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RESUMO 

O ultrassom pulsado de baixa intensidade (USPBI) tem sido utilizado por 

promover um reparo muscular de melhor qualidade e menor duração, porém, 

não há padronização quanto aos parâmetros utilizados na prática clínica. O 

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do USPBI sobre o reparo do músculo 

esquelético de rato após criolesão. Foram utilizados 45 ratos Wistar, machos, 

divididos em 3 grupos experimentais: controle; somente lesão; lesionado 

tratado com USPBI. A aplicação de USPBI foi realizada diariamente após 

indução da lesão, modo estacionário, pulsado 1:4, frequência 1 MHz, 

intensidade 0,4 W/cm2, durante 3 minutos. Os grupos lesionados foram 

eutanasiados após 1, 2, 3 e 7 dias da indução da lesão. O músculo tibial 

anterior (TA) foi removido para análise morfológica e de remodelamento do 

colágeno, sendo os cortes corados com H&E e Picrosirius Red, 

respectivamente. As lâminas foram fotografadas e quantificadas com auxílio do 

programa “Image J”. A expressão gênica de MyoD e miogenina foi obtida por 

PCR em tempo real. Os resultados evidenciaram que o USPBI promoveu 

modulação da resposta inflamatória, havendo redução do infiltrado inflamatório 

após 1, 2, 3 e 7 dias, e redução da mionecrose após 7 dias, seguido pelo 

aumento no número de fibras imaturas após 3 e 7 dias, e aumento dos vasos 

sanguíneos nos dias 2, 3 e 7 dias. Em relação à deposição de colágeno, os 

resultados evidenciaram melhor organização das fibras em todos os períodos 

experimentais, além de aumento da deposição de fibras colágenas no grupo 

lesionado e tratado após 2 e 3 dias. Além disso, o tratamento com USPBI 

promoveu aumento da expressão gênica de MyoD após 3 dias e redução após 

7 dias. Em relação a expressão de miogenina, o grupo tratado demonstrou 

aumento da expressão após 7 dias. Em conclusão, o USPBI nos parâmetros 

utilizados induziu efeitos positivos ao processo de reparo muscular causando 

redução do processo inflamatório e mionecrose, aumento de fibras jovens 

vasos sanguíneos maduros, além de modulação de MyoD e miogenina nos 

diferentes períodos avaliados. 

Palavras-chave: Reparo muscular; ultrassom pulsado de baixa intensidade; 

colágeno; células satélites, MyoD e miogenina. 

 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

The low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) has been used to promote muscle 

repair with better quality and in shorter time, however, there is no 

standardization for the parameters used in clinical practice. Thus, the aim of this 

study was to evaluate the effect of USPBI on the repair of skeletal muscle of 

rats after cryoinjury. Male Wistar rats (n=45) were divided into 3 groups: control; 

only injury; Injured and treated with LIPUS. The LIPUS application was 

performed daily, using the stationary mode, pulse 1: 4, 1 MHz frequency, 

intensity 0.4 W / cm2 for 3 minutes. The injured groups were euthanized at 1, 2, 

3 and 7 days following injury induction. The tibialis anterior muscle (TA) was 

removed for morphological analysis and collagen remodeling, and the muscle 

sections stained with H&E and Picrosirus Red, respectively. Then, the slides 

were photographed and quantified using the program "Image J". The analysis of 

MyoD and myogenin gene expression was performed using real time PCR. The 

results showed that the USPBI promoted modulation of inflammatory responses 

with a decrease of inflammatory infiltrates after 1, 2, 3 and 7 days, and 

reduction of myonecrosis after 7 days, followed by an increase in the number of 

immature fibers after 3 and 7 days, and increase of blood vessels on days 2, 3 

and 7 days. Regarding the deposition of collagen, the results showed better 

organization of the fibers in all experimental periods, and increased deposition 

of collagen fibers in the injured group and treated after 2 and 3 days. In 

addition, treatment with LIPUS promoted increased gene expression of MyoD 

reduction after 3 days and after 7 days. Regarding myogenin expression, the 

treated group showed increased expression after 7 days. In conclusion, the 

LIPUS induced positive effects on muscle repair process leading to reduced 

inflammation and myonecrosis, increased in the immature fibers and mature 

blood vessels, as well as modulation of Myod and miogenin in different periods. 

Keywords: Muscle repair; collagen; low-intensity pulsed ultrasound; satellite 

cells, MyoD and myogenin. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

O músculo esquelético é composto por fibras musculares envolvidas 

em uma matriz extracelular. Possui alta capacidade adaptativa e regenerativa, 

sendo capaz de responder prontamente a um estímulo incluindo: exercício 

físico (ROONEY, SI, et al. 2015), imobilização (OKITA, et al. 2009), alterações 

hormonais (KUCUKGUVEN A, KHALIL R.A. 2013), envelhecimento 

(ANDERSON, 2000) e lesões como criolesão (RENNÓ et al., 2011; MONTALTI 

et al., 2013), contusão (MATHEUS et al., 2008; McBRIER et al., 2007; 

MARKET et al., 2005; WILKIN et al, 2004; RANTANEN et al, 1999; ARTIFON et 

al., 2012; OKITA et al. 2009), lesão por impacto (MATHEUS et al., 2008), 

laceração muscular (CHAN et al., 2010; PIEDADE et al., 2008; FREITAS et al., 

2007) e incisão muscular (PLENTZ et al., 2008; ALFREDO et al., 2008). 

A incidência de lesão muscular evidenciada na pratica clínica é 

bastante elevada, e após uma lesão muscular uma cascata de eventos se inicia 

de forma a permitir que haja o reparo deste tecido. Inicialmente, ocorre a 

mionecrose das fibras musculares e, na sequência, infiltração de células 

inflamatórias, fagocitose das células lesadas, ativação das células satélites 

(CS) e, por último, a diferenciação das células precursoras miogênicas, as 

quais vão dar origem à novas fibras musculares (MONTALTI et al., 2013; 

JARVINEN et al., 2013; RENNO et al., 2011; ALFREDO et al., 2008). 

 

1.1. Células Satélites (CS) e Reparo Muscular 

As CS são células mononucleares, localizadas entre o sarcolema e a 

lâmina basal, que atuam na manutenção, crescimento e regeneração do 

músculo. Quando ativadas, as CS passam a proliferar sendo chamadas de 

mioblastos e estes, por sua vez, se fundem para formar miotubos, que se 

diferenciam e fundem-se a fibras musculares já existentes ou constituem uma 

nova fibra muscular, de forma a reparar a célula danificada (MOTOHASHI et 

al., 2014; BAREJA et al., 2014; JARVINEN et al., 2013; CHEN et al., 2009). 

As CS expressam fatores regulatórios miogênicos (FRMs) que regulam 

cada etapa do processo de reparo muscular, sendo MyoD e Myf5 relacionados 

a proliferação e migração de CS e miogenina e MRF4 relacionados a fase de 

diferenciação em mioblastos (ABUJAROUR et al., 2015; NAGATA et al., 2013). 
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1.2. Fases do reparo muscular 

 

Após a lesão muscular, há uma invasão de células inflamatórias como 

os neutrófilos e os macrófagos. Os neutrófilos são os primeiros a chegarem ao 

sítio de lesão (imediatamente após a lesão, até aproximadamente 24 horas 

após), sendo substituídos gradativamente pelos macrófagos, por volta de 24 a 

48 horas. Os neutrófilos e os macrófagos são responsáveis pela fagocitose do 

tecido necrosado, e liberam citocinas pró-inflamatórias, enzimas e radicais 

livres. As citocinas são substâncias capazes de modular a função de várias 

células envolvidas na regeneração muscular. Estas citocinas modulam as 

diferentes fases do reparo e outras células envolvidas no reparo, porém se sua 

síntese persistir pode haver aumento do dano tecidual (SACLIER et al., 2013; 

TIDBALL & VILLALTA, 2010; VILLALTA et al., 2009; TIDBALL,2005).  

 

1.3. Matriz extracelular e os colágenos no reparo muscular 

Durante o reparo muscular, os componentes do tecido conjuntivo 

também sofrem modificações de forma a permitir que este processo aconteça 

de forma adequada. No tecido muscular, a matriz extracelular (MEC) é 

composta por fibronectina, proteoglicanos, laminina, desmina e colágenos tipo 

I, III e IV (GARG et al., 2015; MANN et al., 2011), e seu remodelamento 

envolve a síntese e degradação de seus componentes (GARG et al., 2015), 

sendo estes realizados por enzimas dependentes de cálcio e zinco chamadas 

metaloproteases de matriz (MMPs) (GARG et al., 2015; HADLER et al., 2011). 

O colágeno tipo I está relacionado com resistência e o colágeno do tipo 

III confere elasticidade ao tecido. O colágeno tipo IV compõe a lâmina externa 

das fibras musculares, é o componente mais abundante da membrana basal, 

fornecendo-lhe resistência mecânica (MANN et al., 2011; SERRANO et al., 

2005; JAMES, 2005).  

O adequado remodelamento da MEC durante a regeneração muscular 

é de extrema importância uma vez que a fibrose excessiva no tecido muscular 

representa uma barreira mecânica à migração e fusão celular, limitando a 

perfusão vascular no local da lesão, impedindo a regeneração normal após 

lesão deste tecido (CHEN & LI, 2009; MANN et al., 2011; PLENTZ et al., 2008). 
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1.4. Ultrassom pulsado de baixa intensidade (USPBI) 

 

O USPBI tem sido recurso terapêutico muito utilizado nos últimos 60 

anos na prática clínica para promover de forma mais rápida e de melhor 

qualidade o reparo muscular. Esse recurso fornece energia mecânica, que 

pode ser transmitida para os tecidos biológicos, como ondas de alta frequência 

acústicas (FREITAS et al., 2007; NAGATA et al., 2013). 

Este recurso opera em uma faixa de 0,1 a 0,7 W/cm2 e seus efeitos 

dependem de diversos fatores físicos tais como: frequência (1 a 3 MHz), 

intensidade (0, 1 a 3 W/cm2), tempo de exposição (3 a 20 minutos) e estado 

fisiológico dos tecidos. Devido a esta variedade de parâmetros a serem 

ajustados, há grande dificuldade na compreensão exata do mecanismo de 

ação do USPBI nos tecidos biológicos (MONTALTI et al., 2013; FREITAS et al., 

2007; ARTIFON et al., 2012; ALFREDO et al., 2008; MATHEUS et al., 2008; 

PLENTZ et al., 2008; CHESTER et al., 2008). 

Os efeitos do US podem ser divididos entre térmicos e não térmicos. 

Os efeitos térmicos são obtidos pela emissão contínua de ondas sonoras, 

definido como ultrassom contínuo, provocam uma alteração térmica nos 

tecidos, resultando em um aquecimento tecidual. Os efeitos não térmicos, são 

possíveis pela emissão pulsada das ondas sonoras, definido como ultrassom 

pulsado, resultam do efeito mecânico, levando a alterações como cavitação 

estável e micromassagem dentro dos tecidos, podendo também gerar calor 

(FREITAS et al., 2011). 

Os resultados dos estudos que utilizaram o US durante o reparo do 

músculo esquelético estão sumarizados na tabela à seguir: 
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Tabela 1-  Análise comparativa dos estudos realizados com US.  

Autor Músculo 
Animal 
Lesão 

Frequência 
Intensidade 

Emissão 
 Meio 

condutor 

Tempo aplicação/ 
Grupos 

Efeito/ Resultado 

PIEDADE et 
al., 2008 

Gastrocnêmio,  
30 ratos 
Wistar, 
laceração 
muscular 

1 MHz/ 
0,57 
W/cm2 

 

Pulsado 
(1:1) 
Gel de 
carbopol 

5 minutos/sessão, sendo 
2, 5 e 12 aplicações 
(grupos 4, 7 e 14 dias) 

Aumento da deposição de fibras 
de colágeno e melhor organização 
tecidual, nos grupos 7 e 14 dias. 

ARTIFON et 
al., 2012 

Sóleo.  
28 ratos, 
Wistar, 
imobilização 

1 MHz/ 
1 W/cm2; 
0,5 W/cm2; 
0,2 W/cm2 

 

Pulsado (não 

relata ciclo) 
Não relata 
meio 
acoplador 
 

3 minutos /sessão; 
5x/semana; 10 dias 

Aumento do número de fibras 
imaturas, no grupo 0,2W/cm2, em 
relação aos demais grupos. 

PLENTZ et 
al., 2008 

Bíceps 
femoral.  
16 ratos 
Wistar, incisão 
muscular 

1 MHz/ 
0,4 W/cm2 

 

Pulsado 
(1:5) 
 Não relata 

3 minutos, sendo 3 
aplicações (1, 8 e 24 
horas após a lesão) 

Redução de eritrócitos, após 1 
hora. Aumento de Neutrófilos, 
após 8 horas, e de Eosinófilos, 
após 24 horas, sugerindo 
modulação da resposta 
inflamatória. 

PINTO et 
al., 2008 

Tibial anterior.  
35 ratos, 
injeção 
intramuscular 
de hidrocloreto 
de 
bupivacaina 

1 MHz/ 
0,3 W/cm2 

 

Pulsado (não 

consta ciclo) 
Gel de 
Carbopol 

1x/dia, por 2 e 7 dias ( não 
consta tempo) 

Modulação da resposta 
inflamatória após 7 dias 

ALFREDO 
et al,. 2008 

Tibial anterior 
(TA). 40 ratos 
Wistar , 
incisão 
muscular 

1 MHz/ 
0,5 W/cm2 

Pulsado 
(1:2) 
Gel de 
carbopol e 
gel de arnica 
montanna 

3 minutos, sendo 3 
aplicações, 1/dia. 4 
grupos: controle (10), 
lesados e não tratados; 
(10), lesados, tratados 
com US (10); grupo ultra-
som com arnica (10). 

Melhor organização tecidual em 
ambos os grupos, com tecido 
conjuntivo mais organizado e 
consistente. 

OKITA et 
al., 2009 

Sóleo, 22 
ratos Wistar, 
mantidos em 
imobilização 
por flexão 
plantar. 

1 MHz/ 
1,0 W/cm2 

Contínuo 
Gel  

15 min/sessão 
6 x/semana 
Por 4 semanas 

Prevenção da contratura muscular 

FREITAS et 
al., 2007 

Gastrocnêmio. 
25 ratos 
Wistar, 
laceração 
muscular 

Frequência 
não 

relatada 

intensidad
e 0.5, 1.0 
e 2.0 
W/cm2 

Pulsado (não 

consta o 
regime) 

Não relata 
meio 
acoplador 
 

O tratamento iniciou-se 12 
horas  após a lesão, 
sendo realizada uma 
aplicação ao dia, por 1, 3 
e 5 dias. 

Diminuição do estresse oxidativo, 
em todos os períodos 
experimentais, o que sugere uma 
modulação da resposta 
inflamatória nos grupos tratados 
com US em comparação ao não 
tratado. 

GOUVÊA et 
al.,  1998 

Tibial anterior 
(TA),  
30 Ratos 
Wistar,  
Incisão 
cirúrgica 

1 MHZ 
0.5 W/cm2   
Transdutor 
reduzido 
(não 
especifica).  

Pulsado 
(1:5) 
 Não relata. 
meio 
acoplador  

O tratamento iniciou-se 24 
horas após a lesão. 
Aplicações por 3, 5, 10 e 
15 dias, consecutivos. 

Favoreceu a regeneração 
muscular, em todos os períodos 
experimentais, redução de 
macrófagos e neutrófilos em 3, 7, 
14 e 21 dias. 

MENEZES 
et al., 1999 

Reto femoral,  
26 coelhos da 
raça Nova 
Zelândia,  
Esmagamento 
muscular 

1 MHz  
 Não relata 
intensidade 

Não relata 
emissão 
Uma bolsa 
de látex 
cheia de 
água e gel 
hidrossolúvel 

Inicio 3 dias após a lesão. 
As aplicações 
aconteceram por 10 dias 
consecutivos 

Modulação da resposta 
inflamatória, com redução dos 
infiltrados inflamatórios. 

KARNES & 
BURTON, 
2002. 

Extensor 
digital longo , 
33 ratos 
Sprague- 
Dawley, 
 Lesão 
induzida por 
eletroestimula
ção  
 

1 MHz  
0.5 W/cm2    

Contínuo 
Meio 
subaquático 

Início do tratamento 
imediatamente após a 
lesão prosseguindo 
diariamente por 3, 5 ou 7 
dias. 

Não houve diferença significante 
entre os grupos tratados e não 
tratados aos 3 e 5 dias, mas em 7 
dias após a lesão, a força 
muscular no grupo tratado com 
ultrassom foi significativamente 
maior quando comparado ao não 
tratado. 

RENNÓ et 
al., 2011 

Tibial anterior 
(TA).  
35 ratos, 
Wistar, 
criolesão. 

1,5 MHz 
0,3Wcm2 

Pulsado 
Não relata 

20 minutos/sessão, à cada 
48 horas, sendo 6 
aplicações 

O grupo tratado apresentou 
redução do infiltrado inflamatório e 
diminuição do edema e das células 
inflamatórias. 

MONTALTI 
et al.,2013 

Tibial anterior. 
20 ratos 
Wistar, 

1,5 MHz 
0,3 W/cm2 

Pulsado 
Gel de 
carbopol 

20 minutos/sessão, sendo 
ao total 3 e 6 sessões 
(grupos 7 e 13 dias) 

Maior deposição de colágeno e 
melhor alinhamento das fibras no 
grupo tratado, em comparação ao 
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criolesão. somente lesão.   

MATHEUS 
et al., 2008 

Gastrocnêmio. 
40 ratas 
Wistar, 
contusão 
muscular 

1 e 3 MHz 
0,5 W/cm2 

Pulsado 
(1:5) 
 Gel de 
carbopol 

5 minutos/dia por 6 dias Aceleração da resposta de reparo 
muscular, aumento da rigidez, não 
havendo diferença entre as 
frequências testadas. 

GUIMARÃE
S, et al., 
2011 

Tecido 
epitelial; 50 
ratos; 
remoção de 1 
cm2  da pele. 

3 MHz  
0,1 W/cm2 

Contínuo 
ERA 4 cm2 

 

Início do tratamento 
imediatamente após a 
lesão, prosseguindo 
diariamente por 7 e 14 
dias. Sendo 5 grupos 
(controle, gel, gel + 
dexapantenol, gel + 
dexapantenol + US) 

Os grupos t7 e 14 dias ratados 
com US apresentaram maior 
deposição de colágeno em 
comparação aos outros grupos. 

MARKERT 
et al., 2005 
" 

Gastrocnêmio, 
20 ratos 
Wistar, Lesão 
induzida por 
contusão 
muscular 

3 MHz  
 0.1 W/cm2   
 

Contínuo 
Não relata 
meio 
acoplador. 

Início do tratamento 24 
horas após a lesão. Por 4 
dias, sendo 5 min/sessão 

Não houve alteração de massa 
muscular, número de núcleos por 
fibra, área de secção transversa e 
das proteínas contráteis. 

MCBRIER 
et al.,  2007 

Gastrocnêmio,  
36 ratos 
Wistar,  
lesão induzida 
por contusão 
muscular. 

3 MHz  
 0.3 W/cm2  

Não relata 
meio 
acoplador. 
 

Inicio  após 24 horas da 
lesão, aplicação por 4 dias 
consecutivos, sendo 5 
min/sessão 

Diminuição da expressão de 
RNAm do MGF (mechano-growth 
factor). 

SHU et al. 
2012 

Gastrocnêmio 
/ 62 ratos SD / 
Esmagamento 
do músculo 
propiciando a 
lesão 

3 MHz  / 
0,25 
W/cm2, 0,5  
W/cm2, 
0,75  
W/cm2 
 

Pulsado 
(1:5) / Não 
relata meio 
acoplador e 
ERA 

5 minutos/sessão 
As sessões se iniciaram 
24 horas após a lesão. 
14 ratos fizeram parte do 
controle e 48 dos grupos 
tratamento (divididos em 4 
grupos de 12 ratos cada). 

Após análise histológica HE e 
imunohistoquímica um grande 
número de núcleos nas fibras 
musculares indicou uma maior 
proliferação celular no grupo 
tratado. A coloração HE mostrou 
um número menor de células 
inflamatórias após 4 e 7 dias. 

RANTANEN 
et al., 1999 

Gastrocnêmio,  
 56 ratos  
Sprague-
Dawley, lesão 
induzida por 
contusão 
muscular 
 
 

3 MHz  
1,5 W/cm2  

Pulsado 
(1:5)  
Gel de 
carbopol 

Grupo 1 = 1x/dia iniciando 
após 3 dias após a lesão 
com eutanásia aos 4, 7 e 
10 dias. 
Grupo 2 = 2 dias  
consecutivos de 
tratamento e 1 dia de 
repouso iniciando  6 horas 
após lesão com  sacrifício 
após 1, 3, 6 e 9 dias. 
 

Não houve efeitos benéficos 
significantes relacionado aos 
aspectos morfológicos durante a  
regeneração muscular. 

WILKIN et 
al., 2004 
 

Gastrocnêmio, 
80 ratos 
Wistar, 
lesão induzida 
por contusão 
muscular 
bilteral 

3.3 MHz  
1,0 W/cm2 
 

Pulsado 
(1:5) 
Não relata 
agente 
acoplador 
 

Início do tratamento 6 
horas após a lesão, uma 
aplicação ao dia.  
8 grupos de 10 animais 
cada.  Eutanásia após 1,3, 
5, 7, 14, 21, 28 e 40 dias. 

Não houve alterações na massa 
muscular, na concentração de 
proteínas totais e no número de 
núcleos por fibra, o que sugere 
que o ultrassom não interferiu no 
reparo muscular. 

 

Como demonstrado na tabela acima temos o total de 19 artigos que 

utilizaram ultrassom após uma lesão muscular, variando os parâmetros como 

descrito à seguir: frequência de 1 à 3 MHz; intensidade de 0,2 à 2,0 W/cm2; 

tempo de aplicação entre 3 à 20 minutos; músculos escolhidos gastrocnêmio, 

sóleo, tibial anterior, bíceps e reto femoral; frequência de tratamento de 1 à 40 

dias. Destes estudos, 10 utilizaram a frequência de 1 MHz, o que corresponde 

à 52,7% e 9 utilizaram a frequência entre 1,5 à 3 MHz, o que corresponde à 

47,3% dos estudos. Com relação ao modo de aplicação 14 estudos (73,7%) 

utilizaram o modo pulsado e 5 (26,3%) utilizaram o modo contínuo. Já em 
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relação a intensidade 15 (79%) utilizaram intensidade baixa, variando entre 0,1 

W/cm2 à 0,7 W/cm2. Em se tratando de modelo de lesão 26% utilizaram o 

modelo de contusão muscular (5) sendo que 2 (10,4%) utilizaram o modelo de 

criolesão e maioria destes estudos (32%) analisou os aspectos morfológicos, 

que incluem infiltrado inflamatório edema, fibras imaturas, deposição de 

colágeno e alinhamento das fibras colágenas. Os principais músculos avaliados 

nestes estudos foram o gastrocnêmio (47,4%), o tibial anterior (26,3%) e o 

sóleo (10,5%). Os resultados evidenciaram que os estudos que utilizaram 

frequência de 1 MHz e intensidade baixa (0,1 à 0,7 W/cm2), apresentaram 

melhores respostas quanto aos efeitos, entre eles aspectos morfológicos 

(aumento do número de fibras musculares, redução de infiltrado inflamatório, 

diminuição do estresse oxidativo, aumento na deposição das fibras colágenas, 

redução do edema). 

Há grande interesse no estabelecimento de recursos e terapias a serem 

utilizados na tentativa de proporcionar um processo de reparo muscular de 

melhor qualidade e menor duração. Desta forma, destaca-se o uso do US 

terapêutico durante o processo de reparo muscular, no intuito de promover uma 

regeneração de melhor qualidade, em menor tempo. Embora muito utilizado na 

prática clínica ainda existe pouco conhecimento no que se refere a efeitos 

biológicos, mecanismos de ação e protocolos a serem utilizados para modular 

positivamente a regeneração muscular. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo geral 

 Analisar as ações do USPBI sobre o reparo do músculo tibial anterior 

de rato (TA) após criolesão. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar os efeitos do USPBI durante o processo de reparo muscular 

após criolesão sobre: 

o Aspectos morfológicos do tecido muscular incluindo: 

mionecrose, infiltrado inflamatório, presença de novas fibras, 

edema e vasos maduros. 

o Distribuição e organização do colágeno 

o Expressão gênica dos FRMs: MyoD e miogenina 
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3. MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1. Aspectos éticos 

A metodologia utilizada no presente estudo foi conduzida segundo as 

normas internacionais de ética na experimentação animal (NATIONAL 

RESEARCH COUNCIL, 1996), e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (AN26/2014 – Anexo 2). 

Este estudo foi realizado no laboratório de pesquisa do Programa de Mestrado 

e Doutorado em Ciências da Reabilitação da UNINOVE. 

 

3.2. Animais 

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, 

Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com dois meses de idade e massa 

corporal 200±15 gramas, os quais foram mantidos no biotério da UNINOVE. Os 

animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, temperatura 

ambiente (22°C), luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e 

com comida e água ad libitum. 

 

3.3. Grupos experimentais 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 03 grupos 

experimentais: 

 Controle: Os animais não foram submetidos a nenhum procedimento, 

havendo somente remoção do músculo tibial anterior (TA) (n=5);  

 Criolesão sem tratamento: Os animais foram apenas criolesionados 

no músculo tibial anterior direito (TAD) e não receberam tratamento 

com USPBI (n=20); 

 Criolesão tratado com USPBI: Os animais foram criolesionados no 

músculo TAD e tratados com USPBI (n=20); 

Os animais dos grupos criolesionados foram eutanasiados após 1, 2, 3 

e 7 dias da indução da lesão para determinação dos aspectos morfológicos,  

organização e distribuição de colágeno e expressão gênica de MyoD e 

miogenina. Os animais do grupo controle foram eutanasiados no primeiro dia 

do experimento. O grupo sham não foi utilizado neste estudo uma vez que 

resultados prévios já publicados evidenciaram que não existiram alterações 

morfológicas importantes devido a incisão e exposição da musculatura.(Alves 

et al, 2014). 
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3.4. Procedimento de criolesão 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados de acordo com o descrito 

por MIYABARA et al., 2005; BAPTISTA et al., 2011 e MESQUITA-FERRARI et 

al., 2011; ALVES et al., 2014,  RIBEIRO et al. 2015. Os animais foram pesados 

e, em seguida, anestesiados com administração intraperitoneal de 100 mg/Kg 

de peso do animal de Ketamina 10% (Dopalen, Vetbrands, São Paulo, Brasil) e 

10 mg /Kg peso do animal de Xilazina 2% (Anasedan, Vetbrands, São Paulo, 

Brasil). Para aplicação da anestesia 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. 

Posteriormente, à indução anestésica, os animais foram posicionados em uma 

superfície plana e realizado a tricotomia da região correspondente ao músculo 

TA. 

O modelo de lesão muscular por meio de criolesão foi o escolhido para 

este estudo devido ao fato deste ser um modelo no qual se consegue executar 

uma lesão na superfície ventral do músculo, com características semelhantes, 

de forma limpa, causando menor variabilidade na severidade da lesão (ALVES 

et al., 2013; ASSIS et al., 2012;  MESQUITA-FERRARI et al., 2011; BAPTISTA 

et al., 2010).  

 

3.5. Procedimento de tratamento com USPBI 

Nos grupos criolesão tratados com USPBI os animais foram contidos 

manualmente e submetidos ao tratamento diário com USPBI Sonomaster 

Microcontrolled Comunicator (KW Eletrônica, Amparo, SP, Brasil) utilizando gel 

de carbopol, CARBOPOL® ETD 2020 NF, como agente acoplador; modo de 

aplicação estacionário (Fig. 1), sobre a área lesionada; modo pulsado a 1:5, 

ciclo de trabalho; frequência de 1 MHz; intensidade de 0,4 Wcm2; durante 3 

minutos (Tabela 2) (ARTIFON et al., 2012; PLENTZ et al., 2008). 

 

A C B 
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Figura 1: Demonstração do procedimento de aplicação de USPBI. A. Equipamento de 

ultrassom, modelo Sonomaster, marca KW. B e C. Aplicação do transdutor sobre a área 

lesionada. 

 

Tabela 2. Parâmetros dosimétricos do USPBI. 

PARÂMETROS USPBI 

Modo de aplicação Estacionário 

Ciclo de trabalho 1:5 

Frequência 1 MHz 

Intensidade  0,4 W/cm2 

Tempo de aplicação  3 minutos 

 

3.6. Eutanásia dos animais e remoção dos músculos 

 Após o período experimental de cada grupo, os animais foram 

eutanasiados utilizando superdose de anestésico, sendo 400 mg /Kg peso do 

animal de Ketamina à 10% (Dopalen, Vetbrands, São Paulo, Brasil) e 40 mg/Kg 

de peso do animal de Xilazina à 2% (Anasedan, Vetbrands, São Paulo, 

Brasil). Em seguida, os músculos TA foram retirados e pesados. Para o 

processamento histológico, amostras dos músculos foram coletadas e fixadas 

durante 24 horas em formol tamponado a 10% pH 6,5. Para o processamento 

da análise de expressão gênica as amostras foram retiradas e imediatamente 

armazenadas em freezer a -80°C. 

 

3.7. Processamento histológico: coloração com Hematoxilina e 

Eosina (HE) e PicroSirius Red 

Os tecidos foram desidratados em soluções com concentração 

crescente de álcool etílico (70%, 80%, 90%) num período de 90 minutos cada, 

passados três vezes em álcool absoluto e três vezes em Xilol (Reagen). A 

impregnação e inclusão em parafina (Sigma, USA) foi efetuada em duas 

incubações durante 1 hora a 60°C. Os músculos foram clivados e incluídos 

transversalmente com as porções centrais do fragmento posicionadas mais 

externamente no bloco. Foram feitos em média 03 cortes de 5 μm de 

espessura no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) após chegar ao 

nível da lesão muscular. Os cortes foram colocados em lâminas de microscopia 

desengorduradas e previamente filmadas, silanizadas, mantidos em estufa a 
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37°C durante 12 horas e submetidos às colorações histológicas de H&E e 

PicroSirius Red. 

 

3.8. Análise morfológica quantitativa e qualitativa 

Para análise quantitativa, cinco áreas (duas centrais e três nas bordas 

da lesão) correspondentes a 50% da área total da lesão foram fotografadas 

com auxílio de microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan 2, Alemanha). 

As imagens foram analisadas por um patologista experiente, sem o 

conhecimento prévio dos grupos experimentais, usando o “plugin count cells” 

do software “Image J” (National Institute of Health - NIH, EUA). Foram 

contabilizadas as células inflamatórias totais, a mionecrose, os vasos 

sanguíneos maduros e as fibras musculares imaturas (novas). Pelo menos três 

lâminas de cada animal foram examinadas e os dados submetidos à análise 

estatística. Já na análise qualitativa dos cortes corados com H&E, foram 

descritos os aspectos relacionados ao edema presente ou não, nos diversos 

grupos. 

 

3.9. Análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas  

Cortes histológicos adicionais foram corados com PicroSirius Red 

(Sigma, St. Louis, MO, EUA), seguindo o método descrito por JUNQUEIRA et 

al, 1982 e examinados com auxílio de microscópio de luz polarizada Pol-

Interferencial Photomicroscope (Modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha). As 

imagens foram quantificadas pelo programa Image J (National Institute of 

Health - NIH, EUA), no qual a área relativa ocupada pelas fibras colágenas foi 

calculada em relação à área total do corte, conforme descrito por HADI et al, 

2011. 

 

3.10. Extração e controle de qualidade de RNA total 

 Para este procedimento foi utilizado 80-100 mg do tecido muscular na região 

da área lesionada. O tecido foi macerado em nitrogênio líquido e em seguida 

homogeneizado em 1 mL do reagente TRIzol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), para 

o isolamento do RNA total, seguindo as orientações do fabricante. Após a lise 

celular, foi adicionado 300 μL de clorofórmio gelado, incubado em temperatura 

ambiente por 03 minutos e centrifugação a 10.200 rpm durante 15 minutos a 4°C, 

para separação das diferentes frações (DNA, RNA e proteína) e a fase aquosa 
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superior contendo o RNA total foi transferida para um novo microtubo. A 

concentração do RNA total e pureza foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific) com comprimento de onda 260 e 280 nm e as amostras foram 

armazenadas a -80°C. Para análise da integridade do RNA total, 1 µg de RNA foi 

analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, não desnaturante, 

corado com brometo de etídeo. 

 

3.11. Síntese do DNA Complementar (cDNA) e PCR em tempo real 

quantitativo (qPCR). 

O RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa utilizando-se o 

High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) para a 

obtenção do cDNA que foi utilizado para a reação de PCR em tempo real 

utilizando o “SYBR Green Kit” (Applied Biosystems). 

Para este procedimento as amostras foram analisadas em triplicata e as 

reações realizadas em um termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems Carlsbad, CA, USA). Oligonucleotídeos iniciadores (“primers 

forward e reverse”) específicos para as os FRMs MyoD (forward: 5′-

GGAGACATCCTCAAGCGATGC-3′; reverse: 5′-AGCACCTGGTAAATCGGATTG-

3′; produto: 80 pb) e Miogenina (forward: 5′-ACTACCCACCGTCCATTCAC-3′; 

reverse: 5′-TCGGGGCACTCACTGTCTCT-3′; produto: 140 pb) foram usados para 

a realização deste procedimento. 

Para normalização dos dados foram utilizados primers para o gene 

constitutivo gliceraldeído-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH) (forward: 5′-

GCATCCTGGGCTACACTGA-3′; reverse: 5′-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3′; 

produto: 90 pb).  

Para a comparação entre os dados entre os grupos (controle e tratado), 

unidades arbitrárias foram calculadas da seguinte forma: 

Unidade Arbitrária = 2 -ΔΔTC, 

Sendo ΔΔCT = ΔCT amostra – ΔCT controle 

(CT: “threshold cycle”). 
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3.12. Análise dos Resultados 

Foram obtidos os valores médios e desvio padrão de cada grupo. A 

distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. Os dados tiveram distribuição paramétrica e foram submetidos ao 

teste de variância ANOVA seguido do teste de Tukey. Foi adotado o nível de 

significância de p≤0,05.  
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Resumo 

O ultrassom pulsado de baixa intensidade (USPBI) tem sido utilizado por 

promover um reparo muscular de melhor qualidade e menor duração, porém, 

não há padronização quanto aos parâmetros utilizados na prática clínica. O 

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do USPBI sobre o reparo do músculo 

esquelético de rato após criolesão. Foram utilizados 45 ratos Wistar, machos, 

divididos em 3 grupos experimentais: controle; somente lesão; lesionado 

tratado com USPBI. A aplicação de USPBI foi realizada diariamente após 

indução da lesão, modo estacionário, pulsado 1:4, frequência 1 MHz, 

intensidade 0,4 W/cm2, durante 3 minutos. Os grupos lesionados foram 

eutanasiados após 1, 2, 3 e 7 dias da indução da lesão. O músculo tibial 

anterior (TA) foi removido para análise morfológica e de remodelamento do 

colágeno, sendo os cortes corados com H&E e Picrosirius Red, 

respectivamente. As lâminas foram fotografadas e quantificadas com auxílio do 

programa “Image J”. A expressão gênica de MyoD e miogenina foi obtida por 

PCR em tempo real. Os resultados evidenciaram que o USPBI promoveu 

modulação da resposta inflamatória, havendo redução do infiltrado inflamatório 

após 1, 2, 3 e 7 dias, e redução da mionecrose após 7 dias, seguido pelo 

aumento no número de fibras imaturas após 3 e 7 dias, e aumento dos vasos 

sanguíneos nos dias 2, 3 e 7 dias. Em relação à deposição de colágeno, os 

resultados evidenciaram melhor organização das fibras em todos os períodos 

experimentais, além de aumento da deposição de fibras colágenas no grupo 

lesionado e tratado após 2 e 3 dias. Além disso, o tratamento com USPBI 

promoveu aumento da expressão gênica de MyoD após 3 dias e redução após 

7 dias. Em relação a expressão de miogenina, o grupo tratado demonstrou 

aumento da expressão após 7 dias. Em conclusão, o USPBI nos parâmetros 

utilizados induziu efeitos positivos ao processo de reparo muscular causando 

redução do processo inflamatório e mionecrose, aumento de fibras jovens 

vasos sanguíneos maduros, além de modulação de MyoD e miogenina nos 

diferentes períodos avaliados. 

Palavras-chave: Reparo muscular; ultrassom pulsado de baixa intensidade; 

colágeno; células satélites, MyoD e miogenina. 
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Abstract 

The low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) has been used to promote muscle 

repair with better quality and in shorter time, however, there is no 

standardization for the parameters used in clinical practice. Thus, the aim of this 

study was to evaluate the effect of USPBI on the repair of skeletal muscle of 

rats after cryoinjury. Male Wistar rats (n=45) were divided into 3 groups: control; 

only injury; Injured and treated with LIPUS. The LIPUS application was 

performed daily, using the stationary mode, pulse 1: 4, 1 MHz frequency, 

intensity 0.4 W / cm2 for 3 minutes. The injured groups were euthanized at 1, 2, 

3 and 7 days following injury induction. The tibialis anterior muscle (TA) was 

removed for morphological analysis and collagen remodeling, and the muscle 

sections stained with H&E and Picrosirus Red, respectively. Then, the slides 

were photographed and quantified using the program "Image J". The analysis of 

MyoD and myogenin gene expression was performed using real time PCR. The 

results showed that the USPBI promoted modulation of inflammatory responses 

with a decrease of inflammatory infiltrates after 1, 2, 3 and 7 days, and 

reduction of myonecrosis after 7 days, followed by an increase in the number of 

immature fibers after 3 and 7 days, and increase of blood vessels on days 2, 3 

and 7 days. Regarding the deposition of collagen, the results showed better 

organization of the fibers in all experimental periods, and increased deposition 

of collagen fibers in the injured group and treated after 2 and 3 days. In 

addition, treatment with LIPUS promoted increased gene expression of MyoD 

reduction after 3 days and after 7 days. Regarding myogenin expression, the 

treated group showed increased expression after 7 days. In conclusion, the 

LIPUS induced positive effects on muscle repair process leading to reduced 

inflammation and myonecrosis, increased in the immature fibers and mature 

blood vessels, as well as modulation of Myod and miogenin in different periods. 

Keywords: Muscle repair; collagen; low-intensity pulsed ultrasound; satellite 

cells; MyoD; myogenin. 
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Introdução 

Os músculos esqueléticos são tecidos dinâmicos, compostos por fibras 

musculares envoltas em uma matriz extracelular, com alta capacidade 

adaptativa e regenerativa, capazes de responder prontamente a um estímulo 

incluindo o exercício físico, imobilização, alterações hormonais e lesões por 

diferentes causas, por exemplo criolesão1,2 , contusão3,  A incidência de lesões 

musculares evidenciada na pratica clínica é bastante elevada, e após uma 

lesão muscular uma cascata de eventos se inicia de forma a permitir que haja a 

regeneração deste tecido. Inicialmente ocorre a mionecrose das fibras 

musculares e na sequência infiltração de células inflamatórias, fagocitose das 

células lesadas, ativação das células satélites (CS) e, por último, a 

diferenciação das células precursoras miogênicas, as quais vão dar origem à 

novas fibras musculares 1,2, 7, 8. Durante estas fases, as CS expressam fatores 

transcricionais (fatores regulatórios miogênicos - MRFs) que regulam cada 

etapa, sendo MyoD e Myf5 relacionados a proliferação e migração de CS e 

Miogenina e MRF4 relacionados a fase de diferenciação destas células 

musculares 12, 13. 

Após a lesão muscular há uma invasão de células inflamatórias neste 

local, sendo este infiltrado composto por vários tipos de células, como os 

neutrófilos e os macrófagos. Os neutrófilos são os primeiros à chegarem ao 

sítio de lesão (imediatamente após a lesão, até aproximadamente 24 horas 

após), sendo substituídos gradativamente pelos macrófagos, por volta de 24 à 

48 horas 14, 15. 

Durante o reparo muscular os componentes do tecido conjuntivo (TC) 

também sofrem modificações de forma a permitir que este processo aconteça 

de forma adequada. Este tecido é composto de células e de matriz extracelular, 

cujos componentes se remodelam para melhor atender a demanda tecidual. No 

tecido muscular a MEC é composta por fibronectina, proteoglicanos, laminina e 

colágenos, tipo I, III e IV 18, 19, e seu remodelamento, envolve a síntese e 

degradação de seus componentes, sendo estes realizados por enzimas 

dependentes de cálcio e zinco chamadas metaloproteases de matriz (MMPs) 18, 

20. O adequado remodelamento da MEC durante a regeneração muscular é de 

extrema importância uma vez que a fibrose excessiva no tecido muscular 

representa uma barreira mecânica à migração e fusão celular, limitando a 

perfusão vascular no local da lesão, impedindo a regeneração normal após 

lesão deste tecido 11, 19, 23. 
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Um recurso terapêutico muito utilizado nos últimos 60 anos, na prática 

clínica, para promover de forma mais rápida e de melhor qualidade o reparo 

muscular é o ultrassom pulsado de baixa intensidade. Este é uma forma de 

energia mecânica, que pode ser transmitida para os tecidos biológicos, como 

ondas de alta frequência acústica 3, 13. 

Este opera em uma faixa de 0,1 à 0,7 W/cm2. Os efeitos do USPBI 

dependem de diversos fatores físicos tais como: frequência, entre 0,75 à 3 

MHz; intensidade, que varia de 0, 1 à 3W/cm2; tempo de exposição, variando 

entre 3 e 20 minutos e estado fisiológico dos tecidos. Devido a esta variedade 

de parâmetros a serem ajustados, há grande dificuldade na compreensão 

exata do mecanismo de ação do US nos tecidos biológicos 2, 3, 5, 6, 8, 23, 24 . Os 

efeitos do USPBI podem ser divididos entre térmicos e não térmicos. Os efeitos 

térmicos, ou seja, emissão contínua de ondas sonoras, definido como 

ultrassom contínuo (USC), provocam uma alteração térmica nos tecidos, 

resultando em um aquecimento tecidual. Os não térmicos, ou seja, emissão 

pulsada das ondas sonoras, definido como ultrassom pulsado (USP), resultam 

do efeito mecânico da energia do US, levando a alterações como cavitação 

estável e micromassagem dentro dos tecidos, podendo também gerar calor 25. 

Há grande interesse no estabelecimento de recursos e terapias a 

serem utilizados na tentativa de proporcionar um processo de reparo muscular 

de melhor qualidade e menor duração. Desta forma, destaca-se o uso do US 

terapêutico durante o processo de reparo muscular, no intuito de promover uma 

regeneração de melhor qualidade, em menor tempo. Embora muito utilizado na 

prática clínica ainda existe pouco conhecimento no que se refere a efeitos 

biológicos, mecanismos de ação e protocolos a serem utilizados para modular 

positivamente a regeneração muscular. 

 

Materiais e Métodos 

A metodologia utilizada no presente estudo foi conduzida segundo as 

normas internacionais de ética na experimentação animal (NATIONAL 

RESEARCH COUNCIL, 1996), e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animais da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (AN0026/2014). Este 

estudo foi realizado no laboratório de pesquisa do Programa de Mestrado e 

Doutorado em Ciências da Reabilitação da UNINOVE. 
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Animais 

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, 

Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com dois meses de idade e massa 

corporal 200±15 gramas, os quais foram mantidos no biotério da UNINOVE. Os 

animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, temperatura 

ambiente (22°C), luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e 

com comida e água ad libitum. 

 

 Grupos Experimentais 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 03 grupos 

experimentais: 

Controle: Os animais não foram submetidos a nenhum procedimento, 

havendo somente remoção do músculo tibial anterior (TA) (n=5);  

Criolesão sem tratamento: Os animais foram apenas criolesionados no 

músculo tibial anterior direito (TAD), e não receberam tratamento com US 

(n=20); 

Criolesão tratado com US: Os animais foram criolesionados no músculo 

TAD e tratados com US (n=20); 

 

Os animais dos grupos lesionados foram eutanasiados após 1, 2, 3 e 7 

dias da lesão para tornar possível a determinação dos aspectos morfológicos e 

síntese de colágeno e para a expressão de FRMs. Os animais do grupo 

controle foram eutanasiados no primeiro dia do experimento. 

 

 Procedimento de criolesão 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados de acordo com o descrito 

por MIYABARA et al., 2005; BAPTISTA et al., 2011 e MESQUITA-FERRARI et 

al., 2011. Os animais foram pesados e em seguida anestesiados 

proporcionalmente à massa corporal com administração intraperitoneal de 

ketamina 10% (100 mg/Kg de massa do animal - Dopalen, Vetbrands, São 

Paulo, Brasil) e xilazina 2% (10 mg/Kg de massa do animal - Anasedan, 

Vetbrands, São Paulo, Brasil). Para aplicação da anestesia 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. Posteriormente à indução anestésica, os animais 
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foram posicionados em uma superfície plana e realizado a tricotomia da região 

correspondente ao músculo TA. 

O modelo de lesão muscular por meio de criolesão foi o escolhido para 

este estudo devido ao fato deste ser um modelo no qual se consegue executar 

uma lesão na superfície ventral do músculo, com características semelhantes, 

de forma limpa, causando menor variabilidade na severidade da lesão (ALVES 

et al., 2013; ASSIS et al., 2012;  MESQUITA-FERRARI et al., 2011; BAPTISTA 

et al., 2010).  

 

Procedimento de tratamento com USPBI 

Nos grupos criolesão tratados com USPBI os animais foram contidos 

manualmente e submetidos ao tratamento diário com USPBI Sonomaster 

Microcontrolled Comunicator (KW Eletrônica, Amparo, SP, Brasil) utilizando gel 

de carbopol, CARBOPOL® ETD 2020 NF, como agente acoplador; modo de 

aplicação estacionário, sobre a área lesionada; modo pulsado a 1:5, ciclo de 

trabalho; frequência de 1 MHz; intensidade de 0,4 Wcm2; durante 3 minutos 

(ARTIFON et al., 2012; PLENTZ et al., 2008). 

 

Eutanásia dos animais e remoção dos músculos 

Após o período experimental de cada grupo, os animais foram 

eutanasiados utilizando superdose de anestésico (400 mg/Kg de massa do 

animal de Ketamina à 10% - Dopalen, Vetbrands, São Paulo, Brasil e 40 mg/Kg 

de massa do animal de Xilazina à 2% - Anasedan, Vetbrands, São Paulo, 

Brasil). Em seguida, os animais foram pesados e os músculos TA retirados e 

pesados. Para o processamento histológico, amostras dos músculos foram 

coletadas e fixadas durante 24 horas em formol tamponado a 10% pH 6,5. Para 

o processamento da análise de expressão gênica as amostras foram retiradas 

e imediatamente armazenadas em freezer a -80°C. 

 

Processamento histológico: coloração com H&E e PicroSirius Red 

Os tecidos foram desidratados em soluções com concentração 

crescente de álcool etílico (70%, 80%, 90%) num período de 90 minutos cada, 

passados três vezes em álcool absoluto e três vezes em Xilol (Reagen). A 

impregnação e inclusão em parafina (Sigma, USA) foi efetuada em duas 

incubações durante 1 hora a 60°C. Os músculos foram clivados e incluídos 

transversalmente com as porções centrais do fragmento posicionadas mais 
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externamente no bloco. Foram feitos em média 03 cortes de 5 μm de 

espessura no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) após chegar ao 

nível da lesão muscular. Os cortes foram colocados em lâminas de microscopia 

desengorduradas e previamente filmadas, silanizadas, mantidos em estufa a 

37°C durante 12 horas e submetidos às colorações histológicas de 

hematoxilina e eosina (H&E) e PicroSirius red. 

 

Análise morfológica quantitativa e qualitativa 

Para análise quantitativa, cinco áreas (duas centrais e três nas bordas 

da lesão) correspondentes a 50% da área total da lesão foram fotografadas 

com auxílio de microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan 2, Alemanha). 

As imagens foram analisadas por um patologista experiente, sem o 

conhecimento prévio dos grupos experimentais, usando o plugin count cells do 

software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA). Foram 

contabilizadas as células inflamatórias totais, a mionecrose, os vasos 

sanguíneos e as fibras musculares imaturas (novas), por área. Pelo menos três 

lâminas de cada animal foram examinadas e os dados submetidos à análise 

estatística. Já na análise qualitativa dos cortes corados com H&E, foram 

descritos em relação ao edema presente ou não, nos diversos grupos. 

 

Análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas  

Cortes adicionais foram corados com Picrosírius Red (Sigma, St. Louis, 

MO, EUA), seguindo o método descrito por JUNQUEIRA et al, 1982 e 

examinados com auxílio de microscópio de luz polarizada Pol-Interferencial 

Photomicroscope (Modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens foram 

analisadas pelo programa Image J (National Institute of Health - NIH, EUA), no 

qual a área relativa ocupada pelas fibras colágenas foi calculada em relação à 

área total do corte, conforme descrito por HADI et al, 2011. 

 

Extração e controle de qualidade de RNA total 

 Para este procedimento foi utilizado 80-100 mg do tecido muscular 

macerado em nitrogênio líquido e em seguida homogeneizado em 1 mL do 

reagente Trizol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), para o isolamento do RNA total, 

seguindo as orientações do fabricante. Após a lise celular, será adicionado 300 μL 

de clorofórmio gelado, incubado em temperatura ambiente por 03 minutos e 

centrifugação a 10.200 rpm durante 15 minutos a 4°C, para separação das 
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diferentes frações (DNA, RNA e proteína) e a fase aquosa superior contendo o 

RNA total será transferido para um novo microtubo. A concentração do RNA total 

e pureza foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) com 

comprimento de onda 260 e 280 nm e as amostras foram armazenadas a -80°C. 

Para análise da integridade do RNA total, um µg de RNA foi analisado por meio 

de eletroforese em gel de agarose 1% não desnaturante, corado com brometo de 

etídeo. 

 

Síntese do DNA Complementar (cDNA) e PCR em tempo real quantitativo 

(qPCR) 

O RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa utilizando-se o 

High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) para a 

obtenção do cDNA que foi utilizado para a reação de PCR em tempo real 

utilizando o “SYBR Green Kit” (Applied Biosystems). Para este procedimento as 

amostras foram analisadas em triplicata e as reações realizadas em um 

termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems Carlsbad, 

CA, USA). Oligonucleotídeos iniciadores (“primers forward e reverse”) específicos 

para as os FRMs MyoD (forward: 5′-GGAGACATCCTCAAGCGATGC-3′; reverse: 

5′-AGCACCTGGTAAATCGGATTG-3′; produto: 80 pb) e Miogenina (forward: 5′-

ACTACCCACCGTCCATTCAC-3′; reverse: 5′-TCGGGGCACTCACTGTCTCT-3′; 

produto: 140 pb) foram usados para a realização deste procedimento. Para 

normalização dos dados oram utilizados primers para o gene constitutivo 

gliceraldeído-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH) (forward: 5′-

GCATCCTGGGCTACACTGA-3′; reverse: 5′-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3′; 

produto: 90 pb). Para a comparação entre os dados entre os grupos (controle e 

tratado), unidades arbitrárias foram calculadas da seguinte forma: 

Unidade Arbitrária = 2 -TC, 

Sendo CT = CT amostra – CT controle (CT: “threshold cycle”). 

 

Análise estatística 

Foram obtidos os valores médios e desvio padrão de cada grupo. A 

distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. Os dados com distribuição paramétrica foram submetidos ao teste de 

variância (ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para determinar diferenças 
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significantes entre todos os grupos experimentais e controle adotando o nível 

de significância de p≤0,05. 
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Resultados 

 

Análise morfológica qualitativa 

Na análise morfológica qualitativa verificou-se que os músculos do 

grupo controle apresentaram aspecto histológico normal com presença de 

fibras com núcleos periféricos, sem sinais de lesão ou processo inflamatório, 

como esperado (Fig. 1 A). Os grupos lesionados sem tratamento após 1, 2 e 3 

dias, demonstraram edema entre as fibras musculares, com moderado a 

intenso infiltrado infamatório, respectivamente. Estas apresentaram-se em 

grande parte necróticas (mionecrose) (Fig. 1 B, 1 D, e 1 F). Os grupos tratados 

com USPBI demonstraram redução do edema, nos respectivos períodos 1, 2 e 

3 dias. O grupo 7 dias não apresentou edema (Fig. 1 H e 1 I). 

 

Análise morfológica quantitativa 

Na análise morfológica quantitativa evidenciou-se que o USPBI 

promoveu redução do infiltrado inflamatório (Fig. 1 B a 1 I) em todos os 

períodos avaliados (p<0,01), e redução da mionecrose após 7 dias (p<0,01), no 

grupo tratado, em relação ao somente lesionado (Fig. 1 H e 1 I). Além disso foi 

observado que nos grupos criolesionados submetidos à USPBI houve um 

aumento significante (p<0,01) dos vasos sanguíneos nos períodos 2, 3 e 7 

dias, (Fig. 1 D a 1 I), associado ao aumento do número de fibras imaturas 

(novas) nos períodos 3 e 7 dias (p<0,01) (Fig. 1 F a 1 I) quando comparado aos 

respectivos períodos que não receberam tratamento. O grupo controle 

apresentou diferença significativa com relação à todos os grupos analisados 

(p<0,01). 
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Figura 1: Fotomicrografias dos cortes 

histológicos de músculos corados por 

hematoxilina & eosina (aumento original, 

100x). (A) Músculo controle exibindo 

morfologia normal. (B)  Criolesionado após 

1 dia. (C) Criolesionado submetida ao 

USPBI após 1 dia, ambas mostrando 

edema e mionecrose. (D) Criolesionado 

sem tratamento após 2 dias com edema, 

mionecrose e infiltrado inflamatório. (E) 

Criolesionado submetido à USPBI após 2 

dias com edema, mionecrose e infiltrado 

inflamatório. (F e G) Criolesionado sem 

tratamento e tratado com USPBI, 

respectivamente,  após 3 dias mostrando 

vasos sanguíneos  e edema. (H e I) 

Criolesionado sem tratamento e submetido 

à USPBI, respectivamente, após 7 dias, 

mostrando fibras imaturas e vasos 

sanguíneos. 
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Figura 2: Efeitos do UST sobre o número total de células inflamatórias (A); mionecrose (B); 
vasos sanguíneos maduros (C) e fibras imaturas (D). Os valores estão expressos em média e 
desvio padrão (ANOVA/Tukey). *p<0,01 comparado com o grupo criolesionado sem 
tratamento. 
 
 

Deposição e organização de colágeno 

A análise feita utilizando coloração de PicroSirius Red permitiu verificar 

que o grupo controle apresentou distribuição uniforme e organizada das fibras 

colágenas na região de endomísio e perimísio (Fig. 3 A). Após 1, 2 e 3 dias, a 

distribuição do colágeno foi semelhante nos grupos com e sem USPBI, com 

fibras dispersas no local infiltrado por células inflamatórias e no espaço celular 

das fibras de necrosadas (Fig. 3 B, C, D, E e G).   No grupo 7 dias, as fibras de 

C 

D 
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colágeno começaram a apresentar maior organização em feixes em ambos 

grupos, tratado e não tratado com USPBI ( Fig 3 H e I). No grupo criolesionado 

sem tratamento foi observada distribuição difusa e desorganizada do colágeno 

predominantemente nas regiões de endomísio e perimísio (Fig. 3 B, D, F e H). 

Já o grupo submetido à USPBI apresentou maior organização dos feixes de 

colágeno dispostos de forma compacta, principalmente na região do perimísio 

no grupo 7 dias  (Fig. 3 C, E, G e I).    

A quantificação da área de deposição de colágeno por imagens 

analisadas sob luz polarizada demonstrou que não houve diferença significante 

entre os grupos avaliados após 1 e 7 dias, lesionados e tratados ou não com 

USPBI (p>0,05). Contudo, observou-se um aumento significante na deposição 

de colágeno nos grupos criolesionados submetido à USPBI após 2 e 3 dias em 

comparação aos grupos criolesionados sem tratamento nos mesmo períodos 

de avaliação (p<0,01). 
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Figura 3: Fotomicrografias dos cortes histológicos de músculos corados por Picrosírius com e 

sem luz polarizada (aumento original, 400x). Figuras ilustrativas das imagens usadas na 

quantificação da porcentagem de fibras colágenas por área utilizando a microscopia de luz 

polarização. 

Não polarizada Polarizada 
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Figura 4: Quantificação da área de fibras de colágeno no TA em porcentagem com relação à 
área total do músculo. Os valores estão expressos como média e desvio padrão (ANOVA / 
Tukey). *p<0,01 quando comparado com os demais grupos experimentais. 

 

Expressão gênica de FRMs 

A análise de expressão gênica dos FRMs permitiu evidenciar que após 

3 dias houve um aumento de mRNA de MyoD no grupo tratado com USPBI em 

relação ao grupo não tratado. Já em 7 dias houve redução deste FRM no grupo 

USPBI em relação ao grupo não tratado do mesmo período (Fig. 5). 

Em relação a expressão de miogenina foi possível verificar um 

aumento no grupo USPBI em relação ao grupo lesionado sem tratamento. Nos 

demais períodos não houve diferença na expressão deste (Fig.5).  
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Figura 5: Quantificação da expressão gênica dos FRMs (MyoD e Miogenina). Os valores estão 

expressos como média e desvio padrão (ANOVA / Tukey).  
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Discussão 

O ultrassom (US) apresenta inúmeras respostas sobre a modulação do 

processo inflamatório e sobre o reparo do músculo esquelético de ratos, após 

lesão aguda, conforme avaliado em diversos estudos 1, 2, 3, 5, 7, 18, 19, 20, 25, 26, 

27,28,29. Porém os protocolos estudados apresentam inúmeras divergências 

quanto ao mecanismo de ação e parâmetros à serem utilizados. 

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que houve 

uma modulação do processo inflamatório, nos grupos tratados com USPBI, 

promovendo uma redução do infiltrado inflamatório em todos os períodos 

experimentais e da mionecrose após 7 dias, aumento no número de vasos 

maduros após 2, 3 e 7 dias, associado com aumento no número de fibras 

imaturas após 3 e 7 dias. 

Achados estes que corroboram com o descrito por ARTIFON et al., 

2012, observaram que o US (1MHz; pulsado; 0,2 W/cm2, 0,5 W/cm2  e 1,0 

W/cm2; por 3 minutos) aumentou o número de fibras imaturas, no grupo 0,2 

W/cm2  em comparação aos grupos tratados com US nas intensidades 0,5 

W/cm2  e 1,0 W/cm2 . 

No tecido muscular esquelético, a família de colágeno é de suma 

importância para o processo de reparo muscular, manutenção da integridade 

das fibras musculares e adequada relação de força, durante a contração 

muscular 19, 21. 

PIEDADE et al., 2008, utilizaram o US (ERA 2,5 cm2; F: 1,5 MHz, I: 30 

mW/cm2; Modo: pulsado; tempo 20 min/sessão, por 7 ou 13 dias), demonstrou 

efeitos sobre a síntese de colágeno, evidenciando um aumento na deposição 

das fibras durante o processo de reparo, após criolesão em tibial anterior, e 

melhor alinhamento das mesmas.  Neste estudo os grupos 7 e 13 dias 

apresentaram maior quantidade de fibras de colágeno depositadas e um 

melhor alinhamento das mesmas, quando comparado com o grupo controle, e 

melhor alinhamento e distribuição das fibras colágenas em todos os períodos 

experimentais, nos grupos tratados com USPBI, dados estes que corroboram 

com  nossos achados. 

RENNÓ et al, 2011 avaliaram o efeito do US (intensidade 0,3 W/cm2; 

frequência 1,5 MHz; Modo pulsado; tempo 20 min/sessão, modo estacionário) 

e laser de baixa potência (830 nm; 107 W/cm2; 50 J/cm2; 30 mW; T=47s) por 

11 dias, durante o processo de reparo, após induzirem lesão por criolesão em 

tibial anterior (TA) e seus  resultados evidenciaram que tanto o grupo US como 



42 

 

 

 

o grupo laser demonstraram redução da lesão tecidual, com redução do 

infiltrado inflamatório e edema. 

Estudos têm evidenciado um efeito do USPBI na aceleração do 

processo de regeneração muscular1, 2, 3, 4, 7, 18, 20, 25, 27, 29. Desta forma no 

presente estudo foi avaliada a expressão de FRMs relacionados as diferentes 

fases do processo de reparo para investigar o possível efeito modulatório do 

USPBI neste aspecto. Os resultados demonstraram que este recurso 

terapêutico modulou a expressão destes induzindo especialmente um aumento 

de MyoD após 3 dias e miogenina após 7 dias em relação ao grupo não tratado 

evidenciando uma antecipação da expressão destes e, junto com os demais 

resultados encontrados, uma modulação positiva do processo de reparo no que 

se refere a questão temporal. 

Em conclusão, o USPBI nos parâmetros utilizados induziu efeitos 

positivos ao processo de reparo muscular causando redução do processo 

inflamatório e mionecrose, aumento de fibras musculares imaturas e de vasos 

sanguíneos maduros, além de modulação de MyoD e miogenina nos diferentes 

períodos avaliados.  
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5. Considerações finais 

Neste estudo, buscou-se avaliar o efeito do USPBI sobre a 

regeneração do músculo esquelético de ratos, após lesão aguda, aliando aos 

dados obtidos por meio de pesquisa bibliográfica sobre a utilização do 

ultrassom em modelos experimentais de lesão aguda. Contudo, verifica-se que 

até o presente momento não há suporte científico para a utilização deste 

recurso no tratamento de lesões musculares, devido à carência de estudos em 

modelos animais e de estudos clínicos randomizados e controlados. Os 

presentes achados demonstram que o USPBI foi capaz de promover uma 

redução no número de células inflamatórias totais e da mionecrose, aumento 

dos vasos sanguíneos maduros e fibras imaturas, além de promover uma 

melhor distribuição e organização das fibras colágenas e modulação da 

expressão gênica de MyoD e Miogenina. Portanto, estes achados são 

importantes para a realização de novos estudos, a fim de proporcionar 

melhores entendimentos sobre os aspectos celulares e moleculares envolvidos 

no processo de reparo muscular, após aplicação do USPBI. 
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Anexo 1: Protocolo de aprovação para uso de animais de experimento, 

emitido pelo comitê de ética em experimentação animal (CEUA). 
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Anexo 2: Submissão do artigo científico. 

 

 

 

 

 


