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“Os sonhos nao determinam o lugar onde vocés vao chegar, mas
produzem a forca necessaria para tira-los do lugar em que vocés
estdo. Sonhem com as estrelas para que vocés possam pisar pelo
menos na Lua. Sonhem com a Lua para que vocés possam pisar
pelo menos nos altos montes. Sonhem com os altos montes para
que vocés possam ter dignidade quando atravessarem os vales
das perdas e das frustracbes. Bons alunos aprendem a
matematica numérica, alunos fascinantes vao além, aprendem a
matematica da emocdo, que ndo tem conta exata e que rompe a
regra da I6gica. Nessa matematica vocé so aprende a multiplicar
quando aprende a dividir, s6 consegue ganhar quando aprende a
perder, s6 consegue receber, quando aprende a se doar.”

Augusto Cury



RESUMO

SILVA, D.P. Alteracdes histolégicas provocadas pelo uso de ondas ultrassdnicas continuas de
01 MHz no disco epifisario em tibia de camundongo. Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal do Amapé para obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

O ultrassom é uma modalidade terapéutica amplamente utilizada na pratica da fisioterapia,
sendo vital a compreensdo completa de suas indicagcfes e contraindicacdes. Uma das contra
indicacBes controversas e pouco estudadas € a sua utilizagdo nas epifises de crescimento
0sseo, por conter o disco epifisario. O principal objetivo deste trabalho foi verificar as
alteracGes histologicas no disco epifisario da tibia em crescimento de camundongos em
exposicdo a ondas ultrassonicas de frequéncia de 1MHz. Para tanto, 16 camundongos albinos
da linhagem Swiss Webster, em fase de crescimento, com idade de aproximadamente 03
semanas e peso variando entre 10-15g foram distribuidos aleatoriamente em 02 grupos de 08
animais, designados Dose 01 (0,1 w/cm2) e Dose 02 (0,5 w/cm2). Os procedimentos
ocorreram em uma aplicacdo/dia, totalizando ao final, dez aplicagbes sem interrupcdo. As
amostras foram analisadas histologicamente pelas técnicas de hematoxilina-eosina, alcian
blue e von kossa, visando medir a area da cabeca da tibia versus disco epifisario, além da
espessura das zonas proliferativa e hipertrofica. Para analise estatistica foi utilizado teste de
Friedman com correcdo de Bonferroni. Conclui-se que, nos parametros utilizados, o tecido
6sseo foi influenciado pelas ondas ultrassénicas. Do mesmo modo, o disco epifisario, em que
foi observado que o grupo de maior parametro teve a area total do disco maior do que 0s
demais. A zona calcificada ndo teve influencia das ondas ultrassdnicas, porém a zona
proliferativa foi sensivel a esta terapia, principalmente na menor dose. Nao foi encontrada
nenhuma alteracdo anatomopatoldgica nos grupos controle e tratados.

Palavras-chaves: Epifise de crescimento, ultrassom continuo, tecido 6sseo, células dsseas.



ABSTRACT

SILVA, D.P. Histological changes caused by the use of ultrasonic waves continuous of 01
MHz disk epiphyseal tibial mouse. Dissertation submitted to the Federal University of Amapa
to obtain the title of Master of Health Sciences

The ultrasonic wave is a widely used treatment modality in physical therapy practice, is vital
to full understanding of its indications and contraindications. One controversial in its
application give yourself at little study of its use in the epiphyseal bone growth. The aim of
this study was to determine the histological changes occurring in the epiphyseal disk of the
tibia in growing mice during exposure to ultrasonic waves of frequency 1MHz. Therefore, 16
albino mice of Swiss strain Webster in growth phase, aged 03 weeks and weighing between
10-15g were randomly divided into 02 groups of 08 animals, designated Dose 01 (0.1 w/cm2)
and Dose 02 (0.5 w/cm2), and the control group designated C. Procedures occurred in an
application / day, totaling the final ten applications without interruption. The samples were
analyzed histologically by hematoxylin-eosin staining techniques, Alcian blue and Von Kossa
stains, in order to measure the area of the head versus the tibia epiphysial disc, beyond the
thickness of the proliferative and hypertrophic zones. In the statistical analysis we used the
Friedman test with Bonferroni correction. It is concluded that the parameters used to
positively action of ultrasound occurred in cartilage, bone tissue formation and may not
require that level of intensity becomes more significant.

Keywords: Epiphysis growth, continuous ultrasound, bone, bone cells
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1 INTRODUCAO

O ultrassom terapéutico é utilizado em medicina desde o final da década de 40 do
século passado e, dependendo da frequéncia das ondas, passou a ser utilizado para o
diagnostico por imagem, cura terapéutica ou destruicdo tecidual (STARKEY, 2001;
GUIRRO; GUIRRO, 2002). Frequentemente, varios autores sugerem que o ultrassom possui
acdo proinflamatoria, ou seja, acelera a resposta inflamatéria do processo de reparagdo,
promovendo a liberacdo de histamina, macr6fagos e mondcitos, além de incrementar a sintese
de fibroblastos e colageno (KITCHEN; PATRIDGE, 1990; LOW; REED, 2001; GUIRRO;
GUIRRO, 2002).

As ondas ultrassdnicas ndo fazem parte do espectro eletromagnético da mesma forma
que as ondas curtas ou micro-ondas. Embora sejam produzidas eletricamente, as ondas
ultrassdnicas sdo ondas de compressdo (ARNOULD, 1999). Conforme descrito por Rosim
(2003), as ondas ultrassonicas para fins terapéuticos sdo geradas quando um campo elétrico de
alta frequéncia (1 — 3 MHz) é aplicado sobre um cristal piezoelétrico localizado no transdutor
do aparelho de ultrassom, que vibra na mesma frequéncia do campo, produzindo ondas
acusticas de alta frequéncia. As frequéncias das ondas ultrassdnicas variam de 20.000 a
20.000.000 de ciclos por segundo, sendo que, cada ciclo corresponde a uma pressao-rarefacdo
por segundo (onde, 1 ciclo/s = 1 Hz). A frequéncia para terapia varia de 0,7 a 3 MHz. No
Brasil se trabalha com frequéncia de 1 e 3 MHz (COHEN; ABDALLA, 2005).

A possibilidade de usar diferentes frequéncias entre 1 e 3 MHz, é importante na
medida em que as frequéncias mais altas, que correspondem a 3 MHz, sdo absorvidas mais
rapidamente, tornando-as especificas para o tratamento de tecidos mais superficiais, enquanto
que frequéncias baixas, correspondente a 1 MHz, penetram profundamente, devendo ser
aplicadas para os tecidos mais profundos (ROSIM, 2003; AGNE, 2004; MITRAGOTRI et al,
2003; DOCKER, 1987).

O modo de transmissdo das ondas ultrassénicas pode ser continuo ou pulsado. O
continuo possui caracteristicas como, ondas sonicas continuas, sem modulacdo, efeitos
térmicos e micromassagem (diatermia). Sua utilizagdo ocorrerd quando ambos os efeitos,
térmicos e ndo térmicos, forem necessarios (COHEN; ABDALLA, 2005).
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J& 0 modo pulsado possui caracteristicas de ondas sbnicas pulsadas, modulacdo e
amplitude com frequéncia de 16 Hz a 100 Hz, efeitos térmicos minimizados e efeitos nédo-
térmicos. Este modo € bem indicado quando o calor produz dor, quando houver necessidade
de reducdo de velocidade da conducdo em fibras nervosas, raizes nervosas ou ganglios,
quando houver necessidade de regeneracdo de tecidos, quando a aplicacdo for feita em
processos inflamatdrios (na fase aguda e subaguda) e quando houver necessidade de efeitos
ndo térmicos (COHEN; ABDALLA, 2005).

O ultrassom representa uma forma de energia mecanica que pode ser transmitida aos
tecidos como ondas de pressdo acustica de alta frequéncia. As tensbes extracelulares
produzidas por estas ondas podem induzir eventos bioquimicos ao nivel celular e uma das
suas consequéncias pode ser a promoc¢do da formacdo 6ssea (CLAES; WILLIE, 2007,
MALIZOS et al, 2006), este processo é denominado de mecanotransduc¢édo, no qual as células
Osseas responsaveis por produzir reacGes bioquimicas a partir de um estimulo mecéanico,
determinam uma resposta celular, que pode ser producdo ou reabsorcdo 6ssea (DUCAN;
TURNER, 1995).

O sinal mecanico para ser transformado em biolégico deve ser amplificado no nivel
celular pela estrutura histoldgica do tecido dsseo, gerando tensées em proteinas da membrana
celular (integrinas) e alterando a estrutura espacial dessas proteinas. Essa alteragdo ativa
ligacOes entre elas e o citoesqueleto, originando as adesfes focais, locais onde proteinas
citoplasmaticas sdo recrutadas para facilitar as reacGes bioquimicas. A quinase de adeséo
focal (FAK) é a principal delas, sendo autoativada ap0s sofrer alteracdo estrutural pelas
integrinas. A FAK ativada incita reacfes em cascata, resultando na ativacdo de ERK-1/2
(extracellular-signal-regulated kinases ) e da Akt, proteinas que, junto com a FAK, regulam a
producio da massa 6ssea (GUSMAQ; BELANGERO, 2009).

Os osteoblastos liberam citoquinas em respostas a estimulacdo do ultrassom e a
expressao de transformacdo do fator de crescimento-f (TGF - B), proteina conhecida por ter
um papel no crescimento e reparacdo 0ssea e regulada pelo ultrassom (HARLE et al, 2005).
Além disto, os classicos marcadores especificos da diferenciacdo osteoblasticas, a fosfatase
alcalina e a osteocalcina sdo reguladas pela exposi¢cdo do ultrassom nas células osteoblasticas
(NARUSE et al, 2003).

Estudos confirmam que muitas cascatas sinalizadoras s@o originadas das membranas
celulares - como a BMP (bone morphogenetic protein), insulina como fator de crescimento e

as trilhas dos hormonios paratireoides, que agem elevando os niveis séricos de célcio (Ca™)
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influenciando a formag&o dssea (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007; SWARTHOUT et al,
2002; NIU; ROSEN, 2005; WAN; CAO, 2005).

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas relacionando o ultrassom e o tecido 6sseo,
principalmente na reparacdo de fraturas deste tecido, uma vez que 0 processo de reparacdo
6ssea envolve uma sequéncia de eventos bioldgicos similares aos ocorridos na embriogénese
e o crescimento esquelético (DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004).

Os beneficios do ultrassom no tecido 6sseo em crescimento S40 controversos e
questionaveis conforme os trabalhos pesquisados 0 que torna necessario o presente estudo.
Para tanto se faz necessario a seguinte pergunta: as ondas ultrassonicas alteram o
crescimento longitudinal normal do disco epifisario da tibia de camundongos em fase de

crescimento?
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ULTRASSOM

O som consiste em vibra¢Ges mecanicas num meio elastico que podem fazer vibrar a
membrana timpanica que neste caso sdo consideradas vibrag¢bes sonoras, cuja frequéncia esta
entre 20-20.000 Hz. Quando a frequéncia esta abaixo de 20 Hz, classifica-se como
infrassénica ou subsonica e acima de 20.000 Hz como ultrassénica. No campo da fisioterapia,
denomina-se ultrassom (US) as oscilacGes (ondas) cinéticas ou mecanicas produzidas por um
transdutor vibratorio que se aplica sobre a pele com fins terapéuticos, atravessando-a e

penetrando no organismo em diferentes profundidades (AGNE, 2005).

2.1.1 Aspectos Fisicos
2.1.1.1 A Natureza das Ondas Sonoras

As ondas sdo uma serie de compressoes e rarefacdes na direcdo do trajeto da onda, e
por isso sdo chamadas de ondas longitudinais. Elas podem ocorrer em soélidos, liquidos e
gases e devem-se a compressdo e a separacao regular de moléculas (LOW, 2001).

Quando as ondas de som passam através de qualquer material, sua energia é dissipada
ou atenuada. As vezes toda a energia é absorvida de uma vez; outras, a onda de som passa
quase sem perda. As moléculas de todas as matérias se encontram em movimento aleatorio
constante; a quantidade de agitacdo molecular é o que é medido como calor, sendo este
movimento oscilatorio. A medida que as moléculas se empurram, vai sendo transferida
energia de uma para outra, de modo que algumas oscilardo em altas frequéncias e com maior
amplitude por terem ganhado energia, enquanto outras ficardo com frequéncias e amplitudes
mais baixas, pois sua energia foi transferida por meio da colisdo (LOW, 2001).

Quando a vibracédo sonora ¢ aplicada a um material, essa é sobreposta aos movimentos
existentes e soma-se a eles. O resultado final é que a onda de energia sonora regular tende a
ficar aleatdria @ medida que a energia que cede para movimentos moleculares particulares é
dissipada em colisdes com outras moléculas. Desse modo, a energia sonora é constantemente

convertida em energia térmica (LOW, 2001).

2.1.1.2 Producgéo do Ultrassom Terapéutico
Sao usados transdutores piezoelétricos para obter energia de ultrassom de alta
frequéncia necessaria para a producdo de imagens e para terapia. Esses cristais - como quartzo

ou outros minerais policristalinos , como zirconato-titanato de chumbo e titanato de bario —



20

sdo adequadamente cortados, mudando o seu formato sob a influéncia de uma carga elétrica
(LOW, 2001).

A piezoeletricidade ¢ um fenbmeno natural encontrado em certos cristais, onde 0s
mesmos transformam energia mecénica em energia elétrica e seu reverso, elétrica em
mecanica. Se um cristal com qualidades piezoelétricas, natural ou sintético, for comprimido
ou deformado por meio mecanico, uma pequena carga elétrica pode resultar dentro do cristal,
de modo inverso, se uma carga elétrica for imposta ao cristal, uma vibracdo da deformacao

mecanica da estrutura molecular do cristal pode se seguir (KAHN, 2001).

110V O\ 1MHz
60 Hz 1 MHz ) ) ) Ultrassom
Corrente \

alternada

Cristalde PZT
Transdutor

Figura 01- Diagrama esquematico da conversdo da corrente doméstica para alta frequéncia, ultrassom
de alta voltagem para propostas terapéuticas.
Fonte: Adaptado de KAHN, 2001,p. 50.

O transdutor que emite a onda ultrassdnica é geralmente menor que o cabecote que 0
contém, sendo a area efetiva de emissdo ou ERA (Effective Radiating Area) um parametro
importante que determina a intensidade da onda ultrassénica (AGNE, 2005).

A intensidade de emissdo, geralmente ndo é uniforme em toda a superficie do
transdutor. Este comportamento ndo homogéneo do feixe ultrassdnico € expresso pelo
coeficiente de ndo uniformidade do feixe (Beam nom uniformity ratio — BNR), onde
teoricamente, 0 BNR ndo deveria ser superior a 4, ou seja, a intensidade de pico ndo deve
ultrapassar 4 vezes o valor ajustado. Entretanto, para transdutores bem fabricados, o valor do
BNR € de 5 ou 6 (AGNE, 2005).

2.1.1.3 Absorcdo do Feixe de Ultrassom

O grau de absorcéo e a conversao de energia dependem do coeficiente de absorcéo dos
tecidos, das interfaces que os separam além da frequéncia, dose e tempo de aplicacdo do US.
Pelas suas propriedades fisicas, os tecidos ricos em colageno sdo os que mais absorvem 0

feixe de US, ao contrario dos musculos e sangue com elevado indice de 4&gua (AGNE, 2005).
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2.1.1.4 Atenuacdo e Profundidade de Penetragéo

As ondas ultrassonicas penetram de 4 a 6 cm nos tecidos (KAHN, 2001). A medida
que o feixe de ultrassom avanca nos tecidos, vai perdendo sua intensidade. Isto se da por
diversos fatores, desde a propria absorcdo do US pelo meio até as diversas reflexdes.
Também, se produzem dispersdes e perdas de direcdo por refracdao, podendo torna-los ineficaz
como agente terapéutico (AGNE, 2005).

A atenuacdo ¢ diretamente proporcional a frequéncia do US utilizado, ocorrendo maior
perda da intensidade quanto maior for a sua frequéncia empregada - 3 MHz superficial
(AGNE, 2005).

2.1.1.5 Impedancia Acustica
E uma caracteristica do meio que é atravessado pelo US. Relaciona a velocidade que a
particula adquire no momento de sua vibracao e a pressao a que esta submetida. A impedancia

dé ideia da facilidade que um determinado meio oferece a passagem do US ( AGNE, 2005).

Absorcao

Figura 02 — Propriedades fisicas do ultrassom de acordo com a impedancia acustica dos diferentes
tecidos.
Fonte: Adaptado de AGNE, 2005, p.294.

2.1.2  Efeitos do ultrassom no organismo:

O ultrassom produz quatro efeitos basicos no organismo, que sdo as rea¢des quimicas,
respostas biologicas, respostas mecanicas e efeitos termicos (KAHN, 2001).

Quanto as reacdes quimicas, as vibra¢bes do ultrassom estimulam o tecido a aumentar
as reacGes e os produtos quimicos locais resultando em reagdes quimicas, assegurando

circulagdo dos elementos e radicais necessarios por recombinagdo (KAHN, 2001).
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No que se refere as respostas bioldgicas, a permeabilidade das membranas fica
aumentada pelo ultrassom, o que acentua a transferéncia dos fluidos e nutrientes aos tecidos,
resultando que uma maior resposta bioldgica (KAHN, 2001).

Quanto as respostas mecanicas, o ultrassom pode causar a formacgdo de bolhas ou
cavidades com dimensdes de micrometros em fluidos contendo gases. Dependendo da
amplitude de pressdo da energia, as bolhas podem ser Uteis ou perigosas. Amplitudes de baixa
pressdo resultam na formacdo de bolhas que vibram até um grau em que sdo produzidas
alteracGes reversiveis na permeabilidade das membranas celulares perto do evento
cavitacional (MORTIMER; DYSON, 1988).

As pressdes negativas no tecido durante a rarefacdo podem causar gases dissolvidos e
formar bolhas. Neste caso, quando ha producdo de pequenas bolhas de gas ao atravessar um
liquido organico, é chamado de pseudocavitacdo. Esta formacdo de bolhas pode quebrar
ligacbes moleculares entre 0 gas e o tecido — cavitacao transitéria. O colapso das bolhas libera
energia que pode também quebrar ligacGes. Radicais livres produzidos durante a quebra de
ligacdes pode levar a reacOes de oxidacdo (AGNE, 2005).

Trata-se, portanto, de um efeito destrutivo ou danoso, constituindo na lesdo celular
provocada por forga excessiva de tracdo e compressdo das ondas do US. Estas forgcas rompem
as células provocando a formagdo de mdaltiplas cavidades com danos as células circunvizinhas
provocando também micro-hemorragia. A cavitacdo é provocada pela elevada potencia ou
pelo excesso de tempo de aplicacdo sobre uma mesma regido. Também pode ser provocada
pela formacédo de ondas estacionarias que se formam quando as ondas do US colidem com a
interface entre dois tecidos de diferentes impedancias acusticas, quando produz um efeito
reflexivo de parte destas ondas que interagem com ondas incidentes. O processo de cavitagdo
é explicado também como responsavel na resposta terapéutica do ultrassom sobre as pseudo —
fibroses (AGNE, 2005).
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Figura 03 — Processo de cavitagdo formado pelas ondas ultrassonicas.
Fonte: Adaptado de AGNE, 2005, p. 294.
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No que se refere aos efeitos térmicos, quando o ultrassom percorre o tecido, uma
porcentagem dele € absorvida, e isso leva a geracdo de calor dentro daquele tecido. A
guantidade de absorcdo depende da natureza do tecido, seu grau de vascularizacdo e a
frequéncia do ultrassom. Tecidos com alto contetdo de proteina absorvem o ultrassom mais
prontamente do que aqueles com contetdo de gordura mais alto, e quanto maior a frequéncia
maior a absorcdo. Um efeito térmico biologicamente significativo pode ser obtido se a
temperatura do tecido for elevada para entre 40 e 45°C por pelo menos 5 minutos. O
aquecimento controlado pode produzir efeitos desejaveis (LEHMANN; DE LATEUR apud
KITCHEN, 2003) que incluem alivio da dor, reducéo da rigidez articular e aumento do fluxo
sanguineo (KITCHEN, 2003).

Depois de emitido, o calor é dissipado por difusdo térmica e pelo fluxo sanguineo
local, 0 que pode ser um problema ao tratar lesdes nas quais o0 suprimento sanguineo esta
restrito devido & natureza da lesdo ou natureza relativamente avascular do tecido. Outra
complicagdo pode ocorrer quando o feixe de US atinge 0 0sso ou uma protese metélica.
Devido a grande diferenca de impedancia acustica entre essas estruturas e os tecidos moles ao
redor, havera uma reflexdo de cerca de 30% da energia incidente de volta através do tecido
mole. Portanto, o aumento de calor no tecido mole sera mais alto quando esse estiver situado
na frente de um refletor. Para complicar ainda mais a questdo, também ocorre uma interacdo
denominada modo de conversdo na interface do tecido mole e o refletor (por ex., 0 0ss0),
causando aumento de calor e frequentemente dor na interface osso-tecido mole (KITCHEN,
2003).

2.2 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo é um tecido altamente vascularizado (CORMACK, 2003), sendo
considerado um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e material
extracelular calcificado, a matriz dssea. As células sdo os ostedcitos, que se situam em
cavidades ou lacunas no interior da matriz e os osteoblastos, produtores da parte organica da
matriz, assim como o0s osteoclastos, células gigantes, moveis e multinucleadas, que
reabsorvem o tecido 0sseo, participando dos processos de remodelagem dos 0ssos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Sua principal funcdo € dar forma ao corpo e servir como adesdo e sustentacdo para 0s
musculos esqueléticos, que, por sua vez, permitem a este sistema de alavancas se movimentar.
Dois dos mais importantes papéis secundarios do 0sso sdo: (1) manutencdo da concentracdo

plasmatica e tecidual de importantes ions de calcio (Ca'™) e de fosfato (PO..4) e (2) servir
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como local priméario de producdo dos elementos figurados (hemécias, células brancas e
plaquetas) do sangue circulante originados do tecido hematopoiético da medula éssea, alocada
nas cavidades do o0sso (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

2.2.1  Composicdo do Osso
2.2.1.1 Células Osteoprogenitoras (Osteogénicas)

As células osteoprogenitoras (células Osseas ativas e em repouso) sdo derivadas do
mesénquima. Na vida embrionaria e fetal, as células osteoprogenitoras sdo precursoras ativas
dos osteoblastos. Na vida adulta, a maioria destas células estd em estado de repouso, a menos
que sejam estimuladas a proliferar e a se diferenciar em osteoblastos (TELSER; YOUNG,;
BALDWIN, 2007).

Elas constituem a camada profunda do periosteo que reveste cada 0sso e também o
enddsteo que reveste a cavidade medular, canais haversianos e outros espacos de tecido mole.
Quando estimuladas, proliferam dando origem a osteoblastos, em regibes que sdo bem
vascularizadas e a condroblastos, em regido que ndo sdo vascularizadas. A auto - renovacao
destas células — fonte bipotenciais mantém o suprimento de células osteoprogenitoras para

crescimento 6sseo adicional e reparo de fraturas (CORMACK, 2003).

2.2.1.2 Osteoblastos

Sdo células especializadas, que ndo se dividem (CORMACK, 2003), no qual
sintetizam e secretam a matriz organica do 0sso, assim como calcificam diretamente a matriz
a partir da secrecdo de pequenas vesiculas (50 — 250 nm) de matriz contendo fosfatase
alcalina e outros fatores iniciais de ossificacdo (TELSER;YOUNG; BALDWIN, 2007).

Eles caracterizam superficies de crescimento e sua ultra- estrutura é tipica de células
secretoras (CORMACK, 2003).

2.2.1.3 Ostedcitos

Quando um osteoblasto se torna completamente envolto pelo tecido ésseo lamelar, é
chamado de ostedcito. Tem localizacéo ideal para participar da homeostase de Ca*™, a qual é
amplamente regulada pelo paratormdnio e pela calcitonina, além disso, 0s ostedcitos
produzem matriz 6ssea (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007). Representam o estagio final
de maturacdo da linhagem das células do tecido 6sseo (CORMACK, 2003).
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2.2.1.4 Osteoclastos

Os osteoclastos se originam dos precursores dos mondcitos circulantes. Uma vez
recrutados para um local em que 0 0sso sera reabsorvido, 10 a 20 destes mondcitos
precursores se fundem para formar uma célula gigante multinucleada. Esta célula
multinucleada forma uma aderéncia com a superficie do osso através de mediadores
especificos de integrinas, uma familia de distribuicdo abrangente entre as moléculas de adesdo
celular. A adesdo se focaliza em uma pequena area da superficie 6ssea, no qual os
osteoclastos elaboram uma margem extensa ondulada e comegam a degradar a matriz
inorganica pela secrecdo de H* e da matriz organica pela secrecio de proteases. Sua principal
funcdo é reabsorver 0sso e, como tal, eles tém papel importante no desenvolvimento 6sseo,
crescimento e remodelamento (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

2.2.1.5 Matriz 6ssea

A matriz 6ssea pode aguentar dobramentos, torgdes, compressdes e distensdes. Além
de ser dura feito rocha, devido a sais de calcio insollveis, ela é altamente resistente a forcas
tenseis, devido a uma abundancia de fibrilas colagenas. O colageno é principalmente do tipo I,
com pequenas quantidades do tipo V. Ele representa mais de 90% do conteudo orgéanico da
matriz 6ssea. Somente 25% da matriz 6ssea sdo de agua. Outros constituintes organicos da
matriz sdo glicosaminoglicanos, glicoproteinas, osteonectina e osteocalcina (uma proteina de
ligacdo a calcio). Além disso, a reabsorcdo 0ssea libera outras proteinas que tem a capacidade
de induzir a formacao 6ssea. Finalmente, quase 70% do peso liquido da matriz 6ssea séo de

mineral 6sseo, principalmente hidroxiapatita cristalina (CORMACK, 2003).

2.3 CRESCIMENTO OSSEO

Algumas das células nas superficies de crescimento de um o0sso sdo células
osteoprogenitoras. Em seu ambiente vascularizado, a progénie destas células-fonte pode
persistir como células osteoprogenitoras, ou elas podem se diferenciar em osteoblastos que
depositam uma nova camada de matriz na superficie preexistente. Durante todo o processo,
entretanto, as células osteoprogenitoras permanecem na posicdo superficial necessaria para
repetir o processo quando a necessidade surge. Referido como mecanismo de crescimento
aposicional, este processo simples estabelece o tecido 6sseo em uma camada por vez e € 0
anico modo pelo qual o tecido désseo pode crescer. Cada nova geragdo de osteoblastos
adiciona novos canaliculos, de modo que quando estas células se tornam ostedcitos, elas estdo

ligadas a superficie 6ssea acima e aos ostedcitos abaixo (CORMARK, 2003), ou seja, 0
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crescimento 6sseo ocorre apenas na regido de desenvolvimento ou remodelamento, e ndo
dentro da massa 6ssea (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

O crescimento 6sseo envolve mais do que deposicao de tecido 6sseo. Ele depende da
intima coordenacdo entre dois processos opostos. Os osteoclastos compensam a adicdo de
tecido 6sseo novo através da remocdo de uma quantidade similar de tecido 6sseo velho de
locais desnecessarios, prevenindo assim a construcdo excessiva de tecido 6sseo. O processo
gue conduz a mudanca no formato de um 0sso em crescimento como resultado da deposicédo
em certos locais e reabsorcdo em outros é descrito como remodelacdo 6ssea (CORMARK,
2003).

O osso comeca seu desenvolvimento no Utero entre o final da fase embrionéria (oitava
semana) e o inicio da fase fetal (nona semana). Entre outros aspectos, 0 mesénquima tem a
capacidade de diferenciacdo diretamente no 0sso ou na cartilagem. Os 0ssos longos do corpo
sdo os primeiros a aparecer como modelos de cartilagem dos ossos maduros que irdo
substitui-las. Assim, o crescimento 0sseo ocorre por dois mecanismos: o desenvolvimento
mesenqguimal e o desenvolvimento endocondral (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

2.3.1  Desenvolvimento endocondral do 0sso

Os ossos longos se desenvolvem pela substituicdo do molde de cartilagem — em um
processo chamado formacgdo endocondral do osso. O primeiro surgimento do 0SSO no
desenvolvimento endocondral ocorre seguindo as mudangas nos condrdcitos, no meio da
diafise do molde cartilaginoso. Estes condrocitos se tornam hipertroficos, alteram seu
programa genético para secretar grandes montantes de colageno tipo X e atrair vasos
sanguineos através da liberacdo de fatores de crescimento. Os condrécitos hipertréficos
também dirigem as células do pericondrio adjacente para se diferenciarem em células
osteoprogenitoras, as quais se distinguem posteriormente em osteoblastos, que produzem o
primeiro osso na forma de um fino colar envolvendo a regido da diafise do molde
cartilaginoso. Quando o colar de o0sso ndo-lamelar envolve a regido de condrocitos
hipertroficos completamente, os condrocitos hipertroficos entram em morte celular
programada, deixando uma pequena area invadida pelos osteoblastos, brotos de capilares e
tecido hematopoiético. A morte dos condrécitos caracteriza o inicio da mineralizagdo de sua
propria matriz, por meio da liberacdo de vesiculas de matriz contendo fosfatase alcalina e
outras proteinas. Os precursores monocitos dos osteoclastos sdo atraidos para a matriz
cartilaginosa calcificada (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).
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Em nivel microscdpico, as mudangas celulares ocorrem no local do colar 6sseo, no
qual os capilares invadem a diafise de crescimento, subdividem-se e se projetam ao longo do
eixo longitudinal do modelo de cartilagem. Os osteoblastos depositam ostedide (que séo
fibras colagenas finas e homogéneas) e, em seguida, 0 0sso ndo-lamelar alonga as espiculas
remanescentes de cartilagem calcificada. Os caminhos sdo, entdo, gerados por uma agéo
combinada de osteoclastos e capilares. Os condrdcitos direcionados & porcao epifisaria final
do modelo continuam se proliferando e hipertrofiam. A essa altura, um centro secundéario de
ossificacdo comeca no interior da epifise do modelo cartilaginoso. Alguns condrécitos na
metéafise assumem uma forma discéide achatada e se assemelham a moedas empilhadas. Estas
mudancas resultam em um disco ou uma placa cartilaginosa entre 0 0sso primario esponjoso e
0 centro secundario de ossificacdo. Tal arranjo de células € denominado disco epifisario
(TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

A placa de crescimento € o principal local de alongamento, crescimento e
remodelagem do osso até a puberdade. Este é o resultado de um processo que dura muitos
anos em que ocorre proliferacdo e hipertrofia dos condrécitos, calcificacdo e substituicdo por
0sso até que o disco epifisario seja completamente ossificado (ou fechado), o que acontece no
final da puberdade (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

2.3.2 Disco epifisario
E geralmente dividido em quatro zonas, embora os nomes delas possam diferir em
diversas fontes. Por convencdo, as zonas sdo enumeradas comecando pela mais distante da
diéfise (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007), explicadas a seguir:
1) Zona de cartilagem em repouso ou de reserva
A zona de cartilagem que se limita com o tecido dsseo da epifise esta em repouso no
sentido em que seus condrdcitos ndo estdo contribuindo ativamente para o crescimento 0sseo.
Seu principal papel é ancorar o resto do disco epifisario a epifise Ossea. Os capilares
interpostos entre ele e a epifise dssea adjacente suprem de oxigénio e nutrientes ndo somente
0 tecido dsseo na epifise, mas também todos os condrécitos no disco profundamente até a
zona de cartilagem calcificada (CORMACK, 2003).
2) Zona de cartilagem em proliferagédo
Os condrdcitos na zona de cartilagem em proliferacdo (mais apropriadamente chamada
de zona de condrdcitos proliferativos) se dividem e fornecem novos condrocitos para

substituir aqueles perdidos do lado diafisario do disco. As células em proliferacdo se dispdem



28

em colunas longitudinais caracteristicas semelhantes a pilhas de moedas e estas colunas
contém ocasionais figuras mitéticas (CORMACK, 2003).
3) Zona de cartilagem em manutencéo

Também conhecida como zona de cartilagem hipertrofica, os condrécitos em
maturacdo permanecem arrumados em colunas longitudinais, porém hipertrofiaram e estdo
preenchidos com glicogénio e lipidios acumulados. Consequentemente, eles sdo grandes e
palidamente corados. Acredita-se largamente que a enzima fosfatase alcalina que eles
produzem facilita a calcificagdo da matriz extracelular (CORMACK, 2003).

Quanto mais longe estiver a zona 3 de condrdcitos da zona 2, maior serd a taxa de
depdsito de matriz, portanto, a zona 3 é a principal responsavel pelo crescimento do disco
epifisario. Os condrocitos hipertroficos iniciam a sintese de colageno tipo X, secretam fatores
que estimulam a microvascularizacdo (crescimento capilar) e entram em morte celular
programada (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

4) Zona de cartilagem calcificada ou em calcificagdo

Também conhecida como zona de cartilagem provisoria, esta zona € assim chamada
porque sais de calcio insoluveis tornam-se depositados na matriz da cartilagem. Em cortes ao
MO, algumas lacunas aparecem vazias e frageis, e muitas das finas divisdes transversais
mostram sinais de colapso. Estudos em ME indicam que a maioria dos condrdcitos nesta zona
estdo estruturalmente intactos e viaveis. Entretanto, condrécitos apoptéticos sdo encontrados
na fileira terminal adjacente a frente de invasdo celular. Enquanto a tipica matriz cartilaginosa
contém inibidores angiogénicos. Os capilares com células osteoprogenitoras associadas
consequentemente crescem para dentro desta zona a partir da diafise, fornecendo um ambiente
vascular no qual os osteoblastos se diferenciam e depositam a matriz 6ssea sobre o arcabouco
de cartilagem calcificada remanescente (CORMACK, 2003).

A taxa de producdo de matriz pelos condrécitos (na interface entre as zonas 3 e 4) é
que leva 0 0sso a crescer em comprimento — em taxa consideravel durante a fase fetal e em
menor taxa durante a vida pos-natal (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

As caracteristicas moleculares da cartilagem e os variados genes expressos em todas as
cartilagens, mas, especialmente, no disco epifisario, sdo notaveis. Dentre as menores proteinas
que compdem a matriz cartilaginosa, podemos citar as endostatinas. Estas inibem o
crescimento, a motilidade e as proteases caracteristicas das células endoteliais (as células
epiteliais dos capilares delimitam todos os vasos sanguineos), quando vascularizam o tecido.
Acredita-se que as endostatinas da cartilagem sdo fatores principais para a manutencdo da

natureza avascular da cartilagem. Como mencionado anteriormente, 0s condrocitos
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hipertroficos secretam fatores de crescimento especificos (fator de crescimento vascular
endotelial - VEGF), que estimulam a vascularizacdo local da matriz cartilaginosa. Entretanto,
as profundas mudancas que ocorrem na zona 4 do disco epifisario — depdsito de matriz
cartilaginosa, cessacdao da sintese de endostatina e liberagdo e nova secrecao de VEGF por
condrocitos hipertroficos — levam a cartilagem a calcificar e se vascularizar nesta zona de
ossificacdo (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).

Muitos fatores especificos (moléculas que atuam como vias de sinalizacdo de
transcricdo que as regulam e varios fatores de crescimento) que sdo instrumentos que
controlam e coordenam as séries de eventos descritos ja foram elucidadas, todavia algumas
ainda estdo para serem descobertas (TELSER; YOUNG; BALDWIN, 2007).
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Figura 04— Zonas constituintes do disco epifisario, mostrando as principais caracteristicas das células
de cada camada.
Fonte: Adaptado de CORMACK, 2003, p. 154.

2.4 O ULTRASSOM E O TECIDO OSSEO

Estudos demostram que a energia ultrassonica pode interferir nos processos de
reparacao de estruturas profundas como o tecido 6sseo (POUNDER; HARRISON, 2008;
CHEUNG et al, 2010; ANGLE et al, 2010).

A aplicacdo de um campo acustico pode determinar a acdo de um campo elétrico no
nivel da membrana celular, o que leva a um afastamento da condi¢do de equilibrio
eletroquimico, com o surgimento de uma densidade de corrente ibnica para o interior da
célula (SILVA, 1977).
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Devido as propriedades bioelétricas do 0sso, a carga mecanica que nele atua por acdo
de forcas hemodindmicas age como estimulo externo, fazendo com que a matriz extracelular
Ossea se deforme induzindo campos elétricos intramoleculares. De acordo com este sinal
elétrico, 0 0sso operara mudancgas materiais de maneira adequada quanto a quantidade, tempo
e direcdes necessarias a regeneracdo, remodelando o crescimento 6sseo segundo 0 processo
de retroalimentacao negativa. Isto é, a medida que mais material vai se formando, aumentara a
resisténcia ao estimulo, como um exemplo tipico da lei de Wolff (DUARTE, 1983). A lei de
Wolff relaciona o crescimento 6sseo as tensdes e deformacdes localizadas no 0sso, isto é, a
capacidade do osso de adaptar-se as mudancas de tamanho, forma e estrutura depende das
tensOes mecanicas aplicadas. Se a tensdo diminui, ocorre a reabsor¢do do 0sso periostal e
subperiostal com a consequente diminuicdo em resisténcia e rigidez. Se 0 0sso é sujeito a altas
e consistentes tensdes mecanicas, concernentes a um indice fisiolégico normal, pode ocorrer
uma hipertrofia do osso periostal e subperiostal, com um aumento na densidade Ossea
(GUIRRO; GUIRRO, 2002).

A regeneracdo e 0 remodelamento 6sseo podem ser explicados em face dos efeitos de
transducdo de energia elastica em elétrica, associando mesmo um vetor permanente de
polarizacao elétrica na dire¢do do crescimento 0sseo (BASSET, 1971).

Em uma experiéncia que foi designada na hipotese de que o ultrassom exerce uma
influencia similar no 0sso como uma estimula¢do mecanica a nivel fisioldgico, cujo objetivo
foi de determinar se o ultrassom estimulava o crescimento do 0sso intacto, ndo fraturado em
modelos animais vivos. 18 ratas adultas da linhagem wistar foram divididas em 03 grupos: no
grupo 1 foi aplicado somente o ultrassom, programado para 200us, frequéncia de 1 MHz,
ISATA de 150 mw/cm? e intensidade de 30 mw/cm?. No grupo 2, o carregamento mecanico e
o ultrassom foram aplicados concomitantemente e no grupo 3, o carregamento mecanico foi
aplicado sozinho, em todos os grupos o experimento ocorreu na ulna esquerda. O
carregamento mecanico se deu por 40 ciclos de compressdo axial a uma magnitude que
induziu tensdes mecénicas. Ao final do experimento de 14 dias, ndo houve diferenca
estatistica significante na taxa de aposicdo mineral (MAR) entre os grupos. No entanto, 0s
resultados da pesquisa demostraram que os efeitos da estimulacdo de baixa intensidade do
ultrassom pulsatil imitam as a¢des de carregamento mecanico fisiologico quando aplicados
em 0ssos intactos. Tanto o carregamento mecanico, quanto o ultrassom foram associados ao
aumento significante de formacdo dssea in vivo. Este estudo mostra claramente que a

formacdo Ossea pode ser induzida por estimulacdo mecanica de baixa intensidade, clareando
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assim o uso do ultrassom como intervencdo terapéutica de doencas com perdas dsseas
(PERRY et al, 2008).

Em outro estudo, avaliou-se a influéncia da aplicacdo do ultrassom, em suas formas
continua e pulsada, sobre as epifises de tibias de coelhos em crescimento, visando identificar
doses que provocassem alteracbes macroscopicas e microscopicas, prejudicando o
crescimento 6sseo normal. Foram utilizados 32 coelhos com oito semanas de idade, divididos
em trés grupos, nos quais se aplicou em diferentes areas e intensidades de radiacdo; as tibias
esquerdas nos trés grupos foram usadas como controle. Fémures e tibias de todos os animais
foram radiografados dois dias antes da primeira aplicacdo e ao completarem 16 semanas,
realizando-se andlise histomorfométrica da placa de crescimento epifisario para avaliacdo dos
campos microscépios consecutivos nas regides lateral e medial. No grupo I, que recebeu
ultrassom pulsado com intensidade de 3 w/cm? por 5 minutos/dia por 10 dias, ndo houve
diferenca estatistica significante dos lados esquerdo e direito em todas as analises. Nos grupos
Il e 111, que foram aplicados ultrassom continuo com intensidade de 1w/cm? e 2w/cm? por 5 e
3 minutos respectivamente, no entanto, ocorreram alteracdes, prejudicando o crescimento
0sseo (SANTOS et al, 2005).

Na nesta linha de pesquisa, foi desenvolvido um experimento com o objetivo de se
investigar se intensidades abaixo de 30 mw/cm? provocam respostas fendticas em células da
medula Ossea de ratos. Para isso, as células foram colocadas em cultura e expostas a
intensidades de 2, 15 e 30 mW/cm? com ultrassom pulsatil por 20 minutos, sendo
acompanhadas nas fases aguda, intermediaria e tardia da diferenciacdo osteogénica. Depois de
5 dias com tratamento diario nas referidas intensidades, a fosfatase alcalina, que é um
indicador de diferenciagdo osteoblastica, aumentou em 79%, 147% e 209%, respectivamente,
indicando que as varias intensidades foram capazes de iniciar a diferenciacdo 6ssea. Enquanto
todos os tratamentos com ultrassom mostraram mineralizacdo alta, de forma interessante,
houve um aumento maior de 225% de mineralizacdo em células tratadas com 2 mW/cm?, com
intensidade de 15 e 30 mW/cm? o aumento foi de 120% e 82%, respectivamente. Este estudo
mostrou que intensidades de ultrassom abaixo do padrdo clinico tém efeito positivo na
diferenciacdo osteogénica, sugerindo que, se confirmado o aumento da mineralizacdo 6ssea in
vivo, podera ser o primeiro passo para se redefinir as intensidades usadas na clinica (ANGLE
et al, 2010).

Em concordancia com este estudo, foi realizada uma pesquisa que sugestionou que o
ultrassom de 1.5 MHz, com 30 mW/cm?, aplicados por 20 minutos em células estromais da

medula 6ssea de ratos in vitro aumentam a atividade da fosfatase alcalina e apresentam um
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importante papel na abertura da comunicagéo da fenda juncional intercelular destas referidas
células. A fosfatase alcalina (ALP) esta presente quando as células passam de pré —
osteoblasticas para osteoblasticas. Para isso, &€ bem aceito que a atividade especifica da ALP
em uma populacdo de células osteoprogenitoras aumente quando hé troca correspondente para
estagios de diferenciacdo. O nivel de ALP tem sido usado em experiéncias in vivo como
marcador de diferenciacdo osteoblastica. No referido estudo, as células foram tratadas por 07
dias e a partir dai colheu-se a ALP (SENA et al, 2010).

Em uma vasta revisao de literatura, pesquisadores afirmaram que estudos histoldgicos
sugestionam que o ultrassom pulsatil de baixa intensidade — LIPUS influencia as principais
células envolvidas na reparagdo 0ssea, incluindo osteoblastos, osteoclastos, condrocitos e a
medula dssea mesenquimal. Afirmam que ha evidencias que o LIPUS tem efeito positivo na
regeneracdo 0ssea, com aceleracdo e estimulacdo na fase da formacéo do calo 6sseo macio e
ndo durante a fase de remodelagem. Embora a energia usada pelo LIPUS seja extremamente
baixa, os efeitos em células in vivo e in vitro tem sido demostrados. Mas o0 processo biofisico
pelo qual o LIPUS estimula a regeneracdo 6ssea ainda permanece desconhecido (CLAES;
WILLIE, 2007).

O propdsito de outro estudo foi de testar se 0 comprimento do 0sso longo em
crescimento de ratos poderia ser afetado por uma aplicacdo breve e repetida de ultrassom.
Para isso foram selecionados ratos machos da raga sprague-dawley de 04 semanas de idade
que foram tratados por 20 minutos/dia com ultrassom de frequéncia de 1.5 MHz, 200 us de
pulso modulado a 1 KHz, com intensidades de 30 mw/cm? e 53 mw/cm?2. Duas experiéncias
foram executadas. No experimento 01, foram usados 03 grupos. No grupo A (n=6) foi
aplicado ultrassom; o grupo B (n=6) recebeu também tratamento com ultrassom e o grupo C
(n=4) foi o controle ndo recebeu tratamento algum. No experimento 02 o objetivo foi observar
qualquer combinacgéo de efeitos entre o ultrassom e o trauma periostenial. Todos 0s animais
do experimento 02 receberam abrasdo cirdrgica do periésteo do fémur somente na perna
tratada, antes do inicio das aplica¢fes do ultrassom com o objetivo de estimular o crescimento
6sseo, 02 grupos foram usados. O grupo A (n=6) com tratamento de ultrassom e o grupo B
(n=6) com tratamento imitado. Os resultados foram analisados através de densitometria 6ssea
e medidas 6sseas, onde 0 0Sso em crescimento se mostrou relativamente insensivel ao
ultrassom (SPADARO; ALBASENE, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Verificar as alteragfes histologicas no disco epifisario da tibia em crescimento de

camundongos em exposicao a ondas ultrassonicas com frequéncia de 1IMHz.

3.2 ESPECIFICOS
1. ldentificar as altera¢cdes na morfometria da area da cabeca da tibia versus a area do disco
epifisario.
2. Verificar o comprimento das zonas do disco epifisario, quais sejam hipertréfica mais
calcificada e a zona proliferativa.
3. ldentificar as alteracdes histoldgicas no disco epifisario decorrentes das doses de 0,1
w/cm? e 0,5 w/cm? de ondas ultrassonicas aplicadas sobre a tibia em crescimento de

camundongos.
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4 JUSTIFICATIVA E PROBLEMATIZACAO

O ultrassom é uma modalidade terapéutica amplamente utilizada na préatica
fisioterapéutica, sendo vital a compreensdo completa de seus efeitos fisicos e bioldgicos e
mecanismos de agdo nos tecidos de modo a usa-la efetivamente e, 0 mais importante, com
seguranca (KITCHEN, 2003).

Embora utilizado na area médica a mais de 70 anos muitos dos efeitos bioldgicos da
terapia ultrassonora ndo foram comprovados, nem tampouco suas contra indicagcdes. Uma
dessas contra indicagBes controversas e pouco estudadas é a sua utilizacdo nas epifises de
crescimento 6sseo, por conter o disco epifisario. Portanto muitas criangas deixam de ser
tratadas por esse recurso pela davida do fisioterapeuta em relacdo aos efeitos adversos nessa
regido. (SANTOS et al, 2005; SPADARO; ALBANESE,1998).

A formacéo e a regeneracdo 6ssea sdo resultados de inimeras interagdes bioquimicas,
biomecanicas, celulares e hormonais (BOLANDER, 1992), assim o ultrassom pode ser usado
como um estimulador mecanico responsavel por produzir reacdes bioquimicas determinando
uma resposta celular, desde que usado nos parametros adequados (DUCAN; TURNER, 1995;
HUGHES-FULFORD, 2004).

A célula dssea pode, rapidamente, identificar as caracteristicas do estimulo mecénico e
responder eletrofisicamente em modos diferentes, com maior ou menor ativagdo dos canais
ibnicos, resultando em hiperpolarizacdo ou despolarizacdo da membrana plasmatica. O que
determina a intensidade da ativacdo dos canais idnicos ndo esta claro, mas sabe-se que a
intensidade e a frequéncia do estimulo mecéanico , bem como a velocidade do fluxo do fluido,
regulam a ativacdo desses canais. Sabe-se que a hiperpolarizacdo esta associada a
osteogénese, engquanto a despolarizacao, com a reabsorcdo 6ssea (SOOTT et al, 2008).

Normalmente na pratica clinica na aplicacdo do ultrassom terapéutico, sdo empregados
dois regimes de emissdo de ultrassom, o continuo e o pulsado. O modo continuo se
caracteriza por ondas sbnicas continuas, sem modulacdo e com efeito térmico, enquanto o
modo pulsado apresenta ondas sonicas pulsadas, com modulacdo em amplitude e efeitos
térmicos minimizados (AGNE, 2005).

Neste sentido, s6 ocorrerd diferenca de temperatura entre os dois regimes de pulso
caso a energia depositada no modo continuo for maior. A alteracdo da temperatura esta
relacionada com o aumento do tempo de aplicacdo ou da intensidade utilizada. A area a ser
aplicada, determinara o tempo de aplicacao, isto é, uma area lesionada maior, implica em um

maior tempo gasto para a terapia ultrassénica (AGNE, 2005).
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Diversos autores contra indicam o uso do ultrassom absolutamente em epifises de
crescimento 6sseo (KITCHEN, 2003; KAHN, 2001; AGNE, 2005), ha autor que indica com
cautela (LOW, 2001) e existem autores que apos realizarem a sua pesquisa, verificaram que o
tecido dsseo foi insensivel ao ultrassom, ndo tendo, portanto, nenhuma contra indicacdo
(SPADARO; ALBANESE, 1998). Por fim, h& ainda autor que afirma que o ultrassom
terapéutico produz alteragdes histologicas significativas na espessura da cartilagem no lado
tratado, sugerindo uma acelera¢do no metabolismo da placa (FREZ et al, 2006).

Diante da controvérsia cientifica quanto a indicacdo ou contraindicacdo do uso das
ondas ultrassénicas nas epifises de crescimento 6sseo. Justifica-se 0 presente estudo, pois 0
mesmo podera esclarecer o comportamento do tecido 0sseo a exposigdo ultrassénica, mais
precisamente no disco epifisario, além de contribuir para a pratica da fisioterapia no sentido
de se buscar as melhores respostas fisiologicas do tecido dsseo, 0 que vem a somar no

enriquecimento da discusséo cientifica sobre o assunto.
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5 MATERIAL E METODO

5.1 CARACTERISTICA DO ESTUDO

O estudo foi experimental de natureza quali-quantitativa e randomizado. A pesquisa
foi submetida a comissdo de ética em pesquisa de animais da Universidade Federal do Amapéa
(UNIFAP), sendo aprovado através do certificado n°. 454515/2011 (Anexo 1), conforme
normas o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), em concordancia com a
Lei Federal n° 6.638, de 08 de maio de 1979, que estabelece normas praticas didatico-
cientifica de conduta de pesquisa experimental em animais (ZIMMERMANN, 1983).

Teve aporte financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico — CNPQ, aprovado através da chamada universal n°. 14/2011 (Anexo 2).

52  POPULACAO E AMOSTRA

A pesquisa foi realizada com 16 camundongos albinos da linhagem Swiss Webster
(SW), em fase de crescimento, com idade de aproximadamente 03 semanas, machos, com
peso entre 10-15g, provenientes do Biotério do Laboratorio Central de Saude Publica do
Estado do Amapa — LACEN. Os animais foram mantidos em condi¢bes ambientais
controladas (22°C + 0,5°C; Umidade Relativa de 40-60%). Sendo mantidos com comida e

agua ad libitum, com ciclos de luz alternados de 12 em 12 horas.

5.3 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no laboratério de toxicologia do curso de ciéncias farmacéuticas
da Universidade Federal do Amapa - UNIFAP e no laboratério de patologia cirtrgica do
departamento de estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo -
USP.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Como critério de exclusdo, foram eliminados da pesquisa animais que tivessem mais
de 03 semanas de vida, uma vez que a taxa de crescimento do camundongo ocorre por um
periodo de 39 dias que vai desde o desmame (21 dias) até a maturidade sexual (60 dias)
(CARVALHO et al, 2009).

As fémeas também foram excluidas, pois as células das placas de crescimento sofrem

fortemente influencia em seu metabolismo de fatores hormonais (DECHIARA et al, 2000).
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5.5 APARATO EXPERIMENTAL
5.5.1 Preparacdo das gaiolas

Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno (steel house) identificadas
segundo cada grupo de pesquisa com dimensdes padronizadas de 20 x 20 x 30 cm com fundo
recoberto com palha de arroz e tela aramada.

5.5.2 Equipamento de ultrassom

Os grupos receberam tratamento veiculado com o ultrassom terapéutico, modelo
Sonacel expert da marca Bioset - Industria de Tecnologia Eletronica Ltda. Pardmetros fisicos
utilizados foram: frequéncia de 01 MHz, cabecote reduzido especialmente desenvolvido para
experimento animal com area de irradiacdo efetiva (ERA) de 0,8 cm2, modo de corrente
continuo; intensidade variando de 0,1 a 2 w/cm?; durante um minuto e meio, em movimento

circular, conforme quadro 01.

Quadro 01 — Pardmetros fisicos do equipamento utilizado.

Frequéncia ERA Modo de aplicacao Intensidade
1 MHz 0,8 cm? Continuo 0,1 a2 w/cm?

Este equipamento atende os requisitos da norma de seguranca para equipamentos
eletromédicos IEC 601 (norma geral) e IEC 601-2-5 (norma particular para equipamentos de
ultrassom).

O transdutor foi acoplado através de gel condutor diretamente com uma pequena
pressdo disposta na face lateral do joelho direito do animal, permanecendo nessa posi¢ao
durante toda a sessdo de aplicacdo do ultrassom conforme técnica adaptada de Barreto (2009).

Foi escolhida a articulacdo do joelho por ela ser a regido responsavel pela maior
porcentagem de crescimento dos membros inferiores (OGDEN, 1990) e as placas de
crescimento foram utilizadas as tibia, devido ao facil acesso (PACHECO, 2003) e pelo fato de

ser mais regular e de facil medig&o.

5.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 02 grupos de 08 animais, no qual 0s
mesmos ndo sofreram nenhum tipo de lesdo dssea. Os procedimentos ocorreram em uma

aplicacdo/dia, totalizando ao final, dez aplicacdes sem interrupcdo. O membro elegivel foi o
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direito, ficando o membro esquerdo como controle. Foram propostos dois grupos de
tratamento designados Dose 01 e Dose 02 e um grupo Controle, com 0s seguintes parametros:
- Dose 01 (Grupo D1): frequéncia = 1MHz; intensidade = 0,1 w/cm?; continuo e tempo = 1,5
minutos.
- Dose 02 (Grupo D2): frequéncia = 1 MHz, intensidade = 0,5 w/cm2, continuo e tempo = 1,5
minutos.

- Controle (Grupo C): ndo recebera tratamento algum (conduta expectante).

Estes parametros foram definidos a partir de um ensaio clinico com 20 animais
(apéndice A), e em concordancia com a sugestao deixada pela pesquisa de Santos et al (2005)
que concluiu que estudos adicionais deveriam ser realizados utilizando ultrassom continuo em

epifises de crescimento 6sseo em doses menores que 1w/cm?.

Quadro 02 — Pardmetros utilizados nos grupos experimentais.

GRUPOS FREQUENCIA | INTENSIDADE MODO DE TEMPO DE
APLICACAO | APLICACAO
D1 1 MHz 0,1 w/cm?2 Continuo 1,5 minutos
D2 1 MHz 0,5 w/cm? Continuo 1,5 minutos
C - - - -

5.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao término de cada experimento os animais foram sacrificados em cdmara de CO,, As
carcacas foram descartadas juntamente com os residuos biolégicos do laboratério de
toxicologia e foram recolhidos por uma empresa especializada, a fim de que fosse realizada a

incineracdo dos mesmos.

5.8 ANALISE HISTOLOGICA

Apos a eutanasia dos animais, ocorreu a bidpsia 6ssea da tibia direita e esquerda dos
animais. Os membros inferiores direito dos grupos D1 e D2, juntamente com 0 membro
esquerdo do grupo controle foram amputados e dissecados.

As pecas obtidas foram identificadas (numero do animal e grupo), fixadas em
paraformol 10% e enviadas para o laboratorio de patologia cirdrgica do departamento de
estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo - USP para

processamento e analise histoldgica, segundo protocolo de Histologia da USP.
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O material foi descalcificado em solucdo contendo &cido etileno-diamino-tetracético -
EDTA a 5%, este processo durou 03 dias. Apds a descalcificacdo, o material foi seccionado
no plano coronal e processado para inclusdo em parafina. A seguir, foram introduzidas em
processador histolégico automatico (Leica 1010, Alemanha) em cadeia crescente de banhos
de etanol 70% até o etanol absoluto. Foi realizado entdo banho com etanol/xilol 50%, dois
banhos em xilol e, por fim, imersdo em parafina com ponto de fusdo em 60°C,
confeccionando-se os blocos de tecido. Trés cortes de 3um foram obtidos em micrétomo e as
laminas foram coradas automaticamente em hematoxilina e eosina por intermédio de maquina
de coloracdo (Sakura Finetek, USA Inc.), sendo entdo analisadas em microscopia de luz
convencional, os outros dois cortes foram submetidos a coloragdes especiais descritas a
sequir.

A técnica de alcian blue teve por objetivo determinar variacbes da matriz
cartilaginosa. Os blocos foram desparafinizados em banhos sucessivos de xilol e hidratados
em banhos sucessivos de &lcool decrescentes e agua, apos a hidratacdo as laminas foram
mergulhadas em alcian blue 1% acético, depois lavadas em agua corrente, sendo finalmente
desidratadas e montadas em resina.

Ja 0 método de von kossa teve por objetivo identificar possiveis focos de calcificagao
fora da placa epifisaria. Os blocos foram desparafinados em banhos sucessivos de xilol e
hidratados em banhos sucessivos de &lcool decrescentes e agua, apds a hidratacao, as laminas
foram mergulhadas em nitrato de prata 5% e reveladas com revelador fotografico. Em seguida
lavadas em agua destiladas e em tiossulfato de sédio 5% para entdo serem desidratadas e
montadas em resina, obtendo-se no final deste processo sais de calcio de cor negra.

Depois de realizadas as devidas técnicas de coloragdo, procedeu-se com a mensuragao
histologica realizada através do sistema de analise digital de imagem, que consiste em um
microcomputador infoway ST 4255 com placa digitalizadora que contem o software
especializado Lasv 4.1, em plataforma Windows, conectado a uma camara Leica DFC 295
acoplada ao microscépico 6tico Leica DM 2500, lentes objetivas plan-acromaticas.

Com o aumento de 5x, mediu-se a area total da cabeca da tibia e da area total do disco
epifisario, para identificacdo de possiveis alteracfes da espessura do disco epifisario por
calculo de area expressas em micrémetros. Com o aumento de 10x, foram tiradas 03 medidas
de trés areas diferentes e de forma linear expressas em micrémetros das zonas proliferativa e
hipertrofica. Ndo foram medidas as espessuras separadamente das zonas hipertrofica e a
calcificada, pois as coloracdes utilizadas nas laminas, impunham dificuldade em separar com

precisdo estas duas zonas, conforme relatou Pacheco (2003). Ideia esta ratificada por diversos
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autores que dividem a placa de crescimento em somente trés zonas segundo a sua morfologia
e suas caracteristicas funcionais, que sdo a zona de repouso, a proliferativa e a hipertrofica
(BASHEY et al,1991; BYERS et al, 1997; WEISE et al, 2001; ABAD et al, 2002 apud
PACHECO,2003). Ndo se mediram de forma separada as zonas de repouso e de ossificacao,
pois ndo estas zonas sdo o foco desta pesquisa. Desta maneira, a medida da espessura das
zonas se deu em relacdo a zona proliferativa e a hipertrofica, pelo seu grau de importancia no
crescimento 0sseo.

A anélise morfométrica foi realizada foi uma patologista experiente, que recebia as
laminas sem o grupo ou o nimero do animal. Nas mesmas foram colocados cddigos
correspondentes aos grupos e o numero de cada animal no grupo para que as analises

descritivas da epifise de crescimento fossem cegas.

5.9 HIPOTESES

Hipotese nula: As ondas ultrassénicas ndo tem efeito sobre a epifise dssea em relagédo
a espessura da placa de crescimento.

Hipdtese 1: As ondas ultrassdnicas afetam a epifise dssea em relacdo a espessura da
placa de crescimento, diminuindo o crescimento 0sseo.

Hipotese 2: As ondas ultrassonicas afetam a epifise 6ssea em relagdo a espessura da

placa de crescimento, aumentando o crescimento 0sseo.

510  ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi utilizado teste de Friedman com correcéo de Bonferroni.

Foi previamente fixado o nivel de significancia a = 0.05 para rejeigdo da hipdtese
nula. Os testes de hipdtese foram realizados sob o suporte computacional do software R
versdo 2.15.2 R Core Team (2012).

5.11 AVALIACAO DO RISCO X BENEFICIO DA PESQUISA:
Conforme o Artigo 11l dos Principios Eticos de Experimentacdo Animal do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) que diz:

“Procedimentos que envolvam animais, devem prever e se desenvolver considerando sua
relevancia para a saude humana e animal, a aquisi¢do de conhecimentos ou bem estar da

sociedade”.
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Podemos delinear alguns aspectos especificos em relacdo aos riscos e beneficios do
experimento em questdo, levando em conta suas contrapartidas para 0s pesquisadores, para 0s
animais envolvidos na pesquisa e para a ciéncia como um todo.

Os animais configuram elemento de fundamental importancia no experimento, e por
isso teve-se consciéncia que o animal é dotado de sensibilidade, de memoria e que sofre sem
poder escapar a dor.

Os possiveis riscos associados aos animais envolvidos no experimento foram o0s
seguintes:

- Dor ou angustia intensa ou crénica durante a exposicdo do ultrassom nas epifises de
crescimento da tibia;

- Os animais poderiam morrer em consequéncia do sofrimento.

- Edemas ou queimaduras no membro tratado.

O pesquisador também possuiu risco associado aos procedimentos da pesquisa, entre
eles:

- Ocorréncia de mordedura dos animais, causando processos infecciosos ou doencas
transmissiveis, como € o caso da raiva;
- Lesdo epitelial durante a manipulacéo dos instrumentos cirdrgicos;

Os beneficios para a ciéncia foram consequentes aos resultados gerados pela pesquisa,
sendo eles:

- Padronizacdo de normas de disseccdo animal em vigor, respaldando o trabalho e o
pesquisador;

- Respostas para o problema da pesquisa;

- Base cientifica para futuros estudos em humanos;

Para o pesquisador os beneficios da pesquisa foram de natureza técnica:

- Qualificacdo téecnica nos procedimentos experimentais com o uso de equipamentos elétricos
e tecido 6sseo;

- Estimulo a producao cientifica;

- Aprimoramento e atualizacdo técnica.

E preciso tomar providéncias para que haja o controle dos riscos inerentes a pesquisa,
ou mesmo prevencdo destes. Para tanto, os animais foram tratados com equipamento
adequado. Além disso, os animais vieram provenientes de uma instituicdo idénea, a fim de
assegurar sua integridade de salde, proporcionando maior seguranga ao pesquisador, pois se
trata de um biotério com normas rigidas de padrdo internacional no trato com os animais de

pesquisa.
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As medidas adotadas durante a realizacdo dos procedimentos concorreram para a

seguranca dos procedimentos e garantias do sucesso da pesquisa.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise morfométrica
Todas as analises foram realizadas utilizando o software estatistico R versdo 2.15.2 R
Core Team (2012). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, através do site URL
http://www.R-project.org.

6.1.1. Area do 0sso

A Figura 5 apresenta o grafico de caixas para a rea do 0sso segundo os grupos (C, D1
e D2) e segundo os blocos de medidas (medida 1, medida 2 e medida 3). A partir da Figura 5
é possivel observar que as medidas feitas para o grupo D2 apresentaram maior variacdo
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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Figura 5 — Gréfico de caixas para area do 0sso segundo o0 grupo e a medida.

Em complemento a Figura 5 é apresentada a Tabela 1 com os valores de media,

mediana e desvio padréo (DP) para cada combinacdo de grupo e medida.
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Tabela 1 — Valores de mediana, média e desvio padréo (DP) para area do 0sso segundo o0 grupo e
0s blocos de medida.

Grupo C Grupo D1 Grupo D2

Medida Mediana Média DP | Mediana Média DP | Mediana Média

DP

1 2220335 2193834 305681 | 2026463 2020551 189085 | 2070495 2057984 469601
2 2277382 2188487 359411 ( 2095888 2078595 193968 | 2095467 2126176 559048
3 2193265 2136261 388497 | 2037028 2008808 241937 [ 2030079 2039119 541304

Para testar se ha diferenca significativa entre os grupos com relacéo a area do 0sso foi
aplicado o teste de Friedman para blocos com replicacfes (medidas repetidas). Este teste é
equivalente ao teste de Kruskal-Wallis quando ndo ha medidas repetidas. O valor p
apresentado pelo teste foi igual a 0,036, dando evidéncias de que h& diferenca significativa, ao
nivel de 5%, entre 0s grupos.

Para identificar entre quais grupos houve diferenca significativa, o teste de Friedman
foi aplicado comparando os grupos 2 a 2 e utilizado a correcdo de Bonferroni para multiplas
comparagOes. Os valores p dos testes sdo apresentados na Tabela 2. Observou-se diferenca

significativa, ao nivel de 5%, apenas entre o grupo C e grupo D1 (valor p = 0,017).

Tabela 2 — Resultados do teste de Friedman para blocos com replicacGes comparando 0s grupos
2 a osegundo a area do 0sso. Valores p corrigidos pelo método de Bonferroni para comparacgdes
maltiplas.

Analise feita retirando da amostra os pontos discrepantes.

Comparacédo Valor p
Grupo C vs Grupo D1 0,017
Grupo C vs Grupo D2 0,615
Grupo D1 vs Grupo D2 1,000

A Figura 6 apresenta o grafico de dispersdo entre as diferentes medidas da area do
0ss0 (medida 1, medida 2 e medida 3) duas a duas. Observou-se forte correlacdo entre as

medidas (correlacdo de Spearman > 0.78).
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Figura 6 — Grafico de caixas dispersdo entre as diferentes medidas da area do osso 2 a 2.
Correlacéo = coeficiente de correlacdo de Spearman.

6.1.2. Area do disco

A Figura 7 apresenta o grafico de caixas para a area do disco segundo os grupos (C,
D1 e D2) e segundo os blocos de medidas (medida 1, medida 2 e medida 3). Observa-se que
0s grupos D1 e D2 apresentaram valores maiores de mediana. Além disso, 0 grupo D1

apresenta menor variagao.
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Figura 7 — Grafico de caixas para area do disco segundo o grupo e a medida.

Em complemento, a Tabela 3 mostra os valores de média, mediana e desvio padréo

para area do disco.
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Tabela 3 — Valores de mediana, média e desvio padréo (DP) para area do disco segundo

0 grupo e os blocos de medida.

Grupo C

Grupo D1

Grupo D2

Medida Mediana Média DP | Mediana Média DP

Mediana Média DP

1 812173 822244 250379 866536 880945 142930
2 761080 723046 225547 | 789637 830961 204178
3 752489 779003 306030 | 801553 839413 163866

984413 931587 133748
912502 919468 284836
880567 869676 246885

Para testar se ha diferenca significativa entre os grupos com relagdo a area do disco foi

aplicado o teste de Friedman para blocos com replicagbes (medidas repetidas). O valor p

apresentado pelo teste foi igual a 0,047 dando evidéncias de que ha diferenca estatisticamente

significativa, ao nivel de 5%, entre os grupos. Para identificar entre quais grupos houve

diferenca significativa, o teste de Friedman foi aplicado comparando os grupos 2 a 2 e

utilizado a correcdo de Bonferroni para maltiplas comparacdes. Os valores p dos testes sdo

apresentados na Tabela 4. Observou-se diferenca significativa, ao nivel de 5%, apenas entre o

grupo C e grupo D2 (valor p = 0,049).

Tabela 4 — Resultados do teste de Friedman para blocos com replicagées comparando 0s
grupos 2 a 2 segundo a area do disco. Valores p corrigidos pelo método de Bonferroni

para comparacdes multiplas.

Comparacéo Valor p
Grupo C vs Grupo D1 0,688
Grupo C vs Grupo D2 0,049

Grupo D1 vs Grupo D2 0,825

A Figura 8 apresenta o grafico de dispersdo entre as diferentes medidas da area do

disco (medida 1, medida 2 e medida 3) duas a duas. Observa-se forte correlagcdo entre as

medidas 1 e 2 e as medidas 2 e 3 (correlagdo de Spearman > 0.7 ) e uma correlacdo moderada

entre as medidas 1 e 3 (correlagdo de Spearman =~ 0.4).
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Figura 8 — Grafico de caixas dispersdo entre as diferentes medidas da &rea do disco 2 a 2.
Correlacéo = coeficiente de correlacio de Spearman.

6.1.3 Razdo entre a area do disco e a area do 0sso

A Figura 9 apresenta o grafico de caixas para razdo entre a area do disco e area do
0ss0 segundo os grupos (C, D1 e D2) e segundo os blocos de medidas (medida 1, medida 2 e
medida 3). Nota-se a presenca de alguns pontos discrepantes nas medidas feitas no grupo D2.
O animal 2 do grupo D2 apresentou nas 3 medidas razdo entre a area do disco e area do 0sso

superior a 60%.
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Em complemento, a Tabela 5 mostra os valores de média, mediana e desvio padrdo

entre a area do disco e a area do 0sso.

Tabela 5 — Valores de mediana, média e desvio padrédo (DP) para a razao entre a area do disco e
area do 0ss0 segundo o0 grupo e os blocos de medida.

Grupo C Grupo D1 Grupo D2
Medida Mediana Média DP Mediana Média DP Mediana Média DP
1 40.7 39.2 8.1 435 438 7.5 44.3 470 118
2 35.0 349 8.9 37.0 399 8.2 395 440 119
3 37.0 376 8.4 40.2 418 6.1 39.8 440 133

Para testar se ha diferenca significativa entre os grupos com relacdo a razdo entre a
area do disco e a area do osso foi aplicado o teste de Friedman para blocos com replicacfes
(medidas repetidas). O valor p apresentado pelo teste foi igual a 0,007 dando evidéncias de
que h& diferenca estatisticamente significativa, ao nivel de 5%, entre os grupos. Para
identificar entre quais grupos houve diferenca significativa, o teste de Friedman foi aplicado
comparando os grupos 2 a 2 e utilizado a correcdo de Bonferroni para multiplas comparacdes.
Os valores p dos testes s@o apresentados na Tabela 6. Observou-se diferenca significativa, ao
nivel de 5%, apenas entre o grupo C e grupo D2 (valor p = 0,016). Resultado analogo foi
obtido quando repetido a andlise, mas removendo da amostra os pontos discrepantes

observados na Figura 9.

Tabela 6 — Resultados do teste de Friedman para blocos com replicagées comparando 0s
grupos 2 a 2 segundo a razdo entre a area do disco e a area do 0sso. Valores p corrigidos
pelo método de Bonferroni para comparag6es maltiplas.

Comparacéao Valor p
Grupo C vs Grupo D1 0.085
Grupo C vs Grupo D2 0.016
Grupo D1 vs Grupo D2 1.000

A Figura 10 apresenta o grafico de dispersdo entre as diferentes medidas da razdo
entre a area do disco e a area do osso (medida 1, medida 2 e medida 3) duas a duas.
Observou-se correlagdo moderada entre as medidas 1 e 2 e as medidas 2 e 3 (correlagdo de

Spearman ~ 0.46 ) e uma fraca correlagdo entre as medidas 1 e 3 (correlagdo de Spearman ~

0.17).
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Correlagéo = 0.455 (valor p = 0.010)
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Figura 10 — Gréfico de caixas de dispersao entre as diferentes medidas da razéo entre a area do
disco e &rea do 0sso 2 a 2. Correlagédo = coeficiente de correlacdo de Spearman.

6.1.4. Zona hipertrofica

A Figura 11 apresenta os graficos de caixa e a Tabela 7 os valores de mediana, média

e desvio padrdo para os valores da zona hipertréfica mensuradas por grupo e por bloco de

medidas. Nota-se uma menor variagao para o grupo D1 comparados aos grupos C e D2. Além

disso, os valores de mediana do grupo D1 sdo superiores as medianas observadas nos outros

grupos.
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Figura 11 — Grafico de caixas para a zona hipertréfica segundo o grupo e a medida.
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Tabela 7- Valores de mediana, média e desvio padrdo (DP) para a zona hipertréfica segundo o
grupo e os blocos de medida.

Grupo C Grupo D1 Grupo D2
Medida Mediana Média DP Mediana Média DP Mediana Média DP
1 148.1 157.1 66.4 170.0 168.5 32.6 155.5 1729 61.1
2 187.4 1933 715 244.6 2441 29.2 198.9 2219 822
3 181.0 1994 78.1 223.0 220.6 33.1 203.9 223.8 68.2

A Figura 12 mostra os graficos de dispersdo da zona hipertrofica para as medidas 2 a
2. Observa-se uma moderada correlagdo entre as medidas (coeficiente de Spearman entre =
0,4 ¢=0,6).
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Figura 12 — Gréfico de caixas de dispersao entre as diferentes medidas zona hipertréfica 2 a 2.
Correlacao = coeficiente de correlagdo de Spearman.

6.1.5. Zona Proliferativa

A Figura 13 apresenta os graficos de caixa e a Tabela 8 os valores de mediana, média
e desvio padréo para os valores de zona proliferativa, mensuradas por grupo e por bloco de
medidas. Observa-se que as segundas medidas (medida 2) realizadas para o grupo D1
apresentaram variacdo muito menor (ver os desvios padrdo na Tabela 8) comparados as

demais combinacdes de grupos e medidas.
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Figura 13 — Gréfico de caixas para a zona proliferativa segundo o grupo e a medida.

Tabela 8 — Valores de mediana, média e desvio padréo (DP) para a zona proliferativa segundo o
grupo e os blocos de medida.

Grupo C Grupo D1 Grupo D2
Medida Mediana Média DP Mediana Média DP Mediana Média DP
1 164.6 168.0 55.5 193.4 184.2 31.8 186.8 177.7 627
2 148.0 1556 37.1 215.3 211.1 9.9 179.4 176.3 35.7
3 166.9 1619 51.2 227.0 212.7 51.2 197.8 1919 385

A Figura 14 mostra os graficos de dispersdo da zona proliferativa para as medidas 2 a

2. Observa-se uma moderada correlacdo entre as medidas (coeficiente de Spearman entre =
0,34 ¢~ 0,56).
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6.2 Analise Interferencial

Para a comparagdo dos 3 grupos simultaneamente foi aplicado o teste de Friedman
para blocos com repeticGes (medidas repetidas). Os resultados dos testes para cada uma das 5
caracteristicas estudas sdo apresentados na Tabela 9. Apenas as mensuracdes das zonas

hipertréficas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (valor p > 0.05).

Tabela 9 — Resultado do teste de Friedman para blocos com repeticbes. Comparagdo dos 3
grupos (C, D1 e D2), simultaneamente.

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

* Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Para as caracteristicas que apresentaram diferencga significativa entre 0s grupos no
teste apresentados na Tabela 9 foi aplicado o teste de Friedman novamente, agora
comparando os grupos 2 a 2. Os resultados dos testes comparando 0s grupos 2 a 2 sdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultado do teste de Friedman para bloco com repeti¢des (valor p). Comparacéo
dos grupos 2 a 2. Valores p corrigidos pelo método de Bonferroni para multiplas comparacdes.

Zona
Comparacdo Areaosso ~ Area disco Razdo  Prolif.
Grupo C vs Grupo D1 0.017 * 0.688 0.085 <0.001 *
Grupo C vs Grupo D2 0.615 0.049 * 0.016 * 0.214
Grupo D1 vs Grupo D2 1.000 0.825 1.000 0.180

* Diferenca significativa ao nivel de 5%.
Razéo = Area do disco / Area do 0sso0.

Resumo dos resultados:

1. Area do osso: houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%, apenas entre 0s
grupos C e D1 (os valores médios do grupo C foram superiores aos valores médios do
grupo D1 — ver Tabela 2);

2. Area do disco: houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%, apenas entre
0s grupos C e D2 (os valores médios do grupo C foram inferiores aos valores médios
do grupo D2 — ver Tabela 4);
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3. Area do disco / Area do 0sso: houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%,
apenas entre 0s grupos C e D2 (os valores médios do grupo C foram inferiores aos

valores médios do grupo D2 — ver Tabela 6);
4. Zona hipertréfica: ndo houve diferenca significativa, ao nivel de 5%, entre os grupos;

5. Zona proliferativa: houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%, apenas
entre os grupos C e D1 (os valores médios do grupo C foram inferiores aos valores
médios do grupo D1 — ver Tabela 10).

6.3 Andlise morfoldgica

Foi realizada a andlise morfoldgica descritiva das laminas por uma patologista de
forma cega, que realizou a leitura de todas as laminas do experimento, considerando as
técnicas de coloracdo histoldgica de hematoxilina-eosina, von kossa e alcian blue.

Os cortes histoldgicos revelaram fragmentos de ossos em formacdo compativeis com
tibia e fémur, as amostras do grupo controle revelaram disco epifisario cartilaginoso dividido
em zonas, quais sejam, de repouso, proliferativa, hipertrofica, calcificada e zona de
ossificacdo. A zona de repouso exibia condrécitos espalhados, formando uma camada faixa
estreita e desordenada. A zona proliferativa apresentava grupos isdgenos, isto €, condrocitos
emparelhados e agrupados em colunas, dispostos paralelamente ao longo do eixo axial do
0sso em formacdo com o classico aspecto de “moedas em pilha” dentro da matriz
cartilaginosa. Condrocitos aumentados de volume, com condensagdo de elementos
citiplasmaticos e inicio de perda de nucleo celular eram visualizados longitudinalmente
formando a zona hipertréfica, associada a grande perda de matriz extracelular , logo abaixo
podia-se identificar uma faixa estreita de células em apoptose com extenso deposito mineral, a
zona calcificada. Na subsequente zona de ossificagdo observou-se material ostedide
associadao a trabéculas 6sseas , com matriz cartilaginosa cartilaginosa mineralizada basofilica
(azulada) na parte central.

No grupo D1, a zona de repouso apresentava aspectos de maior organizagédo celular, a
zona de proliferagdo apresentava grupos isdgenos de aspecto achatado com maior deposicao
de matriz extracelular , foi observada uma discreta basofilia dos ndcleos na zona hipertréfica e
ndo havendo porém aparente aumento na deposicao de calcio.

No grupo D2, a caracteristica mais marcante foi a 0 aumento aparente da zona

proliferativa em algumas laminas examinadas em relacdo a zona hipertrofica e a
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desroganizacdo desta Ultima que se apresentava em boa parte dos cortes examinados como

uma faixa irregular .

N&o foi identificada nenhuma das caracteristicas anatomopatolégicas pré-definidas

descritas no quadro abaixo :

Quadro 3 - Caracteristiscas anatomopatolégicas procuradas no Grupo D1

Caracteristicas procuradas Presente Ausente
Condrdcitos hipertréficos fora da zona hipertréfica X
Presenca de necrose X
Irregularidades na zona proliferativa X
Lacunas na zona proliferativa X
Focos de calcificacdo fora da zona calcificada X
Quadro 4 - Caracteristiscas anatomopatolégicas procuradas no Grupo D2

Caracteristicas procuradas Presente Ausente
Condracitos hipertroficos fora da zona hipertréfica X
Presenca de necrose X
Irregularidades na zona proliferativa X
Lacunas na zona proliferativa X
Focos de calcificagdo fora da zona calcificada X




Grupos Controle e Tratados: Aumento 5x

Figura 15 - Fotos ilustrativas demonstrando a cabega da tibia e o disco epifisario nas coloracbes
Hematoxilina-Eosina,Von Kossa e Alcian Blue dos grupos controle (a),dose 1 (b) e dose 2 (c),
respectivamente. Aumento:5x.




Grupo Controle e Tratados: Aumento 10x

Figura 16 - Fotos ilustrativas demonstrando as zonas do disco epifisario nas colora¢gdes Hemotoxilina-
Eosina,Von Kossa e Alcian Blue dos grupos controle (a),dose 1 (b) e dose 2 (c), respectivamente.
Aumento:10x.




Grupos Controle e Tratados: aumento 40x

Figura 17 - Fotos ilustrativas demostrando a zona proliferativa (A) e a zona hipertropica (B) do disco
epifisario dos grupos controle (a),dose 1 (b) e dose 2 (b), nas colora¢des Hemotoxilina-Eosina, Alcian
Blue e Von Kossa, respectivamente. Aumento:40x.
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Zonas do disco epifisario

Figura 18 - Fotos ilustrativas demostrando a zona hipertropica (A), a zona calcificada (B) e a zona de
ossificacdo (C) do disco epifisario em Hemotoxilina-eosina e em Von Kossa. Aumento:40Xx.

Figura 19 - Fotos ilustrativa demostrando a zona de repouso (A) e a zona proliferativa (B) do disco
epifisario em Hemotoxilina-eosina e em Alcian Blue. Aumento:40x.
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7 DISCUSSAO

Duvidas clinicas sobre o possivel efeito danoso que o ultrassom continuo pode causar
a placa de crescimento 0sseo e estudos controversos encontrados na literatura, tais como 0s
relatados na pesquisa de Fréz e colaboradores (2006) que concluiram que o ultrassom
continuo de 1 w/cm? produz alteracdes histolégicas significativas na espessura da cartilagem
no lado tratado, sugerindo uma aceleragdo no metabolismo da placa, estudo este que
contrapde com os resultados encontrados na pesquisa de Barreto e col. (2011) que também
utilizou vérias intensidades de ultrassom continuo na placa de crescimento 0sseo entre as
quais a intensidade 1 w/cm? e ao final, concluiram que o ultrassom n&o produziu nenhum
efeito na cartilagem de crescimento.Somados a importante fungédo que a placa de crescimento
0sseo exerce no crescimento global e no alinhamento dos o0ssos longos foram os principais
motivos para a realizacdo deste trabalho.

Nesta pesquisa somente 0 modo continuo que clinicamente pode trazer grandes efeitos
terapéuticos, incluindo o alivio da dor, reducdo da rigidez articular e aumento do aporte
sanguineo, foi avaliado em funcdo de sua contraindicacdo clinica absoluta feita por diversos
autores (KITCHEN, 2003; KAHN, 2001; AGNE, 2005), que procuram evitar um dos efeitos
indesejaveis mais temidos pelo uso do ultrassom continuo que sdo as manifestacdes
provocadas pela cavitacdo transitoria caracterizada pela formacdo de bolhas que entram em
colapso violento entre si liberando energia que pode romper até ligagdes moleculares,
produzindo radicais livres, que causam alteracBes quimicas e lesam o tecido adjacente. Fato
este observado com menos frequéncia em pesquisas realizadas com ultrassom pulsatil em
epifises de crescimento 6sseo, que sugerem efeitos positivos (FREZ et al, 2006) ou ainda
nenhum efeito do ultrassom sobre a placa de crescimento e nem sobre a densidade mineral
0ssea (SPADARO; ALBANESE, 2011). Histologicamente, os efeitos da cavitacdo ndo foram
observados nos grupos tratados (D1 e D2) desta pesquisa.

A area do 0sso, 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 (0,1w/cm? quando comparada ao controle, o que sugere que as ondas
ultrassbnicas possivelmente estariam influenciando a atividade do disco epifisario e
consequentemente no tamanho do osso, fato este ndo visualizado na comparacgdo realizada
entre o tamanho do disco no grupo D1 comparado ao controle, este resultado pode ser

atribuido ao efeito direto do ultrassom no tecido 6sseo, uma vez que o campo acustico
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produzido pelo ultrassom altera as propriedades bioelétricas do osso remodelando o seu
crescimento.

O disco epifisario apresenta-se maior, com significancia estatistica, do que o controle,
bem como a proporcdo disco/area do 0sso no grupo do parametro maximo (0,5w/cm?)
evidenciando-se assim o efeito das ondas ultrassénicas sob a morfologia do disco epifisario
aumentando seu comprimento. Estes resultados concordam com as observacgdes feitas por
Barreto e col. (2011) que sugeriram que 0s grupos tratados com intensidades de 0,5 e 1,0
W/cm?, poderiam ter uma tendéncia de estimulo ao crescimento do 0sso.

Santos e col. (2005) ao avaliarem a influencia do ultrassom, modo continuo e pulsado
sobre as epifises de tibias de coelhos em crescimento, nas potencias de 1w/cm?, 2w/cm? e 3
w/cm?, concluiram que as alteragdes encontradas nos grupos tratados com ultrassom continuo
exibiram uma relacdo dose-dependente, isso €, quanto maior a dose, maiores as alteracdes
encontradas. Estes resultados coincidem com a avaliagdo clinica observada nesta pesquisa em
gue, na medida, que aumentamos a dose do ultrassom observamos edemas, vermelhidéo,
claudicacdo e até queimadura no lado tradado (apéndice A), porém esta relacdo de
dependéncia de dose nédo foi o alvo deste estudo. Histologicamente, as alteracdes encontradas
no grupo D2 com maior intensidade, sugerem que o ultrassom ao aumentar a espessura do
disco epifisario, poderia estar retardando o fechamento precoce da placa.

Os resultados descritos acima levam a crer que doses terapéuticas menores produzem
melhores resultados, ideia esta reforcada pela pesquisa de Perry e col. (2008) que
demonstraram que os efeitos da estimulacdo de baixa intensidade do ultrassom pulsatil foram
associados ao aumento significante de formacao dssea in vivo, mostrando claramente que a
formacdo Gssea pode ser induzida por estimulacdo mecénica de baixa intensidade.

Considerando-se separadamente as zonas constitutivas do disco epifisario verifica-se a
interferéncia patente do ultrassom na zona proliferativa, que € caracterizada pela proliferagéo,
divisdo e multiplicacdo de novos condrocitos que se agrupam nos grupos isdgenos. Esta zona
apresentou-se maior no grupo D1, o de menor parametro (0,1w/cm?) do que o controle,
provavelmente porque os condrdcitos estdo com ciclo celular mais ativo e o aporte energético
oferecido pelo ultrassom leva ao aumento de ATP acelerando o metabolismo celular, o que
também ocorre na zona hipertréfica, porém como esta ja entrou em processo de degeneracado
para posterior morte, tal efeito ndo é tdo evidente em termos de aumento da area desta zona.
No grupo D2, de maior pardmetro (0,5w/cm? n&o foi observado nenhuma alteracdo na
espessura da camada proliferativa, possivelmente porque a interferéncia do ultrassom nesta

zona pode estar relacionada uma aceleracdo do metabolismo celular provido pelo aporte
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energético de baixa intensidade o que ndo ocorreria ao se aumentar & fluéncia. Ideia esta
reforcada pela pesquisa de Angle e col. (2010) que ao expor células da medula Gssea a
intensidades baixas de ultrassom pulsatil nas fases aguda, intermediaria e tardia da
diferenciacdo osteogénica concluiram que intensidades baixas de ultrassom, incluindo
intensidades abaixo do padrdo clinico utilizado tém efeito positivo na diferenciacdo
osteogénica.

Sabe-se que a taxa de crescimento 0sseo pode ser resumida como o resultado de dois
processos que ocorrem na placa de crescimento: proliferacdo e hipertrofia dos condrécitos.
Ressaltando que a proliferagdo celular, a producéo de matriz e a hipertrofia dos condrdcitos
sdo os trés fatores que mais sdo associados as atividades das placas de crescimento dsseo.
(FELISBINO; CARVALHO,1990 apud PACHECO, p.25). Portanto, 0 aumento da espessura
da zona de proliferacdo, pode estar indicando aumento do metabolismo na placa com provavel
proliferacéo celular.

A zona hipertréfica que nesta pesquisa compreendeu por questdes metodoldgicas a
zona hipertréfica e calcificada representa a area em que os condrdcitos estdo hipertrofiados,
cheios de glicogénio e lipidios, produzindo grande quantidade de colageno tipo X, em um
dado momento os condrécitos hipertroficos entram em morte celular programada,
caracterizando o inicio da mineralizacdo de sua propria matriz, por meio da liberagdo de
vesiculas de matriz contendo fosfatase alcalina e outras proteinas. O tamanho desta zona nédo
diferiu entre os grupos controle, D1 e D2 mantendo-se as alteracbes de fato para a zona
proliferativa, evidenciando-se maior susceptibilidade as ondas ultrassdnicas dos condrocitos
proliferativos do que células ja hipertroficas.

Levando em consideracdo que a zona hipertréfica € a principal responsavel pelo
crescimento do disco epifisario e que a taxa de producdo de matriz pelos condrocitos nas
zonas hipertréfica e calcificada é que leva 0 0sso a crescer em comprimento e que 0S
condrocitos hipertroficos secretam fatores de crescimento especificos como fator de
crescimento vascular endotelial - VEGF, sugerimos mais pesquisas precisam ser realizadas
visando elucidar que de forma o ultrassom influencia biologicamente nestes fatores de

crescimento 0sseo.
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8 CONCLUSAO

Com a pesquisa concluimos que a area total da cabeca do o0sso foi maior no grupo
controle do que nos grupos tratados, sendo um indicativo que o tecido 6sseo € influenciado
pelas ondas ultrassdnicas. Do mesmo modo, o disco epifisario, em que foi observado que o
grupo de maior parametro teve a area total do disco maior do que os demais.

Observamos que a zona hipertréfica ndo teve influencia das ondas ultrassonicas,
porém a zona proliferativa foi sensivel a esta terapia, principalmente na menor dose,
sugerindo que as ondas ultrassénicas influenciam a proliferacdo de condrdcitos em doses mais
brandas.

No grupo D1, a Unica caracteristica histoldégica marcante foi a aparente organizacao da
zona de repouso em relacdo ao controle. No grupo D2, foi observado um aparente aumento da
zona proliferativa em relacdo a hipertréfica, ndo havendo outra caracteristica histoldgica
importante a relatar. Nao foram encontradas nenhuma alteracdo anatomopatoldgica nos
grupos controle e tratados.

As diferencas estatisticamente encontradas estdo proximas ao valor de significancia
estatistica (5%) utilizado na pesquisa, podendo o fato ser atribuido ao valor quantitativo da
amostra empregada. Portanto sugere o estudo a realizagcdo futura com valores maiores da
amostra, a fim de alcancar niveis de significancia estatistica mais representativa como aponta
0s resultados em tela.

No estudo foi verificada a acdo do ultrassom positiva na cartilagem, tecido em
formag&o, ndo podendo precisar qual nivel de intensidade da aplica¢do do ultrassom se tornou

mais significativo estatisticamente.
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Apéndice A
Apo0s a aprovacdo na qualificacdo, foi iniciado o 1° teste piloto com o grupo D1, ou

seja, o de menor intensidade, no qual 10 camundongos, machos, com 21 dias de nascidos
foram inicialmente pesados, identificados e se iniciou a administragdo de tetraciclina via oral
conforme técnica adaptada por Jorgetti' (2007) que preconiza a administracdo de tetraciclina
via oral na dose de 0,02 mg/g/dia, em dois periodos de trés dias, separados por um intervalo
de tempo de 10 dias, durante o qual a droga foi descontinuada. No primeiro momento, a droga
foi administrada trés dias antes da 1° aplicacéo do ultrassom.

Os experimentos se iniciaram e as observaces clinicas foram devidamente anotadas e
descritas abaixo.

Tabela A.1: Descricdo clinica observada no grupo 01 referente ao teste piloto.

Experimento | Numero Densidade de | Tempo | Alteracdes clinicas

de Potencia identificadas
animais

1° dia 10 0,1 w/cm? 5min. | Um animal morreu durante a
Modo continuo administracdo da tetraciclina.

2° dia 09 0,1 w/cm® 5min. | Sem alteragdo clinica visivel.
Modo continuo

3° dia 09 0,1 w/cm® 5min. | Sem alteracéo clinica visivel.
Modo continuo

4° dia 09 0,1 w/cm?® 5min. | Foi observado estresse nos
Modo continuo animais durante a manipulacdo,

provavelmente pelo tempo de
tratamento.

5° dia 09 0,1 w/cm? 5 min. | Observado estresse dos animais
Modo continuo durante o experimento.

6° dia 09 0,1 v_v/cm2 5 min. | Observado estresse dos animais
Modo continuo durante o experimento.

7° dia 09 0,1 w/cm? 5 min. | Observado estresse dos animais
Modo continuo durante o experimento

8° dia 09 0,1 w/cm? 5 min. | Observado estresse dos animais
Modo continuo durante o experimento.

9° dia 08 0,1 w/cm? 5min. | Um animal foi encontrado
Modo continuo morto

10° dia 08 0,1 w/cm?® 5 min. | Observado estresse dos animais

Modo continuo durante o experimento.
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Apos a término da 10° sessdo, o segundo momento da técnica de Jorgetti (2007) foi
iniciado, no qual a droga foi administrada trés dias posterior a Ultima aplicacdo do ultrassom,
em seguida foi realizada a eutanasia dos animais que foram enviados para a USP para analise
histolégica.

A descalcificagdo ocorreu conforme previsto, no entanto ao levar as laminas ao
microscopio de fluorescéncia para se verificar a distancia entre as duas faixas fluorescentes,
conforme preconizou Junqueira e Carneiro (1999). Observou-se que durante a
descalcificacdo, a tetraciclina ndo ficou impregnada, ndo sendo possivel verificar a taxa de
crescimento aposicional, para a realizacdo deste teste seria necessario que as laminas fossem
obtidas pela técnica de desgaste do tecido dsseo, que se da através do polimento com lixa.
Sendo que o fragmento 0sseo é colado com balsamo do Canada sobre uma superficie de
madeira plana e ¢é lixado com uma lixa de granulometria grossa primeiro e depois € lixado
com um lixa mais fina (Timm, 2005)%, o que é inviavel devido o tamanho de cada amostra ser
pequeno. Este teste foi alterado, no qual retiramos a aplicacdo da tetraciclina na pesquisa e
somente mantivemos a morfometria 6ssea, porém incluimos a técnica histologica de Van
Kossa e Alcian Blue. Este teste ndo foi levado em consideracdo, pela mudanca de técnica
histologica.

O 2° teste piloto foi realizado com o grupo D2, ou seja, 0 de maior intensidade, no
qual 10 camundongos, machos, com 21 dias de nascidos foram pesados e identificados, foi
realizada a 1° sessdo do tratamento com os parametros de intensidade maxima do ultrassom,
que é de 2 mw/cm? na face medial do membro direito por 5 minutos.

As observacdes clinicas encontradas neste 2° teste foram descritas, abaixo:

Tabela A.2: Descrigdo clinica observada no grupo 02 referente ao teste piloto.

Experimento | Numero Densidade de | Tempo | Alteragdes clinicas

de Potencia identificadas
animais
1° dia 10 2 w/cm? 5 min. | Apos a 1° sessdo, foi verificado que o
Modo continuo primeiro animal tratado morreu e o

segundo animal tratado apresentou
edema e vermelhiddo do membro
tradado imediatamente apés a 1°
aplicacdo de ultrassom, sendo que
ambos 0s animais aparentavam sinais
de sofrimento, provavelmente pela
intensidade da dose aplicada, estes
animais foram excluidos do trabalho.
Os demais animais apresentaram-se
agitados durante o tratamento.

Os pesquisadores obtaram pela
reducdo do tempo para 2 minutos, uma
vez que foi observado desde o 1° teste
piloto, o estresse dos animais pela




exposicao de tempo ao tratamento.

2° dia

08

2 wicm?
Modo continuo

2 min.

Antes do inicio da 2° sessdo foi
observado que dois  animais
apresentavam queimadura no membro
tratado, ndo sendo aplicados a 2°
sessdo, estes animais também foram
excluidos da pesquisa. Assim, 0s
pesquisadores obtaram por reduzir
ainda mais o tempo aplicado para 1,5
minutos. Durante a aplicacdo da 2°
sessdo, observou-se que o0s trés ultimos
animais  tratados apresentavam-se
agitados e com sinas de sofrimento,
por isso a intensidade também foi
alterada para 1.5 w/cm? ja que o
cabecote do ultrassom é reduzido, bem
como sua &rea efetiva de radiacdo —
ERA, o que faz com que as ondas
ultrassbnicas fiquem concentradas na
ERA e haja uma elevacdo de
temperatura local, o que resulta na
morte dos animais, bem como a
deformacdo dos membros tratados,
uma vez que as estruturas que 0S
animais possuem ndo suportam tal
elevacdo térmica.

3° dia

05

1,5 w/cm®
Modo continuo

15
min.

Antes da 3° sessdo, observou-se que
mais um  animal  apresentava
queimadura, sendo excluido da
pesquisa. A intensidade foi alterada
para 1,0 w/cm? e o tempo de 1,5
minuto foi mantido. No entanto,
durante a 3 © sessdo observou-se que 0s
animais  apresentavam  sinais  de
sofrimento e por este motivo, a
intensidade foi alterada mais uma vez
para 0,5 w/cm?. A partir deste sess&o
houve padronizagdo dos pardmetros
para a pesquisa.

4° dia

05

0,5 w/icm?®
Modo continuo

15
min.

N&o foi observado nem sinal clinico
importante. Os animais durante o
experimento se encontram tranquilos
durante a aplicacdo do experimento.

5° dia

05

0,5 w/cm?
Modo continuo

15
min.

Nédo foi observado nem sinal clinico
importante.

6° dia

05

0,5 w/icm?®
Modo continuo

15
min.

Néo foi observado nem sinal clinico
importante.

7° dia

05

0,5 w/cm?
Modo continuo

15
min.

Néo foi observado nem sinal clinico
importante.

8° dia

05

0,5 w/icm?
Modo continuo

15
min.

Nédo foi observado nem sinal clinico
importante.

9° dia

05

0,5 w/icm®
Modo continuo

15
min.

Néo foi observado nem sinal clinico
importante.

10° dia

05

0,5 w/cm?
Modo continuo

15
min.

Nado foi observado nem sinal clinico
importante.
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Como houve diversas alteraces nos pardmetros de tempo e intensidade, o teste piloto

deste grupo nao foi levado em consideracéo.

1 . JORGETTLV. Bidpsia 6ssea e analise histomorfométrica. Fleury medicina e

saude,2007.<http://www.fleury.com.br/Medicos/SaudeEmDia/ManualDoencas/pages/bi%C3
%B3psia%C3%B3sseaean%C3%Allisehistomorfom%C3%A9trica.aspx> ACesso em
10/08/11.
2 -TIMM, L.L. Técnicas rotineiras de preparacao e analise de laminas histolégicas.
Centro Universitario La Salle. Caderno La Salle XI: Canoas,v.2,n°1,231-239,2005.



http://www.fleury.com.br/Medicos/SaudeEmDia/ManualDoencas/pages/bi%C3%B3psia%C3%B3sseaean%C3%A1lisehistomorfom%C3%A9trica.aspx
http://www.fleury.com.br/Medicos/SaudeEmDia/ManualDoencas/pages/bi%C3%B3psia%C3%B3sseaean%C3%A1lisehistomorfom%C3%A9trica.aspx
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Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo no. FR-454515/2011 — CEP sobre “ALTERACOES
HISTOLOGICAS PROVOCADAS PELAS ONDAS ULTRASSONICAS CONTINUAS
DE 1MHz NO DISCO EPIFISARIO EM FEMUR DE CAMUNDONGOS”, sob a
responsabilidade de José Wagner Cavalcante Muniz, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Humana, adotados pelo Comité Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), em reunido realizada em 16/02/2012.

Data para apresentacao do relatério no CEP-UNIFAP: 15/02/2013

CERTIFICATE

We certify that the protocol number FR-454515/2011 — CEP about “ALTERAGCOES
HISTOLOGICAS PROVOCADAS PELAS ONDAS ULTRASSONICAS CONTINUAS
DE 1MHz NO DISCO EPIFISARIO EM FEMUR DE CAMUNDONGOS”, José
Wagner Cavalcante Muniz is in agreement with the Ethical Principles in Human
Research adapted by National Ethical Committee (CONEP) and was approved by the
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) — Ethical Committee for Research (CEP) in
16/02/2012.

. -

Macapa, 16 de fevereiro de 2012

Prof. Msc. Alexandre Souto Santiago
Coordenador - CEP-UNIFAP
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Carimcn s Tomoigoe 1418720736473825

TERMO DE CONCESSAO E ACEITACAO
DE APOIO FINANCEIRO A PROJETO

CONCEDENTE

Nome: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
CNPJ/MF: 33.654.831/0001-36

BENEFICIARIO

Nome: José Wagner Cavalcante Muniz
CPE/MF: 301.291.173-15

1. FINALIDADE
Concesséo de auxilio financeiro a projeto de natureza cientifica, tecnolégica ou de inovagéo.
1.1. TIiTULO DO PROJETO

ALTERACOES HISTOLOGICAS PROVOCADAS PELAS ONDAS ULTRASSONICAS CONTINUAS
DE 1 MHz NO DISCO EPIFISARIO EM FEMUR DE CAMUNDONGO.

1.2. IDENTIFICAGAO DO PROCESSO

NUmero do processo: 471885/2011-8
Edital/Chamada: Universal 14/2011 - Faixa A - até R$20.000,00

2. VALOR GLOBAL DA CONCESSAO
AUXILIO FINANCEIRO

Custeio: R$ 2.976,00

Capital: R$ 10.000,00

Valor Global: R$ 12.976,00

2.1. Os recursos serdo liberados pelo CNPg em funcdo de suas disponibilidades financeiras e
orcamentarias.

2.2. As despesas decorrentes da execugéo do objeto do presente Termo, em exercicio futuro, por
parte do CNPq, correrdo a conta de suas dota¢gBes orcamentarias do respectivo exercicio,
sendo objeto de apostila, a indicacdo dos créditos e empenhos para sua cobertura em
exercicio subsequente.
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2.3. O pagamento das bolsas de longa duragdo sera efetuado diretamente ao bolsista, mediante
depdsito em conta-corrente aberta junto ao Banco do Brasil, conforme instru¢des do CNPq, ou na
modalidade cartdo, quando for o caso.

2.4. O pagamento de bolsas de curta duragio sera efetuado pelo BENEFICIARIO do auxilio,
coordenador do projeto, que devera prestar contas de acordo com as normas do CNPq e manter
copias dos recibos dos pagamentos efetuados, segundo modelo disponivel na pagina do CNPg na
Internet.

2.5. A vigéncia das bolsas ndo podera ultrapassar a vigéncia do presente instrumento.

3. INSTITUICAO DE VINCULO FUNCIONAL/EMPREGATICIO

N ome: *kkkkkkk
CN PJ *kkkkkkk

4. INSTITUICAO DE EXECUCAO DO PROJETO

Nome: Universidade Federal do Amapa
CNPJ: 34868257000181

5. DECLARACAO:

Ao enviar este documento ao CNPg, o BENEFICIARIO DECLARA FORMALMENTE:

a) conhecer o Protocolo de Cooperacdo Técnica firmado entre a instituicdo indicada como executora
deste projeto e 0 CNPq e as Condicdes Gerais que regem o presente Termo;

b) saber que os documentos referidos na alinea 'a’ séo parte integrante do presente Termo, e que
foram publicados no Diéario Oficial e reproduzidos na pagina do CNPq na Internet;

c) subscrever e concordar integralmente com os referidos Termos;

d) conhecer e cumprir as normas do CNPq, ora em validade, sobre a modalidade de auxilio que lhe é
concedida e que também séo consideradas parte integrante deste documento; saber que a eventual
mudanca dessas normas nao afeta, altera ou incide sobre o presente Termo, exceto quando proposta
pelo CNPq e formalmente aceita pelo BENEFICIARIO.

e) possuir anuéncia formal da INSTITUICAO de execucéo do projeto, seja sob a forma de vinculo
empregaticio ou funcional ou, na auséncia deste, sob a forma de declaracdo de autoridade
institucional competente, segundo modelo disponivel na pagina do CNPg na Internet, para a
utilizacéo de sua infra-estrutura e facilidades pertinentes para a execu¢éo do projeto;

f) dispor das autorizagdes legais cabiveis de instituicdes como Instituto Brasileiro de Meio Ambiente -
IBAMA, Fundag&o do Nacional do indio - FUNAI, Comité de Etica na Pesquisa - CEP, Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, das Comissdes de Etica em pesquisa com animais,
Comissédo Nacional de Energia Nuclear - CNEN e outras, no caso em que a hatureza do projeto as
exigir;

g) no caso de o projeto incluir a concessao de bolsas:

indicard bolsista com titulacé@o e nivel correspondentes ao da bolsa concedida, pelo tempo estipulado,
por meio do formulario pertinente e que respondera integralmente pela adequagéo e correcdo desta
indicacdo; comunicard ao CNPq, por meio do formulario pertinente, a substituicdo do bolsista nos
casos em que isso seja previsto e permitido; mantera sob sua custédia, documento assinado pelo
bolsista, segundo modelo disponivel na pagina do CNPq na internet, declarando conhecer as regras
da bolsa que recebera e comprometendo-se a acata-las integralmente.



77

h) que mantera sob sua guarda, os documentos comprobatérios referidos no item 2.4 e nas alineas
"e", "f" e "g.3" deste item, até 5 (cinco) anos apds a aprovagao final das contas do CNPq pelo Tribunal
de Contas da Uniéo;

i) que conferiu as informagBes constantes de seu curriculo Lattes e as declara corretas e atualizadas;

j) que tem ciéncia de que esta declaracdo € feita sob pena da incidéncia nos artigos 297-299 do
Cdédigo Penal Brasileiro sobre a falsificagdo de documento publico e falsidade ideoldgica,
respectivamente, disponivel na pagina do CNPq, na Internet.

6. LEGISLACAO APLICAVEL

Sujeita-se o BENEFICIARIO as normas do CNPg, as condi¢des contidas na Instrucdo Normativa n°
01, de 15 de janeiro de 1997, da Secretaria do Tesouro Nacional, na Portaria Interministerial
MF/MP/CGU n° 127, de 29 de maio de 2008, nas Leis n° 8.666/93 e n° 10.973/04, nos Decretos n°
93.872/86 e n° 5.563/05 e na Lei n.° 8.112/90, de 11 de dezembro de 1990, no que couber, bem
como nos demais instrumentos legais pertinentes.

7. DA VIGENCIA e ALTERACOES

7.1. O presente Termo tera vigéncia pelo prazo maximo constante no Edital/Chamada
correspondente.

7.2. O aceite deste Termo deve ser devidamente enviado ao CNPg. O prazo para utilizacdo dos
recursos para custeio/capital e/ou bolsas comeca a vigorar a partir da data da publicacao, pelo CNPq,
no Diario Oficial da Unido, do presente Termo de Concesséo e Aceitacdo, pelo periodo de 24(vinte e
guatro) meses.

7.3. Este instrumento podera ser alterado, por meio de termos aditivos, com as devidas e aceitas
justificativas apresentadas no prazo minimo de 30 (trinta) dias antes da data que se pretenda o
implemento das alteracdes, exceto o aditamento com o intuito de alterar sua finalidade, sendo nulo de
pleno direito qualquer ato nesse sentido.

8. DA NOTIFICACAO E PUBLICACAO

8.1. O CNPq notificar4d o BENEFICIARIO, por via eletrénica, a aprovacéo de seu projeto.

8.2. Por razbes orcamentarias, o BENEFICIARIO tera o prazo estipulado na notificacdo eletronica
para retornar ao CNPq o presente Termo de Concessédo e Aceitaco.

8.3. O ndo cumprimento do prazo definido, exceto quando plenamente justificavel a critério da
Diretoria do CNPq, implica irrecorrivelmente no cancelamento da concesséo. Ndo séo justificativas
aceitaveis: enderecos errados na Plataforma Lattes; n&oabertura do e-mail institucional;
esquecimento; viagens e problemas com o computador ou na transmissao em tempo habil.

8.4. A publicagdo do extrato deste Termo no Diario Oficial da Unido sera providenciada pelo CNPq,
até o quinto dia util do més seguinte ao de sua assinatura, devendo ocorrer no prazo de 20 (vinte)
dias daquela data.

9. ACEITE

Ao envia-lo ao CNPqg, o BENEFICIARIO declara que leu e aceitou integralmente os termos deste
documento. Termo de aceitagédo registrado eletronicamente por meio da internet junto ao CNPg, pelo
agente receptor 10.0.0.228(srv211.cnpqg.br) , mediante uso de senha pessoal do Beneficiario em
09/01/2012, originario do numero IP 189.82.0.42(189.82.0.42) e numero de controle
2418950724189507:436481213-3040561202.

Para visualizar este documento novamente ou o PDF assinado digitalmente, acesse:
http://efomento.cnpg.br/efomento/termo?
numeroAcesso=1418720736473825.



http://efomento.cnpq.br/efomento/termo
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Anexo 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCS

Macapa-AP, 04 de Julho 2011.

Ao Dr. Fernando Medeiros
Presidente do Laboratério Central do Estado do Amapa /LACEN

Assunto: Solicitacéo de parceria para pesquisa experimental em animais.

Senhor Presidente,

Como docente vinculado ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP venho solicitar a VVossa Senhoria parceria deste
laboratorio, no sentido da disponibilizacdo de 39 camundongos albino swiss com 04 semanas
em fase de crescimento para a realizacdo de pesquisa experimental da mestranda Daniela

Pinheiro da Silva, Matricula CS 6112001, conforme projeto de pesquisa anexo.

Atenciosamente,

<% /’/ﬁf%
Prof. Dr. José Wagner Cavalcante Muniz
Orientador
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Anexo 4

_ UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCS

Macapéa-AP, 04 de Julho 2011.

A Profa. Dra. Jocivania Oliveira da Silva
Coordenadora do Laboratorio de Toxicologia

Assunto: Solicitacdo de parceria para pesquisa experimental em animais.

Senhora Coordenadora,

Como docente vinculado ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Amapéa - UNIFAP venho solicitar a VVossa Senhoria parceria, no
sentido da disponibilizacdo do espago do referido laboratério para armazenagem de 30
camundongos albino swiss com 04 semanas em fase de crescimento para a realizacdo de

pesquisa experimental da mestranda Daniela Pinheiro da Silva, Matricula CS 6112001,

conforme projeto de pesquisa anexo.

Atenciosamente,

o *

Prof. Dr. José Wagner Cavalcante Muniz
Orientador
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Anexo 5

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCS

Macapa-AP, 04 de Julho 2011.

A Profa. Dra. Suzana Cantanhede Orsini Machado De Souza.
Departamento de estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo

Paulo - FO/USP
AV Prof Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitaria. CEP 05508-000. Sao Paulo.

Assunto: Solicitacéo de parceria para pesquisa experimental em animais.

Senhora Coordenadora,

Como docente vinculado ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP venho solicitar a VVossa Senhoria parceria para
processamento e andlise histolégica do material da pesquisa da mestranda Daniela Pinheiro
da Silva que ficara sob responsabilidade da doutoranda Ana Rita P. Barcessat, conforme

projeto de pesquisa anexo.

Atenciosamente,

4

Prof. Dr. José Wagner Cavalcante Muniz
Orientador
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Anexo 6

ﬂCNPq

il Machoard i Do WTiabi T

[ B A
RECIBO DE ENVIO DE FORMULARIOS ELETRONICOS
Numero do protocolo 5134831672465559
Solicitante José Wagner Cavalcante Muniz
CPF/CGC 30129117315
Formulario Formulario de Propostas Web (1.0.0)
Edital / Chamada Universal 14/2011 - Faixa A - até R$20.000,00

O sistema de recepcdo de formularios eletrénicos do CNPqQ registra que em
02/08/2011, as 20:15:18 horas, o formuléario identificado acima foi recebido e
reconhecido no CNPq, recebendo o niumero de protocolo 5134831672465559

Acompanhe o andamento de sua solicitagdo no site do CNPq (http://www.cnpq.br)

em PLATAFORMA CARLOS CHAGAS'.

PIBrBrPKDREzalAZnwTr



Anexo 7

UNIVERSIDADE BE SAQ PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
Programa de Pés-Graduacioe em Odontologia
Patologia Bucal

DECLARACAO

Declaro para fins de gualficagdo do projeto intitulado: Alteragées
histoldgicas provocadas pelas ondas ultrassdnicas continuas de 1
Mhz no disco epifisaric em fémur de camundonge. do Programa de
Pos-Graduacac de Ciéncias da Saulde da Universidade Federal do
Amapd, de autoria da mestranda DANIELA PINHEIRG DA SILVA,
orientada pelo Prof. Dr. José Wagner Cavalcante Muniz. gue o©
processamento @ andlise histologica das pecas sera realizade no
Laboratdrio de Patologia Cirdrgica da Disciplina de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontclogia da Universidade de Sao Paulo, sob

responsabilidade da doutoranda Ana Rita Pinheiro Barcessat.

Sa0 Paulo, 09 de setembro de 2011.

Prléfeili_'. Dré.“Sﬁzré'l'na C.0.M. de Sousa
Disciplina de Patologia Bucal
Responsavel

Av. Profl.lineu Prestes. 2227 — Cidade Universitaria ~ Butantii — S80 Paalo — SP - Brasil - 03508-
G300 Tel: (171130917894 — Fax (1 1330917912 - Internet: hup//www. fo.usp.br — c-mail:
putobucal o usp by '
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