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AVALIACAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DO REPARO
OSSEO EM TIBIAS OSTEOTOMIZADAS DE RATOS (RATTUS
NOVERGICUS ALBINUS) FRENTE A AUSENCIA DE CARGA E

TRATAMENTO COM ULTRASSOM.

RESUMO: A resposta do metabolismo ésseo estd diretamente relacionada a
fatores hormonais e ao estimulo mecénico que 0 0sso estd exposto. A energia
ultrassbnica na cicatrizacdo do reparo dsseo tém se mostrado de fundamental
importancia para o estimulo e melhora na qualidade do tecido neoformado durante o
processo de cicatrizacdo dssea. O objetivo deste estudo foi analisar a acdo do ultrassom
de baixa intensidade no reparo 6sseo de tibias osteotomizadas de ratos submetidos a
suspensdo pela cauda, por meio das andlises histoldgica e histomorfométrica. Dezoito
Rattus novergicus albinus, Wistar adultos foram divididos em trés grupos, (G1, G2 e
G3), dispostos da seguinte maneira: G1 (n=6), que permaneceram livres por um periodo
de 15 dias; G2 (n=5), suspenso pela cauda por um periodo de 15 dias e G3 (n=7),
suspensos pela cauda por um periodo de 36 dias. Todos os animais foram submetidos a
cirurgia para confec¢do do defeito dsseo experimental na regido medial da diafise, em
ambas as tibias. A tibia direita foi tratada com ultrassom pulsado (frequéncia de 1,5
MHz, ciclo 1:4, 30mW/cm2), por 12 sessdes de 20 minutos, e 0 membro contralateral
foi o controle. As amostras das tibias foram submetidas a analise histoldgica, as cegas,
com microscopia de luz comum e a analise histomorfométrica, pelo software especifico
Image-pro 6.1. As médias percentuais de neoformacéo 6ssea foram submetidas a analise
de variancia em parcela subdividida e teste de comparac¢do maltipla “Student-Newman-
Keuls” (SNK), com nivel de significAncia de 5%. Os valores das médias e desvios
padrdo, da porcentagem de 0sso neoformado para 0s grupos, demonstraram uma menor
quantidade no reparo dsseo do G1t(13,62 + 4,88) - Glc (8,68 * 4,16) quando
comparado aos grupos G2t (27,17 + 11,36) - G2c¢ (10,10 + 7,90) e G3t (23,19 + 5,61) -
G3c (15,74 + 7,08). No entanto, os valores das médias e desvios padrdo da porcentagem
de osso neoformado do reparo nas tibias tratadas dos G2 e G3 foram significantemente
maiores quando comparados ao reparo das tibias do grupo controle. Pelo exposto,
conclui-se que o ultrassom contribuiu para acelerar o reparo 6sseo, tanto na presenca
como na auséncia de carga.

Palavras - chave: Regeneracdo Ossea, simulacdo de auséncia de peso, ultrassom de
baixa intensidade.



HISTOLOGIC AND HISTOMORPHOMETRIC BONE HEALING IN
OSTEOTOMIZED TIBIA OF RATS (RATTUS NORVEGICUS ALBINUS)
GIVEN THE LACK OF LOADING AND TREATMENT ULTRASOUND

ABSTRACT: The response of bone metabolism is directly related to
hormonal factors and mechanical stimulation to the bone is exposed. The
ultrasonic energy on the healing of bone repair have been shown to be of
fundamental importance to promoting and improving the quality of newly formed
tissue during the bone healing process. The objective of this study was to
analyze the action of low-intensity ultrasound on bone healing of tibial
osteotomy in rats subjected to tail suspension, by means of histological and
histomorphometric analysis. Eighteen Rattus novergicus Albinus, Wistar rats
were divided into three groups (G1, G2 and G3), arranged as follows: G1 (n =
6), who remained free for a period of 15 days, G2 (n = 5), suspended by the tail
for a period of 15 days and G3 (n = 7), suspended by the tail for a period of 36
days. All animals underwent surgery to make the experimental bone defect on
the medial aspect of the diaphysis in both tibias. The right tibia was treated with
pulsed ultrasound (frequency of 1,5 MHz, duty cycle 1:4, 30mW/cm2), for 12
sessions of 20 minutes, and the contralateral limb was the control. Samples of
tibia were subjected to histological analysis, blindly, with common light
microscopy and histomorphometric analysis by specific software Image-Pro 6.1.
The average percentage of new bone formation were subjected to analysis of
variance in a split plot test and multiple comparison Student-Newman-Keuls
(SNK), with a significance level of 5%. The mean values and standard
deviations of the percentage of newly formed bone for the groups showed a
smaller amount in the healing of G1T (13,62 + 4,88) - G1C (8,68 + 4,16) in
comparison with the G2T (27,17 + 11,36) - G2C (10,10 £ 7,90) and G3t (23,19 +
5,61) - G3C (15,74 + 7,08). However, the mean values and standard deviations
of the percentage of newly formed bone repair in tibia treated in G2 and G3
were significantly higher when compared to repair the tibia of the control group.
For these reasons, it is concluded that ultrasound has helped to accelerate
bone repair in both the presence and absence of cargo.

Keywords: Bone regeneration, Low-intensity ultrasound, Simulation of
weightlessness.
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1 INTRODUCAO

Enfermidades restritivas de movimentos, traumas medulares e o
envelhecimento sdo exemplos de patologias que frequentemente restringem o
ser humano ao leito ou a diminuigdo dos estimulos mecéanicos

A compreensdo das forgas que agem sobre o sistema esquelético, bem
como o conhecimento de novas técnicas que proporcionem a qualidade, a
integridade e a reparacao deste sistema vem sendo exaustivamente estudada,
entretanto, ainda permanecem com dados a serem elucidados (DOBLARE;
GARCIA; GOMEZ, 2004).

Diniz e colaboradores (2005), afirmam que é comum o atendimento de
pessoas e animais portadores de fraturas ndo consolidadas ou com atraso na
consolidagdo, devido aos inumeros fatores que podem alterar o estado do
metabolismo 0sseo e consequentemente sua resposta diante de alteracdes
fisiologicas ou patologicas. Segundo Demulder e colaboradores (1998), a
remogdo de carga mecéanica por um periodo crénico, causa uma diminui¢cao
mensal de 3% a 6% na massa dos 0ssos sob desuso.

No entanto, em algumas situacdes o repouso € inevitavel e muitas vezes
essencial para a recuperagdo da fratura. Dessa forma, muito tem se
pesquisado no intuito, de eliminar ou minimizar ao méaximo os fatores
ocasionados pelo repouso prolongado.

O ambiente de micro gravidade e situagbes de restricdo ao leito séo
estudados, com o emprego de modelos de suspenséo pela cauda ou elevagéo
pelo corpo, sendo o modelo de suspensédo pela cauda do animal o mais
utilizado (APOLINARIO, 2008; KASPER et al.,1993; MUSACCHIA et al., 1983;
RISO, 2008; SHIMANO E VOLPON, 2007; SILVA; VOLPON, 2004; VICENTINI,
2007). De acordo com um estudo feito por Morey-Holton e Globus (1998), os
animais que permanecem em situagcbes de micro gravidade simulada,
utiizando o modelo de suspensédo pela cauda, apresentam alteragoes

fisiologicas semelhantes aos individuos ou animais expostos aos longos
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periodos de restricdo ao leito e vbos espaciais. Portanto, constitui-se em um
modelo efetivo para avaliar os mecanismos fisioldgicos e celulares do sistema
musculo-esquelético, que se alteram em resposta a um novo estimulo.

Apesar dos crescentes avancos no conhecimento das alteragdes 6sseas
e nos tratamento de fraturas completas e incompletas, hd ainda um desafio as
comunidades cirurgica e ortopédica, que pouco podem fazer para aumentar a
velocidade de consolidagdo Ossea, principalmente quando a osteopenia ou
osteoporose esta associada a fratura (RISO, 2008).

A utilizacdo sinérgica de recurso bioestimulante, ndo invasivo, na
tentativa de acelerar o reparo 6sseo, com a diminuicdo da probabilidade de
complicagbes no processo de recuperacdo completa da estrutura, tem
conquistado cada vez mais a credibilidade da comunidade médico-cientifica
(LIRANI, 2004).

O uso do ultrassom de baixa intensidade na terapia regenerativa vem
sendo estudado h& alguns anos (YAMADA, 2003). A base fisiolégica para a
utilizagdo do ultrassom como método terapéutico para o estimulo da
osteogénese estd fundamentada nas propriedades biomecénicas do 0sso
(NARUSE et al., 2000). Contudo, Takikawa et al., (2001), afirmam que n&o
estdo bem estabelecidos os mecanismos especificos pelo qual a aplicacdo da
energia ultrassodnica pode induzir a osteogénese e quais os fatores extrinsecos
ou intrinsecos poderiam interferir neste processo, sendo um assunto de
continua especulacao cientifica.

S&o raros os trabalhos como o uso do ultrassom de baixa intensidade
como fator de bioestimulagdo do reparo ésseo, em animais expostos a
ambiente de micro gravidade simulada.

Sendo assim, os estudos relacionados a micro arquitetura 6ssea sao
importantes para o conhecimento dos fatores relacionados ao dano 6sseo e a
cinética do processo cicatricial, com vistas a tragar estratégias de tratamento

gue melhor se associem na busca da recuperagao tecidual plena e precoce.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

a) Analisar a agéo do ultrassom de baixa intensidade no reparo
6sseo de tibias osteotomizadas;

b) Analisar a agcédo do ultrassom de baixa intensidade no reparo
0sseo de tibias osteotomizadas de ratos suspensos pela cauda
por um periodo de 15 dias;

C) Analisar a agcdo do ultrassom de baixa intensidade no reparo
0sseo de animais previamente suspensos por 21 dias,
submetidos a osteotomia e novamente suspensos por mais um
periodo de 15 dias;

d) Analisar se a suspensao pela cauda influéncia no reparo 6sseo,

guando associado ao ultrassom de baixa intensidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido 6sseo

O osso é um tecido vivo que se renova permanentemente durante a vida
toda (GUYTON; HALL, 1997). O tecido 0sseo € constituido por um tipo de
tecido conjuntivo formado por células e matriz extracelular. Sdo necessérias
pelo menos trés células especializadas no osso para a sintese, modelagem e
remodelagem desse tecido: os osteoblastos, 0s ostedcitos e os osteoclastos.

Os osteoblastos sé@o células ramificadas responséaveis pela atividade de
formacao 6ssea, que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea; os ostedcitos
sdo células achatadas, encontradas no interior da matriz extracelular,
essenciais para a manutencdo e atividade da matriz 6ssea, e 0s osteoclastos
células grandes e extensamente ramificadas, que juntamente com o0s
osteoblastos participam da rotatividade e remodelagdo constantes do 0sso
(GUYTON; HALL, 1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; YOUNG; HEATH,
2000). A matriz 6ssea é constituida por uma parte inorganica, que representa
cerca de 70% do peso seco do osso, composta de fosfato de calcio e
carbonato de célcio. Esses minerais estdo presentes principalmente em forma
de pequenos cristais de hidroxiapatita, fosfato amorfo entre outros, conferindo
ao 0sso sdlida resisténcia as forcas de compresséo. Os outros 30% da matriz
O0ssea € composta da parte orgénica, formada em sua maioria por fibras
colagenas (colageno tipo I) e por uma pequena quantidade de proteoglicanas e
glicoproteinas adesivas, dando ao osso sua flexibilidade e elasticidade
(NORDIN; FRANKEL, 2000; MOTTA, 1996).

A superficie externa do osso € revestida por uma densa camada fibrosa
chamada periésteo e as superficies internas revestidas por uma camada
delicada chamada endésteo. O endosteo e periésteo contém células

osteogénicas responséaveis pelo crescimento, remodelagem continua e reparo



20

das fraturas 6sseas (GUYTON; HALL, 1997; YOUNG; HEATH, 2000).

De acordo com Nordin e Frankel (2001), histologicamente existem dois
tipos de 0ssos: 0 0sso lamelar e o ndo lamelar. O tecido 6sseo primario ou ndo
lamelar € menos mineralizado, sendo considerado osso imaturo. Esse tipo de
0SS0 é encontrado na regido da metafise de ossos em crescimento e em calo
de fratura, bem como em algumas patologias 6sseas. No adulto é pouco
frequente, persistindo apenas préoximo as suturas dos ossos do créanio, alvéolos
dentarios e em alguns pontos de intersec¢cdo de tenddes. O tecido OGsseo
secundario ou lamelar substitui o osso ndo lamelar e é geralmente encontrado
no adulto (FORTIER, 2005).

Segundo Young e Heath (2000) o tecido 6sseo pode ser classificado em
0sso cortical, formador da parte externa ou cortex do 0Sso, composto por uma
estrutura densa que envolve os 0ssos trabeculares. Estes, por sua vez, séo
ossos semelhantes a uma malha frouxa composto por finas placas ou
trabéculas. A quantidade relativa de cada tipo de 0sso, o nimero, a espessura
e orientacdo das trabéculas 6sseas dependem das forgas as quais 0 0Sso esté
exposto (NORDIN; FRANKEL, 2001; YOUNG; HEATH, 2000).

Em indmeras situacdes, o tecido 6sseo possui capacidade de se
restabelecer. Entretanto, falhas de vascularizacdo e instabilidade mecanica
podem influenciar na extensdo, velocidade e na qualidade do reparo,
dificultando ou até mesmo impedindo o reparo 6sseo adequado (PINHEIRO:
GERBI et al., 2006).

3.2 Reparo 6sseo

O osso € um material vivo que esta rotineiramente exposto a ambientes
gue desafiam a sua integridade estrutural (DOBLARE; GARCIA; GOMEZ,
2004). O fenbmeno da regeneracdo Ossea € altamente complexo e
compreende uma série de mecanismos sucessivos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,

2004). Sempre que a continuidade de um 0sso € interrompida, seja por uma
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lesdo traumatica, patolégica ou cirdrgica, imediatamente se estabelece uma
sequéncia de reagbes com objetivo de preencher o espago da leséo.
Comumente, quando ocorre uma fratura ha laceracdo do periosteo e do
enddsteo e os vasos sanguineos do osso e dos tecidos moles adjacentes se
rompem, ocorre o extravasamento de sangue e formag¢do de um coagulo ou
hematoma dentro e ao redor do local da fratura e, imediatamente, o 0sso
adjacente, por lesdo indireta, torna-se necrotico (CARANO; FILAROFF, 2003;
DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004).

Nos estagios iniciais de uma inflamacdo aguda, o coagulo sanguineo
ainda pode ser reconhecido entre as cavidades medulares e entre as
extremidades fraturadas, atuando como um arcaboucgo de fibrina que facilita a
migracdo das ceélulas de reparacdo. Posteriormente, este coagulo sera
substituido por tecido de granulacdo que se tornarad progressivamente mais
fibroso (BARR; BARBE, 2004; DOBLERE, GARCIA; GOMEZ, 2004; YOUNG;
HEATH, 2000). Simultaneamente, as células osteogénicas do enddésteo
também se proliferam, desenvolvendo um anel ou um colar conjuntivo ao redor
dos fragmentos, denominado calo 6sseo. O calo de fixacéo (externo) é o calo
que se forma ao redor das extremidades, enquanto o calo de ligacéo (interno) é
aquele que se forma entre os fragmentos Osseos (DOBLERE, GARCIA;
GOMEZ, 2004; CHAKKALAKAL et al.,1999).

O formato do osso é remodelado de forma a permitir a funcionalidade e
restaurar a resisténcia normal ou pelo menos préxima da normal (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

3.3 Efeitos da Micro gravidade

O tecido Gsseo é altamente evoluido. Sua rigidez e resisténcia devem-se
a alta impregnacé@o mineral de uma matriz ostedide, onde os minerais do 0sso
depositam-se sob forma de milhares de micro cristais em uma estrutura

entrelagcada definida. Por se tratar de um tecido auto reparador, suas
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propriedades e sua geometria sdo alteradas em resposta as mudancas na
demanda mecénica, adotando uma disposi¢do atdmica em relag@o as tensées
ou estimulos mecanicos a que esta submetido o osso (NORDIN; FRANKEL,
2001; LIRANI, 2004). Segundo Guyton e Hall (1997), a deposi¢cdo de osso é
parcialmente regulada pela quantidade de tensdo imposta ao 0sso. OSsos com
maior tensdo e maior curvatura apresentam osteoblastos mais ativos, e assim,
0ossos mais fortes e mais resistentes, enquanto 0os 0ssos ndo submetidos a
tensédo, como 0s 0ssos de uma pessoa ou animal acamado tornam-se mais
fracos. Além disso, a remodelagem segundo Douglas (2006) é igualmente
controlada e ajustada por fatores hormonais entre outros.

No entanto, segundo Carvalho e Cliquet (2001) a redugdo na massa
Ossea esta associada a perda de sua estrutura e consequentemente a
diminuicdo da forca 6ssea. Sendo assim, a hipoatividade provoca reducgbes
significativas nas propriedades mecanicas do o0sso, levando ao seu
enfraquecimento (SHIMANO E VOLPON, 2007; SILVA; VOLPON, 2004).

Johnson (1998), afirma que periodos de sete ou quatorze dias de
auséncia de contato com o solo sdo suficientes para promover alteracdes
0sseas, principalmente naqueles que servem de apoio para 0 peso corporal
como, por exemplo, o fémur e a tibia.

Em estudo realizado por Silva e Volpon (2004), utiliza-se um modelo de
suspensao de rato pela cauda, visando simular as alteragées no esqueleto que
ocorrem em um ambiente de micro gravidade, observou-se que a hipoatividade
provoca redugdes significativas nos valores da maioria das propriedades
mecanicas no 0sso, levando ao seu enfraquecimento.

Abram et al. (1998), investigaram as mudancas histomorfométricas e
mecéanicas do osso em membros posteriores de ratos, utilizando o teste de
flexdo e torcdo em fémures intactos, com o peso simulado, por periodos de
uma, duas e trés semanas. O grupo experimental exibiu baixa densidade e
menores propriedades mecéanicas em consequéncia da hipotrofia estrutural.

Em medicina veterinaria, o emprego deste modelo, é dutil para

compreender o processo de consolidacdo 6ssea em animais traumatizados nos
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membros pélvicos, que permanecem imobilizados e sofrem alteragbes da

microarquitetura 6ssea (VICENTINI et al., 2007).

3.4 Ultrassom

Entre as diversas areas relacionadas a medicina, a literatura revela que
os estudos direcionados a consolidacdo 6ssea, ganham cada vez mais
destaque, principalmente no que se refere & diminuicdo do tempo de reparo
(CROCI et al., 2003).

Estudos direcionados sobre a consolidagdo Ossea de fraturas na
ortopedia veterinaria e humana séo importantes, em virtude da dificuldade de
se promover um pos-operatério adequado aos pacientes e, dessa forma
impedir sobrecarga precoce do osso fraturado mesmo apds a osteossintese
(MORAES et al., 2007). Dentre os recursos disponiveis para o tratamento de
lesGes, a utilizacdo de terapias alternativas nao invasivas, como a energia
ultrassbnica na cicatrizagdo tecidual, tem se mostrado de fundamental
importancia para o estimulo da preservacdo das fungdes fisiolégicas, da
estrutura celular e para a melhora na qualidade do tecido neoformado
(YAMADA, 2003).

O osso € um material piezelétrico e esta sujeito a cargas mecanicas
como o proprio peso do corpo do individuo e a deambulacdo. Para todos estes
estimulos, 0 osso tem uma resposta elétrica que aciona a divisdo celular,
mantendo o equilibrio entre remodelamento e reabsor¢do. Diante de uma
lesdo, o foco da fratura encontra-se com diminuicdo da vascularizagdo e/ou
insuficiéncia do potencial elétrico. Considera-se que estimulos na regido da
lesdo ocasionam o aumento do potencial elétrico, pela capacidade piezelétrica
do osso, e 0 aumento fluxo sanguineo local. Assim, a presenca de cargas
elétricas no osso é vital para o desenvolvimento e para o reparo 6sseo
(DUARTE; XAVIER, 1983).

De acordo com a lei de Wolff, a carga mecéanica promove deformagao no
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0SSO e, consequentemente, gera um estimulo para uma resposta 6ssea local.
O ultrassom € uma forma de energia mecéanica transmitida por ondas de
pressdo acustica de altas frequéncias, acima de 16 KHz. Esta energia é
transmitida por movimentos das particulas no meio pelo qual a onda se
propaga, sendo necessério para isso um meio elastico (Ter HARR, 1987).

O aparelho de ultrassom consiste de um gerador que produz uma
corrente alternada de alta freqiiéncia que é convertida por um transdutor em
vibragBes mecénicas ou acusticas. O transdutor, que é constituido basicamente
por um cristal (elemento piezelétrico) introduzido entre dois eletrodos, faz a
conversdo da voltagem alternada de alta frequéncia (energia elétrica) em
vibragbes mecanicas (energia acustica) pela inversdo do efeito piezelétrico. E
uma corrente alternada que flui através de um cristal piezelétrico, produz
contragdes e expansodes deste cristal e a transmisséo ocorre pelas vibracoes
das moléculas do meio através do qual a onda se propaga (XAVIER; DUARTE,
1983). Este meio irradiado oscila ritmicamente com a frequéncia do gerador
ultrassénico por efeito piezelétrico ao comprimir e expandir a matéria (GUIRRO
et al., 1995). As deformacdes micro mecénicas ocorridas no tecido 6sseo, por
acdo do ultrassom, sé@o similares aquelas ocorridas sob carga mecéanica e
passam agir como sinalizacdo para a formacao de tecido 6sseo.

Duarte (1983) demonstrou a aceleracdo do processo de reparo 0sseo,
utiizando o ultrassom de baixa intensidade, na frequéncia de 1,5MHz
(30mW/cm2 SATA), com intervalos de 200us, frequéncia de repeticéo de 1 KHz
e ciclo de trabalhos de 20% (1:4), como um método ndo invasivo em
osteotomias de fibulas e em perfuragdes nos fémures de coelhos. O ultrassom
foi aplicado durante 4 a 18 dias, com um tempo de aplicagdo de 15min/dia. As
andlises radiogréficas e histolégicas demonstraram nos 0ssos osteotomizados
um aumento do calo 6sseo ap6s 10 e 12 dias de tratamento, estabilizando
apdés esse periodo, ao contrario do grupo controle que apresentou nos
primeiros 10 a 12 dias um lento aumento do calo 6sseo. Nas radiografias, foi
possivel observar a formacdo mais rapida do calo 6sseo nos membros

tratados, quando comparados aos controles.
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Carvalho e Cliquet (2003), analisaram a acéo do ultrassom pulsado de
baixa intensidade, 30mW/cm2, freqiéncia de repeticdo de 1 kHz e ciclo de
trabalho de 20 %, durante 20 dias consecutivos, por 20 minutos diarios, como
método ndo invasivo, em modelo de ratas osteopénicas. A estimulacao
ultrassonica foi realizada na regido proximal dos fémures, bilateralmente.
Apesar dos resultados quantitativos do conteido mineral 6sseo (célcio e
fosforo) ndo terem demonstrado diferencas significativas entre os grupos
tratados e controles, as investigacdes histolégicas mostraram que o fémur
tratado apresentou uma menor deterioragdo micro arquitetural que o grupo nao
tratado, além da ocorréncia de neoformacao 6ssea, a qual nao foi observada
no grupo nao tratado. Os resultados sugerem que o ultrassom pulsado de baixa
intensidade pode interferir positivamente sobre a osteoporose.

Em um estudo utilizando o modelo experimental de ndo unido de fraturas
em tibias de ratos, Takikawa e colaboradores (2001) submeteram esses
animais ao tratamento com ultrassom de baixa intensidade, em sessdes de 20
min./dia para acelerar o processo de reparo 6sseo. Apés seis semanas de
tratamento diario, 50% das fraturas tratadas foram consolidadas, enquanto
nenhuma fratura do grupo controle obteve cura.

Santos et al. (2005) avaliaram a influéncia da aplicagdo de ultrassom
(forma continua e pulsada) em epifises de tibias de coelhos em crescimento,
para identificar doses que provocassem alteragfes macro e/ou microscopicas,
e prejudica-se o crescimento 6sseo normal. Foram utilizados 32 coelhos com
oito semanas de idade, divididos em trés grupos, nos quais se aplicou, na face
medial da extremidade superior da tibia direita, ultrassom pulsado e continuo
em diferentes &reas e intensidades de radiacdo; as tibias esquerdas nos trés
grupos foram utilizadas como controle. Fémures e tibias de todos os animais
foram radiografados dois dias antes da primeira aplicagédo e ao completarem 16
semanas. A analise histomorfométrica demonstrou que no grupo 1, grupo que
recebeu ultrassom pulsado, ndo houve diferenga estatisticamente significante
no lado direito em relagdo ao esquerdo. O mesmo nNdo ocorreu com 0S grupos

2 e 3 (tratados com ultrassom continuo), que apresentaram alteragcfes
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histomorfométricas e radiogréficas. Concluiram que, em coelhos, o tratamento
no modo pulsado em 20% a 2 W/cm? (ISATP) néo tem efeito lesivo na epifise
de crescimento 0sseo.

Gongalves et al. (2007) avaliou histologicamente os efeitos do ultrassom
de baixa intensidade no processo em reparo de defeitos 6sseos realizados
experimentalmente no colo do condilo de ratos (n = 40). Os animais foram
separados em dois grupos: grupo controle e experimental, distribuidos nos
seguintes periodos de observacdo 7, 15, 30 e 45 dias. Foi criado um defeito
0sseo no colo do condilo em todos os ratos. ApGs 24 horas da cirurgia, 0 grupo
experimental foi estimulado com ultrassom de baixa intensidade pelo periodo
de 20 minutos por dia. Os resultados demonstram que na regido do defeito
0sseo, tratado com ultrassom, ocorreu aceleracdo de neoformacdo déssea e
proliferac@o angioblastica, fibroblastica e osteoblastica, maiores que no grupo
controle.

Apolinéario (2008) verificou o efeito do ultrassom no defeito 6sseo, criado
experimentalmente, em tibias de ratos sob auséncia de carga (suspenso pela
cauda) por meio de analise densitométrica e biomecanica. Foram utilizados 30
ratos adultos divididos em trés grupos. Os animais foram submetidos a
osteotomia em ambas as tibias e & aplicacdo do ultrassom com freqiéncia de
1,5 MHz, ciclo 1:4, 30 mW/cm? na tibia direita, aplicacdes diarias de 20 minutos
cada, até completarem 12 sessbes. O conteddo mineral 6sseo, area e
densidade mineral 6ssea, ndo demonstraram diferencas significantes quando
comparados ao grupo controle.

Jorge (2004) investigou a influéncia da estimulagéo ultrassénica de baixa
intensidade no processo de reparo 6sseo em fraturas de tibias tratadas por
meio da fixacdo flexivel. Na avaliagdo das propriedades mecénicas torque
maximo e rigidez ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos estimulados e controle.

Ao estudar os efeitos do ultrassom de baixa intensidade na regido distal
do fémur e proximal da tibia de ratas ovarectomizadas, Warden (2001), utilizou

0s seguintes parametros 30mW/cm2 de intensidade, 200us de largura,
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frequéncia fundamental de 1,0MHz subaquético. Os animais foram tratados
durante 12 semanas. As andlises por densitometria de dupla energia de raios
(DXA) e histomorfometria mostraram que a ovarectomia resultou em mudangas
0sseas significativas, mas o ultrassom néo influenciou essas mudancas.

Kristiansen et al. (1997), em estudo clinico multicéntrico, prospectivo,
randomizado e duplo-cego com controle placebo, testaram a eficacia do
ultrassom pulsado de baixa intensidade na redugcdo do tempo de cura de
fraturas de radio tratadas com manipulagcdo e gesso. Trinta pacientes
receberam o tratamento que teve inicio sete dias ap0s a fratura, e foi realizado
por 20 minutos diarios por dez semanas. O grupo controle recebeu tratamento
placebo. O tempo de reparo, em dias, foi significantemente menor no grupo
tratado (61+3), comparado ao grupo placebo (98+5).

A atuacdo do ultrassom tem sido demonstrada também em estudos
utilizando intensidades de 30 mW/cm2 em culturas de osteoblastos de
camundongo, a fim de verificar sua influéncia na prostaglandina E;. A
exposi¢cao do ultrassom provocou um aumento na sintese de prostaglandina E;,
considerado um regulador importante da formacdo 6ssea (KOKUBO et al.,
1999).

Naruse et al. (2000), investigaram células ST2, originadas do estroma
medular, sob os efeitos da estimulacdo ultrassonica de baixa intensidade, com
frequéncia fundamental de 1,5 MHz, frequéncia de pulso de 1,0 KHz.
Observaram que essas células responderam com niveis elevados de mRNAs
de fator de crescimento insulina (IGF), osteocalcina, sialoproteina Ossea e
também houve aumento da expressdo transitoria de mensageiro de
ciclooxigenase — 2. Esses resultados forneceram subsidios para os autores
sugerirem que o ultrassom induz uma reacdo anabdlica de células

osteogénicas, e formacao da matriz 6ssea.
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3.5 Estudos histolégicos

Embora a massa Ossea seja o principal determinante da resisténcia
mecanica do 0sso, ela implica somente entre 30 a 40% dessa caracteristica
(CORTET; MARCHANDISE, 2001). Segundo Revell (1983), a quantidade de
tecido 6sseo, as caracteristicas micro estruturais, o arranjo espacial, as formas
e preservacdo das conexfes Osseas sdo fatores determinantes para a
competéncia e resisténcia 0sseas.

Estudos densitométricos demonstram quantitativamente o tecido 6sseo e
sua evolucdo. Porém, a andlise micro anatdmica é considerada uma
investigacdo mais precisa para observar alteragBes estruturais Osseas
(GAMEIRO; SCHOTT, 2006).

Sendo assim, a micro arquitetura € um elemento importante do 0sso e
contribui para a sua qualidade, integridade e competéncia mecéanica. A
avaliagdo da micro arquitetura pode ser Util para o diagnostico do risco de
fratura, a qualidade do reparo 6sseo, como também os mecanismos de acéo
de drogas (DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004).

Na dltima década diversos métodos foram elaborados e aplicados para
avaliar esta propriedade especifica do osso. Utilizando desde a tradicional
histologia quantitativa, como também as recentes aplicacdes da tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (CARBONERE et al., 2005). A
histologia € um método considerado descritivo, no entanto, uma abordagem
quantitativa, as vezes é necessdria, principalmente para as patologias e
alteracbes Osseas. Sendo assim, o estudo da morfometria 6ssea, € um
importante aliado no conhecimento de determinados disturbios metabdlicos e
seus tratamentos (REVELL, 1983).

Nesse sentido, os exames histolégicos e histomorfométricos séao
andlises importantes que permitem o conhecimento quantitativo da estrutura
0ssea, bem como a distribuicdo dos componentes morfologicos (MARINO et
al., 2003).
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo visa dar prosseguimento a pesquisa que foi
desenvolvido junto ao Laboratério de Biofisica da Faculdade do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista - Unesp / Campus de
Aracatuba, sob a responsabilidade do Prof. Adj. Mario Jefferson Quirino
Louzada, que gentilmente cedeu as amostras para as andlises histologica e

histomorfométrica.

4.1 Respaldo Etico da Pesquisa

O presente estudo foi submetido & apreciacdo e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Unesp — Campus de
Aracgatuba - Protocolo n° 2007-002868 (Anexo A).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus), machos, adultos da
raca Wistar, de massa corporal média (348+14g), provenientes do biotério da
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista - Unesp /
Campus de Aragatuba - SP.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Biofisica da Faculdade de
Medicina Veterinéria da Universidade Estadual Paulista - Unesp / Campus de
Aracatuba — SP. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
padrdo, em ambiente de acesso restrito com temperatura controlada de 23°C,
com iluminacdo em ciclo claro/escuro de 12 horas, com &agua e ragdo
balanceada para rato (Primor®) ad libitum. As gaiolas eram lavadas em dias

alternados para a troca de maravalha.
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4.3 Grupo experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, por meio de sorteio

simples, em trés grupos experimentais conforme o tipo de tratamento:

Grupo 1 (G1): constituido de 6 animais. Os animais foram submetidos a
cirurgia para a realizacdo do defeito 6sseo e permaneceram livres em gaiolas

individuais por um periodo de 15 dias.

Grupo 2 (G2): constituido de 5 animais, submetidos a cirurgia para

realizac@o do defeito 6sseo e suspensédo pela cauda por um periodo 15 dias.

Grupo 3 (G3): constituido de sete animais, submetidos inicialmente a
suspensao por 21 dias. Apos esse periodo, foi feita a cirurgia para a realizagdo

do defeito 6sseo e, posteriormente, suspensa novamente por mais 15 dias

Em todos os trés grupos, ambas as tibias foram submetidas a criagdo
do defeito 6sseo. O membro contralateral foi utilizado como controle, sendo
apenas o membro direito submetido ao protocolo de tratamento com ultrassom
(US).

4.4 Cirurgia

Os animais foram pesados e anestesiados com a associagdo de
Ketamina e Xilazina nas doses 100 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente, via
intraperitoneal. Ap6s a comprovacdo da anestesia, os animais foram colocados
em decubito dorsal, com ambos os membros em rotagdo externa de quadril e
triplice flexdo (quadril/joelho/tornozelo). Procedeu-se a tricotomia sobre a
superficie antero-posterior na regido medial da diafise da tibia direita e

esquerda e assepsia da regido com iodopovedina. Foi realizada uma inciséo
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linear no sentido longitudinal do membro posterior. Os musculos foram
afastados para permitir o acesso a tibia. A tibia contralateral também foi
osteotomizada, para ser o membro controle.

Para confeccdo do defeito 6sseo, utilizou-se uma broca esférica de aco
comum de 22 mm de comprimento, niUmero 6 para contra-angulo, acionado por
um motor de baixa rotagédo (1.500 rpm). O defeito ésseo foi criado com a broca
mantida na posicéo horizontal e perpendicular em relacdo ao eixo longitudinal
do osso, passando pela cortical, danificando o canal medular, ou seja,
atingindo o endoésteo, mas sem romper a outra cortical na face contralateral,
promovendo-se ao final um defeito de 4x2 mm. Durante todo o procedimento, a
tibia foi irrigada com soro fisiolégico na pressao manual.

Finalizando, o tecido muscular foi reposicionado e a pele suturada com
fio de seda montado em agulha 4-0 (Johnson & Johnson®), com suturas
interrompidas simples. Feito a limpeza local com iodopovedina. Durante o p6s-
operatorio foi ministrado aos animais Buprenorfina, (0,02 mL/Kg peso vivo de
12/12 horas) pela via subcutanea e Pentabidtico (0,035mL/Kg peso vivo ), via

subcutanea, dose Unica.

4.5 Técnica de Suspenséao

Os procedimentos para suspensdo foram baseados na técnica de Riso
(2008). Para a preparagéo da cauda no processo de instalagdo da suspenséo,
0s animais do grupo G2 e G3 foram anestesiados com a associagéo de
ketamina e xilazina nas doses de 30 mg/Kg e 3 mg/Kg respectivamente, via
intramuscular. Posteriormente a assepsia da cauda com sabonete liquido anti-
séptico, foi aplicado iodopovedina por toda extensdo do tecido caudal. Em
seguida, a cauda foi envolvida por espuma adesiva (Reston®) desde sua
origem até os dois tercos proximais, com o objetivo de proteger o tecido e
evitar fraturas e lesdes cutaneas. Sobre a espuma adesiva foi aplicada uma

bandagem elastica denominada Coban® (modelo 1582 da marca 3M®) que foi
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tencionada homogeneamente envolvendo toda a espuma. Sobre o envoltorio
da tira elastica foi colocada uma fita de cadarco sarja que foi fixado por
enfaixamentos adicionais de bandagem elastica e de esparadrapo, de modo a
formar uma alga que serviu para conectar o animal ao sistema de suspenséo
por meio de uma presilha metélica. A regido distal da cauda nédo enfaixada foi
amputada para evitar a necrose da regido (SILVA E VOLPON, 2004). Apés os
procedimentos de preparacdo da cauda foi aplicado Banamine® (analgésico,
antiinflamatério e antitérmico) subcutaneo na dose de 2,5 mg/Kg. Esta
aplicacdo foi realizada a cada 12 horas por um periodo de trés dias
consecutivos (RISO, 2008).

O sistema de suspenséo constou de uma gaiola comum, Unica, onde foi
instalado o sistema de fixagédo e suspenséo do animal. O sistema de fixag&o foi
composto por:

- Uma presilha que serviu de encaixe da alga que fez parte do sistema
de acoplamento do animal;

- Haste rosqueada de aco retilinea com 40 cm de comprimento e 4,5 mm
de diametro;

- Arruelas presas por duas porcas proximas a presilha, para delimitar o
espaco de movimentagdo do animal no interior da gaiola, com limite de curso
para movimentag&o de 5 cm.

- Porcas sextavadas;

- Porcas borboleta e arruelas para fixagdo da haste na grade da gaiola;

A haste foi colocada transversalmente na regido superior da gaiola. A
alca da cauda do animal foi presa na presilha do sistema de suspenséo e logo
apds, regulada a altura do animal para que seus membros pélvicos ficassem
totalmente suspensos. Apdés esta verificagéo, fixou-se a haste nas grades pelas
porcas borboletas. A estrutura da gaiola permitiu aos animais livre
movimentacdo com os membros dianteiros, mantendo os membros pélvicos
suspensos sem apoio no piso da gaiola ou nas paredes laterais, mantendo o
animal, visualmente inclinado aproximadamente 30 graus em relacdo ao

assoalho (Figura 1). No assoalho da gaiola foram colocados ragdo e
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maravalha. A higienizacdo foi realizada a cada 3 dias para a substituicdo da
maravalhas. Os animais tiveram acesso a agua e racdo e puderam se

movimentar.

FIGURA 1- Modelo de suspenséo pela cauda. Fonte KASPER et al. (1993).

4.6 Tratamento com Ultrassom

O aparelho de ultrassom foi fornecido pelo departamento de
Bioengenharia da Universidade de S&o Paulo (USP) - Campus de Séo Carlos
(Figura 2), com um transdutor de PZT (titanio zirconato de chumbo), com ondas
ultrassénicas com frequéncia fundamental de 1,5 MHz, largura de pulso de
200us, ciclo de trabalho 1:4, e intensidade espacial e temporal média (SATA)
de 30mwW/cm?
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FIGURA 2- Aparelho de ultrassom (cedido pela EESC — USP).

O tratamento teve inicio 24 horas apos a realizacdo do defeito ésseo.
Ap6s delimitar a regido do defeito 6sseo o ultrassom foi aplicado de forma
local, movimentando-se o cabegote de maneira lenta e circular, utilizando-se
gel hidrossoluvel, como meio condutor. O tempo de aplicacdao foi de
20minutos/dia perfazendo um total de 12 sessbes (DUARTE, 1983). A

estimulacao ultrassénica foi realizada na tibia direita de cada animal.

4.7 Eutanasia

Os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina e a eutanasia
foi realizada com Pentobarbital na dose 1,5 mL via intravenosa. Apés a
dissecacdo, os ossos foram envolvidos em gase umedecidas em Soro

fisiologico e estocados em “freezer” (-20° C), para posteriores analises.
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4.8 Anédlise Histologica

No momento das analises, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e encaminhadas ao Laboratério de Patologia da Santa
Casa Saude de Aracgatuba/SP.

Para confeccdo das laminas seguindo o protocolo para tecido 6sseo
descalcificado, as tibias foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado,
Fluka® por 24 horas e descalcificadas em EDTA a 10% até atingirem o ponto
de corte. Foram processadas no auto-processador Shandon Elliott®, modelo
Duplex Processer, durante 13 horas, seguindo uma escala éalcool, xilol e
incluidas em parafina, por meio do auto inclusor, Reichert—Jung®, modelos
8044. Foram realizados cortes seriados com espessura de 5 pm (micrémetros)
na regido do terco médio por meio do micrétomo American Optical®, modelo
820. Aplicaram-se aos cortes a técnica de coloragdo de Hematoxilina/ Eosina
(HE) para a analise morfolégica e o tricomico de Mallory (TM) para a andlise
morfométrica.

ApOs 0 processo o processo histolégico, as laminas foram examinadas
(as cegas), sob microscopia de luz no microscépio Opton — TIM — 2005 - B ®*,
A regido do defeito 6sseo foi localizada, avaliada e descrita as caracteristicas

das trabéculas 6sseas e a remodelacéo do tecido.
4.9 Analise Histomorfométrica

Para a analise histomorfométrica as laminas foram fotografadas no
microscépio Olympus BX-50® (objetiva de 4X) e as imagens capturadas pelo
programa DPZ-BSW. Foram submetidas & padronizacdo do programa
especifico Image - pro 6.1, que utiliza cores diferentes para as areas a serem
analisadas. A No presente estudo utilizamos vermelho para as &reas com
trabécula Ossea e amarelo para areas em branco e ou tecidos pouco

diferenciados (Figura 3). Ap6s a marcacgdo das cores, o software quantifica

! Processo FAPESP 07/54443-0
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percentualmente a area correspondente de tecido neoformado em relagcédo a
area total de tecido presente na regido do defeito. (COLUCCI, 2002). Apés a
delimitacdo da area na parte interna do defeito 6sseo, foram avaliados em
média 5 campos ou até que se completasse a leitura de toda a regidao do

defeito. A média da soma dos campos foi utilizada para a analise estatistica.

FIGURA 3 - (A) Fotomicrografia da regido do Defeito 6sseo. Obijetiva 4 . Tricomico de Mallory.
(B) Fotomicrografia regido do defeito 6sseo apds a marcagdo das cores pelo

programa.

4.10 Anélise Estatistica
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Os dados obtidos foram tabulados e submetidos & analise estatistica. As
médias percentuais de neoformacgdo Ossea foram submetidas a analise de
variancia em parcela subdividida e ao teste de comparagdo multipla “Student-
Newman-Keuls” (SNK), com nivel de significAncia de 5%. Para o
processamento e analise destes dados foi utilizado o “software” estatistico

“Statistical Analysis System” (SAS?).

2SAS INSTITUTE. Version 9.1.3, Cary, NC: SAS Institute, 2005
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5 RESULTADOS

5.1 Histologia

5.1.1 Grupo 1: Defeito 6sseo + ultrassom + ndo suspensos

Na analise histolégica da maioria dos espécimes pertencentes ao grupo
G1 observou-se a presencga de trabéculas 6sseas neoformadas ocupando todo
0 espago entre a parede 0ssea preexistente (Figura 4). Entretanto, notou-se a
presenca de delgadas trabéculas 6sseas neoformadas, muitas vezes isoladas,
ocupando 0 espago entre as bordas do defeito 6sseo. Nos espagos entre as

trabéculas neoformadas, observou-se auséncia de matriz 6ssea néo ossificada.
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FIGURA 4 — Fotomicrografias do G1 tratado. (A) Area total do defeito 6sseo. (B) O detalhe
(zoom digital) mostra o fechamento do defeito em toda sua extensdo com presenca
de tecido 6sseo neoformado indicados pelas setas, e a cabeca de seta indica a

regido com auséncia células e tecido em diferenciagdo. Hematoxilina e
Eosina.Objetiva 4.
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No grupo controle do Grupo 1 (G1;) observou-se uma delgada camada
de tecido 6sseo neoformado, ocupando toda a extensdo da borda da parede
Ossea preexistente. Entretanto, observou-se tecido 0Gsseo neoformado
ocupando um espacgo maior entre a parede 6ssea preexistente. Verificaram-se,
inimeras espiculas 6sseas isoladas (Figura 5 A-B). Ressalta-se a auséncia de

células osteogénicas.

FIGURA 5 — Fotomicrografias do G1 controle: (A) Area total do defeito 6sseo. A seta azul
indica o fechamento do defeito 6sseo por delgadas trabéculas ésseas. Hematoxilina
e Eosina. Objetiva 4. Em (B) observa-se na imagem em maior aumento, as

espiculas 6sseas indicadas pelas setas pretas. Hematoxilina e Eosina. Objetiva 20.
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5.1.2 Grupo 2: Defeito 6sseo + suspenséao pela cauda por 15 dias +ultrassom

Nos espécimes do G2, foi observada a presenca de trabéculas
neoformadas, preenchendo totalmente o espaco entre as paredes pré-
existentes. Entretanto, em dois espécimes, observaram-se na parte lateral das
trabéculas, discretas areas ocupadas por estruturas pouco definidas, com

caracteristicas de codgulo em reabsorcéo (Figura 6 A-B).

FIGURA 6 - Fotomicrografias do G2 tratado: (A) Area do defeito 6sseo, totalmente preenchido
por trabéculas 6sseas neoformadas. Hematoxilina e Eosina. Objetiva 4. Em (B) na
imagem em maior aumento, observam-se as areas ocupadas por estruturas com

caracteristicas de codgulo em degeneracéo. Tricdmico de Mallory. Objetiva 40.
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Com relagcdo ao grupo controle G2c, observou-se a presenca de
trabéculas 6sseas neoformadas preenchendo totalmente o espagco entre o
tecido 6sseo preexistente. Além disso, em inUmeros pontos observaram-se
ainda trabéculas 6sseas isoladas, notadamente nas areas situadas mais
distantes da borda externa. Evidenciaram-se também ao lado das trabéculas
0sseas neoformadas, extensas areas ocupadas por coagulo sanguineo (Figura
7 A-B). Similarmente ao Grupol, observou-se no Grupo 2 a auséncia de
osteoblastos e matriz 6ssea ndo ossificada entre o trabeculado 6sseo

neoformado.
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FIGURA 7- Fotomicrografias grupo G2 controle: Em (A) e (B) observa-se as extensas areas
ocupadas por coagulos sanguineos indicados pelas setas. Hematoxilina e Eosina.

Objetiva 4 (zoom digital).

5.1.3 Grupo 3 - Suspensdo inicial de 21 dias + defeito 6sseo + ressuspensao

por 15 dias + ultrassom

Os animais do G3 evidenciaram a presenca de trabéculas Osseas
neoformadas ocupando parcialmente o espaco entre a parede Ossea
preexistente. Adjacentes ao trabeculado ésseo neoformado, observou-se
nestes espécimes, extensas areas ocupadas por matriz 6ssea ndo ossificada,
assim como também, a presenca de codgulo em degeneragcdo. No espaco,
entre as paredes 0sseas preexistentes ocorre a presenca de trabéculas 6sseas

pouco definidas (Figura 8 A-B).
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FIGURA 8 — Fotomicrografias do G3 tratado: (A) Area total do defeito 6sseo. Tricomico de
Mallory. Objetiva 4. Em (B) imagem em maior aumento, as setas indicam as areas
ocupadas por codgulo em degeneracdo e tecidos em diferenciacéo. Tricdmico de
Mallory. Objetiva 20.

Em dois animais do Grupo 3 (controle), observou-se a presenca de
delgadas trabéculas ocupando o0 espaco entre as paredes 06sseas
preexistentes. Nos demais casos (cinco espécimes), notaram-se a presenca de
trabécula 6ssea neoformadas ocupando parcialmente o espaco entre as
paredes 6sseas preexistentes. As areas com auséncia de neoformacao 6ssea

encontraram-se ocupadas por estrutura com caracteristicas de coagulo
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sanguineo em degeneracdo (Figura 9). Outro fato relevante foi a auséncia de

células osteogénicas entre as trabéculas 6ésseas neoformadas.

FIGURA 9 — Fotomicrografias G3 controle: (A) Area do defeito ésseo. Tricdmico de Mallory.
Objetiva de 4. Em (B) As setas pretas indicam as delgadas trabéculas sendo
preenchidas por codgulos sanguineos, representado pela seta rosa. Coloragdo em
Tricdbmico de Mallory. Objetiva de 20.
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5.2 Histomorfometria

As analises dos resultados da histomorfometria encontram-se
discriminados por média (X) e desvio padrdo (S) de acordo com o grau de
significancia estatistica (Tabelal).

Na andlise dos resultados da porcentagem de osso neoformado entre
0S grupos, pode-se observar que as tibias do grupo tratado G:1(13,62 + 4,88),
grupo ndo suspenso, apresentaram uma menor porcentagem de neofromagéo
0ssea, estatisticamente significativa, quando comparado ao G:2(27,17 + 11,36),
grupo suspensos por 15 dias e G:3(23,19 £ 5,61), grupo suspenso por 36 dias.
No entanto, as tibias do grupo controle G.1(8,68 + 4,16), G.2(10,10 + 7,90) e
Gc3(15,74 + 7,08) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(Tabelal).

Ainda na Tabelal, podemos observar, que quando comparamos O0S
valores de neoformacgéo 0ssea entre as tibias tratadas e controle dentro de
cada grupo, as tibias do Gi1 nao diferem das tibias G:1. Contudo, tanto as
tibias do G2 e G3 apresentaram maior porcentagem de tecido neoformado,

estatisticamente significativa, em relacdo as tibias do G.2 e G.3.
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Tabela 1 - Resultados expressos das Médias (X) e desvio padréo (S) da porcentagem de 0sso

neoformado, segundo os grupos: G1 defeito 0sseo + ultrassom + ndo suspensos; G2 defeito

0sseo + suspensédo pela cauda por 15 dias + ultrassom; G3 Suspenséo inicial de 21 dias +

defeito 6sseo + ressuspenséo por 15 dias + ultrassom

Porcentagem de osso neoformado (X = S)

Grupo/n

Grupos Tratado - tibia direita (Gy) Grupo Controle - tibia esquerda (Gy)
G1(n=6) 13,62 + 4,88 bA 8,68 + 4,16 aA
G2(n=5) 27,17 + 11,36 aA 10,10+ 7,90 aB
G3(n=7) 23,19 £ 5,61 aA 15,74+ 7,08 aB

*(p>0,05)

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre

si pelo teste de “Student-Newman-Keuls” (SNK).
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6 DISCUSSAO

O ultrassom pulsado de baixa intensidade, ao ser aplicado em regides
Osseas, fornece estimulos mecanicos caracterizados por uma baixa
intensidade em torno de 30mW/cm?, mas com uma frequéncia elevada,
inimeras vezes maior que qualquer frequéncia recebida pelo osso durante
atividades fisicas. Esta forma de gerac@o de cargas é capaz de estimular o
metabolismo e pode contribuir para o remodelamento 6sseo (KODAMA, 2003).
Segundo Silva (2002), existe a necessidade de se compreender e manipular as
forcas que agem sobre o corpo humano e simultaneamente influenciam o
movimento, visando identificar os fatores de risco, estabelecer medidas
preventivas, como também instituir medidas terapéuticas de reabilitacdo
adequada ao enfraquecimento 6sseo provocado pela inatividade, destaca-se
grande importancia de pesquisas relacionadas aos assuntos abordados em
nosso estudo.

O modelo de suspenséo utilizado em nosso estudo mostra-se um
modelo eficaz, simples e com boa tolerancia dos animais segundo Silva e
Volpon (2004). A eleigédo deste modelo baseou-se também na semelhanga com
as alteracdes observadas no esqueleto humano relacionado a deficiéncia de
estimulo mecénico (GETTY,1980). O uso do ultrassom para acelerar o reparo
0sseo, ja foi estabelecido e aprovado pela Food and Drug Administration - FDA
(LIRANI, 2004).

No presente trabalho, a avaliagdo histolégica das amostras de tibias
tratadas do Grupo 1 ndo demonstraram diferencas consideraveis, quando
comparado ao grupo controle. Observou-se em ambos a presengca de
delgadas trabéculas neoformadas ocupando todo o espaco entre as bordas do
defeito 6sseo preexistente, o que pode indicar a formacdo de um calo de
fixacdo externa (DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004). Nos Grupos 2 e 3,
diferentemente do G1 observou-se presenca de trabéculas neoformadas,
preenchendo totalmente 0 espaco entre as paredes preexistentes, nos animais
do grupo tratado. Diferentemente das tibias dos grupos controle 2 e 3 que

apresentaram areas ocupadas por codgulo sanguineo e estruturas em
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diferenciacéo, indicando um estagio inicial de reparo. De acordo com Einhorn
(1998), o processo de reparo 6sseo e diferenciacéo celular passam por dois
estagios: o primeiro envolve o processo inflamatério, a diferenciacdo e o inicio
da ossificacdo; e por ultimo, a ossificacdo e remodelagdo gradual com o
restabelecimento da arquitetura com a formacao original 6ssea.

Em todos os espécimes dos grupos ndo ha evidencia de células
osteogénicas, e em alguns grupos observou-se a auséncia de tecido conjuntivo
em diferenciacdo, entre as trabéculas 6sseas neoformadas. Tal efeito pode ser
explicado pelo uso da técnica de congelamento a — 20°C e as amostras terem
sido submetidas a outros procedimentos, sendo provavel que devido ao
manuseio excessivo, associado as alteracdes bruscas de temperatura, danos
teciduais possam ter ocorrido. No entanto, Hoyer e Lippert (1982)
determinaram as propriedades mecéanicas do fémur, da tibia e do Uumero de
animais testados em flexdo, e concluiram que n&o houve diferenga nas
propriedades analisadas entre os 0ssos frescos e os congelados a -20°C. Silva
e Volpon também utilizaram a mesma técnica para conservagdo de suas
pecas, e ndo observaram qualquer alteragéo as propriedades estudadas. Outro
motivo aventado a auséncia de células osteogénicas, deve-se provavelmente
ao tipo de procedimento utilizado na descalcificagéo, a qual foi submetida o
material biologico antes da andlise histolégica.

Os resultados da andlise histomorfométrica do Grupol revelaram uma
diferenca significativa quando comparados com os resultados do Grupo 2 e 3
tratados e controle, sendo o volume de tecido neoformado dos animais do G1
(grupo ndo suspenso) inferior aos demais. Silva e Volpon (2004)
diferentemente observaram que a simulagdo de micro gravidade por suspenséo
de 7 a 21 dias, promoveu uma reducdo significativa na maioria das
propriedades mecéanicas da tibia e fibula, quando comparado aos grupos
controles ndo suspenso.

Para Schimitz e Hollinger (1986) uma les@o 6ssea de 4x2mm é um
tamanho critico, pela sua extensdo, ou seja, ndo cicatriza espontaneamente,

sendo necessério a colocacdo de algum tipo de enxerto ou biomaterial para o
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preenchimento. Tal situacdo, pode elucidar os achados do Grupo 1, onde foi
observado na maioria dos espécimes, a formacao de calo 4sseo, caracteristico
de cicatrizacdo secundaria. Segundo Dobleré et al. (2004) e Pinheiro (2006),
este tipo de cicatrizagdo ocorre quando ndo ha estabilidade necessaria para o
reparo do defeito. Belangero (2000) afirma que a formacdo do calo osso é
amplamente influenciada pela movimentagdo inter-fragmentaria, sendo
observadas pequenas formacgdes de calo 6sseo em fixacdes estaveis, e grande
formacdo em fixagBes instaveis. Entretanto, se a movimentacdo inter-
fragmentaria for elevada e gerar instabilidade excessiva, podem ocorrer retardo
de consolidacao, pseudoartroses e até mesmo a ndo formacéo do calo ésseo
(DUDA et al., 1998; KENWRIGHT; GOODSHIP,1989).

No entanto, os animais dos Grupos 2 e 3 com 0 mesmo defeito 6sseo
que o Grupo 1, ndo foram submetidos a descarga de peso no local da leséo,
uma vez que, por permanecerem suspensos, nao sofreram movimentagéo da
regido lesionada, proporcionando assim, estabilidade ao defeito dsseo.

Na comparacao entre os resultados histomorfométricos do reparo 6sseo,
as tibias tratadas revelaram um aumento no volume tecidual em relacao as
tibias controles. Onde apenas o G2 e G3 demonstraram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao G2c e G3c, demonstrando que o
tratamento com ultrassom influenciou no reparo 6sseo, apesar desses animais
terem sido submetidos a ambientes de micro gravidade. Dados semelhante foi
encontrado por Lirani (2004) que em seu estudo avaliou e comparou, pela
histomorfometria e ensaio mecéanico de flexdo em trés pontos a agcédo do
ultrassom e do laser, concluindo que o ultrassom acelerou o reparo 6sseo (em
relacdo ao grupo controle), por viabilizar mais rapidamente a fase de
reabor¢cdo. No entanto na comparacdo de Lirani o laser foi melhor. Colucci
(2002) utilizando o tratamento de ultrassom de baixa intensidade, a analise
histomorfométrica verificou junto das espiras do pos implante, a presenca de
tecido calcificado mais intenso.

E importante ressaltar, que em nosso estudo o membro contralateral foi

utilizado como controle. Estudos experimentais e clinicos elegem um membro
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para ser submetido a um tratamento e o membro contralateral para controle,
considerando quem os membros possuem simetria bilateralmente, ou seja, ndo
apresentam diferenca significativa que possa influenciar os resultados (HOYER
E LIPPERT, 1982). Justificando, deste modo, o uso de ambos os membros e
os resultados possitivo em nosso experimento. No entanto, € preciso ponderar
gue a confeccao de grupos distintos, permite ao pesquisador eliminar e garantir
gue as ondas ultrassOnicas ndo penetrem no membro controle. (KODAMA,
2003).

Desta forma, este estudo demonstrou que a evolugdo da consolidacdo
0ssea depende de muitos fatores, sendo o estresse mecanico um importante
ativador da osteogénese. No entanto, embora esses estimulos sejam
importantes no ambito clinico, outros fatores devem estar associados, como
uma adequada orientacdo aos pacientes quanto aos excessos de estimulos e
sobrecargas no local da fratura.

Contudo, estudos relacionados com a consolidacéo da fratura denotam
um importante topico de pesquisa na fisioterapia ortopédica devido a

dificuldade de se promover um poés - operatério adequado.



52

7 CONCLUSAO

Diante das condi¢gbes experimentais e dos resultados observados neste
estudo, concluimos que:

a. O tratamento com ultrassom contribuiu pra acelerar o reparo
0sseo em tibias osteotomizadas. Embora néo estatisticamente
significativa, o ultrassom promoveu 0 aumento na porcentagem
de osso neoformado na tibia tratada, quando comparada ao
controle, nos animais do grupo n&o suspenso.

b. Os grupos de animais osteotomizados, que foram suspensos
pela cauda, demonstram que a suspensao por 15 néo interferiu
diretamente na resposta ao reparo 0sseo das tibias tratadas com
ultrassom. Sendo o resultado das tibias tratadas com ultrassom
significativamente maior quando comparado as tibias néo
tratadas nestes grupos.

C. A prévia suspensdao realizada no grupo 3, ndo influenciou na
resposta ao tratamento com o ultrassom, sendo que neste grupo
a porcentagem de osso neoformado foi significativamente maior,

guando comparado ao controle.

No entanto, fatores relacionados com a metodologia possam ter
corroborado para o0os nossos resultados. Sugerimos, portanto que outros

trabalhos devam ser realizados nesta mesma area.
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Avaliacdo histolégica e histomorfométrica do reparo ésseo em tibias
osteotomizadas de ratos (Rattus norvegicus albinus), frente & auséncia de carga e
tratamento com ultrassom

RESUMO: A resposta do metabolismo 6sseo esta diretamente relacionada a
fatores hormonais e ao estimulo mecénico que o 0sso estd exposto. A energia
ultrassbnica na cicatrizacdo do reparo dsseo tém se mostrado de fundamental
importancia para o estimulo e melhora na qualidade do tecido neoformado durante o
processo de cicatrizacdo dssea. O objetivo deste estudo foi analisar a acdo do ultrassom
de baixa intensidade no reparo 6sseo de tibias osteotomizadas de ratos submetidos a
suspensdo pela cauda, por meio das andlises histoldgica e histomorfométrica. Dezoito
Rattus novergicus albinus, Wistar adultos foram divididos em trés grupos, (G1, G2 e
G3), dispostos da seguinte maneira: G1 (n=6), que permaneceram livres por um periodo
de 15 dias; G2 (n=5), suspenso pela cauda por um periodo de 15 dias e G3 (n=7),
suspensos pela cauda por um periodo de 36 dias. Todos os animais foram submetidos a
cirurgia para confecgdo do defeito 6sseo experimental na regido medial da diafise, em
ambas as tibias. A tibia direita foi tratada com ultrassom pulsado (frequéncia de 1,5
MHz, ciclo 1:4, 30mW/cm2), por 12 sessdes de 20 minutos, e 0 membro contralateral
foi o controle. As amostras das tibias foram submetidas a analise histoldgica, as cegas,
com microscopia de luz comum e a analise histomorfométrica, pelo software especifico
Image-pro 6.1. As médias percentuais de neoformacéo 6ssea foram submetidas a analise
de variancia em parcela subdividida e teste de comparacdo maltipla “Student-Newman-
Keuls” (SNK), com nivel de significAncia de 5%. Os valores das médias e desvios
padrdo, da porcentagem de 0sso neoformado para 0s grupos, demonstraram uma menor
quantidade no reparo dsseo do G1t(13,62 + 4,88) - Glc (8,68 + 4,16) quando
comparado aos grupos G2t (27,17 + 11,36) - G2c¢ (10,10 + 7,90) e G3t (23,19 + 5,61) -
G3c (15,74 + 7,08). No entanto, os valores das médias e desvios padréo da porcentagem
de osso neoformado do reparo nas tibias tratadas dos G2 e G3 foram significantemente
maiores quando comparados ao reparo das tibias do grupo controle. Pelo exposto,
conclui-se que o ultrassom contribuiu para acelerar o reparo 6sseo, tanto na presenca

como na auséncia de carga.
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Palavras - chave: Regeneracdo Ossea, simulacdo de auséncia de peso, ultrassom de
baixa intensidade.
Histologic and histomorphometric bone repair osteotomized tibia in rats (Rattus
Norvegicus Albinus), given the lack of loading and treatment Ultrasound
ABSTRACT: The response of bone metabolism is directly related to hormonal
factors and mechanical stimulation to the bone is exposed. The ultrasonic energy on the
healing of bone repair have been shown to be of fundamental importance to promoting
and improving the quality of newly formed tissue during the bone healing process. The
objective of this study was to analyze the action of low-intensity ultrasound on bone
healing of tibial osteotomy in rats subjected to tail suspension, by means of histological
and histomorphometric analysis. Eighteen Rattus novergicus Albinus, Wistar rats were
divided into three groups (G1, G2 and G3), arranged as follows: G1 (n = 6), who
remained free for a period of 15 days, G2 (n = 5), suspended by the tail for a period of
15 days and G3 (n = 7), suspended by the tail for a period of 36 days. All animals
underwent surgery to make the experimental bone defect on the medial aspect of the
diaphysis in both tibias. The right tibia was treated with pulsed ultrasound (frequency of
15 MHz, duty cycle 1:4, 30mW/cm2), for 12 sessions of 20 minutes, and the
contralateral limb was the control. Samples of tibia were subjected to histological
analysis, blindly, with common light microscopy and histomorphometric analysis by
specific software Image-Pro 6.1. The average percentage of new bone formation were
subjected to analysis of variance in a split plot test and multiple comparison Student-
Newman-Keuls (SNK), with a significance level of 5%. The mean values and standard
deviations of the percentage of newly formed bone for the groups showed a smaller
amount in the healing of G1T (13,62 + 4,88) - G1C (8,68 + 4,16) in comparison with
the G2T (27,17 + 11,36) - G2C (10,10 + 7,90) and G3t (23,19 £+ 5,61) - G3C (15,74 +
7,08). However, the mean values and standard deviations of the percentage of newly
formed bone repair in tibia treated in G2 and G3 were significantly higher when
compared to repair the tibia of the control group. For these reasons, it is concluded that
ultrasound has helped to accelerate bone repair in both the presence and absence of
cargo.

Keywords: Bone regeneration, Low-intensity ultrasound, Simulation of weightlessness.
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Histologico y la reparacion 6sea histomorfométricos tibia osteotomizado em ratas (Rattus

norvegicus Albino), dada la falta de carga y tratamiento de ultrasonido.

RESUMEN: La respuesta del metabolismo dseo esta directamente relacionada
con factores hormonales y la estimulacién mecénica en el hueso estd expuesto. La
energia ultrasonica en la cicatrizacion de la reparacion 6sea han demostrado ser de
fundamental importancia para promover y mejorar la calidad de los tejidos recién
formados durante el proceso de curacion del hueso. El objetivo de este estudio fue
analizar la accion de ultrasonido de baja intensidad en la cicatrizacion 6sea de la
osteotomia tibial en ratas sometidas a la suspension de la cola, por medio de anlisis
histoldgicos e histomorfométricos. Dieciocho novergicus Rattus Albino, ratas Wistar se
dividieron en tres grupos (G1, G2 y G3), dispuestos de la siguiente manera: G1 (n = 6),
quien permanecio en libertad durante un periodo de 15 dias, G2 (n = 5), suspendido por
la cola por un periodo de 15 dias y G3 (n = 7), suspendido por la cola por un periodo de
36 dias. Todos los animales fueron sometidos a cirugia para el defecto dseo
experimental en la cara medial de la diafisis de ambas tibias. La tibia derecha, fue
tratado con ultrasonido pulsado (frecuencia de 1,5 MHz, ciclo de trabajo 1:4,
30mW/cm2), durante 12 sesiones de 20 minutos, y la extremidad contralateral fue el
control. Las muestras de la tibia se sometieron a analisis histoldgico, a ciegas, con el
microscopio de luz comun y el analisis histomorfométricos de la imagen de software
especifico-Pro 6.1. El porcentaje medio de la formacion de hueso nuevo se sometieron a
analisis de varianza en un ensayo en parcelas divididas y Estudiantes de comparacion
multiple-Newman-Keuls (SNK), con un nivel de significacion del 5%. Los valores
medios y desviaciones estandar del porcentaje de hueso recién formado para los grupos
mostraron una menor cantidad en la curacion de G1T (13,62 + 4,88) - G1C (8,68 +
4,16) en comparacion con el G2T (27,17 + 11,36) - G2C (10,10 + 7,90) y G3t (23,19 +
5,61) - G3C (15,74 + 7,08). Sin embargo, los valores medios y desviaciones estandar
del porcentaje de la reparacion del hueso recién formado en la tibia tratados en el G2 y
G3 fueron significativamente mayores en comparacion con la reparacion de la tibia del
grupo de control. Por estas razones, se concluye que la ecografia ha ayudado a acelerar

la reparacion Gsea en presencia y ausencia de carga.
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Palabras clave - Palabras clave: Regeneracion Osea, la ingravidez simulada, el

ultrasonido de baja intensidad.
INTRODUCAO

Sdo inumeros os fatores que podem alterar o0 metabolismo Gsseo e
consequentemente sua resposta diante de alteragbes fisiologicas ou patoldgicas. E
comum o atendimento de pacientes portadores de fraturas ndo consolidadas ou com
atraso na consolidagdo. Estima-se que a contragdo muscular e a descarga de peso
facilitam o processo de reparagdo (1). Johnson (2) afirma que periodos de sete ou
quatorze dias de auséncia de contato com o solo sdo suficientes para promover
alteracdes Osseas, principalmente naqueles que servem de apoio para 0 peso corporal
como, por exemplo, o fémur e a tibia. Estas altera¢cdes ocorrem porque segundo Douglas
(3), a remodelagem é controlada e ajustada por fatores hormonais, bem como fatores
fisicos como o estresse mecanico. Sendo assim, a hipoatividade provoca redugdes
significativas nas propriedades mecanicas do 0sso, levando ao seu enfraquecimento (4 -
5).

Dentre 0s recursos, ndo invasivos, disponiveis para o tratamento de lesdes
0sseas, a energia ultrassonica, ttm se mostrado Gtil para estimular e preservar as fun¢des
fisiologicas da estrutura celular e para melhorar a qualidade do tecido 6sseo de
neoformado (6). O ultrassom € uma forma de energia mecénica transmitida por ondas de
pressdo acuUstica de altas freqiiéncias, acima de 16 KHhz. Esta energia é transmitida por
movimentos das particulas no interior do meio pelo qual a onda propaga, sendo
necessario um meio eldstico para sua propagacdo (7). O meio irradiado oscila
ritmicamente com a frequéncia do gerador ultrassonico por efeito piezoelétrico ao

comprimir e expandir a matéria. As deformagdes micromecanicas, ocorridas no tecido
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0sseo, por agdo do ultrassom, sdo similares aquelas ocorridas sob carga mecénica e
passam agir como sinalizagdo para a formagédo de tecido 6sseo (8). Muitos estudos ja
mostraram a eficacia do ultra-som de baixa intensidade (frequéncia de 1,5MHz,
30mW/cm2 - SATA, com intervalos de 200us, freqiiéncia de repeticdo de 1 KHz e ciclo
de trabalhos de 20% ) no reparo 6sseo de defeito dsseo experimental, (9,10,11,12), no
reparo 6sseo em ratas ovarectomizadas (13,14,15), no reparo de modelos experimentais
de ndo unido de fratura (16). A acéo do ultrassom de baixa intensidade também foi alvo
de investigacdo clinica, em fraturas tratadas com manipulacgéo e gesso (17), Também foi
demonstrado o efeito do ultrassom em estudos de cultura de células de osteoblasto (18),
e em células do estroma medular(19).

Apesar dos estudos demonstrarem que o ultrassom de baixa intensidade tem
participacdo ativa no processo de reparo 0sseo, pouco se conhece a respeito da
influéncia do ultrassom de baixa intensidade no reparo 6sseo em modelos experimentais
de ratos suspensos pela cauda, com o intuito de simular as alteracbes no metabolismo
6sse0 em paciente expostos a periodos prolongados no leito ou a ambientes de
microgravidade. ( 20,21,22,5).

Visto que, alguns trabalhos tém relacionado a auséncia de resultados
significantes em analises densitométricas e ensaio mecanico ao baixo conteudo mineral
6sseo e a uma grande quantidade de tecido neosintetizado, que ainda ndo esta totalmente
calcificado ndo expressando assim resisténcia ¢ssea consideravel (23,24), o objetivo
deste estudo foi analisar pela avaliagdo histoldgica e histomorfométrica o reparo 6sseo
de tibias osteotomizadas de ratos submetidos & suspensdo pela cauda tratadas com

ultrassom de baixa intensidade.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & apreciacio e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UNESP/ Campus de Aracatuba -
Protocolo n° 2007-002868 (Anexo A).

Os animais utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus), machos, adultos da raca
Wistar, de massa corporal média (348+14g), provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aragatuba - SP.
Os animais permaneceram no Laboratdrio de Biofisica da Universidade, em gaiolas de
polipropileno padrdo, agrupados em nimero de trés a quatro animais, mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 23° C, higienizado, com iluminagdo em ciclo
claro/escuro de 12 horas, recebendo 4gua, racdo balanceada para rato (Primor®) ad
libitum e em local de acesso restrito.

Foram criados trés grupos experimentais de forma randomizada, de acordo com
0 recebimento dos animais e ao tipo de tratamento. O Grupo 1 (G1): constituidos de 6
ratos, foram submetidos & cirurgia para a realizacdo da lesdo Gssea e permaneceram
livres em gaiolas individuais pelo periodo de 15 dias. O Grupo 2 (G2): constituido de
cinco ratos, foram submetidos a cirurgia para realizacéo da lesdo 6sseo e a suspensao
pela cauda por um periodo 15 dias. O Grupo 3 (G3): constituido de sete ratos, apos a
suspensdo por 21 dias, foram submetidos & cirurgia para a realizacdo da lesdo 0sseo e
ressuspensos por mais 15 .

Em todos os trés grupos, ambas as tibias forma submetidas a criacdo da lesdo
6ssea e 0 membro contralateral utilizado como controle, sendo apenas 0 membro direito

submetido ao tratamento com ultrassom (US).
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Cirurgia

Seguindo o protocolo descrito por Riso (12), os animais foram pesados e
anestesiados com a associagdo de Ketamina e Xilazina nas doses 100 mg/Kg e 10
mg/Kg respectivamente, via intraperitoneal. A lesdo 6sseo monocortical de 4X2mm foi
criado na regido medial da diéfise da tibia direita e esquerda. Durante o p6s-operatorio
foi ministrado aos animais Buprenorfina, (0,02 mL/Kg peso vivo de 12/12 horas)pela
via subcuténea e Pentabidtico (0,035mLKg peso vivo), via subcuténea, dose Unica (11).
Técnica de Suspensao

Os procedimentos para suspenséo foram baseados na técnica de Silvia e Volpon
(5) modificadas por Apolinario (11). Para a preparacdo da cauda no processo de
instalacdo da suspenséo, os animais do grupo G2 e G3 foram anestesiados com a
associacdo de ketamina e xilazina nas doses de 30 mg/kg e 3 mg/kg respectivamente,
via intramuscular (12). Em seguida, a cauda foi envolvida por espuma adesiva
(Reston®) desde sua origem até os dois tercos proximais, com o objetivo de proteger o
tecido e evitar futuras e lesdes cutineas. Sobre a espuma adesiva foi aplicada uma
bandagem elastica que foi tencionada homogeneamente envolvendo toda a espuma.
Sobre o envoltério da tira elastica foi utilizado um cadar¢o de sarja, fixado por um
esparadrapo, de modo a formar uma alca, que serviu para conectar o animal ao sistema
de suspensdo por meio de uma presilha metélica. O sistema de suspenséo constituido
por uma gaiola comum permitiu aos animais livre movimentagdo com os membros
dianteiros, mantendo os membros pélvicos suspensos sem apoio no piso da gaiola ou
nas paredes laterais, mantendo o animal, visualmente inclinado aproximadamente 30

graus em relagdo ao assoalho. Os animais tiveram acesso a 4gua e racdo e puderam se
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movimentar. Apds os procedimentos de preparacdo da cauda foi aplicado Banamine
(analgésico, antiinflamatério e antitérmico) subcutdneo na dose de 2,5 mg/kg. Esta
aplicacdo foi realizada a cada 12 horas por um periodo de trés dias consecutivos (12).
Tratamento com Ultrassom

As aplicagdes foram executadas de forma padronizada, ocorrendo a primeira 24
horas apos a realizacdo do defeito 6sseo, com sessdes didrias de 20 minutos cada e apos
6 sessOes consecutivas, houve um intervalo de 24 horas, cumprindo-se um total de 12
sessOes de tratamento (11). A estimulacdo ultrassonica foi realizada na tibia direita,
usando gel hidrossoluvel, como meio condutor.
Eutanésia

Os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina e a eutanasia foi
realizada com Pentobarbital na dose 1,5 mL via intravenosa. Apés a dissecacao, 0s
ossos foram envolvidos em gases umedecidos em soro fisiolégico e estocados em
“freezer” a temperatura aproximada de -20° C, para posterior analise histolégica (5).
Andlise Histoldgica

As tibias foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado por 24horas;
descalcificados em EDTA a 10% - aproximadamente até atingir o ponto de corte e
posteriormente submetidas ao auto-processador, durante 13 horas, seguindo uma
sequéncia de alcool, xilol e inclusas em parafina por meio do auto inclusor. Foram
realizados cortes seriados com espessura de 5um (micrometros) na regido do tergo
medio por meio do micrétomo. E os mesmo foram corados pela técnica de coloragdo de
Hematoxilina/Eosina (HE) para a anélise morfoldgica e o tricomico de Mallory (TM)

para a analise morfoldgica e morfométrica respectivamente. Apds 0 processo 0 processo
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histoldgico de confeccéo, as Idminas foram examinadas, as cegas, sob microscopia de
luz. A regido do defeito 6sseo foi localizada e foram avaliadas e descritas as
caracteristicas das trabéculas 6sseas, e a remodelacdo do tecido.

Para a analise histomorfométrica as 1aminas foram fotografadas no microscépio
OlympusBX-50® (aumento de 4X) e as imagens capturadas pelo programa DPZ-BSW.
E submetidas a padronizagcdo do programa especifico Image - pro 6.1 que utiliza cores
diferentes para as areas a serem analisadas. Utilizamos vermelho para as areas com
trabécula 6ssea e de amarelo para areas em branco e ou tecidos pouco diferenciados.
Ap6s a marcagdo das cores, o software quantifica percentualmente a érea
correspondente de tecido neoformado em relagdo a &rea total de tecido presente na
lamina (25).

Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a andlise estatistica. As médias
percentuais de neoformacéo 6ssea foram submetidas & anélise de variancia em parcela
subdividida e ao teste de comparacdo multipla “Student-Newman-Keuls” (SNK), com
nivel de significancia de 5%. Para o processamento e analise destes dados foi utilizado o

“software” estatistico “Statistical Analysis System” (SAS®).

RESULTADOS
Andlise Histoldgica

A andlise histologica da maioria dos espécimes pertencentes ao grupo G1
observou-se a presenca de trabéculas dsseas neoformadas ocupando todo o espago entre
a parede Gssea pré existente (Figura A). Entretanto, em alguns amostras foi observado a

presenca de delgadas trabéculas dsseas neoformadas, muitas vezes isoladas, ocupando o

3 SAS INSTITUTE. Version 9.1.3, Cary, NC: SAS Institute, 2005
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espago entre as bordas do defeito dsseo. Nos espagos entre as trabéculas neoformadas,
notou-se se auséncia de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea.

No grupo controle do Grupo 1 (Glc) foi observado uma delgada camada de
tecido 6sseo neoformado, ocupando toda a extensdo da borda da parede dssea pré
existente. Entretanto, em outros espécimes, observou-se a presenca de tecido 0sseo
neoformado ocupando um espago maior entre a parede dssea pre-existente. Verificou-
se, no entanto, inimeras espiculas dsseas isoladas (Figura B). Ressalta-se a auséncia de
tecidos 6sseos indiferenciados entre as trabéculas neoformadas.

Nos espécimes do G2, foi observada a presenca de trabéculas neoformadas,
preenchendo totalmente o espaco entre as paredes pré-existentes. Entretanto, em dois
espécimes, observou-se na parte lateral das trabéculas, discretas areas ocupadas por
estruturas pouco definidas, com caracteristicas de coagulo em reabsor¢do (Figura C).
Com relagdo ao grupo controle, G2c observou-se em alguns espécimes a presenca de
trabéculas 6sseas neoformadas preenchendo totalmente o espaco entre o tecido dsseo
pré existentes e em inimeros pontos observou-se ainda trabéculas 6ésseas isoladas,
notadamente nas areas situadas mais distantes da borda externa. Em outros espécimes,
evidenciaram-se ao lado das trabéculas Gsseas neoformadas, extensas areas ocupadas
por coagulo sanguineo (Figura D). Similarmente ao Grupol, observou-se no Grupo 2 a
auséncia de osteoblastos e tecido conjuntivo sem diferenciagdo entre o trabeculado
6sseo neoformado.

Em alguns animais do G3 evidenciou-se a presenca de trabéculas dsseas
neoformadas ocupando parcialmente o espagco entre a parede Ossea pré-existente.

Adjacentes ao trabeculado 6sseo neoformado, observou-se nestes espécimes, extensas
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areas ocupadas por estruturas pouco definidas, como também a presenca de codgulo em
degeneragdo. Ja em outros animais do grupo, 0 espago entre as paredes Osseas pré
existentes, encontrou-se ocupado quase totalmente por trabéculas ésseas pouco
definidas (Figura E). Foi observado em dois animais do Grupo 3 controle a presenga de
delgadas trabéculas ocupando o espaco entre as paredes Osseas pré-existentes. Nos
demais casos notam-se a presenca de trabécula Gssea neoformadas ocupando
parcialmente o espaco entre as paredes 0sseas pré existentes. As areas com auséncia de
neoformagéo Gssea encontram-se ocupadas por estrutura com caracteristicas de coagulo
sanguineo em degeneracdo (Figura F). Outro fato relevante foi & auséncia de tecido
conjuntivo sem diferenciacdo Ossea e osteoblastos, entre as trabéculas ésseas
neoformadas que foi observado em todos 0s grupos tantos dos controles quanto dos
tratados.
Andlise Histomorfométrica

A andlise dos resultados da histomorfometria dos animais pertencentes aos
Grupos 1, 2 e 3 encontram-se discriminados de acordo com o grau de significancia
estatistica. Na Tabela 1 encontram-se apresentados e comparados o0s resultados das
médias e erro padrdo da porcentagem de osso neoformado dos membros, controle e
tratado de cada grupo.
DISCUSSAO E CONCLUSAO

As analises histologicas e histomorfométricas expressam a influéncia do
ultrassom pulsado de baixa intensidade no reparo de tibias submetidas & suspenséo pela

cauda ou nao.
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Nos resultados histoldgicos as tibias tratadas do Grupo 1 ndo demonstraram
diferencas consideraveis, quando comparado ao controle, observa-se em ambos a
presenca de delgadas trabéculas neoformadas ocupando todo o espago entre as bordas
defeito Osseo pré existente, o que pode indicar a formacdo de um calo de fixacéo
externo (26). Nos Grupos 2 e 3, diferentemente do G1 observou-se a presenca de
trabéculas neoformadas, preenchendo totalmente o espago entre as paredes pré
existentes. Diferentemente do grupo 1 em ambos 0s grupos de ratos suspensos, as tibias
controle apresentaram areas ocupadas por codgulo sanguineo e estruturas em
diferenciagdo que indicam um estégio inicial de reparo. De acordo com Einhorn (27), o
processo de reparo 6sseo e diferenciacdo celular passam por dois estagios: o primeiro,
envolvendo o processo inflamatorio, a diferenciacdo e o inicio da ossificagdo; e por
ultimo, a ossificacéo e remodelagdo gradual ocorrendo o restabelecimento da arquitetura
com a formac&o original dssea.

Em todos os espécimes, de todos os grupos houve a auséncia de células
osteogénicas e em Varios grupos observou-se a auséncia de tecido conjuntivo em
diferenciagdo, entre as trabéculas Osseas neoformadas. Hoyer e Lippert (28)
determinaram as propriedades mecénicas do fémur, da tibia e do Umero de animais
testados em flex&o, e concluiram que ndo houve diferenca nas propriedades mecénicas
entre 0s 0ssos frescos e os congelados a -20°C. Silva e Volpon (5) para a conservagao
das pecas utilizaram a mesma técnica de congelamento dos fragmentos dsseos a
temperatura de — 20°C, para posterior andlise. A mesma técnica abordada por Silvia e
Volpon (5) foi utilizada para conservagdo das tibias no presente trabalho, entretanto, as

amostras de tecido 6sseo foram submetidas a outros procedimentos, sendo provével que
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devido ao manuseio excessivo, associado as alteragdes bruscas de temperatura, danos
teciduais possam ter ocorrido. A auséncia de células osteogénicas, provavelmente deve-
se a descalcificagdo, a qual foi submetido o material bioldgico antes da analise
histoldgica.

Os resultados da analise histomorfometrica do Grupol revelaram uma diferenca
significativa quando comparados com os resultados do Grupo 2 e 3 tratados e controle,
sendo o volume de tecido neoformado dos animais do G1 inferior aos demais. Silva e
Volpon (5) diferentemente observaram que a simulacdo de microgravidade por
suspenao de 7 a 21 dias, promoveu uma reducgdo significativa na maioria das
propriedades mecénicas da tibia e fibula, quando comparado aos grupos controles ndo
suspenso. Segundo Schimitz e Hollinger (29) uma lesdo dssea de 4x2mm é um tamanho
critico, pela sua extensdo. Tal defeito, pode elucidar os achados do Grupo 1, onde foi
observado na maioria dos especimes a formagdo de calo Gsseo, caracteristico de
cicatrizacdo secundéria, que segundo Dobleré (26) e Pinheiro (30) , ocorre quando ndo
h& estabilidade necesséaria para o reparo do defeito. Os animais dos Grupos 2 e 3
sofrendo 0 mesmo defeito 6sseo que o Grupo 1, ndo foram submetidos a descarga de
peso no local da lesdo, uma vez que, por permanecerem suspensos, ndo sofreram
movimentagdo da regido lesionada, proporcionando assim, estabilidade ao defeito dsseo.

Consolidagdo da fratura € um importante topico de pesquisa na fisioterapia
ortopédica devido a dificuldade de se promover um pés - operatdrio adequado e evitar a
descarga de peso precoce ou excessivo do local fraturado. Embora a evolucdo da

consolidacdo Ossea dependa de muitos fatores, tais como estimulo mecénico e a
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descarga peso é importante que no ambito clinico, exista uma orientacdo quanto ao
excesso de estimulos e suas consequiéncias.

Na comparacéo entre os resultados histomorfométricos do reparo 6sseo as tibias
tratadas revelaram um aumento no volume tecidual em relacdo as tibias controle. No
entanto apenas o0 G2 e G3 demonstraram diferenga estatisticamente significante em
relado ao G2c e G3c, demostrando que o tratamento com ultrassom influenciou no
reparo 0sseo, apesar desses animais terem sido submetidos a ambientes de
microgravidade. Corroborando com os achados de Lirani, (24) que ap0s avaliar, 0
defeito experimental de ratos tratados com ultrassom e laser, pela histomorfometria e
pelo ensaio mecanico de flexdao, concluiu que o ultrassom acelerou o reparo 0sseo.
Colucci (25) utilizando o tratamento de ultrassom de baixa intensidade, a analise
histomorfométrica, verificou junto das espiras do pds implante a presenca de tecido
calcificado mais intenso.

Conclui-se que o tratamento com ultrassom contribuiu pra acelerar o reparo
6sseo independente da presenca ou auséncia da descarga de peso e que outros fatores
relacionados com a metodologia possam ter corroborado para 0s nossos resultados.
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FIGURAS:(A) Fotomicrografias do G1 tratado: Fechamento do defeito em toda sua
extensdo com presenca de tecido 6sseo neoformado indicados pelas setas, e a cabeca de
seta indica a regido com auséncia celulas e tecido em diferenciagdo.
Hematoxilina/Eosina. Objetiva 4(zoom digital). (B) Fotomicrografias do G1 controle:
As setas pretas indicam as espiculas 6sseas. Hematoxilina/Eosina. Objetiva 20. (C)
Fotomicrografias do G2 tratado: As setas indicam as areas ocupadas por estruturas
com caracteristicas de codgulo em degeneracao. Objetiva 40. Tricomico de Mallory. (D)
Fotomicrografias grupo G2 controle: observa se as extensas areas ocupadas por

coagulos sanguineos indicados pelas seta verde. Coloracdo em Hematoxilina/Eosina.



Objetiva 4(zoom digital). (E) Fotomicrografias do G3 tratado: As setas indicam as
areas ocupadas por coagulo em degeneracdo e tecidos em diferenciacdo. Tricomico de
Mallory. Objetiva 20. (F) Fotomicrografias G3 controle: As setas pretas indicam as
delgadas trabéculas sendo preenchida por extensas areas com coagulos sanguineos,

representadas pela seta rosa. Tricomico de Mallory. Objetiva de 20.

Avaliacdo histolégica e histomorfométrica do reparo ¢sseo em tibias

osteotomizadas de ratos (Rattus norvegicus albinus) frente & auséncia de carga e
tratamento com ultrassom



Tabela 1 - Resultados expressos das Médias (X) e desvio padréo (S) da porcentagem de 0sso
neoformado, segundo os grupos: G1 defeito 0sseo + ultrassom + ndo suspensos; G2 defeito
0sseo + suspensédo pela cauda por 15 dias + ultrassom; G3 Suspenséo inicial de 21 dias +

defeito 6sseo + ressuspenséo por 15 dias + ultrassom

Porcentagem de osso neoformado (X + S)

Grupo/n Grupos Tratado - tibia direita
(G) Grupo Controle - tibia esquerda (G,
G1(n=6) 13,62 + 4,88 bA 8,68 £ 4,16 aA
G2(n=5) 27,17 £ 11,36 aA 10,10 £ 7,90 aB
G3(n=7) 23,19 £ 5,61 aA 15,74+ 7,08 aB
*(p> 0,05)

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
“Student-Newman-Keuls” (SNK).

Avaliagdo histolégica e histomorfométrica do reparo ¢sseo em tibias
osteotomizadas de ratos (Rattus norvegicus albinus) frente & auséncia de carga e
tratamento com ultrassom



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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