cheios de glicogénio e lipidios,
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