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RESUMO

O ultra-som tem sido usado clinicamente por mais de 60 anos, sendo uma das
modalidades eletro-terapéuticas mais largamente e frequentemente
empregadas. Mesmo assim, sua efetividade no tratamento da dor, das lesdes
musculo-esqueléticas e das lesbes em tecido mole permanece questionavel e
seu potencial terapéutico ainda ndo esta totalmente estabelecido. Buscando
contribuir para o conhecimento neste campo, esse trabalho teve como objetivos
principais fazer um levantamento bibliografico por meio de uma revisao
sistematica da literatura e avaliar por meio de estudo in vitro o efeito do ultra-
som terapéutico pulsado sobre a proliferacdo e atividade gelatinolitica de
células musculares esqueléticas (C2C12). No estudo in vitro, o ultra-som foi
testado nas freqliéncias de 1 e 3 MHz, intensidades de 0,2 e 0,5 W/cm?, no
modo pulsado a 20% com periodos de aplicagcdo de 2 e 5 minutos. A
proliferacdo celular foi mensurada indiretamente 72 horas apds a irradiagao,
por meio da avaliagdo da atividade mitocondrial das células (método MTT) e a
atividade gelatinolitica presente no sobrenadante das culturas celulares foi
avaliada por zimografia (complementada pela analise das densitometrias das
bandas que proporcionaram hidrolise da gelatina). O grupo controle foi
representado por culturas celulares ndo submetidas ao ultra-som e os dados
obtidos foram tratados estatisticamente com nivel de significancia de 0,5% (p <
0,05 - ANOVA-Dunnet). Na revisdo sistematica observou-se grande
controvérsia entre resultados e parametros, sendo impossivel estabelecer
conclusdes definitivas sobre o potencial terapéutico do US em tecido muscular.
Os experimentos mostraram que n&o houve diferenga significante na
proliferacdo celular entre os mioblastos tratados com ultra-som e as culturas
controles apds 72 horas de incubacao, e também na analise de densitometria
dos geéis. Portanto, ha necessidade de novas investigagcbes para a
compreensao das reagdes bioquimicas, celulares e organicas desencadeadas
pelo US bem como para o estabelecimento de padrdes de frequéncia,

intensidade, tempo e modo de aplicagao deste recurso terapéutico.

Palavras-chave: Ultra-som; Mioblastos; C2C12; Proliferagcao; Zimografia.



ABSTRACT

Ultrasound has been one of the most widely and frequently used electro-
therapeutic modalities for over 60 years. However, its effectiveness in treating
pain, musculoskeletal disorders and soft tissue lesions remains questionable
and its therapeutic potential is not fully established. In order to contribute to
knowledge in this field, the objectives of the present study were to carry out a
systematic review on this subject and perform an in vitro study for the
assessment of the effect of therapeutic pulsed ultrasound on the proliferation
and gelatinolytic activity of skeletal muscle cells (C2C12). Ultrasound was
tested at frequencies of 1 and 3 MHz, powers of 0.2 and 0.5 W/cm? and pulsed
mode at 20% with application periods of 2 and 5 min. Cell proliferation was
measured indirectly 72 hours after irradiation by assessing mitochondrial activity
using the MTT method. Gelatinolytic activity in the supernatant of the cell
cultures was assessed by zymography, complimented with densitometry
analysis of bands that furnished gelatin hydrolysis. The control group was made
up of cell cultures not submitted to ultrasound. The data were treated
statistically with a significance level of 0.5% (p < 0.05 - ANOVA-Dunnet). The
systematic review revealed considerable controversy among the results and
parameters employed, which renders definitive conclusions regarding the
potential of ultrasound on muscle tissue impossible. The experiments revealed
no significant differences in cell proliferation between ultrasound-treated
myoblasts and control cultures after 72 hours of incubation. The same was true
in the densitometry analysis of the gels. Thus, there is a need for further
investigations in order to gain a better understanding of the biochemical, cellular
and organic reactions triggered by ultrasound as well as for the establishment
standards of frequency, intensity, exposure time and application mode of this

therapeutic resource.

Key-words: Ultrasound; Myoblasts; C2C12; Proliferation; Zymography.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Atualmente existe consideravel interesse na regeneracdo do musculo
esquelético em fungao de situagcdes como a reparagao rapida de lesdes em
atletas, transplantes, distrofias e atrofias musculares’.

A estrutura do musculo esquelético consiste de fibras musculares e
células satélites embebidas em uma matriz extracelular (MEC), sendo que as
células satélites estdo intimamente associadas a ambas e exibem grande
capacidade de adaptacdo frente a estimulos, como exercicio, alteracio
hormonal, estimulac&o elétrica, alteragdo funcional, entre outros'?.

Nas situagdes de injuria muscular, o processo de formagao do novo tecido
requer que ceélulas mononucleadas quiescentes precursoras se tornem ativas,
proliferem, se diferenciem em mioblastos e se fundam para formar os miotubos.
Subsequentemente, os miotubos irdo sofrer diferenciacdo e maturacdo para
formar fibras musculares funcionais e reparar as miofibrilas danificadas'>*.

Ja a acdo coordenada de degradacdo e sintese de proteinas
intracelulares e dos componentes da matriz extracelular (MEC), garante o
remodelamento tecidual fisiolégico ou patolégico do musculo esquelético. A
MEC representa uma complexa rede de macromoléculas compostas de varias
proteinas e polissacarideos que sao secretados localmente e montados em
associacao com a superficie celular que os produz. As interagcdes célula-célula
e célula—matriz extracelular suprem as informagdes essenciais para
homeostase, controle da morfogénese, fungbes tecido-especificas, migracao
celular, reparacao de tecidos, tumorigénese e morte celular®.

As metalopeptidases (ou metaloproteinases) de matriz (MMPs)
compreendem uma familia de endoproteases que degradam um ou varios
componentes da MEC, como colageno, elastina, laminina e proteoglicanos. As
MMPs, portanto, estdo envolvidas no remodelamento da matriz extracelular em
uma grande variedade de fendmenos fisiologicos e patologicos®.

As MMPs possuem um importante papel na homeostasia da MEC nos
musculos esqueléticos "®. A MMP-2 (também conhecida como gelatinase-A) e
a MMP-9 (também conhecida como gelatinase B) parecem ter um papel mais

importante na adaptacdo do musculo esquelético a alteragcbes de demanda
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contractil ou em resposta a injuria (inflamagao, desinervagao cronica). As MMP-
2 e MMP-9 também estdo envolvidas em varias miopatias e alteragdes
inflamatdrias induzidas em musculos esqueléticos®°.

A expressao de MMP-2 se mostrou aumentada nos musculos
esqueléticos apos aplicagdo de estimulacdo elétrica cronica’’, apos corrida e
apos exercicios de alta intensidade’®. A expressdo de MMP-9 aumentou apos
aumento crdnico do fluxo sanguineo’, apés corrida'® e em fases iniciais da
resposta inflamatdria do musculo frentes & miotoxinas'.

Com isso, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos com o intuito de
investigar recursos terapéuticos que acelerem o processo de reparo e um dos
recursos bioestimulantes mais utilizados com esse objetivo no tecido muscular
esquelético é a eletro-terapia com ultra-som. Entretanto, ainda sdo escassas e,
por vezes contraditorias, as evidéncias cientificas para que se possa
determinar com seguranga os parametros dosimétricos e metodoldgicos
necessarios a aquisicdo de seus objetivos'>?'.

Essa eletro-terapia denominada ultra-som (US) terapéutico consiste em
vibragbes mecanicas inaudiveis de alta freqiéncia (acima de 500.000Hz)
criadas quando um gerador produz energia elétrica que € convertida em
energia acustica por meio da deformagdo mecanica de um cristal piezoelétrico
polarizado localizado dentro de um transdutor. As ondas assim geradas séo
transmitidas por propagacdo de maneira longitudinal no ar, nos gases e nos
liquidos. Nos meios de alta coesdo molecular, como os sélidos, a propagacao
segue também transversalmente e superficialmente, ja no vacuo nao ha
propagagao 822,

A quantidade total de energia de um feixe de US é descrita como sua
poténcia e é expressa em watts. A quantidade de energia que ira alcangar um
local especifico depende das caracteristicas do US (frequéncia, intensidade,
amplitude, foco, uniformidade do feixe) e do meio pelo qual ele ira se
propagar'®%.

A dosagem do US pode variar de acordo com a amplitude de sua onda e
com sua intensidade (normalmente definida pela razdo entre a poténcia de
saida e a area da superficie do transdutor) e € expressa em Watts/cm?. Na

maioria dos estudos clinicos com US terapéutico, as intensidades variam de
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0,5 a 3 W/cm? e pode-se observar que ainda ndo existem parametros bem
estabelecidos que norteiem a escolha desses valores'8?%%4,

O US terapéutico possui um gradiente de frequéncia de 0,75 a 3 MHz,
sendo que a maioria dos aparelhos estabelece frequéncias de 1 e 3 MHz. As
ondas de baixa freqliéncia tém maior poder de penetragdo, mas sao menos
focadas. Uma onda de frequéncia de 1 MHz é absorvida primariamente pelos
tecidos que estdo a uma profundidade de 3 a 5 cm, sendo recomendada para
lesdes mais profundas e para pacientes portadores de maior quantidade de
gordura subcutanea. Ja a freqiéncia de 3 MHz é recomendada para lesdes
mais superficiais em profundidades de 1 a 2 cm'®'®,

A emissdo das ondas ultra-sbnicas pode ser feita de maneira continua ou
pulsada. A emissdo pulsada ndo gera efeitos térmicos como a emissdo
continua e também previne os efeitos danosos da reflexdo, pois quando as
ondas refletidas encontram outras ondas geradas acaba por formar uma onda
ultrasbnica permanente com efeito adverso sobre o tecido. A modalidade de
emissao de energia ultra-sdnica mais relatada na pratica clinica em fisioterapia
€ a pulsada no regime de 1:4 (20%), ou seja, a emissao das ondas de ultra-
som é efetuada em 20% do periodo total de aplicagdo®?’.

Os efeitos das ondas ultra-sénicas além de serem regidos pelos
parametros de sua aplicacdo, também estdo diretamente relacionados a
impedancia acustica dos tecidos que as receberdao. A impedancia acustica de
cada tecido € ditada pela sua densidade e pela velocidade na qual o ultra-som
se propaga por eles. Em tecidos ricos em agua como o tecido adiposo, ha
baixa absor¢cdo e, portanto alta penetracdo das ondas ultra-sbnicas, ja em
tecidos ricos em proteinas como o musculo esquelético a absorcdo do ultra-
som & maior'®.

De modo geral, os efeitos terapéuticos do US tém sido relatados
principalmente em aplicacdes de baixa intensidade e no modo pulsado'®?32°,

A aplicacédo do US pode induzir efeitos térmicos (aquecimento) e nao
térmicos. O grau de aquecimento gerado pelo US depende dos parametros de
frequéncia e intensidade e do tipo de tecido que recebeu a irradiagédo, sendo
que os efeitos provocados pelo aquecimento incluem o aumento do fluxo

sanguineo e da flexibilidade tecidual, a modulagao da dor, a redugao da rigidez
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articular e do espasmo muscular e a indugcdo de resposta inflamatéria
moderada'®?3%,

Os efeitos nao térmicos do US sdo tidos como mais efetivos na reparacao
e na regeneracao de lesdes de tecidos moles que os efeitos térmicos, e
incluem a cavitagdo e o micro fluxo acustico’™. A cavitagdo pode ser definida
como a formagao de bolhas de gas microscopicas geradas por alteragbes de
pressdo nos fluidos teciduais decorrentes da energia ultra-sénica que acaba
por aumentar o fluxo do fluido circundante. A cavitacdo estavel e regular &
considerada benéfica para o tecido lesionado, ja a cavitagao irregular é
considerada danosa'®?%%,

O micro fluxo acustico, movimento unidirecional de fluidos ao longo e ao
redor das membranas celulares, € capaz de deslocar ions e pequenas
moléculas e ocorre como resultado das variacbes de pressao mecanica
causada pelo US podendo alterar a estrutura, a fungcéo e a permeabilidade da
membrana celular'®?®,

A lista de efeitos ndo-térmicos do US inclui a aceleracao da fibrindlise e
da angiogénese, o estimulo para producdo de fatores mitogénicos para
fibroblastos, condroblastos e células endoteliais, o aumento do recrutamento de
fibroblastos, 0 aumento da sintese de matriz e de fibras colagenas mais densas
e 0 aumento da resisténcia a tensao dos tecidos'®?.

Os estudos in vitro utilizando cultura de células tém sido bastante
empregados na anadlise dos efeitos de recursos terapéuticos, drogas e
biomateriais devido a facilidade de padronizagdo da amostra, cujo controle de
pH, temperatura, pressao osmatica, tensdo de CO, e O, pode ser obtido de
maneira precisa, além de conseguirem-se amostras totalmente homogéneas®".

No caso do estudo dos efeitos do US, o uso de cultura celular tem a
vantagem de eliminar os efeitos térmicos e além disso, de possibilitar o estudo
molecular da hipétese da ressonancia de frequéncia. Esta teoria descreve que
os efeitos mecanicos do US podem resultar em ativagdo ou inativacao de
enzimas ou na dissociagao de complexos protéicos, levando a alteragdes na
transducdo de sinais intracelulares que regulam as propriedades de
membranas, a sintese de proteinas e a modulagdo de atividades enzimaticas?.

Do ponto de vista da biologia celular, se um estimulo alcanga um limiar

critico a célula ira responder independentemente do fato dela estar em cultura
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ou in vivo. Logicamente, as células em cultura geralmente respondem a
estimulos de muito menor intensidade, pois ndo existem barreiras nem
dissipacdes, assim os resultados obtidos in vitro ndo devem ser diretamente
extrapolados para o uso clinico sem prévio estudo em modelo vivo e sem o
ajuste dos parametros dosimétricos'>?.

A identificagdo e o conhecimento cientifico dos efeitos moleculares e
celulares do US in vitro certamente levardo a compreensdo e ao
desenvolvimento de protocolos clinicos que estabelecam parametros fisicos e
dosimétricos efetivos de modo a preencher a lacuna existente na literatura
clinica sobre este recurso'1828:32,

Johns (2002)? ao relatar os efeitos do US in vitro, utilizando aplicagdes
continuas e pulsadas e intensidades de 0,1 a 1,7 W/cm?, aponta que de uma
forma geral ocorre um retardamento no crescimento celular, aumento da
sintese protéica e alteragcbes de membranas celulares, sugerindo que
inicialmente a irradiagao lesionaria as células, resultando num retardamento do
crescimento e que depois haveria uma recuperagao celular caracterizada pelo
aumento na producgao protéica.

Estudos subsequentes nas décadas de 80 e 90 evidenciaram resultados
contraditérios. O US utilizado em frequéncias de 1 e de 3 MHz e intensidades
variadas mostrou-se capaz de aumentar a proliferacdo e a producdo de
citocinas e de fatores de crescimento por fibroblastos, osteoblastos e células
ligadas a resposta imune, por outro lado também causou lise celular em
fibroblastos e culturas de linhagens celulares de neuroblastomas®3*%. Os
estudos mais recentes que avaliaram o potencial terapéutico do ultra-som
pulsado foram realizados em osteoblastos relatando que ele pode aumentar a

41-43

regeneragao e promover formacgao 0ssea por essas células™ ™, em condrdcitos

onde o US estimulou o metabolismo da MEC, pode exercer efeito protetor em
casos de osteoartrites, além de promover proliferacdo e diferenciacdo em

44-47

cultura celular™™’, em fibroblastos onde promoveu proliferacao celular e

induziu resposta benéfica para a cicatrizagao***°

, em células epiteliais onde
ndo se observou efeito direto sobre a regeneracdo™ e em células endoteliais
onde relata-se que o US induziu caracteristicas da angiogénese®'.

Em células precursoras miogénicas ou ainda na linhagem de células

musculares C2C12, o efeito do US pulsado foi descrito em um unico artigo que
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demonstrou que a aplicagcdo de frequiéncia 1.5 MHz (intensidade de
70 mW/cm? por 20 minutos) foi capaz de converter a via de diferenciacéo de
mioblastos C2C12, cultivados em meio de cultura propicio para diferenciagao,
para osteoblastos e/ou condroblastos via ativagao da fosforilacdo de ERK1/2 e
p38 MAPK?®2.

Os mioblastos C2C12 derivam de musculo esquelético de camundongos,
exibem a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais e diferenciam-se
em cultura, propiciando um bom modelo para estudar a regeneragao muscular.
Além disso, o uso de linhagens celulares em modelos para analise de
proliferacdo celular elimina a possibilidade da influéncia do US sobre a
producdo de fatores de crescimento por células ndo miogénicas contidas em
culturas primarias, como fibroblastos e macréfagos™°>°.

Este trabalho buscou preencher uma lacuna no conhecimento dos efeitos
do ultra-som terapéutico pulsado sobre as células musculares em cultura, de
modo a contribuir para um futuro estabelecimento de padrées dosimétricos
para o uso clinico deste recurso em tecidos musculares’”?’.

Como pode ser observado no artigo de revisao incluido no apéndice desta
tese, o potencial terapéutico do ultra-som em tecido muscular ainda esta longe
de ser estabelecido. Ha realmente necessidade de pesquisas que utilizem
modelos celulares, animais e clinicos e que padronizem os parametros
dosimétricos adotados. Somente assim poderemos um dia, indicar a

terapéutica adequada a cada tipo de lesdo muscular.
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Resumo

O ultra-som (US) tem sido usado clinicamente por mais de 60 anos, sendo
uma das modalidades eletro-terapéuticas mais empregadas. Porém, sua
efetividade no tratamento das lesdes musculo-esqueléticas permanece
questionavel e seu potencial terapéutico ainda n&o esta totalmente
estabelecido, havendo necessidade de novas investigacbes para a
compreensao das reacgdes bioquimicas, celulares e organicas desencadeadas
por ele, bem como para o estabelecimento de protocolos efetivos que
determinem os melhores padrbes de frequéncia, intensidade, tempo e modo de
aplicagao no tratamento das lesbes musculo-esqueléticas. Por meio de uma
revisao critica da literatura agregou-se o conhecimento atual sobre esta terapia
para nortear novos estudos que possam aumentar o conhecimento sobre as
reagcdes organicas desencadeadas por este recurso. Como método foi feita
uma busca de artigos na Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e na Pubmed,
utilizando e combinando diversas palavras referentes ao tema proposto e os
descritores definidos pelo DeCS e pelo MeSH Database, respectivamente.
Foram encontrados 302 artigos, sendo que apenas 18 artigos estavam
diretamente relacionados com a pergunta da pesquisa e relatavam efeitos que
nao se restringiam ao aquecimento local. Conclui-se que potencial terapéutico
do US em tecido muscular ainda esta longe de ser estabelecido e ha
necessidade de pesquisas que utilizem modelos celulares, animais e clinicos

randomizados e que padronizem os parametros dosimétricos adotados.

Descritores: Ultra-Som. Musculo esquelético. Reviséo.
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Introducéo

Atualmente existe consideravel interesse na regeneracdo do musculo
esquelético em funcdo de situagcbes como lesdes em atletas, transplantes,
distrofias e atrofias musculares’.

Um dos recursos bioestimulantes mais utilizados com o intuito de acelerar
0 processo de reparo do tecido muscular esquelético € o ultra-som terapéutico.
Entretanto ainda s&o escassas e por vezes contraditérias, as evidéncias
cientificas para que se possa determinar com seguranga os parametros
dosimétricos e metodoldgicos necessarios a aquisicdo deste objetivo®®.

A emissao das ondas ultra-sénicas pode ser feita de maneira continua ou
pulsada, diferenciando-se principalmente por promoverem respectivamente
efeitos térmicos ou n&o-térmicos®®’. A emisséo pulsada é a mais relatada na
pratica clinica em fisioterapia, com um regime de 1:4 (20%), ou seja, a emisséo
das ondas de ultra-som é efetuada em 20% do periodo total de aplicagao®®.

Em geral, os aparelhos de US possuem um gradiente de frequéncia de
0,75 a 3 MHz, sendo que a maioria dos aparelhos estabelece frequéncias de 1
e 3 MHz*°.

Clinicamente a absor¢cao das ondas ultra-sénicas € influenciada pela
constituicdo do tecido, variando de acordo com a quantidade de proteinas e
agua na sua composi¢cdo, além da intensidade e frequéncia utilizada na
aplicacgo™°.

Visto a grande discordancia da literatura quanto a efetividade ou nao do
ultra-som em células e tecidos musculares este trabalho tem com objetivo
agregar, por meio de uma revisdo sistematica da literatura, o conhecimento
atual sobre esta terapia para nortear novos estudos que possam aumentar o

conhecimento sobre as reagdes organicas desencadeadas por este recurso.

Material e métodos

Inicialmente definiu-se a pergunta da pesquisa: “Quais sao os efeitos do
ultra-som terapéutico no musculo estriado esquelético”. A busca dos artigos
utilizados na presente revisédo sistematica foi realizada na Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e na Pubmed (Public medline) Central que incluem, entre outras,
as bases Medline 1966-1996, Medline 1997-2009 (Literatura Internacional em
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Ciéncias da Saude), SCIELO (Scientific eletronic library on line) e LILACS

(Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude).

Para as buscas, foram utilizadas e combinadas diversas palavras
referentes ao tema proposto e os descritores definidos pelo MeSH Database
(medical subject headings) e pelo DeCS (descritores em ciéncias da saude).
Foram considerados somente os artigos publicados a partir de 1995.

As palavras e descritores foram buscados no titulo, resumo, corpo do
trabalho, e palavras-chave, sendo utilizadas todas as combinagdes possiveis
para os seguintes termos:

— Ultrasound; Ultrasound, interventional; Ultrasounds; Ultrassound; Ultrahigh
frequency waves;

— Ultrasonics; myoblasts; Ultrasonics/administration and dosage;
Ultrasonics/adverse effects; Ultrasonics/classification;
Ultrasonics/instrumentation; Ultrasonics/methods; Ultrasonics/standards;
Ultrasonics/supply and distribution; Ultrasonics/therapy;
Ultrasonics/utilization ;

— Low-intensity pulsed ultrasound; Low-intensity pulsed ultrasonics;

— Myoblast; Myoblasts; Myoblasts, Skeletal; Myoblasts, Skeletal/metabolism;
Myoblasts, Skeletal/pathology; Myoblasts, Skeletal/physiology; Myoblasts,
Skeletal/radiation effects; Myoblasts, Skeletal/ultrastructure;

— Muscle; muscle cells; Muscle, Skeletal/anatomy and histology; Muscle,
Skeletal/cytology; Muscle, Skeletal/growth and development; Muscle,
Skeletal/injuries; Muscle, Skeletal/metabolism; Muscle, Skeletal/pathology;
Muscle, Skeletal/physiology; Muscle, Skeletal/physiopathology; Muscle,
Skeletal/radiation effects;

— Muscle; Muscles; Muscle cells; Muscle development; Muscle contraction;
Skeletal muscle; Muscle, skeletal,

- C2C12

- LIPUS

— Ultra-som; Terapia por ultra-som; Ondas de ultra frequéncia; Ultra-som de
intervengao;

— Musculos; Células de musculos; Musculo esquelético; Sistema

musculosquelético;
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— Mioblastos; Mioblastos de musculo esquelético; Mioblastos esqueléticos;
Células musculares; Distrofia muscular;

Na busca realizada na base Pubmed foram adotados os seguintes filtros

de exclusdao: Muscle Neoplasms; Muscle, Smooth; Myocytes, Cardiac;

Breathing Exercises; Diagnosis; Education; History; Bone; Fractures; Tendon;

Images.

Resultados

Como a localizagdo dos artigos foi realizada por estratégias de busca bem
abrangentes, foram encontrados 302 artigos, permanecendo na revisdo apenas
18 artigos que estavam diretamente relacionados com a pergunta da pesquisa
e que relatavam efeitos que ndo se restringiam ao aquecimento local (efeito
térmico). Estes artigos foram divididos em 3 grandes grupos para facilitar a

analise comparativa dos resultados (Figura 1).

302 artigos localizados nas
bases BVS_ e Pubmed

18 artigos relacionados a
pergunta da pesquisa
14 realizados 3 realizados 1 realizado em
em animais - em humanos cultura celular

Figura 1 — Divisdo dos artigos encontrados na revisao sistematica.

Os quadros 1, 2 e 3 sumarizam os dados encontrados nos estudos

11-24, 25-27

realizados em animais : em humanos e em cultura celular®®.



Quadro 1. Andlise comparativa dos estudos realizados em animais.
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Frequéncia | Intensidade Emisséo Meio condutor Tempo de aplicagdo Musculo Animal Efeito Referéncia
1 MHz 1.0 W/em? Continuo Gel a base de 15 min/dia Séleo 22 ratos Wistar Prevencdo da contratura muscular Okita et al.
dgua 6x/semana mantidos com (2009)*
Por 4 semanas imobilizagdo em flexdo
plantar
1e3MHz | 0.5W/cm? Pulsado Gel 5 min/dia por 6 dias Gastrocnemio 40 ratas Wistar que Aceleracéo do processo de reparo, Matheus et al.
(1:5) receberam contusdo aumento da rigidez e da carga suportada (2008)*?
muscular a tracdo muscular, nao havendo
diferenca entre as frequiéncias testadas
1 MHz 0.57 W/em? Pulsado Gel 5 min/dia Gastrocnemio 30 ratos Wistar que Aumento na deposicao de fibras Piedade et al.
(50%) 2,5¢e 12 aplicagoes receberam laceragao colagenas e melhoria na organizagéo (2008)*
respectivamente para 0s muscular estrutural das fibras musculares
grupos 4, 7 e 14 dias
1 MHz 0.3 W/cm? Pulsado Gel de carbocol 1x/dia (ndo consta Tibial anterior | 35 ratos que receberam Acéo anti-inflamatoria apds 7 dias Pinto et al.
(ndo consta tempo) por 2 e 7 dias injecdo intramuscular (2008)*
0 regime) de hidrocloreto de
bupivacaina
1 MHz 0.4 W/cm? Continuo N&o relata 3 min Biceps 16 ratos Wistar que Reducéo de eritrocitos (apos 1h), Plentz et al.
3 aplicagbes (1,8e 24 h femoral receberam incisdo e aumento de neutréfilos (apds 8h) e (2008)%®
apos a lesdo divulsdo em 50% do eosinofilos (apo6s 24h), sugerindo
contetdo muscular aumento da hemorragia e amplificagdo
da resposta inflamatéria
Nao relata 05,10 e Pulsado Nao relata 1x/dia por 1, 3 e 5 dias Gastrocnemio | 25 ratos Wistar machos Diminuicdo do conteldo de catalase, Freitas et al.
2.0 W/cm? (ndo consta que receberam incisdo e | superoxido dismutase e de substancias (2007)®
0 regime) laceracfo muscular tiobarbitdricas cido reativas
3 MHz 0.3 W/cm? Continuo Néo relata 5 min/dia por 4 dias Gastrocnemio | 36 ratos machos Wistar | Diminuicdo da expressdo de RNAm do McBrier et al.
que receberam contuséo MGF (mechano-growth factor) (2007)Y
muscular
1 MHz 3.0 W/cm? Pulsado Gel de 12 min/dia por 10 dias Vasto lateral 10 coelhos machos N&o produz efeitos morfométricos no Lopes et al.
(ndo consta carbocol Nova Zelandia sem tecido muscular (2005)*8
0 regime) e lesdo
Continuo
3 MHz 0.1 W/cm? Continuo N&o relata 5 min/dia por 4 dias Gastrocnemio | 20 ratos machos Wistar Né&o houve alteracdo de massa Markert et al.

que receberam contusio

muscular, nimero de ndcleos por fibra,

(2005)*°
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muscular

area de seccdo transversa e das
proteinas contrateis

3.3 MHz 1,0 W/em? Pulsado N&o relata 5 min/dia por 7 dias. Gastrocnemio 80 ratos Wistar que N&o houve influéncia na massa Wilkin et al.
(20%) Sacrificio apos 1,3, 5, 7, receberam contusdo muscular, concentragdo de proteinas (2004)%
14, 21, 28 e 40 dias muscular bilateral totais, nimero de ndcleos por fibra, e
area de seccdo transversa
1 MHz 0.5 W/cm? Continuo Subaquatico 5 min/diapor 3,5e 7 Extensor 33 ratos Sprague- Apos 7 dias houve aumento na Karnes & Burton
dias digital longo Dawley que receberam producéo de forca (2002)*
lesdo induzida por
contragdo utilizando
eletroestimulagdo (150
Hz, 21ciclos/min)
1 MHz 0.5 W/cm? Pulsado N&o relata 5 min/dia por 10 dias Reto femural 26 coelhos da raca Aumento na deformagdo maxima, carga Menezes et al.
(20%) Nova Zelandia que de deformacéo no limite da (1999)%
receberam contusdo proporcionalidade e energia na fase de
muscular deformacdo elastica
3 MHz 1,5 W/cm? Pulsado Gel 6 min/aplicacdo Gastrocnemio 56 ratos femeas Né&o houve efeitos benéficos Rantanen et al.
(20%) Grupo 1 = 1x/dia Sprague-Dawley que significantes na  morfologia da (1999)%
iniciando 3 dias apds receberam contusdo regeneragdo muscular
lesdo com sacrificio muscular
apos 4, 7 e 10 dias
Grupo 2 = 2 dias
consecutivos de
tratamento e 1 dia de
repouso iniciando 6
horas ap6s lesdo com
sacrificioapds 1, 3,6 e
9 dias.
1 MHz 0.5 W/cm? Pulsado N&o relata 5 min/dia por 3,5, 10 e | Tibial anterior | 30 ratos machos Wistar | Apés 3, 7 e 14 dias houve Gouvéa et al.
(1:5) 15 dias que receberam incisdo e | favorecimento da regeneragdo muscular (1998)%

divulséo em 100% da
largura muscular

e diminuicdo de tecido fibrotico




Quadro 2. Andlise comparativa dos estudos realizados em humanos.
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Frequéncia | Intensidade Emisséo Meio Tempo de aplicagédo Musculo Sujeitos da pesquisa Efeito Referéncia
condutor
1 MHz 1,5 W/cm2 Né&o consta Gel de 7 min/dia, 1 sessdo Triceps sural (jungdo 55 mulheres e 24 homens com idade Aumento de temperatura, da Costa et al.
cloreto de miotendinosa do tend&o média de 21 anos higidos flexibilidade muscular e da (2006)*
sodio de Aquiles) amplitude de movimento
1 MHz 15a2 Pulsado Gel 8-12 min Reto abdominal 1 mulher de 62 anos apresentando Acelerou a reabsor¢édo do Berna-Serna
Wicm2 (20%) 5x/semana hematoma abdominal hematoma e aliviou a dor et al. (2005)%
4 semanas
20 sessoes
1 MHz 0.8 W/cm2 Pulsado Gel 7min e 21s/dia - 2 Biceps braquial 24 homens e 24 mulheres de 19 a 25 Auséncia de beneficio Craig et al.
(25%) sessoes anos apresentando fadiga muscular | significante na dor subjetiva ou (1999)*7
14min e 42s/dia - 2 induzida por exercicio amplitude de movimento
sessdes




Quadro 3. Andlise comparativa dos estudos realizados em cultura celular.
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Freqgiéncia

Intensidade

Emissao

Meio condutor

Tempo de aplicagéo

Tipo celular

Efeito

Referéncia

1,5 MHz

70 mW/cm2

Pulsado

Meio de cultura

20 min

mioblasto C2C12

Estimulou a conversdo e diferenciacdo das
C2C12 em osteoblastos e condroblastos

Ikeda et al. (2006)*®




28

Discusséo

Em circunstancias normais, o musculo esquelético adulto de mamiferos é
um tecido estavel com baixo “turn over”, ou seja, baixo remodelamento sem
alteracbes drasticas em suas caracteristicas fenotipicas. Porém, € um tecido
dinamico e capaz de responder a estimulos fisiolégicos como, por exemplo,
treinamento fisico ou lesdes severas®. Apos uma lesdo o musculo tem a
habilidade de iniciar um processo de reparo altamente organizado de forma a
prevenir a perda de massa muscular. Este processo € semelhante a
miogénese, porém, orquestrado pelas células satélites?>*,

A aplicagdo do US como recurso terapéutico esta vinculada ao relato de
efeitos benéficos sobre diversos tecidos, destacando-se o aumento da
angiogénese, do tecido de granulagc&o, do numero de fibroblastos e da sintese
de colageno, e a diminuicdo de leucdcitos e macréfagos, dentre outros nos
quais ja tem sido demonstrado o aumento da velocidade de cicatrizagao, a
diminuicdo do numero de células inflamatdrias e a melhora da qualidade do
tecido neoformado®'.

Porém, também se observa na literatura um consenso em relagdo a
necessidade de estabelecer parametros dosimétricos para aplicacdo deste
recurso. Neste sentido, a presente revisdo objetivou agregar o conhecimento
existente com relagao a aplicacdo do US terapéutico em tecido muscular.

Foi possivel verificar que existe uma grande variagdo nos parametros
dosimétricos usados nos estudos que avaliaram o efeito do US no musculo

11-24

esquelético. Nos estudos realizados em animais o US terapéutico foi

utilizado nas freqiiéncias de 1 e de 3 MHz, ja nos estudos em humanos®>?’ o
US foi utilizado somente na frequéncia de 1 MHz e no estudo realizado em
cultura celular?® foi utilizada a freqtiéncia de 1,5 MHz.

As ondas de baixa frequéncia tém maior poder de penetracdo, mas sao
menos focadas. Uma onda de frequéncia de 1 MHz é absorvida primariamente
pelos tecidos que estdo a uma profundidade de 3 a 5 cm, sendo recomendada
para lesdes mais profundas e para pacientes portadores de maior quantidade
de gordura subcutanea. Ja a frequéncia de 3 MHz é recomendada para lesdes
mais superficiais em profundidades de 1 a 2 cm?°.

Ja a dosagem do US pode variar de acordo com a amplitude de sua onda

e com sua intensidade (normalmente definida pela razao entre a poténcia de
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saida e a area da superficie do transdutor). Verifica-se que os estudos que

11-24

avaliaram o efeito do US no musculo esquelético em animais' ™", utilizaram

intensidades de 0,1 a 3 W/cm? e tempos de aplicacdo de 3 a 12 minutos. Ja

nos estudos em humanos??’

, 0 US foi utilizado em intensidades variando de
0,8 a 2 W/cm? com tempos de aplicagdo de 7 a 12 minutos, e por fim, no estudo
realizado em cultura celular?®, foi utilizada a intensidade de 70 mW/cm? por 20
minutos.

Com relagdo ao modo de emissdo das ondas ultra-sénicas foi possivel

verificar que os estudos realizados em animais''2*

25-27

avaliaram o modo pulsado e
o continuo. Ja nos estudos em humanos e em cultura celularzs, o US foi
utilizado sempre no modo pulsado. A emissdo pulsada além de prevenir os
efeitos danosos da reflexdo, também ndo gera efeitos térmicos como a
continua®?.

Com relagdao ao numero de aplicagdes, houve grande variagdo em todos
os estudos analisados nesta revisao.

O mesmo pode ser afirmado com relagcdo aos efeitos obtidos pela
aplicagao deste recurso. Assim, com a literatura existente ndo é possivel
estabelecer um consenso na relagao parametros dosimétricos versus efeitos

obtidos.

Concluséo

O potencial terapéutico do ultra-som em tecido muscular ainda esta longe
de ser estabelecido. Ha necessidade de pesquisas que utilizem modelos
celulares, animais e clinicos randomizados e que padronizem os parametros
dosimétricos adotados. Somente assim sera possivel indicar a terapéutica

adequada a cada tipo de lesdo muscular.
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Resumo

O remodelamento muscular envolve a reacao inflamatéria, necrose das
células danificadas, fagocitose de restos necréticos, proliferagdo de células
satélites de reserva e de fibroblastos, e a recuperagdo gradual das
propriedades funcionais do musculo. O remodelamento da matriz extracelular
(MEC) do musculo é principalmente influenciado pelas metaloproteinases de
matriz (MMPs), enzimas que tém a habilidade de regular a composi¢cao da
MEC. No musculo esquelético, a MMP-2 e a MMP-9 parecem estar envolvidas
na resposta a injuria, assim como a miopatias e alteragdes inflamatdrias. Uma
das terapias mais utilizadas para reparagcdo muscular envolve um agente
eletrofisico, o ultra-som (US). No entanto, ndo existem evidéncias suficientes
da sua efetividade sobre a regeneragdo muscular e ndo ha ainda consenso
sobre os parametros apropriados para alcangar esse objetivo. O presente
estudo avaliou o efeito do US sobre a proliferagdo de células satélites bem
como sobre a atividade gelatinolitica destas mesmas células. Para tanto,
culturas celulares da linhagem C2C12 foram irradiadas com US no modo
pulsado a 20%, nas freqiiéncias de 1 e 3 MHz, intensidades de 0,2 e 0,5W/cm?
durante 2 ou 5 minutos. A proliferacao celular foi mensurada indiretamente 72
horas apds a irradiacdo por meio da avaliacdo da atividade mitocondrial das
células pelo método MTT e a atividade gelatinolitica foi avaliada por zimografia
e andlise de densitometria. Nao houve diferenga significante na proliferagéo
celular, entre os mioblastos tratados com ultra-som e as culturas controles apos
72 horas de incubagao e também na analise de densitometria dos géis. Assim,
o ultra-som n&o alterou a proliferagado, viabilidade e atividade gelatinolitica dos

mioblastos C2C12 usando os parametros acima.

Palavras-chave: Ultra-som; Cultura cellular; Mioblastos; Proliferacao; MMP.
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Introducéo

O remodelamento muscular pode ser dividido em trés fases distintas. Na
primeira fase, a inflamacédo, a necrose das miofibrilas danificadas e a
fagocitose dos restos necréticos sdo as principais caracteristicas. O objetivo de
qualquer tratamento nesta fase sera limitar a extensdo do hematoma e modular
a reacdo inflamatéria’?. Na fase de reparo ou regeneragdo, a principal
caracteristica € a proliferacdo de células satélites reserva e de fibroblastos
originados do endomisio, seguida de uma ativa sintese protéica. As células
musculares quiescentes precursoras mononucleadas (mioblastos, células
satélites) se tornam ativas, proliferam, diferenciam e se fundem para formar
células musculares jovens multinucleadas, conhecidas como miotubos. Os
miotubos entdo se diferenciam e amadurecem para dar origem a uma fibra
muscular totalmente funcional®. Esses processos sdo controlados por varios
componentes da matriz extracelular (MEC) desintegrada, pelas membranas
plasmaticas e por varios fatores de crescimento. A fase da cicatrizacao,
maturacao ou remodelamento muscular é caracterizada por uma recuperacao
gradual das propriedades funcionais do musculo, incluindo a recuperagao da
resisténcia a tracao do seu componente conjuntivo. O remodelamento da MEC
fornece suporte estrutural e protecdo, e é importante na manutencdo da
integridade funcional das fibras*°.

O remodelamento da MEC em condi¢des fisioldégicas e patoldgicas é
realizado principalmente pelas metaloproteinases de matriz (MMPs), que sao
uma familia de enzimas zinco-dependentes que tém a capacidade de regular a
composicdo da matriz*°. As MMPs s3o classificadas em seis grandes
subfamilias com base em suas estruturas primarias, organizagcao de dominio,
especificidade de substrato e localizagdo celular. No musculo esquelético,
MMP-2 (também conhecida como gelatinase A) e MMP-9 (também conhecida
como gelatinase B) estdo envolvidas nas respostas as lesdes, bem como em
miopatias inflamatdrias e alteracdes inflamatérias induzidas®.

Como o processo de reparo muscular € muito lento e, dependendo da
gravidade da lesédo, muitas vezes ocorre uma recuperag¢ao parcial, encontrar a
melhor forma de tratamento para todas as fases da reparacdo muscular € uma
questdo desafiadora em reabilitacdo’”’. O ultra-som (US) é o agente eletrofisico

mais amplamente disponivel e o mais freqlientemente utilizado no tratamento
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fisioterapico de lesdes musculo-esqueléticas®. No entanto, com as evidéncias
biofisicas atuais ainda ha muitas duvidas em relacdo ao mecanismo de acio do
ultra-som terapéutico pulsado bem como os parametros adequados para atingir
a regeneracdo muscular desejada®®'?. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da irradiagdo do ultra-som sobre a proliferacdo de
células satélites e remodelamento por meio da avaliacdo da atividade de
proteinases.

Material e Métodos

Cultura celular

A linhagem das células C2C12 €& um subclone da linhagem celular de
mioblastos C2, células derivadas de células-satélite de ratos adultos' e foram
doadas pelo Dr. José Ernesto Belizario da Universidade de Sao Paulo, Brasil.
As células C2C12 foram cultivadas em meio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM, CULTILAB, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS, CULTILAB), e 1% antibidtico solugdo antimicética
(CULTILAB), a 37°C, em uma atmosfera umida com 5% de CO,. As células
foram mantidas em densidades de subconfluéncia e subcultivadas a cada 2-3
dias. Antes dos experimentos, todas as culturas de células foram examinadas
com um microscoépio de luz (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e a
viabilidade das culturas foi confirmada pelo teste de exclusdo Azul de Trypan
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Modelo de aplicacéo do ultra-som

Para a aplicagdo do ultra-som utilizamos um aparelho Sonomaster
Microcontrolled Comunicator (KW Eletrbnica, Amparo, SP/Brasil), nas
frequéncias de 1 e 3 MHz, intensidades de 0,2 € 0,5 W/cmz, no modo pulsado a
20% e tempos de 2 e 5 minutos.

As aplicagbes foram realizadas no interior de um banho-maria com
controle termostatico (Nova Técnica NT271, Piracicaba, SP, Brasil) para
manter a temperatura constante de 37°C. O reservatério apresentava dimenséao
interna de 16 cm x 30 cm x 49 cm e suas paredes laterais e inferior foram

cobertas por borracha para eliminar reflexos multiplos. O tanque foi preenchido
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com agua destilada, deionizada, desmineralizada que era substituida antes de
cada experimento.

As células de cada grupo experimental foram preparadas em tubos de
ensaio (tubo Falcon estéril). Um aparato de madeira foi desenvolvido para fixar
a cabeca do transdutor (3,2 cm de didmetro) e os tubos de cultura, de modo
que o US pudesse ser transversalmente irradiado na diregao das extremidades
inferiores dos tubos a uma distancia de 3 cm (Figura 1), de acordo com o
esquema proposto por Mukai et al. (2005)14. Culturas controle foram
submetidas ao mesmo procedimento, porém com o aparelho de US desligado.

Os grupos experimentais estao descritos na tabela 1.

Temperatura da agua

Transdutor Tubo “falcon”

(37°C)

Borracha Borracha

Precipitado Haste
celular de madeira

Figura 1. Representacdo esquematica do aparato para aplicagao do

ultra-som na cultura celular. Adaptado de Mukai et al. (2005)

Tabela 1 — Grupos experimentais

Grupo Frequéncia Tempo Intensidade
(MHz) (Minutos) (W/cm?)
1 1 2 0,2
2 1 2 0,5
3 1 5 0,2
4 1 5 0,5
5 3 2 0,2
6 3 2 0,5
7 3 5 0,2
8 3 5 0,5
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Apods a irradiagdo, as células controle (ndo irradiadas) e as tratadas
(irradiadas) foram ressuspendidas em meio DMEM contendo 10% Soro Fetal
Bovino (SFB) e plaqueadas (103 células/pogo) em placas de 96 pogos. Para a
analise de viabilidade, as culturas foram incubadas em uma atmosfera umida
de 5% CO, por 72 h. Em seguida, a analise da atividade mitocondrial foi
realizada para avaliar a viabilidade celular.

A fungdo mitocondrial dos mioblastos C2C12 foi avaliada por meio do
ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Depois da irradiagao e incubagao por 72
horas, o MMT foi adicionado as culturas celulares numa concentragao de 0,5
mg/mL e as células foram incubadas num ambiente umido,contendo 5% CO; a
37° por 3 h. Depois deste periodo, 100 uL de isopropanol foi adicionado em
cada poco para dissolver os cristais formazan. A absorbancia foi medida a 620
nm usando um leitor de microplacas (Anthos2020, Anthos Labtec Instruments,
Wals, Austria). Os dados de absorbancia, correspondente a viabilidade celular,
foram obtidos em quadruplicata e estdo apresentados como médias + desvio

padrao.

Atividade gelatinolitica

A atividade gelatinolitica do sobrenadante de todas as amostras das
culturas de células foi detectada por SDS-gel de gelatina por zimografia.
Resumidamente, o conteudo de proteina total foi estimado utilizando o teste de
Bradford (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA), seguindo o método de
Bradford. Para o ensaio enzimatico, géis de SDS (10%) foram preparadas com
1 mg/mL de gelatina e proteinas de 30 mg foram carregados por faixa, sem
reducdo. Apds a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes durante 15
minutos cada um com 2,5% Triton X-100 para eliminar SDS. Os géis foram
entdo incubados overnight a 37°C em tampao de substrato Tris-HCI 50 mM, pH
8,5, CaCl, 5 mM, e NaN3; 0,02%). Os géis foram corados por 30 min, com
0,05% de Coomassie blue R-250 em &cido acético: metanol: agua (1:4:5) e
descorado na mesma solugédo. Todos os géis foram preparados e executados
ao mesmo tempo. As bandas de todos os geéis e de todos os grupos

experimentais foram quantificadas por densitometria utilizando o software
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Image J (Software: Image Processing and Analysis in Java - Image J 1.41,
NIH), sendo que cada banda foi mensurada trés vezes para se obter a média e
o desvio padrao. Ensaios enzimaticos também foram realizados na presenga
de EDTA 15 mM. As metaloproteinases sdo enzimas zinco-dependentes e o
EDTA se quela ao zinco vinculado a metaloproteinase, inibindo assim a sua

atividade.

Anélise estatistica

As comparagbes entre os grupos foram realizadas por andlise de
variancia (ANOVA). O teste de Dunnet foi utilizado para determinar diferencas
significativas entre os grupos experimentais e o grupo controle. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram
analisados por meio do programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, E.U.A.). Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata e repetidos por trés vezes, embora apenas um experimento unico

representativo de trés esta exposto em cada figura.

Resultados
Efeito do ultra-som pulsado de baixa intensidade sobre a proliferagéo
celular

Nao houve diferenga significativa na proliferacdo celular, avaliada pelo
método MTT, entre as culturas celulares tratadas com ultra-som e as culturas
controle, apds 72 horas de incubacgao. A Figura 2 (1 MHz) e a Figura 3 (3 MHz)
mostram a comparagdo da viabilidade de células C2C12 irradiadas nos

parametros citados acima, com as células nao-irradiadas.
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Figura 2. Viabilidade celular mensurada em absorbéncia pelo método MTT das
culturas de células C2C12 irradiadas com ultra-som pulsado de baixa
intensidade de 1 MHz durante 2 ou 5 minutos nas intensidades de 0,2 e 0,5
W/cm?
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Figura 3. Viabilidade celular mensurada em absorbancia pelo método MTT das
culturas de células C2C12 irradiadas com ultra-som pulsado de baixa
intensidade de 3 MHz durante 2 ou 5 minutos nas intensidades de 0,2 ou 0,5
W/cm?.
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Efeito do ultra-som terapéutico pulsado na atividade de gelatinase nos

sobrenadantes das culturas celulares

A figura 4 mostra a atividade gelatinolitica presente nos sobrenadantes
das culturas de todos os grupos experimentais. Cada faixa representa um
conjunto de quatro amostras dos diferentes grupos. Todas as amostras
apresentaram atividade gelatinolitica semelhante. As massas moleculares que
proporcionaram hidrélise da gelatina foram de aproximadamente 62 kDa,
sugerindo a forma ativa da MMP-2. As amostras foram testadas com o acido

etilenodiaminotetracético (EDTA, ndo mostrado) e ndo houve atividade.

o Y s e

D E

404 -

Figura 4. Deteccao da atividade gelatinolitica nos meios de cultura por meio de

zimografia. Cada linha representa um grupo experimental - A: Controle; B:
0,2W/cm? - 2min - 1MHz; C: 0,5W/cm? - 2min - 1MHz; D: 0,2W/cm? - 5min -
1MHz; E- 0,5W/cm? - 5min - 1MHz ; F: 0,2W/cm? - 2min - 3MHz; G: 0,5W/cm? -
2min - 3MHz; H: 0,2W/cm? - 5min - 3MHz; I: 0,5W/cm? - 5min - 3MHz.

Na analise de densitometria dos géis a concentracdo de proteinase dos
grupos é apresentada como meédia e desvio padrdo e foi determinada
somando-se a densidade Optica integrada obtida (expressos em unidades

arbitrarias) pelas trés bandas (pro-enzima, intermediaria e forma ativa).
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Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre o controle e os grupos

experimentais, tanto em 1 MHz, como em 3 MHz (Figura 5).
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1,00 - ] : t 1 l * I
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0,00 \ \ \ \ \ \ \ \ \

controle 02W 05W 02W 05W 02W 05W 02W 0,5W
2min 2min 5min 5min 2min 2min 5min 5min
1MMHz 1MHz 1MHz 1MHz 3MHz 3MHz 3MHz 3MHz

Unidades arbitrarias

Dosagem do ultra-som

Figura 5. Concentracéo de proteinase (gelatinase) expressa em média e desvio
padrdo, determinada pela soma da densidade Optica integrada (expressa em
unidades arbitrarias). N&o foi encontrada diferenga estatisticamente significante
entre os grupos controle e experimentais, tanto em 1 MHz como em 3 MHz.
(*p< 0,05; ANOVA - Dunnet).

Discusséo

Até o presente momento n&o se encontra na literatura um trabalho que
avalie o efeito do ultra-som terapéutico pulsado sobre a proliferacdo e a
viabilidade de células musculares, bem como sobre sua atividade gelatinolitica.

Com base nisso, o presente estudo teve este objetivo ao adotar este
modelo experimental, onde pode-se observar que nos parametros avaliados a
irradiagdo por US nao influenciou a viabilidade dos mioblastos C2C12 e né&o
proporcionou taxas de crescimento celular superiores aos observados nas
culturas controle. Estes resultados foram obtidos pelo ensaio MTT, que avalia a

atividade mitocondrial.
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A cultura celular é, por definicdo, um artefato, no entanto, permite que o
investigador tenha um controlo rigoroso sobre diversas variaveis do processo e
possa fazer questionamentos de maneira mais sistematica'®. Portanto, estudos
in vitro como o presente trabalho sdo importantes complementos dos estudos
in vivo.

Foi utilizada a linhagem celular C2C12 porque essas células sdo um
subclone da linhagem de mioblastos C2 isoladas de células-satélites de ratos
adultos, apresentam a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais, e
sao comumente usadas como modelo para estudar a proliferacdo e a
diferenciagao de células musculares. Além disso, o uso de linhagens celulares
como modelos para a analise da proliferagao celular elimina a possibilidade da
influéncia do US sobre a producao de fatores de crescimento de células nao
miogenicas contidas em culturas primarias, como fibroblastos e
macrofagos'°.

Além disso, o protocolo de -cultura celular adotado possibilita a
“eliminacdo” dos efeitos térmicos do US e o estudo dos efeitos mecanicos do
mesmo, na tentativa de identificar seu mecanismo de agdo'®. Embora a
exposig¢ao ao ultra-som nao tenha aumentado a temperatura global do sistema
experimental (n&o houve alteragdo na temperatura da agua durante a aplicagéo
do US), é dificil determinar se ocorreram aumentos de temperatura na
superficie ou nos microambientes celulares. No entanto, afericbes diretas de
alteragcbes de temperatura nestes microambientes n&do sao atualmente
possiveis'.

Um segundo aspecto importante quando se projeta experimentos para
avaliar terapias, € o quanto é possivel adaptar o procedimento para aplica-lo no
modelo adotado. Como o ultra-som terapéutico tem uma faixa de frequéncia de
0,75 a 3 MHz, e a maioria dos aparelhos e dos estudos usam uma frequéncia
de 1 ou 3 MHz'"?, estas duas freqiiéncias foram avaliadas no presente estudo.
As intensidades de saida foram 0,5 e 0,2 W/cm?, e tempos de aplicagdo de 2
ou de 5 minutos. A intensidade média, portanto, foi de 0,1 e 0,04 W/cm?. Como
o cabegote do ultra-som tinha uma area de irradiacdo efetiva de 3,2 cm?, as
poténcias de saida do aparelho foram de 0,32 W e de 0,128 W.

A maioria dos estudos que avaliou o efeito do US no musculo esquelético

em animais, utilizou intensidades de 0,1 a 3 W/cm? e periodos de aplicagdo de



44

5 a 15 minutos. No entanto, nos estudos em humanos o US foi utilizado em
intensidades que variaram de 0,8 a 2 W/cm? com tempos de aplicacdo de 7 a

128111722 De acordo com Warden e McMeeken (2002)% os

14 minutos
terapeutas predominantemente usam o US de ondas pulsadas em intensidades
de 0.51 a 2 W/cm? e periodos de aplicacéo de 2 a 20 min.

A respeito do modo de emiss&o das ondas ultrasonicas, verifica-se que os
estudos que avaliaram o efeito do US em musculos esqueléticos de animais,
usaram o modo pulsado e o continuo. No entanto, em estudos que avaliaram o
US em musculo esquelético de humanos, o US foi sempre usado no modo
pulsado™?"'"1722  Assim, o ultra-som no modo pulsado a 20% foi adotado no
presente estudo. Além disso, a emissdo pulsada n&o gera efeitos térmicos
como a emissao continua e também previne os efeitos danosos da reflexao,
pois quando as ondas refletidas encontram outras ondas geradas acaba por
formar uma onda ultrasénica permanente com efeito adverso sobre o tecido®
5 Foi utilizada ainda agua destilada, deionizada, desmineralizada como meio
de transmiss&o para prevenir os efeitos de reflexao™.

A comparacao dos resultados obtidos nos ensaios sobre os efeitos
terapéuticos do US é muito dificil, pois os efeitos dependem do tipo de célula,
do tipo de tecido, da patologia, e também da dosagem utilizada. Além disso, o
US é agraciado com um grande numero de parametros que se combinam para
construir a dose final'?.

Ao analisar os ensaios in vitro, se observa que alguns autores relatam

26-29  células

que o US promove a proliferagdo de osteoblastos, fibroblastos
endoteliais®® e condrécitos™. No entanto, outros trabalhos ndo demonstraram
de forma significativa os efeitos aditivos do US sobre a proliferacdo de
fibroblastos®!, de células provenientes de discos intervertebrais de bovinos®,
de células uro-epiteliais® e de condrécitos®>°. Alguns estudos relatam até
mesmo uma diminuicdo no numero de fibroblastos apds o tratamento com
US36_38.

Apenas um artigo que analisa o efeito do US sobre culturas de mioblastos
C2C12 foi encontrado na literatura, mas os parametros e objetivos eram muito
diferentes dos adotados neste estudo, pois avaliaram a diferenciacdo de
células C2C12 apds a aplicagao do US na frequéncia de 1,5 MHz, intensidade

de 70 mW/cm? durante 20 min, observando que o US estimulou a diferenciagéo
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das células C2C12 em osteoblastos e condroblastos, tornando dificil a
comparacao dos resultados *°.

De qualquer modo, mesmo se fosse considerado que o US ndo tem
efeito sobre células satélites in vitro, deve-se considerar que, in vivo, muitos
outros tipos celulares podem responder aos estimulos mecéanicos do US e
também ha muitos fatores soluveis como fatores de crescimento, lipidios
mitogénicos, citocinas inflamatérias e hormdnios que sdo conhecidos
reguladores da proliferagédo celular. Além disso, o US embora ndo tenha gerado
estimulo proliferativo, também n&o impediu o crescimento celular.

De fato, foi demonstrado que o US pulsado aumenta a proliferacdo de
células satélites e de fibroblastos em modelo experimental de lesdo contusa em
musculo gastrocnémio de rato’. Além disso, foi demonstrado que o tratamento
com US melhora a extensibilidade muscular*’, a producéo de forca apds lesdo
por contracdo®, e pode aumentar a diferenciagdo das células musculares em
modelo animal’. No entanto, outros autores que também utilizaram modelo
experimental animal, foram incapazes de demonstrar um aumento
estatisticamente significativo na massa muscular ou na regeneragao tecidual
em lesdes musculares tratadas com o US'""8'° Esta controvérsia apdia a idéia
de que ainda ha uma escassez de evidéncia cientifica sobre a eficacia do US
na reparacdo muscular ou que os protocolos de tratamento comumente
empregados para o ultra-som ndo sao capazes de prover a eficacia

terapéutica” '

, muito disso devido também a grande variagdo dos parametros
adotados em cada trabalho, além da metodologia utilizada, que dificulta a
comparacao ou complementacao de resultados.

Por outro lado, o reparo do musculo estriado requer nao apenas
proliferacdo, mas também interacado equilibrada entre células musculares, MEC
e metaloproteinases, neovascularizagdo, e a adesdo de fibras musculares a
matriz extracelular®’.

As MMP-2 e MMP-9 degradam colagenos do tipo IV e V, bem como
colagenos desnaturados intersticiais. Enquanto a MMP-2 também ¢é secretada
no musculo esquelético por fibroblastos e células satélites, a MMP-9 é
produzida principalmente por leucdcitos®. Na maioria dos estudos, a MMP-2
estd relacionada com a regeneracdo de novas fibras musculares,

possivelmente devido a degradacéo do colageno tipo IV na membrana basal*?.



46

Também tem sido demonstrado que os mioblastos C2C12 secretam MMP-2 de
uma forma constitutiva®®.

As analises dos resultados da zimografia revelaram atividade gelatinolitica
similar em todas as amostras experimentais. A massa molecular das bandas
que proporcionaram hidrélise da gelatina eram de aproximadamente 62 kDa,
sugerindo a forma ativa de MMP-2. Assim, sugere-se que nesses parametros o
US nao exerce efeito sobre a produgao de proteinases, ou mais, que o US nao
exerce efeito sobre a producdo de MMP-2 pelos mioblastos. Nenhum trabalho
que descrevesse o efeito do US sobre a producdo de MMP por mioblastos foi
encontrado, assim, nao foi possivel comparar os resultados do presente
trabalho.

Muitas questdes surgem deste trabalho, assim, novos estudos devem ser
conduzidos com o objetivo de entender o mecanismo da bioestimulagédo do US
sobre as células do musculo esquelético. Além disso, esses estudos podem
também determinar os parametros corretos para otimizar a bioestimulagcéo dos

mioblastos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, buscou-se aliar os dados obtidos por meio da pesquisa
bibliografica sobre a utilizagdo do US em tecido muscular, com um modelo
experimental in vitro onde fosse possivel avaliar o efeito deste recurso
terapéutico sobre a célula mais representativa deste tecido, o mioblasto.

Com os dados do levantamento bibliografico, verifica-se que até o
presente momento ndo ha suporte cientifico para a utilizagdo do ultra-som
terapéutico pulsado no tratamento de lesdes musculares, devido a caréncia de
estudos em modelos celulares e animais e de estudos clinicos randomizados e
controlados.

Ja no estudo in vitro, constatou-se que o US nao alterou a proliferagao, a
viabilidade e a atividade gelatinolitica dos mioblastos C2C12 quando expostos
a irradiagdo nos parametros descritos. Por outro lado, se evidenciou também
que o US nédo é lesivo as células musculares, mantendo nos grupos
experimentais viabilidade similar a do grupo controle.

Como este agente terapéutico continua sendo largamente utilizado com o
objetivo de acelerar o processo de reabilitagdo do musculo esquelético, pode-
se concluir que ha necessidade premente da realizacdo de novos estudos nos
diversos modelos a fim de que se possa num futuro proximo estabelecer seu

real papel como recurso terapéutico.



52

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Grounds MD, White JD, Rosenthal N, Bogoyevitch MA. The Role of Stem
Cells in Skeletal and Cardiac Muscle Repair. J Histochem Cytochem
2002;50:589-610.

2. Seale P, Rudnicki MA. A new look at the origin,f unction and “stem-cell
"status of muscle satellite cells.Dev Biol 2000;218(2):115-24.

3. Kumar A, Mohan S, Newton J, Rehage M, Tran K, Baylink DJ. Pregnancy-
associated Plasma Protein-A Regulates Myoblast Proliferation and
Differentiation through an Insulin-like Growth Factor-dependent Mechanism.
J Biol Chem 2005;280(45):37782-9.

4. Dogra C, Hall SL, Wedhas N, Linkhart TA, Kumar A. Fibroblast growth factor
inducible-14 (Fn14) is required for the expression of myogenic regulatory
factors and differentiation of myoblasts into myotubes: Evidence for TWEAK-
independent functions of Fn14 during myogenesis. J Biol Chem
2007;282(20):15000-10.

5. Goetsch SC, Hawke TJ, Gallardo TD, Richardson JA, Garry DJ.
Transcriptional profiling and regulation of the extracellular matrix during
muscle regeneration. Physiol Genomics 2003;14(3):261-71.

6. Stetler-Stevenson WG. Dynamics of matrix turnover during pathologic
remodeling of the extracellular matrix. Am J Pathol 1996;148(5):1345-50.

7. Massova |, Kotra LP, Fridman R, Mobashery S. Matrix metalloproteinases:
structures, evolution, and diversification. FASEB J 1998;12:1075-95.

8. Carmeli E, Moas M, Reznick AZ & Coleman R. Matrix metalloproteinases
and skeletal muscle: a brief review. Muscle Nerve 2004; 29(2):191-7.

9. Koskinen SAQO, Kjaer M, Mohr T, Sorensen FB, Suuronen T ,Takala TES.
Type IV collagen and its degradation in paralyzed human muscle: effect of
functional electrical stimulation. Muscle Nerve 2000;23(4):580-9.

10.Verzola RMM, Mesquita RA, Peviani S, Ramos OHP, Moriscot AS, Perez S,
et al. Early remodeling of rat cardiac muscle induced by swimming training.
Braz J Med Biol Res 2006;39(5):621-7.

11.Haas TL, Milkiewicz M, Davis SJ, Zhou AL, Egginton S, Brown MD, et al.

Matrix metalloproteinase activity is required for activity-induced



53

angiogenesis in rat skeletal muscle. Am J Physiol Heart Circ Physiol
2000;279(4):H1540-7.

12.Carmeli E, Moas M, Lennon S, Powers SK. High intensity exercise
increases expression of matrix metalloproteinases in fast skeletal muscle
fibres. Exp Physiol. 2005 Jul;90(4):613-9.

13.Van Gieson EJ, Skalak TC. Chronic vasodilation induces matrix
metalloproteinase 9 (MMP-9) expression during microvascular remodeling in
rat skeletal muscle. Microcirculation 2001; 8(1):25-31.

14.Rucavado A, Escalante T, Teixeira CF, Fernandes CM, Diaz C, Gutierrez
JM. Increments in cytokines and matrix metalloproteinases in skeletal
muscle after injection of tissue-damaging toxins from the venom of the
snake Bothrops asper. Mediators Inflamm 2002;11(2):121-8.

15.Baker KG, Robertson VL, Duck FA. A review of therapeutic ultrasound:
biophysical effects. Phys Ther 2001;81(7):1351-1358.

16.Speed, C.A., Therapeutic ultrasound in soft tissue lesions. Rheumatology
(Oxford) 2001;40:1331-6.

17.Sundaram J, Mellein BR, Mitragotri S. An experimental and theoretical
analysis of ultrasound-induced permeabilization of cell membranes. Biophys
J 2003;84(5):3087-101.

18.Blume K, Matsuo E, Lopes MS, Lopes LG. Dosimetria proposta para o
tratamento por ultra-som - uma revisdo de literatura. Fisioter Mov 2005;
18(3):55-64.

19.Ferrari RJ, Picchi LD, Botelho AP, Minamoto V. Processo de regeneragao
na lesédo muscular: uma revisdo. Fisioter Mov 2005;18(2):63-71.

20.Franco AD, Pereira LE, Groschitz M, Aimbire F, Martins RABL, Carvalho
RA. Analise do efeito do ultra-som no edema inflamatério agudo — estudo
experimental. Fisioter Mov 2005;18(2):19-24.

21.Mitragotri S. Healing sound: the use of ultrasound in drug delivery and other
therapeutic applications. Nat Rev Drug Discov 2005;4:255-60.

22.Bassoli DA. Avaliacdo dos efeitos do ultra-som pulsado de baixa
intensidade na regeneragdo de musculos esqueléticos com vistas a
aplicabilidade em clinica fisioterapéutica [dissertagdo]. S&o Carlos (SP):
Univ. Sao Paulo; 2001.



54

23.Warden SJ, Fuchs RK, Kessler CK, Avin KG, Cardinal RE, Stewart RL.
Ultrasound Produced by a Conventional Therapeutic Ultrasound Unit
Accelerates Fracture Repair. Phys Ther 2006;86(8):1118-27.

24.Pong M, Umchid S, Guarino AJ, Lewin PA, Litniewski J, Nowicki A, et al. In
vitro ultrasound-mediated leakage from phospholipid vesicles. Ultrasonics
2006;45:133-45.

25.Carvalho PTC, Silva IS, Reis FA, Belchior ACG, Aydos RD, Facco GG, et al.
Histological study of tendon healing in malnourished wistar rats treated with
ultrasound therapy. Acta Cir Bras 2006;21(4):13-7.

26.Monte-Raso VV, Barbieri CH, Mazzer N, Fazan VPS. Os efeitos do ultra-
som terapéutico nas lesdes por esmagamento no nervo ciatico de ratos:
analise funcional da marcha. Rev Bras Fisioter 2006;10(1):113-9.

27.Frasson NFV, Parizotto NA, Taciro C. Analise nanoestrutural da acdo do
ultra-som terapéutico sobre o processo de regenaragcao do tendao de ratos
adultos. Congresso de Iniciagao Cientifica, 15, 2007, S&o Carlos. Anais de
Eventos da UFSCar 2007; 3: 533.

28.Johns LD. Nonthermal effects of therapeutic ultrasound: the frequency
resonance hypothesis. J Athl Train 2002;37(3):293-9.

29.Mendonga AC, Ferreira AS, Barbieri CH, Thomazine JA, Mazzer N. Efeitos
do ultra-som pulsado de baixa intensidade sobre a cicatrizagédo por segunda
intencdo de lesbes cutidneas totais em ratos. Acta Ortop Bras
2006;14(3):152-7.

30.Dalecki D. Mechanical bioeffects of ultrasound. Annu Rev Biomed Eng
2004; 6:229-48.

31.Freshney RI. Culture of animal cells. A manual of basic technique. 5a ed.
New York (NY): Wiley-Liss; 2005.

32.Campbell P, Prausnitz MR. Future directions for therapeutic ultrasound.
Ultrasound Med Biol 2007; 33(4):657-658.

33.Vivino AA, Boraker DK, Miller D, Nyborg W. Stable cavitation at low
ultrasonic intensities induces cell death and inhibits 3H-TdR incorporation by
Con-A-stimulated murine lymphocytes in vitro. Ultrasound Med Biol.
1985;11:751-9.

34.Mortimer AJ, Dyson M. The effect of therapeutic ultrasound on calcium
uptake in fibroblasts. Ultrasound Med Biol. 1988;14:499-506.



55

35.Fahnestock M, Rimer VG, Yamawaki PR, Edmonds PD. Effects of
ultrasound exposure in vitro on neuroblastoma cell membranes. Ultrasound
Med Biol 1989;15:133-144.

36.De Deyne PG, Kirsch-Volders M. In vitro effects of therapeutic ultrasound on
the nucleus of human fibroblast. Phys Ther 1995;75:629-634.

37.Ramirez A, Schwane JA, McFarland C, Starcher B. The effect of ultrasound
on collagen synthesis and fibroblast proliferation in vitro. Med Sci Sports
Exerc 1997;29:326-32.

38.Doan N, Reher P, Meghji S, Harris M. In vitro effects of therapeutic
ultrasound on cell proliferation, protein synthesis and cytokine production by
human fibroblasts, osteoblasts and monocytes. J Oral Maxillofac Surg
1999;57:409-19.

39.Johns LD, Colloton PA, Neuenfeldt J. Effects of therapeutic ultrasound on T
cell proliferation and IL-2 production. J Athl Train 1999;34(suppl):S24.

40.Reher P, Doan N, Bradnock B, Meghji S, Harris M. Effect of ultrasound on
the productin of IL-8, basic FGF and VEGF. Cytokine 1999;11:416-23.

41.Harle J, Mayia F, Olsen |, Salih V. Effects of ultrasound on transforming
growth factor-B genes in bone cells. Eur Cell Mater 2005;10:70-7.

42.Maddi A, Hai H, Ong ST, Sharp L, Harris M, Meghji S. Long wave ultrasound
may enhance bone regeneration by altering OPG/RANKL ratio in human
osteoblast-like cells. Bone 2006;39:283-8.

43.Tang CH, Yang RS, Huang TH, Lu DY, Chuang WJ, Huang TF, et al.
Ultrasound stimulates cyclooxygenase-2 expression and increases bone
formation through integrin, focal adhesion kinase, phosphatidylinositol 3-
kinase, and akt pathway in osteoblasts. Mol Pharmacol 2006;69(6):2047-57.

44 .lwabuchi S, Ito M, Hata J, Chikanishi T, Azuma Y, Haro H. In vitro evaluation
of low-intensity pulsed ultrasound in herniated disc resorption. Biomaterials
2005;26(34):7104-14.

45.Miyamoto K, An HS, Sah RL, Akeda K, Okuma M, Otten L, et al. Exposure
to pulsed low intensity ultrasound stimulates extracellular matrix metabolism
of bovine intervertebral disc cells cultured in alginate beads. Spine
2005;30(21):2398-405.



56

46.Mukai S, Ito H, Nakagawa Y, Akiyama H, Miyamoto M, Nakamura T.
Transforming growth factor B1 mediates the effects of low-intensity pulsed
ultrasound in chondrocytes. Ultrasound Med Biol 2005;31(12):1713-21.

47.Park K, Hoffmeister B, Han DK, Hasty K. Therapeutic ultrasound effects on
interleukin-1B stimulated cartilage construct in vitro. Ultrasound Med Biol
2007;33(2):286-95.

48.Zhou S, Schmelz A, Seufferlein T, Li Y, Zhao J, Bachem MG. Molecular
mechanisms of low intensity pulsed ultrasound in human skin fibroblasts. J
Biol Chem 2004;279(52):54463-9.

49.Lai J, Pittelkow MR. Physiological effects of ultrasound mist n fibroblast. Int J
Dermatol 2007;46:587-93.

50.Hill GE, Fenwick S, Matthews BJ, Chivers RA, Southgate J. The effect of
low-intensity pulsed ultrasound on repair of epithelial cell monolayers in
vitro. Ultrasound Med Biol 2005;31(12):1701-6.

51.Mizrahi N, Seliktar D, Kimmel E. Ultrasound-induced angiogenic response in
endothelial cells. Ultrasound Med Biol 2007; 33(11):1818-29.

52.1keda K, Takayama T, Suzuki N, Shimada K, Otsuka K, Ito K. Effects of low-
intensity pulsed ultrasound on the differentiation of C2C12 cells. Life Sci.
2006;79(20):1936-43.

53.Amack JD, Mahadevan MS. The myotonic dystrophy expanded CUG repeat
tract is necessary but not sufficient to disrupt C2C12 myoblast
differentiation. Hum Mol Genet 2001;10(8):1879-87.

54.Yoshiko Y, Hirao K, Maeda N. Differentiation in C2C12 myoblasts depends
on the expression of endogenous IGFs and not serum depletion. Am J
Physiol Cell Physiol 2002;283(4):C1278-86.

55.Lee MH, Jang MH, Kim EK, Han SW, Cho SY. Nitric Oxide induces
apoptosis in mouse C2C12 myoblast cells. J Pharmacol Sci 2005;97:369-76.

56.Ferrari RAM. Influéncia da desintegrina Alternagina-C, isolada do veneno de
Bobothrops Alternatus, em cultura primaria de mioblastos [dissertagao]. Sao
Carlos (SP): Univ. Federal de Sao Carlos; 2007.

57.Jarvinen TAH, Jarvinen TLN, Kaariainen M, Kalimo H, Jarvinen M. Muscle
Injuries: Biology and Treatment. Am J Sports Med 2005;33(5):745-64.



57

APENDICE

Representacdo fotografica do aparato para a aplicacdo do US
(Sonomaster Microcontrolled Comunicator KW Eletrénica, Amparo,

SP/Brasil) terapéutico na cultura celular.
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