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RESUMO

As lesBes musculares embora mais comuns em atletas, atingem também os néo
praticantes de atividades fisica, levando o individuo ao afastamento de suas
atividades diarias. O reparo muscular compreende fases interdependentes
orquestradas pelas células imunes que invadem o tecido logo apds a ocorréncia
da lesdo. O ultrassom (US) terapéutico é vastamente utilizado no tratamento de
lesbes musculares, porém faltam evidéncias cientificas que expliguem seu
mecanismo de acdo. Este trabalho visou elucidar o papel do US sobre as células
componentes do infiltrado inflamatério presente no tecido muscular apés lesao
aguda. Para tanto, foram utilizados 45 ratos Wistar, separados em 3 grupos (5
animais no grupo controle, 20 animais sofreram lesdo e ndo receberam
tratamento e 20 animais sofreram lesdo e foram tratados com US). O
procedimento de lesdo adotado foi a criolesdo com duas aplicacdes de bastdo
resfriado em nitrogénio liquido diretamente no musculo tibial anterior (TA). O US
(modo estacionario, pulsado 1:4, com frequéncia de 1 MHz e intensidade de 0,4
W/cm?) foi aplicado diariamente por 3 minutos no respectivo muisculo. Ao término
dos periodos experimentais (1, 2, 3 e 7 dias), os musculos TA foram analisados
quanto a presenca de neutréfilos e dos diferentes fen6tipos de macrofagos por
meio de imunomarcacéao (positividade para elastase, CD68, CD80 e CD206). As
imagens foram analisadas e quantificadas por meio do software Image J (NIH,
EUA). A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com a avaliacao da
distribuicdo dos mesmos pelo teste de Kolmogorov & Smirnov. O tratamento com
US gerou, nas areas lesionadas dos musculos tratados, reducdo no namero de
neutroéfilos (elastase+) nos periodos de 1 e 2 dias, aumento de macréfagos M1
(CD80+) no periodo de 1 dia e reducdo destes nos periodos de 2, 3 e 7 dias.
Também foi possivel observar quando da comparacdo com 0s musculos
lesionados néo tratados, que o US gerou diminuicdo de macréfagos de perfil M2a
(CD206+) no dia 2 e aumento da presenca de células deste fenétipo no dia 3. A
marcacao de macrofagos totais (CD68+) nos animais tratados com US foi menor
do que a presente nos animais ndo tratados nos dias 2, 3 e 7. Nao houve
diferenca nas demais comparagdes temporais. Como continuidade e a
intensidade da presenca de células com acéo pré ou anti inflamatéria pode levar a
quadros de inflamacao crénica ou de fibrose, a comprovacao da capacidade do
US em modular a ocorréncia destas células representa uma importante passo
para a compreensao do potencial terapéutico deste recurso no tratamento de
lesbes musculares.

Palavras chave: Ultrassom, reparo muscular, células inflamatérias, macréfagos



ABSTRACT

Muscle lesions although more common in athletes also affects sedentary people,
leading to partial or total removal of the individual from their daily activities. The
muscle repair process comprises interdependent phases orchestrated by immune
cells that invade the tissue behind the injury occurrence. Delays or enhancements
at different stages can lead to chronic inflammation cases or fibrosis, reinforcing
the search for an alternative treatment. The therapeutic ultrasound (US) is widely
used to treat muscle injuries, but lack scientific evidence to explain its mechanism
of action. This study aimed aims to elucidate the role of US in the inflammatory
infiltrate cells presentes on the muscle tissue behind acute injury. For this purpose,
45 Wistar rats will were used, separated into 3 groups (5 animals in the control
group, 20 animals suffer injury and will not receive treatment and 20 animals suffer
injury and will be treat with US). The adopted procedure is the cryoinjury lesion
consisting of two bat applications of cooled in liquid nitrogen directly into the in
tibialis anterior (TA) muscle. The US treatment and these groups will be evaluate
after 1, 2, 3 and 7 days. The US treatment (stationary mode, pulse 1: 4, with a
frequency of 1 MHz and intensity of 0.4 W / cm2) was performed daily for 3
minutes. At the end of the study, the animals were euthanized with an anesthetic
overdosis and the TA muscles were removed for neutrophil infiltration analysis and
the different phenotypes of macrophages during muscle remodeling by
immunostaining (positive for CD68, CD80, CD163, CD206 and elastase). The
images were analyzed and quantified using the Image J software (National
Institute of Health - NIH, USA). Statistical analysis of data was performed
according to evaluating the distribution of the same by & Kolmogorov Smirnov test.
Treatment with US generated in the damaged areas of the treated muscles,
reduction in the number of neutrophils (elastase +) during the periods 1 and 2
days, an increase of M1 macrophages (CD80 +) in one day period and reducing
them in periods of 2, 3 and 7 days. It was also noted when comparing the injured
muscles untreated, the US generated reduced profile macrophages M2a (CD206
+) on day 2 and increased this phenotype cells present on day 3. The labeling of
total macrophages (CD68 +) uS-treated animals was lower than that present in
untreated animals on days 2, 3 and 7. There was no difference in other temporal
comparisons. As continuity and the intensity of cells presence with pro or anti
inflammatory action can leading to chronic inflammation or fibrosis cases, attesting
the US's ability can modulate the occurrence of these cells is an important step in
understanding the therapeutic potential of this resource in the treatment of muscle
injuries.

Keywords: Ultrasound, muscle repair, inflammatory cells, macrophages
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1- INTRODUCAO

Apoés a ocorréncia de uma lesdo, o tecido muscular passa a abrigar uma
populacdo de células inflamatoérias que irdo coordenar as diferentes etapas do
processo de reparo (BUTTERFIELD et al., 2006, TIDBALL & VILLALTA, 2010).

Os neutrdfilos (elastase+) sdo os primeiros leucocitos a chegar ao tecido
lesionado e além da fagocitose sédo responsaveis pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, enzimas e radicais livres. A liberacdo destas substancias pode
auxiliar na eliminacdo e degradacédo de restos celulares oriundos do processo
inflamatorio, no entanto se sua acao for continua e/ou muito intensa, pode
aumentar o dano tecidual (TIDBALL 2005; BUTTERFIELD et al., 2006; BOSURGI
et al., 2011; SACLIER et al. 2013). Estima-se que os neutrofilos cheguem ao
tecido nas primeiras horas apos a lesdo muscular e alcancem seu pico humérico
em 24 horas, quando sua presenca cai rapidamente, sendo escassos apés 36 a
48 horas TIDBALL & VILLALTA, 2010, SACLIER et al. 2013).

J& os macréfagos com perfil inflamatério/fagocitico (M1) chegam ao tecido
lesionado e atingem concentracBes elevadas nas primeiras 24 horas apés as
lesGes aumentando em numero, até cerca de 2 dias apés as lesdes, quando sua
presenca atinge o pico e entdo comeca a declinar. Assim, aproximadamente no
terceiro/quarto dia apdés a lesdo, uma populacdo de macréfagos de perfil ndo
fagocitico (M2) comeca a atingir concentracéo elevada no musculo e perdura nas
area lesionada por muitos dias (TIDBALL & VILLALTA, 2010).

A subpopulacdo de macrofagos M1 (CD68+, CD80+) é ativada
classicamente pelas citocinas de perfil Thl, como IFN-y e TNF-a. Estas células
além de participarem na remocao de restos celulares, geram agentes oxidantes
como o Oxido nitrico (NO) e produtos como IL-6, IL-1B, VEGF, IL-13 e altas doses
de TNF-a (TIDBALL & VILLALTA 2010; BRIGITTE et al., 2010; BOSURGI et al.,
2011).

Como ja descrito, depois que a populacdo de macrofagos M1 atinge seu
pico, ela vai sendo substituida por uma populacdo de macrofagos de fenotipo M2
que irA atenuar a resposta inflamatéria e promover o reparo tecidual. Os
macrofagos M2 séo classicamente ativados por citocinas e produtos de carater
anti-inflamatorio e s&o subdivididos em 3 categorias: M2a, M2b e M2c
(GINDERACHTER et al. 2006, SICA et al. 2006, TIDBALL & VILLALTA 2010).
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Os macréfagos M2a, ativados classicamente por citocinas como a IL-4 e a
IL-13, passam a predominar na lesdo apds os M1, e produzem niveis elevados de
produtos de carater anti-inflamatério como IL-4, IL-10, TGF- e a enzima arginase
gue converte arginina (substrato para a sintese de NO) em ornitina e uréia. Assim,
a acdo dos macréfagos M2a pode reduzir a producdo de NO e de outras espécies
reativas de oxigénio e enzimas, diminuindo os danos causados pelos macréfagos
M1 (TIDBALL & VILLALTA, 2010, GINDERACHTER et al., 2006).

Os macréfagos M2b séo ativados por complexos imunes e por ligacdo com
receptores tipo toll, elevando a producéao de IL-10 e diminuindo a producéo de IL-
12, mas seu papel ainda ndo esta bem descrito no reparo muscular. Ja os
macrofagos de fendtipo M2c sdo ativados principalmente pela IL-10 ou por
glicorticoides e também liberam produtos que desativam o perfil M1 contribuindo
para resolucéo do quadro inflamatério (NOVAK & KOH 2013).

Varios autores consideram os macréfagos como células alvo para as
intervencdes terapéuticas nos tecidos musculares lesionados (TIDBALL &
VILLALTA 2010; SACLIER et al., 2013; BOSURGI et al., 2011).
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Figura 1. Percentual de neutréfilos e macriéfagos presentes no tecido muscular apos a ocorréncia
da leséo (Tidball & Villalta, 2010)

Dentre as intervengOes terapéuticas utilizadas para modular o reparo

muscular apos a lesdo, o ultrassom terapéutico pulsado de baixa intensidade



14

(USPBI) vém sendo bastante utilizado na clinica para o tratamento de lesfes
musculares (MENDONCA et al.,, 2006; PIEDADE et al., 2008; RIBEIRO, 2009;
ARTIFON et al., 2012).

O USPBI se utiliza de vibragdes mecanicas de alta frequéncia criadas
através de energia elétrica que é convertida em energia sonora através de um
cristal piezoelétrico. As ondas sonoras geradas sdo propagadas pelos tecidos
perdendo progressivamente sua intensidade (SPEED 2001; SMITH, JONATHAN
& FINNOFF 2009).

Os efeitos do USPBI dependem da sua intensidade, frequéncia, do tempo
de exposicao e das condices fisioldgicas do tecido alvo. Assim, dependendo dos
parametros dosimétricos escolhidos, esta técnica pode gerar efeitos térmicos ou
nao térmicos (FREITAS et al.; 2007).

Os efeitos térmicos (provocados pelo aguecimento tecidual) elevam o fluxo
sanguineo, aumentando a flexibilidade do tecido, modulando a dor, reduzindo os
espasmos musculares e a rigidez articular, mas podem induzir uma reacao
inflamatéria moderada (CHANDRAN et al.; 2007; LAl & PITTELKOW 2007;
MIZRAHI et al., 2007).

Dentre os efeitos ndo térmicos do USPBI temos o micro fluxo acustico que
€ o direcionamento/movimento dos fluidos que envolvem as membranas
celulares, gerando a movimentacdo de ions e pequenas moléculas podendo
alterar o funcionamento, estrutura e a permeabilidade das membranas celulares
(CHANDRAN et al., 2007; LAl & PITTELKOW 2007). Ja a cavitacdo, que também
é considerada um efeito ndo térmico do US, consiste na formagédo de bolhas
microscopicas de gases geradas pela mudanca de pressao nos fluidos teciduais.
A cavitacdo eleva o fluxo do fluido tecidual circundante e pode ser considerada
benéfica quando é estavel e regular (CHANDRAN et al., 2007; LAl & PITTELKOW
2007; MIZRAHI et al., 2007).

O regime de aplicagdo do US pode ser continuo ou pulsado. A emissao
continua, pode gerar efeitos danosos aos tecidos pelo aumento na temperatura e
pela possibilidade de reflexdo com sobreposicdo de ondas que traria um estimulo
tecidual muito intenso (TER HAAR 1999). Deste modo, tanto nos ensaios clinicos
como nos experimentais mostram, o ultrassom pulsado é o mais utilizado
(RIBEIRO et al. 2010, PADILLA, et al., 2014).
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Dentre os parametros dosimétricos, a frequéncia (nUmero de ondas que
ocorrem em 1 segundo de aplicacdo) determina a capacidade de penetracdo das
ondas ultrassonicas no tecido alvo, € mensurada em mega-hertz (MHz). Quanto
maior for a frequéncia, menor € a profundidade atingida pelas ondas. Ja a
intensidade representa a quantidade de energia que chega ao tecido e é medida
em Watts (W) por cm? (KARNES & BURTON, 2004; WATANUKI et al., 2009;
MONTALTI et al., 2013). As frequéncias de 1 e 3 MHz e as intensidades de 0,2 a
5,0 W/cm?, correspondem atualmente aos parametros mais adotados nos estudos
experimentais e clinicos (GOUVEA et al., 1998; RANTANEM et al., 1999;
MENEZES et al., 1999; KARNES & BURTON, 2002; McBRIER et al.; 2007
PLENTZ et al.; 2008; PINTO et al.; 2008; ALFREDO et al.; 2008; PIEDADE et al.;
2008; WATANUKI et al., 2009; OKITA et al.; 2009; ARTIFON et al.; 2012; SHU
et al. (2012) MONTALTI et al., 2013.

Os paragrafos a seguir descrevem sucintamente o0s estudos que
analisaram o papel do US no reparo muscular em modelos experimentais com
utilizacao de animais.

Gouvéa et al. (1998) descreveram o efeito do US (1 MHz, 0,5 W/cm?,
pulsado 1:5), com aplicagdo de 5 minutos/dia. Os animais foram eutanasiados 3,
7, 14 e 21 dias depois da lesdo, que aconteceu por incisdo no tibial anterior de
ratos. A avaliacao histolégica revelou nos quatro periodos experimentais que o
tratamento com US favoreceu a regeneracdo muscular promovendo redugdo no
namero de fibras necréticas. A analise morfométrica do grupo tratado com US
demonstrou um reduzido nimero de macréfagos e neutréfilos além de um nimero
acentuado de fibroblastos e novas fibras musculares.

Rantanem et al. (1999) avaliaram o efeito do US (3 MHz, 1,5 W/cm?,
pulsado 1:5 aplicado ap6s 6h ou apés 72h da lesédo) sobre a velocidade de
regeneracao das fibras musculares, com aplicacdo de 6 minutos/dia em ratos que
sofreram contusdo no musculo gastrocnémico. Os animais foram eutanasiados
apos 4, 7 e 10 dias da lesdo e a comparacdo entre 0s animais tratados e 0s néo
tratados se deu por meio de analises imunohistoquimicas, morfolégicas e da
cintilografia. Os resultados mostraram que a proliferacdo de células satélites nas
fases iniciais da regeneracao foi aumentada (até 96%) com o tratamento com US,

porém ndo houve efeito sobre a producdo de miotubos. A proliferacdo de
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fibroblastos se manteve intensa por periodos de 7 e 10 dias nos animais tratados
com US, o que s aconteceu no periodo de 3 a 4 dias nos animais nao tratados.
Os autores ndo encontraram diferencas na revascularizacdo entre 0S grupos
tratados com US e o controle néo tratado.

Menezes et al. (1999) avaliaram o efeito do US (1 MHz, 0,5 W/cm?, pulsado
1:5), com aplicagdo de 5 minutos/dia com inicio apds o terceiro dia e tratamento
por 10 dias, em 26 coelhos que sofreram lesdo muscular por esmagamento do
musculo reto da coxa, direita e esquerda. Um lado serviu de controle enquanto o
outro foi tratado. Ensaios mecéanicos de tragdo mostram que os mausculos
tratados com US demonstraram melhor performance nos ensaios mecanicos
durante o periodo de reparo muscular.

Karnes & Burton (2002), utilizaram o US (3,0 MHz, 0,5 W/cm?, continuo)
para tratar o musculo extensor digital longo de ratos com lesdo induzida por
contracdo por eletroestimulacdo (150 Hz, 21ciclos/min), com aplicacbes de 5
minutos/dia, por 3, 5 e 7 dias. A avaliacao do indice funcional (forca muscular) foi
realizada e os resultados mostraram nao existir diferenca entre os grupos tratados
e ndo tratados nos periodos de 3 e 5 dias, porém apés 7 dias de tratamento a
forca muscular foi maior no grupo tratamento quando comparado ao grupo
controle.

Wilkin et al. (2004) utilizaram o US (3,3 MHz, 1,0 W/cm?, pulsado) para
tratar lesdes no gastrocnémico de ratos com o objetivo de avaliar a recuperagao
muscular apés lesdo. O tratamento teve inicio 6 horas apés a lesdo com sessfes
de 5 minutos ao dia, durante 7 dias. Os animais foram eutanasiados e tiveram o0s
musculos extraidos ap6és 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28 e 40 dias. Nao foram encontradas
diferencas na massa muscular, na concentracao de proteinas totais € no numero
de nudcleos por fibra na area de seccao entre os musculos tratados e néo tratados.

Markert et al. (2005) descreveram o efeito do US (3 MHz, 0,1 W/cm?,
continuo) sobre a regeneracdo apos lesdo no musculo gastrocnémico de ratos
lesionados por contusdo. As sessdes de US tiveram duracdo de 5 minutos/dia
durante 4 dias e ndo demonstraram ser capazes de alterar a massa muscular,
concentracdo de proteinas contrateis, numero de nucleos por fibra e densidade de
miondcleos com relacdo aos mausculos lesionados e que ndo receberam

tratamento.
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McBrier et al. (2007) relataram a diminuicdo da expressdo de RNAm de
MGF (mechano-growth fator, um fator de crescimento muscular indispensavel ao
reparo tecidual) e auséncia de alteracdo de massa nos musculos gastrocnémicos
de ratos Wistar contundidos e tratados com US (3 MHz, 0,4 W/cm?, pulsado) por
de 5 minutos/dia por 4 dias (com inicio apds 24 horas da lesdo).

Freitas et al. (2007) descreveram os efeitos do US (0,5, 1,0 e 2,0 W/cm?,
pulsado) aplicado apds 12h por 1, 3 e 5 dias no musculo gastrocnémico de ratos
Wistar que receberam laceracdo, sobre indicadores de estresse oxidativo. Os
resultados apontaram que o tratamento com US gerou diminui¢cdo da producao de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ap6s 1 (1 e 2 W/cm?), 3 (0,5;
1 e 2W/icm? e 5 (2 W/cm?) dias; da producdo de catalase (periodo de 1 dia, 2
W/cm?) e de de super 6éxido dismutase (SOD) apés 1 (0,5; 1 e 2W/icm?)e5(1e 2
W/cm?) dias de tratamento. Os resultados sugerem que a técnica pode atuar
como protetor ao tecido quanto ao estresse oxidativo.

Plentz et al. (2008) usaram o US (1 MHz, 0,4 W/cm?, continuo) para tratar
lesGes em biceps femoral de 16 ratos Wistar lesionado transversalmente por meio
de incisdo cirtrgica. Esses animais foram divididos em 2 grupos, controle
(somente leséo) e o grupo tratamento (lesdo e terapia ultrassonica). As aplicacbes
de 3 minutos foram realizadas apos 1, 8 e 24 horas da lesdo. Foram realizadas
coletas de sangue apOs cada tratamento. As analises sanguineas apontaram
reducdo dos eritrocitos apds 1h, aumento dos neutréfilos apés 8h e dos
eosindfilos apo6s 24h no grupo tratado com relacdo aos animais que nao
receberam o tratamento, o que sugere amplificacdo da resposta inflamatoria
aguda com uso do US continuo.

Pinto et al. (2008) compararam o efeito do US (1 MHz, 0,3 W/cm?, pulsado)
com o do laser no tratamento de lesdes aguda no musculo tibial anterior de ratos
que receberam uma injecdo intramuscular de clordidrato de bupivacaina para
inducdo da inflamacdo. O US foi aplicado uma vez ao dia por 2 e 7 dias (com
inicio 24 horas apoés a lesdo). As amostras foram analisadas histologicamente por
meio de coloracdo HE e o resultado sugeriu que tanto o tratamento com laser
como com ultrassom apresentaram acdo anti-inflamatéria, no entanto s6 a

fototerapia pareceu ter efeito em todos os periodos observados enquanto que o
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US foi capaz de induzir o declinio da resposta inflamatoria somente apos 7 dias
de tratamento.

Piedade et al. (2008) avaliaram os efeitos do US (1 MHz, 0,57 W/cm?,
pulsado 1:2) sobre a regeneracdo muscular e a deposicéo de fibras colagenas no
musculo gastrocnémico de ratos apoOs lesdo por laceracdo. Os animais foram
tratados por 4, 7 e 14 dias (aplicacdes de 5 minutos/dia). Observou-se, através da
analise histologica, uma maior area de tecido em regeneracdo apés 4 dias de
tratamento com US quando comparada ao grupo nao tratado. Nos periodos de 7
e 14 dias nao foram relatadas diferencas significativas no padrao de reparo mas o
tratamento com US pareceu favorecer a organizacdo estrutural do tecido
lesionado.

Alfredo et al. (2008) avaliaram os efeitos do US (1 MHz, 0,5 W/cm?,
pulsado 1:2) sobre o reparo muscular, com aplicagdes de 3 minutos ao dia em
ratos sedentérios que tiveram o mausculo tibial anterior lesionado por incisdo
cirdrgica. As aplicacdes foram iniciadas apos 24 horas da lesdo e ocorreram por 3
dias seguidos, sendo que os animais foram eutanasiados no quarto dia. A analise
histologica por HE no quarto dia apés a lesdo revelou que o tecido conjuntivo
tornou-se mais organizado e havia uma quantidade maior de células inflamatérias
(sem especificacdo de seu subtipo) apdés nos musculos tratados com ultrassom.

Okita et al. (2009) descreveram o efeito do US (1 MHz, 1.0 W/cm?
continuo) sobre a disposicdo das fibras de coldgeno no musculo séleo de ratos
apos imobilizacdo prolongada (1 més). Para isso realizaram aplicacbes de 15
minutos ao dia, 6 vezes por semana e durante 4 semanas. A andlise histologica
(HE) e morfol6gica das amostras concluiram que o tratamento com US foi capaz
de melhorar a organizacdo das fibras coldgenas no endomiseo dos musculos
lesionados.

Chan et al. (2010) relataram os efeitos do US (1,5 MHz, 30mWcm?Z,
pulsado) sobre a regeneracao de miofibrilas e o tempo de cicatrizacdo do musculo
gastrocnémico de camundongos apos lesdo por meio da laceracdo. O tratamento
foi iniciado 24 horas apos a leséo (20 minutos/dia) e sucedeu por 7, 14, 21 e 28
dias. A eutanasia de todos os animais aconteceu 4 semanas apos a lesdo. A

analise histologica através da coloracdo com HE mostrou uma maior regeneracao
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nas fibras musculares nos grupos tratados com US quando comparados aos
respectivos grupos controle.

Rennd et al. (2011) compararam o efeito do US (1,5 MHz, 30mWcm?,
pulsado) com o do laser de baixa intensidade (LBI) sobre o musculo tibial anterior
de ratos que foram criolesionados. O tratamento foi iniciado 24 horas apos a
lesdo, sendo realizado a cada 48 horas, no total de 6 sessbes (ndo houve
descricdo do tempo de aplicacdo) e os resultados foram avaliados somente no
periodo de 13 dias ap0s a ocorréncia das lesdes. Tanto o tratamento com LBI
quanto o com US foram capazes de reduzir a intensidade do quadro inflamatério e
a imunomarcagéo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) quando comparados aos
resultados obtidos nos animais lesionados e nédo tratados. Na comparacao entre
os resultados obtidos com os tratamentos com US ou LBI, observou-se que o LBI
demonstrou uma capacidade ligeiramente maior de atenuacdo da leséo do que o
us.

Shu et al. (2012) avaliaram o efeito do US (3 MHz, 0,25 W/cm?, 0,50 W/cm?
e 0,75 W/cm?, pulsado) sobre o reparo muscular apés lesdo por esmagamento no
musculo gastrocnémico de ratos. O tratamento teve inicio 24 horas apos a leséo,
duracdo de 5 minutos/dia e se manteve por 4, 7 e 14 dias. A andlise histolégica
por HE apés 4 e 7 dias mostrou um quadro inflamatério menos intenso e com
menor numero de células inflamatérias em todos grupos tratados com US quando
da comparacdo com o grupo nao tratado. Aos 14 dias os grupos tratados e 0 nao
tratado apresentaram aspectos teciduais similares.

Artifon et al. (2012) compararam os efeitos do US (1 MHz, nas intensidades
de 1 W/cm2, 0,5 W/cm? e 0,2 W/cm2, modo pulsado) associado ao alongamento
sobre remobilizacdo de musculo so6leo apés inducdo de encurtamento por
imobilizagéo prolongada (15 dias). O US foi aplicado por 3 minutos/dia durante o
periodo de 10 dias diretamente no musculo séleo. Ndo houve diferenca entre os
animais tratados com alongamento e US e 0s que receberem somente
alongamento.

Montalti et al. (2013) avaliam o efeito do US (1,5 MHz, 30mW/cm?, pulsado)
no reparo muscular de tibial anterior (TA) de ratos que receberam criolesdo. As
aplicacOes iniciaram ap0s 24 horas das lesdes e ocorreram, com intervalos de 48

horas, por 20 minutos/dia, durante 7 e 13 dias. Apds andlise histolégica
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observaram que nos musculos tratados com o US, houve uma melhor
organizacdo estrutural do tecido muscular apés 13 dias de tratamento. A
disposicéo das fibras de colageno néo foi diferente entre os animais tratados e
nao tratados, nos dois periodos. A expressdo de COX-2 foi avaliada por
imunohistoquimica e demonstrou que tanto nos animais tratados por 7 como 13
dias houve aumento de sua expresséo. O aumento da COX-2 sugere um aumento
no namero de células inflamatorias e uma melhora acentuada na organizacao do
tecido sobre a area da leséo.

Todos estudos descritos estdo resumidos na tabela inserida nos anexos
deste trabalho. E possivel observar grandes variagbes nos parametros
dosimétricos (frequéncia, intensidade) e no regime de aplicagcdo. Nao foram
encontrados estudos que descrevam os efeitos do US sobre a presenca de

neutrdfilos e dos diferentes perfis fenotipicos de macréfagos ap6s lesao muscular.
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2 — JUSTIFICATIVA

Lesdes musculares sdo muito comuns em atletas e em sedentarios e
acarretam o afastamento parcial ou total do individuo de suas atividades diarias.
O sucesso nha reabilitacdo depende de caracteristicas intrinsecas do tecido
muscular e do tipo de tratamento aplicado (SHIN et al.,, 2014). O USPBI é
vastamente utilizado na pratica clinica para o tratamento de lesGes musculares
(PADILLA, et al., 2014) mas pouco se conhece sobre seu mecanismo de acao.
Como as células inflamatérias que invadem o tecido muscular lesionado s&o
responsaveis por orquestrar seu reparo (TIDBALL & VILLALTA 2010; SACLIER et
al., 2013; BOSURGI et al., 2011, SHIN et al., 2014), avaliar o efeito deste recurso
terapéutico sobre estas células é um passo importante para compreender seu
mecanismo de agao e poder futuramente melhorar a qualidade e a velocidade do

reparo deste tecido.
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3 - OBJETIVOS

Objetivo geral: Analisar os efeitos do USPBI sobre o infiltrado inflamatorio
presente no musculo tibial anterior de ratos ap0ds lesdo aguda.
Objetivos especificos:
e Avaliar a capacidade do USPBI em modular a presenca de neutrofilos
no tecido muscular de ratos apos lesédo aguda.
e Avaliar a capacidade do USPBI em modular o perfil fenotipico dos
macrofagos presentes no tecido muscular de ratos apos lesdo aguda,

em especial os fenotipos M1 e M2a.



23

4 - MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias da Reabilitacdo da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA em 23 de setembro de 2014 (An0026/2014).

4.1. Delineamento experimental

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia,
Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com dois meses de idade e massa
corporal 200+15 gramas, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas plasticas
apropriadas, temperatura ambiente (22°C), umidade relativa (40%), luminosidade
controlada com ciclo de 12h (claro/escuro), com comida e 4gua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 03 grupos experimentais
- Grupo 1 Controle: Os animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento,
havendo apenas a remoc¢ao do musculo tibial anterior (TA) (n=5);

- Grupo 2 Crioles@o sem tratamento: Os animais sofreram criolesdo no muasculo
tibial anterior direito (TAD) e nao receberam tratamento (n=20);

- Grupo 3 Crioleséao tratado com US: Os animais sofreram criolesdo no musculo
TAD e foram tratados com US (n=20);

Os animais dos grupos 2 e 3 foram eutanasiados apés 1, 2, 3 e 7 dias da
ocorréncia da lesdo para tornar possivel a identificacdo de neutréfilos e de
macrofagos dos diferentes fenétipos (TIDBALL & VILLALTA, 2010).

4.1.2. Procedimento de criolesao

Os procedimentos cirurgicos foram realizados de acordo com o descrito por
MIYABARA et al. (2005), MESQUITA-FERRARI et al. (2011) e ALVES et al.
(2012). Os animais foram pesados e em seguida anestesiados com administracao
intraperitoneal de 1 mL/kg de 1% ketamina HCL (Dopalen, Vetbrands, Sao Paulo,
Brasil) e 2% xilazina (Anasedan, Vetbrands, Sao Paulo, Brasil). Para aplicacéo da
anestesia foram utilizadas seringas com agulhas ultra finas (modelo insulina, BD,

Juiz de Fora, MG, Brasil). Posteriormente a indugéo anestésica, os animais foram
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posicionados em uma superficie plana e foi realizada a tricotomia da regido
correspondente ao musculo TA.

O musculo TA foi exposto cirurgicamente e submetido ao procedimento de
criolesdo, que consistiu na aplicacdo de um bastéo metalico de extremidade plana
(3 mm de diametro) resfriado previamente em nitrogénio liquido, diretamente na
superficie do musculo por 10 segundos. Apds o descongelamento da area (30
segundos), o procedimento foi repetido ha mesma area por mais 10 segundos.
Terminado este procedimento, foi realizada a sutura com fio de poliamida (5,0) e
0s animais foram mantidos em caixas plasticas em ambiente aquecido (37°C) até
ficarem conscientes. Para prevenir sofrimento, os animais receberam aplicacao
intraperitoneal do analgésico cloridrato de tramadol (5 mg/kg), 2 vezes ao dia por
3 dias seguidos.

O modelo de lesdao muscular por meio de criolesdo foi o escolhido para
este estudo devido ao fato deste, ser um modelo no qual se consegue executar
uma lesdo bem delimitada na superficie ventral do musculo, de forma
padronizada, e com pouca variabilidade em sua severidade (BAPTISTA et al.,
2011).

4.1.3. Tratamento com US

Os animais do grupo 3 (tratados com US) foram contidos manualmente e
submetidos ao tratamento utilizando o equipamento de US do modelo
Sonomaster Microcontrolled comunicator (KW Eletrénica, Amparo, SP, Brasil) de

acordo com os parametros descritos na tabela 1.

Tabela 1. Parametros dosimétricos do ultrassom

Agente acoplador Gel
Modo de aplicacao Estacionério
Modo Pulsado 1:5
Frequéncia 1 MHz
Intensidade 0,4 W/cm?
Tempo de aplicacdo 3 minutos

Os parametros de frequéncia e intensidade foram escolhidos de acordo

com a analise da literatura que indica resultados positivos com uso de frequéncia
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de 1 ou 1,5 MHz e intensidade entre 0,2 a 1 W/cm? no modo pulsado. As
publicacdes de Gouvéa et al. (1998), Menezes et al. (1999), Pinto et al. (2008),
Piedade et al. (2008), Alfredo et al. (2008) e Artifon et al. (2012) sobre os efeitos
do US no tecido muscular utilizaram a frequéncia 1Mhz como neste estudo, com
pequenas variagdes na intensidade escolhida.

A aplicagdo do US foi iniciada 2 horas ap0s a lesdo e repetida diariamente
por 1, 2, 3 e 7 dias, sempre no mesmo horario e no mesmo local, de maneira
estacionaria, abrangendo toda area lesionada. Para tanto, os animais foram

contidos manualmente, sem a necessidade de anestesia.

Figura 2. A: equipamento de ultrassom utilizado; B: conteng&o manual do animal; C: aplicagdo do
ultrassom

4.1.4. Eutanéasia dos animais e remo¢éo dos musculos

Apés cada periodo experimental (1, 2, 3 e 7 dias), os animais foram
eutanasiados utilizando superdose de anestésico. Em seguida, os musculos TA
foram retirados e imediatamente inseridos em solugéo de formol tamponado (pH

8,0) a 10%, onde permaneceram por 24 horas até a inclusdo em parafina.

4.1.5. Imunomarcacao (elastase, CD68, CD 80 e CD 206)

Apbs 24 horas em solugdo de formol, os musculos foram seccionados
transversalmente na regido central da area lesionada, desidratados e emblocados
em parafina a 60°C. Foram realizados em média 03 cortes de 3um de espessura
em microtomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha). Os cortes foram colocados
em laminas de microscopia desengorduradas e silanizadas (3-aminopropiltrietoxi-
silano, Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA). As laminas contendo os cortes

histolégicos foram inicialmente desparafinadas em xilol pré aquecido em 60°C por
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5 minutos e hidratas com banhos sequenciais em solucdes alcodlicas de
diferentes concentracbes (absoluto, 90°, 80° e 70°). Apds a hidratacdo, as
laminas foram mantidas em agua destilada.

Para as imunomarcacfes de CD68, CD 80 e CD 206 foi realizada a
recuperacdo antigénica com uso de inclusdao em tampéao citrato (pH 6,0) por 20
minutos a 90°C (em panela) seguido por descanso de 30 minutos em temperatura
ambiente (esta etapa ndo foi realizada para a marcagao com elastase porque néo
houve necessidade). Apds este periodo, as laminas foram lavadas em solucéo de
salina-fosfato tamponada (PBS, pH 7,4) por 5 minutos. Os cortes foram imersos
em solucao de peréxido de hidrogénio 0,3% por 5 minutos, por 3 vezes, visando o
bloqueio da peroxidase endogena. Para a marcacdo das proteinas CD206 e
CD80 foi realizado um bloqueio adicional com BSA 5% por 5 minutos com a
finalidade de evitar ligacdes inespecificas, jA que em testes prévios esses
anticorpos demandaram essa necessidade. Em seguida, os cortes foram
hidratados com PBS por 5 minutos e incubados com 0s anticorpos primarios
(tabela 2) contra CD68 (1:1000) para identificacdo de macrofagos, CD80 (1:250)
para identificacdo de macrofagos do perfil M1; CD206 (1:2000) identificacdo de
macréfagos do perfil M2a; e elastase (1:3500) para identificagcdo de neutrofilos;
por 24 horas em temperatura ambiente. ApOs este periodo, as laminas foram
lavadas sucessivamente por 5 minutos com PBS, os cortes foram incubados em
camara umida com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Histofine,
Simple Stain Rat MAX PO, Tsukiji, Tokyo, Japan) por aproximadamente 30
minutos a temperatura ambiente. Apdés novas lavagens com tampao PBS, a
revelacdo da reacdo da peroxidase foi obtida com solucdo cromoégena de
diaminobenzidina a 5 % (DAB, Abcam, Cambridge, MA, USA) por 5 minutos. Em
seguida as laminas foram lavadas por 10 minutos em agua corrente e 0s cortes
contra corados suavemente com hematoxilina de Mayer. As laminas do grupo

controle (animais sem leséo e tratamento) passaram pelo mesmo procedimento.
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Tabela 2. Anticorpos utilizados

Anticorpos Clone Reatividade Titulacdo | Incubacao
24 horas,
Anti Anti rato, camundongo e camera
Elastase Policlonal humano produzido em 1:3500 umida,
(Abcam) coelho. temperatura
ambiente
Anti rato, camundongo, Zfarrfé?:’
Anti CD68 Monoclonal coelho e_humano 1:1000 umida,
(Abcam) produzido em
temperatura
camundongo. .
ambiente
24 horas,
. Anti rato, camundongo e camera
Anti CD206 Policlonal humano produzido em 1:2000 umida,
(Abcam)
coelho. temperatura
ambiente
24 horas,
. . , camera
Antl_CD80 Policlonal Anti rato produzido em 1950 (mida,
(Bioss) coelho.
temperatura
ambiente

4.1.6. Analise da presenca de neutréfilos (imunomarcacéao elastase)

Para analise quantitativa da presenca de neutrdfilos, 10 areas (aumento de
200X) foram fotografadas com auxilio de microscopio de luz convencional NIKON
Eclipse E200 e camera acoplada Premiere MA-88300 (NIKON, Téquio, Japéo)
bem como software de aquisicdo de imagem TSview (Tucsen Imaging Technology
Co. Limited — Fujian, China). As imagens foram analisadas usando o plugin Count
Cells do software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA).

4.1.7. Andlise da presenca de macréfagos (imunomarcagcdo CD68, CD80 e
CD206)

Para analise quantitativa da presenca de macrofagos, foi obtida a
porcentagem da éarea de marcacdo evidenciada pelo DAB. Inicialmente,
procedeu-se a digitalizacdo de 6 campos histolégicos, escolhidos aleatoriamente
nas regibes de marcagcdao mais intensa, com o aumento original de 400X. O

procedimento de digitalizacdo foi realizado utilizando um microscopio NIKON



28

Eclipse E200 e camera acoplada Premiere MA-88300 (NIKON) bem como
software de aquisi¢do de imagem TSview (Informer Technologues). A intensidade
de luz foi padronizada em todas as digitalizacbes. As imagens obtidas foram
mantidas em RGB, resolucdo 2048 x 1536 pixels e extensao jpg.

Para obtencéo do percentual da area de marcacao do infiltrado inflamatério
em relacdo a area da lesdo, as imagens digitalizadas foram abertas no software
Image J (National Institute of Health - NIH, EUA) e submetidas ao filtro de
deconvolucdo RGB (plugin color deconvolution) (Landini, 2010) conforme a
descricdo feita por Ruifrok & Johnston (2008). Por esse método, é possivel
separar a cor do DAB e da hematoxilina, permitindo o célculo do percentual de
células marcadas com mais fidelidade. Separando o DAB das demais cores, a
imagem foi convertida para 8 bits, os tons de cinza definidores da marcacédo pelo

DAB foram selecionados e a area ocupadas por esses tons foi calculada (figura
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Figura 3. Exemplo de calculo da area de marcagdo pelo DAB. A: corte histolégico com marcagao
evidenciada pelo DAB; B: deconvolucdo da imagem mostrada em A, obtendo-se duas imagens,
uma referente a coloracdo da hematoxilina (azul) e outra da coloracdo do DAB (marrom); C: a
imagem da deconvulagdo em marrom convertida para 8 bits; D: sele¢cdo da area de marcagao

(vermelho) utilizando a imagem demonstrada em C.
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4.2. Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Instat. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov & Smirnov e 0s
dados com distribuicdo normal foram submetidos ao teste T com correcdo de
Welch, ja os de distribuicdo ndo paramétrica, foram comparados por meio dos
testes de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis complementado pelo teste Dunn. Os
niveis de confian¢a foram ajustados para 95% (p<0.05).
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5 - RESULTADOS

5.1. Positividade para elastase (neutrofilos)

Nos periodos de 1 e 2 dias apés a lesdo, houve uma reducéo significante
no nuamero de neutréfilos nas areas lesionadas dos musculos dos animais
tratados com US (teste T, p = 0,0001 e 0,0019 respectivamente) em relacdo aos
animais lesionados e néo tratados. Ja nos periodos de 3 e 7 dias (Teste T e Mann
Whitney respectivamente) pos-lesdo, ndo houve diferenca significante entre os
grupos tratados com US e os nao tratados (figura 3). No tecido muscular dos
animais do grupo controle (sem lesdo) ndo foram localizados neutréfilos em
nenhum dos periodos experimentais. Na figura 4 estdo as imagens histologicas
representativas de cada grupo experimental nos diferentes periodos de avaliacao.
A andlise estatistica referente & comparacéo entre os periodos experimentais em

cada grupo foi inserida nos anexos.

Positividade para elastase (neutréfilos)

p=<0,0001
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Figura 4. Nomero de células contadas por meio da imunomarcacdo com uso do anti-anticorpo
elastase. O grupo controle ndo esta representado por ndo ter apresentado células marcadas.
Resultados apresentados em média + erro padrao.
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LESAO 3 DIAS LESAO 7 DIAS
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Figura 5. Padrdo da imunomarcacéo para elastase (diaminobenzidina, aumento de 100X, escala
de 100 pm).
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5.2. Positividade para CD68 (macrofagos)

Apos 1 dia da leséo néo foi possivel observar diferenca significante entre
0s animais tratados com US e ndo tratados, embora a area marcada tenha sido
maior nos animais tratados com US. Nos periodos de 2, 3 e 7 dias houve uma
reducao significante (teste T, p = 0,0001 para os 3 periodos) no percentual de
area marcada pelo DAB nos grupos gque receberam o tratamento com US em
relagdo aos animais ndo tratados nos mesmos periodos. No tecido muscular
dos animais do grupo controle (sem lesdo) ndo foram encontrados células
marcadas em nenhum dos periodos experimentais. Os dados estédo
apresentados sob forma de gréfico (figura 5) a seguir. Na figura 6 estdo as
imagens histologicas representativas de cada grupo experimental nos
diferentes periodos de avaliacdo. A analise estatistica referente a comparacéo

entre os periodos experimentais em cada grupo foi inserida nos anexos.

Macréfagos (CD68+)
70 -
60 1 p=<0,0001
1

50 -
= p=<0,0001
& 40 - 1
o W LESAO
(1]
€ 30 ous
(]
T
X
N 20 p=<0,0001

1
10 -
0 - , , , h
1DIA 2 DIAS 3 DIAS 7 DIAS

Periodos avaliados

Figura 6. Percentual da area de marcada na imunomarcacdo para o anticorpo anti CD68; O
grupo controle ndo esta representado por ndo ter apresentado células marcadas. Resultados
apresentados em média + erro padréo.
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CONTROLE

Figura 7. Padrao da imumarcacgéo para CD68 (diaminobenzidina, aumento de 100X, escala de
100 pm).
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5.3. Positividade para CD80 (macrofagos M1)

No primeiro dia, a area de marcacdo de macréfagos de perfil M1 foi
maior nos animais tratados com US do que nos animais néo tratados (teste T, p
= 0,0239). J& nos demais periodos (2, 3 e 7 dias), a area de marcacdo de
macrofagos de perfil M1 foi menor nos animais que receberam a terapia com
US quando comparada a mesma area nos animais néo tratados (teste T e p =
0,0001; 0,0058 e 0,0002, respectivamente). No tecido muscular dos animais do
grupo controle (sem lesdo) ndo foram encontrados células marcadas em
nenhum dos periodos experimentais. Os dados sédo apresentados sob a forma
de grafico a seguir (figura 7). Na figura 8 estdo as imagens histologicas
representativas de cada grupo experimental nos diferentes periodos de

avaliacdo. A andlise estatistica referente a comparacao entre os periodos

experimentais em cada grupo foi inserida nos anexos.

Macroéfagos M1 (CD80+)

p=<0,0001
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1DIA 2 DIAS 3 DIAS 7 DIAS

Periodos avaliados

Figura 8. Percentual da 4rea marcada na imunomarcacao para o anticorpo anti CD80; O grupo
controle ndo estd representado por ndo ter apresentado células marcadas. Resultados
apresentados em média + erro padrao.
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Figura 9. Padrdo da imunomarcac¢éo para CD80 (diaminobenzidina, aumento de 100X, escala
de 100 pm).

LESAO + US - 1 DIA
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5.4. Positividade para CD206 (macrofagos M2a)

No primeiro dia, a area de marcacdo positiva para CD206
(macréfagos de perfil M2a) foi maior nos animais lesionados do que a
verificada nos animais tratados com US, mas esta diferenca ndo foi
significante. Em 2 dias a area de marcacgédo positiva para macréfagos de perfil
M2a (teste T, p = 0,0001) foi menor no grupo tratado com US quando
comparada com a area de marcagcdo nos animais que ndo receberam
tratamento. Ja apos 3 dias da lesdo, a area de marcacdo positiva para
macrofagos M2a foi maior nos animais tratados com US do que a verificada
nos animais que ndo receberam o tratamento (teste T, p = 0,0001). No tecido
muscular dos animais do grupo controle (sem lesdo) ndo foram encontrados
células marcadas. Os dados sao apresentados sob a forma de grafico a seguir
(figura 9). Na figura 10 estdo as imagens histoldgicas representativas de cada
grupo experimental nos diferentes periodos de avaliacdo. A andlise estatistica
referente a comparacéo entre os periodos experimentais em cada grupo foi

inserida nos anexos.

Macroéfagos M2a (CD206+)
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Figura 10. Percentual da &rea de marcada por imunomarcagao para o anticorpo anti CD206; O
grupo controle ndo esta representado por nao ter apresentado células marcadas. Resultados
apresentados em média + erro padrao.
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Figura 11. Padrdo da imunomarcacéo para CD206 (diaminobenzidina, aumento de 100X,
escala de 100 pum).
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5.5. Comparativo entre 0s grupos e periodos experimentais

Na figura 11 estdo reunidos os dados das diferentes marcagdes para

facilitar a interpretacéo das ocorréncias de maneira conjunta.
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Figura 12. Comparativo entre os marcadores de neutrofilos e macroéfagos nos grupos que
sofreram apenas lesdo e nos que receberam lesdo e foram tratados com US. Asteriscos
indicam diferenca significante entre os grupos em cada periodo experimental.

6 — DISCUSSAO E CONCLUSAO

Embora vastamente utilizado na prética clinica para tratamento de
lesbes musculares, o ultrassom terapéutico ainda n&o apresenta seus
parametros dosimétricos basicos e seu mecanismo de acdo claramente
definidos na literatura (MENDONCA et al., 2006; PIEDADE et al.,, 2008;
RIBEIRO, 2009; ARTIFON et al., 2012). Os resultados apresentados nesse
estudo visam colaborar para a compreensao destas lacunas.

Neste sentido, os parametros de frequéncia e intensidade foram
escolhidos de acordo com a analise da literatura que indica resultados positivos
com frequéncias entre 1 e 1,5 MHz e intensidades entre 0,2 e 1 W/cm? sempre
no modo pulsado (GOUVEA et al. 1998; MENEZES et al. 1999; PINTO et al.
2008; PIEDADE et al. 2008; ALFREDO et al. 2008; e ARTIFON et al. 2012)
para tratamento de lesGes do tecido muscular. Do mesmo modo, foi escolhido
um modelo experimental de lesdo aguda (criolesdo) bem descrito na literatura
(OLIVEIRA et al., 2007; RENNO et al. 2011; SOUZA et al., 2011; BAPTISTA et
al.,, 2011; MONTALTI et al. 2013).

Ja a determinacdo de avaliar o tipo de infiltrado presente no tecido
muscular apds o tratamento com ultrassom esta alicercada no fato de ja ser
estabelecido na literatura que os macréfagos sao considerados células alvo
para as intervencdes terapéuticas (TIDBALL & VILLALTA, 2010; BOSURGI et
al., 2011; SACLIER et al., 2013).

Pela analise dos resultados do grupo de animais lesionados e nao
tratados, pudemos constatar que os dados encontrados estdo de acordo com
as descricdes de Tidball e Villalta (2010) que relatam que ap6s lesao, o tecido
afetado é invadido neutrdéfilos que atingem seu nimero maximo nas primeiras
24 horas, com declinio nos dias seguintes. Ja a presenca de macrofagos do
tipo M1 atinge seu pico em 48 horas e declina nos proximos dias. Esse declinio
coincide com a chegada dos macrofagos M2 que ocorre por volta do terceiro
dia ap6s a ocorréncia da lesdo. Deste modo, o modelo de criolesédo utilizado

pode ser considerado um instrumento importante e fidedigno também para
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avaliar o efeito de um recurso terapéutico sobre as células inflamatorias
presentes durante o processo de reparo do musculo esquelético.

No que tange aos efeitos do US sobre o infiltrado inflamatério, foi
possivel verificar que o numero de neutrofilos (imunomarcacéao para elastase),
presentes na area de lesdo nos dias 1 e 2 pés-lesdo, foi menor que o destas
células nos animais que ndo receberam o tratamento com US, resultado que
pode ser considerado positivo, ja que a reducdo no numero dessas ceélulas no
periodo considerado de pico (TIDBALL & VILLALTA, 2010) poderia minimizar o
dano tecidual gerado pela lise direta da membrana das células musculares pela
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, proteases e outros constituintes
lisossomais destas células (SMITH et al., 1989; NGUYEN & TIBALL 2003;
TIDBALL 2005; BOSURGI et al., 2011).

Ja a presenca de macréfagos de perfil M1 (positividade para CD80) foi
maior no primeiro dia pos-lesdo nos tecidos tratados com US. Este fato pode
também ser considerado positivo, ja que estes macrofagos produzem citocinas,
quimiocinas, enzimas e fatores de crescimento mas também realizam a
fagocitose de restos teciduais danificados. Além disso, seus produtos geram a
ativacdo das células precursoras miogénicas que irdo substituir as fibras
lesionadas (ARNOLD et al. 2007; TIDBALL & VILLALTA, 2010; BOSURGI et a.,
2011; WEIDENBUSCH & ANDERS, 2012; SACLIER et al., 2013).

Como a perpetuacdo do processo inflamatorio inicial pode ter um efeito
deletério no musculo, podendo promover a amplificacdo da lesao inicial
(TIDBALL, 2005), o fato do US reduzir a presenca dos macréfagos pro
inflamatorios (M1) nos 3 periodos seguintes (2, 3 e 7 dias) também seria um
efeito terapéutico importante.

Ja os macréfagos de perfil M2a (CD 206 positivos) estdo comumente
associados aos estagios mais avancados do reparo. No caso do tecido
muscular de ratos, ao periodo de 3 a 14 dias (PESTANA et al., 2011; ALVES et
al., 2014;)

Os resultados deste trabalho sobre a presenca de macréfagos de perfil
M2a mostraram uma reducéo no dia 2 e uma elevacéo no terceiro e sétimo dia
(n&o significante), sugerindo que o US seria capaz de aumentar o numero

destas células na fase onde este perfil fenotipico seria mais requisitado.
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JA o marcador CD68, embora seja usado para identificacdo de
macrofagos (BARROS et al., 2013; RIGAMONTI et al., 2014.), também pode
identificar  mondcitos,  neutrofilos, basofilos e  linfocitos — ativados
(GOODPASTER et al., 2008). Deste modo, podemos interpretar que embora
existam referéncias descrevendo a marcacdo de outras células, o CD68 é
capaz de realizar a marcacdo em macrofagos, sem distingdo do perfil
fenotipico.

Dentre os estudos presentes na literatura e descritos nesse trabalho,
nao ha nenhum que faca a mesma avaliacéo realizada nessa pesquisa, 0 que
impossibilita a comparacao direta entre os resultados e torna os dados inéditos.
Porém, alguns estudos correlacionam seus resultados ao processo
inflamatorio.

Gouvéa et al. (1998) avaliando o efeito do US (1 MHz, 0,5 W/cm?,
pulsado 1:5), em lesBes por incisdo no tibial anterior de ratos, concluiram por
avaliagdo histologica por HE que o tratamento com US promoveu reducdo no
namero de macréfagos e neutrofilos nas areas de lesdo em periodos de 3, 7,
14 e 21 dias. Ja Freitas et al. (2007) descreveram que o US (0,5, 1,0 e 2,0
W/cm?, pulsado) aplicado apés 12h por 1, 3 e 5 dias no musculo gastrocnémico
de ratos Wistar que receberam laceracdo, gerou diminuicdo da producdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS); da producéo de catalase
e de super 6xido dismutase (SOD), o que indicaria uma menor presenca das
células produtoras destas EROs, ou seja, os neutréfilos e os macréfagos de
perfil M1 nestes tecidos, assim como verificado em neste estudo.

Ja Alfredo et al. (2008) ao avaliarem os efeitos do US com a mesma
frequéncia e intensidade de 0,5 W/cm? usados neste estudo, observaram por
meio de analise histolégica (HE) que no quarto dia apés a lesdo havia uma
quantidade maior de células inflamatoérias (sem especificagdo de seu subtipo)
apOs nos musculos tratados com ultrassom, como no quarto dia o musculo
esquelético lesionado j& estaria abrigando uma populacdo de macréfagos de
perfil predominantemente M2 (TIDBALL & VILLALTA, 2010), este resultado
também iria de encontro ao do presente estudo, onde foi verificado um
aumento de marcacgao positiva para macrofagos de perfil M2a apos o terceiro

dia da lesao.
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O trabalho de Renné et al. (2011) relata que US (1,5 MHz, 30mWcm?,
pulsado) aplicado sobre o musculo tibial anterior de ratos que foram
criolesionados foi capaz de reduzir a intensidade do quadro inflamatorio e a
imunomarcacédo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) quando comparados aos
resultados obtidos nos animais lesionados e néo tratados. Como as células de
perfil pro-inflamatdrio como neutréfilos e macrofagos M1 induzem a producéo
de COX-2 no local da lesdo (SCHONBECK et al., 1999; BONDESEN, 2004;
RICCIOTTI et al., 2011), os achados destes autores estariam também sendo
corroborados pelos do presente estudo. Montalti e seus colaboradores (2013)
avaliando o efeito do US (1,5 MHz, 30mW/cm?, pulsado) no reparo muscular de
tibial anterior (TA) de ratos que receberam criolesdo, relataram aumento na
expressao de COX-2 ap06s 7 e 13 dias nos animais tratados com US quando da
comparacao com 0s nao tratados, porém em ambos 0s periodos experimentais
ainda havia processo inflamatério de grande monta, 0 que sO ocorreu no
primeiro dia do pos-operatdrio no presente estudo.

Os achados do presente estudo estdo em sintonia com os relatados por
Shu et al. (2012) quando da avaliacdo dos efeitos do US (3 MHz, 0,25 W/cm?,
0,50 W/cm? e 0,75 W/cm?, pulsado) sobre o reparo muscular apés lesdo por
esmagamento no musculo gastrocnémico de ratos, que indicaram por andlise
histol6gica (HE) um quadro inflamatério menos intenso e com menor nimero
de células inflamatérias em todos grupos tratados com US apés 4 e 7 dias
guando da comparagdo com 0 grupo néo tratado.

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram que o
ultrassom pulsado de baixa intensidade é capaz de reduzir o numero de
neutréfilos e macréfagos M1 nos periodos iniciais do processo de reparo e
ampliar a presenca de macréfagos M2a na fase mais tardia do reparo, o que de
maneira conjunta traria uma modulac¢éo positiva, ampliando a chance de reparo

por regeneracao.
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8. ANEXOS

Aprovacao do comité de uso e ética em experimentacao animal, UNINOVE

UNINOVE
X X N X J
Univrsidade Hove de o

Protocolo de Pesquisa referente 20 Projeto n? An0026/2014

| Titulo da Projeto! Interferéncia do ultrassom terapéutico no reparo muscular.

[ Orientador: Raguel Agnelll Mesqulta Ferrari

Alunos: Evaldo Moredra da Silva Junior
lacira Souza Ribelro

Objetivos:
Objetivo geral
«  Analisar o efeito do UST no repare do musculo esquelético de rato.
Ob|etivos espedficos
*  Avaliar in vivo a capacidade do UST em modular o perfil fenotipico de macréfagos presentes no tecido
muscular de ratos duranta o processo de repare apos lesio.
s  Avaliar o efeito do UST na expressdo de IL-6 e de TNF-a durante o processo de reparo muscular apds lesdo.
*  Avaliar os efeitos do UST sobre os aspectos morfoldglcos do tecido muscular durante o processo de reparo

apos lesao.
e Avaliar o efeito do UST sobre a distribuigio & organizacio do colageno durante o processo de reparo apds
lesdo.
* Avaliar o efeito do UST sobre atividade da metaloproteass de matriz 2 durante o processo de reparn apos
lesdo.
-l
Método:
Sario utilizados 45 ratos (Rottus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammafia) machos, da linhagem Wistar,
com dois meses de idade & massa corporal 20015 gramas, a serem mantidos no biotério da UNINOVE. Os animals serlio

mantidos em caixas plasticas apeopriadas, temperatura ambiente (22°C), umidade relativa (40%), luminosidade
controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e com comida e 3gua ad libitum. O estudo serd conduzido apos aprovagio do
Comité de £tica em animais da Universidade Nove de Juiho.
Qs animais sardo distribuldes aleatoramenta em 03 grupos experimentais
* Grupo 1 - Controle: Os animais ndo serdo submetidos a nenhum procedimento com remogice do musculo tibial
anterior (TA} apés eutandsia (n=5);
« Grupo 2 - Criolesio sem tratamento: Os animais serdo apenas wriolesionadas no musculo tibial anterior direito

{TAD) e nio receberdo tratamento (n=20);

* Grupo 3 - Crioles3o tratado com US: Os animais serda criolesionados no musculo TAD e tratados com UST

(n=20);

0s animais dos grupos 2 e 3 serdo eutanasiados apés 1, 2, 3 e 7 dias da lesdo (TIDBALL & VILLALTA, 2010), sendo
S animais por periodo totalizando 20 animais por grupo.

Procedimento de criolesdo

03 procedimentos cirdrglcos serdo realizados de acordo com o descrito por MIYARARA et ol. {2005) & MESQUITA-
FERRARI! et al. {2011). Os animais serdo pesados & em seguida anestesiados proportionaimente @ massa corporal com
administracio Intraperitoneal de 100 ma/kg com ketamina a 10% {Dopalen, Vetbrands, 530 Paulo, Brasil} e 10 mE/Kg com
xilazina 2% (Anasedan, Vetbrands, Sio Paulo, Brasll). Para aplicacdo da anestesia serlio utilizadas seringas da marca BD
100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, medelo Insuling com a agulha Ultra-Fine® {regular), comprimento: 12,7 mm,
calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. Posteclormente 3 indugdo anestésica, os animais serdo posicionados em uma
superficie plana e realizado a tricotomia da regldo correspondente ao musculo TA.

O musculo TA serd exposto drurgicamente e submetido ao procedimento de crioles3o, que consistird na
aplicacio de um bastio metdlico de axtremidade plana {3 mm de didmetro) que sera previamente resfriado em
nitrogénio liquido, diretamente na superficie do muscufo TA exposto & mantido nessa posigdo por 10 segundos. Apds o
descongelamento da drea (30 segundos), o procedimento serd repetido na mesma drea por mais 10 segundos. Apds psse
procedimento serd realizada a sutura utilizando-se fio de poliamida (5,0) e os animais serdo mantidos em caixas plasticas
com temperatura ambiente de [37°C) até ficarem conscientes para prevenir a hipotermia, além de serem medicados com
analgésico.




0O modeio de lesdo muscular por melo de criolesdo foi o escolhido para este estudo devido ao fato deste ser um
modelo no qual se consegue executar uma lesdo bem delimitada na superfice ventral do musculo, de forma padronizada
@ com pouca vaniabilidade na severidade da lesdo (BAPTISTA et al,, 2011)

Procedimento de tratamento com US

No grupo gue serd lesionado e tratado com UST, os animais sériic contides manuaimente e serlo submentidos
a0 tratamento didrlo com US terapéutico Sonomaster Microcontrolled comunicator (KW Eletrdnica, Amparo, SP,
Brasil) utilizando gel como agente acoplador, modo de aplicagdo estacionario sobre a area lesionada, no modo pulsado 3
1:4, cicdo de trabalho, em frequéncia de 1MHz, intensidade de 0,4 Wcem2, durante 3 minutos {SIGNORI et g, 2011;
ARTIFON et al., 2012).

Animais {procedéncia, roge, linhagem, ndmero de animais, peso, sexo):
Espécie (nome vulgar, se existir): Wistar (Rattus norvergicus)
Procadéncia: Biotério

Quantidade: 45 machos

Peso: 200-250g

Condi¢Ges de alojemento e nutrigdo:

Alimentagio: racio para roedores § vontade.

Fonte de dgua; 3 vontade.

Lotaglo: 5 animais por caixa.

Exbustdo do ar: sim,

05 animais serdo mantidos no biotério da UNINOVE — unidade Verguairo em caixas plasticas apropriadas, num maximo de
S animais por caixa, a temperatura ambiente (22°C) e lumincsidade controlados com ciclo de 12 horas . A comida e dgua
serlio ad libitum em garrafinhas posicionadas na grade da gaiofa, a comida estard disponivel na grade da gaiola. O Biotério
possul exaustor.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais:

Estresse intenclonal; Uso de anestésico e analgésico.

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (inciuir dose e vias de administragdo):

Anestésico: Os animals serSp pesados & em seguida anestesiados proporcionalmente @ massa corporal com
administragdo intraperitoneal de 100 mg/kg com ketamina a 10% {Dopalen, Vetbrands, S3o Paulo, Brasil) ¢ 10 mg/Kg com
xilazina 2% (Anasedan, Vetbrands, S3o Paulo, Brasil). Para aplicagdo da anestesia serdo utilizadas seringas da marca BD

100 Unidades com Agutha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a3 agutha Ultra-Fine® (regular}, comprimento: 12,7 mm,
calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.
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Farmaco Anestésico Ketamina

Dose (Ul ou mgrkg) 100 mg/ Kg

Via de administragio Intraperitonial

Férmaco [ relaxanta muscular Xilazina

Dose {Ul ou mg/kg) 10 mg/Kg

Via de administracdo Intrapesitonial
Analgésico:
Manter 0s animals em gakoias com aquecimento para prevenir hipotermia.

Farmaco Tramal

Dose (Ul ou mg/ig) S mi/kg

Via de adminlistracdo Intraperitoneal

Frequéneia 12/12 hrs por 3 dias
Eutandsia:

Apds o periodo experimental de cada grupo, os animais serdo eutanasiados utilizando superdose de anestésico,
Em segulda, os animais serio pesados e os mdsculos TA serdo retirados ¢ pesadas. O musculo TA serd seccionado ao
meio, sendo metade da amostra colocada em formol tamponado 3 10% para andlise histologica e a outra metade
armazenada em freezer -70°C até a reaiizagdo de andlise da atividade da MMP-2,
Descrigio Superdose de anestésico (4x o volume usado para anestesta)
Substdncia, dose, via 400 mg/Kg de Ketamina + 40 mg/Kg de Xilazina, via Intraperitoneal.

Pertinéncia e valor clentifico do estudo proposto:



A agdo terapdutica através do ultrassom vem ganhando destaque nas pesquisas atuais, Embora essa técnica seja
vastamente utilizada na clinica, s3o0 poucos os estudos sabre 2 mesma, Os resultados apresentados na literatura apontam
controvérsias nos parametros dosimétricos escothidos para aplicacdo, no entanto indicam interferéncias positivas da
técnica em muitos aspectos relacionados ao reparo muscular. Pontuar a 4¢3o terapéutica do ultrassom e delimitar um
padrio dos parametros dosimétricos ganham importancia no meso cientifico. A investigacdo da agdo do ultrassom e os
seus efeitos sobre o tecido apresentam lacunas 3 serem preenchidas por novas descobertas.

Data de inicio: 01/10/2014
Data de término: 01/02/2016

Apresentado a este Comité para andlise ética, foi considerado:

(X) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecer arquivade por 05 (dnco) anos nesta Secretarta.

() Com pendéncia {relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificacfes sugeridas, e Iniciar a coleta de dados
somente apds a aprovagio do projeto por este Comitd.

{ ) Nie-Aprevado

Comentirios:
-Readequar o peso dos animais descrito no formuldrio ao projeto, ne projeto descreve com dols meses de idade e massa

cotporal 200£15 gramas e no formuldrio entregue descreve 200/ 250g,

- Cabe ap pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatdrio final sobre a pesquisa (Lel Procedimentos
para o Uso Gentifico de Animais - Led N¥ 11.794 -8 de cutubro de 2008).

$da Paulo, 23 de setembro de 2014,
1S
Prof. Dra. De Angelis

Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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8.2. Comparacao entre os periodos experimentais: lesdo x lesdo e US x
us

I=> Os resultados para cada imunomarcacao foram submetidos a anélise
estatistica para comparacao entre os periodos experimentais nos animais que
sofrerem apenas lesdo e de modo igual, para os animais que foram lesionados

e tratados com US. Essa analise é apresentada a seguir:

e Marcacao de neutrdfilos (elastase+)

| Kruabai-Nallis Test (Moaparasstrin ANOVAS Ersskal Wallis Tese (Noopasemstric AIOVA
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Tabela 3. Efeitos do UST com frequéncia abaixo de 2 MHz sobre o reparo do musculo esquelético em modelos
experimentais.

Frequéncia/

Animal / Modelo Intensidade / Area _de radiagdo Tempo de Inl'cio_e .
Autor e ano , ) ] efetiva (ERA) / . = frequéncia de Periodos avaliados Resultados
Musculo experimental Ciclo de aplicacédo
Agente acoplador tratamento
trabalho
A avaliacéo histolégica revelou nos quatro
Grupo 3 dias: tratamento por 3 dias. periodos experimentais que o tratamento
A lesEo foi Aparelho com Inicio do Grupo 7 dias: tratamento por 5 dias. | com US favoreceu a regeneragédo muscular
o 30 Ratos 1MHZ /0.5 transdutor reduzido - tratamento apés Grupo 14 dias: tratamento por 10 promovendo redugdo no nimero de fibras
Gouvéa et al. ; e provocada 2 X i Aplicagbes de = ; . - J P
Wistar / Tibial . W/cm? Pulsado (ndo especifica) e . 24 horas da leséo. dias. Grupo 21:tratamento necroticas. A anélise morfométrica do grupo
(1998) p através de uma . x 5 minutos. o : b
anterior (TA) incisio ciruraica (1:5) nao relata o uso do Aplicagbes por 3, por 15 dias. tratado com US demonstrou um reduzido
9 meio acoplador. 5,10 e 15 dias. Os animais foram eutanasiados ap6s numero de macréfagos e neutréfilos além
3,7,14 e 21 dias, respectivamente de um numero acentuado de fibroblastos e
novas fibras musculares.
. . . Metade dos animais receberam
e Inicio 3 <:~i|as apos aplicagao de ultrassom no lado Ensaios mecénicos de tragdo mostram que
A Ies_,ao foi 1 MHz/ ERA de 4 cmg N a Ie‘sao;As direito, e a outra metade no lado os musculos tratados com US
Menezes et al. | 26 coelhos da induzida por 0.5 W/em2 Uma bolsa de latex | Aplicacbes de aplicacdes d’ O lad foi id d h "
(1999) raca Nova esmagamento do ' cm cheia de agua e gel 5 minutos. aconteceram por esquerdo. O lado oposto fol mantido em‘onstraraAm_me or periormance nos
Zelandia / masculo Pulsado (1:5) hidrossoldvel entre a 10 dias como controle. Os animais foram ensaios mecanicos durante o periodo de
. . eutanasiados 3 dias apo6s o fim do reparo muscular
Reto da coxa pele e o latex. consecutivos tratamento.
Inicio do A avaliacéo do indice funcional (forca
33 ratos Lesdo induzida A h Animais foram distribuidos em 5 muscular) foi realizada e os resultados
Sprague- por contracé@o pareiho com - . trat'amento grupos. O tratamento foi aplicado 1 mostraram ndo existir diferenca entre os
Dawley / o 1 MHz/ transdutor de 5 cm. | Aplicacdes de imediatamente ) ; _ ; = "
Karnes & Y utilizando ; . ~ vez ao dia por 3 dias (n=7), 5dias | grupos tratados e ndo tratados nos periodos
B Extensor digital - = 0.5Wicm2 / As ondas foram 5 minutos ao apos a lesédo - ! o ~ ) P . -
urton (2002) 9 eletroestimulacéo Continuo ropagadas em dia rossequindo (n=8), 7 dias (n=7) a leséo, controle de 3 e 5 dias, porém ap06s 7 dias de
longo (150 Hz, propag ‘o ’ pr g lesionado (n=7) e controle de feridas tratamento a forga muscular foi maior no
: . meio subaquatico diariamente por 3,
21ciclos/min) 5 ou 7 dias sem tratamento (4). grupo tratamento quando comparado ao
’ grupo controle.
Inicio do O tratamento com US gerou diminui¢do da
N&o relata tratamento apds 5 grupos: (1) grupo sham; (2) o producéo de substancias reativas ao acido
Les3o induzida frequéncia / 12h da lesdo. Uma controle da lesédo muscular sem tiobarbitarico (TBARS) ap6s 1 (1 e 2
Freitas etal. | 25 ratos Wistar or laceracio 0.5,1.0e2.0 N30 relata N30 relata aplicagdo ao dia, tratamento ; (3 ) lesdo muscular e Wi/cm?), 3 (0,5; 1 e 2W/cm?) e 5 (2 W/cm?)
(2007) /Gastrocnémico | P muscula$ Wicm2 ) ) por1,3e5dias. | UTS (0.5W/cm2); (4 ) lesédo muscular | dias; da producéo de catalase (periodo de 1
' Os animais foram e UST (1.0W/cm2); (5) leséo dia, 2 W/cm?) e de de super 6xido

Pulsado (ndo
consta o regime)

mortos por
decapitacéo.

muscular e UST (2.0W/cm2 ).

dismutase (SOD) ap6s 1 (0,5; 1 e 2 W/cm?)
e 5 (1 e 2W/cm?) dias de tratamento.
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Receberam Aparelho com As aplicacdes As aplicacdes As andlises sanguineas apontaram reducéo
incisdo e 1 MHz/ p plicag iniciaram 1, 8 e 24 | Os animais foram divididos em grupo dos eritrécitos apés 1h, aumento dos
Plentz et al. 16 ratos / . ~ cabecote de 3 cm. tiveram . _ ™ . s .
P divulsdo em 50% 0.4Wicm2/ = = horas apés a controle (GC=8) e neutrdéfilos apds 8h e dos eosindfilos apds
(2008) Biceps femoral p p; Nao relata uso de duracao de 3 = . _ x
do conteudo Continuo ) ; lesdo, sendo 3 grupo experimental (G1=8).. 24h no grupo tratado com relagéo aos
meio acoplador. minutos e L =
muscular. aplicacoes. animais que ndo receberam o tratamento.
Os animais foram divididos em 7
grupos : Controle (GC n=5), o A analise histol6gica por meio de colora¢édo
S controlo da inflamag&o de 2 dias (ClI2 HE e o resultado sugeriu que tanto o
As aplicacdes se _ o dainfl %0 d | |
Injegéio 1 MHz / | iniciaram 24 horas | * "= 5 ), o controlo da inflamacéo de | tratamento com aser como com ultrassom
. - . ERA de 1 cm2 Uma aplicacéo . = 7 dias (CI7 , n = 5). Tratamento a apresentaram agé&o anti-inflamatéria, no
Pinto et al. 35 ratos / Tibial | intramuscular de 0.3 W/cm2 oo . . apos a leséo. As D _ ) ] )
. - = Foi utilizado gel de ao dia (néo . laser de dois dias (LT2,n=5). O entanto s6 a fototerapia pareceu ter efeito
(2008) anterior (TA) hidrocloreto de Pulsado (nédo - aplicacdes - )
: p ) carbocol como meio | consta tempo). tratamento com ultrassom de dois em todos os periodos observados enquanto
bupivacaina consta o regime) aconteceram por 2 ; _ . ) . P
acoplador. e 7 dias dias (TUS2 n = 5). Laser tratamento que o US foi capaz de induzir o declinio da
) de sete dias (LT7,n=5). O resposta inflamatéria somente ap6s 7 dias
tratamento com ultrassom 7 dias de tratamento.
(TUS7 n=5).
Observou-se, através da analise histolégica,
. . . uma maior area de tecido em regeneragédo
Inicio 2 dias ap6s P )
5 alesdo. Sendo 2 o o apos 4 dias de tratamentcz com US quando
30 ratos Wistar Laceracio 1 MHz/ ERA de 3,5 cm2 Cada sessdo 5612 ;d lica Gesy Os animais fora divididos em 6 comparada ao grupo ndo tratado. Nos
Piedade et al. /Gastrocnémico muscu%ar 0.57 W/cm2 Utilizado gel como | teve a duragédo res ecti?/amgnte grupos, controle 4, 7 e 14 dias. periodos de 7 e 14 dias ndo foram relatadas
(2008) Pulsado (50%) meio acoplador. de 5 minutos ar:f 0S OruDos 4 Grupos tratamento de 4, 7 e 14 dias. diferengas significativas no padréo de
ao dia p grup ’ reparo mas o tratamento com US pareceu
7 e 14 dias R -
favorecer a organizacéo estrutural do tecido
lesionado.
A andlise histolégica por HE no quarto dia
= Cada apos a lesdo revelou que o tecido conjuntivo
Alfredo et al. | 40 ratos Wistar Lesdo muscular L MHz / Gel como agente aplicagao teve ‘O,tr‘atamento t,e ve l_:oratn formados 4 grupos. As tornou-se mais organizado e havia uma
. : através de 0,5 W/cm2 % inicio 24hs apés a | aplicacdes foram repetidas a cada : ) . : -
(2008) / Tibial anterior incisao cirdraica Pulsado (1:2) acoplador. duracéo de 3 lesio 24hs e por 3 dias quantidade maior de células inflamatérias
(TA) 9 . minutos. ’ p ’ (sem especificacdo de seu subtipo) apés
nos musculos tratados com ultrassom.
Os animais foram S Os animais foram separados em A anélise histol6gica (HE) e morfol6gica das
mantidos com Aplicacdes - . "
. . I 1MHz/1.0 ; Inicio ap6s 24 grupo controle (n=5) e grupo amostras demonstraram que o tratamento
Okita et al. 22 Wi imobilizacéo em Wicm2 Erade 0,4 cm tiveram h - -17). O foi S foi d h
(2009) ra;qsl istar flexdo plantar o cm Gel a base de Agua duracio de or?s apos a trata?werclito in— ). d_tratglmento 40| com U 3 Old capfabz e mle' orar a
6leo para obtencao da ontinuo 15 minutos esdo. realizado 1 vez ao dia, durante organizacao das fibras colagenas no

lesdo muscular.

semanas.

endomiseo dos musculos lesionados




Sessodes de 20

Inicio 24 horas
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minutos, apos a lesédo. N - A andlise histol6gica através da coloragao
realizadas o~ Os animais foram divididos em 5 h ~
40 x ERA de 0,1 cm2 Aplicacdes . . com HE mostrou uma maior regeneracao
Chan et al. Les&o muscular 1,5 MHz / sobre a cultura grupos: controle, 7, 14, 21 e 28 dias. )
camundongos / = / Gel de . conforme os L - nas fibras musculares nos grupos tratados
2010 P por laceragao 30mw/cm2 / celular obtida . Todos os animais foram sacrificados
Gastrocnémico acoplamento . grupos: 7, 14,21 e . = com US quando comparados aos
Pulsado através do ; 4 semanas apos a leséo. -
. 28 dias, uma respectivos grupos controle.
musculo do o )
- aplicagado ao dia.
animal.
Inicio 24hs da Tanto o tratamento com LBI quanto o com
Cada sesséo lesio. repetido A US foram capazes de reduzir a intensidade
Renné et al. | 35 ratos / Tibial . = 1,5MHz / U teve duracao rep Os animais foram separados em 4 do quadro inflamatério e a imunomarcagéo
. Criolesao Nao informa cada 48 horas, . . .
(2011) Anterior (TA) 30mw/cm2 de 20 num total de 6 grupos. da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2)
Pulsado minutos. sessBes guando comparados aos resultados obtidos
' nos animais lesionados e néo tratados
Lesio muscular Os animais forgm separados em 4
por imobilizacéo 5 vezes por grupos: GA ((_3rupo . P
do membro 1MHz/1 As sessoes semana durante Alongamento):sem intervengao Nao houve diferenca entre os animais
Artifon et al. | 28 ratos Wistar inferior posterior Wicm?, 0,5 N0 informa tiveram 10 dias intervalos terapéutica; GAUS 1,0 (Grupo tratados com alongamento e US e os que
(2012) / Séleo post ! Wicm? e 0,2 duracao de 3 — Alongamento e UST de 1,0W/cm2; receberem somente alongamento.
em flex&o /em2Pulsad ) aos finais de |
méxima, por 15 W/cm?Pulsado minutos. semana) GAUS 0,5 (Grupo Alongamento e
diés UST de 0,5W/cm2): GAUS 0,2 (Grupo
. Alongamento e UST de 0,2W/cm?.
consecutivos
O tratamento Apos andlise histologica observaram uma
iniciou-se 24 horas melhor organizacéo estrutural do tecido
apos a lesdo. As Foram formados 2 grupos‘((_B(_: e GT), muscular nos animais tratados com US
) 20 ratos Wistar 1,5MHz/ aplicagdes ambos 0s grupos foram divididos em apos 13 dias. Nao houve diferenga entre a
Montalti et al. . : ) ~ y ERA de 2,5 cm2 Sessoes de 20 2 sub grupos (n=5), que foram > S ) h
| Tibial Anterior Criolesdo 30mw/cm2 . ocorreram a cada o ; . = disposicao das fibras de colageno. A
(2013) Pulsado Gel minutos cada. 48hs. sendo 3 sacrificados 7 e 13 dias ap6s a lesao. expressio de COX-2 foi avaliada por
' o primeiro de 7 dias e o segundo de p p

(TA)

sessbes por
semana (3e 6
aplicagdes).

13 dias.

imunohistoquimica e demonstrou que tanto
nos animais tratados por 7 como 13 dias
houve aumento de sua expresséo..
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Tabela 4. Efeitos do UST com frequéncia acima de 3 MHz sobre o reparo do musculo esquelético em modelos

experimentais.

Frequéncia/

Animal / Modelo Intensidade / Area de radiagéo Tempo de Inicio e
Autor e ano Misculo experimental Ciclo de efetiva (ERA) / a Iicpa 30 frequéncia de Periodos avaliados Resultados
p Agente acoplador plicag tratamento
trabalho
A proliferagdo de células satélites nas fases
Grupo 1 = 1x/dia iniciando ap6s 3 dias | iniciais da regeneragéo foi aumentada (até
56 ratos A lesao Aparelho com da lesédo com eutandsia aos 4, 7 e 10 | 96%) com o tratamento com US, porém nédo
Rantanen et Sorague- muscular foi 3 MHz/ transpdutor reduzido As aplicacdes | Inicio apds 6 horas dias. houve efeito sobre a producéo de miotubos.
al. (1999) IgaV\?Ie provocada por 1,5 W/cm2/ (1 cm) e gel como foram de 6 (grupo 2) e ap6s 3 Grupo 2 = 2 dias consecutivos de A proliferacao de fibroblastos se manteve
’ /Gastrocnéymico uma contuséo Pulsado (20%) agente ago lador minutos dias (grupo 1) da tratamento e 1 dia de repouso intensa por periodos de 7 e 10 dias nos
muscular. 9 P ' leséo. iniciando 6 horas ap6s lesdo com animais tratados com US, o que s6
sacrificio apos 1, 3, 6 e 9 dias. aconteceu no periodo de 3 a 4 dias nos
animais néo tratados.
Inicio do Os animais foram separados em 8 N&o foram encontradas diferencas na massa
. Leséo induzida 3.3MHz/ - tratamento 6 horas cpar muscular, na concentragéo de proteinas
Wilkin et al 80 ratos Wistar = x AplicacGes de ) x grupos de 10 animais cada. - p . -
Iikin et al. P por contusdo 1,0 W/cm2 Né&o relata . apos a lesdo, uma . ) totais € no nimero de nucleos por fibra na
2004 / astrocnémico : 5 minutos. N ~ . Eutanasia apos 1,3, 5,7, 14,21, 28 e | . ~ A
( ) muscular bilteral | Pulsado (20%) aplicagao ao dia, area de seccao entre os musculos tratados e

durante 7 dias.

40 dias.

nao tratados.

Aparelho com

Inicio do

Os animais tratados com US nédo
demonstraram alteragdo na massa

Les&o induzida 3MHz/ Aplicacbes de L muscular, concentracdo de proteinas
. ~ transdutor de 1 cm. : tratamento 24 Os animais foram separados em 4 o 7 p )
Markert et al. | 20 ratos Wistar por contusé@o 0.1 W/cm2 = : 5 minutos ao . ) : contrateis, nimero de nucleos por fibra e
P . Nao relata meio - horas apo6s a grupos, incluindo grupo o controle. - o x
(2005) /Gastrocnémico muscular / Continuo dia. = . densidade de mionucleos com relacdo aos
acoplador. lesdo. Por 4 dias. P ; x
musculos lesionados e que nao receberam
tratamento
Aparelho com Inicio apds 24
McBrier et al 36 ratos Les&o induzida 3MHz/ transpdutor de 2 cm Aplicacbes de horas da leséo, Os animais foram eutanasiados 1. 2. 3 Diminuicédo da expressdo de RNAm de MGF
(2007) " | machos Wistar por contusao 0.3 W/cm2 NEo relata meio * | 5 minutos ao aplicagéo por 4 e 4 dias an6s a lesio ' e auséncia de alteragdo de massa nos
/Gastrocnémico muscular. Continuo dia. dias consecutivos. p ’ musculos gastrocnémicos de ratos

acoplador.




Shu et al.
2012

62 ratos SD /
Gastrocnémico

Esmagamento
do masculo
propiciando a
les@o

3 MHz /0,25
W/cm2, 0,5
W/cm2, 0,75
W/cm2Pulsado
(20%)

N&o informa

As aplicagdes
tiveram
duracao de 5
minutos.

As sessoes se
iniciaram 24 horas
apos a leséo.

14 ratos fizeram parte do controle e
48 dos grupos tratamento (divididos
em 4 grupos de 12 ratos cada).
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A anélise histolégica por HE apés 4 e 7 dias
mostrou um quadro inflamatério menos
intenso e com menor nimero de células

inflamatérias em todos grupos tratados com

US quando da comparagdo com 0 grupo ndo

tratado. Aos 14 dias os grupos tratados e o

ndo tratado apresentaram aspectos teciduais

similares.




