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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) afeta o tecido 6sseo promovendo alteragdes no
processo de osteogénese, ocasionando osteopenia e aumentando a fragilidade a
fratura. A terapia com células mesenquimais derivadas da medula éssea (CTMs-MO)
e a terapia com ultrassom pulsado de baixa intensidade (US) sdo uma alternativa
para auxiliar no processo de cicatrizagdo. O estudo objetivou avaliar o efeito da
terapia CTMs-MO associado com US sobre peso, glicemia, densidade mineral 6ssea
(DMO) biomecéanicos. 77 ratos da linhagem Wistar, foram distribuidos em oito
grupos: Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos: Grupo
Controle Placebo (GCP, n=11), Grupo Diabético Placebo (GDP, n=11), Grupo
Controle Ultrassom (GCU, n=12), Grupo Diabético Ultrassom (GDU, n=12), Grupo
Controle Terapia Celular (GCTcP, n=7), Grupo Diabético Terapia Celular (GDTcP,
n=8), Grupo Controle Terapia Celular e Ultrassom (GCTcU, n=8) e Grupo Diabético
Terapia Celular e Ultrassom (GDTcU, n=8). Aos 60 dias de vida os animais foram
induzidos ao diabetes experimental por Estreptozotocina; intraperitoneal; 60mg/Kg)
e aos 74dias, foi realizada uma fratura aberta do fémur direito. Nos grupos com
terapia celular (GCTcP, GCTcU, GDTcP e GDTcU) uma suspensao de células foi
administrada no interior do canal medular do fémur, apds a promocéao da fratura. Do
primeiro até o 24° dia pds-cirargico, foi iniciado, nos grupos que realizaram o
tratamento com ultrassom, a aplicacdo do ultrassom terapéutico (SONOPULSE-
Ibramed), sete vezes/semana, 20 minutos/dia, com frequéncia de 1MHz, frequéncia
de repeticéo de pulso de 100Hz, duracdo de pulso de 2ms - razdo de 1:5, ciclo de
trabalho de 20% e intensidade de 0,5 w/cm2. Apos o término do protocolo, 0s animais
foram eutanasiados e os fémures coletados para analise da densidade mineral 6ssea
e ensaio biomecéanico de flexdo em trés pontos onde foram avaliados a area de
seccao transversa (AST), forca maxima, tensdo maxima, deformacdo maxima e
moédulo elastico. O peso corporal e glicemia foram aferidos semanalmente para
acompanhamento. Em rela¢cdo ao acompanhamento ponderal e glicemia, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos no periodo pré-inducdo. Na primeira e sexta
semana apos a inducao do diabetes, os animais dos grupos diabéticos apresentaram
pesos corporais inferiores e indices glicémicos superiores quando comparados aos
animais dos grupos controles (p<0,05). A DMO apresentou valores aumentados nos
animais dos grupos (GCTcP, GDTcP, GCTcU e GDTcU) quando comparados aos



seus respectivos controles (GCP- p=0,002 e GDP- p<0,001). Quanto aos parametros
biomecéanicos, ndo houve diferenca na forca maxima (p>0,05). No entanto, foi
observada um aumento na AST (p< 0,001) e reducao na tensdo maxima (p<0,03) e
no modulo elastico (p=0,041) nos fémures dos animais do GCTcP e GDTcP em
relacdo aos seus controles (GCP e GDP) e reducdo da deformacdo méaxima de
GCTcP, GDTcP, GCTcU e GDTcU quando comparados com os seus controles (GCP
e GDP). Conclui-se que o uso combinado da terapia CTMs-MO com a terapia US
mostrou-se Gtil em promover um aumento da DMO dos fémures supondo inicio de
reparo 0sseo. Entretanto, em relagdo aos parametros biomecanicas avaliados nédo

foram observadas diferencas entre os grupos com associacédo de ambas as terapias.

Palavras chaves: Células-tronco mesenquimais; Diabetes Mellitus; Fratura;

Parametros biomecanicos; Ratos; Ultrassom.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) affects bone tissue by promoting changes in the
osteogenesis process, causing osteopenia and increasing fracture fragility. Therapy
with bone marrow-derived mesenchymal cells (MsC-BM) and low-intensity (US)
pulsed ultrasound therapy are an alternative to assist in the healing process. The aim
of the study was to evaluate the effect of US associated MsC-BM therapy on
biomechanical weight, blood glucose and bone mineral density (BMD). The animals
were randomly assigned to eight groups: Placebo Control Group (PCG, n = 11),
Placebo Diabetic Group (PDG, n = 11), Ultrasound Control Group (UCG, n = 11) =
12), Diabetic Group Ultrasound (DGU, n = 12), Control Group Cell Therapy (CGCT,
n = 7), Diabetic Group Cell Therapy (DGCT, n = 8), Control Group Cell Therapy and
Ultrasound (CGCTU, n= 8) and Diabetic Group Cell Therapy and Ultrasound
(DGCTU, n = 8). At 60 days of age the animals were induced to experimental diabetes
by streptozotocin; intraperitoneal; 60mg / kg) and at 74 days, an open fracture of the
right femur was performed. In cell therapy groups (CGCT, DGCT, CGCTU and
DGCTU) a cell suspension was administered into the medullary canal of the femur
after fracture promotion. From the first to the 24th postoperative day, the ultrasound
application (SONOPULSE-Ibramed), seven times / week, 20 minutes / day, with a
frequency of 1MHz, was started in the groups that underwent ultrasound treatment.
100Hz pulse repetition, 2ms pulse duration - 1: 5 ratio, 20% duty cycle, and intensity
of 0.5 w / cm?. After the end of the protocol, the animals were euthanized and the
femurs were collected for analysis of bone mineral density and biomechanical
bending test at three points where the cross-sectional area (CSA), maximum
strength, maximum stress, maximum deformation, and modulus elastic. Body weight
and blood glucose were measured weekly for follow-up. Regarding weight monitoring
and glycemia, no differences were observed between the groups in the pre-induction
period. In the first and sixth week after the induction of diabetes, the animals of the
diabetic groups presented lower body weights and higher glycemic indexes when
compared to the animals of the control groups (p <0.05). The BMD presented
increased values in the animals of the groups (CGCT, DGCT, CGCTU and DGCTU)
when compared to their respective controls (PCG-p = 0.002 and PDG-p <0.001).
Regarding biomechanical parameters, there was no difference in maximal strength

(p> 0.05). However, an increase in CSA (p <0.001) and reduction in maximal stress



(p=0.03) and elastic modulus (p = 0.041) in females of the CGCT and DGCT) animals
were observed in relation to their controls (PCG and PDG) and reduction of the
maximum deformation of CGCT, DGCT, CGCTU and DGCTU when compared to
their controls (PCG and PDGQG). It is concluded that the combined use of MsC-BM
therapy with US therapy has proved to be useful in promoting an increase in BMD of
femurs assuming bone repair onset. However, in relation to the biomechanical
parameters evaluated, no differences were observed between the groups with

association of both therapies.

Keywords: Diabetes Mellitus; Fracture; Biomechanical parameters; Rats;

Mesenchymal stem cells; Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

Esta tese faz parte de uma linha de pesquisa desenvolvida no Laboratério de
Plasticidade Neuromuscular - Departamento de Anatomia da UFPE, que se dedica
ao estudo das comorbidades resultantes do diabetes sobre as estruturas do aparelho
locomotor, mediante experimentagcdes com modelos animais.

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa, foi verificado
comprometimento das estruturas que compdem o aparelho locomotor a partir da
constatacdo de um estado de fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica
experimental n&o controlada (OLIVEIRA et al, 2011). Concomitantemente,
buscamos uma intervengdo capaz de tentar reverter o quadro diabético e assim
avaliamos o beneficio do exercicio aerébio em esteira (OLIVEIRA et al., 2012) e de
natacdo de carater preventivo (BEZERRA et al., 2013) e terapéutico (NERY, 2013)
sobre a resposta biomecanica do tendéo de animais diabéticos experimentalmente.

A partir desses resultados, objetivamos ampliar a investigagdo as demais
estruturas do aparelho locomotor e constatamos, através de testes biomecanicos,
um estado de fragilidade o6ssea (SILVEIRA, 2014) em animais com diabetes
experimental.

A osteopenia, observada no quadro diabético, promove uma diminuicdo da
massa 6ssea que tem influéncia direta no processo de cicatrizagdo da fratura. Dentre
as terapias que poderiam reverter este déficit no processo de cicatrizagéo, a literatura
aponta o ultrassom pulsado de baixa intensidade, uma vez que ha sinais de sua
contribuicdo sobre processo de diferenciacdo de células mesenquimais de animais
saudaveis, mas ndo em diabéticos experimentalmente.

Para investigarmos a cicatrizacao foi necessario provocar uma leséo 0ssea,
desta forma iniciou-se o estudo com a técnica de fratura, mais comumente
encontrada na literatura, a fechada (VIALLE et al., 2004), entretanto esta apresentou
alta taxa de mortalidade e morbidades no trans e pés-operatdrio 0 que motivou uma
alteracdo na metodologia com a utilizacdo de uma técnica de fratura aberta com a
Serra de Gigli, a fim de garantir uma maior eficacia e padronizacdo da abordagem,
resultando um artigo da técnica cirdrgica (apéndice A) intitulado — “Comparison
between two surgery techniques of rat femur fracture”, com o objetivo de
comparar os resultados das duas técnicas cirurgicas (fratura fechada e aberta) no

fémur de ratos Wistar em termos de perdas amostrais, eficicia da técnica da fratura
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durante a primeira execucao, taxa de mortalidade no pos- operatorio precoce e tardio
associado a um protocolo medicamentoso na tentativa de melhorar o processo de
cicatrizacdo e consolidacdo 6ssea e reduzir a morbimortalidade dos animais.

O efeito do ultrassom sobre o processo de cicatrizacdo é comprovado na
literatura, através de diferentes protocolos terapéuticos, tanto em animais quanto em
pacientes como evidenciado por Bayat et al., (2018) através de uma reviséo
sistematica. A partir dai, verificamos se o efeito combinado da terapia com células
mesenquimais derivadas da medula 0ssea e do ultrassom pulsado de baixa
intensidade seria capaz de acelerar a reparacdo da fratura de fémur de ratos
induzidos experimentalmente ao diabetes tipo 1.

Para assegurar as células mesenquimais na regido no sitio da fratura foi
necessario a utilizacdo de uma membrana biocompativel e que ndo comprometesse
a utilizacao do ultrassom e nem a cicatrizagcao éssea. Nesse sentido, foi utilizado o
biopolimero produzido a partir de melaco de cana-de-acUcar através de sintese
bacteriana (Zoogloea sp) na Estacdo Experimental de cana-de-acucar de Carpina/
Universidade Federal Rural de Pernambuco e a partir disso, foi possivel testar a
hipétese da tese de que o efeito combinado da terapia com células mesenquimais
derivadas da medula 6ssea e do ultrassom pulsado de baixa intensidade seria capaz
de acelerar a reparacao da fratura de fémur de ratos induzidos experimentalmente
ao diabetes tipo 1, que resultou o artigo original 2.

Atendendo, as normas vigentes do Programa de Pés-Graduacdo da Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) para a elaboragcédo da TESE, o presente
exemplar foi estruturado como se segue:

- Objetivos

Referencial tedrico

Métodos

Resultados — apresentados no formato de dois artigos originais:

Artigo Original 1, intitulado — “Low intensity ultrasound in the repair of open
fracture of femur in diabetic rats”, teve como objetivo avaliar o efeito do ultrassom
pulsado de baixa intensidade na cicatrizagdo da fratura aberta de fémur de ratos
diabéticos

Artigo Original 2, intitulado — “Uso combinado de terapia com células
mesenguimais da medula 6ssea e ultrassom pulsado na reparacdo da fratura

de fémur de ratos diabéticos”, teve como objetivo avaliar o efeito do ultrassom


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0079610717301189#!
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pulsado de baixa intensidade associado a terapia com células mesenquimais no
reparo da fratura aberta de fémur de ratos diabéticos.
- Conclusdes

- Referéncias
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito combinado da terapia com células mesenquimais
derivadas da medula 6ssea e do ultrassom pulsado de baixa intensidade
sobre a reparacao da fratura de fémur de ratos induzidos experimentalmente

ao diabetes.

Objetivos Especificos

e Auvaliar o peso e glicemia dos animais diabéticos e controles submetidos a
fratura aberta do fémur com e sem utilizacdo de terapia com ultrassom e
células-tronco mesenquimais da medula éssea.

e Avaliar a densidade mineral 6ssea em mmAl através da area do calo 6sseo
dos fémures de animais diabéticos e controles submetidos a fratura aberta
do fémur com e sem utilizac&o de terapia com ultrassom e células-tronco
mesenquimais da medula 0ssea.

Avaliar as propriedades biomecanicas dos fémures de animais diabéticos
ou controle submetidos a uma fratura aberta do fémur com e sem utilizacéo
de terapia com ultrassom e células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
através da afericdo da &rea de seccédo transversa, médulo elastico, forca
maxima, tensdo maxima e deformacédo maxima a partir do ensaio mecanico

de flexdo em trés pontos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O DIABETES MELLITUS E O TECIDO OSSEO

O DM é uma doenca cronica complexa que requer cuidados continuos com
estratégias de reducdo de risco multifatoriais além do controle glicémico (ADA,
2019). Caracterizada como uma desordem metabdlica proveniente de um disturbio
no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos como resultado da deficiéncia
absoluta ou relativa de insulina gerando um quadro de hiperglicemia (DINIZ et al.,
2008; DeFRONZO et al., 2015). Em todo o planeta, mais de 425 milhdes de pessoas
tém diabetes e a estimativa em 2045 atinja cerca de 629 milhdes de pessoas. Essa
estimativa inclui pessoas com e sem o diagndstico da doenca e de diferentes faixas
etarias sendo observado mais de 98 milhdes entre 65 a 79 anos e 327 milhdes de
20 a 64 anos de idade. Na América do Sul e Central, em 2045, este numero
aumentara em 62%. No Brasil, atualmente, mais de 12 milh8es de pessoas sao
diabéticas e estima-se propor¢bes cada vez maiores (IDF, 2017). Além de ser
responsavel por um aumento da morbidade, reducdo da qualidade de vida e
elevacdo da taxa de mortalidade € maior do que a soma dos 6bitos causados por
doencas infecciosas (IDF, 2015; WHO, 2016).

A classificacé@o e diagndstico do DM é complexa e tem sido objeto de muita
consulta, debates e revisées ao longo de décadas (IDF, 2017). Esta é baseada na
etiologia e ndo na forma de tratamento (ADA, 2017). Segundo a American Diabetes
Association (ADA, 2017) existem quatro tipos de diabetes: o DM tipo 1, DM tipo 2,
DM gestacional e outros tipos especificos de diabetes.

No DM tipo 1 ocorre a destruicdo das células beta pancreéticas, responsaveis
pela secre¢cao de insulina. Pode ser autoimune (DM1A), confirmada pela positividade
de um ou mais autoanticorpos, resultado da destruicdo imunomediada das células,
presenca de marcadores de autoimunidade meses ou anos antes do diagnostico
clinico. A forma idiopatica (DM1B) € caracterizada pelo desenvolvimento da
cetoacidose e auséncia de marcadores de autoimunidade na circulacao (IDF, 2015;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

O DM tipo 2 corresponde a 90 a 95% de todos os casos, sua etiologia é
multifatorial e complexa por envolver componentes genético e ambiental

principalmente a obesidade e o sedentarismo Neste a ag&o e secrecdo da insulina
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apresentam-se alterados, bem como a producéo de glicose hepatica a qual provoca
uma resisténcia a insulina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016; ADA,
2017; SKYLER et al., 2017).

O DM gestacional (DMG) € o diabetes diagnosticado no segundo ou terceiro
trimestre da gravidez, caracterizado por intolerancia a insulina, ndo evidente antes
da gestacédo (ADA, 2017).

Os tipos especificos de diabetes sao devido a outras causas decorrentes, por
exemplo, de sindromes monogénicas do diabetes (tais como diabetes neonatal),
doencas do pancreas exocrino (como a fibrose cistica) e drogas ou diabetes induzido
por produtos quimicos (como o uso de glicocorticoides, no tratamento HIV / AIDS, ou
apos o transplante de 6rgaos) (ADA, 2017).

A Hiperglicemia, presente no quadro diabético, quando ndo controlada ao
longo do tempo, pode causar danos a varios sistemas do corpo, favorecendo a
instalacdo de complicacdes crénicas micro e macrovasculares (BJERG et al., 2018),
dentre elas, comprometimento do aparelho locomotor, contribuindo para um declinio
do estado geral de saude, pela ruptura nas estruturas osteomiotendinea e presenca
de osteopenia 6ssea (AKTURK et al., 2002; AKTURK et al., 2007; LIAO et al., 2014,
JACKULIAK et al., 2014).

Muitos mecanismos tém sido sugeridos para explicar a osteopenia
associada ao diabetes, dentre eles mudancas na sinalizacao celular causadas pela
hiperglicemia, inflamagdo associada ao diabetes, alteracbes nos fatores de
crescimento e hormonios enddcrinos circulantes, maior estresse oxidativo e morte
celular elevada (KEMINK et al., 2000; McCABE, 2007; KAYAL et al., 2009).

A associacao entre diabetes mellitus, hiperglicemia e osteopenia foi descrita
pela primeira vez no final da década de 1920 (MORRISON & BOGAN, 1927), desde
entdo, muitos estudos clinicos e experimentais vieram fornecer evidéncias dessa
triade e suas repercussfes. A diminuicdo da Densidade mineral 6ssea (DMO) e
massa 6ssea reduzida no DM ja foi comprovada tanto em estudos clinicos com
humanos (MIAO et al., 2005; AHMED et al., 2006; MIAZGOWSKI et al., 2007;
ABDALRAHAMAN et al., 2015 ) quanto em estudos com animais (EINHORN et al.,
1988; VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD, 1991, 1993; REDDY
et al., 2001; MOTYL; MCCABE, 2009) e propicia que os portadores do DM tipo 1

uma maior vulnerabilidade as alteracfes esqueléticas, como a um maior risco de
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lesbes 6sseas, osteoporose e fraturas osteoporéticas (VESTERGAARD, 2007;
MONTAGNANI; GONNELLY, 2013, ZEMEL, 2013; JANGHORBANI, et al., 2007).

Apesar das fortes evidéncias da associacdo do DM tipo 1 com baixa massa
Ossea diabética e risco de fraturas, os mecanismos subjacentes a osteopenia
diabética ainda nao estéo totalmente elucidados, ndo podendo ser estimada apenas
pela DMO reduzida (EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al., 1990; REDDY et
al., 2001). O efeito do DM tipo 1 sobre as propriedades mecanicas e materiais do
0sso também representa um dos fatores importantes relacionados ao risco de fratura
(REDDY et al., 2001).

PROPRIEDADES ESTRUTURAS E BIOMECANICAS DO OSSO

Estudos que avaliaram as propriedades biomecéanicas através de ensaios
mecanicos, em ratos diabéticos demonstraram que independentemente do tamanho
e da geometria do 0sso, estes sao inferiores e com menor capacidade de receber
estresse, sdo menos rigidos e menos resistentes a flexdo e a tor¢ao, apresentando
diminuicdo da forca 6ssea e alteracbes em outras propriedades biomecanicas, o que
pode contribuir para o alto risco de fratura associado ao DM (DIXIT; EKSTROM,
1980; HOUGH et al.,, 1981; SHIRES et al., 1981; EINHORN et al.,, 1988;
VERHAEGHE et al.,, 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD, 1993; MATTILA;
KNUUTTILA; SVANBERG, 1998; REDDY et al., 2001; FOLLAK et al., 2004; PRISBY
et al., 2008; ZHANG et al., 2009).

Ha varios parametros biomecéanicos que podem ser usados para caracterizar
a integridade do osso. A relagdo chave € aquela entre a carga aplicada a uma
estrutura e o deslocamento em resposta a carga representado pela curva do grafico
carga x deformacéo (figura 1A) que permite analisar as propriedades estruturais do
0SSO e através da curva tensé@o x deformacao relativa (stress — strain) (Figura 1B)
pode-se analisar as propriedades biomecéanicas 0sseas.

A partir destas curvas, € possivel identificar e quantificar parametros
biomecanicos inerentes ao 0sso e que podem caracterizar suas propriedades
(COWIN, 2001) tais como: forca maxima (N) — maximo de carga suportada
passivamente pelo osso durante a compressdo; deformacdo maxima (mm) — o
maximo de alongamento imposto ao osso até a completa fratura; energia —

guantidade de energia armazenada pela deformacédo elastica do 0sso; tensdo
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maxima (MPa) — calculada pelo quociente da forca maxima suportada pela area de

secdo transversal do osso, identifica a quantidade de tens&do suportada pelas

estruturas intrinsecas do o0sso; Deformacéo especifica (%) — taxa de alongamento

desempenhado pelo osso, calculada pelo quociente entre o comprimento inicial (mm)

pelo comprimento final (mm) multiplicado por 100; Moddulo elastico (MPa) -

determinada pela inclinacdo encontrada na curva tensdo x deformacdo, a qual

representa a viscoelasticidade 0ssea ou rigidez representativa do 0sso enquanto

material bioldgico.
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Figura 1 - A) Curva carga x deformacao; B) Curva tensao x deformacao
(Fonte: Adaptada de COWIN, 2001)

O PROCESSO DE REPARACAO OSSEA E O DIABETES

A cicatrizacdo de uma fratura é um processo complexo e envolve uma cascata

de sintese e ativagdo de moléculas derivadas da matriz e de células que coordenam

a restauracdo da estabilidade mecéanica no sitio da fratura. Ha cinco estagios

histologicos “temporais” de reparo de fratura: formagao de hematoma, inflamacao,

angiogénese, formacao de cartilagem e remodelacéo 6ssea (Figura 2).
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Figura 2 - Estagios histologicos “temporais” de reparo de fratura
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Fonte: adaptada de https://pt.depositphotos.com/243395500/stock-illustration-stages-

healing-bone-fracture-formation.html

ApoOs o desenvolvimento da fratura, hd a formacdo de um hematoma e
ativagdo de uma resposta inflamatdria na area ao redor da lesdo 6ssea com
agregacdo de plaquetas e liberacdo de fatores de crescimento e as citocinas
(EINHORN, 1995; TSIRIDIS, UPADHYAY, GIANNOUDIS, 2007; DINIZ et al., 2008).
Dentro de 2 a 5 dias, ocorre a formacédo de calo mole, através da elaboracao de uma
matriz basica de colageno tipo I, na area entre os fragmentos da fratura e a formacao
de calo duro, com calcificacdo da matriz cartilaginosa (PHILLIPS, 2005). Do 6° ao
10° dia, hd um aumento na proliferacdo celular, que diminui em seguida. Na fase de
proliferacdo, ocorre a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (CTMs) em
condrécitos que geram cartilagem e osteoblastos, que por sua vez formam 0s 0ssos
(GERSTENFELD et al., 2003a; GERSTENFELD et al., 2003b). O calo mole comeca
a se calcificar, a proliferacdo celular cessa, os condrdcitos deste calo comecam a
sofrer apoptose. A remodelacédo, dar-se-a através da ocorréncia de ciclos continuos
de formacdo e reabsor¢cdo, com recuperacdo da arquitetura 6ssea original (KAGEL,;
EINHORN, 1996; PHILLIPS, 2005).

Ha indicios, tanto clinicamente como experimentalmente, que o diabetes

promove retardo na cicatrizacdo de fratura ocasionando uma reducdo na massa


https://pt.depositphotos.com/243395500/stock-illustration-stages-healing-bone-fracture-formation.html
https://pt.depositphotos.com/243395500/stock-illustration-stages-healing-bone-fracture-formation.html
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0ssea (LODER, 1988; FUNK et al., 2000). Experimentalmente, o diabetes induzido
por estreptozotocina compromete a cicatrizacdo de fratura (MACEY et al., 1989),
causando um retardo na recuperacao da forca estrutural e material em fémures com
fraturas cicatrizadas em ratos (FUNK et al., 2000).

Vérios fatores de risco estdo associados a cicatrizacdo 6ssea prejudicada
como a presenca de doenca sistémica, idade avancada, abuso e alcool ou
medicamentos prescritos como 0 uso cronico de esteroides ou quimioterapicos
(KAGEL, EINHORN, 1996; GASTON & SIMPSON, 2007; NAIK et al., 2009; BISHOP
et al., 2012; OEl et al., 2015).

Muitos mecanismos tém sido propostos para explicar a maior incidéncia de
cicatrizacdo retardada e ndo-unido de fraturas no diabetes. Estes incluem reducéo
do suprimento sanguineo e da angiogénese (DINIZ et al., 2008), resposta
inflamatodria mais severa (SALVI et al., 1997; WETZLER et al., 2000), decréscimo na
sintese de coldgeno (GOOCH et al., 2000), distarbio no processo de mineralizagdo
(FOLLAK; KLOTING; MERK, 2005) e um desequilibrio entre a reabsorcdo 6ssea
pelos osteoclastos e a deposicéo 0ssea pelos osteoblastos (HE et al., 2004; SUZUKI
et al., 2005). Outro fator contribuinte podem ser os produtos finais da glicacéo
avancada (AGEs), presentes em niveis altos em individuos diabéticos, que
intensificam os eventos inflamatérios (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2008) e
retardam a cicatrizacdo de feridas (GOOVA et al., 2001). Também hé& evidéncias de
gue o diabetes prejudique a formacdo de cartilagem durante a cicatrizacdo de
fraturas através da diferenciacéo e proliferacdo reduzida de condrécitos (KAYAL et
al., 2007). Em geral, espera-se que estes mecanismos afetem uma ou mais fases
envolvidas na consolidacdo da fratura (FUNK et al., 2000; BEAM, PARSONS, LINS,
2002)

O ULTRASSOM E O REPARO OSSEO EM ANIMAIS

O termo ultrassom refere-se a propagacdo de uma onda acustica cuja
frequéncia é maior do que a faixa audivel, geralmente de alguns décimos de kHz a
varios décimos de um MHz. Dependendo da frequéncia, do nivel de energia acustica
e/ ou da pressdo emitida pela fonte, as aplicagbes podem ser categorizadas como
diagnésticas ou terapéuticas, onde as intensidades diagnoésticas (média espacial e
temporaria) estdo abaixo de 100 mW / cm? (PADILLA et al., 2014).
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O ultrassom pode influenciar os tecidos de diferentes maneiras e assim induzir
efeitos biologicos, a partir dos efeitos térmicos da deposicéo de calor, ou efeitos ndo
térmicos como cavitagcdo ou forca de radiacdo (MITRAGOTRI, 2005). Entre os
regimes diagndsticos e terapéuticos esta o chamado LIPUS ou ultrassom de baixa
intensidade, no limite superior das intensidades de diagnostico, transmitido de
maneira pulsada (PADILLA et al., 2014). InUmeros estudos tém utilizado o ultrassom
pulsado de baixa intensidade como estratégia terapéutica com o objetivo de otimizar
0 processo de cicatrizacdo de fraturas (GEBAUER et al., 2002; PILLA, 2002; YANG
et al., 2005; COORDS et al., 2011; FUNG et al., 2012; HARRISON et al., 2016; WU
et al., 2018; BAYAT et al., 2018). Estudos com animais evidenciaram um aumento
médio no processo de consolidacao da fratura fechada e aberta (GEBAUER et al.,
2002; PILLA et al., 2002)

O mecanismo através do qual o ultrassom € capaz de afetar o processo de
cura da fratura tem sido cada vez mais investigado. Teorias sugerem gue este é
capaz de gerar forcas mecanicas capazes de afetar a cicatrizacao (WILLIAMS,
1992), que o o0sso trabecular é capaz de se adaptar as exigéncias mecanicas
(GOODSHIP, CUNNINGAM, KENWRIGHT, 1998), que atua nas reacdes celulares
envolvidas (AZUMA et al., 2001; ZHOU et al., 2016), nas vias de sinalizagdo ou na
expressao de genes criticos atuantes nas vias de transducgédo do sinal importantes
no processo de cicatrizagdo (PARVIZI et al., 2002; ZHOU et al., 2004).

As evidéncias apontam que o ultrassom pulsado de baixa intensidade € capaz
de acelerar o processo de cicatrizagcdo de fraturas agindo nas reacdes celulares
envolvidas em todas as etapas deste processo (AZUMA et al.,, 2001); atuar na
ativacao de integrinas formando complexos de adeséo focais que ativam entao vias
de sinalizagdo envolvidas na sintese de DNA de certos tipos de células como
osteoblastos e fibroblastos (ZHOU et al., 2004); e promover a expressao de genes
criticos e proteinas relacionadas com a cicatrizacdo de fraturas, tais como agrecana,
IGF (Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1), e TGF-f (O Fator de
transformacéo do crescimento beta), este ultimo um importante fator de crescimento
0sseo que estimula a atividade osteoblastica e aumenta a formacgao de matriz 6ssea
(RUBIN et al., 2001; ZIMMERMANN et al., 2005). Além disso, ha evidéncias de que
o ultrassom, in vitro, é capaz de promover a migracdo (JIANG et al.,, 2018) e

diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em condrécitos e estimular
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a producdo de matriz extracelular (NISHIKORI et al., 2002; EBISAWA et al., 2004,
SCHUMANN et al., 2006).

AS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMS) E O BIOPOLIMERO DA CANA
DE ACUCAR

Os tecidos bioldgicos sédo constituidos basicamente por duas populacdes
celulares distintas, as diferenciadas e as nédo diferenciadas. As diferenciadas séo
formadas pela presenca de células com caracteristicas especificas, que apresentam
como fungdo principal a atividade fisiologica tecidual, enquanto que as n&o
diferenciadas, também conhecidas por células-tronco mesenquimais (CTMs), sdo as
responsaveis pelo crescimento e reparo apos lesao de orgaos e tecidos (TOHILL e
TERENGUI, 2004), podem ser isoladas de varios tecidos e possuem a capacidade
de diferenciacdo em diversas linhagens de células mesenquimais especializadas
(BARRY, MURPHY, 2004).

Nos ultimos anos, atencdo especial tem sido dada a essas células devido a
sua funcéao de manutencao da integridade do tecido, resposta a lesdes e restauracao
das mesmas, através de reparacao e regeneracao de tecidos (GRANERO-MOLTO
et al.,, 2011; BARTOLD et al., 2019). Inicialmente, o seu potencial de diferenciagao
em multiplas linhagens de células (efeito autdcrino) gerou mais interesse, porém,
mais recentemente, a sua capacidade de definir e manipular o meio ambiente através
da oferta e liberacdo de moléculas bioativas (propriedades paracrinas) vem
chamando aten¢cdo (GRANERO-MOLTO et al., 2009; BIANCO; ROBEY; SIMMONS,
2008).

As CTMs podem ser encontradas em varios tecidos de mamiferos, como a
medula éssea, tecido adiposo, musculo estriado esquelético (células satélites),
0sseo (trabéculas e periosteo), tendineo, polpa dentaria, corddo umbilical humano,
e fluido amniético, além de 6rgdos como cérebro, figado (células ovais), rins (células
epiteliais tubulares), pulmé&o (pneumdcitos tipo Il), pancreas (células-p) e pele
(células-tronco epiteliais), funcionando como verdadeiros reservatorios de células
reparativas nestes tecidos (Figura 3) (BARRY e MURPHY, 2004; GROVE, BRUSCIA
e KRAUSE et al., 2004; KOLF, CHO e TUAN, 2007; CHEN, SHAO, XIANG et al.,

2008). As CTMs podem ser isoladas a partir de diferentes fontes como da medula
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O0ssea (MO) e de outros tecidos adultos (MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI,

2006).
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Figura 3 - O processo mesengénico. Diferencia¢do das células-tronco
mesenquimais (Fonte: https://www.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/ten.2005.11.1198)

Tanto as CTMs derivadas da medula éssea (CTMs-MO) quanto as derivadas
do tecido adiposo (CTMs-TA) apresentam capacidade de diferenciacdo em
osteoblastos e adipocitos (KERN et al., 2006; PENG et al., 2008; REBELATTO et al.,
2008). Durante o processo de cicatrizacdo 6ssea, fatores de crescimento séo
produzidos por macrofagos e células estruturais, levando a migracdo exogena e a
diferenciacdo de CTMs residentes (células osteoprogenitoras) em osteoblastos,
tendo papel importante na cicatrizacdo (DONG et al., 2017). Alguns estudos
demonstraram que estas células, apés serem administradas sistemicamente, podem
diferenciar-se em tipos de CTMs maduras e migrar para o local da fratura de ratos,
melhorando a cicatrizacdo (GRANERO-MOLTO et al., 2008; GRANERO-MOLTO et
al., 2009; TIAN et al., 2015; SUENAGA et al., 2015; FRASCA et al., 2017; ZHOU et
al., 2018). Além disso, as CTMs podem regular a resposta regenerativa do 0sso e de
outros tecidos através da secrecdo de fatores troficos (MEIRELLES; CAPLAN;
NARDI, 2008).

Tao importante quanto a selecéo das células, sdo os mecanismos utilizados

para acondiciona-las nos defeitos 6sseos. Para tanto, a utilizacdo de materiais
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biocompativeis com o objetivo de manter as CTMs na regido préoxima ao foco da
fratura e melhorar a resposta cicatricial do tecido 6sseo, os biomateriais sdo cada
vez mais utilizados. Para este ser ideal, deve apresentar uma composi¢cao quimica
biocompativel, para ndo gerar reacfes adversas; promover interacdo celular e
desenvolvimento tecidual; ser biodegradavel ou bioabsorvivel, apresentar
propriedades mecéanicas favoraveis para sustentar cargas e alta resisténcia ao
desgaste e auxiliar na reparacao tecidual (MAYER et al., 2011; FRASCA et al., 2017).

Dentre 0os componentes naturais mais utilizados para a producdo do
biopolimero tem-se o colageno (MURRAY et al., 2007), submucosa de intestino
delgado de porco (SUCKOW et al., 2007), fibras de seda (JIN et al., 2004), a base
de quitosano (FUNAKOSHI et al., 2006) e de celulose bacteriana (SHAH et al., 2013;
RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015). Dentro deste contexto de biomateriais
ha o biopolimero da cana-de-acucar sintetizado, em 1990, na Estacdo Experimental
de Cana de Acucar de Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. Este biopolimero contém em sua estrutura glicose, em maior concentracao,
e a celulose sendo produzido de duas maneiras: ou por sintese natural através da
fotossintese de plantas ou por sintese microbiana (PATERSON-BEEDLE et al.,
2000b; MOHITE; PATIL, 2014). A Unica matéria prima utilizada para a producao de
sua celulose € o melago da cana de agucar, através da bactéria Zoogloea sp. (PINTO
et al., 2016).

Devido a essas caracteristicas, o biopolimero in natura, com acucares
residuais, vem sendo utilizado com sucesso em muitos estudos em diversas areas
da cirurgia como em curativos no tratamento de feridas acidentais em caes
(COELHO et al., 2002), cicatrizacéo de feridas cutaneas (MONTEIRO et al., 2007),
na reconstrucéo vascular (MARQUES et al., 2007), como substituto da membrana
timpanica (MAYER et al., 2011), na reconstrucao do parénquima renal (TAVARES et
al., 2014), na correcado da incontinéncia urinaria (SILVEIRA et al., 2014), entre outras;
sob diferentes apresentacdes e estados fisicos: membrana (LIMA et al., 2005;
MARQUES et al.,, 2007; MAYER et al., 2011; SILVEIRA et al., 2014), pelicula
(MONTEIRO et al.,, 2007), esponja (TAVARES et al., 2014), gel (CORDEIRO-
BARBOSA et al., 2012; AUGUSTO et al., 2014).



31

3 METODO

3.1 LOCAL DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(Departamento de Anatomia - UFPE), no Laboratério de biofisica de membranas e
células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov (Departamento de Biofisica-UFPE), Laboratorio
de Fisiologia e Farmacologia Renal e Laboratério de Fisiopatologia Renal
(Departamento de Fisiologia- UFPE), Laboratério de Radiologia Odontoldgica
(Departamento de Odontologia- UFPE) e Laboratério de Engenharia Quimica
(Departamento de Engenharia Quimica — UFPE). O estudo foi aprovado na
Comisséao de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), processo n°
23076.031594/2016-98 (ANEXO A).

3.2 AMOSTRA/GRUPOS EXPERIMENTAIS

A amostra foi composta por 77 ratos da raga Rattus Novergicus Albinus, da
linhagem Wistar, com idade de 60 dias de vida, provenientes do Biotério do
Departamento de Nutricdo — UFPE, mantidos em gaiolas com 3 animais, ciclo de luz
invertido claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23°+/-1°C no biotério do
Departamento de Anatomia - UFPE. Os ratos receberam uma dieta através de ragéo
apropriada (Presence® - Purina) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos: Grupo Controle
Placebo (GCP, n=11), animais saudaveis submetidos a fratura aberta de fémur e
tratados com ultrassom desligado; Grupo Diabético Placebo (GDP, n=11), animais
diabéticos submetidos a fratura aberta de fémur e tratados com ultrassom desligado;
Grupo Controle Ultrassom (GCU, n=12), animais saudaveis submetidos a fratura
aberta de fémur e tratados com ultrassom; Grupo Diabético Ultrassom (GDU, n=12),
animais diabéticos submetidos a fratura aberta de fémur e tratados com ultrassom;
Grupo Controle Terapia Celular (GCTcP, n=7), animais saudaveis submetidos a
fratura aberta de fémur, tratados com células mesenquimais e ultrassom desligado;
Grupo Diabético Terapia Celular (GDTcP, n=8), animais diabéticos submetidos a
fratura aberta de fémur e tratados com células mesenquimais e ultrassom desligado;
Grupo Controle Terapia Celular e Ultrassom (GCTcU, n=8), animais saudaveis

submetidos a fratura aberta de fémur, tratados com células mesenquimais e
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ultrassom; e Grupo Diabético Terapia Celular e Ultrassom (GDTcU, n=8), animais
diabéticos submetidos a fratura aberta de fémur, tratados com células mesenquimais

e ultrassom.

3.3 INDUQAO AO DIABETES MELLITUS TIPO1E AVALIA(;AO CLINICA
Antes da induc&o ao diabetes, foi realizada a verificacdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) apos jejum de 12h. Aos 60 dias de vida, apos a
afericdo da glicemia, os animais dos grupos diabéticos (GDP, GDU, GDTcP,
GDTcU), foram induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal,
de uma solucédo de Estreptozotocina (STZ- Shimadzu®), diluida em tampao citrato
de sddio a 10mM e pH 4,5, na dose de 60mg/kg de peso do animal (Figura 4). Os
animais dos grupos saudaveis (GCP, GCU, GCTcP, GCTcU) receberam doses
equivalentes da solugcdo tampdo citrato de sodio objetivando o nivelamento do
estresse fisico ofertado para os grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apés o
tratamento os animais puderam alimentar-se normalmente (DALL'AGO et al., 2002).
Ao terceiro e sétimo dia ap0s a inducao, a glicemia foi verificada, com o intuito
de confirmar a instalacdo do diabetes, sendo considerados diabéticos os animais
gque apresentaram glicemia superior a 200 mg/dL (CARVALHO et al., 2003). A partir
dai a glicose sanguinea foi dosada semanalmente até o fim do experimento a partir
da coleta de uma gota de sangue na ponta da cauda do animal através de um
glicosimetro Accu-Chek Active. Foi também realizado o0 acompanhamento do peso
corpoéreo (balanca digital - FILIZOLA, modelo BP6), trés vezes por semana, a partir

da inducédo ao diabetes até o ultimo dia do experimento.

Figura 4 - Inducéo ao diabetes experimental (Fonte: arquivo pessoal)
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3.4 PROTOCOLO MEDICAMENTOSO

Todos os animais, duas semanas apos a inducéo, com idade +74 dias de vida,
foram submetidos a uma fratura aberta do fémur direito. Para isso, 0os animais
receberam: analgésico (Cloridrato de Tramadol-50mg/ml), via subcutanea, em uma
dose de 100mg/ Kg de peso do animal diluido em soro fisiolégico 0,9%, em uma
proporcdo de 1:1, 30 minutos antes da cirurgia, 12/12h por 72h no pos-cirargico
imediato; antibiotico (Enrofloxacina), via subcutanea, administrada em uma dose de
5mg/Kg de peso do animal, logo apés a cirurgia, de 24/24h por 4 dias; anti-
inflamatorio (Meloxicam), via subcutanea, em uma dose de 0,1ml/Kg de peso do
animal, logo apoés a cirurgia e de 24/24h durante 2 dias pdés-cirurgico.

A anestesia dos animais foi realizada com uma solucéo, via intramuscular, de
cloridrato de xilazina a 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) e Cloridrato de Ketamina a
10% (50 mg, Ketalar®) em uma quantidade de 0,2 ml da solucdo para cada 100g de

peso do animal.

3.5 PROTOCOLO DE FRATURA DO FEMUR

Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal
numa mesa cirdrgica, com o membro posterior direito em extensdo. Foi realizada
tricotomia postero-lateral na coxa e joelho direito, assepsia de todo o membro
posterior direito, colocacdo dos campos cirargicos estéreis, e iniciados 0s seguintes
procedimentos: incisdo de aproximadamente 3 cm longitudinal da coxa até o joelho
direito; dissecacgdo por planos e disjuncdo muscular até ser visualizada a diafise
femoral direita; introducdo horizontal da serra de Gigli (30cm em ac¢o inoxidavel
especial Style, C.Brasil) ao redor do fémur no meio da diéfise, a partir da qual o fémur
foi serrado até produzir fratura transversa completa do fémur. Apés a fratura, foi
realizado um desvio longitudinal para introdugcéo de um fio de Kirschner de 1,0 mm
de diametro longitudinalmente ao longo do canal medular do fémur até o trocanter
maior, para simulacdo de uma haste intramedular (Figura 5). A sutura do musculo
vasto lateral e da pele foi feita com fio de nylon 4-0. Apds os procedimentos
cirdrgicos, ainda anestesiados, os ratos foram submetidos a uma dose Unica, de

anestésico (Fentanila 0,5ml/1000g de peso do animal), intramuscular.
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Figura 5 - Cirurgia de fratura do fémur (Fonte: arquivo pessoal)

3.6 OBTENCAO E ADMINISTRACAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DA

MEDULA OSSEA

Para a obtenc¢éo das células mesenquimais da medula éssea foram utilizados
3 ratos, albinos, Wistar e adultos. Os animais doadores foram anestesiados com uma
solucéo de cloridrato de xilazina a 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) e Cloridrato de
Ketamina (50 mg, Ketalar®) por via intramuscular, em uma quantidade de 0,2 ml da
solucdo para cada 100 g de peso corporal do animal. Apds a anestesia, 0s animais
foram eutanasiados com injecdo de 1mL de cloreto de potassio (KCI) por via
intracardiaca. Para cada animal foi realizada assepsia com alcool 70% e colocados
sobre uma bandeja estéril sob fluxo laminar. Foi realizada a incisdo para expor o
tecido muscular de ambos os membros inferiores e em seguida, os fémures foram
dissecados até ficarem livres de tecidos. Os osso foram colocados em meio de
cultura DMEM numa placa de Petri estéril. A partir dai, as epifises foram removidas
e o canal medular foi lavado com 10mL de DMEM, através de seringa descartavel
de 1mL. O conteudo proveniente do canal 6sseo foi colocado em um tubo Falcon de
15mL (Figura 6A).
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DMEM

Figura 6A - Remocao das epifises e lavagem do canal dsseo. (Fonte: arquivo pessoal)

A suspensdo obtida mantida, em tubo Falcon 50 ml, foi centrifugada (252xg)
a 1500 rpm por 10 minutos, em seguida, foi descartado o sobrenadante,
resuspendido o precipitado. Em um tubo estéril Falcon foi adicionado 3mL de solucao
de Histopaque e logo apdés, adicionado 3mL da suspensao de células pela lateral do
tubo para que estas ndo se misturem com o Histopaque (Figura 6B) e posto na

centrifuga 400xg por 30min.
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Falcon. (Adaptada, Fonte:
http://www.irvinesci.com/uploads/i
mages/MSC-cordblood.png)
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Em seguida, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur foi coletado o anel de
células (parte turva) e adicionado em um tubo Falcon de 15mL estéril e juntamente

com 10mL de DMEM e foi centrifugado novamente por 250xg por 10min (Figura 6C).

Figura 6C - Adicdo das células e
do DMEM (Adaptada, Fonte:
http://www.irvinesci.com/uploads/i
mages/MSC-cordblood.png)
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Em continuidade, foi descartado o sobrenadante, as células precipitadas
foram resuspendidas com 1,5mL de DMEM suplementado e colocar na garrafa de

cultura (Figura 6D).
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Figura 6D - Adicdo de Histopaque e da suspensdo de células no Falcon e

condicionamento na garrafa de cultura. (Adaptada, Fonte:
http://www.irvinesci.com/uploads/images/MSC-cordblood.png)

No dia da cirurgia, a suspensao de células (células mesenquimais, meio de
cultura e matrigel) foi ajustadas para 5 X 108 células/ml para serem administradas no
interior do canal medular do fémur, imediatamente apds da promocédo da fratura de

acordo com o grupo de estudo.

3.7 PROTOCOLO DO ULTRASSOM

Um dia apds a realizacao da fratura foi iniciado o protocolo de tratamento com
o ultrassom. O tratamento foi realizado diariamente do 1° ao 24° dia apés a fratura,
e o tempo diério de aplicacdo foi de 20 minutos, 7 vezes por semana (AZUMA et al.,

2001). O animal foi posicionado em contencdo por um pesquisador enquanto outro
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era o aplicador da terapia. Com a pata posterior direita tricotomizada, foi aplicado o
gel (RMC® gel) para contato e entéo iniciava-se a terapia (Figura 7). Para os animais
dos grupos sem tratamento (GCST e GDST), eram realizados 0os mesmos
procedimentos, porém néo foi acrescentada intensidade no equipamento.

O equipamento de ultrassom utilizado foi o SONOPULSE (lbramed), com
cabecote de aplicacdo com éarea efetiva de aplicacdo com 1cm?, programavel para
uso na modalidade pulsado, com frequéncia de 1MHz, frequéncia de repeticdo de
pulso de 100Hz, duracéao de pulso de 2ms - razéo de 1:5, ciclo de trabalho de 20%
e intensidade de 0,5 w/cm? (BABUCCU et al., 2014).

Figura 7 - Procedimento de ultrassom aplicado no local da fratura (Fonte: arquivo pessoal)

3.8 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL

No 25° dia apds a fratura do fémur, os animais de todos os grupos foram
eutanasiados com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato
de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e tiveram seus
fémures direitos desarticulados e dissecados, cuidadosamente para nao danificar o

local de formacao do calo ésseo.
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3.9 OBTENCAO DAS IMAGENS RADIOGRAFICAS DIGITAIS

Para cada fémur direito de cada animal, foi obtida uma imagem radiografica
digital com uma escala de densidade de 1 mm de aluminio de incremento de dez
degraus e uma lamina de chumbo. Para obtencé&o dessas imagens, foi utilizado o
aparelho de raios X periapical Heliodent Plus® (Sirona, Dental Systems NY, EUA)
operando a 70Kvp, 10mA, tempo de exposicdo de 0,03s. A distancia foco-receptor
de 30cm foi padronizada por meio de uma plataforma de acrilico (Figura 8). O
receptor de imagem utilizado foi do tipo CCD (Charge-Coupled Device), com o
sistema direto RVG 6100 (Carestream®, Nova York, EUA) e o programa Dental
Imaging Software®. Os arquivos foram exportados e salvos no formato TIFF
(LOUZADA et al., 2001; MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Figura 8 - Obtencéo de radiografia do fémur (Fonte: arquivo pessoal)

3.10 AVALIAQAO DA DENSIDADE MINERAL OSSEA EM MM/AL

As imagens foram importadas (Figura 9) e abertas no programa image J.
Neste programa, foi mensurado com a ferramenta histograma os valores de pixel dos
degraus da escala de densidade, do valor da lamina de chumbo (valor 255) e o valor
do tom de cinza da diafise média do fémur do animal. Para cada animal, foi aberta
uma planilha no programa Excell (versdo 2013), no qual foi possivel construir um

gréafico do inverso do valor de cinza versus degrau em mm/AL e entdo escolhida
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uma equacgdao na qual o valor de R2 fosse mais proximo de 1. A partir desta formula,
foi possivel converter o valor de cinza da diafise média do fémur do rato em mm/Al
(LOUZADA et al., 2001; MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Figura 9 - Imagens utilizadas para mensuracéo da densidade mineral do fémur

(Fonte: arquivo pessoal)

3.11 ANALISE BIOMECANICA

Para realizagdo da avaliagdo biomecanica, inicialmente foi calculada a area
da secéo transversal do osso (mm?) em seu terco medial (Figura 10.A) através da
formula da elipse (SILVEIRA; NERY, 1999). Em seguida, o fémur foi colocado na
maquina de ensaio mecanico convencional (EMIC modelo DL500) com célula de
carga de 500N e submetido ao ensaio mecanico de flexdo em trés pontos. Para tanto,
o fémur foi posicionado entre dois pinos de apoio, afastados de 15 mm (PRISBY et
al., 2008), e um pino de metal superior, que exerce a pressao, foi posicionado no
meio da diafise do fémur (Figura 10.B). A partir dai ocorreu o ensaio mecanico, com
a forca aplicada a uma velocidade de 0,5 mm/min e registrada automaticamente por
um software acoplado a maquina. Foram avaliados o0s seguintes parametros
biomecénicos: médulo elstico (Mpa), tensdo maxima (N), forca maxima (Mpa) e

deformacdo maxima (mm).
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Figura 10 - Ensaio mecénico. A - Avaliacdo da area de seccao transversa do fémur. B-
Maquina de ensaio mecanico EMIC modelo DL 10000 com o fémur posicionado para o
ensaio de flexdo em trés pontos. (Fonte: arquivo pessoal)

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para
obtencado dos célculos estatisticos foi o IMB SPSS na verséo 23. Apds a construcao
do banco de dados, estes foram analisados descritivamente através das medidas:
média, desvio padrdo (média £ DP) e mediana e foram analisadas inferencialmente
através dos testes estatisticos.

As verificagdes das hipéteses de normalidade e de igualdade de variancias
foram através dos testes respectivos de Shapiro-Wilk e F de Levene. Para a
comparacao entre mais de dois grupos foi utilizado os testes F (ANOVA) ou Kruskal-
Wallis e para a comparacdo entre dois grupos foi utilizado o teste t-Student com
variancias iguais, t-Student com variancias desiguais ou Mann-Whitney.

A escolha dos testes F (ANOVA) e t-Student ocorreram nas situagcfes de
verificagdo da distribuicdo normal em cada categoria e os testes de Kruswal-Wallis
e Mann-Whitney no caso de rejeicdo da normalidade em pelo menos uma das
categorias. No caso de diferenca significativa pelo teste F (ANOVA) foram utilizados
testes de comparacOes de Tukey se foi verificada igualdade de variancias e

Tamhane se a hipotese de igualdade de variancias é rejeitada. No caso de diferenga
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significativa pelo teste de Kruskal-Wallis foram utilizadas comparac¢des do referido

teste. A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%.
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4 RESULTADOS

De acordo com as normas do Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia
(Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO), os resultados obtidos até o
momento compdem o Artigo Original 1, intitulado — “Low intensity ultrasound in
the repair of open fracture of femur in diabetic rats”, teve como objetivo avaliar
o efeito do ultrassom pulsado de baixa intensidade na cicatrizagao da fratura aberta
de fémur de ratos diabéticos. Artigo Original 2, intitulado — “Uso combinado de
terapia com células mesenquimais da medula éssea e ultrassom pulsado na
reparacao da fratura de fémur de ratos diabéticos”, teve como objetivo avaliar o
efeito do ultrassom pulsado de baixa intensidade associado a terapia com células

mesenquimais no reparo da fratura aberta de fémur de ratos diabéticos.



43

41  ARTIGO ORIGINAL 1

ULTRASSOM DE BAIXA INTENSIDADE NA REPARACAO DE FRATURA
ABERTA DE FEMUR EM RATOS DIABETICOS

Msc. Cybelle da Silva Nery! *; Laylla Marjorye Reboucas Bezerral; Silvia Luana
Ramos Marques?; Marina Lira Cavalcante*; PhD. Eduardo José Nepomuceno
Montenegro®, PhD. Marcio Almeida Bezerra®, PhD. Ana Cristina Falcéo
Esteves’; PhD. Silvia Regina Arruda de Moraes’

Programa de Poés-graduacdo em Biotecnologia/ RENORBIO; Laboratério de
Plasticidade Neuromuscular — LAPLAN, Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE.

’Estudante de Mestrado em Fisioterapia, Departamento de Fisioterapia,
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

3 Fisioterapeuta, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

4 Estudante de Mestrado, Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP.
SDepartamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

6 Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal do Ceara — UFC.
‘Departmento de Anatomia, Laboratério de Plasticidade Neuromuscular — LAPLAN,
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

*AUTHOR FOR CORRESPONDENCE:

Cybelle da Silva Nery

Rua Jonathas de Vasconcelos, 750

51021-140 Recife PE — Brazil

Cell phone +55 (81) 99956-1646

E-mail address: cybellesnery@gmail.com (NERY CS)
Laboratory of Neuromuscular Plasticity — LAPLAN



mailto:cybellesnery@gmail.com

44

Resumo

O Diabetes Mellitus (DM) afeta o tecido 6sseo promovendo alteracdes no processo
de osteogénese, ocasionando osteopenia e aumentando a fragilidade a fratura. A
terapia de ultrassom por favorecer o aumento da formacéo 6ssea, desponta como
uma alternativa para auxiliar no processo de cicatrizagdo. Objetivo: avaliar o efeito
do ultrassom com intensidade de 100mW/cm? no processo de cicatrizacdo da fratura
de fémur de ratos diabéticos através da densidade mineral 6ssea (DMO) e anélise
biomecéanica. Metodologia: 60 ratos da linhagem Wistar, foram distribuidos em
guatro grupos: GCP (n=16), GCU (n=14), GDP (n=9) e GDU (n=12). Aos 60 dias de
vida os animais foram induzidos ao diabetes experimental (injecdo de solucédo de
Estreptozotocina, STZ- Shimadzu®; intraperitoneal; 60mg/Kg) e duas semanas apos
a inducao, foi realizada uma fratura aberta do fémur direito. Do primeiro até o 24° dia
pds-cirdrgico, foi iniciado o tratamento com ultrassom SONOPULSE (lbramed), sete
vezes na semana, durante 20 minutos/dia, na modalidade pulsado, com frequéncia
de 1MHz, frequéncia de repeticdo de pulso de 100Hz, duracdo de pulso de 2ms -
razéo de 1:5, ciclo de trabalho de 20% e intensidade de 0,5 w/cm2. Apds o término
do tratamento, os animais foram eutanasiados e os fémures coletados para analise
da densitometria mineral 6ssea (DMO) e ensaio biomecéanico de flexdo em trés
pontos através da forca maxima, tensdo maxima, deformacdo maxima, mddulo
elastico, area de seccéao transversa e comprimento do fémur. Resultados: Na DMO
nao foram observadas diferencas entre os grupos, entretanto em relacdo aos
parametros biomecanicos, apenas a tensdo maxima apresentou valores mais
elevados no GDU [(1,22 £ 0,63) Mpa] quando comparado com GDP ([(0,75 +0,61)
Mpa] (p=0,032). Concluséo: o protocolo de tratamento de ultrassom com intensidade
de 100 mW/cm? promoveu melhora no processo de cicatrizacdo da fratura de fémur
de ratos diabéticos observados através do aumento da tensdo maxima.

Palavras chaves: Diabetes Mellitus, fratura, osso, parametro biomecanicos, ratos,

ultrassom.
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica caracterizada por uma
hiperglicemia que desencadeia comorbidades em diversos tecidos, incluindo o
0sseo. As alteragbes na densidade mineral e na estrutura éssea eleva o risco de
osteoporose com consequente fragilidade a fratura, alterando a osteogénese e
promovendo a osteopenia (NAPOLI et al., 2017; SUNDARARAGHAVAN et al., 2017;
CHALAS et al., 2016; YAN et al., 2013).

Mecanismos tém sido sugeridos para explicar a osteopenia associada ao
diabetes. Dentre estes estdo as alteragcbes na sinalizagdo celular, inflamacao
associada ao DM, alteracfes dos fatores de crescimento e hormdnios enddécrinos,
maior estresse oxidativo e morte celular (KAYAL et al., 2009; McCABE, 2007;
KEMINK et al., 2000). A reducao na formacdo de osteoblastos e da atividade de
remodelamento Gsseo retarda o processo de cicatrizacdo das fraturas e favorece
uma reducdo na formacdo do calo 6sseo (SINGH et al.,, 2017; KO et al., 2015;
GASTON & SIMPSON, 2007).

A cicatrizacdo de uma fratura € um processo fisiologico complexo, baseado
em mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo de células e tecidos, envolvendo
fatores de crescimento, citocinas inflamatdrias, osteoclastos e osteoblastos, dentre
outros (SINGH et al., 2017). A cicatrizacdo ocorre em quatro estagios, nos quais sao,
inflamacé&o local, formacdo do calo mole, formagcdo do calo duro e por ultimo o
remodelamento (KAGEL & EINHORN, 1996). Nos ratos diabéticos, este processo de
cicatrizacdo, apresenta-se com atraso no reparo 0sseo, reducdo do osso alveolar,
producdo de calos menores e mecanicamente mais fracos, que ira repercutir em
menor forca mecanica (PADULA et al., 2003; REDDY et al., 2001; FUNK et al., 2000;

MACHWATE et al., 1994).
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Dentre as terapias utilizadas na cicatrizacdo de fraturas, a de ultrassom de
baixa intensidade tem-se demonstrado benéfica, estimulando modificacbes na
permeabilidade da membrana celular aumentando a vascularizagéo e acelerando a
cicatrizacdo da fratura, além de atuar durante o reparo 0sseo na ossificacdo
endocondral, processo de conversdo de calo cartilaginoso macio em calo duro e
mineralizado, aumentando a estabilidade mecanica de cicatrizagcdo da fratura
(CLAES & WILLIE, 2007; JINGUSHI et al., 2007; EI-MOWAFI & MOHSEN, 2005;
LEUNG et al., 2004; RAWOOL, et al, 2003; HADJIARGYROU et al., 1998). Em
animais diabéticos observou-se que o ultrassom de baixa intensidade acelera a
cicatrizacéo de fratura por aumentar a neovascularizacdo (COORDS et al, 2011) e
melhorar as propriedades mecénicas do calo (GEBAUER, et al., 2002), aumentando
o tamanho deste e a formacéo de cartilagem, atuando assim na proliferacao celular
(KOBAYASHI et al., 2009) revertendo as alteragdes 0sseas decorrentes do quadro
metabolico do DM.

Entretanto ndo foi encontrado na literatura pesquisada estudos que avaliem o
ultrassom com a intensidade utilizada na pratica clinica, comum nos equipamentos
comerciais de ultrassom em Fisioterapia, uma vez que os equipamentos especificos
para animais usam 30mW/cm?2. Portanto, o presente estudo pretendeu avaliar o
efeito do ultrassom com intensidade de 0,5W/cm? na cicatrizacdo da fratura de fémur

de ratos diabéticos.

MATERIAIS E METODOS
Local do Estudo
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular

(Departamento de Anatomia - UFPE) e no Laboratorio de Engenharia Quimica
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(Departamento de Engenharia Quimica — UFPE). O estudo foi aprovado na
Comisséao de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), processo n°

23076.031594/2016-98.

Amostra/Grupos Experimentais

A amostra foi composta por 46 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, com idade de 60 dias de vida, mantidos em gaiolas,
ciclo de luz invertido claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23°+/-1°C. Os ratos
receberam uma dieta através de racéo apropriada (Presence® - Purina) e agua ad
libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo
Controle Placebo (GCP, n=11, animais saudaveis, submetidos a fratura aberta de
fémur e ao ultrassom placebo; Grupo Diabético Placebo (GDP, n=11), animais
diabéticos e submetidos a fratura aberta de fémur e ao ultrassom placebo; Grupo
Controle Ultrassom (GCU, n=12), animais saudaveis, submetidos a fratura aberta de
fémur e tratados com ultrassom; Grupo Diabético Ultrassom (GDU, n=12), animais

diabéticos, submetidos a fratura aberta de fémur e tratados com ultrassom.

Inducéo ao Diabetes

Aos 60 dias de vida, apo6s jejum de 12h, os animais dos grupos GDP e GDU,
foram induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal, de uma
solucéo de Estreptozotocina (STZ- Shimadzu®), diluida em tampao citrato de sodio
a 10mM e pH 4,5, na dose de 60mg/kg de peso do animal. Os animais dos grupos

nao diabéticos receberam doses equivalentes da solucdo tampdo citrato de sodio
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objetivando o nivelamento do estresse fisico ofertado para os grupos diabéticos. Ao
final de 30 minutos apds o tratamento os animais puderam alimentar-se normalmente
(DALL'AGO et al., 2002).

Antes da inducéo ao diabetes, foi realizada a verificagdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) apos jejum de 12h. Ao terceiro e sétimo dia ap6s
a inducdo, a glicose também foi verificada, com o intuito de confirmar a instalagéo do
diabetes, sendo considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia
superior a 200 mg/dL (CARVALHO et al., 2003). A partir dai a glicose sanguinea foi
dosada semanalmente até o fim do experimento a partir da coleta de uma gota de
sangue na ponta da cauda do animal através de um glicosimetro Accu-Chek Active.
Foi também realizado o acompanhamento do peso corporeo (balanga digital -
FILIZOLA, modelo BP6), trés vezes por semana, a partir da inducéo ao diabetes até

o0 ultimo dia do experimento.

Protocolo de fratura do fémur e medicamentoso

Todos os animais, duas semanas apos a inducéo, com idade =74 dias de vida,
foram submetidos a uma fratura aberta do fémur direito. Para isso, 0os animais
receberam: analgésico (Cloridrato de Tramadol-50mg/ml), via subcutanea, em uma
dose de 100mg/ Kg de peso do animal diluido em soro fisiolégico 0,9%, em uma
proporcado de 1:1, 30 minutos antes da cirurgia, 12/12h por 72h no pos-cirargico
imediato; antibiotico (Enrofloxacina), via subcutanea, administrada em uma dose de
5mg/Kg de peso do animal, logo apos a cirurgia, de 24/24h por 4 dias; anti-
inflamatério (Meloxicam), via subcutanea, em uma dose de 0,1ml/Kg de peso do

animal, logo apos a cirurgia e de 24/24h durante 2 dias pdés-cirurgico.
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A anestesia dos animais foi realizada com uma solugéo, via intramuscular, de
cloridrato de xilazina a 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) e Cloridrato de Ketamina a
10% (50 mg, Ketalar®) em uma quantidade de 0,2 ml da solu¢do para cada 100g de
peso do animal. Uma vez anestesiados, 0s animais foram posicionados em decubito
dorsal na mesa cirargica, com o membro posterior direito em extensdo. Foi realizada
tricotomia postero-lateral na coxa e joelho direito, assepsia de todo o membro
posterior direito, colocacdo dos campos cirargicos estéreis, e iniciados os seguintes
procedimentos: incisdo de aproximadamente 3 cm longitudinal da coxa até o joelho
direito; dissecacdo por planos e disjuncdo muscular até ser visualizada a diafise
femoral direita; introducdo horizontal da serra de Gigli (30cm em ago inoxidavel
especial Style, C.Brasil) ao redor do fémur no meio da diéfise, a partir da qual o fémur
é serrado até produzir fratura transversa completa do fémur.

Apos a fratura, foi realizado um desvio longitudinal para introducéo de um fio
de Kirschner de 1,0 mm de diametro longitudinalmente ao longo do canal medular
do fémur até o trocanter maior, para simulacdo de uma haste intramedular. A sutura
do masculo vasto lateral e da pele foi feita com fio de nylon 4-0. Aplés os
procedimentos cirdrgicos, ainda anestesiados, os ratos foram submetidos a uma

dose Unica, de anestésico (Fentanila 0,5ml/1000g de peso do animal), intramuscular.

Tratamento com ultrassom

Um dia apoés a realizacéo da fratura foi dado inicio ao protocolo de tratamento
com o ultrassom pulsado. O tratamento foi realizado diariamente do 1° ao 24° dia
apos a fratura, e o tempo diario de aplicacéo foi de 20 minutos, 7 vezes por semana

(AZUMA et al., 2001).
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O animal era posicionado em contencdo com a pata posterior direita
tricotomizada, era aplicado o gel (RMC® gel) para contato e entdo iniciava-se a
terapia. Para os animais dos grupos sem tratamento (GCP e GDP), eram utilizados
0s mesmos procedimentos, porém ndo era acrescentada intensidade no
equipamento.

O equipamento de ultrassom utilizado foi o SONOPULSE (lbramed), com
cabecote de aplicacdo com area efetiva de aplicagcdo com 1cm?2, programavel para
uso na modalidade pulsado, com frequéncia de 1MHz, frequéncia de repeticdo de
pulso de 100Hz, duracéo de pulso de 2ms - razao de 1:5, ciclo de trabalho de 20%
e intensidade de 0,5 w/cm? tendo como emisséo final 100mwW/cm? (BABUCCU et al.,

2014).

Eutanasia e coleta do material

No 25° dia apos a fratura do fémur, os animais de todos os grupos foram
eutanasiados com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato
de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e tiveram seus
fémures direitos desarticulados e dissecados, cuidadosamente para nao danificar o
local de formacéo do calo 6sseo. Os fémures foram encaminhados para a analise

densitométrica.

Obtencdo das imagens radiograficas digitais

Para cada fémur direito de cada animal, foi obtida uma imagem radiografica
digital com uma escala de densidade de 1 mm de aluminio de incremento de dez
degraus e uma lamina de chumbo. Para obtencéo dessas imagens, foi utilizado o

aparelho de raios X periapical Heliodent Plus® (Sirona, Dental Systems NY, EUA)
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operando a 70Kvp, 10mA, tempo de exposi¢cao de 0,03s. A distancia foco-receptor
de 30cm foi padronizada por meio de uma plataforma de acrilico. O receptor de
imagem utilizado foi do tipo CCD (Charge-Coupled Device), com o sistema direto
RVG 6100 (Carestream®, Nova York, EUA) e o programa Dental Imaging Software®.
Os arquivos foram exportados e salvos no formato TIFF (LOUZADA et al., 2001,

MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Avaliacdo da densidade mineral 6ssea em mm/AL

As imagens foram importadas e abertas no programa image J. Neste
programa, foi mensurado com a ferramenta histograma os valores de pixel dos
degraus da escala de densidade, do valor da lamina de chumbo (valor 255) e o valor
do tom de cinza da diafise média do fémur do animal. Para cada animal, foi aberta
uma planilha no programa Excell (2013), no qual foi possivel construir um grafico do
inverso do valor de cinza X degrau em mm/AL e entdo escolhida uma equacéao na
qual o valor de R2 fosse mais proximo de 1. A partir desta formula, foi possivel
converter o valor de cinza da diafise média do fémur do rato em mm/Al (LOUZADA

et al., 2001; MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Analise biomecéanica

Para a avaliacdo biomecanica, o fémur foi colocado na maquina de ensaio
mecanico convencional (EMIC modelo DL500) com célula de carga de 500N
(Newton) e submetido ao ensaio mecanico de flexdo em trés pontos. Para tanto, o
fémur foi posicionado entre dois pinos de apoio, afastados de 15 mm (PRISBY et al.,
2008), e um pino de metal superior, que exerce a pressao, foi posicionado no meio

da diafise do fémur. A partir dai ocorreu o ensaio mecanico de flexdo em trés pontos,
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com a forgca aplicada a uma velocidade de 0,5 mm/min e registrada automaticamente
por um software acoplado a maquina. Foram avaliados 0s seguintes parametros
biomecanicos: médulo elastico (Mpa), tensdo maxima (N), forca maxima (Mpa) e

deformagc@o maxima (mm).

Analise estatistica

Com os dados obtidos foi construido um banco de dados e posteriormente
analisados através do software IMB SPSS na versdo 23. Para comparagdo entre
duas amostras foi utilizado o teste t-Student com variancias iguais, t-Student com
variancias desiguais ou Mann-Whitney conforme a confirmacdo da normalidade.
Para comparacéo entre grupos, Para a comparagao entre mais de dois grupos foi
utilizado os testes F (ANOVA) ou Kruskal-Wallis. Para analise post hoc foi utilizado
0 Teste de Tukey. Para as variaveis ndo normais, foi utilizado o Teste de Kruskal-
Wallis seguido comparacdes do referido teste. Os dados foram expressos em média,

desvio padréo (+ DP) e mediana. O nivel de significancia foi de 5%.

RESULTADOS

Durante todo o experimento foram registradas as seguintes perdas amostrais:
GCP-11, GDP-12, GCTcP-8, GCTcU-2, GDTcP-4 e GDTcU-4 animais, decorrentes
de ndo instalacdo do DM experimental, complicacdes tais como dor pés-cirdrgica
ndo sanada com o protocolo medicamentoso, feridas expostas que levassem
sofrimento ao animal e consolidacao viciosa da fratura.

Os animais diabéticos (GDP e GDU) obtiveram indices glicEmicos superiores
(Tabela 1) quando comparados aos seus controles (GCP e GCU) ratificando o estado

diabético dos animais induzidos experimentalmente.
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Em relacdo a DMO, nao foram observadas diferencas entre 0os grupos
diabéticos quando comparados aos seus controles (Tabela 2)

Os resultados do ensaio mecéanico mostraram que o GDU apresentou valores
aumentados de tensdo maxima quando comparado ao GDP e de area de seccao
transversa e deformacdo maxima em relacdo ao GCU, ndo sendo observadas
diferencas significativas (p<0,05) para os parametros forga méaxima, modulo elastico

e area de seccdo transversa entre os grupos avaliados (Tabela 3).

DISCUSSAO

A glicemia dos animais diabéticos mostrou-se elevada logo apés a inducéo
dos animais até o final do experimento, demonstrando a instalacdo do diabetes
experimental pela solucéo de Estreptozotocina na dose de 60 mg/Kg do animal, ndo
havendo reversdo do quadro diabético, conforme o que ja foi descrito na literatura
(PATROCINIO-SILVA, et al., 2016; FURMAN, 2015; ROCHA et al., 2013;
CARVALHO, et al., 2003).

A analise da DMO ocorre através da espessura em milimetros de aluminio
(mm/Al) das imagens radiograficas. Nao foram observadas diferencas entre os
grupos diabéticos e controles, independente da utilizacdo do ultrassom. O que pode
ser explicado pelo tempo de diabetes dos animais, nao ter sido suficiente para induzir
alterac6es na DMO (ERDAL et al., 2011) e/ou o protocolo de ultrassom utilizado nao
ter sido capaz de alterar a proliferacdo celular no calo ésseo, como observado por
GEBAUER et al., (2002).

Por outro lado, a baixa qualidade do osso diabético ndo pode ser detectada
apenas por alteracdo da DMO (EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al., 1990;

REDDY et al., 2001). Segundo Reddy et al. (2001), a integridade biomecanica dos
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0ssos € um dos fatores mais importantes relacionados com o risco de fratura. Os
resultados do presente estudo demonstraram que a terapia utilizada com ultrassom
promoveu um aumento da tensdo méaxima dos fémures que sofreram o processo de
fratura no grupo diabético evidenciando uma maior capacidade de suportar a carga
imposta. Tais resultados eram esperados pelo fato da tensdao méxima sofrer
consequéncias das alteracdes da area de seccao transversa (COWIN, 2001). Como
ndo houve alteracdo da forca maxima entre os grupos, a reducao da area de secc¢ao
transversa do GDU colaborou com o aumento da tensdo maxima. Gebauer et al.,
(2002) observaram que o ultrassom pulsado de baixa intensidade acelera a
cicatrizacéo de fraturas de DM através da melhora dos parametros biomecéanicos de
rigidez e torque do calo de fratura nos animais diabéticos corroborando nossos

resultados.

Apesar de nao ter sido observado diferenca quanto a alterac&o na rigidez do
tecido 0sseo em relagdo ao modulo elastico, os animais do GDU apresentaram um
aumento na deformacdo maxima quando comparado ao GCU, o ultrassom parece
ter estimulado no aumento da capacidade de resistir ao estresse de compressao
evidenciando uma melhora biomecanica com a utilizacdo desta terapia (HART et al.,
2001; GEBAUER et al.,2002; RUSSO, 2009).

Quanto aos demais parametros biomecanicos, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas no presente estudo, supdem-se que a diferenca encontrada
com relacdo aos outros estudos esteja relacionada a intensidade do ultrassom
utilizada (30mW/cm?), o tipo de animal utilizado no estudo (modificados
geneticamente ao DM), e o uso de terapia insulinica para controle do estado

diabético (PICKE et al, 2016). Findik et al., (2014) encontraram alteracéo
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biomecanica supondo uma melhora da cicatrizagdo, porém a técnica utilizada
relacionada ao osso foi a promocdo de um defeito ésseo controlado com broca
padrdo, além de ser utilizada intensidade de 30mW/cmz, contrastando com a fratura
aberta promovida no presente estudo e a intensidade de 0,5W/cm2 também sendo
considerada de baixa intensidade (PADILLA et al., 2014).

N&o foram encontradas diferencas estatisticas quando comparado os grupos
sem tratamento (GDP x GCP) como demonstrado por estudos anteriores (COORDS
et al., 2010; CHEUNG et al., 2012). Apesar de um deles ter utilizado um modelo
animal com fratura osteopordtica, possuindo caracteristicas semelhantes a um
modelo diabético com relacdo as alteracdes 6sseas, 0 que levaria a alteracdes dos
parametros biomecanicos (NAPOLI et al., 2017). A grande variabilidade dos dados
guanto as complicacfes do diabetes nos animais do GDP pode ter influenciado a

auséncia de diferenga entre 0s grupos.

CONCLUSAO
O ultrassom terapéutico pulsado de baixa intensidade 0,5W/cm? pareceu

estimular nos animais diabéticos uma maior tenséao e deformacdo maxima do fémur.
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Tabela 1: Acompanhamento dos indices glicémico por grupos durante a Pré-inducéo,

1° semana e 6° semana Pdés-inducao.

GRUPOS PRE-INDUCAO 12 SEMANA 62 SEMANA
GCP 92,06 + 16,33 (89,00) 89,33 + 9,62 (89,50) 79,94 + 12,22 (83,00)
GCU 90,80 + 10,31 (90,50) 88,00 + 17,32 (83,00) 87,15 + 13,82 (88,50)
GDP 105,64 + 30,66 (103,00) 295,64 + 154,70 (320,00) # 454,82 + 86,68 (424,00) A
GDU 98,80 + 12,24 (100,00) 364,60 + 71,97 (366,00) ® 381,67 + 86,73 (404,00) ®

Dados expressos em média + desvio padrdo (mediana). Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. GCP (Grupo
Controle Placebo), GCU (Grupo Controle Ultrassom), GDP (Grupo Diabético Placebo), GDU (Grupo Diabético
Ultrassom). Andlise através do Teste Kruskal-Wallis com comparagdes multiplas do referido teste (Pré-indugéo)
e teste F(ANOVA) com compara¢gdes multiplas de Tamhane's no caso de diferenca significativa (1° e 6°

semanas). GDP X GCP (A)p<0,001; GDU X GCU (B) p< 0,001.

Tabela 2 — Valores da DMO por grupo

GRUPOS DMO [Média + DP (Mediana)]
GCP 2,38 + 0,88 (2,28)
GCU 2,34 + 0,87 (2,39)
GDP 2,56 + 0,77 (2,69)
GDU 2,50 + 0,69 (2,72)
Valor de p p > 0,05

Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. GCP (Grupo Controle Placebo),
GCU (Grupo Controle Ultrassom), GDP (Grupo Diabético Placebo), GDU
(Grupo Diabético Ultrassom). Analise através do teste F(ANOVA) com
comparac¢8es multiplas de Tamhane's.

Tabela 3. Parametros do ensaio mecanico por grupo

GUPOS ’;Fégé /EOE FORCA TENSAO DEFORMACAO MODULO

TRANSVERSA MAXIMA MAXIMA MAXIMA ELASTICO

GCP 59,77 +17,93 44,81 £ 18,58 0,75+0,22 42,54 + 36,24 2,02+0,95
(60,00) (49,56) (0,80) (33,47) (2,45)

acu 61,79 + 9,04 38,93+ 15,81 0,63+0,28 52,08 £ 34,74 2,01£0,76
(59,00) (39,44) (0,65) (40,81) (1,92)

GDP 47,00 +2528 30,14 +21,38 0,75 + 90,46 + 43,54 1,45+ 1,58
(42,00) (19,59) 0,61(0,46) (86,50) (0,97)

GDU 44,00+15,87 45,87 +11,98 1,22 + 0,63 108,66 * 52,65 2,28+1,22
(36,50)® (45,64) (1,13)™ (93,33)® (1,97

Dados em Média + DP (Mediana). Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. GCP (Grupo Controle
Placebo), GCU (Grupo Controle Ultrassom), GDP (Grupo Diabético Placebo), GDU (Grupo
Diabético Ultrassom). Andlise através do teste Kruskal Wallis com comparagdes multiplas do

referido teste- ™ GDU x GDP, p< 0,032; ® GDU x GCU, p< 0,001.
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Resumo

Objetivo: avaliar o efeito da terapia com células mesenquimais da medulo
ossea (CTMs-MO) associado com ultrassom (US) sobre peso, glicemia, densidade
mineral éssea (DMO) e biomecéanicos. 53 ratos da linhagem Wistar, foram
distribuidos em seis grupos: Grupo Controle Placebo (GCP, n=11), Grupo Diabético
Placebo (GDP, n=11), Grupo Controle Terapia Celular (GCTcP, n=7), Grupo
Diabético Terapia Celular (GDTcP, n=8), Grupo Controle Terapia Celular e Ultrassom
(GCTcU, n=8) e Grupo Diabético Terapia Celular e Ultrassom (GDTcU, n=8). Aos 60
dias de vida os animais foram induzidos ao diabetes experimental por
Estreptozotocina; intraperitoneal; 60mg/Kg) e aos 74dias, foi realizada uma fratura
aberta do fémur direito. Nos grupos com terapia celular (GCTcP, GCTcU, GDTcP e
GDTcU) uma suspenséo de ceélulas foi administrada no interior do canal medular do
fémur, apds a promoc¢do da fratura. Do primeiro até o 24° dia pos-cirurgico, foi
iniciado, nos grupos que realizaram o tratamento com ultrassom, a aplicacdo do
ultrassom terapéutico (SONOPULSE- Ibramed), sete vezes/semana, 20 minutos/dia,
com frequéncia de 1MHz, frequéncia de repeticdo de pulso de 100Hz, duracédo de
pulso de 2ms - razéo de 1:5, ciclo de trabalho de 20% e intensidade de 0,5 w/cm?2.
Apés o término do protocolo, os animais foram eutanasiados e os fémures coletados
para andlise da densidade mineral 6ssea e ensaio biomecéanico de flexdo em trés
pontos onde foram avaliados a area de seccao transversa (AST), forca maxima,
tensdo méxima, deformac¢éo maxima e médulo eléstico. O peso corporal e glicemia
foram aferidos semanalmente para acompanhamento. Estes ndo apresentaram
diferencas entre os grupos no periodo pré-indugao. Na primeira e sexta semana apos
a inducdo do diabetes, os animais dos grupos diabéticos apresentaram pesos
corporais inferiores e indices glicémicos superiores quando comparados aos animais
dos grupos controles (p<0,05). A DMO apresentou valores aumentados nos animais
dos grupos (GCTcP, GDTcP, GCTcU e GDTcU) quando comparados aos seus
respectivos controles (GCP- p=0,002 e GDP- p<0,001). Quanto aos parametros
biomecanicos, ndo houve diferenca na forca maxima (p>0,05). No entanto, foi
observada um aumento na AST (p< 0,001) e redugéo na tensdo maxima (p<0,03) e
no moédulo elastico (p=0,041) nos fémures dos animais do GCTcP e GDTcP em
relacdo aos seus controles (GCP e GDP) e reducdo da deformacdo maxima de
GCTcP, GDTcP, GCTcU e GDTcU quando comparados com os seus controles (GCP
e GDP). Conclui-se que o uso combinado da terapia CTMs-MO com a terapia US



62

mostrou-se Util em promover um aumento da DMO dos fémures supondo inicio de
reparo 0sseo. Entretanto, em relacdo aos parametros biomecanicas avaliados néo

foram observadas diferencas entre os grupos com associa¢cédo de ambas as terapias.

Palavras chaves: Diabetes Mellitus. Fémur. Fratura. Parametros biomecanicos.

Ratos. Células-tronco mesenquimais. Ultrassom.

INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada por
distirbio no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos como resultado da
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina gerando um quadro de hiperglicemia
(DINIZ et al.,, 2008; DeFRONZO et al., 2015) favorecendo a instalacdo de
complicacbes crbénicas (BJERG et al., 2018), dentre elas, comprometimento do
aparelho locomotor, contribuindo para um declinio do estado geral de saude, pelas
rupturas nas estruturas osteomiotendinea e osteopenia 6ssea (AKTURK et al., 2002;
AKTURK et al., 2007; LIAO et al., 2014; JACKULIAK et al., 2014).

Muitos mecanismos tém sido sugeridos para explicar a osteopenia
associada ao diabetes, dentre eles mudancas na sinalizacao celular causadas pela
hiperglicemia, inflamagdo associada ao diabetes, alteracbes nos fatores de
crescimento e hormdnios enddcrinos circulantes, maior estresse oxidativo e morte
celular elevada (KAYAL et al., 2009; McCABE, 2007; KEMINK et al., 2000).

Clinicamente ha indicios que a reducdo na massa 0ssea observada no
diabetes promove retardo na cicatrizacdo de fratura (LODER, 1988). Além disso, o
diabetes induzido experimentalmente por estreptozotocina compromete a
cicatrizacéo de fratura (MACEY et al., 1989) e causa retardo na recuperacéo da forca
estrutural e material em fémures com fraturas cicatrizadas em ratos (FUNK et al.,
2000).

Evidéncias apontam que o ultrassom pulsado de baixa intensidade é capaz
de acelerar o processo de cicatrizacdo de fraturas agindo nas reacgfes celulares
envolvidas em todas as etapas deste processo (AZUMA et al., 2001); atuar nas vias
envolvidas na sintese de DNA de certos tipos de células como osteoblastos e
fibroblastos (ZHOU et al., 2004); e promover a expressdo de genes criticos e

proteinas relacionadas com a cicatrizacéo de fraturas, tais como agrecana, IGF, e
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TGF-B, este ultimo um importante fator de crescimento 6sseo que estimula a
atividade osteoblastica e aumenta a formacéo de matriz 6ssea (RUBIN et al., 2001,
ZIMMERMANN et al., 2005). Além disso, o ultrassom, in vitro, é capaz de promover
a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em condrdcitos e estimular
a producéo de matriz extracelular (NISHIKORI et al., 2002).

Atualmente, varias estratégias terapéuticas estdo sendo testadas na tentativa
de beneficiar o processo de cicatrizacdo de fraturas em situacdes onde este
processo é prejudicado ou ndo ocorre de forma apropriada, como no caso do
diabetes. No entanto, até o presente momento, ndo ha relatos de estudos que
tenham associado a utilizacdo do ultrassom pulsado de baixa intensidade com a
terapia celular com células mesenquimais derivadas da medula 6ssea (CTMs-MO)
com o intuito de promover melhor cicatrizagdo de fraturas no estado diabético. Desta
maneira, a proposta do presente estudo foi avaliar o efeito combinado do ultrassom
pulsado de baixa intensidade e da CTMs-MO sobre o processo de cicatrizacdo de

fratura de fémur em ratos diabéticos.

MATERIAIS E METODOS

Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(Departamento de Anatomia - UFPE), no Laboratorio de biofisica de membranas e
células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov (Departamento de Biofisica-UFPE), Laborat6rio
de Fisiologia e Farmacologia Renal e Laboratério de Fisiopatologia Renal
(Departamento de Fisiologia- UFPE), Laboratério de Radiologia Odontoldgica
(Departamento de Odontologia- UFPE) e Laboratorio de Engenharia Quimica
(Departamento de Engenharia Quimica — UFPE). O estudo foi aprovado na
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), processo n°
23076.031594/2016-98.

Amostra/Grupos Experimentais
A amostra foi composta por 53 ratos machos da ragca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, com idade de 60 dias de vida, mantidos em gaiolas,

ciclo de luz invertido claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23°+/-1°C no biotério
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do Departamento de Anatomia - UFPE. Os ratos receberam uma dieta através de
racao apropriada (Presence® - Purina) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos: Grupo Controle
Placebo (GCP, n=11), animais saudaveis submetidos a fratura aberta de fémur e
tratados com o ultrassom desligado; Grupo Diabético Placebo (GDP, n=11), animais
diabéticos submetidos a fratura aberta de fémur e tratados com o ultrassom
desligado; Grupo Controle Terapia Celular (GCTcP, n=7), animais saudaveis
submetidos a fratura aberta de fémur, tratados com células mesenquimais e tratados
com o ultrassom desligado; Grupo Diabético Terapia Celular (GDTcP, n=8), animais
diabéticos submetidos a fratura aberta de fémur e tratados com células
mesenquimais e com ultrassom desligado; Grupo Controle Terapia Celular e
Ultrassom (GCTcU, n=8), animais saudaveis submetidos a fratura aberta de fémur e
tratados com células mesenquimais e com ultrassom e Grupo Diabético Terapia
Celular e Ultrassom (GDTcU, n=8), animais diabéticos submetidos a fratura aberta

de fémur e tratados com células mesenquimais e com ultrassom.

Inducéo ao Diabetes e avaliagéo clinica

Aos 60 dias de vida, apos jejum de 12h, os animais dos grupos diabéticos
(GDP, GDTcP, GDTcU), foram induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via
intraperitoneal, de uma solucéo de Estreptozotocina (STZ- Shimadzu®), diluida em
tampé&o citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de 60mg/kg de peso do animal.
Os animais dos grupos ndo diabéticos receberam doses equivalentes da solugéo
tampao citrato de sédio objetivando o nivelamento do estresse fisico ofertado para
0s grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apos o tratamento os animais puderam
alimentar-se normalmente (DALL'AGO et al., 2002).

Antes da inducéo ao diabetes, foi realizada a verificagdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) apos jejum de 12h. Ao terceiro e sétimo dias
apos a inducédo, a glicose também foi verificada, com o intuito de confirmar a
instalac&o do diabetes, sendo considerados diabéticos os animais que apresentaram
glicemia superior a 200 mg/dL (CARVALHO et al., 2003). A partir dai a glicose
sanguinea foi dosada semanalmente até o fim do experimento a partir da coleta de
uma gota de sangue na ponta da cauda do animal através de um glicosimetro Accu-

Chek Active. Foi também realizado o acompanhamento do peso corpoéreo (balanca



65

digital - FILIZOLA, modelo BP6), trés vezes por semana, a partir da inducdo ao

diabetes até o ultimo dia do experimento.

Protocolo de fratura do fémur e medicamentoso

Todos os animais, duas semanas apoés a inducdo, com idade +74 dias de vida,
foram submetidos a uma fratura aberta do fémur direito. Para isso, 0os animais
receberam: analgésico (Cloridrato de Tramadol-50mg/ml), via subcutanea, em uma
dose de 100mg/ Kg de peso do animal diluido em soro fisiol6gico 0,9%, em uma
propor¢cao de 1:1, 30 minutos antes da cirurgia, 12/12h por 72h no pos-cirurgico
imediato; antibiotico (Enrofloxacina), via subcutanea, administrada em uma dose de
5mg/Kg de peso do animal, logo apos a cirurgia, de 24/24h por 4 dias; anti-
inflamatorio (Meloxicam), via subcutanea, em uma dose de 0,1ml/Kg de peso do
animal, logo apos a cirurgia e de 24/24h durante 2 dias pds-cirurgico.

A anestesia dos animais foi realizada com uma solucao, via intramuscular, de
cloridrato de xilazina a 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) e Cloridrato de Ketamina a
10% (50 mg, Ketalar®) em uma quantidade de 0,2 ml da solucdo para cada 100g de
peso do animal. Uma vez anestesiados, 0s animais foram posicionados em decubito
dorsal na mesa cirtrgica, com o membro posterior direito em extensao. Foi realizada
tricotomia postero-lateral na coxa e joelho direito, assepsia de todo o membro
posterior direito, colocacdo dos campos cirlrgicos estéreis, e iniciados 0s seguintes
procedimentos: incisdo de aproximadamente 3 cm longitudinal da coxa até o joelho
direito; dissecacdo por planos e disjuncdo muscular até ser visualizada a diafise
femoral direita; introducdo horizontal da serra de Gigli (30cm em ac¢o inoxidavel
especial Style, C.Brasil) ao redor do fémur no meio da diafise, a partir da qual o fémur
é serrado até produzir fratura transversa completa do fémur.

Apoés a fratura, foi realizado um desvio longitudinal para introdugédo de um fio
de Kirschner de 1,0 mm de diametro longitudinalmente ao longo do canal medular
do fémur até o trocanter maior, para simulacdo de uma haste intramedular. A sutura
do masculo vasto lateral e da pele foi feita com fio de nylon 4-0. ApG6s os
procedimentos cirdrgicos, ainda anestesiados, os ratos foram submetidos a uma

dose Unica, de anestésico (Fentanila 0,5ml/1000g de peso do animal), intramuscular.
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Protocolo da Terapia com Células-tronco Mesenquimais da Medula
Ossea (CTMs-MO)

Para a obtencao das células mesenquimais da medula 6ssea foram utilizados
3 ratos machos, albinos, Wistar e adultos. Os animais doadores foram anestesiados
com uma solucao de cloridrato de xilazina a 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) e
Cloridrato de Ketamina (50 mg, Ketalar®) por via intramuscular, em uma quantidade
de 0,2 ml da solucéo para cada 100 g de peso corporal do anima. Apos a anestesia,
0s animais foram eutanasiados com inje¢do de 1mL de cloreto de potéssio (KCI)
intacardiaca. Para cada animal foi realizada assepsia com alcool 70% e sob fluxo
laminar, onde os o0ssos longos, fémures foram dissecados até ficarem livres de
tecidos.

Em seguida as epifises serdo removidas e a medula 6ssea aspirada com
seringa descartavel de 3ml, contendo solucéo salina estéril e heparina. A suspens&o
obtida sera mantida em tubo Falcon 50ml, seguida de centrifugacéo a 1200 rpm por
30 minutos, desta forma promovendo o isolamento das células mesenquimais por
gradiente de ficol. Em continuidade, foi ajustado o volume de células mesenquimais
para 40 ml com solucdo salina estéril e em seguida centrifugagédo a 1800 rpm, por
10 minutos.

Ao final, ao precipitado que correspondia as células da fracdo mesenquimal
foi acrescentado o meio de cultura (DMEM suplementado com 20% de soro fetal
bovino, GIBCO/BRL) adicionado de 100 unidades/ml de penicilina e 100ug/ml de
estreptomicina. As células foram contadas em camara de Neubauer, obtendo-se
uma média de 11 x 10° células por animal. Em seguida foram ajustadas para 5 X 10°
células/ml e entdo introduzidas nos animais de acordo com o grupo de estudo. De
acordo com o grupo de estudo, a suspensao de células (células mesenquimais, meio
de cultura e matrigel) foi administrada no interior do canal medular do fémur,

imediatamente apds da promocéao da fratura.

Tratamento com ultrassom pulsado (US)

Um dia apoés a realizagéo da fratura foi dado inicio ao protocolo de tratamento
com o ultrassom pulsado. O tratamento foi realizado diariamente do 1° ao 24° dia
apos a fratura, e o tempo diario de aplicacéo foi de 20 minutos, 7 vezes por semana
(AZUMA et al., 2001).
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Os animais foram imobilizados manualmente durante o tratamento com
ultrassom. Com a pata posterior direita tricotomizada, era aplicado o gel (RMC® gel)
para contato e entdo iniciava-se a terapia. Para 0os animais dos grupos sem
tratamento (GCP e GDP), eram utilizados os mesmos procedimentos, porém o
aparelho estava desligado caracterizando o efeito placebo.

O equipamento de ultrassom utilizado foi o SONOPULSE (lbramed), com
cabecote de aplicacdo com area efetiva de aplicacdo com 1cm?, programavel para
uso na modalidade pulsado, com frequéncia de 1MHz, frequéncia de repeticdo de
pulso de 100Hz, duragao de pulso de 2ms - razdo de 1:5, ciclo de trabalho de 20%
e intensidade de 0,5 w/cm2 (BABUCCU et al., 2014).

Eutanasia e coleta do material

No 25° dia apos a fratura do fémur, os animais de todos os grupos foram
eutanasiados com solucéao de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato
de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e tiveram seus
fémures direitos desarticulados e dissecados, cuidadosamente para nao danificar o
local de formacg&o do calo ésseo. Os fémures foram encaminhados para a analise

densitométrica.

Obtencéao das imagens radiograficas digitais

Para cada fémur direito de cada animal, foi obtida uma imagem radiogréfica
digital com uma escala de densidade de 1 mm de aluminio de incremento de dez
degraus e uma lamina de chumbo. Para obtencéo dessas imagens, foi utilizado o
aparelho de raios X periapical Heliodent Plus® (Sirona, Dental Systems NY, EUA)
operando a 70Kvp, 10mA, tempo de exposi¢cao de 0,03s. A distancia foco-receptor
de 30cm foi padronizada por meio de uma plataforma de acrilico. O receptor de
imagem utilizado foi do tipo CCD (Charge-Coupled Device), com o sistema direto
RVG 6100 (Carestream®, Nova York, EUA) e o programa Dental Imaging Software®.
Os arquivos foram exportados e salvos no formato TIFF (LOUZADA et al., 2001,
MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) em mm/AL
As imagens foram importadas e abertas no programa image J. Neste

programa, foi mensurado com a ferramenta histograma os valores de pixel dos
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degraus da escala de densidade, do valor da lamina de chumbo (valor 255) e o valor
do tom de cinza da diafise média do fémur do animal. Para cada animal, foi aberta
uma planilha no programa Excell (versdo 2013), no qual foi possivel construir um
grafico do inverso do valor de cinza X degrau em mm/AL e entdo escolhida uma
equacado na qual o valor de R2 fosse mais proximo de 1. A partir desta formula, foi
possivel converter o valor de cinza da diafise média do fémur do rato em mm/Al
(LOUZADA et al., 2001; MACHADO et al., 2009; DUKIC et al., 2012) .

Analise biomecéanica

Para a avaliacdo biomecéanica, o fémur foi colocado na maquina de ensaio
mecanico convencional (EMIC modelo DL500) com célula de carga de 500N
(Newton) e submetido ao ensaio mecénico de flexdo em trés pontos. Para tanto, o
fémur foi posicionado entre dois pinos de apoio, afastados de 15 mm (PRISBY et al.,
2008), e um pino de metal superior, que exerce a pressao, foi posicionado no meio
da diafise do fémur. A partir dai ocorreu o ensaio mecanico de flexdo em trés pontos,
com a forca aplicada a uma velocidade de 0,5 mm/min e registrada automaticamente
por um software acoplado a maquina. Foram avaliados 0s seguintes parametros
biomecanicos: area de seccéo transversa (AST) (mm), modulo elastico (Mpa), tensédo

maxima (N), forca maxima (Mpa) e deformacdo maxima (mm).

Analise estatistica

Os dados estdo expressos através de média, desvio padrdo (+ DP) e mediana
e foram analisadas inferencialmente através dos testes estatisticos. As verificacdes
das hipoteses de normalidade e de igualdade de variancias foram através dos testes
respectivos de Shapiro-Wilk e F de Levene. Para a comparacédo entre mais de dois
grupos foi utilizado os testes F (ANOVA) ou Kruskal-Wallis e para a comparacao
entre dois grupos foi utilizado o teste t-Student com variancias iguais, t-Student com
variancias desiguais ou Mann-Whitney. No caso de diferenca significativa pelo teste
F (ANOVA) foram utilizados testes de comparacdes de Tukey se foi verificada
igualdade de variancias e Tamhane se a hip6tese de igualdade de variancias é
rejeitada. No caso de diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis foram
utilizadas comparag0des do referido teste. A margem de erro utilizada na deciséo dos
testes estatisticos foi de 5%. O programa utilizado para obtencdo dos calculos

estatisticos foi o IMB SPSS na versao 23.
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RESULTADOS

Durante todo o experimento foram registradas as seguintes perdas amostrais:
GCP-11, GDP-12, GCTcP-8, GCTcU-2, GDTcP-4 e GDTcU-4 animais, decorrentes
de ndo instalagdo DM experimental, complica¢des tais como dor pds-cirirgica nao
sanada com o protocolo medicamentoso, feridas expostas que levassem sofrimento
ao animal e consolidacao viciosa da fratura.
Avaliacéo clinica

A evolugdo ponderal dos animais encontra-se representada na Tabela 1. N&do
foram observadas diferengas entre os grupos no periodo pré-inducdo. A partir da
primeira semana apés a inducdo do diabetes, os animais dos grupos diabéticos
apresentaram pesos corporais inferiores aos animais dos grupos controles (p<0,03),

e essas diferengas se mantiveram até o final do estudo (6° semana).

Tabela 1: Peso corpdreo por grupos durante a Pré-inducdo e 1° semana e 6° semana da Pds-
inducéo.

) 3 POS-INDUCAO
GRUPOS PRE-INDUCAO
¢ 1° SEMANA 6° SEMANA
Placebo 239,12 + 43,73 (236,00) 274,76 + 45,63 (272,00)@ 314,88 + 45,53 (319,00) @
Controle
Ultrassom 245,19 + 37,56 (246,00) 279,37 + 39,11 (284,00)® 316,93 + 39,79 (322,00) ®
Placebo 234,40 + 29,02 (230,00) 249,05 + 29,61 (245,00)® 263,05 + 24,01 (264,50) @
Diabético

Ultrassom 233,52 + 31,15 (228,00) 230,88 + 29,57 (226,00) ® 244,32 + 39,33 (246,00) ®)

Valor de p p> 0,231 p<0,03 p<0,001
Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. Valores expressos em [Média + DP (Mediana)]. Analise intergrupo:

Grupos Placebo (GCP, GDP, GCTcP, GDTcP) x Grupos Ultrassom (GCTcU e GDTcU). Teste t-Student com
variancias iguais, teste t-Student com variancias desiguais e teste Mann-Whitney. (a) Grupo Diabético Placebo
x Grupo Controle Placebo; (b) Grupo Diabético Ultrassom x Grupo Controle Ultrassom.

O acompanhamento glicémico dos animais encontra-se representada na
Tabela 2. Nao foram observadas diferencas entre os grupos no periodo pré-indugéo.
Porém, apés a inducdo ao diabetes, os niveis glicémicos dos animais de todos os
grupos diabéticos apresentaram-se aumentados ao longo de todo o periodo

experimental, observados na 1° semana e 6° semana poés- inducédo (p<0,001).
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Tabela 2: indices glicémico por grupos durante a Pré-induc&o, 1° semana e 6° semana Pos-
inducéo.

] . POS-INDUGAO
GRUPOS PRE-INDUCAO 1° SEMANA 6° SEMANA
GCP 92,06 * 16,33 (89,00) 89,33 + 9,62 (89,50) @ 79,94 + 12,22 (83,00) @
GDP 105,64 + 30,66 (103,00) 295,64 + 154,70 (320,00) @ 454,82 + 86,68 (424,00) @
GCTcP 84,43 + 13,60 (84,00) 86,14 + 7,58 (82,00) ) 80,86 + 9,23 (79,00) ®
GDTcP 100,38 + 8,16 (102,00) 156,75 + 64,89 (137,50) ®) 397,88 + 45,52 (384,00) ®
GCTcU 93,75 + 12,44 (95,50) 91,25 + 7,81 (94,50) © 91,63 + 4,10 (93,00) ©
GDTcU 97,88 + 11,63 (97,00) 311,25 + 132,64 (321,00) © 456,75 + 59,80 (500,00) ©
Valor de p p> 0,05 p<0,001 p<0,001

Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. Valores expressos em [Média + DP (Mediana)]. GCP (Grupo Controle
Placebo), GDP (Grupo Diabético Placebo), GCTcP (Grupo Controle Terapia Celular Placebo), GDTcP (Grupo
Diabético Terapia Celular Placebo), GCTcU (Grupo Controle Terapia Celular Ultrassom), GDTcU (Grupo
Diabético Terapia Celular Ultrassom). Teste F(ANOVA) com comparagfes multiplas de Tamhane's e teste
Kruskal Wallis com comparag¢des mdltiplas do referido teste. (a) GDP x GCP; (b)GDTcP x GCTcP; (c)GDTcU x
GCTcU.

Anélise da densitometria mineral 0ssea

Foi observada um aumento da DMO nos animais que fizeram uso da terapia
CTMs-MO e US placebo (GCTcP x GCP- p=0,002; GDTcP x GDP- p<0,001) e dos
animais com associacao de terapia CTMs-MO e US quando comparados aos grupos
sem terapia US (GCTcU x GCP- p=0,002; GDTcU x GDP- p<0,001) (Tabela 3).

Tabela 3: Dados da DMO em mmAl por grupos ao final do experimento

GRUPOS DMO (mmAl)
GCP 2,38 + 0,88 (2,28) @©
GDP 2,56 + 0,77 (2,69) ®@

GCTcP 3,66 +1,45(3,87)@
GDTcP 4,28 + 0,69 (4,38) ®
GCTcU 4,12 +0,85 (4,28) ©
GDTcU 4,25 +0,50 (4,23) @

Valor de p p@©=0,002; p®@< 0,001

Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. Valores expressos em [Média + DP (Mediana)]. GCP (Grupo
Controle Placebo), GDP (Grupo Diabético Placebo), GCU (Grupo Controle Ultrassom), GDU (Grupo
Diabético Ultrassom), GCTcP (Grupo Controle Terapia Celular Placebo), GDTcP (Grupo Diabético Terapia
Celular Placebo), GCTcU (Grupo Controle Terapia Celular Ultrassom), GDTcU (Grupo Diabético Terapia
Celular Ultrassom). Teste F (ANOVA) com comparagfes multiplas de Tamhane's e teste Kruskal Wallis
com comparagdes multiplas do referido teste. (a)GCTcP x GCP; (b)GDTcP x GDP; (c)GCTcU x GCP;
(d)GDTcU x GDP.
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Efeito da terapia com CTMs-MO na resposta biomecéanica do fémur

N&o foram constatadas diferencas na forca maxima entre os grupos (p>0,05).
No entanto, foi observada um aumento na AST (p< 0,001) e reducédo na tensao
maxima (p<0,03), deformagdo maxima (p<0,001) e modulo eléstico (p=0,041) nos
fémures dos animais do GCTcP e GDTcP em comparagdo com os grupos GCP e
GDP (Tabela 4).

Efeito combinado da terapia com CTMs-MO e do US de baixa intensidade na
resposta biomecéanica do fémur

Os animais do GCTcU e GDTcU apresentaram valores reduzidos de
deformacédo maxima quando comparados com os grupos GCP e GDP. Entretanto,

nao foram observadas diferencas na AST, forca maxima, tensdo maxima e médulo

elastico entre os GCTcU e GDTcU e os demais grupos (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4: Valores dos parametros avaliados no ensaio biomecanico por grupo

Forca Tensao Deformidade Médulo
Grupos AST Méaxima Méxima Maxima Elastico
(mm) (N) (Mpa) (mm) (Mpa)
GCP 59,77 + 17,93 44,81 + 18,58 0,75+ 0,22 42 54 + 36,24 2,02 £ 0,95
(60,00)@ (49,56) (0,80) @ (33,47) @© (2,45) @
GDP 47,00 £ 25,28 30,14 + 21,38 0,75 + 0,61 90,46 + 43,54 1,45 + 1,58
(42,00) ® (19,59) (0,46) (86,50) () (0,97)
GCTcP 106,74 + 8,68 53,30 + 39,95 0,47 + 0,47 11,16 + 2,89 1,34 +2,67
(101,15) @ (34,31) (0,28) @ (10,59) @ (0,40) @
GDTcP 86,02 + 23,26 44,08 + 15,61 0,50 + 0,26 8,44 +1,72 1,15+ 0,67
(84,94) ® (42,27) (0,52) (8,71)® (1,15)
GCTcU 95,60+ 26,58 58,14 + 34,49 0,48 + 0,29 9,19 + 3,29 1,82 +1,29
(103,41) (53,39) (0,43) (8,50) © (1,12)
GDTcU 74,04 + 18,10 44,81 + 12,44 0,63+0,19 8,568 +1,11 1,40 + 0,78
(72,37) (49,88) (0,67) (8,64) @ (0,99)

Valor de p

Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. Valores expressos em [Média + DP (Mediana)]. GCP (Grupo Controle
Placebo), GDP (Grupo Diabético Placebo), GCU (Grupo Controle Ultrassom), GDU (Grupo Diabético Ultrassom),
GCTcP (Grupo Controle Terapia Celular Placebo), GDTcP (Grupo Diabético Terapia Celular Placebo), GCTcU
(Grupo Controle Terapia Celular Ultrassom), GDTcU (Grupo Diabético Terapia Celular Ultrassom). Teste
F(ANOVA) com comparagBes miltiplas de Tamhane's e teste Kruskal Wallis com comparagbes mdltiplas do
referido teste. (@) GCTcP x GCP; (b)GDTcP x GDP; (c)GCTcU x GCP; (d)GDTcU x GDP.

DISCUSSAO
O presente estudo, usando o uso combinado da terapia CTMs-MO e / ou
terapia US no reparo 6sseo da fratura de fémur em animais com e sem DM, mostrou

uma diminui¢do no peso corporal e da glicemia na primeira e sexta semanas pos-
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inducdo nos grupos diabéticos; um aumento da DMO nos animais dos grupos
diabéticos e controles que fizeram uso da terapia CTMs-MO com ou sem terapia US;
e alteracdes na AST, tensdo maxima, deformacdo maxima e modulo elastico nos
animais dos grupos diabéticos e/ou controles que fizeram uso da terapia CTMs-MO
com ou sem terapia US. No entanto, ndo houve diferenca na forga maxima nos
fémures entre os grupos.

Os pesos corporais dos animais diabéticos mostraram-se inferiores, a partir
da primeira semana ap0s a inducao do diabetes até o final do periodo experimental,
em comparagao aos pesos dos animais controles. Estes resultados corroboram os
achados de outros estudos (SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012; BORTOLIN
et al., 2015; DONMEZ et al., 2016) que atestaram os efeitos deletérios do diabetes
sobre o ganho ponderal de animais diabéticos. Estes efeitos podem estar
relacionados ao déficit de fatores de crescimento como o IGF-1 (VERHAEGHE et al.,
2000) e ao aumento da protedlise e lipdlise, alteracdes caracteristicas que o estado
diabético promove no metabolismo de carboidratos e proteinas do musculo
esquelético tendo como consequéncia a perda de peso do animal e disfun¢cdes no
catabolismo 6sseo (KIMBALL; VARY; JEFFERSON, 1994; BASSO et al., 2005, CAO,
2011, DEVLIN E ROSEN, 2015, KOMORI, 2015).

Na avaliacdo glicémica, ndo houve diferencas entre os grupos durante a pré-
inducéo constatando uma homogeneidade entre os animais no diferentes grupos. No
periodo poOs- inducdo até o fim do experimento, os animais dos grupos diabéticos
apresentaram glicemias > 200mg/dL (CARVALHO et al., 2003) quando comparados
aos controles, ndo havendo reversdo do quadro diabético, conforme o que ja foi
descrito na literatura (FURMAN, 2015; PATROCINIO-SILVA, et al., 2016).

No presente estudo, o método utilizado para a andlise da densitometria
mineral 6ssea foi a técnica da densitometria 0ssea radiografica, uma metodologia
cldssica e bastante reprodutivel que apresenta uma boa acuracia gracas aos
recursos de informéatica para digitalizac&do e processamento das imagens (LOUZADA
etal., 2001), sendo portando utilizada em varios estudos que investigaram alteracdes
no metabolismo 6sseo (LOUZADA et al., 2001; MEURER et al., 2003; ZECCHIN et
al., 2004; SILVA et al., 2007).

Quanto & DMO néo foram observadas diferencas entre os animais dos grupos
diabéticos com seus respectivos controles (GDP x GCP; GDTcP x GCTcP; GDTcU
x GDTcU). Estes resultados diferem de outros estudos (MANAIA, 2009; SILVA et al.,
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2009; ERDAL et al., 2012) que verificaram reducdo na massa 0ssea em grupos
diabéticos, o que pode ser explicado pela regido femoral utilizada para analise e pelo
uso combinado com a terapia com CTMs-MO. Van Der Meulen et al., (2006),
demonstrou que os fatores que controlam o aumento de massa 0ssea S&o
particularmente criticos em sitios trabeculares, epifises, talvez mais do que na diafise
cortical, fazendo com que as regides trabeculares experimentem maior perda 6ssea
e risco de fratura (CULLEN; SMITH; AKHTER, 2001).

Por outro lado, a utilizacdo da terapia com CTMs-MO mostrou ter efeito
benéfico sobre a DMO em animais dos grupos controle(GCTcP) e diabético
(GDTcP), visto que foi verificada um aumento da densidade éssea dos fémures dos
animais do GCTcP e GDTcP nas regifes da diafise femoral. Esse aumento pode ser
explicado pela grande capacidade de diferenciacdo osteoblastica que possuem as
células mesenquimais derivadas da medula éssea favorecendo o aumento do
conteudo 6sseos dos fémures (PENG et al., 2008; ABUNA et al., 2015). Ichioka et
al., (2002) demonstraram que CTMs-MO alogénicas normais poderiam aumentar o
0sso trabecular e atenuar a perda de DMO apos serem diretamente injetadas na
cavidade da medula 6ssea em camundongos com osteoporose. Resultado similar
também foi observado em um modelo de osteoporose induzida por ovariectomia
(OVX) em ratos apds o recebimento de CTMs-MO alogénicas isoladas de ratos
saudaveis (OCARINO et al., 2010). Apesar de diferentes formas de indugcdo a
osteoporose, esta constitui uma das consequéncias, a longo prazo, da diabetes
mellitus (KEMINK et al., 2000; McCABE, 2007; KAYAL et al., 2009).

Ko et al., (2015), ao analisarem as CTMs durante o reparo da fratura em
animais diabéticos observaram que estes apresentaram um retardo no reparo 0sseo.
Isso aconteceu pelo fato do diabetes interferir com a proliferagédo de MSC e promover
a apoptose das mesmas in vivo. No presente estudo a utilizagdo das terapia com
CTMs-MO autdgena reduz os déficit de células- tronco mesenquimais provocados
pela diabetes, dado o papel critico que as CTMs desempenham na cicatrizacao
Ossea, esse déficit pode contribuir significativamente para o efeito negativo do
diabetes mellitus no reparo de fraturas.

Em relacdo a associagdo de terapia CTMs-MO e US, observou-se um
aumento da DMO nos grupos tanto diabético quanto ndo diabético (GCTcU e
GDTcU) quando comparados aos grupos GCP e GDP, respectivamente,

constatando o efeito positivo do uso combinado das duas terapias (CTMs-MO + US).
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Nossos resultados, podem ser explicados baseando-se no efeito benéfico do
ultrassom sobre o reparo 6sseo (HARRISON et al., 2016; WU et al., 2018; BAYAT et
al., 2018) e que este associado a terapia com CTMs-MO é capaz de estimular a
migracdo (JIANG et al, 2018) e diferenciacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em condrdcitos, além de estimular a producdo de matriz extracelular
(NISHIKORI et al., 2002; EBISAWA et al., 2004; SCHUMANN et al., 2006). Lirani-
Galvao et al.,, (2007), comprovaram uma melhora na reabsorcdo 6ssea, como
consequéncia um aumento da massa 0ssea, dos animais tratados com ultrassom
pulsado de baixa intensidade apdés um protocolo de 20 dias de aplicagéo,
corroborando o efeito benéfico. De acordo com Bayat et al., (2018), o ultrassom
apresenta um efeito bioestimulatorio sobre osteoblastos, ostedcitos e aumentam a
proliferacé@o e diferenciacdo de osteoblastos em diferentes linhas celulares 6sseas
usadas em estudos in vitro e aumenta significativamente o nimero inicial de células-
tronco antes da diferenciacéo, aumentando assim o numero de células diferenciadas
para engenharia de tecidos, medicina regenerativa e cicatrizacéo, evidenciando uma
melhora na massa 6ssea.

Quanto a avaliacdo biomecanica, os resultados do presente estudo indicaram
gue ndo foram constatadas diferencas na forca maxima entre os grupos. Estes
achados corroboram aos de Verhaeghe et al. (2000) que ndo observaram alteragao
forca maxima do teste de flexdo em trés pontos do fémur dos diabéticos em relacao
a ratos controles. Segundo eles, estas diferencas podem ter ocorrido devido a idade
de inducéo dos animais ao diabetes (10 semanas) ou também a duracdo da doenca
dos animais (7 semanas), ou seja, o intervalo entre a inducédo e a analise do 0sso. A
reducdo na competéncia biomecanica em ratos diabéticos ira depender da
severidade, idade de inicio e duracdo do diabetes, além da linhagem dos animais
utilizada no estudo (VERHAEGHE et al., 2000; REDDY et al., 2001).

Em relacdo aos demais parametros biomecénicos, foram observados um
aumento na AST e uma reducdo na tensdo maxima dos animais dos grupos terapia
CTMs-MO sem US (GCTcP e GDTcP). Tais resultados eram esperados pelo fato
deste parametro esta sob influéncia direta da tensdo maxima e esta ser mensurada
através da razéo entre forca e AST, como ndo houve alteracdo da forca maxima
entre 0s grupos, porém como apresentaram valores aumentados da DMO (PENG et
al., 2008; ABUNA et al., 2015) isso pode ter colaborado com o aumento da AST e

consequente reducao da tensdao maxima.
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Segundo Jiang et al., (1999), o médulo elastico do tecido 6sseo depende em
grande parte do seu conteudo mineral. Esse parametro corresponde a rigidez do
tecido O0sseo, e uma menor rigidez pode ser interpretada como uma menor
resisténcia 60ssea a deformacgédo quando submetido a uma determinada carga (HART
et al., 2001; RUSSO, 2009). Evidenciando uma menor inclinacdo na curva tensao-
deformacédo e uma menor capacidade de resistir ao estresse de compressao, o que
explica uma diminuicdo no parametro de deformacdo maxima quando comparado
aos animais dos grupos controles evidenciando a auséncia de melhora biomecéanica
com a utilizacdo da terapia com CTMs-MO. De forma contréria, Chie et al., (2007) ao
utilizarem um ensaio mecanico de torcdo, observaram que 0s 0ssos de animais
submetidos a um aloenxerto apresentaram resisténcia a torcéo e rigidez equivalente
aos fémures submetidos a isoenxertos com CTMs-MO, entretanto ambos
apresentaram melhora biomecéanica quando comparados aos grupos placebos.

Quanto ao efeito combinado da terapia CTMs-MO e da terapia US, na
resposta biomecanica do fémur, os animais dos grupos GCTcU e GDTcU
apresentaram uma reducdo da deformacdo maxima quando comparados com GCP
e GDP. Esta reducao observada na deformacdo méxima, pode ter influéncia do
aumento da DMO observado nestes grupos, 0 que proporcionou um aumento do
conteudo mineral ésseo e consequentemente uma menor deformacdo quando
submetido a tensdo (LIRANI-GALVAO et al., 2007). Entretanto, a auséncia de
diferencas nos demais parametros biomecéanicos (AST, forca maxima, tensdo
maxima e maédulo elastico) dos GCTcU e GDTcU revela que a grande variabilidade
dos dados podem ter influenciado neste resultados, uma vez que, estes mostraram

valores similares com os seus controles (GCP e GDP).

CONCLUSOES

O uso combinado da terapia CTMs-MO com a terapia US mostrou-se util em
promover um aumento da DMO dos fémures supondo inicio de reparo 06sseo.
Entretanto, em relacdo aos parametros biomecéanicas avaliados nao foram

observadas diferencas entre os grupos com associa¢gao de ambas as terapias.
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5 CONCLUSAO

O protocolo de tratamento de ultrassom de baixa intensidade pareceu
estimular nos animais diabéticos uma maior tenséo e deformagdo maxima do fémur.
O uso combinado da terapia CTMs-MO com a terapia US mostrou-se Util em
promover um aumento da DMO dos fémures supondo inicio de reparo 6sseo.
Entretanto, em relacdo aos parametros biomecéanicas avaliados nao foram

observadas diferencas entre os grupos com associacao de ambas as terapias.
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ABSTRACT

Objective: To compare two surgical techniques (open and closed fracture) of Wistar
rats femur in terms of sample loss, the efficacy of fracture technique during the first
attempt, early and late post-operative mortality rate associated with a drug protocol.
Methods: 58 male Rattus Novergicus Albinus, Wistar line, 74 days old were randomly
assigned to the groups: Closed Fracture (CFG, n =29) and Open Fracture (OFG, n
=29), consisting of animals submitted to closed fracture and open fracture of the
femur using the Gigli Saw, respectively. At 74 days of life, they were submitted to a
drug protocol followed by diaphysis fracture of the right femur. The CFG was
submitted to radiographic analysis to confirm the fracture after radiography. Results:
OFG showed 48% of sample losses compared to 66% CFG. Regarding the efficacy
of the fracture technique, 100% of the OFG was observed when compared to 79% of
the CFG. No difference was observed between the groups when comparing mortality
rate in the mid and late postoperative periods (after 24h), both obtaining a percentage
of 44.8%, but the CFG presented 41% of deaths in the immediate postoperative
period, 1° postoperative day (POD) when compared to OFG (38%).There was a 3%
loss in CFG due to bone crumble after fracture. Conclusion: The surgical technique
of open fracture used in the femur of Wistar rats demonstrated a better result than
the closed fracture technigue because it reduces sample losses and mortality rates
in the early postoperative period, as well as increasing the efficacy of the technique

during the first attempt.

Keywords: bone fracture; osteotomy; rats; surgical technique.



94

INTRODUCTION

The techniques of long bone fracture of small animals are increasingly used in
order to understand the healing process and bone consolidation, optimization of the
different fixation methods, standardizing and enhancement of the selected technique
and surgical approach [1-5]. However, aiming to ensure the less experimental bias
and turn it replicable, some variables as species, age, line, type and pain sensitivity,
likeable effects of a particular agent on specific animals' organs and systems, and
surgery nature and duration should be considered [4,6].

The closed fracture model was initially described by Jackson et al., (1970) [7],
where the command mechanism for the fracture was performed by a compressed air
system. On 1984, Bonnarens & Einhorn [8], based on this protocol, modified the
command mechanism avoiding the use of electric accessories and, thus, turned it
more standardized. On 2004, Vialle et al. [2], through a device named Fraturactor,
projected a trauma mechanism, using a blunt guillotine in order to improve the
fracture repetition, in such way that the force was the same on the animal’s bone.
However, this model still promotes a high level of post-operative complications such
as infections, internal bleeding, and high mortality rates, resulting in a great sample
loss [9-13].

On the other hand, the open fracture models (osteotomy) show a great interest
because they promote a higher control of the fracture site, besides, it demands less
applied force. Nevertheless, because there is an exposition of muscles, blood
vessels, and nerves, the necessity of higher attention with the risk of infections is
needed [7,14-16].

Independently of the type, both fracture surgery techniques, open and

closed, still present great post-operative complications, which, inevitably, caused a
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decreased survival rate of the animals. Thus, the aim was to compare the results of
the two surgery techniques (open and closed fractures) of Wistar rats femurs related
to sample loss, efficiency of the fracture technique during first attempt, mortality rate
on the early and late post-operative period associated to a drug protocol attempting
to improve the healing process, bone consolidation, and reduction of the animal’s

morbimortality.

METHODS

The study was executed on the Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(Anatomy Department — UFPE) in collaboration with the Experimental Surgery
Department (UFPE) and Radiology Department (Odontology Department — UFPE)
and was approved by the Commission for Ethics in Animal Experimentation, Federal

University of Pernambuco, and protocol number 23076.031594/2016-98.

Animals

The sample was composed of 58 male rats, Rattus Novergicus Albinus breed,
Wistar line, aged 74 days of life, kept in cages of 4 rats each, under reversed light/dark
cycles of 12 hours and temperature of 23°t£1°C, feed with standard diet (Presence®
- Purina) and water ad libitum.The animals were randomly distributed in two groups:
Closed Fracture Group (CFG, n=29), composed by animals submitted to closed
femur fracture, using the Closed Fracture Technique, and Open Fracture Group
(OFG, n=29), composed by animals submitted to open fracture using the Gigli Saw.

Pre-surgical procedures

All the animals, when aged 74 days, were submitted to diaphyseal fracture of
the right femur. To this end, the animals received: anesthetic solution, via

intraperitoneal, of Xylazine Cloridrate 2% (20 mg, Rompum® — Bayer) and 10%
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Ketamine Hydrochloride (50 mg, Ketalar®) in an amount of 0.2 ml of the solution for
each 100g of animal weight; pain killer (Tramadol Hydrochloride 50mg / ml),
subcutaneously, at a dose of 100mg for each 1000g of animal weight diluted in saline
solution 0.9%, in a ratio of 1: 1, 30 minutes before surgery and 12 / 12h for 72 hours
in the immediate post-operative period; antibiotic (Enrofloxacin) subcutaneously at a
dose of 5mg for each 1000g of animal weight, 24 hours before surgery and 24 / 24h
for 4 days after the surgery and anti-inflammatory (Meloxican) subcutaneously in one
dose of 0.1ml for each 1000g animal weight, 24 hours before surgery and 24 / 24h

for 2 days after the surgery.

Surgery techniques

1. Closed Fracture

Once anesthetized, the animals were positioned supine on a surgery table, with
the posterior paws in extension. Anterior trichotomy on the knee and posterior of the
right hip, asepsis of the whole right lower limb, and placement of surgical drapes were
performed, and the following procedures were conducted: incision of approximately
2cm longitudinally on the right knee; dissection by planes until the anterior patella
surface; incision of patella’s medial retinaculum, followed by its lateral luxation; using
an introducer (abocath 16G) an initial bone perforation was performed on the
intercondylar space; introduction of a Kirschner wire of 1,0 mm diameter longitudinally
through the femur to the major trochanter; perforation of the major trochanter by the
Kirschner wire and exteriorization on the hip region, were the Kirschner wire was

folded, cut and subcutaneously introduced; and, in the end, the patella was reduced.

The skin suture was sawed with a nylon fiber 4-0. After de surgical procedures,

with the animals still numb, the rats were submitted to diaphysial fracture of the right
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femur. By means of standardization of the type and force needed to cause the
fracture, the Fracturator device was used, which works as a blunt guillotine, formed
by a body, an animal's support, a system to free the bar, and a blunt steel bar of 500g.
The device's body consists of a base and two platforms assembled on vertical bars.
The two platforms have gaps where the iron bar falls, released from 30 cm height
trough latch

discharge. The animal was positioned supine, with the posterior paw in abduction and
the fracture region (femur diaphysis) positioned over two metallic supports. During
the fall, the bar progresses in the middle of the platform gaps, forming its support
point, maintaining its trajectory. Its course ends in the middle of the rat's femoral
diameter and in the center of the two metallic supports, forming a three-point system,

producing a closed and standardized fracture [2].

2. Open fracture with Gigli Saw

Once anesthetized, the animals were positioned supine on a surgery table, with
the posterior paws in extension. Trichotomy of the postero-lateral thigh and right
knee, asepsis of the whole posterior paw, and placement of surgical drapes were
performed, and the following procedures were initialized: lateral incision of
approximately 3cm longitudinally from the thigh to the right knee through the shaved
skin and fasciae latae from the right knee to the major trochanter. The plane between
vastus muscles and ischiotibialis muscles was opened through a muscle disjunction
until the right femoral diaphysis was visualized [15], then the Gigli saw was introduced
around the femur and the open fracture was reproduced. After the fracture, a
longitudinal deviation was made in order to longitudinally introduce a Kirschner wire

of 1,00 mm diameter along the femur until the major trochanter. In relation to the
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suture of the vastus laterallis, a nylon fiber 5-0 was used, and for the skin, a nylon

fiber 4-0 was used.

Euthanasia

After the fracture, the animals from both groups were followed for 24 days and
subsequently euthanized with a Xilazyn solution (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) and
Ketamin Clorydrate (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml for each 100g weight and after,

their right femur was disarticulated and dissected.

Radiological analysis

The closed fracture group, after the fracture execution, had the animals
referred to the Radiology Service of the Odontology Department/UFPE in order to
confirm the fracture using radiography. The animals, still in numbness were
positioned in a way that the right paw was supported on the radiological film. The
images were captured by radiological films, periapical ultra-speed, of odonatological
use, from Kodak on an intra-oral X-ray device Heliodent Plus®, with a 70kvp electrical
regime and 10mA. Lateral incidence was used, keeping 30 cm distance from the cone

to the object. The exposition time was 0,5cm [17].

RESULTS

The OFG had 48% of sample loss compared with 66% of the CFG. In relation
to the fracture technic efficiency, the OFG had 100% utilization; it was observed that
all the animals had the bone fracture on the first attempt when compared to 79% of
the CFG technique. There was no difference between groups when compared the
mortality rate on the early and late (24h post-surgical) post-operative period, where

both had 44,8% of losses. However, the CFG has a higher mortality percentage in
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the early post-operative period (correspondent 24h post-surgical), 1°POD, (41%)
when compared to OFG (38%). In addition, there was a loss of 3% on the CFG

because of post-fracture bone shattering (Figure 1).

20,0 66%
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Figure 1. Percentages of sample loss, fracture achievement, mortality on the 1° post-operative day and
comminuted fractures and bone fragmentation on OFG (n=29) and CFG (n=29).

DISCUSSION

This study, where surgery techniques of an open fracture and closed fracture
of Wistar rats were compared, we observed a reduction of sample loss and mortality

rate on early post-operative period on OFG.

According to Committee to update the Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (2011) [18], the use of anesthetic protocols, adequate analgesic and
antibiotic therapy (pre, mid and post-operatively) in surgical procedures or pain
induction procedures guarantee a lower surgery time, less mid and post-operative

complications acting equally on the animal’'s well-being and adequate outcome
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achievement. Both groups were submitted to drug protocol, aiming to promote
adequate analgesic and anesthetic effects, according to Vasbinder & Locke (2016)
[19], besides allowing the animals to come back moving during the first hours.
Conversely, even though the use of the drug protocol, the CFG presented more mid
and post-operative complications due to internal bleeding related to the
unsuccessfulness of the fracture on the first attempt (confirmed by bone radiography),
resulting in the repetition of the closed fracture procedure, causing sample losses in
this group, corroborating with the Kupczik et al., (2009) [12] and Fontes-Pereira
(2013) [13] findings, which described a high index of post-operative complications like
infections, internal bleeding and high mortality rates. The closed fracture model used
in this study is similar to Vialle et al., (2004) [2], where a fixed weight falls from a
guillotine on the medial part of the animal’s thigh resulting on an immediate, non-
perceptive damage, yet existent, of the muscular tissue, nerves and blood vessels,
evidencing alterations of the neighbor tissues, thus, corroborating with Fernandes et
al., (2004) [11] and Ferreira et al., (2009) [3].

On the contrary, concerning the open fracture, the technique allowed a better
visualization of the bone structure that was going to be fractured and a better
positioning of the equipment responsible for the fracture, the Gigli saw, providing a
transverse or oblique fracture mechanism, in opposition to the CFG, where 3% of
those fractures were comminuted, precluding the use of the specimen for analysis,
as similarly observed by Aurégan et al., (2013) [20], who found 47 comminuted

fractures in 74 animal bones.
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CONCLUSION

The open fracture surgery technique used on Wistar rat femurs, demonstrated
better results than the closed fracture technic because it reduced the sample losses
and mortality rates on the early post-operative period, in addition to an increase of

the technique efficiency during the first try of fracture.
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