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RESUMO

O ultrassom (US) tem sido utilizado para o tratamento clinico de uma série de
condigbes inflamatérias musculo esqueléticas porém, sua eficacia ainda nao
esta comprovada. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do US terapéutico na
regeneragcao do musculo esquelético de rato apds criolesdo bem como, seu papel
na expressdo de RNAm de fatores miogénicos (MyoD e miogenina). Foram
utilizados 100 ratos da linhagem wistar separados em grupo controle (n=10),
grupo sham (n=10), grupo criolesionado sem tratamento (n=40) e criolesionado
tratado com US (n=40). Nos grupos criolesionados a lesédo foi realizada no
musculo tibial anterior do lado esquerdo. Os animais do grupo criolesionado e US
foram avaliados apés 1, 7, 14 e 21 dias. Nos animais tratados os musculos foram
submetidos a tratamento com US pulsado com intensidade de 1 MHz e
intensidade de 0,8 W/cm2, esfera do cabecote de 3,5 cm, durante 1 minuto com
aplicagdes diarias. O peso corpdreo dos animais foi obtidos em todos os tempos
experimentais. Os musculos foram analisados morfologicamente pela coloragao
de hematoxilina & eosina. A expressao de fatores miogénicos (MyoD e miogenina)
foi avaliada por PCR em tempo real. A analise morfologica e semi-quantitativa do
edema, processo inflamatério, mionecrose e presencga de novas fibras mostrou
que o tratamento com US promoveu redugéo do quadro inflamatério agudo apés 1
dia de injuria porém, ndo modificou as demais fases do reparo muscular. Além
disso, 0 US néo alterou a expressdo de RNAmM de MyoD e miogenina em todos os
periodos e grupos experimentais avaliados. Conclui-se que o US pulsado nas
condicdes avaliadas n&do acelerou o processo de regeneracdo muscular e nao
interferiu na expressdo de fatores miogénicos relacionado com a proliferagcao
(MyoD) e diferenciacdo (miogenina) das células satélites. Entretanto, este recurso
terapéutico se mostrou eficiente na modulagdo do quadro inflamatério agudo em
musculo esquelético de rato apds crioleséo.

Palavra-chave: Musculo esquelético; Ultrassom; Reparo muscular; Miogénese



ABSTRACT

ltrasound has been used for the clinical treatment of a number of inflammatory
musculoskeletal conditions, but its efficacy has not yet been proven. The aim of the
present study was to assess the effect of therapeutic ultrasound on the regeneration
rat skeletal muscle following cryoinjury and determine its role in the expression of
myogenic factors (MyoD and myogenin). One hundred Wistar rats were
separated into a control group (n=10), sham group (n=10), cryoinjured group
without treatment (n=40) and cryoinjured group treated with ultrasound (n=40).
In the groups with cryoinjury, the injury was performed on the left tibialis anterior
muscle. Among the treated animals, the muscles were submitted to daily one-minute
applications of pulse ultrasound at a frequency of 1 MHz and intensity of 0.8
W/cm?. The animals in the cryoinjury and ultrasound groups were assessed after
one, seven, 14 and 21 days. Body weight was determined in all evaluation periods.
The muscles were morphologically analyzed using hematoxylin-eosin staining. The
expression of myogenic factors (MyoD and myogenin) was determined using
real-time PCR. The morphological and semi-quantitative analysis of edema,
inflammatory process, myonecrosis and the presence of new fibers revealed that
treatment with ultrasound promoted a reduction in the acute inflammatory process
on Day 1 following injury, but did not affect the other phases of muscle repair.
Ultrasound did not alter the expression of mRNA of MyoD or myogenin in any
evaluation period. In conclusion, pulsed ultrasound did not accelerate the muscle
regeneration process or affect the expression of proteins involved in myogenesis
under the conditions analyzed. However, ultrasound proved effective in

modulating the acute inflammatory process in rat skeletal muscle following

cryoinjury.

KEYWORD: Skeletal muscle; Ultrasound; Muscle repair; Myogenesis.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Os musculos esqueléticos representam cerca de 40 a 45% do peso
corpdreo total e sdo essenciais para o movimento do corpo, respiragcao e
manutencdo da postura. Esse tecido é dindmico e pode alterar suas
caracteristicas fenotipicas, proporcionando uma melhor adaptagao funcional
frente a estimulos variados. Sendo que, apds o nascimento, a massa muscular

e o fenétipo sdo determinados, em parte, por influéncias e sinais ambientais 2.

Devido a varias situagbes como lesdes em atletas, atrofias por desuso,
transplantes, distrofias musculares, existe consideravel interesse na

regeneracdo do musculo esquelético .

O processo de reparo muscular pode ser dividido em fases que se
interconectam denominadas de degeneragdo, inflamagdo, regeneracao,
formagao de fibrose e remodelamento. Na primeira e segunda fase pode ser
observada a formagdo de hematoma, necrose tecidual, degeneragdao e
resposta inflamatéria que ocorre nos primeiros dias apés a agressdo. Na
terceira nota-se fagocitose do tecido degenerado, regeneragdo das fibras
musculares, producdo tecidual e crescimento vascular. Esta por sua vez,
ocorre por volta de 7 a 10 dias, com pico maximo na 2% semana diminuindo na
3% semana. Na Ultima fase de fibrose e remodelamento ocorrem os processos
de maturagédo das fibras regeneradas e reorganizagao tecidual. Ao longo de
todas estas etapas existe uma intima relacdo entre as células e destas com a
matriz extracelular resultando na sinalizacdo de modificagdes qualitativas e

quantitativas na expressao de genes envolvidos na miogénese 45

Apos a agressao tecidual, ocorre o processo de formagao de novas
fibras musculares, este processo € descrito como miogénese, que se
caracteriza em uma cascata complexa de eventos, incluindo proliferacdo e a
diferenciagao das células precursoras ou mioblastos, que se fusionam para
formar os miotubos primarios e secundarios e a subsequente maturacao para
formar fibras musculares funcionais °. Durante esse processo de miogénese as
células conhecidas como células satélites tem um papel fundamental no

remodelamento muscular, pois sdo elas as responsaveis pela formagao de
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novas fibras musculares >*.

Todas as etapas da miogénese estdo associadas a expressao de
proteinas especificas envolvidas principalmente na organizagdo do aparato
contratil do musculo que estdo sob um controle genético restrito, mas podem
sofrer alteragdes a partir de estimulos internos (fatores de crescimento) e
externos (acdes terapéuticas, treinamento fisico) °. Paralelamente as
modificacdes dos seus componentes celulares, os musculos em situagdes de
remodelamento, exibem modificagdes nos componentes de sua matriz
extracelular (MEC) e nas enzimas que degradam esta matriz, conhecidas como
metaloproteinases de matriz (MMPs) 7821,

Com interesse em desenvolver recursos que acelerem o processo de
remodelamento muscular, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos, um dos
recursos bioestimulantes mais utilizados com esse objetivo no tecido muscular
esquelético é a eletroterapia com ultrassom (US). 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
aquisicao de seus objetivos " .

O US terapéutico ¢ utilizado na area de saude desde o final da década de 40
e, dependendo da frequéncia das ondas, é utilizado para o diagndstico por imagem,
cura terapéutica ou destruicdo tecidual '*'3. Trata-se de um dos recursos mais
utilizados pela fisioterapia para o tratamento das mais variadas lesdes musculo
esqueléticas agudas e cronicas '*'°. As ondas ultrassonicas sdo descritas como
aquelas que ultrapassam o limite da capacidade humana audivel 6. A energia do

sinal do US é absorvida, propagada ou refletida, dependendo de sua freqiéncia.

Os efeitos do ultrassom dependem dos seus parametros de aplicagao, a
quantidade de energia que ira alcangar um local especifico, estara relacionado com
as caracteristicas do US, ou seja com a frequéncia, modo que a onda sera gerada,
intensidade, amplitude, foco e uniformidade do feixe, influenciando diretamente na
producéo de efeitos térmicos e nao térmicos. Além disso, a impedancia acustica,

que é regida pela densidade dos tecidos que receberao, também estao diretamente
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relacionadas com a penetragéo da onda ultrassdnica e consequentemente com os

efeitos gerados "

O equipamento de US, possuem ondas sonoras, comumente entre uma
freqiéncia de 1 e 3 MHz, essa onda é propagada e viaja através dos tecidos, sendo
absorvida. Frequéncias altas de 3 MHz, s&o de rapida absor¢ao, especificas para
tratamento de tecidos superficiais, e frequéncias baixas de 1 MHz, penetram mais

facilmente e sdo empregadas para tratamento de tecidos mais profundos .

As ondas do US, podem ser geradas de dois modos, continuo e pulsado,
sendo a interrupgao de energia a diferenga entre eles. No modo continuo ndo ocorre
interrup¢ao de energia, havendo, portanto depdsito de energia nos tecidos, ja no
modo pulsado ocorre a interrupgao frequente de energia, sendo considerado nesse
modo a freqiiéncia de onda (f) e a freqliéncia de repeticio de pulso ( FRP). '8°.

A onda ultrassdnica é produzida em um cristal piezelétrico e seu potencial de
irradiagcéo de energia € determinado pela intensidade, que é transmitida pelo
transdutor. A dosagem de onda que cada tecido recebera, pode variar de acordo
com a amplitude de onda e da intensidade estabelecidas no US, na grande parte
dos estudos clinicos, observamos que a intensidade varia de 0,5 a 3 W/cm2 e de
modo geral os efeitos do US, tem sido relatados em intensidade baixas e no modo
pulsado de aplicacgo. 2% 2%

No que diz respeito aos seus efeitos térmicos (aquecimento) e nao
térmicos, sabemos que a medida que a onda ultrapassa os tecidos gera
consequéncias, como, por exemplo, o potencial de membrana celular é
alterado, fazendo com que ela fique mais permeavel a varios ions, como calcio
e so6dio, produzindo assim excitacao celular, melhorando sua atividade.
Quando aplicado no tecido na fase inflamatéria pos lesao, seu efeito geral é o
de facilitar a cascata inflamatéria, agindo como mediador pré inflamatério ou

até mesmo pro proliferativo 2.

Quando aplicado na fase de reparo tecidual ele € capaz de estimular as

células ativas e maximiza a atividade e a qualidade cicatricial, fazendo uma
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cicatriz mais funcional, sua movimentagao molecular, também gera calor no
24,25,26

local, provocando vasodilatagdo e melhor aporte sanguineo

Apesar de muitos efeitos beneficios ja atribuidos ao uso do US, na fase
de reparo tecidual, encontramos na literatura autores que obtiveram resultados
contraditorio com relagdo ao seu uso na regeneragdo do musculo esquelético.
Como por exemplo a auséncia na producdo de efeitos morfométricos no tecido
muscular ?’; auséncia de alteragdo de massa muscular, nimero de nutcleos por

28

fibra, area de seccao transversa e das proteinas contrateis “°; ndao houve

influéncia na massa muscular, concentragdo de proteinas totais, numero de
nicleos por fibra, e area de seccdo transversa 2° ; ndo houve efeitos

benéficos significantes na morfologia da regeneragdo muscular *° .

Buscamos neste trabalho preencher uma lacuna no conhecimento dos
efeitos do US terapéutico pulsado sobre os fatores miogénese e no processo
de regeneragdo muscular, para assim, contribuir na compreensédo do efeito
bioldgico deste recurso terapéutico e auxiliar no estabelecimento de padrdes

dosimétricos de seu uso clinico em tecidos musculares.
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RESUMO

O ultrassom (US) tem sido utilizado para o tratamento clinico de uma
série de condicdes inflamatérias musculo esqueléticas porém, sua eficacia
ainda ndo esta comprovada. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do US
terapéutico na regeneragcdo do musculo esquelético de rato apds criolesao bem
como, seu papel na expressdo de RNAm de fatores miogénicos (MyoD e
miogenina). Foram utilizados 100 ratos da linhagem wistar separados em grupo
controle (n=10), grupo sham (n=10), grupo criolesionado sem tratamento
(n=40) e criolesionado tratado com US (n=40). Nos grupos criolesionados a
lesdo foi realizada no musculo tibial anterior do lado esquerdo. Os animais do
grupo criolesionado e US foram avaliados apés 1, 7, 14 e 21 dias. Nos animais
tratados os musculos foram submetidos a tratamento com US pulsado com
intensidade de 1 MHz e intensidade de 0,8 W/cm2, esfera do cabecote de 3,5
cm, durante 1 minuto com aplicagdes diarias. O peso corporeo dos animais foi
obtidos em todos os tempos experimentais. Os musculos foram analisados
morfologicamente pela coloragdo de hematoxilina & eosina. A expressao de
fatores miogénicos (MyoD e miogenina) foi avaliada por PCR em tempo real. A
analise morfologica e semi-quantitativa do edema, processo inflamatério,
mionecrose e preseng¢a de novas fibras mostrou que o tratamento com US
promoveu redugdo do quadro inflamatério agudo apds 1 dia de injuria porém,
nao modificou as demais fases do reparo muscular. Além disso, o US nao
alterou a expressdao de RNAm de MyoD e miogenina em todos os periodos e
grupos experimentais avaliados. Conclui-se que o US pulsado nas condigdes
avaliadas n&o acelerou o processo de regeneragdo muscular e ndo interferiu na
expressdo de fatores miogénicos relacionado com a proliferagdo (MyoD) e
diferenciagdo (miogenina) das células satélites. Entretanto, este recurso
terapéutico se mostrou eficiente na modulagdo do quadro inflamatério agudo

em musculo esquelético de rato apds crioleséao.

Palavra-chave: Musculo esquelético, Ultrassom, Reparo muscular, Miogénese
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ABSTRACT

Ultrasound has been used for the clinical treatment of a number of
inflammatory musculoskeletal conditions, but its efficacy has not yet been
proven. The aim of the present study was to assess the effect of therapeutic
ultrasound on the regeneration rat skeletal muscle following cryoinjury and
determine its role in the expression of myogenic factors (MyoD and myogenin).
One hundred Wistar rats were separated into a control group (n=10), sham
group (n=10), cryoinjured group without treatment (n=40) and cryoinjured group
treated with ultrasound (n=40). In the groups with cryoinjury, the injury was
performed on the left tibialis anterior muscle. Among the treated animals, the
muscles were submitted to daily one-minute applications of pulse ultrasound at
a frequency of 1 MHz and intensity of 0.8 W/cm?. The animals in the cryoinjury
and ultrasound groups were assessed after one, seven, 14 and 21 days. Body
weight was determined in all evaluation periods. The muscles were
morphologically analyzed using hematoxylin-eosin staining. The expression of
myogenic factors (MyoD and myogenin) was determined using real-time PCR.
The morphological and semi-quantitative analysis of edema, inflammatory
process, myonecrosis and the presence of new fibers revealed that treatment
with ultrasound promoted a reduction in the acute inflammatory process on Day
1 following injury, but did not affect the other phases of muscle repair.
Ultrasound did not alter the expression of mMRNA of MyoD or myogenin in any
evaluation period. In conclusion, pulsed ultrasound did not accelerate the
muscle regeneration process or affect the expression of proteins involved in
myogenesis under the conditions analyzed. However, ultrasound proved
effective in modulating the acute inflammatory process in rat skeletal muscle

following cryoinjury.

KEYWORD: Skeletal muscle, Ultrasound, Muscle repair, Myogenesis.
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INTRODUCAO

O musculo esquelético possui uma grande capacidade de se reparar,
em resposta a injuria, que pode ser causada, por atividade fisica, doencgas
miodegenerativas e genéticas. Este reparo muscular representa um processo
complexo, que ocorre em varias etapas interconectadas (degeneracéo,
inflamacéo, regeneracdo, formacgdo de fibrose e remodelamento) e que
envolvem a ativacao de diferentes tipos de células, além da agdo coordenada
entre a degradacgao e sintese da matriz extracelular (MEC) com o objetivo de

restabelecer a estrutura e fungdo do tecido muscular * .

Dentre as células que participam do remodelamento muscular, as
células satélites sdo amplamente estudadas visto que, sdo as responsaveis
pela formagcdo das novas fibras musculares apdés agressao tecidual. Este
fendmeno descrito como miogénese, se caracteriza por uma cascata complexa
de eventos incluindo proliferagao e a diferenciacéo das células precursoras ou
mioblastos, que se fusionam para formar os miotubos primarios e secundarios
e a subseqiiente maturacéo para formar fibras musculares funcionais 2. Todas
as etapas da miogénese estdo associadas a expressdo de proteinas
especificas envolvidas principalmente na organizagdo do aparato contratil do
musculo que estdo sob um controle genético restrito mas podem sofrer
alteragdes a partir de estimulos internos (fatores de crescimento) e externos

(acdes terapéuticas, treinamento fisico) °.

As proteinas envolvidas na formacdo e remodelamento do musculo
esquelético estdo associadas a uma familia de fatores de transcrigdo, como
MRF (fatores regulatérios miogénicos) que pertencem a superfamilia de fatores
de transcri¢do bHLH (basic helix-loop-helix) *. A familia MRF consiste de MyoD
(Myf-3), Myf-5, miogenina (Myf-1) e MRF4 (Myf- 6/Herculin). MyoD e o Myf-5
sdo os fatores primarios e agem na fases iniciais da miogénese atuando na
determinacdo miogénica, enquanto a miogenina e o MRF4 agem mais

tardiamente, sendo considerados fatores de diferenciacéo >°.

No musculo normal células satélites sdao normalmente quiescentes e

7

expressam marcadores como Pax-7+, CD34 e M-caderina ‘, porém né&o

expressam niveis detectaveis de MRFs. Analise da expressdo génica de
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células satélites individuais ativadas, mostraram inicialmente a expressao de
Myf-5 ou MyoD, seguida da coexpressdo desses marcadores durante a fase
proliferativa com o surgimento da identificagdo de miogenina e MRF-4 na fase

de diferenciagdo terminal *°°7.

Desta forma tem sido evidenciado que a
expressao de miogenina ocorre tardiamente durante a fusdo e diferenciacéo
sendo entdo, a miogenina considerada um marcador do inicio da diferenciagao
das fibras musculares desempenhando um papel crucial nos processos de

plasticidade, adaptacao e reabilitacdo em musculo adulto .

O ultrassom (US) tem sido utilizado terapeuticamente por mais de 50
anos e atualmente € uma das modalidades eletro terapéuticas mais largamente

e freqiientemente empregada %'

, porém, existe uma gama de perguntas
com relacdo a sua correta parametrizacdo. Assim sendo, seu potencial
terapéutico ainda esta longe de ser totalmente estabelecido, sendo que novas

2. Dentre as

aplicagbes sao regularmente adicionadas ao seu repertorio
indicagdes deste recurso estdo: tratamento de fraturas dsseas, cicatrizagao de
ulceras, recuperacdo de lesbes de ligamento, de amputagdes, de lesdes
musculares, e de capsulas articulares inflamadas ou danificadas, trombdlise,

entre outras "4,

O US terapéutico pode ser definido como uma onda ou pressdo sonora
com freqiiéncia acima do limite humano, 16 KHz . Clinicamente o US tem
sido usado em intensidades que variam de 0,5 a 3 W/cm? sendo que dosagens
de 1,5 a 2 W/cm?, n3o tém se mostrado eficientes, podendo inclusive ser

menos efetivas do que as baixas dosagens '"151617:18,

Com o intuito de estudar o efeito de recursos terapéuticos na reabilitacao
de lesdes musculares, varios modelos experimentais em animais foram
desenvolvidos tais como: criolesdo, miotoxina, contusao, eletroestimulagao,
exercicio fisico, desnervagdo, desvascularizacdo que apresentam

19202122 Entretanto, existem

caracteristicas proprias de resposta tecidual
lacunas no conhecimento no que diz respeito ao efeito biolégico US nos
diferentes modelos de lesao muscular. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi

avaliar o efeito do uso do US terapéutico na regeneracdo do musculo
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esquelético de rato apds criolesdo bem como, seu papel na expressado de

fatores miogénicos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada neste estudo foi elaborada atendendo as
resolugdes 196/96 do Conselho Nacional de Saude e foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UNINOVE (protocolo AN004/2009 - anexol). O
protocolo experimental utilizado neste estudo seguiu os principios de ética e
experimentacdo animal, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), entidade filiada ao International Council of Laboratory
Animal Science (ICLAS) com base nas normas internacionais, que visa o
aprimoramento de condutas na experimentagdo animal baseando-se em trés

principios basicos: sensibilidade, bom senso e boa ciéncia.

Animais

Foram utilizados 100 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia,
Mammalia da linhagem Wistar) machos, com 8 semanas de vida, pesando
entre 250 e 300g mantidas no biotério da UNINOVE- Unidade Vergueiro. Os
animais foram mantidos em caixa plasticas apropriadas, temperatura ambiente
(25°C) e luminosidade controlados com ciclo de 12 horas sendo que os animais
receberam comida e agua ad libitum. Os animais foram alimentados antes e

durante o periodo experimental com ragao solida e agua ad libitum.

Grupos Experimentais
Os animais foram separados em 4 grupos:

Grupo Controle (n=10): musculo tibial anterior (TA) direito sem procedimento

cirurgico e sem criolesao.

Grupo Sham (n=10): musculo TA esquerdo submetido apenas ao procedimento

cirurgico.
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Grupo Criolesionado (n=40): musculo TA esquerdo submetido a procedimento

cirurgico e criolesao.

Grupo US (n=40): musculo TA esquerdo submetido ao procedimento cirurgico

e criolesao, tratado com US.

Os animais do grupo criolesionado e US foram avaliados apds 1dia
(n=10), 7 dias (n=10), 14 dias (n=10) e 21 dias (n=10).

Protocolo Experimental

Os procedimentos cirurgicos foram realizados apds os animais terem
sido anestesiados com injeg&do intramuscular de anestésico geral injetavel a
base de Ketamina (Dopalen) e de Xilazina (Anasedan). Para aplicagdo foram
utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®,
modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm,
calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. Cada animal foi anestesiado utilizando-se
uma mistura de ketamina (0,2 ml/100 gramas do animal) e de xylazina (0,1
ml/100 gramas do animal), a técnica de aplicagao foi a intramuscular. O modelo
de criolesdo que esta de acordo com o descrito por Miyabara et al (2005) ?%. O
musculo TA foi exposto cirurgicamente e a criolesao foi realizada por meio de
duas aplicacdes (duracdo de 10 segundos cada), utilizando bastdo metalico de
extremidade plana, previamente resfriado em nitrogénio liquido, diretamente na
musculatura. O bastdo metalico utilizado no musculo foi de 0.4 x 0.4 cm e de
0.4 x 1 cm. Apds o procedimento foi realizada a sutura das areas incisadas
utilizando-se fio de poliamida (6,0) e os animais foram mantidos em gaiolas

com aquecimento para prevenir a hipotermia.

Nos animais do grupo US os musculos foram submetidos a tratamento
diario com US terapéutico Sonomaster Microcontrolled Comunicator (marca
KW Eletrébnica, Amparo, SP/Brasil), utilizando como interface para aplicagao
a agua (120ml) contida em luva estéril (Figura 1), no modo pulsado a 20%, em
frequéncia de 1MHz, intensidade de 0,8 W/cm2, esfera do cabegote de 3,5 cm,

durante 1 minuto 24?2°26.27,28:29.30
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Os animais foram pesados antes da realizagdo da lesdo e nos dias de
sacrificio de cada grupo. O sacrificio foi realizado com overdose de anestésico.

Figura 1. Modelo experimental de aplicagdo do US. (a) aparelho de US com
esfera do cabecgote de 3,5 cm e luva estéril contendo agua para ser utilizada
como interface de aplicagéo. (b) momento da aplicagdo do US com interface

utilizando agua.
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Analise Morfolégica

Para analise histopatolégica 5 espécimes de cada grupo foram
imediatamente resfriados em isopentano por 10 segundos e congelados a
seguir em nitrogénio liquido. Esses materiais foram armazenados em freezer -
70° C. Os musculos congelados foram cortados em secgdes transversais de 10
pm de espessura em criostato (Leica CM3050, Nussloch, Alemanha) e
estendidos em I|éaminas de vidro previamente tratadas com @3-
aminopropiltrietoxisilano (Sigma, Chemical CO, St Loius, MO/USA). Para
analise morfoldgica foi utilizada a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e
os cortes histolégicos foram avaliados por microscopia de luz (microscopio

Axioplan 2 Zeiss).

A analise qualitativa e semiquantitativa das laminas foram realizadas em
microscopia de luz convencional por um examinador previamente calibrado. A
analise qualitativa dos cortes histolégicos corados em HE compreendeu a
descricao das etapas do remodelamento tecidual envolvendo a presenca e o
tipo de infiltrado inflamatério, edema, necrose, fibras novas e imaturas. A
analise semiquantitativa consistiu na graduagdo dos componentes teciduais
descritos acima em: ausente (grau 0), discreto (grau 1), moderado (grau 2) e

intenso (grau 3) de acordo com Walker, 2006 *'.

Extracdo de RNA total

Para analise por PCR em tempo real 5 espécimes de cada grupo foram
imediatamente colocadas em eppendorf contendo 1ml de “TRIzol” e
posteriormente armazenados em freezer -70° C. Foram utilizados 80-100mg do
musculo removido para extragcdo de RNA total. O tecido foi homogenizado em
reagente TRIzol (Invitrogen) e o isolamento do RNA total foi obtido seguindo as
orientagcdes do fabricante. Para verificacdo do sucesso do procedimento de
extragdo, as amostras de RNA total foram analisadas através de eletroforese

em gel de agarose-formaldeido 1%.

O RNA total foi quantificado por espectrometria em 260nm e todas as
amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen) para evitar contaminagéo

com DNA gendmico. Todas as solugdes utilizadas para os procedimentos



28

descritos foram preparadas com agua livre de RNAse tratada com 0,01% de
DEPC (Dimetil pirocarbonato) e, além disso, os materiais plasticos e vidraria

também receberam tratamento contra RNAse.

Sintese de cDNA e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quantitativo
Para analise da expressao génica foi utilizada a sintese de cDNA e o PCR
em tempo real. A transcricao reversa (RT) foi realizada em uma reagao de 200
pl, na presenga de 50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 3mM MgCI2, 10 ditiotreitol mM, 0,5
mM dNTPs e 50ng de primers aleatorios com 200 unidades de Moloney murino
transcriptase reversa do virus da leucemia (Invitrogen). As reagdes foram
mantidas em condi¢cdes de 20 ° C por 10 min, 42 ° C por 45 min e 95 ° C por 5
minutos. Um microlitro da reagcdo do RT foi utilizada para realizagdo do PCR

em tempo real.

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o kit SYBRGreen (Applied
Biosystems, E.U.A.) em 7000 Sequence Detection System (ABI Prism, da
Applied Biosystems, Foster City, CA). As condi¢des utilizadas foram 50°C por
2min, 95°C por 10 min., seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 min. Os experimentos foram realizados em ftriplicata para cada ponto de
dados. A abundéancia de MyoD e miogenina RNAm foi quantificada como um

valor relativo em comparagdo com a expressao de gene constitutivo (GAPDH).

Os primers utilizados para a reagcdao de PCR em tempo real foram:
GAPDH (GenBankTM numero de acesso NM 017008) senso 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' e anti-senso GCCCCACGGCCATCA -3}
MyoD senso 5 GGA GAC ATC CTC AAG CGA TGC e anti-senso AGC ACC
TGG TAA ATC GGA TTG (produto de amplificagdo: 80pb); Miogenina - senso
5 ACTACCCACCGTCCATTCAC- 3' e anti-senso
3'TCGGGGCACTCACTGTCTCT 5 (produto 233) .

Os valores quantitativos para RNAm de MyoD, miogenina e GAPDH
foram obtidos a partir do numero de ciclos (CT — treshould cycle), em que ha
aumento do sinal associado a um crescimento exponencial dos produtos de
PCR.
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As curvas de fusao foram geradas no final de cada corrida para garantir a
uniformidade do produto. O nivel de expressdo relativa do gene alvo foi
normalizado com base na expressdo GAPDH como controle endégeno. ACt
valores das amostras foram determinados subtraindo o valor médio de Ct
MyoD/miogenina RNAm Ct do valor médio da GAPDH de controle interno.
Como é raro usar ACt como dados relativos devido a esta caracteristica
logaritmica, o parametro 2 ACt foi utilizada para expressar os dados de

expressao relativa.

Andlise estatistica

A anadlise comparativa do peso inicial e final nos diversos momentos e
grupos foi feita aplicando-se o teste t-Student pareados. A comparagao das
diferengas entre os escores de acordo com o grupo e o periodo experimental
na analise semiquantitativa e no PCR foi realizada utilizando o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn. A
comparagao das variaveis morfologicas entre crio e US foi feita no tempo

aplicando o teste de Mann-Whitney.

Em todas as andlises os resultados foram considerados significantes
quando p<0.05. Todas as analises foram feitas no programa GraphPad Prism,
v.5.0.

RESULTADOS

Peso dos animais

Durante todo o periodo experimental, os animais apresentaram aspecto
saudavel, sem manifestacdo de disturbios locomotores. A analise do peso
inicial dos animais mostrou que o mesmo né&o diferiu nos diferentes momentos

sendo considerados homogéneos.

Os animais do grupo controle e do grupo sham nao mostraram diferenca
entre o peso inicial e final (p=0,7489). No grupo criolesionado apos 1 dia os
animais exibiram reducgéo significativa de peso (p= 0,0249). Apdés 7 dias os

animais exibiram ganho de peso porém, esta ndo se mostrou estatisticamente



30

significante (p=0,0560). Com o passar do tempo houve aumento significante
peso aos 14 dias (p=0,0240) e 21dias (p= 0,0061).

O grupo US nao demonstrou alteragao de peso apés 1 dia (p=0,9238).
Entretanto, os animais mostraram perda significativa de peso apos 7 dias (p=
0,0254 ), 14 dias (p<0,0001 ) e 21 dias (p= 0,0020).

Analise Morfolégica
Qualitativa

A analise morfologica qualitativa permitiu verificar que os musculos do
grupo controle apresentaram aspecto histolégico normal com presenga de
fibras com nucleos periféricos, sem sinais de lesdo ou processo inflamatério

(Figura 2a).

O grupo sham mostrou  discreto  infiltrado  inflamatdrio
predominantemente mononuclear, pouco células musculares degeneradas

(mionecrose) e focos de edema situados em regido superficial.

O grupo criolesionado apos 1 dia mostrou intenso edema entre as fibras
musculares, moderado infiltrado inflamatério com neutréfilos e macréfagos
dispersos por entre as fibras (Figura 2b). Estas por sua vez, apresentavam-se
em grande parte necréticas (mionecrose). Neste mesmo periodo experimental
0s espécimes do grupo US mostraram edema e infiltrado inflamatorio em
menor propor¢ao quando comparados ao grupo criolesionado. Assim como, a
area de mionecrose foi menos evidente (Figura 2c). Apds 7 dias, em ambos os
grupos, criolesionado e US, notou-se redugdao do processo inflamatério,
escassa mionecrose e 0 surgimento de inumeras fibras musculares novas e
imaturas (Figura 2d). Apos 14 dias, no grupo criolesionado e US, o edema e o
infiltrado inflamatério eram escassos, e notava-se moderada presenca de
células musculares com nucleo centralizado cortadas (separadas) indicando
renovagao tecidual (Figura 2e). Aos 21 dias ambos os grupos exibiram tecido
muscular com aspecto morfolégico normal evidenciando o reparo
(regeneragao) completo sem sinais inflamatérios e raras células com nucleo

centralizado (Figura 2f).
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Figura 2. Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos corados por
hematoxilina & eosina. (a) Musculo controle exibindo morfologia normal
(aumento original, 400x). (b) Area criolesionada apds 1 dia (aumento original,
400x). Nota-se a presengca de mionecrose (*) e infiltrado inflamatério (setas). (c)
Area criolesionada tratada com US apés 1 dia mostrando menor grau de
mionecrose (*), infiltrado inflamatério e edema. (aumento oiginal, 400x). (d) Apds
7 dias a area criolesionada e tratada com US demonstra diminuicdo do edema,
do infiltrado inflamatério e fusdo de miotubos (setas)formando fibras novas
(aumento oiginal, 200x). (e) Aos 14 dias observa-se células musculares
regeneradas porém imaturas cortadas (seta) (aumento original, 400x). (f) Aos 21
dias nota-se células musculares madura, maiores, de aspecto poligonal

(aumento original, 400x).

Semi-quantitativa
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A analise semiquantitativa das variaveis edema, mionecrose, infiltrado

inflamatorio e fibras novas ao longo dos quatro periodos experimentais com

grupos independentes estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Analise das variaveis morfolégicas no grupo criolesionado e US ao

longo de todos os tempos experimentais.

Variavel Estatistica KW p-valor
Edema Criolesionado 9,706 0,0212*
us 6,587 0,0863
Mionecrose Criolesionado 9,653 0,0228*
us 11,00 0,0117*
Infiltrado Criolesionado 10,43 0,0153*
Inflamatorio us 11,00 0,0117*
FN Criolesionado 11,00 0,0117*
us 7,907 0,0480*

*diferencga estatisticamente significante (p<0,05)
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Edema

A analise estatistica do edema no grupo criolesionado e no grupo US de
forma individual, ao longo dos periodos experimentais, mostrou que houve
diferenga significativa apenas no grupo criolesionado (p=0,0212) sendo esta
identificada de forma significativa entre o 1° e 21° dia do experimento. A analise
comparativa entre o grupo criolesionado e o grupo US em cada tempo
experimental revelou que o grupo criolesionado apresentou escores maiores de
edema especialmente no 1° dia apds a criolesdo, porém esta ndo se mostrou

estatisticamente significante (p=0,0808) (Tabela 2).
Mionecrose

Na avaliagao isolada do item mionecrose pode-se observar diferenca
significativa em ambos os grupos ao longo dos periodos experimentais Tabela
1. No grupo criolesionado estas diferengcas foram detectadas entre o 1° e 14°
dia e 1° e 21°. No grupo US apesar de ter sido detectada diferenca significativa
entre os tempos, nao foi possivel obter diferengas entre eles, devido aos graus
obtidos serem iguais. Quando comparado o grupo criolesionado com o grupo
US notou-se que o grupo tratado com US mostrou mionecrose reduzida de

forma significante apenas no 1° dia (p=0,0339)(Tabela 2).
Infiltrado inflamatério

O infiltrado inflamatério mostrou diferenga significativa no grupo
criolesionado (p=0,0153) e no grupo US (p=0,0117) ao longo do experimento.
No grupo criolesionado apesar de ter sido detectada diferenga significativa
entre os tempos, ndo foi possivel observar em quais periodos houve essa
diferenca, devido aos graus obtidos serem iguais. No grupo US foi encontrada
diferenca significativa entre o0 1° e 14° dia e 1° e 21° dia. Quando comparado o
grupo criolesionado com o grupo US notou-se que o grupo tratado mostrou
infiltrado inflamatoério reduzido de forma significante apds 1 dia (p=0,0253)
(Tabela 2).

Fibras musculares novas e imaturas
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A andlise das fibras novas mostrou que houve diferenga significativa
entre os tempos para o grupo criolesionado (p=0,0117) e para o US
(p=0,0480). Em ambos os grupos esta diferenca foi detectada entre 0 1° e 7°
dia. Quando comparado o grupo criolesionado com o grupo US nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi evidenciada em todos os tempos
(Tabela 2).

Tabela 2: A analise comparativa das variaveis morfoldgicas entre o grupo

criolesionado e o grupo US fixando o tempo.

Variavel Comparagao Estatistica de MW p-valor
Edema Crio1 x crioUS1 0,5 0,0808
Crio7 x crioUS7 3,0 0,6546
Crio14 x crioUS14 3,0 0,6546
Crio21 x crioUS21 4.5 1,0000
Mionecrose Crio1 x crioUS1 0,0 0,0339*
Crio7 x crioUS7 3,0 0,5127
Crio14 x crioUS14 4.5 1,0000
Crio21 x crioUS21 4.5 1,0000
Infiltrado Crio1 x crioUS1 0,0 0,0253*
Inflamatorio Crio7 x crioUS7 4.5 1,0000
Crio14 x crioUS14 3,0 0,6546
Crio21 x crioUS21 4,5 1,0000
FN Crio1 x crioUS1 4.5 1,0000
Crio7 x crioUS7 1,5 0,1904
Crio14 x crioUS14 1,5 0,1904

Crio21 x crioUS21 45 1,0000
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Expressdao de RNAmM de MyoD e Miogenina

A Figura 3 mostra a expressdao de MyoD em todos os grupos e
periodos experimentais. Nao houve diferenca estatisticamente significante na
expressdo de MYoD entre o grupo controle e todos os outros grupos
experimentais. Assim como, ndo houve diferenca entre o grupo criolesionado e

o US nos diferentes periodos avaliados.

A analise individualizada da MyoD ao longo do tempo mostrou que néao
houve diferenga nos valores do grupo criolesionado (p=0,3312) e no grupo US
(p=0,2320). Assim como, nao houve diferenga na analise comparativa entre o

grupo criolesionado e US nos periodos de 1,7,14 e 21 dias.
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Figura 3. Analise de RNAm de MyoD nos grupos experimentais estudados
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Figura 4. Analise de RNAmM de miogenina nos grupos experimentais estudados.

A Figura 4 mostra a expressdao de miogenina em todos os grupos e
periodos experimentais. Nao houve diferenca estatisticamente significante na
expressdo de miogenina entre o grupo controle com todos os outros grupos

experimentais.

A analise individualizada da miogenina ao longo do tempo mostrou que
nao houve diferenga nos valores do grupo criolesionado (p=0,5008) e no grupo
US (p=0,3312). Assim como, nao houve diferenga na analise comparativa entre

0 grupo criolesionado e US nos periodos de 1, 7,14 e 21 dias.

Discussao

O tecido muscular pode sofrer lesdo frente a diferentes estimulos, porém
responde de forma semelhante por meio de um processo de reparo altamente
organizado que visa restabelecer morfofuncionalmente o tecido "?%. Varios
recursos e modalidades terapéuticas vem sendo empregados para tentar
proporcionar um processo de reparo muscular de melhor qualidade e menor

33,34

duracao Dentre esses, o US terapéutico vem sendo cada vez mais

utilizado porém, estudos mostram resultados controversos sobre sua acéo no
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tecido muscular 303363738 Assim sendo, objetivamos neste estudo determinar
se o tratamento com US é capaz de acelerar o processo de reparo e modificar
a expressao génica de proteinas envolvidas na miogénese em um modelo

animal de trauma agudo por criolesé&o.

Nossos resultados demonstraram que o US terapéutico, nas condi¢des
estudadas, nédo acelerou o processo de regeneragdo muscular € nao interferiu
na expressao de proteinas envolvidas na miogénese. Entretanto, este recurso
terapéutico se mostrou eficiente na modulagdo do quadro inflamatério que se

estabeleceu nas primeiras 24 horas apds a injuria.

O processo de reparo muscular pode ser dividido em fases que se
interconectam denominadas de degeneragdo, inflamagdo, regeneracao,
formacgao de fibrose e remodelamento. Na primeira e segunda fase pode ser
observado a formagdo de hematoma, necrose tecidual, degeneragdo e
resposta inflamatoria que ocorre nos primeiros dias apos a agressdo. Na
terceira nota-se fagocitose do tecido degenerado, regeneragdo das fibras
musculares, producido tecidual e crescimento vascular. Esta por sua vez,
ocorre por volta de 7 a 10 dias, com pico maximo na 2% semana diminuindo na
3% semana. Na ultima fase de fibrose e remodelamento ocorrem os processos
de maturagdo das fibras regeneradas e reorganizagao tecidual. Ao longo de
todas estas etapas existe uma intima relacdo entre as células e destas com a
matriz extracelular resultando na sinalizacdo de modificacbes qualitativas e
quantitativas na expressdo de genes envolvidos na miogénese 441 Em
nosso estudo, todas as fases do reparo muscular foram claramente observadas
e, tanto no grupo criolesionado como no tratado com US, elas ocorreram dentro
do prazo esperado, que culminou com o reparo aos 21dias. Porém o US nao
modificou temporalmente o reparo do musculo esquelético. Este resultado esta
de acordo com outros autores que também n&o observaram melhora no reparo

30,35,36,37,38

muscular com este recurso terapéutico . Entretanto, alguns trabalhos

vem relatando efeitos positivos do US acelerando o remodelamento muscular
25,26,29,42

O US é um dos recursos mais utilizados pela fisioterapia para o

tratamento de varios tipos de lesbes musculo esqueléticas agudas e crbnicas
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943 Alguns trabalhos sugerem que o US possui acdo pré inflamatéria, ou seja,
acelera a resposta inflamatéria do processo de reparagdo, promovendo a
liberagdo de histamina, macréfagos e mondcitos, além de incrementar a

sintese de fibroblastos e colageno 244454643

Entretanto, outros estudos clinicos e experimentais vem demonstrando
uma acao antiinflamatéria para o US tendo em vista que promove a diminuigcao

do edema e dor #?4" .

As comparacgdes entre os diversos trabalhos se tornam dificil, pois, muitas
vezes, ha variacdo ou omissdo na descricdo dos parametros utilizados no
tratamento com US 9262736374849 Agsim sendo, existe um consenso na
literatura da necessidade de se estabelecer parametros dosimétricos para

aplicagao deste recurso.

O presente estudo optou por utilizar o US terapéutico com modo de
emissao pulsado A 20%, pois este preveni efeitos de reflexdo e danos térmicos
além de, ser a forma de emissdo mais utilizada na pratica clinica em
fisioterapia '**° . Utilizou-se o US com ondas de baixa freqiiéncia (1MHz) tendo
em vista que, esta proporciona maior profundidade de penetracido em torno de

24,25,26,27,28,30,48

3 a 5 cm sendo indicado para lesées profundas A intensidade

utilizada foi baixa (0,8 W/cm2) para evitar aquecimento local, ja que este

,27,30,36,51.

provoca efeitos deletérios teciduais Quanto ao tempo de tratamento

diversos estudos sobre US terapéutico utilizaram tempos de aplicagao que vao
de 5 minutos ?°%"%%" 6 minutos. *®, até 15 minutos *°, para diminuir a
possibilidade de aquecimento do tecido optamos por um tempo de 1 minuto,

que sabe-se que é capaz de gerar efeitos na celularidade do tecido alvo.

Na andlise morfolégica qualitativa e semiquantitativa do edema, da
mionecrose, do infiltrado inflamatério e das fibras musculares buscou-se
estabelecer parametros para melhor analisar o reparo tecidual. A comparagao
destes quesitos, entre o grupo criolesionado e o criolesionado tratado com US,
mostrou que o US reduziu o edema, infiltrado inflamatério e a miconecrose
apos 1 dia da injuria porém nao interferiu na miogénese. Estes dados eram
esperados visto que, algumas evidéncias da literatura apontam para um papel

bioestimulador e antiinflamatério do US, em especial, na fase aguda do
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processo inflamatério. Nestes estudos apds a terapia com US houve
diminuicdo do edema **°>*3 indicando uma reducdo da inflamacdo aguda
(formagado do exsudato inflamatério) ou uma aceleragdo da sua resolugéo %

2442 o este

Também vem sendo descrito que o US diminui quadros de dor
efeito justifica-se pela propria diminuicdo do edema que comprime terminagdes
nervosas locais e é fonte de mediadores quimicos inflamatérios oriundos do
plasma e das células exsudadas. Portanto, quando ha reducdo de edema

consequentemente ha diminuicdo da dor.

A avaliacdo da fase mais tardia do reparo muscular neste estudo
mostrou que o US néao interferiu na miogénese, pois os resultados entre o
grupo tratado com US nao diferiu do grupo criolesionado no que diz respeito a
producdo de novas fibras e expressdo de fatores miogénicos. O US néo
demonstrou atuar como estimulador da proliferacdo de células satélites tendo
em vista a ndo modificagdo do RNAmM de MyoD assim como, ndo modificou a
diferenciagao dos miotubos pela expressdo de miogenina. Os dados obtidos da
expressdo dos genes envolvidos na miogénese estdo de acordo com os
achados morfolégicos que demonstraram n&o haver diferenga entre os grupos
quanto ao padrdao de formacdo de fibras novas e remodelamento final do

musculo.

O processo de miogénese envolve a proliferacdo e a diferenciagdo das
células precursoras ou mioblastos, que se fusionam para formar os miotubos
primarios e secundarios e a subsequente maturacdo para formar fibras
musculares funcionais . Neste momento os genes dos mioblastos iniciam sua
expressao musculo especifica e as células , a partir dai, perdem a capacidade
de se dividir e as fibras musculares passam a crescer quase que somente em
volume (hipertrofia). O processo de miogénese € controlado por varios genes
regulatorios dentre eles o MyoD e a miogenina. A analise da expresséo génica
na miogénese tem demonstrado que a MyoD é considerada um marcador da
proliferacdo das células musculares (inicio da miogénese), enquanto que a
expressdo de miogenina ocorre tardiamente durante a fusdo e diferenciagao
dos miotubos ambos desempenhando um papel crucial nos processos de

plasticidade, adaptacao e reabilitacdo em musculo adulto .
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A agao do US no estimulo da miogénese parece controversa visto que,
alguns trabalhos tem demonstrado que o US aumenta a proliferagdo e
diferenciagdo de células satélites em modelo experimental de lesdo muscular
355 No entanto, outros autores que também utilizaram modelo experimental
animal e de cultura de células musculares foram incapazes de demonstrar
melhora na regeneragdo muscular ou da proliferagdo de mioblastos com o uso

36,37

do US corroborando os achados do nosso estudo Essas controvérsias

ressaltam a falta de evidéncia cientifica sobre a eficacia do US na reparacao

muscular 2%

Os efeitos biolégicos do US dependem de varios fatores tais
como intensidade, tempo de exposicdo, estrutura espacial e temporal do
campo ultrassénico e estado fisiolégico do objeto. Este grande numero de
variaveis dificulta a compreensdo exata do mecanismo de acdo do US na

interacdo com os tecidos bioldgicos .

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que o US pulsado nas condi¢cbes
avaliadas n&o acelerou o processo de regeneragdo muscular e ndo interferiu na
expressdo de proteinas envolvidas na miogénese. Entretanto, este recurso

terapéutico se mostrou eficiente na modulagédo do quadro inflamatério agudo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Em nosso estudo, a analise morfolégica dos musculos depois da
criolesdo, mostrou que todas as fases do reparo muscular foram claramente
observadas e, tanto no grupo criolesionado como no tratado com US, elas
ocorreram dentro do prazo esperado, que culminou com o reparo aos 21dias.

Porém o US ndo modificou temporalmente o reparo do musculo esquelético.

Na analise dos constituintes teciduais envolvidos no reparo como edema,
mionecrose, infiltrado inflamatério e formacdo de fibras musculares novas
pode-se observar que o ultrassom mostrou que o US reduziu o edema,
infiltrado inflamatdério e a miconecrose apés 1 dia da injuria porém nao interferiu

na miogénese.

A avaliagao da fase mais tardia do reparo muscular neste estudo mostrou
que o US n&o interferiu na miogénese pois os resultados entre o grupo tratado
com US nao diferiu do grupo criolesionado no que diz respeito a producéo de
novas fibras e expressédo de fatores miogénicos. O US ndo demonstrou atuar
como estimulador da proliferacdo de células satélites tendo em vista a néo
modificacdo do RNAmM de MyoD assim como, ndo modificou a diferenciacéo

dos miotubos pela expressao de miogenina.

O US pulsado nas condi¢gdes avaliadas nao acelerou o processo de
regeneragao muscular e ndo interferiu na expressao de proteinas envolvidas na
miogénese. Entretanto, este recurso terapéutico se mostrou eficiente na
modulagdo do quadro inflamatério agudo. Neste contexto, estes dados séo
importantes para que estudos posteriores, nos ofere¢ca melhor entendimento da
acao antiinflamatéria do US neste modelo. Assim como, deve-se realizar novos
estudos com variacdes nos parametros do tratamento com US para verificar se

outros protocolos podem ter agdo no reparo muscular.
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ANEXO 3
DADOS DA ANALISE ESTATISTICA

Comparacéao dos pesos inicial e final para os diversos momentos e grupos.

Inicial Final

grupo Momentos MediatDP MediatDP p-valor

crio 1 237,0+29,2 230,0+19,7 0,0249
7 234,0+16,4 242,0+13,5 0,0560
14 202,0+10,4 212,0(11,4 0,0240
21 232,0(23,1 250,0(28,9 0,0061
sham 7 226,0(23,8 224,0(14,7 0,7489
us 1 266,0(29,2 265,5(25,3 0,9238
7 399,0(118,2 350,5(109,7 0,0254
14 260,4(26,9 238,1(23,6 <0,0001
21 268,0(25,1 248,3(27,3 0,0020

Comparagao entre tempos para grupos independentes pelo teste de Kruskal-Wallis.

Variave Estatistica KW p-valor
Edema 6,587 0,0863
Mionecrose 11,00 0,0117
Inf Infl 11,00 0,0117

FN 4,245 0,2362
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Comparacgao para crio e crio+US considerando os tempos 1, 7, 14 e 21dias .

54

Variavel Estatistica KW p-valor
Edema Crio 9,706 0,0212
Crio + US 6,587 0,0863
Mionecrose Crio 9,553 0,0228
Crio + US 11,00 0,0117
Inf Infl Crio 10,43 0,0153
Crio + US 11,00 0,0117
FN Crio 11,00 0,0117
Crio + US 7,907 0,0480




Compara entre crio e crio+US no tempo.

Variavel Comparacéao Estatisticade p-valor
MW

Edema Crio1 x crioUS1 0,5 0,0808
Crio7 x crioUS7 3,0 0,6546
Crio14 x 3,0 0,6546
crioUS14
Crio21 x 4,5 1,0000
crioUS21

Mionecrose Crio1 x crioUS1 0,0 0,0339
Crio7 x crioUS7 3,0 0,5127
Crio14 x 4,5 1,0000
crioUS14
Crio21 x 4,5 1,0000
crioUS21

Inf Infl Crio1 x crioUS1 0,0 0,0253
Crio7 x crioUS7 4.5 1,0000
Crio14 x 3,0 0,6546
crioUS14
Crio21 x 4,5 1,0000
crioUS21

FN Crio1 x crioUS1 4,5 1,0000
Crio7 x crioUS7 1,5 0,1904
Crio14 x 1,5 0,1904
crioUS14
Crio21 x 4,5 1,0000

crioUS21
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Analise de miogenia e MYoD para Crio e US nos 4 tempos.
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Variavel Estatistica KW p-valor
Miogenia Crio 2,3618 0,5008
us 3,4206 0,3312
mYoD Crio 3,4206 0,3312
Us 4,2882 0,2320

Comparacéo de miogenina e MyoD nos grupos Crio e US fixando o tempo.

Variavel Comparacgao Estatistica de MW p-valor

Miogenia Crio1 x crioUS1 19,00 0,8852
Crio7 x crioUS7 25,00 0,6761
Crio14 x crioUS14 15,00 0,089
Crio21 x crioUS21 16,00 0,6650

MyoD Crio1 x crioUS1 13,00 0,3827
Crio7 x crioUS7 26,00 0,8345
Crio14 x crioUS14 20,00 0,6650
Crio21 x crioUS21 18,50 1,0000




