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RESUMO

Apés a fratura de um segmento 0sseo inicia-se 0 processo de reparo para
restabelecer a sua continuidade. Entretanto, em cerca de 5 a 10% das fraturas algum
distarbio de consolidacao pode ocorrer, impedindo o reestabelecimento completo da
sua continuidade e funcéo. Varios métodos terapéuticos menos invasivos vem sendo
estudados para otimizar este processo de reparo 0sseo, dentre eles, a terapia
extracorporea por ondas de choque. Entretanto, ainda ndo existem evidéncias
suficientes para indicar seu uso em fraturas agudas. A terapia por ondas de choque
consiste em um estimulo mecénico que, através da mecanotransducao, desencadeia
uma série de respostas celulares, que atuam sobre as vias de sinalizacdo da
osteogénese. Sendo 0 0sso um tecido especializado no suporte de carga, a avaliacédo
do seu desempenho mecanico ao longo do processo de reparo é fundamental e
significativa do ponto de vista clinico.

A finalidade do presente estudo foi avaliar, por meio do ensaio mecanico de
cisalhamento, a qualidade do tecido 6sseo neoformado de modo comparativo quando
submetido a ondas de choque focal. Foram produzidos defeitos monocorticais de 3,2
mm de didmetro e com 1,5 mm de profundidade na metéfise proximal das tibias direita
e esquerda de vinte e um ratos Wistar adultos. Ao final do procedimento, com a pele
suturada, ainda sob anestesia, os animais foram estimulados com Unica sesséo de
ondas de choque focal de 500 pulsos a 0,12 mJ/mm? e frequéncia constante de 4 Hz.
Apbés uma, duas e trés semanas de seguimento, a regido do defeito 6sseo foi
documentada por estereomicroscopia e submetida a ensaio mecéanico de
cisalhamento. Os resultados foram comparados com grupo Controle que seguiu a
mesma metodologia, porém sem o0 uso da onda de choque.

Pelas imagens da estereomicroscopia do espécime, foi possivel identificar o
posicionamento dos defeitos e observar a sua evolucdo temporal. Tanto no grupo
Controle (sem estimulo) quanto no grupo Onda (estimulado com onda focal), a partir
da segunda semana foi dificil identificar os limites da area perfurada.

A forca para cisalhar o tecido 0sseo neoformado apds uma semana de
seguimento foi significativamente maior no grupo Onda quando comparado com o
grupo Controle (p = 0,000). Entretanto, diferenca significativa ndo foi observada apés

duas e trés semanas de seguimento entre os dois grupos.



A terapia por ondas de choque focal alterou a qualidade do tecido de reparo,
aumentando sua resisténcia ao cisalhamento na primeira semana apds o estimulo
guando comparada ao grupo Controle para 0 mesmo tempo de seguimento (p =
0,000).

Palavras-chave: Consolidacdo da Fratura; Osso Esponjoso; Tratamento por
Ondas de Choque Extracorporea; Resisténcia ao Cisalhamento; Experimentacao

Animal.



ABSTRACT

After a fracture, the bone healing process begins, in order to restore the integrity
of the bone. However, 5 to 10 % of them may develop some kind of healing disorder,
preventing the complete re-establishment of anatomy and function. Several less
invasive therapeutic methods have been studied to optimize the healing process,
among them, extracorporeal shockwave therapy. However in acute fractures'
treatment, the role of extracorporeal shockwave therapy remains unclear.

The mechanical stimulus provided by the extracorporeal shockwave therapy
triggers, through mechanotransduction, a cellular response in the healing process,
acting on osteogenesis signalling pathways. Since the bone is a weight bearing
specialized tissue, its mechanical performance evaluation during the healing process
Is clinically crucial and significant.

Our goal was to evaluate the quality of bone exposed to shockwave therapy, by
biomechanical analysis. Monocortical defects, 3,2 mm wide and 1,5 mm deep, were
drilled in proximal tibial methaphysis of twenty-one adult Wistar rats. Immediately after
surgery, with skin sutures in place, still under anaesthesia, a session of 500 focused
extracorporeal shockwaves of 0,12 mJ/mmz2 at a rate of 4 Hz was performed. After
one, two and three weeks, the defect sections were analyzed by stereomicroscopy and
submitted to shear stress test. The results were compared to a control group from a
fellow researcher from the Laborat6rio de Biomecanica em Ortopedia, following the
same method, except for the shockwave therapy.

From the stereomicroscopy, the defect’'s placement was confirmed as well as
the healing progression. Both in the Control group (without shockwave therapy) and in
the Wave group (submitted to shockwave therapy), from the second week on, the
defects borders were hardly distinguishable.

The shear strength after one week follow up was higher on the Wave group than
in the Control group (p=0,000). However, no significant difference was noted between
the two groups after two and three weeks of follow up.

Focused Extracorporeal Shockwave Therapy modified the quality of the repair
tissue, increasing its shear strength in the first week after the stimulus when
compared to the Control group with the same follow-up time.

Keywords: Fracture Healing; Cancellous Bone; Extracorporeal Shockwave

Therapy; Shear Strength; Animal Experimentation.
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1. INTRODUCAO

A estrutura e a organizacéo tridimensional do tecido 6sseo proporcionam
as caracteristicas mecanicas necessarias para suportar a carga e as tensdes
mecanicas habituais®?. As fraturas ocorrem quando forcas externas superam a
capacidade de deformacéo plastica do 0sso, resultando na perda da sua continuidade
e da sua capacidade de suportar esforcos 34. Felizmente, o tecido 6sseo é capaz de
se auto reparar, sendo um dos poucos tecidos do corpo humano capaz de regenerar
completamente, por meio do processo de consolidacdo e remodelacdo®. Toda fratura
causa resposta inflamatoria local e sistémica que, por sua vez, desencadeia uma
sequéncia de reacdes bioldgicas que modulam a expressédo e a atividade de fatores
de crescimento e de proteinas citoplasmaticas, ativando as células responsaveis pela
consolidacao e pelo remodelamento 6sseos. Além de reconstituir o arranjo estrutural
e celular do tecido, esse mecanismo orquestrado também proporciona aumento
progressivo da resisténcia do osso recém-formado, reestabelecendo gradativamente
suas propriedades mecanicas originais. Assim ao final do processo de consolidacéo
e de remodelacdo, que pode durar anos, o 0sso alcancara suas propriedades
estruturais e mecanicas idénticas aquelas que possuia previamente a lesdo?°8.

Entretanto, em cerca de 5 a 10% das fraturas, ha um distlrbio em alguma
destas etapas, levando ao retardo de consolidagéo ou a interrupgéo do reparo ésseo
(ndo unidao), impedindo, assim, o reestabelecimento completo da anatomia e/ou da
sua funcéo’. Esta condicdo clinica é um desafio para o ortopedista, agrega custos
significativos ao tratamento, além de possuir um impacto negativo na qualidade de
vida dos pacientes®®. Geralmente, apresentam natureza multifatorial, sendo que as
principais causas sdao: instabilidade mecanica excessiva no foco da fratura e
comprometimento do ambiente biolégico, associado ou ndo a reducéo do suprimento
vascular®’. Diversos fatores podem aumentar o risco do aparecimento de um distUrbio
de consolidacdo: comprometimento de partes moles no sitio da fratura, peculiaridades
mecanicas e/ou biolégicas da propria fratura, presenca de outras lesdes associadas
(sendo elas do aparelho locomotor ou de outros aparelhos), infeccdo, método de
tratamento empregado e comorbidades preexistentes do paciente’. O tratamento
deste disturbio serd ditado por esses fatores e pelo perfil do paciente. Todavia,

essencialmente envolve nova abordagem cirlrgica, aumentando o tempo de
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hospitalizacdo e de afastamento laboral, o custo para o sistema de saude, além dos
riscos inerentes a uma nova cirurgia*"2,

Como abordagem alternativa para prevencdo ou tratamento destes
disturbios de consolidacdo, métodos néo invasivos e de menor morbidade vem sendo
estudados nos ultimos 40 anos. A base destas intervengdes consiste na aplicagédo de
estimulos mecéanicos e/ou bioldgicos para promover ou otimizar o processo de reparo
6sseo, acelerando a taxa de consolidacdo® . Dentre estas opc¢des, esta a terapia
extracorpdrea por ondas de choque focal (TOC) 12716, A TOC causa microfraturas no
antigo foco de fratura, funcionando como um novo estimulo mecanico que atravésda
mecanotransducéo, suscita uma série de novas repostas biolégicas, como aumento
de prostaglandinas, da secrecdo de fatores pro-osteogénicos e o aumento da
circulacdo local. Desta forma a terapia extracorporea por ondas de choque faz com
gue o tecido 6sseo adormecido sofra novo estimulo mecanico, iniciando assim todo o
processo normal de reparo bioldgico?®.

No entanto, o seu papel no processo de consolidacéo de fraturas agudas
e ndo complicadas ainda ndo estid bem definido, assim como sua indicacédo formal em
situacdes clinicas de risco para a ndo consolidacdo!’. Embora seu mecanismo de
acao ainda ndo esteja completamente elucidado, estudos experimentais tem
demonstrado seu efeito sobre a cascata biomolecular da regeneracéo 6ssea. Apesar
de existirem evidéncias de que a TOC participa da regulacdo de algumas proteinas
(Akt, BMP-2, TGF- e FAK)'®, o significado biolégico dessa regulacdo para a
osteogénese em si ndo estd esclarecido'®??. Com este objetivo pesquisas
experimentais, in vitro ou in vivo, buscam compreender por qual mecanismo ocorreria
a resposta biomolecular do tecido 6sseo. Porém, poucos sdo o0s estudos que
correlacionam esses achados com suas implicacdes nas fases da osteogénese, bem
como com a qualidade do osso neoformado durante a consolidacdo?-23. Afora isso,
os resultados disponiveis apresentam grande disparidade, desde efeitos benéficos da
TOC até impactos negativos causando prejuizo para o reparo 6sseo??4-27, Pode-se
afirmar, portanto, que até o momento é impossivel afirmar se a TOC interfere ou ndo
positivamente sobre o processo de consolidagao.

Frente a essa lacuna, o presente estudo buscou avaliar, de maneira
guantitativa em modelo animal, o efeito da TOC sobre a consolidagdo 6ssea em trés

diferentes tempos de seguimento.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

¢ Avaliar qualitativamente o regenerado 6sseo em funcéo do tempo nas
tibias de ratos, estimuladas ou néo pela TOC.

2.2.0Dbjetivos especificos

¢ Avaliar, por meio do ensaio de cisalhamento, a resisténcia mecéanica do
tecido 6sseo neoformado nos diferentes grupos ao longo do tempo.

¢ Avaliar se a TOC modifica a qualidade mecénica do tecido 6sseo
neoformado.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Biologia e arquitetura 6ssea

O tecido 0sseo € um tecido conjuntivo altamente especializado, formado
por células dispersas em uma abundante matriz extracelular’’. O osso suporta carga,
protege e sustenta os 0rgaos internos, sendo fundamental para o ortostatismo e para
locomocé&o, pois, juntamente com a musculatura esquelética, cria um sistema de
alavancas altamente eficiente, pelo qual as for¢as geradas na contragcao muscular sao
ampliadas®?’. A forma, a disposicdo e a distribuicido dos componentes da matriz
extracelular sdo os principais responsaveis pela sua funcdo de protecdo e
sustentacdo, provendo resisténcia mecanica adequada. Além disso, tem papel
importante na hematopoiese e na homeostase mineral do organismo, visto que é o
principal reservatério de calcio e fosfato”.

A matriz extracelular é constituida pela fase organica e inorgéanica. A fase
organica € composta por colageno do tipo | (90 a 95%), proteoglicanos e
glicoproteinas que respondem pela plasticidade dos ossos. A fase inorganica
representa sua maior porcdo, sendo formada por cristais minerais precipitados,
sobretudo de hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)z], responsavel pela rigidez, resisténcia a
compressao e a flexdo!?8,

Macroscopicamente, podemos identificar dois tipos de 0sso: o cortical ou
compacto e o esponjoso ou trabecular. O osso cortical € mais denso, com menor
capacidade de remodelacdo'?. Esta presente na diafise dos o0ssos longos,
correspondendo a cerca de 80% da massa do esqueleto maduro, e com papel
importante na sustentacdo da carga. Microscopicamente, € estruturado em um
sistema canalicular. A organizacdo de matriz de colageno ocorre de maneira
concéntrica ao redor de um canal central (canal de Havers), formando o ostéon. Os
ostéons tém um formato cilindrico alongado, dispostos paralelamente ao longo da
diafise. Eles se comunicam entre si, com a regido medular e com a area subperiosteal
através dos canais de Volkmann, orientados transversalmente. Radialmente dispostas
a partir dos canais de Havers, as lamelas aumentam a resisténcia mecanica do

tecido?2° (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da microanatomia do tecido 6sseo cortical,
explicitando seu sistema canalicular composto por canais de Havers, canais de

Volkmann e canaliculos (Gusmé&o e Belangero, 2009%°).

J& 0 0sso esponjoso corresponde aos 20% restantes da massa 0ssea, rico
em cavitacfes que se comunicam entre si e sao preenchidas por medula 6ssea. Esta
arquitetura Ihe confere maior plasticidade e possibilidade de deformacédo quando
submetido ao impacto direto. Possui maior atividade metabdlica e alta taxa de
renovacao 6ssea (“turn over” 3 a 5 vezes maior que no cortical). Encontrado nas
epifises e metafises dos ossos longos, bem como no interior dos corpos vertebrais e
dos ossos planos, € um tecido menos denso, com maior celularidade e maior
vascularizacdo. Sua matriz organica € organizada na forma de trabéculas de
espessuras diversas, cuja orientacdo é determinada pelas tensfes originadas pela
intensidade e direcéo das solicitagdes mecanicas!30-3L,

Tanto no o0sso cortical quanto no trabecular, pode-se identificar tecido
6sseo primario ou reticular (“woven bone”) e tecido 6sseo secundario ou lamelar'2. O
tecido 6sseo primario € imaturo, produzido durante periodos de rapida formacao
0ssea, seja durante o crescimento e desenvolvimento do 0Sso ou em resposta a

lesBes traumaticas ou tumorais. Nas situacoes fisiolégicas, € gradativamente
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substituido pelo tecido 6sseo maduro. E pouco organizado, com um padrdo de
entrelacamento aleatério das fibrilas de colageno, bem como um padréo irregular de
mineralizacdo da sua matriz, com menor quantidade de minerais e maior proporgcéo
de ostedcitost??8, O tecido 6sseo lamelar, por sua vez, é o tecido maduro
predominante apds o término do crescimento 6sseo e organizado em lamelas, com
fibras de colageno orientadas na mesma direcao. A disposicao das lamelas pode ser
predominantemente concéntrica ou paralela, dependendo em qual tecido se encontra
(cortical ou trabecular, respectivamente)*2:28:31,

Externamente, com excecao das regides cobertas pela cartilagem articular,
0 0SS0 € revestido por uma membrana de tecido conjuntivo, denominada periésteo.
Sua camada mais externa (fibrilar) € formada por um tecido conjuntivo denso e alguns
fibroblastos, sendo responsavel pela firme adesdo do periésteo ao osso (fibras de
Sharpey). Sua camada interna, adjacente ao 0SS0, possui vasos sanguineos, que
participam da vascularizacdo 0ssea, e € altamente celular, com células progenitoras,
com funcdo no crescimento 6sseo e na reparacdo de fraturas. O enddsteo € uma
estrutura que reveste internamente as cavidades do 0Sso esponjoso, 0s canais de
Havers e de Volkmann e o canal medular, formada por camadas de células
osteogénicas. Tal qual o periésteo, também participa da nutricdo 6ssea e dos
processos de crescimento e reparo 6sseost?28,

As células do tecido 6sseo derivam de duas linhagens distintas: enquanto
0s osteoblastos e ostedcitos provém de células-tronco mesenquimais (linhagem
osteoblastica), os osteoclastos tem sua origem em tecido hematopoiético®-28,

Os osteoclastos sao células grandes e multinucleadas, responsaveis pela
reabsorcdo 0ssea, através da secrecdo de acido, colagenase e outras substancias,
“digerindo” a matriz orgéanica e dissolvendo os cristais de calciol. Os osteoblastos
organizam-se linearmente nas superficies ésseas e sao as células fundamentais na
organizacao da matriz 0ssea, visto que Sao responsaveis pela sintese de sua parte
organica (colageno tipo I, proteoglicanos e outras proteinas), bem como participam de
sua mineralizagdo, por concentrarem fosfato de calcio!??®. Conforme produzem a
matriz, alguns osteoblastos acabam ficando aprisionados em seu interior, originando
0s osteqcitos. Estes séo células achatadas, localizados em lacunas no interior da
matriz extracelular, com prolongamentos citoplasmaticos que se comunicam pelos
canaliculos, formando uma extensa rede celularl. Os ostedcitos apresentam papel

primordial na modulagédo da producgéo e da reabsorcdo 6ssea, uma vez que sao as
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principais células responsaveis por reconhecer estimulos mecéanicos e transformé-los

em processos biolégicos, através do fenébmeno da mecanotransdugéo?2832,

3.2. Mecanotransducgéo

O esqueleto maduro normalmente se encontra em um estado de constante
remodelamento, com equilibrio entre as atividades osteoblastica e osteoclastica,
adaptando-se assim a diversas solicitagdes mecanicas?®. O termo em inglés Strain é
usado na maioria dos textos para definir essa deformacao relativa do tecido 6sseo em
relacdo ao seu tamanho original, quando submetido a tensdes mecénicas externas.
Em portugués, é denominado de “deformacgéo”’3! e é medido em microstrain (ue),
sendo 1 ye =1 ym/m = 10=0,0001%.

No século XIX, Julius Wolff constatou que o 0sso era uma estrutura
dindmica, capaz de modificar seu tamanho, forma e estrutura de acordo com o
estimulo mecanico. Essa descoberta forneceu os fundamentos para a lei de Wolff
(1892): “cada mudanga produzida na forma ou na funcido do 0sso € seguida por
mudangas na sua arquitetura interna assim como na sua conformacdo externa,
obedecendo leis matematicas”3. Em outras palavras, a solicitacdo mecéanica é
reconhecida pelo tecido 6sseo, que responde com formacao ou reabsorcdo ésseas,
dependendo da magnitude e da direcdo da carga e, consequentemente, da

deformacéo relativa gerada (Tabela 1)3#35,

Tabela 1. Resposta da célula 6ssea de acordo com a deformacéo relativa (strain)
incidente

Faixa Deformacao (ue) Resposta biologica
Desuso Abaixo de 50-100 Reabsorcéo 6ssea
Fisiolégica 50-100 a 1000-1500 Sem alteracdo massadssea
Overuse 1000-1500 a 3000 Osteogénese

Patoldgica Acima de 3000 Fratura de “stress”

Acima de 25000 Fratura completa
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Essa capacidade de reconhecer o estimulo mecanico e converté-lo, por
meio de reacdes bioquimicas, em respostas biologicas, denomina-se
mecanotransducédo?®32:353,  Trata-se do principio que norteia tanto o modelamento
6sseo descrito acima, quanto alguns métodos terapéuticos como a TOC32:37:38,

Todo estimulo mecanico que o 0sso sofre tem repercussao ao nivel tissular,
gue faz seu “reconhecimento” pelos mecanorreceptores da membrana plasmatica das
células, com posterior acdo sobre as vias de sinalizagdo celular. Esta cascata de
reacdes bioquimicas determinara a resposta celular, estimulando ou inibindo a
osteogénese 323,

O osso € capaz de suportar deformacdes relativas de até 2% sem sofrer

fratura, entretanto, a célula éssea necessita de uma deformacéo de 10% para
direcionar sua resposta a osteogénese?2°:35, Para explicar essa aparente contradicdo
alguns autores propuseram um modelo matematico que teria a finalidade de amplificar

a deformacédo em nivel do tecido 6sseo e, dessa maneira, as células seriam
submetidas a deformacdes relativas maiores, possibilitando a sua resposta?®:32:34:39,
Embora osteoblastos, osteoclastos, células da medula éssea e do periésteo sejam
mecanossensiveis, 0s ostedcitos sdo as principais células Osseas na
mecanotransducao. O modelo de amplificacdo da deformacédo é baseado em sua
microanatomia (Figura 2)?°. Os processos citoplasmaticos dos ostedcitos situam-se
centralizados no interior dos canaliculos e ancoram-se a parede canalicular através
de fibrilas transversas. Os processos citoplasmaticos estdo separados da parede
canalicular pelo espaco pericelular, preenchido com um fluido rico em albumina?®:32:3,

A forca mecanica deformante aplicada sobre o osso gera fluxo do fluido
canalicular que, no interior do canaliculo, provoca uma for¢a de arrasto. Esta, quando

em contato com as fibrilas, produz deformacdes circulares ou “hoop strains”,
resultando em forcas 20 a 100 vezes maiores do que as aplicadas a superficie
6ssea3?39-41, Além disso, o fluxo do fluido canalicular produz tensédo de cisalhamento
entre o processo citoplasmatico e o corpo celular do ostedcitos. Embora a tensao de

cisalhamento ndo amplifique a deformacdo mecanica, ela estimula mecanicamente a
célula3o4142,
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Figura 2. Modelo de amplificagdo do estimulo mecéanico. O fluxo do fluido canalicular
resultante da forca deformante produz uma forca de arrasto que, em contato com as
estruturas canaliculares, gera deformacdes circulares (“hoop strains”), aumentado de
20 a 100 vezes a forca deformante inicial. Além disso, esse fluxo de fluido produz
tensao de cisalhamento, estimulando mecanicamente a célula (Adaptado de Gusmao
e Belangero, 200929).

AplOs essa etapa, a forca mecanica provoca alteracdo estrutural dos
mecanorreceptores com sua consequente ativacdo, desencadeando cascatas de
reacdoes bioldgicas. Atualmente sdo conhecidas varias estruturas na membrana
celular com funcéo de mecanorreceptores, como receptores de ATP, receptores de
fatores de crescimento, integrinas, canais idnicos, proteinas frizzled, receptores de
lipoproteina de baixa densidade, conexinas e proteinas G323, Todavia, dentre eles, é
fundamental a participacédo da integrina, uma vez que a ativacdo de todos os outros
mecanorreceptores, de multiplas vias de ativacdo celular e, consequentemente, a

resposta osteogénica da célula 6ssea sdo dependentes dessa proteina342,
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3.3. Propriedades mecénicas do 0sso

De maneira geral, as caracteristicas mecanicas mais importantes do 0sso

sao a sua resisténcia (capacidade de suportar a carga sem falhar) e sua rigidez
(relacdo entre carga e deformacéo). Elas variam de acordo com sua localiza¢ao, sua
geometria (espessura da cortical e diametro de seccao transversa), se cortical ou
esponjoso, tipo histolégico predominante (lamelar ou reticular) e idade do individuo*3.
Por ser formado por uma fase organica e uma inorganica o tecido 6sseo é
denominado de material compésito**. No entanto, ao contrario dos materiais
compésitos artificiais, ele apresenta estrutura hierarquica (Figura 3)*3-*¢, com
mecanismos de absorcéo e de dissipacdo de energia Unicos para cada escala, desde
sua estrutura ultramolecular (arranjo das fibrilas de coldgeno com cristais de
hidroxiapatita) até sua estrutura macromolecular (0sso como um todo)34447-50 Essa
hierarquizacdo Ihe fornece propriedades mecéanicas dificeis de serem reproduzidas
em outros materiais. Ademais o 0sso € um material anisotropico e viscoelastico
respondendo assim de forma diferente conforme a direcao e a velocidade de aplicacéo

de carga 475152,

Macroescala Mesoescala | Microescala | Nanoescala

Osso - inteiro ou Trabéculas Lamela Fibras de coligeno
fragmentos Osteons Trabécula tinica Cristais minerais

Figura 3. Esquematizacdo da estrutura hierarquica do osso desde uma escala
macroscopica até nanoscopica. Essa hierarquizacéo permite diferentes mecanismos
de dissipacédo de energia para cada nivel, conferindo ao osso propriedades mecanicas

Unicas entre os materiais. (Adaptado de Donnelly 2011)%3
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Sua fase orgénica corresponde a cerca de 20 a 25% do tecido 6sseo em
peso, conferindo suas propriedades de resisténcia a tracédo, ductilidade e tenacidade.
Em outras palavras, é a fase organica que determina a capacidade do tecido em se
deformar sob acéo de tensées mecanicas e sua capacidade de absorver energia antes
de fraturar, atribuida, principalmente, a organizacdo de suas fibras colagenas. Em
contrapartida, sua fase inorgéanica representa cerca de 60-70% de seu peso total e
fornece ao o0sso rigidez e resisténcia as forcas de compressao, relacionadas,
sobretudo, a quantidade e a distribuicdo dos cristais de hidroxiapatita30:31:47-49.54,
Apesar de apresentarem composi¢ao similar, 0s 0ssos cortical e esponjoso possuem
organizacg0es estruturais distintas, o que resulta em propriedades mecanicas também
distintas?3:54-56,

No osso cortical, a organizacdo dos Osteons ocorre em orientacao
longitudinal, proporcionando resisténcia mecénica maxima as cargas que Sao
aplicadas nesse sentido?#%%4%  Em contrapartida, quando sujeito a cargas
perpendiculares ou tangenciais ao sentido dos 0steons, apresentara maior risco de
fratura. Clinicamente, sua microestrutura é otimizada para suportar cargas a que o
0sso habitualmente sera exposto?54:°5,

Por sua vez, o 0sso trabecular € um tecido menos denso, onde ndo existem
canais de Havers. Sua microarquitetura, assim como o pequeno tamanho das
trabéculas, resulta em menor rigidez e resisténcia mecéanica quando comparado ao
cortical?®%7-61, O tecido 6sseo esponjoso é formado por trabéculas interconectadas e
cuja disposicao depende da intensidade e da direcdo das solicitagcbes mecanicas a
gue sdo submetidas. Dessa maneira, os valores de suas propriedades mecanicas
apresentam variagcdes maiores que os do osso cortical, sendo dependentes de sua
localizacdo anatdmica e de sua funcdo®57:5°. Sua estrutura permite uma fungdo
adequada na absorcéo de impacto e na transferéncia de carga quando submetida a
forcas compressivas. Em compensacédo, ndo apresenta um bom desempenho em

resposta a cargas de flexdo ou de torgéo®*°7:59,
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3.4. Consolidacdo e remodelamento ésseos

O tecido 6sseo é um dos poucos com capacidade de regeneracéo, ou seja,
apos uma fratura, consegue restabelecer sua estrutura e funcionalidade ao estagio
original prévio a lesdo?’.

Fratura é definida como “perda da continuidade dssea, resultante de
sobrecarga mecéanica Unica ou de repeticdo, que leva a deformacéo patoldgica, a
perda de fungéo de suporte do osso e a dor” 34 Em outras palavras, € um processo
puramente mecanico que desencadeia gatilhos biol6gicos responsaveis pelo reparo
6sseo e pela consolidacéo das fraturas®6:2,

O reparo 6sseo ocorre por meio de eventos que se assemelham a
fendbmenos ocorridos durante o desenvolvimento intrauterino de formacdo do
esqueleto (ossificacdo intramembranosa e endocondral). Essa capacidade do tecido
0sseo mimetizar os processos embrionarios é responsavel pelo seu maior potencial
regenerativo*®.

A consolidacao das fraturas pode acontecer de duas maneiras, primaria ou
secundaria*®19. A consolidacdo primaria ou direta ocorre pela remodelacdo 6ssea
promovida pelos 6steons (ossificacdo intramembranosa) e s6 é possivel na vigéncia
de estabilidade absoluta, isto é, na auséncia de movimento interfragmentario no foco
de fratura. Ja a consolidagéo secundéria ou indireta acontece na presenga de certo
grau de movimento também denominado de estabilidade relativa e inclui tanto a

ossificacdo intramembranosa quanto a endocondral*®>”.

3.4.1 Tipos de consolidacdo 6ssea

E pré-requisito para a consolidagéo primaria ou direta de fraturas, uma
reducdo anatdbmica de seus fragmentos, além da estabilidade absoluta entre eles.
Nessa modalidade, idealmente ndo ha formacdo de calo 6sseo. As extremidades
Osseas da fratura deverdo estar em direta aposicdo, em contato direto ou com
pequenas fendas, menores do que 0,5 mm. O processo de consolidacdo completo
demanda tempo maior em relacdo ao da consolidacéo indireta3563,

No osso cortical, na auséncia de fendas entre os fragmentos, 0 0SSO

lamelar sera formado de maneira direta, transversalmente a area da fratura através
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dos “cutter cones”. Primeiramente, um aglomerado de osteoclastos atravessara a
linha de fratura, reabsorvendo o material necrético. Sequencialmente a eles, o0s
osteoblastos iniciam a formagdo de nova matriz extracelular e originam novos
ostedcitos. Por fim, conforme ocorre a progressao vascular, novos canais de Havers
serdo formados. Caso existam pequenas fendas entre as extremidades dos tracos de
fratura, deve haver o preenchimento destas pela formacdo de osso reticulado que
preenchera estes espacos para que 0s canais de Havers possam crescer e atravessar
estas regides>"63-65,

Ja no osso trabecular, a consolidagéo priméria ocorre por meio da atividade
coordenada dos osteoblastos e dos osteoclastos, sem a presenca dos “cuttercones”.
O 0ss0 esponjoso possui maior area superficial, propiciando maior contato (aposi¢ao)
entre as extremidades da fratura. Além disso, sua maior vascularizacao e celularidade
permite que os osteoblastos formem tecido 6sseo sobre as trabéculas ja existentes.
No 0sso esponjoso ndo ha formacao de calo, a ossificacao € do tipo intramembranosa
e ndo endocondral-6:6465,

A consolidacéo indireta € a forma mais comum de consolidacédo 0ssea, €
estimulada pelo micromovimentos e ocorre espontaneamente, no tratamento nao
cirirgico das fraturas e nos tratamentos cirlrgicos que promovem a estabilidade
relativa. Classicamente, pode ser subdividida em quatro estagios: inflamacao,
formacao do calo “mole”, formacéo do calo “duro” e remodelacdo, com caracteristicas
distintas em cada um deles. Todavia, vale ressaltar que a consolidagéo € um processo
dindmico, com sobreposigéo de eventos na linha temporal, servindo essa classificagédo
apenas para fins didaticos®10.62.63.66,

O estagio inflamatorio inicia-se logo apés a fratura e perdura por cerca de
sete dias. O trauma causa lesdo 6ssea, periosteal e das partes moles adjacentes, com
rompimento de vasos sanguineos e consequente formacdo de hematoma no foco de
fratura. Além disso, a leséo vascular interrompe a nutricdo dos ostedcitos localizados
nas extremidades dos fragmentos, causando necrose dessa regido, com liberacéo de
mediadores inflamatorios, principalmente TNF-a, TGF-(3, IL (-1,-6,-11,-18), BMP, FGF-
2 e PDGF. Tais mediadores, estimulam a angiogénese nos arredores da fratura e
promovem o0 recrutamento e a proliferacdo de células-tronco e sua
diferenciacdo®610.6266.67 Adicionalmente, os osteoclastos iniciam a remoc¢édo do 0sso
necrotico das extremidades da fratura. Alem disso, a resposta inflamatéria inicia a

coagulacdo do hematoma, tanto ao redor das extremidades da fratura quanto na
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regido medular, formando um tecido de granulacdo, rico em fibrina. Esse tecido,
mecanicamente menos estavel, representa um “molde” para a formagao do futuro
Ca|05,6,10,63,68_

O estagio de formagdo do calo “mole” inicia-se na sequéncia, sob a
influéncia principalmente de BMP-2 e TGF-B. Com a diminuigdo do processo
inflamatorio, o tecido necroético e o exsudato sao reabsorvidos. Novos brotos capilares,
principalmente provenientes do periosteo, invadem a regido do hematoma,
transportando células tronco mesenquimais. Estas se diferenciam em fibroblastos e
em condrécitos que se proliferam e produzem suas respectivas matrizes, substituindo
o tecido de granulacéao por tecido fibroso e por cartilagem, originando o calo “mole”,
através do inicio da ossificacdo endocondral#-5:10.63.66,

Ao mesmo tempo, sob modulacdo do BMP-2, -5 e -6, as células
progenitoras presentes no peridésteo e no enddésteo diferenciam-se em osteoblastos,
iniciando a formacdo de o0sso subperiostealmente no foco de fratura. O 0Sso
primeiramente sera formado na periferia do calo, através do processo de ossificacao
intramembranosa, enquanto na regido central, por apresentar menor tensao de
oxigénio, ainda existira o calo “mole” com grande quantidade de cartilagem>10.66.67,

Os condrécitos hipertroficos e os osteoblastos expressam altos niveis de
VEGF, estimulando a invasdo vascular do calo cartilaginoso tanto a partir de vasos
pré-existentes (angiogénese) quanto da formacdo de novos plexos vascularest0:66.67,
Com o aumento da vasculariza¢do no calo cartilaginoso, ocorre maior recrutamento
de células-tronco com potencial osteogénico para a regido. A diferenciacdo de
osteoblastos e de osteoclastos é estimulada por TNF-a, RANKL, M-CSF e OPG.
Consequentemente, ocorre reabsor¢do da matriz cartilaginosa, e progressiva
substituicdo desta pelo osso reticular, através da ossificacdo endocondral que
aumenta o volume do calo “duro” e a sua resisténcia mecéanica®61066.69 Esse
processo continua até completa substituicho do calo cartilaginoso pelo calo
ésse062,67,69_

O estagio de remodelacéo inicia-se apos a formacédo completa do calo
0sseo e pode persistir por anos. Essa segunda fase reabsortiva é estimulada por IL-1
e TNF-a>%667 Através da reabsorcdo do calo dsseo pelos osteoclastos e da deposicéo
de osso maduro pelos osteoblastos (remodelagcao osteonal), o 0sso reticular vai sendo
substituido pelo lamelar, com remodelamento do calo ésseo e reestabelecimento do

diametro da cavidade medular, restituindo completamente a estrutura 6ssea e suas
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propriedades biomecanicas prévias a fratura pela invasédo dos canais de Havers*

7,10,63

3.4.2 Fatores que interferem na consolidacdo 6ssea

Aporte sanguineo adequado € condigcdo

imprescindivel para a

consolidacdo 6ssea. Além dele, outros fatores, biolégicos ou mecanicos, podem

interferir na consolidagdo normal,

causando atrasos ou até interrupcdo do

mesmo*1163.68 Tais varidaveis ainda podem ser categorizadas entre decorrentes da

lesdo propriamente dita, do paciente ou do tratamento instituido (Tabela 2).

Tabela 2. Fatores que influenciam na consolidacao de fraturas

Caracteristicas

do paciente

Caracteristicas

dalesdo em si

Caracteristicas

do tratamento

Diabetes mellitus
Status nutricional
Idade

Tabagismo

Drogadicéo
Disturbios hormonais
Uso de corticoide
Doencgas 0sseas (ex:
osteoporose,
osteomalacia)
Tumores 0sseos
Metastases 6sseas

Infeccéo

Grau de lesdo das partes moles
Lesdo neurovascular associada
Perda 6ssea

Local fraturado

Infec¢do associada

Interposicéo de partes
moles no foco de fratura
Qualidade da reducéo

da fratura

Método de fixacéo

utilizado

Em geral, quanto maior a energia do trauma, maior sera a lesdo vascular

sofrida pelo osso e partes moles circundantes, resultando em maior quantidade de

tecido ndo viavel ou parcialmente viavel. Este tipo de tecido dificulta a migracédo das

células mesenquimais, comprometendo a invasao vascular e consequentemente a
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vascularizacgédo local. Na vigéncia de infeccdo, o cenario torna-se mais complexo, visto
gue a infeccdo potencialmente acarreta necrose de tecidos saudaveis e trombose de
vasos. Além disso, ha ativacdo celular para contencdo do processo infeccioso,
realocando células que seriam destinadas ao reparo 6sseo” 118,

A presenca de patologias prévias do paciente também pode influenciar na
consolidacdo. O diabetes mellitus prejudica a cicatrizacao local e a nivel sistémico.
Acarreta aumento do tempo de consolidacdo, com reducéo do volume do calo devido
a elevada reabsorcao cartilaginosa. Osteoporose, metastases 0sseas e tumores
0sseos primarios alteram a estrutura e/ou a biologia do 0sso e consequentemente, a
qualidade da consolidagao®11:68,

Aidade e o status nutricional sdo outras variaveis importantes. A velocidade
do reparo Ossea diminui com o passar dos anos, devido a queda do namero de
células-tronco, presenca de periésteo mais delgado e com menor espessura da
camada germinativa e, portanto, com menor potencial osteogénico e vascularizagéo
intrinseca. Pacientes com ingesta nutricional inadequada apresentam aumento de
complicacdes peri-operatérias e, segundo alguns estudos experimentais, o calo
formado é menos resistente3 71168,

Além desses fatores, ha os relacionados com o tratamento: a qualidade da
reducdo dos fragmentos fraturados, a escolha inapropriada do método de
estabilizacdo da fratura, bem como abordagens cirirgicas amplas com maior
morbidade e maior descolamento de partes moles, que constituem fatores importantes

para causar distirbios da consolidacédo 6ssea*8©3,

3.4.3. Resisténcia mecanica durante a consolidacéo 6ssea

A medida que a consolidacdo progride, observa-se aumento na
mineralizacdo da matriz extracelular da regido em reparo, acompanhado pelo
aumento do modulo de elasticidade. Além disso, as fibras de colageno, a principio
desorganizadas, progressivamente se organizam até assumirem a direcdo das
principais solicitagdes mecanicas sobre 0 0sso em questdo. A area de seccgao
transversa aumenta, e, nos casos de ossificacdo endocondral, o calo comec¢a na

superficie periosteal, aumentando o diametro de sua area externa. Dessa maneira, €
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esperado que a rigidez, a resisténcia a tracdo e a compressdo aumentem

progressivamente, sendo maior no calo ésseo do que no calo cartilaginoso®/:68.70,

35. Ensaios mecanicos

Para se avaliar as propriedades mecanicas de um material e compreender
melhor seu comportamento, realizam-se ensaios mecanicos em amostras
representativas do material como um todo. Essas amostras sdo denominadas de
“corpo de prova”’t. O comportamento mecanico 6sseo tem sido objeto de avaliagéo
h&a mais de um século, com a finalidade de proporcionar melhor compreensao das
propriedades intrinsecas deste material. Sendo assim a caracterizagcdo mecéanica do
tecido 6sseo em formacao ou reparo € uma forma confiavel de avaliar o processo de
reparo frente a patologias ou intervencdes terapéuticas*® 274,

Ao contrario dos ensaios mecanicos que se faz na engenharia de materiais,
0 0SSO por ser anisotrépico tem variagdes na sua microestrutura devido a orientacao
das fibras de colageno, a densidade, a porosidade e ao contetido mineral31:43.4547.48,
Tais caracteristicas do material aliadas a falta de padronizacdo dos testes e das
medicdes contribuem para resultados divergentes na literatura. Vale ressaltar que
outros aspectos também contribuem para esta variabilidade como o preparo da
amostra, o método de preservacédo, a temperatura ambiente, a umidade e a origem
das amostras (espécie, idade, topografia do osso retirado, sexo,
comorbidades)*44548.50.72 A decisdo sobre qual a técnica de andlise a ser utilizada
depende de qual propriedade mecénica esta sendo considerada mais relevante e qual
a finalidade do estudo, contudo, nem sempre € simples determina-la. Dois fatores
objetivos nessa determinacéo sdo a quantidade de material e o tamanho das amostras
a serem ensaiadas. Além disso, para auxiliar nessa escolha, varios estudos orientam
nortea-la dentro de uma hierarquizacdo da estrutura 6ssea. Em outras palavras, é
possivel a analise do comportamento desde o 0sso todo até do arranjo das fibrilas de
colageno com os cristais minerais30:44.45.50,53,72,75

No entanto, para avaliar o processo de consolidagao, o objetivo principal é
guantificar a qualidade do tecido formado de preferéncia ao longo do tempo*4:53.70.75,
Durante ensaio mecanico, aplicam-se forcas (cargas) conhecidas sobre a regiao do

osso neoformado, procurando-se estabelecer relacdo entre a forca aplicada ea
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deformacdao resultante deste tecido, gerando a curva de carga versus deslocamento
ou tensdo versus deformacao, caso se trabalhe com corpos de prova de tamanho

padronizado (Figura 4)7677.

I
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Figura 4. Tipica curva tensao (“stress”) vs deformacao (“strain”) apresentada pelo
0sso (Adaptado de Cole et al’®). A porcdo inicial da curva representa a fase de
deformidade elastica do osso. A tensdo de escoamento (Oe) caracteriza o inicio da

deformidade plastica do osso e o limite de resisténcia (or) corresponde a maxima
tenséo suportada previamente a fratura. €e corresponde a deformagéo no escoamento

e & é a deformacéo naruptura.

A porcéo inicial desta curva, aproximadamente linear, caracteriza a fase de
deformidade elastica do 0sso, ou seja, periodo em que ele é capaz de retornar as
suas dimensdes originais assim que retirada a carga externa. A inclinacéo da reta

fornece a rigidez da amostra. Se o ensaio for realizado com um corpo de provade
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dimensdes conhecidas, pode ser obtido o valor do médulo de elasticidade do material
(médulo de Young). Quanto maior o modulo de elasticidade, maior sera sua rigidez. A
tensdo de escoamento (0e) Ou ponto de deformacéo representa 0 momento a partir do
gual inicia-se a fase de deformidade plastica. Nesta, mesmo com a retirada da carga,
0 0sso apresentard uma deformacdo permanente. O limite de resisténcia (on
corresponde a maxima tenséo suportada antes de ocorrer a fratura’® /7,

Os ensaios mais comumente utilizados para avaliagcdo 6ssea sdo os de

tracdo, compressao, torcéo, flexdo, cisalhamento ou identacdo*>°°:53.72 (Figura 5).

T, : ‘

¥ ——

Flexio em 3 pontos

Identacio

;

t | t) O O f

i Cisalhamento
Compressio Tragio Torc¢io Flexito em 4 poatos

Figura 5. Representacdo esquematica de ensaios mecanicos tradicionais, utilizados
para analise mecéanica do 0sso. As setas azuis representam as cargas aplicadas aos

corpos de prova (Adaptado de Vidotto et al’8).

3.6. Terapia por ondas de choque

As primeiras constatacbes do impacto das ondas de choque sobre o
organismo humano foram feitas durante a Segunda Guerra Mundial, quando se
observou lesdes pulmonares extensas em mergulhadores, sem nenhum sinal de
trauma externo associado, ap6s explosées subaquaticas’®-83. Na medicina, pesquisas
realizadas na Alemanha durante as décadas de 60 e 70 permitiram seu primeiro uso
terapéutico, no tratamento de litiase renal (litotripsia) em 1980, por meio da acéo
destrutiva sobre o calculo, com alta taxa de sucesso e baixo indice de complicagdes.

Seu potencial efeito sobre o tecido 0sseo foi suspeitado ao se observar alteracdes
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osteogénicas em pelves de pacientes submetidos a litotripsia. Em 1988, o tratamento
extracorporeo por ondas de choque foi aplicado com éxito, pela primeira vez, no
tratamento de pseudoartrose’®.

A natureza nao invasiva da aplicacdo das ondas de choque e sua baixa
taxa de complicagbes associadas representam a grandes atrativos na utilizacéo dessa
modalidade de tratamento. Dessa maneira, nos ultimos 40 anos, muitos estudos foram
realizados, proporcionando maior entendimento das propriedades fisicas das ondas
de choque e da sua acdo sobre tecido bioldgico, expandindo seu potencial de
tratamento para varias patologias®®®-28, De acordo com a Sociedade Médica
Brasileira de Tratamento por Ondas de Choque (SMBTOC) e The International Society
for Medical Shockwave Treatment (ISMST), o uso da TOC no tratamento de
tendinopatias cronicas e de distarbios da consolidacdo constitui indicagdes para o

sistema musculoesquelético®®:90,

3.6.1. Caracteristicas Fisicas das Ondas de Choque

As ondas de choque sdo ondas acusticas, porém diferem das ondas
sonoras convencionais por se propagarem com velocidades maiores que a do som.
Podem ser definidas como um disturbio pressorico transitério de grande amplitude,
com alta energia e curta duracdo (alguns microssegundos — [S), que se propaga
rapidamente através de um meio8084.88,

Inicialmente, ha uma elevacgéo abrupta da pressdao em um intervalo menor
gue 10 nanosegundos (ns), atingindo um pico de pressao positiva de até 150 MPa
(fase positiva ou compressiva). Em seguida, ocorre uma queda exponencial da
pressdo até valores negativos, chegando até —-25 MPa (fase negativa ou de
rarefacédo)®°!. Tais caracteristicas sdo responsaveis pelo seu formato de onda “em
dente de serra” (Figura 6), diferente da forma sinusoidal tipica da maioria das ondas

acusticas.
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Figura 6. Aspecto tipico de uma onda de choque, com fase compressiva de curta
duracdo e com alto valor de pico pressérico, seguida por uma fase de rarefacdo

(adaptado de ISMST — The International Society for Medical Shockwave Treatment®?).

A terapia extracorporea por ondas de choque (TOC) consiste na aplicacéo
de ondas de choque sobre um tecido biol6gico. Uma propriedade muito utilizada em
sua aplicacao clinica € a “focalizagao”, isto é, potencializar a aplicacdo de energia,
concentrando-a sobre uma zona terapéutica especifica, com dimensdes pré-
estabelecidas®*2,

Vale ressaltar que ondas de presséao radial também sdo empregadas como
modalidades terapéuticas e erradamente chamadas de ondas de choque radiais ou
ondas de choque nao focadas. Entretanto, suas caracteristicas fisicas em muito
diferem das ondas de choque. Sao ondas que se propagam abaixo da velocidade do
som, apresentando maior tempo para atingir o pico de pressao positiva (acima de
600ns), menor valor desse pico (0,1 a 19,9Mpa) e maior duragéao do pulso (cerca de
5ms)%3,

Véarios sdo os aparelhos disponiveis para o uso clinico das ondas de
choque, subdivididos de acordo com a forma de geracdo da onda. Eles também

diferem quanto a alguns outros parametros do pulso gerado, tais como frequéncia da
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onda, profundidade de penetracado, area de zona focal e densidade de fluxo de

energiad+94.95,

3.6.2. Dispositivos terapéuticos de acordocom a forma de geracao da

onda

Os aparelhos comercializados podem ser divididos de acordo com sua
forma de geracédo da onda em eletrohidraulicos, eletromagnéticos ou piezoelétricos®.
Todos eles convertem a energia elétrica em energia mecéanica (acustica). Além disso,
seus geradores estao posicionados em meio aquoso para diminuir a perda de energia
ao penetrar em um tecido biol6gico®84, Tal construcdo é norteada pela bioimpedancia
acustica do meio, determinada pelo produto da velocidade do som e da densidade do
meio. Quanto maior a diferenca entre a bioimpedancia acustica entre 0s meios, maior
sera a quantidade de energia refletida na transicao entre eles e, consequentemente,
maior a perda energética e menor sua absor¢do no alvo. A agua possui bioimpedancia
acustica mais proxima a dos tecidos biolégicos que o ar, minimizando, assim, a perda
energética. Pelo mesmo motivo, é utilizado um gel de base aquosa na superficie de
contato entre o transdutor do aparelho e a area de tratamento (ponto de refracéo)8084,

Os aparelhos eletro-hidraulicos ou de primeira geracéo possuem eletrodos
inseridos em um refletor metalico semi-elipsdide. Em resposta a uma descarga
elétrica, geram uma faisca que provoca rapida vaporizacdo do fluido ao redor, com
formacédo de uma bolha que se expande, originando uma onda de choque. Ao atingir
a superficie do refletor, essa onda é refletida e focada para a zona terapéutica®®84.

JA no interior dos aparelhos eletromagnéticos, h4 uma bobina
eletromagnética oposta a uma membrana metalica. A corrente elétrica ao passar pela
bobina gera um forte campo eletromagnético que repulsa a membrana metalica.
Consequentemente, o meio fluido ao redor € comprimido, criando um pulso acustico
de baixa pressédo e posteriormente uma onda de choque. O direcionamento para a
zona terapéutica pode ocorrer de duas maneiras nos equipamentos dessa geracao,
através de uma lente acustica convergente ou pela reflexdo da onda em um refletor
metalico parabdlico®.

Por ultimo, os dispositivos piezoelétricos possuem cristais piezoelétricos

distribuidos em uma superficie esférica em camada simples ou dupla, a depender do
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modelo. E essa distribuicdo que sera responsavel pela “focalizacdo” na zona
terapéutica, permitindo areas de menor tamanho focal. Eles convertem energia
elétrica em mecanica através da contracdo e expansao de seus cristais, gerando um
pulso de baixa pressdo no meio aquoso ao redor e posterior formacdo da onda de
choque®*.

No escopo do estudo e da aplicacao clinica em patologias ortopédicas, a
maioria das publicacbes disponiveis utilizaram dispositivos eletrohidraulicos.
Entretanto, apesar das diferencas apresentadas entre as trés geracdes de
dispositivos, ndo existem evidéncias cientificas que suportem a superioridade no uso

de algum deles em especifico®°”.

3.6.3. Acao das ondas de choque sobre o tecido 6sseo

Durante a propagacédo da onda, quando ela atinge o limite entre o meio
liqguido e o tecido biolégico (meios de densidades diferentes), uma parte de sua
energia sera refletida, uma parte sera atenuada e o restante sofrera refragéo®’.88.°1,

A atenuacdo representa a parte da energia que é perdida, sendo que sua
maior porcdo corresponde aquela absorvida apés a conversao irreversivel da energia
mecanica em energia térmica, por atrito direto entre as moléculas do meio ou por
dispersdo energética3’:84%, Quanto maior a heterogeneidade do meio e seu
coeficiente de atenuacdo, maior serd essa conversdo. Como o tecido 6ésseo possuli
um dos maiores coeficientes de atenuacao dentre os tecidos biolégicos, a TOC pode
provocar dano tissular, secundario ao calor absorvido37:84.88,

Apos sofrer refracdo, as ondas de choque no tecido biolégico possuem dois
efeitos basicos®”:#4. Afase de pressao positiva (compressiva) é responsavel pelo efeito
primario das ondas de choque, através do fendbmeno de presséo da radiacédo acustica.
J& a fase de presséo negativa (rarefacéo) é responsavel pelo efeito secundéario das
ondas de choque, através de geracao indireta de forcas mecanicas pelo fenbmeno de
cavitagdos®7.98-100,

A pressao de radiacao acustica € um fenébmeno que ocorre nas regides de
transicdo entre os meios de propagacdo da onda. Seu efeito biolégico decorre da
producdo de tensdes mecanicas diretas e indiretas®’#*. A primeira acontece na

direcdo da propagacdo da onda, quando o estimulo mecéanico provoca deformacéo
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relativa do tecido, proporcionando atividade elétrica e ativacao celular. A indireta
resulta das correntes acuUsticas e da conversdo modal®’#4, A intensidade da presséo
de radiacdo acustica € inversamente proporcional a distancia com a fonte geradora,
estabelecendo um gradiente de presséo. As correntes acusticas representam o fluxo
de fluido da area de maior para a de menor pressao e deformam as membranas
celulares. A conversdao modal representa parte da onda que sofre refracao
perpendicular ao atingir o tecido 6sseo 3784,

Na cavitacdo, as forcas de tracdo produzidas pela onda excedem a
resisténcia a tracao do fluido intersticial, levando a formacao e oscilagdo de bolhas de
cavitacdo®”:849-101 Dyrante a expansao da bolha, grande quantidade de energia é
transferida a ela. Quando a energia em seu interior for excessivamente alta, seja apdés
varios ou Unico pulso, ela se contrai rapidamente, entrando em colapso®”1%, Ao
implodir, os desfechos possiveis séo3’100:

o Efeito mecéanico direto sobre o tecido, devido & emissédo de novas ondas
de choque

¢ Risco de dano celular devido a producéo de radicais livres, secundaria
a liberagédo da energia acumulada na forma de energia térmica

¢ A bolha em colapso pode se agregar a outras bolhas presentes no meio
ou fragmentar-se, com repeti¢cao do ciclo expansao-colapso

e Caso o colapso seja assimétrico, microjatos com grande quantidade de
energia podem se formar, colidindo com a superficie do tecido em alta velocidade,
com efeito direto sobre a célula.

O estimulo mecanico proporcionado pela TOC é reconhecido pelas células
Osseas, principalmente os ostedcitos, e amplificado pelo sistema canalicular,
causando deformacgéo estrutural dos mecanorreceptores da membrana celular. Tal
deformacdo ativa os mecanorreceptores, sobretudo as integrinas, desencadeando
reacGes bioldgicas em cascata pré-osteogénicas?®?0102-109  conforme processo de
mecanotransducao, ja discutido na secéo 3.2.

Estudos realizados em culturas de células 6sseas evidenciaram que a TOC
provoca uma diminuicdo da viabilidade celular nas primeiras 24 a 72 horas, no
entanto, ndo se sabe qual proporcédo desse efeito € consequéncia de leséo térmica,

por impacto direto ou pelas bolhas de cavitagdes!®>110,
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3.6.4 Aplicacao da terapia por ondas de choque no estimulo a

osteogénese em fraturas agudas

Dados da literatura, provenientes de estudos in vitro e in vivo, ja
demonstraram que a TOC possui potencial osteogénico, através da estimulacao direta
de osteoblastos e células do periosteo, modulacdo de Akt e FAK, diferenciacao
osteogénica das células mesenquimais da medula 6ssea (NO, ERK e TGF- 1),
aumento da quantidade de osso mineralizado (BMP-2), capacidade osteoindutiva e
mediacdo da condrogénese (BMP-3,-4, -7) , além de estimular a angiogénese, pela
expressao precoce de NO,VEGF e BMP-21819.22,102,104,106,108,109,111

Seu uso no tratamento de distlrbios da osteogénese (retardo de unido e
nao unido de fraturas) apresenta bons resultados, com indices de cura variando de
66% a 90,9%, de acordo com o tipo de pseudoartrose (hipertréfica ou atrofica), osso
tratado, inicio do tratamento e protocolo de TOC utilizado%16:112-120_ B’Agostino et al*®
notaram que a TOC promove consolidacdo éssea a partir de uma resposta bioldgica
tipica, com aumento na producdo de BMP, porém a taxa de consolidacdo da
pseudoartrose parece ser dependente principalmente do tempo transcorrido entre o
trauma e a aplicacdo das ondas de choque. Wang et al??1% evidenciaram que,
provavelmente através da producdo de microfraturas e seu hematoma resultante, a
TOC viabilizou uma melhora da vascularizacdo da pseudoartrose, com posterior
consolidacdo, mediada por aumento de fatores angiogénicos e o0steogénicos,
incluindo VEGF, NO e BMP-2, em um més apds o tratamento.

Entretanto, a eficacia da TOC no tratamento de fraturas agudas ainda nao
foi comprovadalll’. Parte desse problema pode ser atribuido a heterogeneidade dos
estudos, com diferentes modelos de animais utilizados, variagdo do tipo de fratura
produzida e da avaliacdo mecanica empregada, além de diferentes protocolos de
TOC1821,22,26,27.115121 = A magnitude da acdo da TOC, seu efeito sobre a zona
terapéutica, assim como a resposta do tecido ao estimulo mecanico possui relacao
com a densidade do fluxo de energia, com o numero de ciclos aplicados e,
indiretamente, com a quantidade total de energia ministrada. Sendo assim, com a
mesma finalidade e utilizando o mesmo dispositivo para tratamento, o efeito
terapéutico das ondas de choque pode ser benéfico ou deletério. Nao existe até o

momento um protocolo de TOC para obtengdo da melhor resposta ao estimulo.
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Em relagdo ao mecanismo de acdo das ondas de choque sobre a
consolidacao de fraturas ndo complicadas, trabalhos utilizando TOC de baixa energia
(500 pulsos, 016mJ/mm?) relataram aumento na expressdo de TGF- 1, VEGF e BMP
-2,-3,-4 e -7, com aumento da agregacdo celular e interferéncia positiva sobre a
consolidacdo?2123, Qutro autor encontrou maior expressdo de VEGF, NO, PCNA e
BMP-2 apés sessédo de TOC de alta energia (2000 pulsos, 0,47mJ/mm?)?? Entretanto,
estas analises avaliaram os efeitos sobre fases mais tardias da consolidacdo 6ssea
(seguimento minimo de sete semanas) de fraturas ou defeitos 6sseos diafisarios. A
literatura carece de dados sobre a interferéncia da TOC durante o processo de
consolidacao desde fases precoces, bem como de sua acéo sobre regido metafisaria
dos ossos longos. Unico estudo que engloba estas duas lacunas, Gusmao et al'8:%
investigou o efeito de trés mecanoterapias (ondas de choque, ondas de presséao radial
e ultrassom pulsado de baixa intensidade) sobre a consolidacéo de defeito metafisario
apo0s uma, trés e seis semanas. Seus resultados mostraram que a TOC influenciou
positivamente o perfil de atividade e expressdo de TGF-B1, Akt e BMP-2, sobretudo
na fase aguda da consolidacéo (até a terceira semana), tendo maior impacto do que
as outras terapias'® =,

No entanto, o significado clinico da regulacao positiva de proteinas pro-
osteogénicas sobre a biologia 6ssea da consolidacao das fraturas ainda ndo esta bem
estabelecido. Poucos estudos experimentais buscaram essa resposta e os dados sao
divergentes, desde aceleracdo da osteogénese com melhora das caracteristicas
biomecanicas até prejuizo do processo de consolidagdo?6:27:81.124-126 ' Ademais, néo foi
encontrado nenhum relato sobre a relacdo da TOC e qualidade 6ssea durante
consolidagao intramembranosa.

Com base nesse questionamento, o presente estudo buscou analisar a
qualidade do tecido 6sseo em consolidagdo priméria, através de sua resisténcia
mecanica ao cisalhamento, quando submetido a TOC com 0s mesmos parametros

gue os utilizados por Gusméo et al'®9%,
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4. METODOLOGIA

Este trabalho representa uma parte de um projeto maior, patrocinado pela
FAPESP (Fundacdo de Auxilio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), nimero do
processo 2014/26729-0, intitulado “Estudo biomecéanico e biomolecular de métodos
terapéuticos de regeneracéo 6ssea” e que teve como pesquisador principal o Prof. Dr.
William Dias Belangero. Os diversos trabalhos que se originaram desse projeto sé&o
interdependentes e em alguns casos compartilharam dados experimentais. O
presente trabalho compartiihou o grupo Controle com o trabalho do aluno de
doutorado Jodo Fernando Saraiva'?’, atendendo assim ao aumento de rigor que vem
se impondo em relagdo a quantidade de animais de laboratério usados nos

experimentos.

4.1. Casuistica

Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP) apés a
realizacdo do curso “Legislacédo e procedimentos para utilizacdo de animais de
laboratério” e a aprovacdo do Comité de Etica em experimentacdo animal do Instituto
de Biologia (protocolo numero 4703-1/2017). No total, foram utilizados 42 ratos da
espécie Rattus novergicus e linhagem Unib: W-H, machos, préximos a 12 semanas
de vida, dos quais 21 foram compartilhados com outro trabalho do mesmo projeto,
citado acima'?’, e que precedeu cronologicamente a realizacdo do presente estudo.

Antes da cirurgia, os animais foram mantidos no biotério de experimentacéo
do Ndcleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) - UNICAMP, adequadamente acondicionados em gaiolas com cinco
animais cada, em ambiente silencioso, sob temperatura variando de 22°C a 25°C com
estante ventilada, regime de 12 horas de luz artificial e 12 horas no escuro, e com

oferta de agua e racao prépria a livre demanda.
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4.2. Desenho experimental

Os 42 ratos foram divididos em dois grupos de 21, um grupo Controle,
compartilhado com Jodo Fernando Saraiva'?’, e um grupo experimental, doravante
denominado grupo “Onda”. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos com sete
animais cada, de acordo com o tempo de seguimento: C1 — Controle e eutanasia apos
uma semana; C2 — Controle e eutanasia apés duas semanas e C3 — Controle e
eutanasia apos trés semanas; Ol — estimulado por TOC e eutanasia ap6s uma
semana; O2 — estimulado por TOC e eutanasia ap6s duas semanas e O3 — estimulado
por TOC e eutanasia apo0s trés semanas. A distribuicdo dos animais esta representada

na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo de animais de acordo com grupo experimental (Controle vs

Onda) e tempo de seguimento (1, 2 ou 3 semanas)

Tratamento Controle®?’ Onda
Grupo C1 C2 C3 o1 02 03
Seguimento (semanas) 1 2 3 1 2 3
Animais (patas) para 7(4) 714 7 (14) 7 (14) 7 (14) 7 (14)

ensaio mecanico

Independente do subgrupo (C1, C2, C3, 01, 02, O3), defeitos 6sseos
foram produzidos nas duas patas posteriores de cada animal, totalizando 84 patas.
Os espécimes (14 patas) de cada subgrupo foram alocados para realiza¢do do ensaio

mecanico, apds analise macroscopica do defeito por estereomicroscopia.

4.3. Procedimento cirurgico

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério de
Biomateriais em Ortopedia (LABIMO), onde os animais foram mantidos nas gaiolas e

livres de perturbagfes durante duas horas antes do inicio do procedimento.
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A partir de entdo, todos eles foram pesados e anestesiados por via
intraperitoneal com Quetamina (80-100 mg/kg) e Xylazina (5 a 15 mg/kg). Apos a
anestesia, realizou-se a tricotomia e a assepsia dos membros posteriores
bilateralmente com digliconato de clorexidina a 2%. Ao término do preparo, cada
animal foi posicionado em decubito dorsal horizontal na mesa cirlrgica higienizada

com fixacdo dos membros anteriores (Figura 7).

El

‘.ﬁ "\ \ T

Figura 7. Posicionamento do animal em mesa cirurgica, ap6s preparo adequado das

patas posteriores.

A intervencdo cirargica (Figura 8) foi realizada nos dois membros
posteriores de todos 0s animais, uma pata por vez, da seguinte maneira:
1) Inciséo longitudinal medial na pele na regiao proximal da tibia e divulsédo por planos
2) Exposicao medial da metéfise proximal da tibia (sulco extensor medial), proximal a
insercao dos tenddes isquiotibiais.
3) Producdo de defeito 6sseo monocortical de 3,2 mm didmetro e 1,5 mm de
profundidade, através do uso de uma broca helicoidal de 3,2 mm com limitador para
profundidade de 1,5 mm em furadeira de baixa rotacao (130 rpm).
4) Irrigacdo do defeito com soro fisiologico para eliminacdo de fragmentos 0sseos
produzidos.
5) Sutura simples da pele com fio mononylon 3.0
6) Limpeza em toda extensao da ferida produzida com solugdes de clorexidina 2% e

fisiologica.
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Figura 8. Etapas da intervencao cirurgica. a) A seta aponta a localizacdo da incisdo

em face medial da tibia proximal b) Incisdo longitudinal medial na pele na regido
proximal das tibias direita e esquerda c) Exposicdo medial da metafise proximal da
tibia (sulco extensor medial), proximal a insercdo dos tenddes isquiotibiais d)
Producdo de defeito 6sseo monocortical de 3,2 mm diametro e 1,5 mm de
profundidade, através do uso de uma broca helicoidal de 3,2 mm com limitador para
profundidade de 1,5 mm em furadeira de baixa rotacédo (130 rpm) e) Defeito 6sseo
produzido, ap0s irrigacdo com solucao fisioldégica para eliminagdo de fragmentos
0sseos f) Sutura simples de pele com fio mononylon 3.0 e limpeza em toda extenséo

da ferida produzida com soluc¢des de clorexidina 2% e fisioldgica.

4.4. Terapia por Ondas de choque

Ao final do procedimento cirlargico, ainda sob efeito anestésico, o grupo
Onda foi submetido a Unica sessdo de estimulagdo por TOC focal, um membro por
vez. Foi usado aparelho do tipo eletro-hidraulico do modelo Switech Medical, Activator

Vet®, 2009, com gel condutor de base aquosa na regido ao lado da ferida operatéria
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e aplicacéo de estimulo Unico de 500 pulsos a 0,12 mJ/mm? com frequéncia constante
de 4 Hz (Figura 9).

Figura 9 a) Dispositivo eletro-hidraulico Evotron (Switech Medical-Activator Vet)
utilizado para aplicacdo das ondas de choque b) Sessao de estimulagédo com

posicionamento do probe.

ApGs o procedimento, todos os animais foram realocados em caixas de
polipropileno identificadas com trés animais cada e mantidos em observacdo no
LABIMO até completa recuperacdo anestésica. Em seguida, as caixas foram
acondicionadas em salas com as estantes ventiladas, especificas para animais em
experimentagdo no Biotério de Experimentacdo Animal do NMCE, mantendo as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente (Figura 10). Eles foram monitorados
diariamente para identificacdo de efeito adverso até a data da eutanasia conforme

protocolo preestabelecido.
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a b C
Figura 10. Acondicionamento dos animais no pds-operatério. a) Animais

acondicionados em caixa de polipropileno com 3 animais cada uma b)Dependéncias
do Biotério Multidisciplinar do NMCE c) Caixas com 0s animais alojados em estantes

ventiladas com parametros sanitarios, fisicos, quimicos e biolégicos controlados.

4.5. Extracdo 0ssea e eutanasia

Apds uma, duas e trés semanas, conforme o subgrupo designado, os
animais foram anestesiados seguindo o mesmo protocolo do procedimento cirargico.
Apbs a perda do reflexo podal, foram realizadas incisdes longitudinais mediais amplas
com exposicao da tibia e da fibula. Em seguida, a tibia e a fibula foram extraidas,
através da desarticulagéo do joelho, sem a cartilagem articular (Figura 11). A fibula foi
separada e descartada com cuidado para que o tecido 6sseo formado sobre o defeito
ndo fosse manipulado. Ao término da extracdo 0ssea, a anestesia foi aprofundada

com dose trés vezes maior que a utilizada para causar o 6bito dos animais.
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Figura 11 a) Inciséo longitudinal ampla realizada para extracao 0ssea b) Aspecto da
tibia apds desarticulacdo. A seta aponta para o local onde foi feito o defeito 6sseo

monocortical, com o tecido neoformado preservado.

4.6. Preparacdo das amostras para andlise macroscopica e ensaio
mecanico

Imediatamente apds retirada, as tibias (direita e esquerda) de cada animal
foram individualmente armazenadas em recipientes previamente identificados,
contendo solucéo de formaldeido 3,7% tamponado com Fostato de Sédio Bibasico
(30 mM de NaH2P04.H20) e fosfato de sédio monofasico (45 mM de NaHPOa4), por um
periodo de uma semana. Apds, o excesso de fixador foi descartado e as 84 amostras
foram mantidas em capela de exaustao de gases sob temperatura que variava de 20
a 30°C por sete dias para secagem total.

Em seguida, foram embutidas a vacuo em resina epoxi de cura a frio (Figura
12A) e cortadas com disco diamantado em cortadora de precisdo Isomet 4000
(Buehler, EUA), de modo a se obter amostras com 0,9 mm de espessura contendo o
defeito (Figura 12B), conforme metodologia desenvolvida por Mariolani et al*?’. Para

garantir o posicionamento adequado do pung¢éo durante o ensaio mecanico, os limites
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dos defeitos com neotecido formado foram delineados com caneta de tinta

permanente nas amostras de duas e de trés semanas (Figura 12C).

a b c

Figura 12. Amostras incluidas a vacuo em resina Epoéxi a frio a) Amostra em resina
sem corte b) Amostra embutida e ja cortada com 0,9 mm de espessura c) Amostra
pronta com o defeito delimitado para a realizacdo da aquisicdo de imagem por

estereomicroscopio e teste de cisalhamento.

4.7. Analise Macroscopica por Estereomicroscopia

Apoés preparo descrito acima, as amostras foram posicionadas em

aparelho estereomicroscopico (lupa), marca Leica® modelo MZ7.5, com luzincidente
90° na regido central do defeito 6sseo. Foram obtidas imagens dos grupos Controle e
Onda com aumentos de 1.0X, 2.5X e 4.0X.

4.8. Anélise mecéanica — ensaio de cisalhamento

ApOs a etapa descrita em 4.6 e 4.7, as tibias foram submetidas ao ensaio

mecanico de cisalhamento, conforme proposto por Mariolani et al*?’.
Os ensaios das amostras foram realizados em uma maquina ensaios EMIC

DL300 com uso de uma célula de carga com capacidade de 500 N, a qual foi acoplado
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um puncdo com 2,5 mm de diametro. A fatia de osso contendo o defeito era
posicionada sobre uma matriz especialmente construida para este ensaio, a qual
possui um furo central de 2,6 mm de diametro. O puncdo era posicionado
perpendicularmente ao local do reparo 0sseo e, a partir do ponto em que tocava a
amostra, era movimentado para baixo a uma velocidade de 0,5 mm/min até completo

cisalhamento do tecido (Figura 13 e 14).

Forga aplicada

Tecido formado no

, defento
Matnz

Figura 13. Representagdo esquemética do ensaio de cisalhamento. (llustragédo feita

por José Ricardo Mariolani e reproduzida com sua autorizagao).
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Figura 14. Ensaio de cisalhamento de amostra em maquina de ensaio EMIC DL300.

A marcacdo das bordas dos defeitos com tinta permanente (seta) facilitava a
identificacdo dos mesmos, garantindo um melhor posicionamento do puncdo. Notar

gue o puncao € posicionado perpendicularmente ao centro da area em consolidacao.

O software TESC® da maquina registrou os valores de forca medidos pela
célula de carga e de deslocamento vertical do puncao e gerou curvas de for¢a versus
deslocamento, além de registrar a forca maxima atingida durante o ensaio (Apéndice
1).
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4.9. Anélise estatistica

Todas as variaveis continuas sdo apresentadas em média e desvio-padrao.
A andlise estatistica dos resultados foi feita por testes ndo parameétricos, devido ao
namero reduzido de amostras. Para verificar se a hipotese nula (sem diferenca
significativa entre os dois grupos) poderia ser rejeitada foram utilizados o teste U de
Mann-Whitney (para duas amostras independentes) e o teste de Kruskal-Wallis (na
comparacao de dois ou mais grupos), considerando-se o nivel de significancia de 5%
(p<0,05) para todas as avaliacdes. As variaveis foram descritas através das medidas
de tendéncia central e dispersdo. As analises foram realizadas pelo software IBM®
SPSS® Statistics versdo 24 (Armonk, NY, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao e evolucao clinica dos animais

Foram obtidas 84 amostras, provenientes das patas posteriores direita e
esquerda de cada um dos 42 animais. Nenhum animal evoluiu a ébito ou apresentou
complicacdes pds-operatorias ou efeitos adversos da aplicacdo da onda de choque,
como hematoma local ou infec¢cdo. Todos foram capazes de realizar carga nos
membros posteriores logo ap0s a recuperacdo anestésica e evoluiram sem
intercorréncias até a data programada para eutanasia.

No inicio do experimento (data do procedimento cirlrgico), as cobaias
apresentaram idade variando entre 11 semanas e 6 dias e 13 semanas e 1 diae a
massa corporea media foi de 445,82 gramas. A variacdo ponderal média dos animais
(i.e. diferenca entre o peso na data da eutanasia e o inicial) para os tempos de
seguimento de 1, 2 e 3 semanas foi, respectivamente, 5,68, 17,79 e 50,86 gramas.
N&o houve diferenca das variagdes ponderais entre os grupos Controle e Onda para
cada tempo de seguimento (p=0,102, p=0,125 e p=0,105, respectivamente).

As médias e desvios padrées da massa corpérea e da idade dos animais
na data do procedimento cirdrgico em funcao do grupo e do tempo de seguimento séo
apresentados na tabela 4. Nota-se que houve diferenca significativa quanto a idade
dos animais entre os grupos Controle e Onda para todos os tempos de seguimento;
no entanto, este dado ndo possui significado bioldgico visto que todos os animais
correspondem a adultos jovens, sem diferencas entre suas propriedades 6sseas e de
consolidagdo?®. Com relacdo a massa corpérea inicial, houve diferenca entre os
grupos Controle e Onda para os tempos de seguimento de 1 e 3 semanas (p = 0,000
para ambos), porém esta diferenca também ndo possui valor biolégico para o
experimento realizado, visto que o defeito produzido se cura por ossificacdo

intramembranosa, ndo sofrendo influéncia mecéanica do peso do animal®+68:129,130,
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Tabela 4. Médias e desvios padrbes da massa corpoérea e da idade dos animais na
data do procedimento cirurgico em fungéo do grupo (Controle vs Onda) e do tempo
de seguimento (semanas 1,2 e 3).

Grupo

Controle Onda p-valor

Peso inicial (g)
Semana 1 425,8 + 23,0 470,3+9,1 0,000
Semana 2 413,7£18,2 4427 £ 50,8 0,231
Semana 3 405,1 + 33,0 4441 + 131 0,000

Idade inicial (d)
Semana l 92* 89* 0,000
Semana 2 92* 90* 0,000
Semana 3 91,6 £0,5 83,6 +0,5 0,000

*Desvio padréo igual a 0

5.2. Analise macroscoépica do espécime por estereomicroscopia

A avaliacdo macroscopica por estereomicroscopia foi aplicada para
analisar o posicionamento dos defeitos 6sseos produzidos e observar a evolucdo
temporal da consolidagdo 6ssea em ambos os grupos Controle e Onda.

O posicionamento adequado do defeito na regido da metafise proximal da
tibia e auséncia de fraturas iatrogénicas associadas permitiu incluir todas as 84
amostras na andlise mecanica.

Além disso, as imagens obtidas ilustram a evolugdo macroscépica da
consolidacao do defeito ésseo no transcorrer do tempo de seguimento em ambos os
grupos (Figuras 15 e 16). Tanto para o grupo Controle quanto para o Onda, nas
imagens de 1 semana, a area do defeito produzido ainda € facilmente delimitada; no
entanto, nas imagens de 2 e 3 semanas é dificil definir os limites da regido em
consolidacao. Infelizmente, ndo foi possivel quantificar na analise macroscépica se a
consolidacao entre os grupos apresentou alguma diferenca de acordo com os tempos

de seguimento.
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Figura 15. Aspecto macroscopico do defeitodésseo do grupo Controle, observado em
lupa em trés diferentes aumentos, de acordo com o tempo de seguimento: 1 semana
(a,b,c), 2 semanas (d,e,f) e 3 semanas (g,h,i). Foram utilizados aumento de 1.0X
(imagens a,d,g), 2.5X (imagens b,e,h) e 4.0X (imagens c,f,i). Pelas imagens é
possivel acompanhar a evolugcdo do processo de reparo: na semana 1, a area do
defeito é facilmente identificada; a partir da semana 2, torna-se dificil definicdo dos

limites da regido de reparo.
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Figura 16. Aspecto macroscopico do defeito 6sseo do grupo Onda, observado em lupa em

trés diferentes aumentos, de acordo com o tempo de seguimento: 1 semana (a,b,c), 2

semanas (d,e,f) e 3 semanas (g,h,i). Foram utilizados aumento de 1.0X (imagens a,d,g),

2.5X (imagens b,e,h) e 4.0X (imagens c,f,i). Pelas imagens é possivel acompanhar a

evolucao do processo de reparo: na semana 1, a area do defeito é facilmente identificada;

a partir da semana 2, torna-se dificil definicdo dos limites da regiéo de reparo.
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5.3. Ensaio mecéanico de cisalhamento — andlise da forca méaxima de

cisalhamento

Os valores médios e desvios padrdes da forca maxima de cisalhamento
necessaria para cisalhar o tecido 6sseo neoformado, de acordo com o grupo e o tempo
de seguimento, estéo representados na Tabela 5.

N&o foi observado qualquer efeito principal ou interacdo significativa
envolvendo a lateralidade (semana 1: p = 0,681; semana 2: p =0,129; semana 3. p =
0,783), indicando que havia similaridade dos valores de for¢ca entre as patas direita e
esquerda, independentemente do grupo ou da semana em que foram avaliados.

A média das forgcas maximas de cisalhamento no grupo Onda foi superior
a do grupo Controle apenas na semana 1 (Figura 17 e Tabela 5). Nos demais
periodos, as forcas de cisalhamento foram semelhantes entre os grupos (Figura 18 e
19, Tabela 5).

No grupo Onda foi observado que o aumento da forca maxima de
cisalhamento foi concentrado no intervalo da semana 1 para a semana 2, sendo que
entre as semanas 2 e 3 ndo houve diferenca das forcas. No grupo Controle, por sua
vez, houve um aumento da forca necesséaria para o cisalhamento em todos os

intervalos (Tabela 6, Figura 20 e 21).

Tabela 5. Médias e desvios padrdes das forcas maximas de cisalhamento (N) nas

semanas 1, 2 e 3 em fun¢éo do grupo (Controle vs Onda).

Grupo

Controle Onda p-valor

Semana 1 2457 + 6,18 52,40 + 23,64
[14,71 — 33,86] [26,77 — 103,10] 0,000*

Semana 2 80,46 + 42,16 101,89 + 47,50
[22,34 — 155,82]  [43,46 — 192,05] 0,358

Semana 3 147,89 + 62,41 117,53 + 45,23
[65,44 —277,60]  [33,90 — 192,47] 0,198

Dados sé&o: média + desvio padrdo [min — max]
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Tabela 6. Variacdo das médias das forcas méaximas de cisalhamento (N) entre as

semanas estratificada pelo grupo.

Variagdo da média da forca

Absoluto (N) Relativo (%) p-valor
Controle
Semanal-2 + 55,89 + 227,5 0,000
Semana 2 -3 + 67,43 + 83,8 0,005
Semanal-3 + 123,32 +501,9 0,000
Onda
Semanal-2 + 49,49 +94.4 0,000
Semana 2 -3 + 15,64 + 15,3 0,352
Semana l-3 + 65,13 +124,3 0,000
wa p = 0,000
100- >
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Figura 17 - Gréafico da forgca necessaria para produzir o cisalhamento em cada grupo

na semana 1.
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Figura 18 - Grafico da forca necessaria para produzir o cisalhamento em cada grupo
na semana 2. (p=0,358)
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Figura 19 - Grafico da forga necessaria para produzir o cisalhamento em cada grupo
na semana 3. (p=0,198)
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Figura 20- Grafico das forcas necessérias para produzir o cisalhamento, em fungéo
das diferentes semanas, no grupo Controle.
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Figura 21- Grafico das forcas necessarias para produzir o cisalhamento, em fungéo
das diferentes semanas, no grupo Onda.
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6. DISCUSSAO

O emprego de ratos como modelos para avaliacdo da osteogénese e de
distlrbios 6sseos é frequente. Sua biologia, anatomia, microarquitetura 6ssea e
metabolismo validam seu papel no estudo da consolidacdo de variados padrdes de
fraturas, de alongamento 6sseo, bem como da qualidade de implantes e de diferentes
métodos de osteossintese 129:131-134,

Com o objetivo de avaliar a qualidade do osso formado durante o processo
de consolidacdo adotou-se um modelo in vivo, utilizado previamente em nosso grupo,
gue consiste na perfuragdo éssea monocortical com 3,2 mm de didmetro na metafise
proximal das tibias de ratos®”127135 A superficie relativamente plana da regido
metafisaria, com area suficiente para conter o defeito e de facil acesso, diminui o risco
de fraturas iatrogénicas durante o procedimento!®78127.135 e as chances de
complicacdes peri-operatérias, incluindo o ébito’® . Apesar de Balmayor et al e Scholz
et al 12° citarem que o modelo de perfuracdo monocortical tem como desvantagem ndo
mimetizar as reais condicbes de uma fratura, por outro lado tem a vantagem de
produzir um defeito reprodutivel e cujo reparo ocorre independentemente da influéncia
mecanica de cargas externas ou do peso do animal, através da ossificacdo por
primeira intengéo’4129.130,136,137,

O reparo 6sseo no defeito circular produzido ocorre da periferia para o

centro’®%?7; dessa maneira, ensaio de cisalhamento por puncéo possibilita a andlise
mecanica do osso neoformado desde fases bem precoces da consolidacdo?’. A
metodologia do ensaio de cisalhamento foi preestabelecida em nosso grupo por um
dos nossos colaboradores'?’. A resisténcia ao cisalhamento neste mesmo modelo
animal foi avaliada em sete diferentes tempos de seguimento, variando de uma a 12
semanas. Esse estudo detectou que havia aumento da for¢a necessaria para cisalhar
o tecido 6sseo formado entre as trés primeiras semanas'?’, determinando, portanto,
que esse seria o0 periodo de tempo de seguimento para futuros estudos comparativos.

No atual estudo, ndo foi identificada diferenca entre os lados direito e
esquerdo do mesmo animal, mostrando que o teste utilizado tinha reprodutibilidade.
O aumento esperado da forca para produzir o cisalhamento ao longo do tempo, dentro
de cada grupo, era esperado e foi confirmado pela avaliacdo mecéanica, demonstrando

gue este ensaio tinha sensibilidade para esta diferenciacao.
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A andlise da literatura mostra que ndo existem parametros ideais para o
tratamento das doencas ortopédicas pela onda de choque, ja que sdo encontradas
grandes variacbes dos desfechos dificultando as comparagfest?14:18.21,27.37,79-
81,86,88,92,115,117,119,125,126,138-143 O valor da densidade de fluxo de energia utilizado é
amplamente heterogéneo, variando de 0,10 a 0,63 mJ/mm? Rompe et al'38
subdividem a terapia por ondas de choque, de acordo com sua densidade de fluxo de
energia, em baixa energia (menor do que 0,08 mJ/mm?), média energia (entre 0,08 e
0,6 mJ/mm?) e alta energia (maior do que 0,6 mJ/mm?). Apesar de alguns estudos
sugerirem que a acdo das ondas de choque sobre tecido Osseo € dose-
dependente!44145 a maior parte das evidéncias apontam que a utilizacéo da TOC de
alta energia apresenta resultados insatisfatérios, com dano celular e
comprometimento da consolidacdo ¢ssea.l03104146.147  \Wang et al'®®, seguindo
aplicacdo em sessdo Unica de 0,12mJ/mm?, demonstram que os niveis de BMP-2, NO
e VEGF foram expressos da primeira a oitava semana do estimulo°8,

N&o ha também definicdo quanto ao momento da realiza¢do da primeira
sessdo e a quantidade de sessfes. Estudos in vitro em cultura de células propdem
gue as ondas de choque apresentam efeitos deletérios nas primeiras 24 a 72 horas
apés sua aplicacdo, induzindo a apoptose celulart®148149  Apesar disso,
experimentos em animais demonstram que um estimulo é suficiente para iniciar o
processo de ossificacdo, com agregacdo de células tronco mesenquimais e sua
diferenciacdo em osteoblastos, a partir da primeira semana apds o estimulo®6:121,150,
Em modelos experimentais, é aconselhavel evitar o estimulo previamente a cirurgia,
pois ele pode causar lesdo vascular e edema do campo cirargico com aumento dos
riscos peri-operatérios®121150 A maioria dos autores tem optado pela aplicacéo logo
apos a fratura ou defeito, aproveitando o efeito da anestesia 21:22:2481,121,144,151,152 'N3o
h& evidéncias sobre a superioridade de uma ou de varias sessfes, inclusive com
evidéncias de que ndo ha diferenca entre esse numero, tanto para a cascata
biomolecular quanto para as propriedades mecanicas da osteogénese?!-
24,81,121,126,144,145,152—155_

A guantidade de pulsos administrados varia entre 250 e
600021:105.111,119,121,139,144,145,155-157 NZo é possivel concluir sobre o nimero ideal de
pulsos por sessdo e varios autores norteiam suas escolhas empiricamente, baseando-

se na finalidade do uso, no tamanho do 0sso e no porte do animal. Em estudos que
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analisam as propriedades mecanicas do 0sso ap6s a TOC, o numero de pulsos varia
de 100 a 4000. 21,81,125,126,144_

A mecanotransducao e o emprego de terapias alternativas para o estimulo
da osteogénese tem sido objeto de estudo do grupo do LABIMO-UNICAMP ha alguns
anos. O protocolo adotado neste estudo com estimulo Unico, de 500 pulsos a 0,12
mJ/mm? foi aplicado por de Faria et al**® em tibias integras de ratos com ativagéo da
resposta bioquimica intracelular pré-osteogénica, com aumento significativo da
modulacdo da expressao de Akt e da Erk -1, -2 apos 7 e 14 dias e aumento de Akt
apo6s 14 dias do estimulo. Gusméo et al'®°, através do mesmo modelo de fratura e
com 0s mesmos parametros das ondas de choque, evidenciaram um efeito pro-
osteogénico com aumento da atividade de Akt e da expresséo de precursor de TGF-
B1 apds uma semana e da atividade da FAK apds trés semanas do estimulo. Frente
a falta de consonancia sobre os parametros ideais das ondas de choque, associada a
experiéncia pessoal dos autores e aos resultados promissores nos estudos
biomoleculares da TOC em nosso laboratério, mantivemos o mesmo protocolo ja
adotado anteriormente'®% para avaliarmos o aspecto mecanico da interferéncia da
TOC sobre a consolidacéo éssea.

Assim foi escolhida a aplicagcdo Unica de 500 pulsos neste modelo
experimental para estimular a reposta biologica in vivo, desencadeando a cascata
osteogénica, sem aumentar o risco de lesdo celular.

Embora o tratamento por onda de choque focal estimule o processo de
reparo 6sseo nos disturbios da consolidagdo, seu papel sobre o tratamento de fraturas
agudas ou ndo complicadas néo esta bem estabelecido, com poucos estudos clinicos
disponiveis e todos com baixo nivel de evidéncia 1117139158 Mesmo em estudos
experimentais, a influéncia da TOC no processo de consolidacdo ndo complicada
ainda néo foi definitivamente comprovada, visto que ha desfechos divergentes sobre
sua efetividade??226.27,81,124-126

Poucos estudos avaliam a acdo da TOC sobre o comportamento mecanico
do osso durante o processo de consolidacao, sendo que majoritariamente analisam o
reparo 0sseo em fraturas diafisarias, as quais consolidam por ossificacdo
intramembranosa e endocondral. Além disso, h& heterogeneidade entre os desenhos
de estudo com diferentes modelos animais e variacao dos parametros das ondas de
choque 2122:81.121,126,144152 " Independente do animal (ratos, coelhos, cachorros e

ovelhas), da quantidade de sessbes da TOC (uma a quatro), do numero de pulsos
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(entre 100 e 4000) e da densidade do fluxo de energia (entre 0,12 e 0,63mJ/mm?), a
maioria deles ndo encontrou diferenca significativa sobre a resisténcia mecéanica do
0sso neoformado entre o grupo controle e o grupo estimulado com aplicacao de ondas
de choque focal?!2281121126,152 Em contrapartida, Wang et al**4, em estudo em
coelhos, analisam a resisténcia mecanica apos 24 semanas de fratura de fémur em
dois protocolos de sesséo Unica de TOC focal (2000 pulsos a 0,18mJ/mm? vs 4000
pulsos a 0,47mJ/m?), encontrando melhora biomecéanica no grupo de alta energia®#*.
Posteriormente, 0 mesmo autor avalia a resisténcia mecanica apos 12 semanas de
aplicacdo Unica de 2000 pulsos a 0,47mJ/mm? no mesmo modelo de fratura,
encontrando maior formacao de osso cortical e melhor resisténcia mecéanica no grupo
estimulado quando comparado ao controle??. Hsu et al’! em fraturas diafisarias em
tibias de coelhos submetidas a duas ou trés sessdes de TOC focal (5000 pulsos,
0,32mJ/mm?), em tempos de seguimento de quatro ou seis semanas, refere melhora
mecanica do grupo estimulado em relacéo ao controle, porém sem diferenca quanto
ao numero de sessdes??.

Quanto a avaliacdo da influéncia da TOC sobre o reparo de 0ssos longos
por consolidac&o intramembranosa, as publicacdes sdo ainda mais escassas, sendo
encontrados apenas dois relatos de experimentos in vivo'®11%°  sendo que um deles
utiliza modelo animal com osteoporose'>!. Mackert et al'>! estudam interferéncia de
trés protocolos diferentes quanto a densidade de fluxo de energia (0,15, 0,35 ou 0,55
mJ/mm?) e quanto ao numero de aplicagées da TOC (uma, trés ou cinco) em fraturas
metafisarias de tibias de ratos com osteoporose, avaliadas por ensaio mecanico de
flexdo apos 35 dias de seguimento. Independentemente do nimero de sessoes,
evidenciou-se melhora significativa apenas na aplicagdo do TOC com baixa energia
(0,15 mJ/mm?). No Unico estudo encontrado em modelo de 0osso sem osteoporose,
Koolen et al**° utiliza fémeas de ratos Wistar, saudaveis e com 16 semanas de idade,
para avaliar influéncia da TOC como terapia complementar para a osteointegracéo de
parafusos apds quatro semanas. A aplicacédo Unica de 3000 pulsos de 0,3 mJ/mm?
demonstrou que houve melhora na osteointegracdo tanto dos parafusos corticais
guanto dos esponjosos; entretanto, a melhora biomecéanica no teste de “pull out” dos
parafusos sO foi constatada nos corticais. Em seu estudo, ndo foi observada
interferéncia das ondas de choque sobre a formacéo de osso trabecular.

Em nosso modelo, a imagem macroscopica obtida por lupa das regides em

gue os defeitos foram produzidos mostraram que a partir da segunda semana era
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guase impossivel identificar a regido da perfuracdo. Também ficou evidente que a
resisténcia mecanica ao cisalhamento do tecido 6sseo neoformado na regido do
defeito foi significativamente maior no grupo Onda do que no grupo Controle apés
uma semana.

Entretanto para os demais tempos de seguimento, a for¢a para produzir o
cisalhamento foi semelhante entre os animais do grupo Controle e os do grupo Onda.
Nossos achados assemelham-se ao de Hsu et al?! que, apesar de utilizar terapia por
ondas de choque de alta energia (5000 pulsos e 0,32mJ/mm?) em fratura diafisaria de
tibia de coelho, descrevem efeito benéfico da TOC sobre a formacao e a resisténcia

mecanica do calo 6sseo na fase precoce da consolidacédo, ndo observando os
mesmos resultados nas fases mais tardias. Sua explicacao para este dado foi que a
TOC focal estimula a organizacgéo estrutural do calo no inicio do reparo 6sseo. Esse
foi o Uinico estudo biomecéanico encontrado em fase precoce da consolidacédo 6ssea?!.
Na primeira semana apos fratura, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatorios
como TGF-B1, BMP, TNF-aq, IL, FGF-2 e PDGF responsaveis pelo recrutamento,
proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco na linhagem

osteogénica; pela producao de colageno (importante componente da matriz
extracelular) e pela angiogénese. Como resultado, forma-se tecido de granulacdo
sobre a regido da perfuracdo que sera posteriormente substituido por 0sso
neoformado®®86. Nossa hipétese é que, do ponto de vista biomolecular, o aumento
da resisténcia mecanica ao cisalhamento que foi encontrado na primeira semana de
seguimento foi resultado do estimulo da TOC sobre as vias pro-osteogénicas por meio
do seu efeito modulador sobre as proteinas presentes na fase aguda, conforme
sugerido por outros autores'?2123 e descrito recentemente por Gusmao et al'®%. Em
seu estudo Gusmao et al'®% | descrevem aumento da atividade da Akt e da expresséo
do precursor da TGF-B1 com tendéncia ao aumento da expressdo de BMP-2 nos
primeiros sete dias apds estimulo. Esses eventos poderiam estimular a producao de
matriz extracelular, o recrutamento e diferenciacao das células-tronco em linhagem
osteogénica e, consequentemente, o reparo 6sseo'®%  que foiidentificado neste
estudo pelo aumento da resisténcia ao cisalhamento do tecido neoformado. No

entanto, esta € apenas uma hipoétese. Falta entender por que a resisténcia mecanica
deste regenerado 6sseo nao foi influenciada em outros tempos de seguimento.

Nao estéa claro na literatura se a TOC atua diferentemente sobre a

consolidacao endocondral e a intramembranosa e se tem comportamento distinto no
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0sso trabecular que € menos denso, com cavitagdes intercomunicantes e preenchidas
com medula ésseal®’. Eventualmente, sua organizacdo propicia maior nimero de
interfaces entre tecido 6sseo, a gordura e o tecido conjuntivo, com diferentes
impedancias acusticas®’. Desta forma, a propagacdo das ondas de choque no 0sso
esponjoso pode ocorrer de maneira distinta do osso cortical. Delius et al*®?, apds
avaliar a TOC de alta energia sobre o0sso integro de coelhos, descrevem
espessamento cortical por aposicdo de osso neoformado, mas observam menor
remodelamento trabecular, com presenca de hematomas e de trabéculas 6sseas
fraturadas. McClure et al'®! levantam a hipétese de que a energia proveniente das
ondas de choque seja rapidamente absorvida no 0sso trabecular, com apenas
pequena parte dela se propagando através dele. Estes achados apoiam nossa
hipétese de que, talvez, a consolidacdo primaria e a secundaria respondam de
maneira distintas a TOC e de que a resposta do 0sso esponjoso seja diferente do
cortical.

Este estudo apresenta varias limitacées, uma delas relacionada a restricao
do uso de mais animais nos ensaios obrigando a compatrtilhar o grupo Controle feito
anteriormente em nosso grupo. Entretanto, a partilha destes dados respeita o principio
dos “3 R”, no uso ético e consciente de animais para pesquisal®?. Além disso, vale
ressaltar que o principal viés decorre do cirurgidao que produziu os defeitos 6sseos,
visto que, em todos outros passos do experimento, seguiu-se estritamente a mesma
metodologia. No entanto, de certo modo, essa restricdo reduziu a possibilidade de
outras avaliagdes como a microtomografia e o uso de outros protocolos de estudo com
a aplicacdo da TOC em outros momentos e com outros parametros.

Entretanto este modelo abriu a possibilidade de que outros estudos possam
ser realizados para avaliar a interferéncia de diferentes protocolos de aplicacdo das
ondas de choque em diferentes momentos do processo de consolidagédo sobre a
resisténcia mecanica do osso neoformado. Além disso, interessante notar que pode
ser que a TOC cause efeitos distintos sobre a ossificagcado intramembranosa e a
ossificacdo endocondral. Dessa forma, a acdo da terapia por ondas de choque sobre
0 processo de reparo de uma fratura metafisaria e de uma fratura diafisaria precisa
ser melhor estudada, analisando-se a resisténcia mecanica do tecido 6sseo reparado
e correlacionando-na com achados histologicos e/ou com marcadores sorolégicos da

consolidacao, como por exemplo fosfatase alcalina e osteocalcina.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a resisténcia mecéanica ao cisalhamento do 0sso
neoformado durante o processo de reparo por ossificacdo intramembranosa em
defeito 6sseo produzido na metafise proximal da tibia de ratos. Um grupo foi
estimulado com TOC focal (grupo Onda) e outro foi estimulado com o aparelho

desligado (grupo Controle). Os resultados indicaram que:

e A TOC focal foi responsavel pelo aumento da resisténcia ao
cisalhamento do osso reparado nos defeitos do grupo Onda na primeira

semana de seguimento em relagcéo ao grupo Controle.

e Entre os grupos Onda e Controle apos duas e trés semanas, a

resisténcia ao cisalhamento nao foi diferente

¢ No grupo Onda, houve aumento da resisténcia ao cisalhamento entre a
1° e a 2° semanas e entre a 1° e a 3° semanas; no entanto, entre a 2° e
a 3° semanas, ndao houve diferenca significativa. No grupo Controle,
houve aumento significativo da resisténcia ao cisalhamento entre todos

0S grupos ao longo do tempo.
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