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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do ultrassom pulsado
(USp) no reparo muscular em um modelo experimental de lesdo lacerativa do
muasculo gastrocnémio medial em ratos Wistar. Vinte ratos foram tratados
diariamente com USp (50%), 1MHz, 0,57W/cmz2 de intensidade por 5 min. formando
0s grupos tratados (GT), e 20 animais constituiram os grupos controle (CG). A
analise histoldgica, morfométrica (usando o método estereoldgico) e biomecanica
(teste de tensdo) foi realizada aos 4, 7, 14 e 24 dias apos a lesdo. As lesdes
apresentaram um padrdo de reparo similar tanto nos GT como nos GC. Os volumes
absolutos da lesdo (VL) e das zonas central e de regeneracdo (Vzc e VzR)
diminuiram progressivamente ao longo do processo de reparo tanto nos GT como
nos GC. No GT, o VL diminuiu significativamente em todos os dias experimentais,
sendo que Vzc uma diminuicdo significante aos 4 e 7 dias pos-lesdo e o Vzr aos 14
dias pos-leséo. A fracdo de volume de vasos sanguineos e a fracdo de superficie de
vasos sanguineos foi maior nos GT aos 4 e 7 dias pés-lesdo em relacdo aos
respectivos controles. Apesar de haver uma tendéncia a um maior volume absoluto
de vasos sanguineos nos GT, a andlise estatistica mostrou que existe uma maior
volume de vasos somente aos 4 dias pés-lesdo. Nao houve diferenca significante na
area de superficie total de vasos sanguineos na lesdo quando se comparam 0S
grupos entre si. Houve um aumento significante na fracdo de volume de fibras de
colageno na lesdo nos GT aos 4,7 e 14 dias pdés-lesdo. Houve um aumento
significante na tensdo maxima e na rigidez nos GT aos 4 e 24 dias ap0s a leséo.
N&o houve diferenca significante na deformacao relativa entre GC e GT. Os

resultados sugerem que o USp otimiza a fase inflamatéria e estimula as fases



Xi

proliferativa e de remodelamento, promovendo uma diminuicdo mais acentuada no
volume da lesdo, estimulando a angiogénese, assim como, a deposicdo e a
organizacdo do colageno fibrilar. Os achados histolégicos corroboram com os
achados biomecanicos, que mostram que os musculos tratados pelo USp tiveram

propriedades biomecéanicas mais parecidas com as do musculo integro.

Descritores: 1.Terapia por ultrassom 2.Estereologia 3.Biomecanica 4.Histologia

5.Musculo esquelético/lesdes 6.Agentes indutores da angiogénese 7.Colageno



Xii

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the pulsed ultrasound
therapy (PUT) in stimulating muscle repair in an experimental model of lacerative
gastrocnemius medialis muscle lesion in 40 Wistar rats. Twenty rats were treated
(TG) daily with 1IMHz pulsed ultrasound (50%) at 0.57W/cm? for 5 min, and 20 were
control animals (CG). Muscle samples were harvested up on postoperative days 4, 7,
14 and 24 for stereological, histological, and biomechanical analyses. The lesions
presented similar repair pattern in both TG and CG. The lesion volume (VL) and the
central and regenerative zones volumes (Vcz and VRz) had a progressive deacrease
through the post lesion period both in the TG and CG. The VL decrease was
significantly greater in the TG in all experimental days, the Vcz decrease was
significant in the TG at 4 and 7 days post lesion, and the VRrRz decrease was
significant at 14 days post lesion in the TG. Statistically significant increase was
found in the blood vessels volume fraction and in the surface fraction of blood
vessels in the TG at 4 and 7 days post lesion compared to respective CG. Although
there was a tendency to have a greater blood vessels absolute volume within lesion
in the TG, the statistical analysis showed that it was only larger at 4 days after
surgery in US treated group. No statistically significant increase was found in the
surface total area within lesion in all experimental days between CG and TG. There
was a significant increase in the volume fraction of fibrilar collagen within the lesion in
the TG at 4, 7 and 14 days post lesion. The biomechanical data showed a significant
increase in the maximal stress and stiffness in the TG at 4 and 24 days after lesion,
although there was a progressive increase of these variables both in the CG and TG.

There was no significant difference in the maximal elongation, between CG and TG.
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Our data suggest that the PUT acts as an inflammatory optimizer and stimulates the
proliferative and remodeling phases, promoting a greater decrease in the VL and in
the Vcz, stimulating angiogenesis and controlling fibrilar collagen deposition and
organization in this experimental model of lacerative gastrocnemius muscle lesion.
The histological data are in accordance to the biomechanical data, which shows that
the muscles treated by USp have biomechanical properties similar to the noninjuried

muscles.

Key words: 1.Ultrasound therapy 2.Stereology 3.Biomechanics 4.Histology

5.Skeletal muscle injury 6.Angiogenesis 7.Collagen



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do tecido muscular esquelético

O mdusculo esquelético €é constituido basicamente por dois
componentes principais, as células musculares (também chamadas fibras
musculares ou miofibras) e o tecido conjuntivo (considerados também o0s vasos e
nervos). As células musculares ao receberem o estimulo dos motoneurdnios a sao
responsaveis pelo encurtamento contratii do musculo, enquanto que o tecido
conjuntivo promove a unido das células musculares individuais entre si e aos 0Ss0s,
possibilitando a geracéo de trabalho (YOUNG, HEATH, 2000).

As células musculares esqueléticas sdo alongadas com o comprimento
variando de poucos milimetros, como no musculo estapédio, a 50cm no musculo
sartério nos humanos e com diametro variando de 15 a 20um, nos musculos
extrinsecos do olho, a mais de 1Imm nos musculos treinados de atletas (JARVINEN
et al., 2005). Cada célula possui um arranjo complexo de filamentos protéicos
contrateis e ndo contrateis e a habilidade do musculo de deformar-se e de recuperar
sua forma é dependente dessa malha de filamentos e dos elementos da matriz
extracelular do tecido conjuntivo (MALONE et al., 1996).

O tecido conjuntivo presente no musculo cria um suporte mecéanico que
recebe a forca contratil de cada célula e promove a rigidez estrutural necessaria a
transmissao de tensdo resultando em movimento articular e locomocéo eficientes

(STONE, 1990). Para tanto o tecido conjuntivo interage estreitamente com as células



musculares, agregando-as em conjuntos hierarquicamente organizados, em niveis
cada vez mais complexos, através de bainhas conjuntivas, denominadas endomisio,
perimisio e epimisio.

O endomisio € a camada de tecido conjuntivo mais delicada que
reveste e separa cada célula muscular individualmente. Nesta localizac&o, o tecido
apresenta-se rico em fibras finas de colageno tipo Il (correspondentes as fibras
reticulares da histologia classica), fibras do sistema elastico, capilares e terminacdes
nervosas. O endomisio relaciona-se diretamente com a lamina basal (rica em
colageno tipo 1V, laminina e proteoglicanos) que reveste cada célula.

A interacdo entre o conjunto de células musculares e o tecido
conjuntivo na regido da lamina basal deve possuir resisténcia suficiente para
suportar cargas de até 1000Kg durante um trabalho de sobrecarga maxima. Para
tanto, existem cadeias de moléculas especificas como a distrofina e as integrinas
que, direta ou indiretamente, conectam os miofilamentos contratreis, através da
membrana plasmatica, a matriz extracelular (KAARIAINEN et al., 2000a;
KAARIAINEN et al., 2000b; JARVINEN et al., 2005).

O perimisio € uma camada de tecido conjuntivo mais fibroso que o
endomisio e envolve grupos de 10 a 20 células musculares, formando um fasciculo;
por fim, envolvendo todo o musculo encontra-se o epimisio, considerada a camada
mais resistente e grossa de tecido conjuntivo. Tanto o perimisio como 0 epimisio
contem quantidades maiores de fibras de colageno tipo | (fiboras colagenas
propriamente ditas) que fibras reticulares (formadas por colageno tipo IlI).

Aléem da populacdo de células musculares tipicas no musculo
esquelético maduro, ha ainda outra populacdo de células, conhecidas como células

satélites, de aspecto relativamente indiferenciado que se localizam ao longo de toda



extensdo da célula muscular pelo lado interno de sua lamina basal. Demonstrou-se
gue sao estas as ceélulas responsaveis pela regeneracdo do musculo esquelético
pos-lesdo, mantendo a morfostase tecidual nos casos de morte celular fisiolégica ou

injuria (ALAMEDDINE et al., 1989; ALLEN;, RANKIN, 1990; BISCHOFF, 1990).

1.2 Anatomia do musculo gastrocnémio no rato

O musculo gastrocnémio de rato € constituido por duas cabecas principais
gue sdo consideradas musculos distintos, o musculo gastrocnémio lateral (que se
apresenta formado pelas subunidades lateral, intermediaria e medial) e o musculo
gastrocnémio medial que ndo apresenta subdivisées, sendo formado por uma
cabeca Unica (BENNETT et al., 1986; BENNETT et al., 1988). Tanto o gastrocnémio
lateral como o medial séo inervados por ramos motores separados originados do
nervo tibial. Proximalmente, o musculo gastrocnémio origina-se no fémur, e
caudalmente, seus tenddes se unem ao tenddo do musculo so6leo formando o
tendé&o calcaneo comum, conhecido como tendao de Aquiles (HEBEL et al., 1986).

O musculo gastrocnémio de rato é usado frequentemente em modelos
experimentais que avaliam a recuperacéo eletrofisiolégica e funcional durante a
regeneracao de nervos periféricos (LIU et al., 2003; RAFIUDDIN et., 2003; THOMAS
et al., 2003; VALERO-CABRE et al., 2004; VAREJAO et al., 2004). Também & um
dos musculos mais utilizados nos modelos de lesdo lacerativa (JARVINEN et
al.,1976; FISHER et al., 1990; CRISCO et al.,, 1994, MENETREY et al., 1999;

FUKUSHIMA et al., 2001; PIEDADE et al., 2008), porém poucos descrevem em que



porcado desse musculo a leséo foi realizada, ainda que descrevam de forma precisa
0 procedimento técnico para obtencdo da lesdo. Em alguns estudos ha relatos de
que a laceracdo foi realizada na porcdo lateral do muasculo gastrocnémio
(MENETREY et al., 1999; FUKUSHIMA et al., 2001; PIEDADE et al., 2008).

Neste trabalho optamos por utilizar um modelo que produzisse lesdes
lacerativas padronizadas utilizando a cabeca medial do musculo gastrocnémio,
pois o fato de ndo apresentar subdivisbes favorece a realizacdo do estudo
estereoldgico, e também porque essa porcdo € a mais comumente acometida

nos traumas em humanos.

1.3 Lesdo muscular

Dentre as patologias tratadas por fisioterapeutas, destacam-se as
lesGes musculares dos esportistas ou por acidentes, que podem ser decorrentes de
uma grande variedade de mecanismos causais, que vao desde um trauma direto,
incluindo laceracdes e contusdes musculares, a traumas indiretos relacionados ao
estiramento, exercicio excéntrico, isquemia e disfuncdes neurolégicas (GARRETT et
al., 1984; FISHER et al., 1990; GARRETT, 1990; CRISCO et al., 1994).

Entretanto, ainda ndo ha um regime adequado para o tratamento
dessas lesbes, tornando-as um grande desafio para os profissionais da medicina
esportiva e da traumatologia (GARRET et al.1984; CRISCO et al., 1994,

MENETREY et al., 1999).



A laceracdo muscular ocorre quando o musculo é seccionado por um
objeto cortante. Este tipo de lesdo ocorre freqientemente na mao e nos membros
superiores em decorréncia de acidentes automobilisticos e domésticos (GARRET et
al.,1984); apesar de ser mais rara nos esportes, quando um atleta sofre este tipo de
lesé@o, o retorno as suas atividades fisicas e a ascenséao profissional fica fortemente

comprometido (MENETREY et al., 1999).

1.4 Aspectos histopatoldgicos do reparo da musculatura esquelética

Os mecanismos de reparo tecidual sempre receberam grande atencéo
na area de pesquisa biomédica e farmacoldgica; sdo inUmeras as contribuicdes
recentes, tendo em vista o grande interesse despertado pelo uso de células-tronco
na regeneracao tecidual. Para o estudo aprofundado sobre o reparo tecidual existem
excelentes revisoes atualizadas (JARVINEN et al., 2007; SMITH et al., 2008).

De modo geral, pode-se dizer que, uma vez estabelecidos durante o
desenvolvimento embrionario, os tecidos sdo mantidos em equilibrio dinamico
através de um balanco entre morte celular e regeneracdo durante toda a vida.
Porém, quando o tecido € lesado ocorre uma ativacdo desta maquinaria de modo a
promover o reparo. Estudos recentes tém revelado a existéncia de paralelos entre o
desenvolvimento dos tecidos no embrido e sua reconstrucdo durante episodios de
reparo.

De modo geral, pode-se distinguir 4 zonas diferentes que se modificam

durante o processo de reparo (Figura 1): zona central (ZC): corresponde a area



onde ocorre a laceracdo e contém o hematoma nos estagios precoces e mais tarde

€ preenchida pelo tecido de granulacédo; zona de regeneracdo (ZR): localiza-se

perifericamente a zona central, nos estagios mais precoces separa a zona central
dos cotos de células musculares sobreviventes. Nesta regido, ocorre o crescimento

dos miotubos durante a regeneracao, e zona preservada (ZP): localizada ainda mais

perifericamente, corresponde a regido que contém os cotos preservados das células

musculares.

ZP ZR ZC ZR ZP

A

Figura 1 - llustragcdo esquematica das 4 zonas diferentes que se modificam durante o
processo de reparo: zona central (ZC); zona de regeneracdo (ZR) e zona
preservada (ZP).

No inicio do processo de reparo, as mudancas teciduais se dao na

presenca do processo inflamatério, que compreende a invasao por neutréfilos e,

posteriormente, macréfagos no local da lesdo. Estas células eliminam os

microrganismos invasores e os restos de células e matriz. Além disso, séo a fonte de
fatores de crescimento e citocinas que possivelmente coordenam Varios
comportamentos celulares, como a migracéo, proliferacdo, sintese de matriz e assim

por diante, até o final do reparo (WERNER; GROSE, 2003).

O processo de cicatrizacdo do musculo esquelético segue um padréo
relativamente constante independentemente da causa da injuria lacerativa (HURME

et al., 1991).



A seqUéncia temporal, descrita classicamente na literatura, dos

fenbmenos envolvidos na regeneracdo do mauasculo esquelético encontra-se

resumida na Tabela 1 (KAARIAINEN et al., 2000).

Tabela 1 — Fenébmenos envolvidos na regeneracdo do masculo esquelético

Tempo pos-leséo

Eventos

0 a 24 horas

- Retragcdo das células musculares rompidas e preenchimento do
espaco por hematoma.

- Necrose das células rompidas a partir do local da ruptura até uma
distancia de 1 a 2mm

- Cilindros de membrana basal preservados sdo preenchidos por
macrofagos.

- A “banda de contracao” é formada permitindo a limitacdo da
extensdo da necrose.

- Células satélites tornam-se ativadas e o0s primeiros mioblastos
desmina-positivos sao vistos apés 12 horas.

- Células satélites comecam a se proliferar apos aproximadamente
24 horas.

2 a 3 dias

- As células satélites se diferenciaram em mioblastos e comecaram
a se fundir em miotubos.

- Macro6fagos fagocitam partes necrosadas de miofibras.
- O hematoma € substituido por tecido conjuntivo cicatricial.

5 dias

- Miotubos preenchem a membrana basal preservada.

- Miofibras em regeneracdo comecam a aderir ao tecido conjuntivo
através de seus aspectos laterais

7 dias

- Miofibras em regeneracdo estendem-se da membrana basal
preservada e comegcam a penetrar a cicatriz.

- O tecido conjuntivo cicatricial torna-se denso.

14 dias

- Formacdo de novas juncgBes miotendineas pequenas nas
terminacdes das miofibras em regeneracao.

21 a 56 dias

- O tecido cicatricial diminui e as miofibras em regeneragéo tornam-
se entrelacadas.

- As miofibras em regeneracdo amadurecem e adquirem aparéncia
estriada com mionucleos localizados perifericamente.

A Figura 2 ilustra esquematicamente a evolucdo do processo de

reparo ao longo do tempo.
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Figura 2 - llustracdo esquemaética do reparo do musculo esquelético ao longo dos dias apés
lesdo traumatica. Dia 2: as partes necrosadas das células musculares
seccionadas sao removidas por macréfagos enquanto ocorre a formacédo de
tecido conjuntivo cicatricial por fibroblastos na zona central. Dia 3: as células
satélites tornam-se ativadas na zona de regeneracdo diferenciando-se em
mioblastos. Dia 5: mioblastos fundem-se dando origem a miotubos na zona de
regeneragdo e o tecido conjuntivo na zona central torna-se mais condensado.
Dia 7: as células musculares em regeneragcdo crescem em diregdo a zona
central e comegam a penetrar no tecido cicatricial. Dia 14: a cicatriz torna-se
mais condensada e reduzida e as células musculares em regeneracdo mais
centralizadas. Dia 21: as células musculares estdo entrelagadas e virtualmente
unidas com pouco tecido cicatricial entre elas (JARVINEN et al., 2005).

MENETREY et al. (1999) descreveram trés fases distintas ap6és uma

laceracdo muscular: a) fase de destruicdo, caracterizada pela formacdo de

hematoma, resposta inflamatéria celular e degeneracdo e necrose do tecido

muscular; b) fase de reparo, que inclui a fagocitose do tecido danificado, a

regeneracdo do musculo estriado, a producdo de tecido conjuntivo cicatricial e o

crescimento capilar, e c) fase de remodelamento, na qual o musculo regenerado

amadurece, contrai e ha reorganizacéo do tecido cicatricial.



a) Fase de destruicéo

Quando o musculo é lesado, ocorre lesdo de membrana nos cotos
musculares rompidos deixando-os expostos (JARVINEN et al., 2005). Dentro de
horas apds o trauma, ocorre condensacdo do material citoesquelético originando
uma estrutura chamada “banda de contracéo”, que de forma ainda desconhecida,
impede que a necrose da lesdo ndo se estenda por todo o comprimento da célula
muscular (THORSSON et al.,1998).

Além do comprometimento das células musculares, 0s vasos
sangilineos também sdo rompidos; logo, células inflamatérias tém acesso direto ao
foco da lesdo. Nas primeiras horas, os polimorfonucleares neutrofilicos sdo os mais
abundantes no local da lesdo, mas logo nos primeiros dias, sdo substituidos por
monocitos que dao origem a macrofagos. Alguns fibroblastos também podem ser
vistos ja nos primeiros dias apdés a lesdo. Nessa fase também se observam
hematoma e edema nos espacos intra- e extracelulares, dificultando a chegada do
oxigénio as células, favorecendo o aparecimento de les6es secundérias por hipoxia
(GARRET et al., 1984; LEHTO et al., 1985; FISHER et al., 1990; HURME et al.,

1991; CRISCO et al., 1994).

b) Fases de reparo e de remodelamento

O reparo dos tecidos envolve dois processos distintos: a regeneracgéao,
que se refere a substituicdo das células lesadas por células do mesmo tipo (como
acontece no reparo de uma fratura 0ssea) e substituicdo por tecido conjuntivo, um

processo denominado de fibroplasia ou fibrose, que deixa uma cicatriz permanente
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(como ocorre no reparo das feridas). Tanto a regeneracao quanto a fibroplasia séao
determinadas por mecanismos similares, envolvendo a migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo celulares, bem como interacbes entre célula e matriz extracelular
(JARVINEN et al., 2005).

Esses dois eventos devem ocorrer no reparo muscular, uma vez que a
recuperacdo funcional do musculo lesado requer também a restauracdo da matriz
extracelular (MEC) do tecido conjuntivo que envolve as células (RANTANEN et al.,
1999). Por outro lado, observa-se que a regeneracdo muscular pode ser dificultada
pelo desenvolvimento de fibrose, a qual parece iniciar-se durante a segunda semana
apos a lesdo e aumentar com o passar do tempo (KASEMKIJWATTANA et al., 1998;

MENETREY et al., 1999).

» Regeneracao das células musculares:

Em resposta a lesdo tecidual, as células satélites quiescentes entram
em ativacao, proliferacéo e diferenciagdo em mioblastos, que ao fundirem-se formam
miotubos multinucleados. Os miotubos neoformados na zona regenerativa fundem-
se com a regido terminal da célula muscular lesada que sobreviveu ao trauma inicial.
Ao longo do tempo, as partes em regeneracdo das células desenvolvem miofibrilas
em seu citoplasma, restaurando o aspecto estriado do musculo esquelético, com os
nacleos localizados na periferia (HURME et al.,, 1991). Ha evidéncias que, além
destas células satélites, uma populacdo de células tronco localizada no endomisio
fora da lamina basal e também células tronco derivadas da medula 6ssea podem ser
ativadas para proliferacdo e diferenciacdo em resposta a lesédo (LABARGE, BLAU,

2002; CHARGE, RUDNICK, 2004).
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As células satélites classicas sdo ja comprometidas com a linhagem
muscular e podem se diferenciar em mioblastos imediatamente apds a leséo
muscular enquanto que as células satélites tronco, que séo proliferativas, antes de
se diferenciarem, entram em divisdo, mantendo uma reserva de ceélulas satélites
(RANTANEN et al., 1995). Entre essas células satélites também parece haver uma
sub-populacédo de células capazes de se desenvolverem em células de outras
linhagens (WILLIAMS et al., 1999).

Os cilindros de lamina basal remanescentes das células musculares
lesadas sao preenchidos por miofibras em regeneragédo, que por sua vez, crescem
em direcdo ao tecido conjuntivo cicatricial em formacédo entre as bordas da lesao.
Entretanto, a quantidade de tecido conjuntivo é o fator limitante a esse crescimento;
as extremidades das células em regeneracdo comecam a se aderir ao tecido
conjuntivo, formando mini-juncdes miotendineas com a cicatriz (GARRET et al.,
1984; HURME, KALIMO 1992). Com o tempo, o tecido cicatricial diminui em
tamanho aproximando os cotos musculares, porém ainda ndo h& evidéncias de sua
fusdo, restando algum septo de tecido conjuntivo entre eles (VAITTINEN et al.,

2002).

= Formacao do tecido conjuntivo cicatricial
Imediatamente apds a lesdo do musculo esquelético, ocorre formacao
de hematoma no local e logo nas primeiras horas chegam as células infamatdrias.
Fibronectina e fibrina derivadas do sangue se entrelacam protegendo o tecido
lesado e esta matriz extracelular inicial serve como suporte de sustentacéo para a

chegada dos miofibroblastos (HURME et al., 1991).
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As células musculares lesadas, as plaguetas, os macrofagos e os
leucocitos sdo fontes de TGF-B1, que entre outras fungdes, estimula as células
fibroblasticas vizinhas ao sitio da injaria a se diferenciarem em miofibroblastos, com
objetivo de reconstruir uma nova matriz extracelular e restaurar suas propriedades
mecanicas. Todo este processo requer, além de TGF-B1, a ag¢ao de forgas
mecanicas geradas pela propria migracdo e contracdo dos miofibroblastos e a
presenca de fibronectina celular (variante ED-A) produzida por macrofagos e pelos
préprios miofibroblastos (TOMASEK et al., 2002).

Os miofibroblastos sédo caracterizados pela presenca simultanea de
padrdes de células fibroblasticas e de células musculares lisas (como a presenca de
filamentos finos de a-actina de musculo liso). Assim sendo, estas células possuem
capacidade de contracdo, promovendo a retracdo tecidual no local da leséo, o que
leva a uma rapida e benéfica diminuicdo da area lesada; ao mesmo tempo, o TGF-
B1 estimula a sintese de elementos da matriz extracelular pelos miofibroblastos,
visando o reparo tecidual. Quando este processo se completa, os miofibroblastos
sao eliminados por apoptose.

No entanto, a persisténcia de miofibroblastos ativos leva a deposicao
continua de tecido fibroso, que pode resultar em deformacdo estrutural com a
consequente disfuncdo tecidual (WYNN, 2008). Embora, as situacbes patoldgicas
atraiam a atencao dos pesquisadores, a existéncia de uma populacao controlada de
miofibroblastos é essencial para a eficiéncia de processos fisioldgicos de adaptacao
e remodelamento em tecidos que sofrem alteracdes mecéanicas funcionais como por
exemplo, nos pulmdes (KAPANCI et al., 1992), no ligamento periodontal (ARORA,;
MCCULLOCH, 1994) ou ainda na cérvix uterina durante o parto (MONTES et al.,

2002).
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Apesar da grande maioria das lesdes do musculo esquelético se
recuperar sem a formacédo de fibrose que leve a disfungcdo muscular, a proliferacéo
de miofibroblastos pode ser excessiva em casos de traumas musculares maiores ou
recidivas de rupturas, resultando na formacao de tecido cicatricial denso, o qual cria
uma barreira mecanica que atrasa consideravelmente ou restringe completamente a
regeneracao das miofibras (JARVINEN, 1976) .

A distribuicdo dos diferentes tipos de colageno no processo de reparo
de lesdo muscular por contusdo ndo € homogénea durante os dias seguintes a
lesdo, sendo que o colageno tipo Il precede o aparecimento do colageno tipo | no
local da lesé@o; no entanto, a deposicao de colageno tipo | permanece por muito mais

tempo concentrando-se principalmente na regido do perimisio (LEHTO et al., 1985).

1.5 Biomecéanica

7

A Dbiomecénica é considerada um ramo da bioengenharia por
considerar as aplicacdes da mecénica classica para analisar os sistemas biolégicos
e fisiologicos, utilizando diferentes aspectos da mecanica aplicada. Existem
excelentes revisbes sobre o tema e varios livros que contem os fundamentos
basicos da biomecanica. Os conceitos aqui utilizados foram retirados de NORDIN;
FRANKEL (2001).

As atividades de pesquisa em biomecéanica podem ser divididas em
trés areas: estudos experimentais, analises de modelos e pesquisa aplicada.

Estudos experimentais em biomecanica objetivam determinar as propriedades
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mecanicas de materiais biologicos, incluindo osso, cartilagem, musculo, tendao,

ligamento, pele e sangue, como um todo, ou como partes que 0s constituem.

1.5.1 Conceitos basicos em biomecanica: forca, tensdo e deformacéo

a) Forca

Forca pode ser definida com uma perturbacdo mecénica ou carga
aplicada a um objeto que pode mové-lo, deforma-lo, mudar seu estado de
movimento ou todas estas acdes combinadas. A unidade internacional de medida de
forca € Newton (N), de modo tal que 1 N = (1 kg)(1 m/s2). Forcas podem ser
classificadas de varios modos, de acordo com os efeitos que causam nos objetos
aos quais sao aplicadas ou de acordo com as suas orientagbes comparadas umas
com as outras. Por exemplo, uma forca pode ser interna ou externa, normal
(perpendicular) ou tangencial; de tensdo, compressdo ou de deslizamento;
gravitacional (peso) ou de friccao.

Uma ou mais for¢as agindo em um anico corpo podem ser coplanares
(agindo em uma superficie de plano bidimensional); colinear (tendo uma linha de
acao comum); concorrentes (linhas de acao que se interceptam em um dnico ponto);
ou paralelas.

Objetos sob a aplicacdo de forcas externas podem transladar na
direcéo da resultante de forca e podem girar na dire¢cdo do torgue resultante. Se um

objeto estd submetido a forcas externas e continua em equilibrio estatico, entdo é
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provavel que esteja ocorrendo alguma mudanca local na sua forma, conhecida como
deformacéo. A extensdo da deformacdo que um objeto pode sofrer depende de
muitos fatores, incluindo propriedades dos materiais que o constituem, seu tamanho
e sua forma, além de fatores ambientais, como calor e umidade; e a magnitude,
direcédo e duracéo das forcas aplicadas.

Um modo de distinguir forcas € observando suas tendéncias em
deformar o objeto no qual sdo aplicadas. Por exemplo, é dito que o objeto esta sob
tensdo se o corpo do objeto tende a alongar e sob compressédo se tende a encolher,
na direcdo das forcas aplicadas. O deslizamento é diferente da tensdo e da
compressao pois é causado por forcas aplicadas tangencialmente a area que resiste
a forca, enquanto que tensdo e compressdo sao causadas por forcas colineares
aplicadas perpendicularmente as areas nas quais atuam. E comum chamar forcas
de tensdo e compressdo de forgcas normais ou axiais, enquanto que forcas de

deslizamento s&o tangenciais.

b) Tensao

A intensidade da forca distribuida (forca por unidade de é&rea) é
conhecida como tensdo. Quando a forga resultante na secgdo cortada for
perpendicular ao plano do corte, a tensdo correspondente é chamada de tenséo
normal ou axial. Tensbes normais causadas por forcas que tendem a alongar
(estirar) materiais sdo especificamente conhecidas como tensdes de estiramento,

engquanto tensdes normais que tendem a encolher materiais sdo conhecidas como

tensdes de compressao.
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c) Deformacéo

Deformacao é uma medida do grau de distor¢do. A deformacéo normal
€ definida como a razdo entre a variacdo do comprimento e o comprimento inicial.
Se 0 objeto aumenta na direcdo da tensdo aplicada, entdo a distorcdo € conhecida
como tensional ou positiva; no entanto, se o objeto diminui na direcdo em que a
tensdo € aplicada, denomina-se deformacéo negativa ou compressao.

As deformacdes podem ser elasticas ou plasticas. Elasticidade €
definida como a habilidade de um material em retornar seu tamanho e forma original
(livre de estresse) quando as cargas aplicadas sdo removidas. Em outras palavras,
se uma carga € aplicada em um material de forma que o estresse gerado no material
seja igual ou menor que o limite elastico, as deformacdes que acontecerdo serao
completamente recuperadas, uma vez que as cargas aplicadas sejam removidas. A
partir dai, o material sofrera deformacédo plastica que é irrecuperavel. Portanto, o
conceito de plasticidade implica deforma¢cBes permanentes: deformacgdes plasticas
podem ocorrer apds deformacfes elasticas quando a carga esta além do limite

elastico do material.

1.5.2 Propriedades de materiais baseadas em diagramas de testes de tracao

Um diagrama de Forca x Deformacdo Absoluta pode ser construido
colocando-se o objeto a ser testado em um equipamento que promove sua extensao

a uma velocidade constante até a ruptura. Este procedimento é conhecido como
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teste de tracdo durante o qual sdo captadas as dimensbes da forca (carga, em

Newtons) e deformacédo absoluta (em milimetros) para geracéo da curva (Figura 3).

Forgal
A -
”

Fmax = = = = = = — —_ - -

Aforca
Adef

Rig =

[mm]
»

' 2
Dmax Deformagéo absoluta)

Figura 3 — Diagrama de for¢a X deformagédo absoluta. Levando-se em consideracdo que na
porcdo linear da curva a deformacdo €& diretamente proporcional a forca, €
possivel calcular a rigidez do material como a razéo entra a variacdo de forca e a
variagdo do comprimento.

Conhecendo-se a area da seccao transversa do objeto testado, o seu

comprimento final (ft), e seu comprimento inicial (Ei) € possivel obter a curva

Tensdo-Deformacédo Relativa (Figura 4), através da normalizacdo da forca pela area
da seccdo transversal e pela normalizacdo da variagdo do comprimento pelo

comprimento inicial:

Tens&o (o) = Forca/Area

b

Deformacéo relativa (€) = £i - £
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A tensédo (c) tem como unidade Pascal (Pa = N/mm?), enquanto que a

deformacéo relativa (€) por ser uma razdo entre dois comprimentos € adimensional,

sendo expressa tanto em porcentagem como em mm/mm.

O diagrama tensao-deformacdo (Figura 4) fornece informacdes
importantes sobre as propriedades mecanicas e o tipo de comportamento do objeto
testado sobre sua rigidez, sobre elasticidade, deformacdo maxima obtida antes de

perder a capacidade de resistir, limite elastico, entre outros dados.

Tenséao
(MPa)
ponto de resisténcia
maxima 4
tensA0 MAXIMA [secescsccsscssscsssssescessssssescscsessasss
ponto de
limite <
elastico

regiao plastica

regiao
elastica

8 S S I S S S O A A

Deformagéo relativa 9, deformacao
(%) no limite
da resisténcia

Figura 4 - Diagrama tensdo X deformacdo relativa. A regido aproximadamente linear no
seu inicio € denominada regido elastica, dentro da qual cada deformacédo é
reversivel e o material retorna completamente ao seu formato original, apés a
retrada da carga aplicada, devido ao realinhamento das cadeias
macromoleculares longas e flexiveis. A partir do ponto limite de elasticidade,
entra-se na regido plastica da curva, na qual, a deformagéo subsequiente € quase
toda irreversivel. Nesta fase, inicialmente, o material ainda resiste a tracao
externa, exigindo uma tensdo maior para se deformar. A tensdo continua subindo,
até atingir o limite de resisténcia do material ou ponto de resisténcia maxima, ao
gual correspondente o valor de tensdo maxima do sistema.

Um material flexivel € aquele que exibe uma grande deformacao

plastica antes de atingir a resisténcia maxima. Um material quebradico, como um
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copo de vidro, atinge o ponto de limite elastico e se rompe de maneira subita, sem
sofrer deformacéo plastica consideravel.

O valor de tensdo maxima é utilizado para a especificacdo dos
materiais industriais nas normas internacionais, pois € o Uunico resultado preciso
obtido no ensaio de tracéo, sendo utilizado como base de célculo de todas as outras
tensdes derivadas neste ensaio. Por exemplo, um determinado tipo de aco
apresenta um limite de resisténcia de aproximadamente 700 MPa. Na producéo de
novo lote desse aco, deve-se executar seu ensaio para verificar se 0 novo lote
realmente possui esta resisténcia. Ou seja, esta especificacdo € utilizada para
comparar a resisténcia de um material produzido com o valor referencial da norma.

Além destes dados diretos é possivel calcular ainda o médulo elastico

(o / €) em qualquer ponto dentro da regido linear da curva, em que a deformacéo é

totalmente reversivel e proporcional a tensdo. Essa habilidade do material em
armazenar ou absorver energia sem deformacdo permanente € chamada de
elasticidade. Quanto mais alto o modulo elastico, mais rigido € o material e maior € a
sua resisténcia a deformacdo. O conceito de Resiliéncia esta relacionado a
elasticidade do material, sendo definido como a capacidade do material de absorver
energia até o seu limite elastico.

Outras propriedades podem ser deduzidas dos diagramas construidos
a partir dos testes de tragdo, como por exemplo, a tenacidade que é a capacidade

do material de absorver energia até a sua ruptura completa e ndo somente até a

forca maxima.
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1.5.3 Propriedades biomecéanicas do tecido muscular esquelético

A organizacdo e a biomecéanica muscular advem de uma associacao
entre células musculares e tecido conjuntivo, na qual o musculo pode ser
considerado o elemento contratil ativo e o tecido conjuntivo como o elemento
elastico que distribui a forca ativa da contracédo através de alongamento passivo e,
ao mesmo tempo, mantém a posicao relativa das fibras (WILLIAMS; GOLDSPINK,
1984). O perimisio tem sido considerado 0 maior componente elastico em paralelo
as fibras musculares (BORG; CAULFIELD, 1980) e as alteracdes nas propriedades
biomecanicas musculares tem sido relacionadas a alteracdes também no perimisio e
no endomisio. E interessante observar que o perimisio aparece nos dias inicias dos
experimentos de imobilizacdo, mesmo antes de evidéncias de perdas sarcoméricas.
Nos tempos mais tardios de imobilizacdo observa-se aumento de espessura do
endomisio (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1984).

Ha evidéncias que simultaneamente a deposicdo progressiva de
proteinas da matriz extracelular no local de uma lesédo muscular ocorre aumento da
resisténcia biomecénica. Os ensaios mostram que, nos primeiros 10 dias ap0ls a
leséo, ao se aplicar forcas de tensdo ao musculo em regeneracao, ocorre ruptura do
tecido no interior do tecido cicatricial recém formado e, apds este periodo, a ruptura
se da nas fibras musculares propriamente ditas em regido proxima as suas
extremidades, como normalmente acontece com fibras musculares saudaveis
(KAARIAINEN et al., 1998). Os dados morfolégicos deste estudo, por sua vez,
mostraram que no local da lesdo, nas fases iniciais da cicatrizacdo, estavam

presentes elementos da matriz extracelular que apresentam baixa capacidade de
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suportar as forcas de tracdo, como a fibrina, a fibronectina, o acido hialurénico e as
fiboras de colageno do tipo Ill, conhecidas como fibras reticulares (LEHTO et al.,
1985). Estes achados explicariam a baixa resisténcia da cicatriz encontrada
(KAARIAINEN et al., 1998) nos ensaios biomecanicos, nas fases iniciais do reparo.

Desta forma percebe-se que, para a recuperacdo da performance
biomecanica, a sintese e deposicdo adequada dos elementos da matriz extracelular
sdo tdo importantes quanto a regeneracdo das células musculares propriamente
ditas.

Levando-se em consideracdo que o processo de maturacdo de
coldgeno na area de reparo tecidual pode contribuir para melhora da forca
mecanica, nos propomos a realizar o estudo da distribuicdo do colageno
fibrilar associado a investigacdo do comportamento biomecanico das lesdes

tratadas com US em diferentes fases do processo de reparo.

1.6 Tratamento das lesdes musculares

Apesar da frequéncia e da importancia das leses musculares, ha
poucos estudos clinicos sobre o tratamento dessas lesfes e isso se deve a grande
variacdo da severidade e também ao fato desses traumas acometerem diferentes
muasculos. Dessa forma, o tratamento baseia-se em estudos experimentais e
observacdes clinicas empiricas (JARVINEN et al., 2007).

O quadro clinico das lesdes musculares depende da severidade da

lesédo e da natureza do hematoma, ou seja, com o sem ruptura da fascia, uma vez
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que no segundo caso ha maior perda de sangue (JARVINEN et al., 2007). No
entanto sempre havera a formacéo de edema intersticial.

O planejamento terapéutico deve levar em consideracdo o grau de
lesdo muscular. JARVINEN et al. (2005) definiu 3 categorias com base na disfungdo
clinica apresentada: leve (grau |): representa uma leséo de poucas fibras musculares
com edema e desconforto minimos, nenhuma ou pouca perda de forca e restricao de
movimento; moderada (grau Il): maior comprometimento do musculo com perda
acentuada da habilidade de contrair, e severa (grau lll): a lesdo se estende por toda
area transversal do musculo, resultando em perda completa da funcao.

No entanto, outros parametros também devem ser utilizados na
classificacdo das lesbes, a saber: lesdo aguda, crénica, exacerbacdo aguda de um
problema crénico ou alteracfes sub-clinicas. Aléem disso, cada lesdo muscular deve
ser analisada por outros aspectos levando em consideracdo as adaptacdes
funcionais presentes e a sobrecarga tecidual (KIBLER, 1990). Sendo assim,
somente através da andlise de todas essas variaveis, € possivel desenvolver um
bom plano de reabilitagéo.

As modalidades terapéuticas empregadas para o tratamento das
lesGes musculares variam de acordo com seu tipo e severidade. A conduta sugerida
inclui imobilizacdo nas fases iniciais da regeneracdo; mobilizacdo precoce; o
principio do repouso-gelo-compressao-elevacdo para o tratamento imediato;
tratamento progressivo mais ativo apos 3 a 5 dias, incluindo treinamentos isométrico,
isotdnico e isocinético; tratamento cirdrgico e medicamentoso; terapia hiperbarica e
aplicacdo de modalidades fisioterapéuticas, dentre elas o ultrassom. Entretanto,

varios autores concordam que o melhor tratamento para os diversos tipos de lesdes
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musculares ainda nao esta claramente padronizado (KASEMKIJWATTANA et al.,
1998; THORSSON et al., 1998; GUILLODO, SARAUX, 2009).

O musculo lacerado pode restaurar uma funcdo satisfatéria, mas sua
recuperacdo ndo € completa do ponto de vista morfolégico e funcional, quando
suturado apos a lesdo (GARRETT et al., 1984). Este comprometimento funcional
tem sido atribuido a formacéo de tecido cicatricial (MENETREY et al., 1999). O uso
dos fatores de crescimento como NGF, FGF-R, IGF-I, pode auxiliar a regeneracao
muscular estimulando o crescimento e a secrecdo de proteinas pelas células
musculo-esqueléticas, mas € incapaz de evitar a formacédo persistente de tecido
cicatricial no musculo lesado (KASEMKIJWATTANA et al.,1998).

Uma abordagem interessante estuda a possibilidade de utilizacdo de
mecanismos biologicos de bloqueio do desenvolvimento da fibrose muscular. O
decorim é um proteoglicano que inativa o efeito estimulante do TGF- sobre os
miofibroblastos e, por isso, tem uma ac¢édo benéfica anti-fibrose em varios 6rgéaos,
tais como, nos pulmdes e nos rins (ISAKA et al., 1996; GIRI et al., 1997). No tecido
muscular lacerado, a aplicacdo de decorim também tem um efeito anti-fibrose
levando a uma melhor regeneracéao e forca muscular (FUKUSHIMA et al., 2001).

A terapia com anti-inflamatérios ndo esteroidais, ap6s a leséo
muscular, ndo influencia significativamente a proliferacdo de células satélites e de
fibroblastos, de miotubos e na regeneracao vascular (THORSSON et al., 1998).

O uso da fototerapia tem sido estimulado para o tratamento de lesdes
musculares como indutor da proliferacdo das células satélites, inibidor da fibrose
cicatricial e da degeneragdo muscular (ORON, 2006).

A aplicacdo de concentrado plaquetario tem sido proposta como uma

terapia alternativa as formas terapéuticas convencionais para acelerar o reparo das
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lesGes musculares. O coagulo inicial é substituido pelo concentrado plaguetario, que
mantém o espaco regenerativo, promove concentracdes suprafisiologicas de fatores
de reparo e ativador das fases iniciais do processo inflamatorio. Os resultados
apontam para a recuperacao total das capacidades funcionais nha metade do tempo
esperado e sem a formacéo de fibrose (HALL et al., 2009).

A aplicacdo do ultrassom é frequentemente realizada na reabilitacdo
como uma terapia complementar no tratamento de varias disfuncdes musculo-
esqueléticas, sendo indicado com o objetivo de melhorar a taxa de reparo tecidual,
promover o melhor alinhamento das fibras colagenas, reduzir a dor, aumentar a
extensibilidade e a reparacéo do tecido muscular (segue-se uma reviséo da literatura
sobre as diversas aplicacbes do US). Apesar de haver muitos relatos clinicos e
laboratoriais sobre os efeitos e aplicacdes do ultrassom terapéutico, existem ainda
conclusdes contraditorias.

Uma vez que este trabalho de pesquisa visa estudar mais
profundamente os efeitos do ultrassom na regeneracdo muscular, faz-se
necessaria uma revisao critica da literatura sobre os conceitos que envolvem

esta modalidade terapéutica.

1.7 Ultrassom terapéutico

Ha aproximadamente 80 anos foi sugerido o uso meédico das interacdes
entre as ondas sonoras de alta freqiéncia (ondas ultrassonicas) e o tecido vivo

(SPEED, 2001). Desde entdo, o US tem sido utilizado na medicina em trés areas
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distintas: a cirGrgica, a diagndstica e a terapéutica. E um dos recursos mais
frequentemente utilizado para o tratamento de uma variedade de afeccdes em
atletas (WILKIN et al., 2004). Estima-se que seja utilizado por 94% dos
fisioterapeutas canadenses, por 65% dos terapeutas dos Estados Unidos da
Ameérica. No Reino Unido, a terapia ultrassdnica € aplicada em aproximadamente
50% de todos os tratamentos em pacientes privados e em 20% dos tratamentos
realizados nos Servicos de Saude Nacional (BELANGER, 2002; WATSON, 2008) .
Apesar de seu uso frequente, a revisdo de trabalhos randomizados,
controlados com placebo utilizando métodos adequados, ndo confirma a existéncia
de importancia clinica ou diferencas estatisticamente significativas a favor do US no
tratamento das afec¢bes musculo-esqueléticas. A evidéncia cientifica sobre sua
efetividade ainda traz resultados conflitantes (WATSON, 2008). Tem-se proposto
que além do efeito analgésico produzido pela micromassagem, as ondas
ultrass6nicas de alta freqliéncia podem incrementar o estagio inicial da regeneracao
muscular. Entretanto, apesar da aparente promocdo da fase proliferativa da
miorregeneracao (RANTANEN et al., 1999; PIEDADE et al., 2008), o US terapéutico
parece nao ter um efeito positivo no resultado final do reparo muscular (RANTANEN

et al., 1999; MARKET et al., 2005).

1.7.1 Caracteristicas do ultrassom terapéutico

O US produz vibracdes de alta freqiéncia quando um cristal

piezoelétrico sofre deformagdo mecanica ao ser estimulado por energia elétrica. As
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ondas produzidas sdo transmitidas por propagacédo através da vibracdo e colisao
molecular, com uma perda progressiva da intensidade de energia durante a
passagem pelo tecido, devido a absorcao e disperséo da onda (TER HAAR, 1987).

A guantidade total de energia no feixe ultrassénico € sua poténcia,
expressa em watts. A quantidade de energia que efetivamente alcanca um local
especifico depende de varias caracteristicas do US (como frequéncia, intensidade,
foco e uniformidade do feixe) e depende também do tipo de tecido através do qual
se propaga (SPEED, 2001). No caso do tecido muscular, a porcentagem de
atenuacao do feixe ultrassénico de 1 MHz é de 24%/cm (MCDIARMID et al., 1996).

Para uso terapéutico, o US se caracteriza por uma frequéncia que varia
de 0,75 a 3 MHz, sendo que a maioria dos equipamentos disponiveis oferecem
frequéncias de 1 e 3 MHz. O US de 1MHz atinge tecidos a uma profundidade de 3 a
5 c¢cm, enquanto que 3MHz é indicado para lesdes mais superficiais a profundidades
de 1 a2cm (MCDIARMID et al., 1996).

As ondas ultrassbnicas podem ser emitidas de forma continua
(ultrassom continuo — USc) ou pulsada (ultrassom pulsado — USp). No USc a
intensidade se mantém constante, enquanto que no USp a intensidade é
intermitentemente interrompida, de modo que durante o tempo total de aplicacédo, ha
periodos de tempo nos quais 0 US atinge o tecido (Ton) e periodos nos quais esta
desligado (Toff). Desta forma, o ciclo atil do USp é calculado a partir da seguinte

equacao:

duragao do pulso (Ton)

ciclo util = periodo do ciclo (Ton + Toff)
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Os ciclos uteis tipicos dos equipamentos de US estéo entre 0,05 (5%) a
0,5 (50%), sendo que o ciclo util mais utilizado € o de 20% (MCDIARMID et al.,
1996).

A intensidade do US € a relacdo entre o total de energia administrada
por unidade de area do cabecote. Uma vez que o feixe ultrassénico ndo é uniforme,
ou seja, algumas regibes desse feixe sd0 mais intensas que outras, o valor da
intensidade efetiva mostrada pelo aparelho, quando usado em modo continuo,
corresponde a uma intensidade média, denominada intensidade média espacial,
expressa em unidades de watts por cm2 (W/cm2). A maioria dos equipamentos de
fisioterapia disponibiliza intensidades que variam de 0,25 a 2,0 W/cm2. Quando o
modo de emisséo € pulsado, deve-se ter em mente que, na realidade, a intensidade
sera zero durante o Toff e méxima durante o Ton; assim sendo, o aparelho fornece
um valor de intensidade que corresponde a média da intensidade durante os
periodos on/off, denominada intensidade média temporal. Por exemplo, para um
modo pulsado a 50% e uma intensidade de pico temporal de 2,0W/cmz2, teremos
uma intensidade média temporal de 1,0W/cm2 (2,0W/cm? X 0,5 = 1,0W/cm?2).

Diferentemente da energia eletromagnética, que se propaga através do
ar, a energia ultrassénica é extremamente atenuada pelo ar e totalmente refletida
nas interfaces ar-tecido. Logo é necessario um meio de acoplamento para que a
energia ultrassonica seja transmitida do cabecote para a superficie irradiada. Entre
esses meios, 0 mais comumente utilizado é o gel, mas também a agua e alguns
tipos de 6leo podem ser utilizados desde que excluam o ar entre o cabecote e a area
tratada (SPEED, 2001; BISHOP et al., 2004).

Durante a aplicagdo, o0 cabecote pode ser movimentado

continuadamente ou ser mantido estacionario, 0 que aumentara o0 risco de
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sobreposicdo de uma onda incidente a uma onda refletida levando a formacéo de
uma onda estacionaria com amplificacdo dos efeitos e consequiente lesédo tecidual
(DYSON, 1982).

O tempo adequado de aplicacdo depende da éarea tratada e do
tamanho do cabecote. Para areas menores que o tamanho do cabecote usa-se em
geral de 3 a 5 minutos de tratamento e para areas maiores, estipula que a duracao
minima de tratamento seja de 1min/cm?2, sendo de 15 minutos o0 tempo mMaximo

recomendado para aplicacdo do US (LEHMANN, 1994).

1.7.2 Efeitos térmicos e nao térmicos do ultrassom

Tradicionalmente, dividem-se o0s efeitos biofisicos resultantes da
interacao entre o US e o tecido vivo em dois grupos: 1) Efeitos térmicos: produzidos
pela sua capacidade de elevar a temperatura tecidual e 2) Efeitos ndo térmicos:
atribuidos a outros mecanismos que ndo a elevacdo da temperatura tecidual
(DYSON, 1987; MCDIARMID et al., 1996).

Apesar de serem apresentados como dois grupos mutuamente
exclusivos, parece claro que essas duas categorias ocorrem simultaneamente e que
alguns efeitos podem ser de causa tanto térmica como ndo térmica. N&o ha
evidéncias suficientes sobre a existéncia de um limiar verdadeiro para os efeitos
biolégicos térmicos e néo térmicos do US (BAKER et al., 2001). De qualquer forma,
h&a uma reducédo do aquecimento tecidual quando se utiliza o USp, proporcional a

relacdo Ton:Toff (TER HAAR, 1987).
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a) Efeitos térmicos

Para que o calor tenha uma acéao terapéutica, a temperatura tecidual
deve ser mantida entre 40 e 45°C por pelo menos 5 minutos. As intensidades mais
altas disponiveis nos equipamentos de US (préximas a 2,0W/cm?) podem produzir
um aquecimento fisioldgico que leva o tecido a esta faixa de temperatura ideal.

O aguecimento local que se alcanca através do US depende de alguns
fatores: a) tipo de tecido tratado, pois tecidos com alta concentragdo protéica, tais
como musculos e tenddes, absorvem a energia ultrassdnica mais rapidamente, que
agueles com alta concentracédo lipidica; b) fluxo sanguineo da regido pois, o calor
produzido no tecido pode ser dissipado pela circulacdo sanguinea e c) frequéncia do
equipamento sendo que altas freqiiéncias sdo absorvidas mais rapidamente que as
baixas (DYSON, 1987).

A técnica de aplicagdo também interfere no efeito térmico do US, sendo
recomendada a utilizacdo de uma interface de gel/bolsa de gel/gel ou gel somente
para atingir maior aquecimento (BISHOP et al., 2004) .

Intensidades médias de 0,1 a 0,2 W/cm2 ndo sao suficientes para
promover a elevacdo da temperatura a niveis terapéuticos; logo, nesses casos,

devem estar envolvidos mecanismos nao térmicos (DYSON, 1982).

b) Efeitos ndo térmicos

Os efeitos celulares néo térmicos do US incluem mudancas associadas

ao fluxo acustico, a cavitagao e as ondas estacionarias (DYSON, 1982).
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O fluxo acustico é o aumento da circulacdo constante de fluidos
proxima as células induzida por forcas de radiacdo. Como esses movimentos tém
propor¢cdes microscopicas sdao denominados microfluxo, enquanto que a cavitacéo é
a formacéo e a pulsacédo de bolhas de gas nos fluidos teciduais e no sangue como
resultado das mudancas de pressdo provocadas pela passagem da radiacdo
ultrassoénica pelo organismo. A cavitacdo é considerada estavel, quando ocorre
apenas a pulsacdo dessas bolhas, ou transiente, quando ha colapso dessas bolhas
resultando em lesédo tecidual (TER HAAR, DANIELS, 1981; MCDIARMID et al.,
1996).

Tanto o microfluxo como a cavitacdo estavel podem alterar a
permeabilidade da membrana celular e influenciam o transporte de ions e
metabdlitos. Dependendo do tipo celular, a resposta pela mudanca ibnica pode
representar maior sintese protéica (fibroblastos), secrecdo de agentes quimiotaxicos
(mastécitos) mudancas na motilidade celular (células endoteliais) e alivio da dor
(células nervosas) (DYSON, 1982).

As ondas estacionarias amplificam os efeitos ndo térmicos do US
provocando o aparecimento de cavitagdo transiente, com aumento de radicais livres
gue pode resultar em lesao tecidual (DYSON, 1987).

Ha atualmente um interesse crescente no papel em potencial do US
terapéutico na angiogénese tecidual, que € um processo essencial da fase
proliferativa.

O modo mais eficiente de se promover a angiogénese terapéutica €
atraves de procedimentos cirurgicos (tais como a enxertia de retalhos autélogos com
vascularizagdo n&o comprometida e com alto potencial angiogénico), porém ha

dados experimentais, assim como alguns dados clinicos preliminares, que apoiam a



31

estimulacdo de fatores angiogénicos, tais como o IL-8, b-FGF e VEGF, como uma
possibilidade para a angiogénese terapéutica (REHER et al., 1999). O uso da terapia
ultrassoénica pode ser uma forma simples de promover a angiogénese terapéutica,
como proposto por PALIWAL e MITRAGOTRI (2008) pela estimulacéo indireta de
fatores angiogénicos (REHER et al., 1999; DOAN et al., 1999). Embora a idéia possa
ser potencialmente viavel, ndo ha estudos sobre o efeito do ultrassom na producao
de citocinas (DOAN et., 1999).

Inicialmente foi descrita a inducdo a angiogénese através do uso do US
por YOUNG e DYSON (1990) utilizando um modelo experimental animal de
cicatrizacdo de pele. Recentemente, RAMLI et al (2009) confirmaram esta
possibilidade demonstrando a capacidade do US como promotor de angiogénese
em um elegante experimento usando a membrana corion-alantoideana, que por ser
fina e transparente permite a observacao direta da rede vascular neoformada.

RAWOOL et al. (2003) demonstraram um aumento de 33% na
vascularizacdo em modelo de osteotomia em caes tratados com US de baixa
intensidade, sugerindo que, nestas circunstancias, pode ocorrer estimulo da
angiogénese, a qual é critica para o sucesso da osteogénese.

O tratamento in vitro com US de células que estdo tipicamente
envolvidas com o reparo de fraturas (osteoblastos, fibroblastos e monécitos) mostrou
a secrecao de citocinas inflamatorias (IL-18) e de fatores indutores da angiogenése
(IL-8, b-FGF, and VEGF) induzindo a proliferacéo celular, a producéo de colageno, a
formacao Ossea e a angiogénese (DOAN et al., 1999; REHER et al., 1999).

Uma vez que a angiogénese eficiente € uma das condicdes
necessarias para o reparo no tecido muscular e que hé evidéncias da acdo do

US como promotor da angiogénese, nos propomos a realizar uma avaliacéo
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guantitativa das dimensdes da rede vascular na area da lesdo nos animais

controles e tratados com US.

1.7.3 Mecanismo de acédo e aplicacdes do ultrassom no reparo tecidual

Apesar de haver evidéncias consideraveis que o US terapéutico pode
estimular o reparo tecidual, ainda especulam-se os mecanismos fisiopatologicos
envolvidos neste fendmeno que podem envolver a estimulagdo direta dos
fibroblastos em cultura (com aumento significativo na sintese protéica de elementos
da matriz extracelular por estimulacdo direta com US) assim como a estimulacéo
mediada pelas células inflamatérias (KARNES, BURTON, 2002; HARVEY et al.,
1975). E interessante observar que ha um estimulo geral sobre a sintese protéica,
inclusive de colageno (WEBSTER et al.,1980).

A proliferagdo dos fibroblastos também parece ser estimulada
positivamente pelo US (RAMIREZ et al., 1997). Sabe-se que a aplicacdo de US por
longo tempo pode levar a dano tecidual, com morte celular, e, portanto, especula-se
que o estimulo a proliferacdo, poderia ser devido a um mecanismo compensatorio
para equilibrar a populagéo celular e ndo somente um efeito direto da aplicacdo do
US (DE DEYNE, KIRSCH-VOLDERS, 1995). O US aciona a rede complexa de
sinalizacdo especifica envolvendo a ativacdo de integrinas Pl (proteinas de
membrana responsaveis pela adesdo da célula ao substrato), que agem como
mecanotransdutores, traduzindo a energia acustica pulsada percebida pela

membrana em sinais bioquimicos intracelulares, induzindo a proliferacdo celular. As
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proteinas do citoesqueleto interagem (pela face interna da membrana) com as
estruturas de adesdo da célula a matriz, constituindo assim a base fisica para a
transducéo das forcas mecanicas em respostas bioquimicas (ZHOU et al., 2004) .

A degranulacdo de mastocitos significativamente maior no local da
aplicacdo do US sugere que a liberacdo de histamina pode ser um dos fatores
responsaveis pelos efeitos de recuperacéo tecidual atribuidos ao US, por promover
um aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular (FYFE, CHAHL, 1984;
BYL et al., 1992; TER HAAR, 1999). A liberacdo de agentes quimiotaxicos atraindo
leucdcitos granulares e mondcitos para o tecido lesado também tem sido atribuida
ao uso do US (DYSON, 1987). Ha sugestbes de uso de US em parametros que
provoguem a destruicdo tecidual, através da acdo mecanica de microvibracdo néo
discriminatoria, para facilitar a resolucdo de processos de remodelamento com
intensa fibrose e inflamacdes cronicas (DE DEYNE, KIRSCH-VOLDERS, 1995) .

Especula-se também que o USp pode diminuir as atividades da
catalase e da superoxido dismutase, protegendo o tecido muscular de lesdes
oxidativas, especialmente no primeiro dia ap0s lesédo lacerativa (FREITAS et al.,
2007).

O tratamento com ultrassom diminui a expressdo do RNAm para IGF-I
produzida no musculo esquelético lesado de animais . Por ter sua expressao
regulada por atividades mecanicas na musculatura esquelética, o IGF-1 tem sido
chamado de fator de crescimento mecanico e destaca-se como um importante fator
no processo de regeneracdo muscular (MCBRIER et al., 2007).

Ainda que o0s mecanismos moleculares que explicariam a acao
terapéutica do USp ainda serem pouco entendidos, existem evidéncias

experimentais em modelos animais ou trabalhos clinicos que sustentam 0 seu uso
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como terapia complementar para promover a reparacdo tecidual. Segue-se uma

pequena revisdo sobre as aplicacdes mais comuns do US terapéutico.

a) Aplicacdes do ultrassom em lesdo de pele e tecido subcutaneo

O trabalho de DYSON et al., 1968 em reparo de orelhas de coelho,
utilizando USp com as varias intensidades, mostrou que a intensidade ideal foi
0,50W/cm2 e que a aplicacdo nos estagios mais precoces do processo regenerativo
(14 a 28 dias apos a lesédo) é mais eficiente que nos tempos mais tardios. O fato de
este trabalho ter encontrado resultado com aplicacdo de USp de baixa intensidade e
ciclo util de 20% (que ndo provocam aquecimento) mostra que o processo de reparo
foi afetado principalmente pelo efeito de fluxo acustico do US. O mesmo tipo de
conclusdo foi obtido em estudo com granulomas sub-cutaneos, onde o efeito
benéfico do US sobre a sintese e deposi¢cdo de colageno foi alcancado pela sua
acdo mecanica (POSPISILOVA, 1976).

A aplicagdo de USp em feridas experimentais melhora a cicatrizacgéo,
diminuindo o tempo de reparo e dando maior forca incisional (DRASTICHOVA et al.,
1973; BYL et al., 1992).

BALLARD, 2001 apresenta uma reviséo interessante, considerando o
US uma opcéao terapéutica valida para o tratamento de Ulceras crbnicas da perna,
desde que administrado por profissionais adequadamente treinados e
fundamentados em parametros de aplicacao cientificamente comprovados.

Ha demonstracédo concreta que o US induz a proliferacdo celular em

fibroblastos promovendo reparo da pele e, neste caso, conhece-se inclusive a rede
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complexa de sinalizacdo envolvendo integrinas, RhoA/ROCK- e Src-ERK induzida

pelo US (ZHOU et al., 2004).

b) Aplicacédo do ultrassom em les@es tendineas

Diferentemente da maioria dos tecidos moles, os tenddes e outros
tecidos conjuntivos densos tém taxa de reparo lenta, e precisam de varias semanas
de recuperacdo para adquirir a capacidade necessaria para transmissdo da forca
gerada por seus musculos homdénimos. Além da proliferacdo celular, deve ocorrer a
sintese de grandes quantidades de colageno suficientemente polimeralizado e
organizado para transmitir as forcas de suporte de peso e locomocao (ENWEMEKA,
1989; GUM et al., 1997).

As lesbes tendineas (seja durante a fase inflamatoria, proliferativa e de
remodelamento) tem sido beneficiadas pela aplicacdo do US em experimentos
realizados com ratos e coelhos (ENWEMEKA, 1989; JACKSON et al., 1991; GUM et
al., 1997; NG et al., 2003).

Os estudos envolvendo a aplicacdo precoce do US nas lesdes
tendineas mostram efeitos benéficos de sua aplicacdo quando se avalia a taxa de
deposicao de colageno (JACKSON et al., 1991; GUM et al., 1997) e os parametros
como eficiéncia biomecanica como a forca maxima de ruptura e a capacidade de
absorcao de energia (ENWEMEKA, 1989; GUM et al., 1997; Ng et al., 2003).

O uso do US no tratamento de tendinites calcificadas de ombro foi
investigado por EBENBICHLER et al., 1999, através de mensuracdes objetivas e
subjetivas incluindo: avaliacdo radioldgica, dor, atividades da vida diaria, amplitude

de movimento ativa, for¢ca e qualidade de vida. Tanto na avaliacdo radiolégica como
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na clinica, o grupo tratado com o US obteve resultados significativamente melhores,
que persistiram por pelo menos 9 meses apos 0 experimento.

GAN et al., 1995, ao examinar os efeitos do USp aplicado em
diferentes intervalos poés-operatorios, nos tenddes flexores cirurgicamente
reparados, em um modelo experimental utilizando galinhas, relatou resultados
histol6gicos e funcionais benéficos dessa modalidade terapéutica. Nos grupos
tratados com o US houve uma diminuicao do infiltrado inflamatério e um padrdo mais
regular da formacao cicatricial, principalmente quando a aplicacdo do US era feita
precocemente. A amplitude de movimento nos animais tratados com o US também
foi beneficiada sem qualquer efeito adverso sobre a forca tensional dos tenddes.

Em resumo, os resultados indicam que a aplicacdo de US promove
regeneracao eficiente do tenddo, uma vez que estimula a deposicdo de grandes
guantidades de colageno, que é o principal componente da matriz extracelular

destes 6rgaos (NG et al., 2003).

c) Aplicagdo do ultrassom nas lesdes cartilagineas e 6sseas

O USp de baixa intensidade também tem sido indicado como um
recurso biofisico para melhorar o reparo de fraturas. A revisdo de HADJIARGYROU
et al., 1998 relata sua capacidade de acelerar e melhorar a reparacao de fraturas
agudas, bem como sugere a eficacia desse tratamento nos casos de retarde de
consolidacdo e de pseudoartroses. E interessante observar que variaveis individuais,
tais como sexo, idade, inicio da descarga de peso, grau, tipo e localizacdo da
fratura, ndo influenciaram os resultados positivos da aplicacdo de US (HECKMAN et

al., 1994).
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Aléem do efeito benéfico na consolidacdo de fraturas, ocorre uma
significativa atividade osteoblastica, formacéo Ossea, fusdes maduras e diminuicdo
de fibrose em coelhos submetidos a artrodese de coluna que receberam tratamento
com USp de baixa intensidade (AYNACI et al., 2002).

Em modelo de osteoartrite em ratos (estagios I, Il e 1ll) demonstrou-se
que o US estimula o reparo da cartilagem nos estagios precoces e previne a
deterioracéo adicional nos casos avancados (HUANG et al., 1997).

BINDER et al. (1985) ao avaliar o efeito do US pulsado na
recuperacdo de pacientes com epicondilite lateral com diferentes graus de
gravidade, relatou resultados positivos em 63% dos pacientes tratados com essa
modalidade e em 29% dos que receberam o US placebo, sendo que a melhora nas
variaveis estudadas (dor e atividades funcionais) foi sempre significativamente maior
no grupo tratado em relacdo ao placebo a partir da quarta semana de tratamento

acentuando-se na oitava.

d) Aplicacao de ultrassom em lesdo muscular

A aplicacdo do ultrassom é frequientemente realizada na reabilitagdo
como uma terapia complementar no tratamento de varias disfuncbes musculo-
esqueléticas (WILKIN et al., 2004). Tem sido indicada com o objetivo de promover
analgesia (ESENYEL et al., 2000; ALMEIDA et al., 2003), reduzir hematomas
(STRATTON et al.,, 1984; GIOMBINI et al.,, 2001); aumentar a capacidade de
extensibilidade muscular (WESSLING et al., 1987) e estimular o reparo do tecido
muscular propriamente dito (RANTANEN et al., 1999; KARNES; BURTON, 2002;

WILKIN et al., 2004; PIEDADE et al., 2008).
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O estudo experimental dos efeitos do US em lesdes musculares tem
como marco o trabalho de RANTANEN et al., 1999, em modelo de musculo
gastrocnémio de ratas apds uma contusao e posterior tratamento com o USp. A
avaliacdo do processo de reparo foi feita através da quantificacdo da area coberta
por miotubos e da proliferacéo dos fibroblastos e das células satélites. Embora neste
estudo ndo tenha sido possivel verificar o aumento de miotubos nos animais
tratados, detectou-se um aumento de atividade proliferativa das células precursoras
miogénicas e dos fibroblastos. Desta forma a proliferacdo dos fibroblastos poderia
incrementar a producédo de tecido fibroso, comprometendo o possivel efeito positivo
do US sobre a proliferacdo das células satélites e conseqlente regeneracao
muscular.

A aplicacdo do US pulsado sobre o musculo gastrocnémio lacerado de
ratos promoveu um aumento estatisticamente significativo na quantidade de
miotubos na zona de regeneracao aos 14 dias ap0s a lesao nas lesdes tratadas com
o US (PIEDADE et al., 2008). Contraditoriamente, os resultados de WILKIN et al.,
2004, obtidos em um elegante estudo morfométrico que avaliou a area ocupada por
miotubos e a quantidade de nucleos de células musculares em modelo de contuséo
em rato, sugerem que o US ndo promove efeito benéfico sobre a regeneracéo
muscular.

Nas lesbes de gastrocnémio tratadas com USp, PIEDADE et al. (2008)
demonstraram o aparecimento de fibras grossas de colageno (constituidas por
colageno do tipo 1) ja aos 4 dias apos a lesdo, sugerindo que o US poderia estimular
a sintese precoce de fibras coladgenas com maior grau de agregacao. Ainda assim,
apesar da radiacdo ultra-sonica induzir a deposicdo e a agregacao de fibras

colagenas, essa maior quantidade de tecido conjuntivo parece nao foi suficiente para
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impedir a miogénese. Outra observacao interessante € que as lesdes tratadas com
US, apesar de apresentarem fibras colagenas mais grossas na zona de
regeneracao, possuiam um melhor arranjo estrutural com um alinhamento mais
regular dos miotubos em formacdo (PIEDADE et al., 2008). Considerando essa
evidéncia, que confirma a sugestdo de TERADA et al., 2001 sobre a relacéo entre o
alinhamento das fibras colagenas e das células musculares em regeneracéao, pode-
se supor que o papel benéfico US no remodelamento muscular poderia resultar em
uma melhor performance biomecéanica (DYSON et al., 1968; GAN et al., 1995).

O efeito benéfico da aplicacdo do US também foi demonstrado do
ponto de vista biomecanico em um modelo de lesdo da musculatura esquelética por
contracdes excéntricas repetidas, no qual uma série de aplicacdes diarias de USc
melhorou significantemente o indice funcional de lesdo dos musculos do grupo
tratado que reflete a forca tetdnica maxima (KARNES; BURTON, 2002).

Neste contexto, sugere-se que o US representa um estimulo mecéanico,
que se soma aos estimulos inflamatorios presentes na lesdo muscular, aos quais as
células respondem com alteragBes adaptativas, com ativacao da proliferacdo celular
e fibrogénese. Dessa maneira, € possivel sugerir que a proliferacdo de células

satélites também poderia ser estimulada pelo efeito mecanico do US.

1.8 Estereologia

A necessidade de produzir dados quantitativos confiaveis sobre os

componentes dos tecidos estimulou o desenvolvimento e o uso de métodos
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estereoldgicos nas ciéncias biolégicas. Através da estereologia podem-se obter
informacBes sobre os tecidos (estruturas tri-dimensionais) baseadas em dados
medidos em cortes histoldgicos (bi-dimensionais). A estereologia pode ser definida
como: “Um conjunto de métodos matematicos, relacionando parametros tri-
dimensionais que definem uma estrutura com medidas bi-dimensionais obtidas em
cortes dessa estrutura” ou ainda “Um conjunto de procedimentos geométricos e
estatisticos que permitem obter informacdes sobre estruturas tridimensionais, a partir
da analise de imagens planas, bidimensionais, como aquelas obtidas em cortes
histolégicos preparados para a microscopia de luz e eletrénica” (WEIBEL, 1979).

Desse modo, medindo-se parametros dos perfis das estrutruras
observaveis em cortes dos tecidos, podem-se extrapolar informacdes sobre as
estruturas no espaco tri-dimensional.

A estereologia estima densidades: densidades de volume (Vv);
densidade de comprimento (Lv); densidade de superficie (Sv) e densidade numérica
(Nv). Também podem ser estimadas densidades por area, como por exemplo,
densidade de area (Aa) e densidade numérica por area (Na ou Qa) (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003)

A base da estereologia se encontra no principio formulado pelo
geologista francés August Delesse, em 1847: “A densidade de volume dos
componentes de uma rocha é igual a sua densidade das areas destes componentes
gue aparecem em cortes representativos feitos ao acaso”. Pelo principio de Delesse

pode-se afirmar:

Area do componente Volume do componente

Area da rocha Volume da rocha

ou seja: Ar=Vy
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As medidas estereoldgicas s6 sdo validas se as amostras forem
representativas do tecido e tomadas randomicamente. Desse modo, podem-se obter
resultados fidedignos se forem feitos cortes randémicos de estruturas que néo se
distribuem de maneira aleatdria no tecido, ou num uUnico corte se as estruturas
apresentarem uma distribuicdo randdémica. Seguindo-se esse principio, ndo é
necessario assumir qualquer padréo para a estrutura de interesse antes do inicio
dos estudos (GUNDERSEN et al., 1988).

Para garantir uma amostragem randémica do material de estudo deve-
se considerar que as estruturas biologicas geralmente ndo sdo homogéneas,
apresentando variacdes regionais, e ndo sao isotropicas, ou seja, a aparéncia dos
perfis varia dependendo da orientacdo do tecido. Isso porque as estruturas
biolégicas raramente apresentam uma distribuicdo aleatéria nos tecidos. Se o
material de estudo for isotrOpico, ou seja, ndo apresentar uma orientacao
preferencial, como os alvéolos pulmonares, por exemplo, é utilizado o esquema de
cortes Isotropicos Uniformes Randdmicos (cortes IUR) para a amostragem do
material. Por outro lado, em algumas situacBes, como na pele, faz-se necessario
algum controle sobre como o tecido € fatiado para amostragem. Para isso foi
desenvolvido outro esquema para escolha dos locais de amostragem, que ainda
garante randomicidade, chamados cortes Verticais Uniformes Randémicos (VUR) No
método de amostragem de cortes verticais deve-se considerar um plano horizontal e
um eixo vertical, perpendicular a ele, paralelo ao qual os cortes serao realizados. O
plano horizontal pode ser escolhido pelo pesquisador, entretanto, a orientacdo do
corte no eixo vertical deve ser determinada aleatoriamente, de forma que qualquer

direcdo tenha a mesma chance de ser escolhida (GUNDERSEN et al., 1981).
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Podem-se obter informagbes sobre o numero, o volume, o
comprimento e a area de superficie das estruturas, empregando-se regras simples
para a contagem. As medidas sao feitas nos cortes, tendo-se como base o perfil bi-
dimensional dos componentes de interesse. E indispensavel que seja determinado
um compartimento de referéncia, pois as medidas sdo obtidas como densidades ou
concentracfes: numero de mitocondrias no citoplasma, densidade de volume dos
nacleos no epitélio, comprimento dos vasos no glomérulo, area de superficie das
circunvolucdes no coértex cerebral.

Quando se analisam razdes corre-se sempre 0 risco de gque acontecam
alteracdes nos dois componentes (objeto e compartimento de referéncia) e isso pode
levar a conclusbes equivocadas. Se ha um aumento proporcional nas duas
estruturas, a razao medida ndo se altera, dando a falsa impressdo de que nao houve
mudancas. Por isso, o ideal € calcular sempre os valores absolutos sobre o objeto,
pois isso fornece resultados fidedignos e indubitaveis, além de permitir a
comparacao entre os dados de diferentes grupos de estudo. Se a densidade de
area, ou volume, for multiplicada pelo volume do compartimento de referéncia,

teremos o valor absoluto do volume do componente analisado.

Vy x Volume da rocha = Volume total do componente na rocha

O volume total do 6rgédo pode ser obtido pesando-se o tecido a fresco.
Pesa-se um frasco contendo uma solugdo com a mesma densidade do tecido,
mergulha-se o tecido por completo na solugcdo e pesa-se novamente. A diferenca
entre as pesagens corresponde ao peso do tecido; o volume do 6rgdo em questao

(em mm?®) pode ser considerado como o peso (em gramas) x 1000 (SCHERLE,
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1970). Em algumas situacbes, este método pode ndo ser adequado, ou, é
necessario saber o volume de um compartimento de referéncia que ndo € um 6rgao
inteiro, mas sim parte de um o6rgdo (volume da valva mitral no coracdo, por
exemplo). Pode-se utilizar o método de Cavalieri que, no século XVII, demonstrou
gue o volume de qualquer objeto pode ser estimado se o objeto for seccionado em
fatias paralelas de espessura conhecida, a seguir somam-se todas as areas de
todos as fatias do objeto e multiplica-se este resultado pela espessura dos cortes.

Em relacdo a analise morfolégica do reparo muscular, a descricdo
histopatolégica da lesao ja foi feita por muitos autores, no entanto, apenas nosso
grupo de pesquisa realizou um estudo quantitativo (PIEDADE et al., 2008). Como ja
foi comentado anteriormente, os nossos resultados mostram que ainda que o USp
estimule a deposicao das fibras colagénicas, hd uma quantidade maior de miotubos,
sugerindo que o aumento na deposicao de colageno nao foi capaz de impedir o
crescimento e diferenciacdo das células musculares. No entanto, ndo foram
aplicados os conceitos da estereologia para obtencao desses dados morfométricos,
de modo que nao foi possivel avaliar como o USp afeta as dimensdes reais da lesédo
(e de cada uma de suas zonas), assim como a dimenséo real da deposicdo de
colageno.

Assim sendo, no presente estudo pretende-se determinar o
volume ocupado pelas lesdes no musculo, assim como o volume ocupado
pelo colageno na leséo, através da aplicacdo de técnicas da estereologia, no
sentido de contribuir para a analise do efeito do ultrassom no fechamento da

ferida e cicatrizagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os efeitos da aplicacdo do ultrassom no reparo de lesao
muscular em modelo experimental de lesdo lacerativa do gastrocnémio de ratos,
com énfase na avaliacdo biomecanica e na avaliacdo estereoldgica do volume da

lesdo, volume de tecido fibrético e densidade vascular.

2.2 Objetivos Especificos

» Estimar o volume absoluto da lesdo e de cada um dos seus
compartimentos (zona central e zona regenerativa), pela aplicacdo de
meétodos estereoldgicos em diferentes tempos do processo de reparo

de laceracéo.

» Estimar o volume absoluto da lesdo ocupado por fibras colagénicas,
pela aplicacdo de métodos estereoldgicos em diferentes tempos do

processo de reparo de laceracéo.
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» Estimar o volume absoluto de vasos na lesdo, pela aplicacdo de
meétodos estereoldgicos em diferentes tempos do processo de reparo

de laceracéo.

» Avaliar o comportamento biomecanico do muasculo lesado, através de
teste de tracdo, em diferentes tempos do processo de reparo de

laceracao.
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3 MATERIAIS E METODO

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP). O estudo histomorfométrico foi realizado no Laboratério de Biologia
Celular (LIM 59), enquanto que os testes biomecanicos foram realizados no

Laboratério de Biomecéanica (LIM 41).

3.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar,
com 4 meses, machos, pesando cerca de 400 gramas, procedentes do Biotério da
FMUSP. Para o estudo histolégico foram utilizados 40 animais e outros 40 para o
estudo biomecanico. Os animais foram mantidos a 22°C, em gaiolas com livre

acesso a agua e alimento, e iluminacao artificial (luzes acesas das 8:00 as 18:00 hs).

3.2 Grupos

Oitenta animais foram submetidos a lesdo da cabeca medial do

musculo gastrocnémio direito, utilizando um equipamento elétrico desenvolvido para
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este estudo no Laboratério de Biomecanica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séao Paulo (FMUSP), cuja aplicabilidade foi testada antes do inicio

desse experimento (Figura 5).

Figura 5 — Fotografia do equipamento para obtengdo de lesbes musculares lacerativas
homogéneas. Associado a lamina que produz a lesdo localiza-se um
paquimetro digital que orienta a profundidade do corte. Na imagem a esquerda
aparece 0 equipamento inteiro constituido por uma haste acoplada a uma
plataforma de madeira (apontada pela seta verde) onde é colocado o animal.
Na extremidade inferior da haste estd presa a lamina giratoria (indicada pela
seta vermelha) que produz a lesdo muscular. Na regido central da haste ha um
paquimetro (visivel na imagem da direita) que permite controlar a profundidade
da leséo.

Metade dos animais recebeu tratamento local com o ultrassom pulsado

(USp) a partir do dia 02 de pds-operatério, considerando o dia da cirurgia como dia

zero; outros 40 animais constituiram os grupos controles, que sofreram a lesao

muscular e ndo receberam tratamento algum. Os animais controles e tratados foram
sacrificados em cada tempo experimental (4, 7, 14 e 24 dias apoés a lesdo), formando
0s grupos 4C e 4US, 7C e 7US, 14C e 14US, e 24C e 24US, respectivamente, cada
um deles constituido por 10 animais (estes dias foram escolhidos por

corresponderem a diferentes fases do processo cicatricial). As aplicagcdes de USp

foram realizadas diariamente, até os 14 dias ap0és a lesao e a cada 2 dias ap0s este
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periodo, de modo que os animais receberam 2, 5, 12 ou 22 aplicacbes de USp
durante o experimento; dos 10 animais de cada grupo, 05 foram utilizados para o

estudo morfoldgico e 05 foram utilizados para o estudo biomecanico.

3.3 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de
quetamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Apds a inducdo anestésica, foi feita uma
incisdo em “Y” na pele da pata traseira direita (face posterior) para permitir o acesso
ao musculo gastrocnémio, localizado sob o musculo biceps femoral. Uma vez
identificada, a cabeca medial do gastrocnémio foi separada dos demais musculos da

pata, sem desinsercdo dos tenddes, através de uma pequena espatula (Figura 6).

A” // l“f)’b

ot

Figura 6 - 6A: Fotografia mostrando a incisdo em “Y” na pele da pata traseira direita para
permitir o acesso ao musculo gastrocnémio.. 6B: Fotografia mostrando a cabeca
medial do gastrocnémio separada dos demais musculos através de uma espétula.
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Com uma das extremidades da espatula fixada a maquina com um
parafuso, a lamina era encostada no musculo através de outro parafuso de ajuste
fino. A posicdo da lesdo foi padronizada em todos os animais: posicionando-se 0
calcanhar a 90° na borda da plataforma, realizava-se o corte 2,5cm em direcdo

cranial, a partir da borda do calcaneo (Figura 7).

Figura 7. Fotografia mostrando o posicionamento da pata para a realizacdo da lesdo.
Calcanhar a 90°, com a lamina encostada no musculo & 2,5cm em dire¢&o cranial,
a partir da borda do calcaneo.

A lamina era encostada ao musculo e acionada eletricamente, girando
inicialmente no sentido horario, até ser atingida metade da profundidade desejada
(1,5 mm), sendo essa distancia indicada pelo paquimetro digital (Figura 8A), em
seguida, a rotacdo da lamina era invertida para o sentido anti-horario e completava o
corte até atingir 3,0 mm (Figura 8B). A medida final de cada lesédo foi de 11mm x

3mm. A Figura 8C mostra o aspecto final da leséo.
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Figura 8. 8A: Visor do paquimetro mostrando a profundidade de 1,5mm com o sentido
horario de rotacdo da lamina. 8B: Visor do paquimetro, ao final do procedimento
de corte, mostrando 3mm de profundidade com o sentido anti-horario de rotacéo
da lamina. 8C: Fotografia mostrando a secg¢éo transversal da cabeca medial do
musculo gastrocnémio medindo 11mm de largura e 3mm de profundidade.

ApOs hemostasia por compressdo, 0 musculo biceps femoral foi
suturado com fio catgut simples 5.0, recobrindo a lesdo e, em seguida, a pele foi
suturada com fio de nylon tech-lon* 4-0 com aplicacdo de alcool iodado para evitar
infeccdo. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sem restricdo de
movimentagao até a eutanasia. Foi administrado paracetamol diluido em agua até o

dia da eutanasia para analgesia.

3.4 Aplicagéo de ultrassom pulsado

Para aplicacdo do USp foi utilizado o modelo US Pro Seven 1MHz 977
Standard, da marca Quark, cedido pela Universidade Sdo Judas Tadeu (Figura 9).

Foi feita uma depilagdo da area tratada e apos a aplicagdo com gel como meio de
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acoplamento, esse era removido com papel toalha, e até a cicatrizacdo do epitélio

foram feitas aplicac6es de iodopovidona.

Figura 9 — Fotografia mostrando o procedimento de aplicacdo do ultrassom na pata do rato.

A escolha dos parametros do US seguiu as indicacdes de PIEDADE et

al. (2008). O quadro abaixo resume os parametros utilizados:

Distancia entre o cabecote e a area tratada: 5mm
Frequéncia de operacéo: 1MHz

Modo de operacéo: Pulsado

Ciclo util: 50%, com Ton de 5ms e Toff de 5ms
Frequéncia de repeticao dos ciclos: 100Hz
Poténcia de saida: 4W

Intensidade efetiva: 0,57W/cm?

Area geométrica do cabecote: 8,5cm?2

Area de radiac&o efetiva (ARE): 3,5cm?2 mais ou menos 20%
Taxa de ndo uniformidade do feixe (TNF): < 6,0
Tempo de aplicagcdo: 5 minutos

Técnica de aplicacao: Circular com gel

Frequéncia e inicio das aplicac6es: diarias, iniciando no segundo dia de
pos-operatério, sendo o dia da cirurgia considerado “dia zero”.
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3.5 Eutanasia

No 4°, 7°, 14° e 24° dias ap0s a lesdo, a cabeca medial do musculo
gastrocnémio foi coletada com os animais anestesiados e na sequéncia foi aplicada
uma dose excessiva de anestésico para eutanasia. As carcacas dos animais foram
descartadas segundo as normas do Grupo de Gerenciamento de Residuos descritas

na Cartilha de Orientacao para Descarte de Residuos no Sistema do HCFMUSP.

3.6 Estudo histolégico

Para obtencdo dos dados morfométricos foram aplicadas técnicas de
estereologia, de modo a obter informacgdes quantitativas de forma simples, eficiente,
precisa e imparcial, ou seja, sem vicio ou tendéncia (GUNDERSEN, 1988). Os
procedimentos descritos a seguir sao indispensaveis para garantir a eficiéncia e a

imparcialidade da técnica estereologica.

3.6.1 Coleta e Fixacao do Material

A cabeca medial do musculo gastrocnémio foi retirada, a porgcao

tendinea foi desprezada e o ventre muscular pesado em uma balanca de alta
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precisdo. Para tanto, pesou-se um frasco contendo solucéao fisioldgica e em seguida
mergulhou-se musculo por completo na solucdo e pesou-se novamente. A diferenca
entre as pesagens, em gramas, correspondeu ao peso muscular, que € igual ao seu
volume em milimetros cubicos (SCHERLE, 1970).

Apoés a pesagem, a face muscular sem lesdo foi colocada sobre um
papel de filtro para evitar a torcéo; a fixacao foi feita em paraformaldeido a 4% em

PBS por 24 horas, a temperatura ambiente.

3.6.2 Amostragem estereoldgica

Uma vez que existe uma orientacdo preferencial para a observacédo da
lesdo ao microscOpico, necessita-se obter cortes histolégicos que passassem
transversalmente ao maior eixo da leséo, optou-se pelo recorte do material seguindo
a técnica de cortes verticais uniformes randémicos (VUR), segundo GUNDERSEN
(1981). O musculo foi emblocado em agar a 4% e mantido sob refrigeracdo em
geladeira por 2 horas, até endurecerem para conferir maior precisdo de corte.

O eixo vertical foi estabelecido passando paralelamente ao maior eixo
do musculo. As fatias de tecido foram obtidas randomicamente, porém sempre
paralalemente ao eixo vertical. Para tanto, coloca-se o bloco de agar sobre o centro
de um disco orientador com marcac¢des néo equidistantes (GUNDERSEN, 1981).
Usando-se uma tabela de numeros randémicos determina-se aleatoriamente uma
direcdo para o plano de corte em cada muasculo (Figura 10). Em um mesmo

musculo, as fatias foram obtidas de acordo com este Unico plano, ou seja, todas as



54

fatias de um mesmo musculo foram paralelas entre si, portanto, todas as fatias
corresponderam a cortes musculares longitudinais. Para o musculo seguinte

determinava-se uma nova direcao de corte, porém sempre paralela ao eixo vertical.

10

Figura 10 — llustragdo do musculo (*) incluido em agar (seta) de acordo mostrando o eixo
vertical e do procedimento de randomizacdo para obtencdo da fatias
musculares, segundo o método de cortes verticais uniformes randémicos
(VUR). O bloco de agar colocado aleatoriamente sobre o disco orientador de
construgcdo ndo equidistante. A lamina era posicionada sobre o bloco de agar
na dire¢cdo indicada pela tabela de numeros randémicos.

Seguindo esse plano, foram feitos cortes sequenciais com
aproximadamente 1,0 mm de espessura de todo o musculo. Para se atribuir um valor
de espessura a estas fatias (uma vez que é muito dificil que todas mecam
exatamente 1,0 mm), as fatias foram empilhadas e a espessura total foi medida com
um paquimetro. Assim, foi possivel determinar a espessura média das fatias. O
namero de fatias variou entre os casos em razdo da determinacdo aleatéria da
direcéo de corte em cada caso.

As fatias de cada musculo foram entdo cuidadosamente organizadas

em sequéncia e numeradas. Uma das faces de cada fatia foi marcada com nanquim,

para que pudesse ser colocada voltada para cima quando da inclusao em parafina.
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3.6.3 Processamento do material para histologia e método de identificacédo

Os fragmentos foram lavados e desidratados em gradientes de
concentracdo de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina com a face
marcada com nanquim para cima. Cortes seriados de 5um de espessura foram
obtidos e distendidos em laminas de vidro. Foram obtidos cortes histologicos de
cada uma das fatias de musculo, em todos os casos. As laminas foram codificadas e
o cbdigo revelado somente apds a obtencdo dos dados quantitativos para garantir
uma andlise cega. Ap6s hidratacdo, as laminas foram coradas pelos seguintes

métodos de identificagdo histoldgica:

a) Hematoxilina-eosina

Os cortes de tecido foram corados pela hematoxilina-eosina para
estudo histolégico geral, por ser esta uma coloracdo classica para identificacao

histopatolégica de rotina.

b) Picrossirius-polarizacao

Os cortes histolégicos foram desparafinados, hidratados e corados
durante uma hora com Sirius Red 0,1% (Sirius Red F 3 B 200, Mobay Chemical Co.
Union, New Jersey, EUA) dissolvido em solucdo aquosa saturada de acido picrico
sendo, em seguida, rapidamente lavados em agua corrente e contra-corados com

hematoxilina de Harris, por 5 minutos (JUNQUEIRA et al., 1978).
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Com a coloracéo pelo Picrossirius, além da possibilidade de identificar
o colageno que adquire uma intensa coloracdo vermelha quando analisado sob luz
convencional, também é possivel realizar a avaliacdo qualitativa de seu grau de
agregacdo quando as laminas sdo analisadas sob luz polarizada, conforme o
método descrito por JUNQUEIRA et al. (1978): além de se mostrarem
birrefringentes, as fibras que contém colageno, assumem intensidades de
birrefringéncia variadas, resultantes dos diferentes graus de agregacéao fisica do
colageno; dessa forma, fibras finas, como as presentes no tecido de granulacdo
jovem, sdo reveladas como estruturas esverdeadas fracamente birrefringentes,
enquanto as fibras grossas, que caracterizam lesdes fibroticas maduras, definem-se

por sua forte birrefringéncia de coloracdo amarela a vermelha.

3.6.4 Analise estereolégica dos volumes e das zonas central e regenerativa e

volume da leséao

Um corte histolégico, corado com HE, de cada uma das fatias
musculares foi usado para o calculo dos volumes das zonas central e regenerativa
(cuja soma corresponde ao volume ocupado pela lesdo no musculo como um todo),
tanto nos grupos controle como tratados com ultrassom nos diferentes tempos poés-
leséo.

A coloragdo do HE foi escolhida, pois se identificam facilmente as

zonas central (ZC), de regeneracao (ZR) e de células musculares preservadas (ZP).
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Foi considerada ZC aquela regido entre os cotos musculares com
infiltrado inflamatério, coagulo e presenca de tecido de granulacdo. Ja a ZR, foi
identificada entre a ZC e a ZP como sendo uma area com miotubos e mioblastos e
nas lesbes mais recentes com a presenca de fibras musculares em sofrimento. A ZR
foi diferenciada da ZP pelas diferencas estruturais entre os miotubos e as células
musculares maduras, uma vez que essas células sdo mais eosinofilas que os
miotubos além de serem mais calibrosas e possuirem nudcleos periféricos
(THORSSON et al., 1998; PIEDADE ET al., 2008).

Foram obtidas imagens digitais de cada corte histolégico em que a
laceracao foi observada, utilizando-se objetiva de 4 vezes, de modo a cobrir toda a
extensdo da laceracdo, incluindo as zonas central, de regeneracdo e a transicao
com o tecido preservado. Para captacdo da imagem utilizou-se um sistema
composto por um microscopio Nikon Eclipse E600 acoplado a uma camara de video
digital Nikon DXM1200F. Imagens digitais de alta resolucdo foram gravadas pelo
programa Nikon ACT-1 em um microcomputador acoplado ao sistema.

A seguir, as imagens obtidas foram transferidas para o programa
Image J, do National Institute of Health (USA), para facilitar o armazenamento dos
dados obtidos. Um reticulo de pontos, com uma éarea relacionada a cada ponto de
40.000um?, foi sobreposto as imagens e foram contados os pontos que incidiram

sobre as zonas central e de regeneracao (Figura 11).
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Figura 11 — llustragdo do método de contagem de pontos aplicado para a avaliagdo do
volume das zonas de central e de regeneracdo e da lesdo como um todo. A
seta verde mostra um ponto sobre a zona de regeneracdo e a seta preta
mostra um ponto sobre a zona central.

Para o estudo quantitativo da fracdo de volume ocupada pelas ZC e ZR
na lesdo foram considerados os pontos contados separadamente para cada zona.

Para cada corte histoldgico, determinou-se a area correspondente a
cada zona, pela multiplicagdo do numero de pontos incidentes sobre a ZC ou ZR
pela area associada a cada ponto do reticulo.

Azc= (Pontos ZC x 0,04mm?)

Azr = (Pontos ZR x 0,04mm?)

A soma das areas da ZC e ZR corresponde a area da lesdo como um
todo em um determinado corte histolégico.

Alesédo = Azc + Azr

A seguir, pelo método de Cavalieri (GUNDERSEN, 1981), a soma da
area da lesdo em todos os cortes histologicos estudados de cada musculo, foi
multiplicada pela espessura média das fatias cortadas segundo a técnica VUR, para

obtermos o volume total da lesdo em cada musculo.
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Para se compreender qual é a contribuicdo de cada zona para o
volume total da leséo, foi calculado a fracdo de volume (Vv) da ZC ou da ZR (Vvzc
ou Vvzr) dividindo o volume da zona central ou regenerativa pelo volume da leséao
para cada tempo experimental. Para melhor compreensdo, esta razdo foi
apresentada em porcentagem.

Vvzc = (Vzc) / Vlesao) x 100

Vvzr = (VzRr) / Vlesao) x 100

3.6.5. Andlise estereoldgica do volume absoluto, da fracdo de volume, da area de

superficie e da fracdo de area de superficie de vasos sanguineos

Para o estudo quantitativo dos vasos sanguineos na lesdo, foram
analisadas as laminas coradas com HE tanto nos grupos controle como tratados
com ultrassom nos diferentes tempos pos-leséo.

Foram obtidas de 2 a 4 imagens digitais randomicamente selecionadas
de cada corte histolégico contendo a leséo, utilizando-se objetiva de 20x. Para
captacdo da imagem utilizou-se um sistema composto por um microscopio Nikon
Eclipse E600 acoplado a uma camara de video digital Nikon DXM1200F. Imagens
digitais de alta resolucdo foram gravadas pelo programa Nikon ACT-1 em um
microcomputador acoplado ao sistema.

A seguir, as imagens obtidas foram transferidas para o programa
Image J, do National Institute of Health (USA), para facilitar o armazenamento dos
dados obtidos. Um reticulo de 63 pontos e cicldides, com uma area associada a

cada ponto (a/p) de 3610,23um? e uma relacdo do comprimento das linhas do
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reticulo pela area associada a cada ponto (I/p) de 36,56um foi sobreposto as
imagens para a obtencdo dos dados. Neste experimento, por se tratar de cortes
verticais uniformes randdémicos (VUR), o uso de um reticulo de cicléides é
necessario para avaliacdo de superficies, ao invés do reticulo de fragmentos de
retas, que servem para avaliar superficies em cortes sem orientacéo preferencial.
Para a estimativa da fracdo de volume e do volume absoluto de vasos
sanguineos na area da lesdo foram contados os pontos que incidiram sobre vasos
sanguineos e o total de pontos que incidiram na lesdo. A fracdo de volume

(expressa em porcentagem de vasos snguineos na leséo) foi assim calculada:

Vvvasos = (pvasos) / Plesdo) x 100 onde,

Pvasos = numero de pontos incidentes cairam nos vasos

Plesao = numero total de pontos incidentes na lesao.

O volume absoluto de vasos sanguineos foi obtido multiplicando a
fracdo de volume de vasos pelo volume absoluto da leséo previamente estimado
pelo método de Cavalieri.

A equacdo utilizada para o célculo da fracdo de superficie de vasos

sanguineos na lesao foi:
sv=2xi)/ (lpxP) onde,

i = 0o nimero de interseccdes entre a parede dos vasos sanguineos e as
cicloides;

(I/p) = a relagdo do comprimento das cicloides do reticulo pela area associada
a cada ponto (no caso, 36,56pm);

P = o ndmero de pontos incidentes sobre a lesdo
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A éarea total de superficie dos vasos sanguineos na lesdo foi obtida
multiplicando a fracdo de superficie de vasos sanguineos pelo volume absoluto da

les@o previamente estimado por Cavalieri.

3.6.6 Anadlise estereoldgica do volume absoluto e da fracdo de volume de fibras

colagénicas

Para o estudo quantitativo do volume absoluto (V) e da fracao
volumétrica (Vv) de tecido ocupado por fibras que contém colageno, foram
analisadas as laminas coradas com Picrossirius-hematoxilina; por esta técnica o
colageno fibrilar aparece corado em vermelho intenso quando observadas sob luz
convencional (ndo polarizada).

Foram obtidas de 2 a 4 imagens digitais da lesdo usando uma
amostragem rand6mica uniforme em cada corte histolégico contendo a leséo,
utilizando-se objetiva de 10 vezes. Para captacdo da imagem utilizou-se um sistema
composto por um microscépio Nikon Eclipse E600® acoplado a uma camara de
video digital Nikon DXM1200F®. As imagens digitais de alta resolucdo foram
captadas em um microcomputador acoplado ao sistema.

Cada imagem obtida dos cortes corados com Picrossirius-hematoxilina
foram processadas, com o auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0%, de modo a
selecionar, por escala de cores, apenas as fibras colagénicas, visualizadas por sua

intensa coloracdo em vermelho (Figura 12).
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Figura 12 — 12 A — Fotomicrografia de corte histolégico da lesdo muscular aos 7 dias tratada
com ultrassom. O corte foi corado com Picrossirius-hematoxilina. O colageno
aparece fortemente corado em vemelho. 12 B — Imagem da mesma éarea do
corte anterior, mostrando a sele¢do do colageno. Imagens semelhantes foram
utiizadas para avaliacdo da area ocupada por coldgeno no campo
microscopico.

As imagens foram entdo transferidas para o programa Image J®, do
National Institute of Health, que permitiu o calculo da area a area ocupada pelo
colageno fibrilar na lesdo e area da lesao.

Sabendo-se que a fracdo de area ocupada por uma estrutura num
dado compartimento de referéncia num corte bidimensional (ex.: fragdo de éarea
ocupada por colageno fibrilar no processo de reparo medida em cortes histol6gicos)
corresponde a fracdo de volume dessa mesma estrutura no espaco tridimensional do

tecido onde ela se encontra, pode-se calcular:

VVfibras colagénicas = AAfibras colégenas/ Area da les&o

Multiplicando a fracdo de volume de fibras colagénicas pelo volume
total da lesdo (ja calculado por Cavalieri), pode-se calcular o volume absoluto das

fibras colagénicas na leséo.
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3.7 Estudo Biomecéanico

Ao término de cada tempo experimental proposto, 0s animais
destinados aos testes de tracdo foram anestesiados e, com o animal ainda vivo para
evitar a degeneracdo muscular, o fémur foi desarticulado com a origem da cabeca
medial do musculo gastrocémio preservada e também sua insercdo na pata do
animal. Todas as outras estruturas (tibia, fibula e outros musculos da pata) foram
retiradas (JARVINEN, 1976), deixando a cabeca medial do gastrocnémio como a
Gnica estrutura de ligacdo entre o joelho e a pata do animal. O tempo maximo entre
a retirada do material dos animais e a realizacdo do teste de tracdo nao foi superior
a 10 minutos.

O material retirado para o ensaio biomecanico foi colocado em solucéo
fisiolégica e procedeu-se a avaliagdo da area transversal do terco médio do ventre
muscular. Para tanto, foi masculo foi encaixado longitudinalmente em uma canaleta
com 8,0 mm de largura; esta canaleta estava acoplada a um sistema composto a
uma haste associada a um medidor de altura (relégio comparador, marca Mitutoyo,
com resolucdo de 0,01lmm). A haste era baixada até encostar-se a superficie
muscular e a leitura do seu deslocamento era anotada. A variagcdo do deslocamento
da haste na caneleta vazia e na canaleta contendo o musculo correspondeu a altura
do musculo (Figura 13). A area da seccdo transversal foi calculada pela

multiplicacéo de 8,0 pela altura do musculo medida na canaleta (base x altura).
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Figura 13 — Medidor de altura utilizado para o calculo da area transversal muscular

Essa medida foi realizada com o objetivo de levar em consideracao as
possiveis variagdes individuais que poderiam existir entre os espécimes testados no
momento de determinar a for¢ca de ruptura do musculo. Dessa forma, os resultados
do teste de tracdo serdo apresentados em termos de tensdo maxima e nao forca
maxima.

Os espécimes foram preparados para os testes fixando-se as regifes
dos tercos distal e médio do fémur dentro de um cilindro confeccionado para esse

estudo que fornecia um acoplamento perfeito do osso (Figura 14).

Figura 14 — Perna preparada para o ensaio de tragdo com fémur fixado ao cilindro.
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O ensaio de tracdo do complexo mausculo-tendineo foi feito em
maquina universal de ensaios mecanicos KRATOS® 5002, com célula de carga
(dinambdmetro) de 100 kgf com escala ajustavel para 10 kgf e resolucédo de 0,010 kgf.

Os valores de forca e deformacéo foram adquiridos em tempo real por
um sistema de aquisicdo de dados marca LYNX® modelo ADS2000, diretamente em
um computador. A velocidade de ensaio foi de 20 mm/minuto.

O cilindro contendo o fémur foi posicionado de modo que o
gastrocnémio ficasse paralelo ao eixo longitudinal da maquina, com a insercéo distal
do musculo para cima. O cilindro foi preso a base da maquina através de um torno
de bancada. Na outra extremidade, a pata foi fixada a uma garra conectada a célula
de carga presa na parte mével da maquina de ensaios, permitindo que o complexo

musculo-tendineo se alinhasse ao eixo de movimento da maquina (Figura 15).

" KRATOS
L 2

Figura 15 — 15A: Maquina universal de ensaios mecanicos com o musculo ja posicionado
pronto para o teste de tracdo. 15B: Detalhe da aparéncia normal do
musculo preso a garra e a morsa no inicio do teste. 15C: Aparéncia
estirada do musculo ja na fase final do teste de tracao.
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Antes do inicio do ensaio, o0 espécime foi submetido a uma pré-carga
de 0,5N (CRISCO et al., 1994) por 30 segundos com 0 objetivo de promover a
acomodacéo do sistema.

Apoés a pré-carga, 0 ensaio prosseguiu e a carga aplicada foi registrada
pelo software em intervalos regulares de alongamento até 0 momento de ruptura do
musculo. A partir dos graficos for¢ca-deformacédo, de cada ensaio, foram obtidas e
analisadas as seguintes propriedades mecanicas:

a) Tensdo maxima (Tmax) em kiloPascal (kPa), calculada pela razdo da
forca maxima pela area do musculo ensaiado.

b) Rigidez do tecido (Rig) em Newtons por milimetros (N/mm), definida pela
razdo da diferenca da forca (Aforca) pela diferenca da deformacdo absoluta (Adef)
entre dois pontos presentes na regiao linear do gréfico.

c) Deformacdo relativa percentual (Drp), calculada pela razdo da

deformacé&o absoluta pelo comprimento inicial multiplicada por 100.

3.8 Andlise Estatistica

A homogeneidade de variancia e a normalidade da distribuicdo dos
dados foram previamente verificadas, pelos testes de Levene e Shapiro-Wil,
respectivamente. Quando esses parametros foram atendidos, usou-se os testes de
ANOVA one factor (para comparacdo de mais de 2 grupos ao longo dos diferentes
tempos pos-lesdo), o teste t-Student independente para comparacao entre 2 grupos

tratado x controle e o teste t-Student pareado para comparagcdo entre 2 grupos
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submetidos ao mesmo tratamento nos diferentes tempos. Quando os parametros de
normalidade e homogeneidade n&do foram atendidos, o teste Kruskal-Wallis foi usado
para substituir o ANOVA, o Mann-Whitney para substituir o t-Student independente,
e 0 Willcoxon para substituir o t—Student pareado.

Em todas as andlises, quando o teste de ANOVA indicou diferenca
entre os grupos testados, o teste Post Hoc Tukey foi aplicado para localizar esta
diferenca e investigar se era estatisticamente significante ou nao.

Para todos os testes realizados foi utilizado um nivel de significancia de
5% (a = 0,05). Desta forma, foram considerados estatisticamente significantes os
testes com nivel descritivo menor que 5% (p < 0,05). Os resultados foram

apresentados como média + desvio padrao.



68

4 Resultados

4.1 ComplicacOes cirargicas e avaliacdo do material obtido

Observou-se que no segundo ou terceiro dia apos a cirurgia houve a
abertura de dois ou trés pontos do total de 12 pontos que suturavam a pele em
alguns ratos tanto do grupo controle como do grupo tratado. O animal era
anestesiado e a sutura era refeita.

Todos os animais foram pesados antes da eutanasia e os musculos
retirados para estudo histoldgico também foram pesados. O peso médio dos animais
controles foi de 386,27 = 39,42 e dos tratados com ultrassom foi de 398,05 + 42,70.
A andlise estatistica do peso dos animais mostrou que ndo houve variacdo
significativa entre os grupos estudados em nenhum dos tempos de pos-operatorio.

O peso muscular foi analisado do ponto de vista estatistico: o teste de
ANOVA one factor foi usado para comparar o peso muscular nos diferentes tempos
pos-operatorio dentro de um mesmo tratamento; o teste t-Student independente para
comparar musculos controles X musculos tratados com US em cada tempo estudado
e o teste t-Student pareado para a comparacdo do peso do musculo de cada grupo
em relacdo ao musculo esquerdo integro.

Observou-se que o musculo integro pesa mais que 0s musculos
lesados tratados e dos controles nos dias 7, 14 e 24 do pds-operatdrio. No entanto,

0s musculos dos grupos 4C e 4US eram significativamente mais pesados que o0s



69

integros. As demais comparacdes nao apresentaram diferencas significativas. A

Tabela 2 e o Grafico 1 resumem os resultados obtidos para o peso muscular.

Tabela 2 — Média e desvio padréo do peso, em gramas, do musculo gastrocnémio e resumo
do resultado da andlise estatistica. O valor de p encontra-se na intersec¢ao entre
linhas e colunas. As diferencas séo estatisticamente significativas quando o valor
de p é menor que 0,05.

integro
0,887 + 0,08
4c 4c
0,923+0,04| (0004 159531004
7C 7C
0,857 +0,09] (0:006) ns 0,857 + 0,09
14C 14C
0,760+ 0,09]  (©:005) ns ns 0,760 + 0,09
24C 24C
0.841+004| (0014 ns ns ns 0,841 + 0,04
4US 4US
0,900+ 0,02 (009 e T A s 0,900 + 0,02
7US 7US
o748 +0,10| (©003) | - s | T ns 0,748 + 0,10
14US 14Us
0685+005| (0004 | oo S (0.01) ns 0,685 + 0,05
0 Bzzgliso 08 0,044) | - | | e ns ns ns ns

ns = diferenga néo significativa

Grafico 1 — Variagdo do peso do gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais e na
pata integra.
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T
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# p < 0,05 comparado a todos os grupos controles e tratados com US; * p < 0,05 entre os
grupos assinalados.
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4.2. Analise histopatoldgica qualitativa

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram avaliadas para
descricdo dos achados histopatologicos e as laminas coradas com o Picrossirius
foram usadas para avaliacdo da distribuicdo e agregacao das fibras colagénicas na
matriz extracelular.

A reacdao tecidual a lesdo seguiu um padréo estrutural semelhante em
todos os animais, tanto naqueles tratados com USp como nao-tratados: o tecido
inflamatorio se infiltrou na lesdo e houve a promocéao do reparo tecidual.

De forma geral, péde-se identificar, em todos os grupos as trés zonas
classicas que caracterizam o tecido de reparo nos musculos traumatizados: zona
central (ZC), a zona de regeneracdo (ZR) e a zona de células musculares

preservadas (ZP).

a) Avaliacao histopatolégica aos 4 dias

A Figura 16 ilustra o aspecto das ZC e da ZR aos 4 dias pés-leséo.
Neste tempo, a area de reparo, de maneira geral, se caracterizava por uma grande
guantidade de vasos e de células inflamatorias, ao lado de alguns perfis de células
musculares em processo de degeneracao.

Em relacdo aos elementos responsaveis pela regeneracdo muscular,
especificamente na zona de regeneracdo, observaram-se células alongadas
uninucleadas, com perfil estrutural de mioblastos (Figura 17) e alguns miotubos

(resultantes da fusdo dos mioblastos neoformados) na zona da lesédo vizinha as
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células musculares preservadas (Figura 18). A zona central mostrou-se
aparentemente menor nas lesdes tratadas com ultrassom, em relacdo as néo-
tratadas.

As laminas coradas pelo Picrossirius-hematoxilina foram examinadas
sob luz convencional e luz polarizada para identificacdo do grau de agregacao e
disposicédo das fibras colagénicas. Com a luz convencional, as fibras colagéncias
mostraram-se coradas em vermelho intenso. A analise mostra que: a) na zona
central ndo foram identificadas fibras colagénicas, tanto nas lesées controles como
nas tratadas com USp; b) de maneira oposta, na zona de regeneracdao, fibras de
colageno foram observadas nas lesdes controles e nas lesBes tratadas com
ultrassom. Estas fibras apareceram mais grossas na regido adjacente a zona
preservada, enquanto que se mostraram mais delgadas, formando uma delicada

trama tridimensional, na zona regenerativa (Figuras 19 a 22).
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Figura 16 — Fotomicrografia de um corte histoldgico (corado com HE) obtido de muisculo de um animal
do grupo 4C. Esta imagem foi escolhida para ilustrar o aspecto histolégico do reparo uma vez que,
pode-se observar toda a extensdo da lesdo em corte transversal. Véem-se as trés regifes
caracteristicas do processo de reparo muscular: zona central (ZC); zona de regeneracéo (ZR), onde
se notam as por¢Oes terminais das células musculares em regeneragdo que se apresentam sob a
forma de estruturas celulares alongadas (seta) dispostas em dire¢do ao centro da lesdo. Na regido
mais periférica, podem ser observadas as células musculares preservadas, caracterizando a zona
preservada (ZP).

Figura 17— Fotomicrografia de um corte histolégico (corado com HE) obtido de musculo de um animal
do grupo 4US. Reparar no intenso processo inflamatério que domina inicialmente a lesédo. O asterisco
indica restos de fragmentos de células musculares em degeneracdo. A seta amarela aponta para um
neutréfilo (no rato, estas células apresentam o nucleo com forma anelada), enquanto que a seta
vermelha mostra um macrofago. E possivel observar a presenca de mioblastos, que se mostram
como células alongadas com um Unico nlcleo e citoplasma baséfilo (setas pretas). Em V: vaso
sanguineo; em M: célula muscular preservada.

Figura 18 — Fotomicrografia de um corte histolégico (corado com HE) obtido de musculo de rato do
grupo 4C. Nesta imagem pode-se observar melhor a zona de regeneracdo (ZR), com numerosas
células musculares em desenvolvimento (setas pretas), denominadas miotubos: sdo células
multinucleadas, longas e de pequeno didmetro, quando comparadas com a célula muscular madura
(apontada na micrografia com um asterisco). Esta fase do processo de reparo se caracteriza pela
presenca de grande infiltrado inflamat6rio e numerosos vasos (setas verdes), tipicos do tecido de
granulacdo. Estes aspectos foram observados tanto nos animais controles como naqueles tratados
com ultra-som. ZC: zona central
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Figura 19 - Fotomicrografia de um corte histol6gico corado com Picrossirius-hematoxilina e observado
sob luz convencional, obtido de um animal do grupo 4C. Esta imagem de pequeno aumento mostra
um corte coronal a lesdo. Pode se observar a regido central (ZC), ainda rica em tecido inflamatério, e
as bordas da lesdo, constituidas pela zona regenerativa (ZR). Fibras constituidas por colageno
coradas em vermelho intenso aparecem na regido preservada e se acumulam na interface entre a
zona regenerativa e a zona preservada (ZP).

Figura 20 — Fotomicrografia do mesmo histolégico mostrado na Figura 19, corado com Picrossirius-
hematoxilina e observado sob luz polarizada . Nestas condi¢cdes as fibras que contém colageno
mostraram-se birrefringentes, brilhando contra o fundo escuro. E possivel identificar os perfis das
estruturas teciduais ao fundo: a zona central da lesdo (ZC), a zona regenerativa (ZR) e a zona
preservada (ZP). Notar que as ceélulas musculares (cm) apresentam-se também ligeiramente
birrefringentes, devido & organizacdo paracristalina de suas miofibrilas. Observar as grossas fibras
colagénicas fortemente birrefringentes brilhando contra o fundo escuro (setas verdes). Estas fibras
apresentam-se alinhadas as células preservadas e mostram-se orientadas em dire¢édo a leséo.

Figura 21- Fotomicrografia de um corte histolégico corado com Picrossirius-hematoxilina e observado
sob luz convencional, obtido de um animal do grupo 4US. Nos animais tratados com ultrassom
também apareceu de forma exuberante o acimulo de colageno a interface entre a ZP e a ZR. Notar
que as fibras coldgenas grossas correspondem ao perimisio do tecido muscular.

Figura 22 — Fotomicrografia de mesmo corte histolégico mostrado na Figura 21, corado com
Picrossirius-hematoxilina e observado sob luz polarizada. Notar que as fibras que contém colageno
presentes tanto na zona regenerativa (ZR) como na regido preservada a adjacente a esta (ZP) se
apresentam espessas e com uma birrefringéncia intensa. As setas verdes apontam para estas fibras
grossas no perimisio. E interessante notar que as fibras colagénicas do endomisio mostram-se finas e
delicadas, acompanhando cada célula muscular (setas amarelas).
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b) Avaliacéo histopatolégica aos 7 dias

Aos 7 dias de reparo, a lesdo mostrou-se reduzida em todos o0s
animais; em algumas lesdes tratadas com ultrassom, a zona de regeneracéo
ocupava praticamente toda a extensao da lesdo (Figuras 23 e 24).

Tanto nas les@es tratadas como nas controles, a zona de regeneracao
apresentou um aspecto histolégico diferente daquele observado aos 4 dias, com
uma grande concentracao celular adjacente a zona central. Nesta localizacdo, foram
identificados numerosos mioblastos e miotubos, constituindo um tecido conjuntivo
muito celularizado. A zona central mostrou-se muito reduzida nos musculos tratados
com ultrassom, sendo que em muitos casos o tecido de regeneracdo jA ocupava
completamente o espaco da lesdo (Figura 24).

Em relacdo a distribuicdo das fibras colagénicas, a analise das laminas
coradas com Picrossirius-hematoxilina mostrou que: 1) nas lesbes controles as
fibras colagenas mais grossas continuavam concentradas na interface entre a zona
de regeneracao e a zona preservada, respeitando a zona central (Figuras 25 e 26);
2) em contraste, em muitos casos de lesdes tratadas com ultrassom, devido ao
maior desenvolvimento da zona de regeneracdo, as fibras colagénicas delgadas
apresentavam-se direcionadas centralmente de modo a unir as bordas da lesdo
(Figuras 27 e 28).

Embora, a grande quantidade de vasos sanguineos tenha sido notada
desde os 4 dias de reparo tanto nas lesGes controles como nas tratados com
ultrassom, a vascularizacdo foi mais facilmente discriminada aos 7 dias de reparo

devido a melhor organizacgéao tecidual quando comparada ao 4° dia (Figura 29).
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T el

Figura 23 — Fotomicrografia de um corte histolégico (corado com HE) obtido de musculo de um animal
do grupo 7C. Notar a grande concentracdo celular na interface entre a zona regenerativa (ZR) e a
zona central (ZC), caracteristica dos tecidos neoformados. A barra marca a extesdo da zona central.

Figura 24 — Fotomicrografia de um corte histoldgico (corado com HE) obtido de musculo de um animal
do grupo 7US. Notar que a zona central (ZC) apresenta-se diminuida (barra) e a zona de regeneracgéo
(ZR) ocupa a maior parte do perfil da leséo.
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Figura 25 — Fotomicrografia de um corte histolégico corado com Picrossirius-hematoxilina e
observado sob luz convencional, obtido de um animal do grupo 7C. Notar a existéncia de uma zona
central (ZC) ainda bastante proeminente.

Figura 26 — Fotomicrografia do mesmo corte histolégico mostrado na Figura 25, corado com
Picrossirius-hematoxilina e observado sob luz polarizada, obtido de um animal do grupo 7C. O
colageno aparece representado em toda a zona regenerativa (ZR) sob a forma de uma trama
delicada formada por fibras finas pouco birrefringentes entremeada as células em processo de
regeneracdo, enquanto que na zona preservada vizinha a zona de regeneracdo se observa o
espessamento do colageno (setas verdes) do perimisio (j& descrito para os animais aos 4 dias pés-
leséo); ZC: zona central.

Figura 27— Fotomicrografia de um corte histoldgico corado com Picrossirius-hematoxilina e observado
sob luz convencional, obtido de um animal do grupo 7US.

Figura 28-— Fotomicrografia do mesmo corte histolégico corado com Picrossirius-hematoxilina e
observado sob luz polarizada, obtido de um animal do grupo 7US. Pode-se observar a grande
concentracdo de colageno na zona regenerativa, sob a forma de fibras relativamente finas, dispostas
de forma organizada, formando feixes paralelos aos miotubos em regeneracdo. Notar que a maior
concentracao do colageno (setas verdes) ocorre na vizinha da zona muscular preservada, enquanto

que em direcdo a zona central, as fibras colagénicas apresentam-se mais finas e menos
birrefringentes.

Figura 29 - Fotomicrografia de um corte histoldgico obtido de um animal do grupo 7US ilustrando a
grande quantidade de vasos sanguineos (seta) observadas na zona regenerativa (ZR).
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c) Avaliacdo histopatologica aos 14 dias

Nesta fase observou-se uma diminuicdo ainda maior da area de leséo,
com aproximacao das bordas de regeneracdo. Embora todos os animais tenham
alcancado o fechamento total ou quase total da lesdo em termos macroscopicos, a
analise histolégica mostrou que o processo de formacdo de miotubos estava ainda
em atividade (Figura 30).

Aos 14 dias apo6s a lesdo a zona central estava bastante reduzida em
todas as lesGes estudadas. No entanto, as lesdes que receberam tratamento com
ultrassom mostraram padrdes de organizacdo espacial do tecido neoformado mais
semelhantes ao tecido muscular original. As Figuras 30 e 32 ilustram estes
aspectos.

Com relacédo as fibras colagénicas, os padrées de distribuicdo foram
diferentes entre os grupos principalmente no que diz respeito a zona mais central da
area de reparo. Tanto nas lesdes tratadas com ultrassom como nas lesGes controles
foram observadas fibras de coldgeno mais grossas na regido periférica a leséo,
porém nas lesdes tratadas, as fibras colagénicas localizadas mais centralmente
tinham um aspecto mais delgado, formando um delicado arcabouco de sustentacéo

(Figuras 31 e 33).
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Figura 30 — Fotomicrografia de um corte histolégico corado com Picrossirius-hematoxilina e
observado sob luz convencional, obtido de um animal do grupo 14C. As fibras de colageno aparecem
coradas de vermelho intenso, enquanto que as células musculares apresentam citoplasma claro. E
possivel notar que na zona central (ZC) ainda persiste no tecido e a ZR apresenta-se bastante
desorganizada espacialmente. A zona de regeneracdo apresenta elementos cicatriciais, como 0s
miotubos (seta preta), associados a quantidades crescentes de colageno.

Figura 31- Quando o mesmo corte da Figura 30 é observado sob luz polarizada, nota-se que as fibras
de colageno grossas do perimisio (setas pretas) se continuam com fibras espessas de colageno (seta
brancas) que passam a ocupar também a zona de regeneracéo.

Figura 32 — A Fotomicrografia corresponde a um corte histolégico corado com Picrossirius-
hematoxilina e observado com luz convencional, obtido de um animal do grupo 14US. Nesta imagem
observa-se que, embora a quantidade de fibras colagénicas seja grande, o tecido da zona de
regeneracao (ZR) mostra-se mais organizado que aquela da figura anterior. As setas mostram que o
epimisio ja esta praticamente cobrindo a leséo.

Figura 33 - Quando o mesmo corte histolégico da Figura 32 é analisado com luz polarizada, nota-se
que, apesar da presenca de fibras de colageno grossas, o tecido mostra maior organizagéo estrutural,
de modo geral. Observar que na regido neoformada, as fibras colagénicas se apresentam mais finas
e menos birrefringentes (setas brancas), acompanhando o maior eixo das células em regeneragéo.
Notar o espessamento do perimisio (setas pretas) e a intensa birrefringéncia do epimisio recobrindo a
leséo.
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d) Avaliacdo histopatolégica aos 24 dias

Nesta fase do processo cicatricial, a lesdo apresentava as bordas
totalmente aproximadas e, nos animais tratados com ultrassom, toda a area da leséo
estava ja ocupada por ceélulas musculares novas, preferencialmente arranjadas
paralelamente entre si. Nas lesdes controles, as fibras musculares apresentavam-se
dispostas de modo mais desorganizado espacialmente, ainda que cobrissem
praticamente toda a lesdo (Figuras 34 e 36).

A andlise pelo método da Picrossirius-polarizacdo permitiu observar
gue as lesdes controles mostravam acumulos de fibras coldgenas grossas na
interface da zona preservada e da zona cicatricial, além disso, fibras grossas se
imiscuiam por entre as fibras musculares novas, formando uma trama relativamente
desorganizada em varias direcdes. Ja nas lesdes tratadas com ultrassom, as fibras
de coldgeno eram mais delgadas e acompanhavam o maior eixo das fibras
musculares, conferindo um carater mais organizado ao tecido como um todo (Figura

35 e 37).
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Figura 34 - A Fotomicrografia corresponde a um corte histolégico corado com Picrossirius-
hematoxilina e observado com luz convencional, obtido de um animal do grupo 24C. A imagem
mostra o tecido cicatricial bem desenvolvido no local da les@o. No centro da cicatriz pode-se observar
ainda a atividade de mioregeneracao (ZC). A seta aponta para o epimiso recobrindo o local da leséo.

Figura 35 — Fotomicrografia do mesmo campo da imagem anterior, observado sob luz polarizada.
Notar que o epimisio (seta amarela) esta constituido por grande quantidade de fibras colagenas
fortemente birrefringentes densamente agregadas. Este mesmo tipo de organizacdo do colageno
pode ser visto no interior da cicatriz (setas brancas) substituindo a rede delicada de fibras colagénicas
finas que caracteriza o endomisio normal, o qual pode ser apreciado na Zona Preservada (ZP).

Figura 36 - A Fotomicrografia corresponde a um corte histolégico corado com Picrossirius-
hematoxilina e observado com luz convencional, obtido de um animal do grupo 24US. E possivel
observar que, embora haja uma maior densidade de fibras colagenas (coradas em vermelho) na zona
de regeneracgéo (ZR), quando se compara com a zona preservada (ZP), a organizacéo tecidual € mas
alinhada, levando a um tecido de reparo que se assemelha mais ao tecido normal que nas lesdes
nao tratadas com USp (comparar com a Figura 34).

Figura 37 — Fotomicrografia do mesmo campo da imagem anterior, observado sob luz polarizada.
Notar que existem apenas alguns grumos de fibras colagenas grossas, fortemente birrefringentes
(seta amarela) e que a maioria das fibras colagénicas aparece como fibras finas, fracamente
birrefringentes que se dispdem de maneira organizada ao longo das fibras musculares (setas
brancas). O tecido cicatricial das lesbes do grupo 24 US se assemelha mais a zona preservada do
que aquele das lesbes que ndo foram tratadas com o USp (comparar com a figura 35).
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4.3 Analise estereoldgica

Fragmentos de tecido muscular em regeneracao nos dias 4, 7, 14 e 24
pos-lesdo dos grupos controle e tratados com o USp foram estudados
estereologicamente para a estimativa do volume da lesdo, volume das zonas central
e de regeneracao, volume e area de superficie dos vasos sanguineos, e volume das

fibras colagénicas.

4.3.1 Volume da lesao

Uma vez terminada a tomada de dados quantitativos, através da
contagem dos pontos do reticulo que incidiram sobre a lesdo (segundo Cavalieri)
foram aplicadas ferramentas estatisticas para avaliacdo comparativa dos dados
obtidos.

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar as lesbes
tratadas com ultrassom ao longo dos diferentes tempos pés-lesédo; para as lesdes
controles ndo se observou homogeneidade de variancia pelo teste de Levene e,
assim sendo, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar
as lesdes controle entre si ao longo do tempo. O teste t-Student independente foi
usado para comparar lesdes controles X lesGes tratadas com ultrassom em cada

tempo estudado.
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A analise dos dados mostra que, tanto nas lesdes controles como
naquelas tratadas com ultrassom, a lesdo diminuiu significativamente ao longo do
tempo. Porém, o volume da leséo tratada com ultrassom é sempre significativamente
menor quando comparado com as lesdes controles em cada tempo experimental

(Grafico 2).

Grafico 2 — Volumes absolutos das lesdes nos musculos controles (Ctrl) e tratados com
ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pos-operatério (média, em mm?).
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4.3.2 Fracéo de Volume da Zona Central e da Zona de Regeneracao

A fracdo de volume das zonas central e de regeneracéo corresponde a

porcentagem de volume que cada uma das zonas ocupa na lesao total e foi obtida
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por contagem de pontos incidentes sobre as duas zonas separadamente, nos cortes
histoldgicos. Os resultados para a fracdo de volume da Zona de Regeneracdo sdo
complementares aos valores da Zona Central (% ZR + % ZC = 100). O teste de
ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes tempos pos-lesdo dentro
de um mesmo tratamento (controle ou US); o teste t-Student independente foi usado
para comparar 0s grupos controle x US em cada tempo estudado.

A andlise estatistica mostrou que a reducédo da fracdo de volume da
zona central é significativa quando se compara o 4° dia pos-operatério com 0s
demais tempos experimentais, tanto para os animais tratados com ultrassom como
para os controles. Nao houve diferencas significativas entre os grupos controles e 0s

grupos tratados com ultrassom (Grafico 3).

Grafico 3 — Fracdo de Volume correspondente a Zona Central e a Zona de Regeneragéo
nas lesdes nos musculos controles (Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4,
7, 14 e 24 dias de poés-operatorio (média, em %). Cores claras correspondem a
Zona Central e cores escuras a Zona de Regeneracdo para cada tempo
experimental.
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4.3.3 Volumes Absolutos da Zona Central e da Zona de Regeneracao

Os volumes absolutos de cada zona foram obtidos por Cavalieri.

a) Volume da Zona Central

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar
0s volumes da Zona Central entre os diferentes tempos pdés-lesdo dentro de um
mesmo tratamento, uma vez que o teste de Levene ndo demonstrou
homogeneidade de variancia. O teste t-Student independente foi usado para
comparar 0s grupos controles x USp em cada tempo.

Os valores encontrados e o resultado da analise estatistica para o
volume absoluto da Zona Central nas lesdes controles e nas tratadas com ultrassom
estdo mostrados no Gréfico 4.

A analise estatistica mostrou que o volume da zona central reduziu-se
significativamente mais nos grupos 4US e 7US em relacdo aos grupos 4C e 7C.
Além disso, a diminuicdo do volume da zona central é significativa quando se
comparam as lesbes aos 7, 14 e 24 dias com aquelas aos 4 dias de pds-operatorio,
tanto para lesdes controles como tratadas com ultrassom. O volume da zona central
reduziu-se também significativamente entre os 7 e 14 dias de pos-operatorio nas

lesdes tratadas com ultrassom.
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Gréfico 4 — Volumes absolutos da Zona Central nas lesdes nos musculos controles (Ctrl) e
tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatério (média,

em mm®).
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grupos conectados.

a) Volume da Zona de Regeneracéao

Para o tratamento de dados originarios da morfometria da zona de

regeneracao, o teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os grupos US,

ao longo dos diferentes tempos entre si e 0 teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

foi utilizado para comparar os grupos controles entre si, uma vez que o teste de

Levene ndo demonstrou homogeneidade de variancia. O teste

t-Student

independente foi usado para comparar os controles x US em cada tempo estudado

(Grafico 5).

Comparando-se 0s grupos controles e US a analise dos dados

demonstrou-se que o volume da Zona de Regeneracéo ja € menor no grupo 14US
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guando comparado com 14C. A analise mostra que nos grupos controles houve uma
reducdo significante quando se compara o grupo 4C com 0s outros trés tempos
estudados, enquanto que para os grupos tratados com US, a reducéo € significativa

entre o grupo 4US e os grupos 14US e 24US.

Grafico 5 — Volumes absolutos da Zona de Regeneracdo em les6es nos musculos controles
(Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pds-operatério
(média, em mm®).
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4.3.4 Fracdo de volume de vasos sanguineos na lesao

Foram analisados, por contagem de pontos, os preparados histologicos
corados com HE correspondentes a resposta tecidual nos quatro tempos estudados
apos a lesédo para se estimar a fragcdo de volume de vasos sanguineos na lesdo

total.
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O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes
tempos pos-lesdo dentro de um mesmo tratamento, tanto para os controles como
para os tratados com US. O teste t-Student independente para comparar 0S grupos

controle x US em cada tempo estudado (Grafico 6).

Grafico 6 — Fragdo de Volume de vasos sanguineos nas lesdes nos musculos controles
(Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pds-operatério
(média, em %).
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Q0 = p < 0,05 comparado a 4 Ctrl; # = p < 0,05 comparado a 7 Ctrl; *p < 0,05 entre os grupos
conectados.

A andlise estatistica mostrou que a fracdo de volume de vasos
sanguineos na area da lesao € significativamente maior nos grupos tratados com US
em relacdo aos grupos controle aos 4 e 7 dias apos a lesdo. Comparando-se entre Si
os diferentes tempos controles ndo foi possivel encontrar diferencas significativas; ja
a comparacdo dos grupos tratados com US mostra diferencas estatisticamente

significativas entre grupo 4US e 0s outros trés tempos estudados.
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4.3.5 Volume absoluto de vasos sanguineos na leséo

O volume absoluto de vasos sanguineos na lesdo em cada tempo de
cada tratamento foi obtido pela multiplicacdo das frac6es de volume pelo volume da
leséo, ja determinado por Cavalieri. O teste de ANOVA foi usado para comparar 0s
grupos controles entre si e, para a comparagado entre 0s grupos tratados com US
entre si foi feito o teste de Kruskal-Wallis, uma vez que o teste de Levene nao
indicou homogeneidade de variancia. O teste t-Student independente comparou 0s
grupos controle x US em cada tempo, com excecao aos 14 dias; para esse tempo foi
usado o teste de Mann-Whitney, uma vez o grupo 14US ndo demonstrou

normalidade de distribuicdo de dados pelo teste de Shapiro-Wilk (Gréafico 7).

Grafico 7 — Volume absoluto de vasos sanguineos em lesdes nos musculos controles (Ctrl)
e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatoério (média,

em mm?).
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Conforme o Grafico 7, a analise dos dados mostra que o grupo 4US
possui um volume absoluto de vasos maior quando se compara com o grupo 4C; a
comparacao dos grupos controles entre si dos tratados com ultrassom entre si
mostra diferencas estatisticamente significativas entre o 4° dia e os outros trés

tempos estudados. Também ha diferenca significativa entre os grupos 7US e 24US.

4.3.6 Fracdo de superficie de vasos sanguineos na lesao

Foram analisados os preparados histolégicos corados com HE nos
qguatro tempos estudados apds a lesdo para se estimar a fracdo de superficie de
vasos sanguineos na lesdo, contando-se as interseccfes das paredes vasculares

com as cicloides de um reticulo sobreposto a imagem microscopica.

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar 0S grupos
controles entre si e os tratados com US entre si ao longo do tempo. O teste t-Student

independente comparou os grupos controle x US em cada tempo estudado.

A andlise estatistica mostrou que a fracdo de superficie de vasos
sanguineos na area da lesao € significativamente maior nos grupos tratados com US
em relacdo aos grupos controle aos 4 e 7 dias apos a lesédo. Os diferentes tempos
controles ndo mostraram diferencas entre si, enquanto que a comparagcao ao longo
dos tempos entre os grupos tratados com US mostrou que o grupo 4C possuia

fracéo de area de superficie de vasos maior que no grupo 24US (Grafico 8).
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Gréafico 8 — Fracdo de Area de Superficie de vasos sanguineos nas lesées nos musculos
controles (Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pos-
operatorio (média, em %).
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4.3.7 Superficie Total de vasos sanguineos na lesao

A é&rea total da superficie de vasos sanguineos na lesdo em cada
tempo pés-operatorio para cada tratamento foi obtida pela multiplicacdo das fracdes
de area da superficie dos vasos pelo volume absoluto da leséo, ja determinado por
Cavalieri.

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar 0S grupos
controles entre si, ao longo dos diferentes tempos e para a comparacao entre 0s

grupos tratados com US, foi feito o teste de Kruskal-Wallis, uma vez que o teste de
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Levene nédo indicou homogeneidade de variancia. O teste t-Student independente
comparou os grupos controles x US em cada tempo estudado.

A analise dos dados ndo mostrou diferencas significativas na area de
superficie total de vasos sanguineos na lesdo entre os grupos controle e US em
todos os tempos estudados. Quando se compara os diferentes tempos entre si
dentro de um mesmo tratamento, foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos 4C e 0s outros grupos controles e entre 4US e os
outros grupos tratados com US. Os dados encontrados e o resultado da anélise
estatistica, tanto nos animais do grupo controle bem como do grupo tratado com

ultrassom, estéo dispostos no Grafico 9.

Grafico 9 — Area Superficie total de vasos sanguineos em lesées nos musculos controles
(Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatério
(média, em mm?).
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4.3.8 Fracdo de volume de fibras colagénicas na leséo

Foram analisados os preparados histolégicos corados com PSH nos
quais o colageno corado em vermelho foi selecionado digitalmente; a area ocupada
pelo colageno foi medida e dividida pela area da leséo.

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes
tempos pos-lesdo dentro de um mesmo tratamento, tanto para 0os controles como
para os tratados com US. O teste t-Student independente para comparar 0S grupos

controle x US em cada tempo estudado.

Grafico 10 — Fragcédo de Volume de fibras colagénicas nas lesées nos musculos controles
(Ctrl) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatério
(média, em %).
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Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo na fracdo de
volume ocupada pelas fibras colagénicas nos grupos tratados com ultrassom aos 4 e
7 dias ap0s a lesdo quando comparado aos respectivos controles (Grafico 10).

Além disso, quando se comparam os diferentes tempos do mesmo
protocolo, no grupo tratado com US observa-se um aumento significativo da fracao
de volume de fibras colagénicas nos grupos 7US e em relacdo ao grupo 4US. Aos
24 dias ha uma diminuicdo da fracdo de volume de fibras colagénicas quando se
compara com o valor encontrado no grupo 7US. Ao se comparar os diferentes
tempos no grupo controle observa-se um aumento significativo da fracdo de volume
correspondente as fibras colagénicas nos grupos 7C, 14C e 24C em relacdo ao

grupo 4C (Grafico 10).

4.3.9 Volume total de fibras colagénicas na leséo

O volume total de fibras de colageno foi obtido pela multiplicacdo das
fracOes de volume de colageno pelo volume total da leséo, calculado por Cavalieri. O
teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes tempos pés-lesao
dentro de um mesmo tratamento. O teste t-Student independente para comparar os
grupos controle x US em cada tempo estudado.

Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo no volume
total de fibras colagénicas na lesdo nos grupos tratados com ultrassom aos 4 e 7

dias quando comparados aos controles (Grafico 11).
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Gréfico 11 — Volume total de fibras colagénicas em lesdes nos musculos controles (Ctrl) e
tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatério (média,

em mm®).
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grupos conectados.

Ainda no Grafico 11, se observa que o volume total de fibras

colagénicas nado variou ao longo do tempo nos grupos controles. JA nos grupos

tratados com ultrassom o volume de colageno é maior aos 4 dias quando comparado

com os 14 e 24 dias, assim como o volume de colageno aos 7 dias € maior que aos

14 e 24 dias.
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4.4 Estudo biomecéanico

Cinco animais de cada grupo foram testados, totalizando 40 musculos
submetidos ao teste de tracdo. O comprimento de cada pata a ser submetida ao
teste de tracdo foi medido apds a dissecacdo. Para cada teste foi gerado um
diagrama forca x deslocamento, como o pertencente a um animal do grupo 4US,

exemplificado na Figura 38.

musculol

Figura 38 - Diagrama forca X deslocamento gerado durante o ensaio de tracao,
realizado em um musculo 4USp. A Forca esta no eixo da ordenada e o deslocamento
esta na abscissa. A Forca Maxima corresponde ao pico da curva, a partir do qual o
musculo ndo oferece mais resisténcia a tracao.

Para os mdusculos lesados a separacdo entre as extremidades
distendidas, durante o teste de trag&o, iniciou-se sempre na regiao que continha o
foco da lesdo, muitas vezes no interior da propria lesdo. JA nos musculos integros a

separacéo iniciou-se sempre no terco médio do ventre muscular.
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Os resultados obtidos para os valores de Tensdo maxima para o

masculo integro e para 0s grupos controles e tratados com ultrassom estdo

resumidos na Tabela 3 e no Grafico 12.

Tabela 3 — Média e desvio padrao da Tensao Maxima e resultados da andlise estatistica
para comparacao de les6es nos musculos controles (C) e tratados com
ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de p6s-operatoério. O valor de p encontra-
se na interseccao entre as colunas. As diferengas séo significativas, do ponto de
vista estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05 (média em kPa).

integro
690,60 * 68,48
4C 4C
287,00 + 71,66 (<200 287,90 + 71,66
7C 7C
405,38 60,50 (< 0-001) NS 405,38 + 60,50
14C 14C
480,10 + 77,48 (<0.001) | (0,005) ns 480,19 + 77,48
24C 24C
597,08 + 29,72 (<©:.001) | (<0,001) | (0,001) ns 597,08 + 29,72
aus aus
44271 + 0517 (£0001) | (0049 | e e 442,71 + 10517
70US 7US
461,89 + 65,54| (<0.001) | - nsoo| e NS 461,89 + 65,54
14US 14Us
484,77 + 16,74| (S0001) | e e L ns Ns 484,77 + 16,74
24US (€0,001) | o | e | e (0,039) (0,005) (0,006) (0,011)

701,40 + 83,96

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os grupos de

cada tratamento entre si (controle ou US) ao longo do tempo. Os grupos 4C e 14 US

nao apresentaram normalidade. Assim sendo, o teste t-Student pareado foi usado

para comparar 0s grupos controle ou US em cada tempo estudado com o musculo

esquerdo integro, exceto para os grupos 4C e 14 US, para os quais foi utilizado o

teste Wilcoxon. O teste t-Student independente serviu para comparar 0S grupos

controle x US em cada tempo estudado, exceto para os grupos 4C e 14US que

foram analisados pelo teste Mann-Whitney.
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Da analise dos dados pode-se observar que a tensao foi sendo maior a
medida que o processo cicatricial progrediu no tempo, tanto para os controles como
para os tratados. O tratamento pelo ultrassom melhorou o desempenho ja aos 4 dias
guando o musculo tratado atingiu um grau de resisténcia a tracdo que seria atingido
pelo controle somente a partir do 7°. dia. Aos 24 dias pos-lesdo, o masculo tratado
com ultrassom mostrou um desempenho significativamente maior. Ao compararmos
a Tensdo Maxima dos grupos controle e ultrassom com os valores do musculo
contralateral integro, que a Tensdo Maxima € significativamente maior no musculo
integro em todos os tempos analisados, porém no musculo tratado com US, aos 24

dias tende a se aproximar mais do valor encontrado no musculo integro.

Grafico 12 - Variagdo da Tensdo Maxima em lesdes nos musculos controles (Ctrl) e
tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pos-operatério (média,

em kPa).
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4.4.2 Rigidez

Tabela 4.
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Os resultados obtidos para os valores de Rigidez estdo resumidos na

Tabela 4 — Média e desvio padrao da Rigidez e resultados da andlise estatistica de lesbes
nos musculos controles (C) e tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias
de pos-operatorio. O valor de p encontra-se na intersecgdo entre as colunas. As
diferencas séo significativas, do ponto de vista estatistico, quando o valor de p &
menor que 0,05 (média em N/mm).

integro
3,30 £0,45
ac 4c
(< 0,001)
1,46 +0,41 1,46 £ 0,41
7C 7C
(< 0,001) ns
2,37 £0,90 2,37 £0,90
14C 14C
(< 0,001) ns ns
2,53 +£0,61 2,53 +£0,61
24C 24C
(< 0,001) (0,008) ns ns
3,38+ 0,30 3,28 £ 0,30
4Us 4Us
(< 0,001) 0,036) | - | | e
2,47 £ 0,37 2,47 £0,37
7US 7USs
(<0,001) | - ns | - | - ns
2,78 £ 0,37 2,78 £0,37
14Us 14Us
(<0,001) | - | - ns | - ns ns
2,71+0,35 2,71 +0,35
2408 (< 0,001) (0,027) (0,002) (0,007) (0,005)
< P A e ’ , ) )
3,99 +0,38

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar 0os grupos de

cada tratamento (controle ou ultrassom) entre si ao longo dos diferentes tempos pos-

lesdo. O teste t-Student pareado foi usado para comparar os grupos controle e US

em cada tempo estudado com o musculo esquerdo integro. O teste t-Student

independente para comparar os grupos controle x US em cada tempo estudado.
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O Grafico 13 apresenta os resultados obtidos no teste biomecéanico
para rigidez e a analise estatistica.

Da analise dos dados pode-se observar que a rigidez cresceu ao longo
do processo de reparo muscular, tanto para os controles como para os tratados,
sendo que a rigidez dos musculos tratados com ultrassom foi significativamente
maior no 4° e no 24° dias pos-lesdo quando comparado aos respectivos controles.

A Rigidez do madsculo contralateral integro  mostrou-se
significativamente maior quando comparada aos grupos controle e ultrassom, em

todos os tempos analisados.

Grafico 13 - Variacdo da Rigidez em les6es nos musculos controles (Ctrl) e tratados com
ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de p6s-operatério (média, em N/mm).
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# p < 0,05 comparado a todos os grupos controles e tratados com US; O = p < 0,05

comparado a 4 Ctrl; ¥ = p < 0,05 comparado a 24 Cirl; *p < 0,05 entre os grupos
assinalados.



4.4.3 Deformacao relativa percentual

Os resultados obtidos para os valores de Deformacéo

percentual estdo resumido na Tabela 5.
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relativa

Tabela 5 — Média e desvio padrao de Deformacdo Relativa e resultados da analise
estatistica de les6es nos musculos controles (C) e tratados com ultrassom (US)
aos 4, 7, 14 e 24 dias de poés-operatorio.
interseccdo entre as colunas. As diferengas sao significativas, do ponto de vista
estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05 (média, em %).

O valor de p encontra-se na

integro
22,84 + 3,54
4c 4C
(<0,001)
15,07 + 3,30 15,07 + 3,30
7C 7C
(< 0,001) ns
17,34 £ 4,82 17,34 + 4,82
14C 14C
(< 0,001) ns ns
18,00 + 2,31 18,00 + 2,31
24C 24C
(< 0,001) ns ns ns
16,18 + 3,44 16,18 + 3,44
4Us 4US
(< 0,001) ns | - | - | -
17,12+ 1,68 17,12+ 1,68
7US 7USs
(<0,001) | - ns | - | - ns
12,81 +2,12 12,81 +2,12
14Us 14Us
(<0,001) | - | - ns | - ns ns
14,51 +2,01 14,51 +2,01
24Us
(<0,001) | - | e | e ns ns ns ns
15,88 + 3,18

O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar 0S grupos,

controle e US, ao longo dos diferentes tempos pos-lesdo. O teste t-Student pareado

foi usado para comparar os grupos controle e US em cada tempo estudado com o

musculo esquerdo integro. O teste t-Student independente para comparar 0S grupos

controle x US em cada tempo estudado.

Os resultados estao ilustrados no Grafico 14.
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Gréfico 14 - Variacdo da Deformacdo Relativa em lesbes nos muasculos controles (Ctrl) e
tratados com ultrassom (US) aos 4, 7, 14 e 24 dias de pés-operatério (média,

em %).
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# p < 0,05 comparado a todos os grupos controles e tratados com US.

Ao compararmos a Deformacéo relativa porcentual dos grupos controle
e ultrassom com os valores do musculo contralateral integro, pode-se observar na
que a Deformacdao relativa porcentual € significativamente maior no masculo integro
em todos os tempos analisados. Além disso, ndo houve diferengas significativas
entre os valores de deformacdo relativa percentual em nenhum dos tempos

estudados, tanto nos grupos controles como nos tratados com ultrassom.
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5. DISCUSSAO

A proposta do presente estudo € corolario da recente necessidade de
se utilizar modalidades terapéuticas aplicadas a lesdo muscular que possam ao
mesmo tempo estimular a regeneragdo muscular e proporcionar a adequada
resisténcia a tensdo por modulacdo do colageno fibrilar. Para a interpretacdo dos
resultados foram realizados testes biomecanicos que possibilitam analisar toda a
unidade musculo-tendinea, e avaliacfes histologicas qualitativas e quantitativas do
tecido muscular lacerado, sendo possivel fazer uma correlacdo entre as alteracdes
biomecéanicas e as alteracbes bioldgicas durante o processo de reparo.

Os trabalhos experimentais com utilizagdo de US sao de extremo
interesse para profissionais de reabilitacdo, uma vez que seu uso é disseminado e,
em muitos casos, faltam evidéncias cientificas definitivas para seu uso clinico. Por
exemplo, BAKER et al., 2001 revisaram as publicacdes sobre a efetividade do US
terapéutico e concluiram que ha pouca evidéncia de que o US é mais efetivo que o
tratamento placebo para o controle da dor ou para promover a reparacéo do tecido
mole.

Os resultados conflitantes podem estar relacionados com uma série de
variaveis, tais como, problemas na calibracdo dos aparelhos, no desenho dos
estudos clinicos, na negligéncia dos fatores causais das afeccfes estudadas, na
complexidade das lesdes do tecido mole e nos diferentes parametros de aplicacao
do US (SPEED, 2001).

A escolha por estudar especificamente a lesdo por laceracdo e nao por

contusdo ou exercicio repetitivo deve-se ao fato de que estas lesbes sao muito
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importantes em membros superiores; apesar disso, a literatura € pobre em dados
sobre a regeneracdo deste tipo de leséo, estando focada principalmente em reparo
de lesdes por contusdo (CRISCO et al., 1994) ou estiramento muscular (GARRET,
1990) uma vez que predominam nos atletas. Além disso, a lesdo por laceracéo
implica em perda de continuidade da pele, o que se constitui em um fator
complicante a mais para a aplicacéo do US.

Para realizar esta pesquisa foi escolhido o rato como animal de
experimentacdo. Algumas caracteristicas desse animal sdo vantajosas no ambito
experimental como a pronta, rapida e farta obtencdo dos animais associada a
facilidade de controle e manutencdo em gaiolas, além da 6tima aceitacdo de dieta e
elevada resisténcia a infeccao. Além disso, em virtude das similaridades anatémicas
e biomecanicas entre o rato e 0s humanos, € provavel que os resultados obtidos nos
estudos experimentais de cicatrizacdo, utilizando esse animal, possam ser
extrapolados para 0 homem. Mais ainda, para que o tratamento clinico dos pacientes
possa evoluir faz-se necessario associar os resultados obtidos com as avaliacdes
clinicas, as alteracdes morfofisiolégicas provocadas pelas diversas modalidades
terapéuticas, informacdo essa que sO € possivel de se obter através de estudos
experimentais com animais e in vitro. Vale ressaltar que ainda € pequeno, o
conhecimento sobre os mecanismos de agéo e os efeitos do ultrassom.

Durante a realizacdo das lesdes, ndo houve dificuldades em utilizar o
equipamento. Foi possivel observar macroscopicamente a semelhanca entre as
dimensdes das lesdes, e apesar do musculo ter uma consisténcia mais gelatinosa
que rigida, pelo fato do corte ter sido feito com uma lamina giratéria nos dois
sentidos, horario e anti-horario, foi possivel realizar as laceracdes de forma

centralizada no ventre muscular. Além disso, pelo fato das lesdes terem sido
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realizadas por uma lamina acionada eletricamente, sendo a profundidade controlada
por um paquimetro digital foram eliminados problemas com a padronizacdo em
relacdo as lesdes que sao feitas manualmente, como aquelas de GARRET et al.
(1984) e RANTANEN et al. (1995).

Outro ponto a ser destacado no presente estudo é a escolha de se
realizar a lesdo na cabeca medial do masculo gastrocnémio. Apesar de ser um dos
musculos mais utilizados nos estudos de lesdo muscular (JARVINEN et al., 1976;
MENETREY et al.,, 1999; FUKUSHIMA et al., 2001), a maioria dos autores nao
especifica a informacéo sobre em qual das cabecas desse musculo a lesao foi feita.
A literatura deixa claro que, apesar das duas cabecas do musculo gastrocnémio
possuirem origem e insercdo comuns, estas sdo inervadas por ramos motores
separados originados do nervo tibial (HEBEL ET AL., 1986) e sdo consideradas
musculos distintos, denominados musculo gastrocnémio lateral -que tem trés
subdivisdes- e musculo gastrocnémio medial, formado por uma cabeca Unica
(BENNETT et al., 1986; BENNETT et al., 1988).

A cabeca medial do gastrocnémio foi considerada ideal para o presente
modelo de les&o por que: a) cirurgicamente tem facil acesso, b) a cabeca medial do
musculo gastrocnémio é bem inserida aos musculos adjacentes através de seu
epimisio, o que previne uma retragdo muito grande da area lesada, c) € um musculo
longitudinal unipenado, ou seja, suas fibras se estendem paralelamente de sua
origem proximal até sua insercao distal, o0 que garante que o corte lacerativo ira
cortar todas as miofibras uniformemente em um unico local perpendicularmente.

Outro fator que contribuiu para a eficiéncia da aplicacéo do ultrassom e
a auséncia de complicacbes no pos-operatorio foi o fato de ter sido utilizado o

cabecote em movimento, evitando a formacao de ondas estacionarias no interior dos
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tecidos, que poderiam provocar maior leséo tecidual e inflamacao, pela formacao de
radicais livres (DYSON, 1982; 1987).

A extrapolacdo direta para seres humanos dos resultados deste
trabalho deve ser cautelosa, principalmente pelo fato de que a aplicacdo de
ultrassom em feridas cirargicas recentes pode aumentar os riscos de infec¢des pelo
uso do gel e manipulacdo. Existe a recomendacdo do uso de parafina estéril e
outros protetores como possiveis meios de acoplamento que apresentariam menos
riscos nas lesdes precoces (DRASTICHOVA et al., 1973) .

Também foi interessante confirmar que a frequéncia de 1MHz, ja usada
com sucesso para reparo de tenddes (NG et al., 2003) e para a prevencdo de
contraturas musculares apos periodo de imobilizacdo (OKITA et al., 2009) pode ser
utilizada com eficiéncia para a regeneracdo muscular, como proposto por PIEDADE
et al. em 2008. Relatos anteriores, que falharam em demonstrar qualquer efeito
positivo da aplicacdo do US na regeneracdo muscular (WILKIN et al., 2004;
MARKET et al., 2005), usaram frequiéncia de 3 ou 3,3 MHz.

Do mesmo modo, a escolha da intensidade de 0,57W/cm?, para evitar o
aguecimento da lesdo e, ao mesmo tempo, reproduzir as condi¢des propostas por
DYSON et al. (1968) mostrou-se adequada e agrega mais um resultado positivo do
uso do ultrassom a esta intensidade para regeneracédo de lesdes musculares na
literatura cientifica, 0 que parece extremamente desejavel em um campo onde ha
tantas controvérsias. Intensidades inferiores a 0,5W/cm?2 parecem nao ter a mesma
eficacia na regeneracdo muscular em relacdo as intensidades iguais ou maiores a
esse valor (MARKET et al., 2005; MCBRIER et al., 2007).

Reforcando de modo positivo a intensidade de US usada no presente

trabalho esta a evidéncia de que USp pode proteger o tecido muscular de lesdes
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oxidativas usando-se intensidades de 0,5W/cmz, pela diminuicdo das atividades da
catalase e da superoxido dismutase, especialmente no primeiro dia apds lesao
lacerativa particularmente com as intensidades mais altas (FREITAS et al., 2007).

Neste modelo foi possivel detectar com clareza 0 mesmo processo
temporal e as mesmas etapas estabelecidas para a cicatrizacdo de lesdo muscular
apontadas por JARVINEN et al. (2005). Além disso, o fato de ter sido realizada a
analise qualitativa e quantitativa nos mesmos compartimentos teciduais bem
estabelecidos por estes autores (zona central, de regeneracdo e preservada) faz
com que os dados do presente estudo possam ser facilmente incorporados na
literatura sobre este assunto.

Apesar do US eliciar efeitos fisioloégicos térmicos e nao térmicos
parece que o estimulo mecanico do US exerce efeitos terapéuticos sobre os
biomarcadores da regeneracdo do musculo esquelético ndo havendo necessidade
de aquecimento para que isso aconteca (SILVEIRA et al., 2010).

O papel dos mecanismos nado térmicos do US na regeneracéao tecidual
e no reparo de tecidos moles tem sido amplamente estabelecido. Enquanto muitas
estruturas celulares sdo estacionarias, muitas estao flutuando livremente e podem
ser levadas a se moverem ao redor de muitas estruturas estacionarias. Essa
pressdo mecanica aplicada pelas ondas produz um movimento unidirecional de
fluidos ao redor das membranas celulares. O mecanismo através do qual o US
auxilia o reparo tecidual esta provavelmente relacionado ao seu efeito mecénico de
cavitacao sobre os tecidos, produzindo alteracbes na permeabilidade de membrana
e estimulando o transporte de substancias mensageiras secundarias, tais como o

calcio através da membrana celular. Esses mensageiros secundarios provavelmente
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estimulam a proliferacdo de células miogénicas, e no caso do musculo esquelético,
de células satélites (SILVEIRA et al. 2010).

Como pode ser observado, aos 4 dias pos-lesdo, o musculo lesado
(tanto no grupo 4C como no 4US) era mais pesado que no animal integro. Este
achado esta de acordo com os dados da literatura que relatam um maior peso do
musculo no segundo dia poés-lesdo quando comparado com dias mais tardios de
pos-operatorio (JARVINEN, 1976; KAARIAINEN et al., 1998). Esta diferenca de peso
pode ser atribuida ao edema inicial e hematoma que contribuiriam para o aumento
de peso muscular no inicio do processo inflamatorio.

A formacdo de edema é uma etapa importante e necessaria para
liberacdo e circulacdo local das citocinas. Sabe-se que o quadro clinico das lesbes
musculares depende tanto da severidade da lesdo como da natureza do hematoma.
Os vasos sanguineos intramusculares sao facilmente rompidos como resultado de
um trauma, originando um hematoma intra- ou intermuscular. Quando o sangue
extravasado fica dentro da fascia intacta h4 um aumento da pressao intramuscular,
que comprime 0s vasos sanguineos rompidos, limitando o tamanho do hematoma.
Por outro lado, se a fascia também for rompida h4 a formacdo do hematoma
intermuscular, no qual o sangue extravasado tem acesso livre no intersticio e
espacos interfasciais sem que haja um aumento significante da pressao dentro do
musculo, logo a perda sanguinea € geralmente maior (JARVINEN et al., 2007).

Apés o0 aumento detectado no 4D pds-lesdo, o peso absoluto dos
musculos lesados se manteve menor do que no musculo integro ao longo dos dias
de pos-operatorio. Nem mesmo aos 24 dias, os musculos tratados e os controles
atingiram o peso do musculo integro. A explicacdo para este fato pode ser a atrofia

gue acometeria 0s musculos lesados. Um mecanismo possivel para explicar esta
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atrofia seja a inibicdo reflexa do motoneurénio alfa devido a dor. Outro estudo
também relata a perda de peso muscular aos 14 dias ap0s a lesdo lacerativa e
também aventa a hipotese da atrofia para explicar seus achados (KAARIAINEN et
al., 1998). Talvez o restabelecimento completo do trofismo normal e, portanto, do
peso muscular, pudesse ser alcancado em tempos maiores que 0S propostos neste
estudo, uma vez que ha uma tendéncia de aumento de peso muscular entre 0 14°. e
24° dias. Na prética clinica observa-se que de fato a restauracdo do trofismo é
mesmo um processo mais tardio que demanda cuidados especificos e que se
estabelece apds ser atingido o equilibrio biomecanico do sistema musculo-
esquelético.

Observa-se que, embora ndo significativa, houve uma tendéncia
constante do peso do musculo tratado com ultrassom ser menor que o musculo
controle em cada tempo estudado (4, 7, 14 e 24 dias). Esta tendéncia pode estar
relacionada ao fato da leséo ter se reduzido de forma mais eficiente, ocupando um
volume menor nos animais tratados com ultrassom em todos os tempos
experimentais, como foi demonstrado neste presente estudo. Nos animais controles,
a atrofia muscular provavelmente também esta presente (uma vez que houve uma
tendéncia de menor peso ao longo do tempo neste grupo), porém causa menos
impacto no peso, talvez pelo fato de que a presenca do edema mais permanente e
acentuado tenha um efeito compensatorio para o peso.

As alteracdes histolégicas durante o processo de reparo demonstraram
uma capacidade de recuperacdo do musculo lacerado tanto no grupo tratado como
no controle, da mesma forma que ja foi demonstrado em contusdes graves (HURME

et al.,, 1991). De modo geral, as fibras musculares em regeneracao foram capazes
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de penetrar através do tecido cicatricial, restaurando a continuidade funcional do
musculo através da zona central.

As lesdes foram feitas seguindo um protocolo padronizado para todos
0s animais, de modo que a lesdo no dia zero era idéntica para todos os animais. No
entanto, aos 4 dias p.o. se observa uma diferenca de menos da metade no volume
da lesdo nos animais tratados com US em relacédo ao controle (21,05 mms3 X 44,47
mm3). O fato de que esta diferenca no volume da lesdo tenha aparecido ja no
primeiro tempo do presente estudo (4 dias apds a leséo) faz pensar que o efeito do
ultrassom deu-se no periodo anterior aos 4 dias, ou seja, na fase aguda do processo
inflamatorio atuando na diminuicdo do edema inicial. Esta suposicdo encontra apoio
na literatura no trabalho de STRATTON et al. (1984); GIOMBINI et al. (2001) que
encontraram uma reducédo de hematoma e edema logo nos primeiros dias pos-lesédo
muscular com tratamento com ultrassom.

A fase inflamatéria se caracteriza pela formacdo do coagulo sanguineo
e por uma vasodilatacéo local e extravasamento de fluido para o meio extracelular.
Esses eventos produzem os sinais cardinais da inflamacdo que sdo o eritema, o
calor, o edema e a dor e a atracdo de neutréfilos e mondcitos para a area lesada.
Essas células possuem um papel importante na fase inflamatéria secretando
citocinas e fatores de crescimento. Além disso, altas quantidades de espécies
reativas de oxigénio sdo essas células, e sua producéo excessiva pode danificar os
lipidios de membrana (peroxidacéo lipidica) e causar necrose celular (ROSSI et al.,
2008). FREITAS et al. (2010) preconiza que o uso do US diminui as lesdes
oxidativas aos lipideos, sugerindo que esse recurso terapéutico pode acelerar a fase
inflamatoria. Assim sendo, a diminuicdo do estresse oxidativo promovida pelo o

ultrassom, principalmente no primeiro dia pos-lesdo, com consequente reducdo do
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edema e aceleracdo do processo cicatricial, foi proposto por FREITAS et al. (2007)
como provavel mecanismo de acdo do ultrassom na aceleracdo da resolucdo do
processo inflamatorio.

Nos tempos seguintes, 7, 14 e 24 dias p.o. o volume da lesdo também
€ significativamente menor nos animais tratados quando comparados com oS
respectivos controles, mostrando que a acao do ultrassom néo se faz sentir apenas
na reducdo do hematoma e edema iniciais, mas também nos processos de
miorregeneracdo e remodelamento da matriz extracelular que caracterizam o0s
tempos mais tardios do reparo. Assim sendo, esta associacdo de efeitos iniciais e
tardios resulta em um processo de reparo mais rapido e eficaz. Estes mecanismos
agui propostos podem ser a base da recomendacdo para o inicio precoce da
aplicacdo do ultrassom, conforme RANTANEN et al., 1999; KARNES, BURTON,
2002; FREITAS et al. 2007, OKITA et al., 2009.

Quando se analisa a contribuicdo de cada compartimento da leséao
para a reducao da ferida, através da analise da fracdo de volume ocupada pela zona
central e pela zona de regeneracdo ao longo do tempo, observa-se que, apesar do
volume da lesdo ser menor nos grupos tratados pelo ultrassom, a proporgéao entre
zona central e zona regenerativa ndo se altera quando se comparou 0s animais
tratados com os controles, ou seja, 0 ultrassom promove a reducao da lesdo como
um todo sem alterar a proporcao das zonas que a constituem.

Desta forma, a simples avaliacdo das fracdes de volume das ZC e ZR
poderia levar a uma falsa interpretacdo dos dados; por exemplo, a ZC do grupo 4C
ocupa cerca de 30% da lesédo e no grupo 4US ocupa cerca de 25% (diferenca esta
nao significativa), levando a uma falsa impressao de que a ZC é semelhante nos

dois grupos. No entanto, a avaliacdo dos volumes absolutos mostrou que o volume
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absoluto da ZC no grupo 4C é cerca de 13mm3 enquanto que do US é
significativamente menor, 5mm?3 (62% menor). Esta analise mostra a importancia de
se obter valores absolutos para a analise morfométrica de tecidos, especialmente
agueles que estdo em processo de remodelamento, no qual as alteracbes
dimensionais se dao tanto na estrutura analisada (no caso do exemplo, a zona
central) como no compartimento tecidual que a contem (no caso, a lesdo). Em
resumo, em termos absolutos a ZC reduziu-se 62% em relacdo ao controle, porém a
propor¢cao da ZC na lesdo nao se alterou, pois a lesdo também reduziu 52%.

A andlise dos volumes absolutos da ZC e da ZR confirma a suposicéo
de que o ultrassom age no controle do processo inflamatério, pois os resultados
mostram o volume da ZC (que contem o hematoma, edema e infiltrado inflamatorio)
se reduz significativamente rapidamente com a aplicacdo do US enquanto que a ZR
apresenta 0 mesmo volume nos controles e nos tratados com ultrassom nos
primeiros dois tempos experimentais (4 e 7 dias de p.o.).

E interessante observar que as lesdes néo tratadas com US, apesar de
apresentarem um volume de tecido inflamatério maior no inicio do reparo (quando
comparada com as lesOes tratadas), se resolvem do mesmo modo que as tratadas
como se observou aos 24 dias de p.o.. Assim, pode-se supor que a acao do US nédo
modifica essencialmente o curso do processo inflamatério, mas apenas o otimiza em
tempos precoces apoés a leséo.

Sabe-se jA que o US tem efeito estimulante sobre os mastocitos,
plaguetas, células brancas com funcao fagocitaria e macréfagos (NUSSBAUM 1997;
TER HAAR 1999; FYFE, CAHAL 1982), que sdo as células efetoras do processo
inflamatorio. Aumentado a atividade dessas células a influéncia terapéutica do US é

certamente pro-inflamatoria e néo anti-inflamatoria. Estudos que tentaram
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demonstrar o efeito anti-inflamatério do US falharam (EL HAG et al., 1985; HASHISH
1986, 1988). O US parece ser efetivo em promover uma normalizacdo dos eventos
inflamatorios, tendo dessa forma um valor terapéutico na promocéo geral do reparo
tecidual (TER HAAR, 1999).

Dessa forma, o beneficio do US parece néo ser diminuir ou aumentar a
inflamacé&o, uma vez que esta € essencial para a efetividade final do reparo tecidual;
0os eventos mediados pelas substancias inflamatdrias estdo associados com a
estimulacdo da fase proliferativa, e dessa forma ao otimizar o processo inflamatério
elas podem também promover a fase proliferativa; assim sendo, quanto mais
eficientemente a fase de inflamacao for resolvida, mais eficientemente o tecido pode
progredir nas fases proliferativa e de remodelamento cicatricial.

Uma observacdo importante € que a aplicacdo do US promove a
reducdo da ZC da lesdo em termos volumétricos, porém aos 14 jA ndo existe
diferencas significativas neste parametro entre as lesdes tratadas com ultrassom e
as controles. Ainda que seja mera especulacdo, € interessante supor que 0s
mecanismos reguladores da morfostase prevaleceriam neste tempo e as ondas
ultrassonicas néo teriam a capacidade de estimular indiscriminadamente a reducao
tecidual, além dos limites fisiologicos.

O presente trabalho fornece subsidios para se confirmar que a
aplicacdo do US durante as fases inflamatoria € benéfica ndo por promover
mudancgas na sequéncia normal dos eventos, mas pela sua capacidade de estimular
ou melhorar os eventos normais e dessa forma aumentar a eficiéncia dessas fases
(HAAR, 1999). Em termos de aplicacdo clinica, parece que se ha algum
comprometimento ou inibicdo no reparo tecidual, a aplicacdo do US terapéutico com

0s parametros apropriados ira melhorar esta atividade. Se o tecido esta se
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recuperando normalmente, a aplicacdo do US parece acelerar o processo e dessa
forma capacitar o tecido a alcancar sua fase final mais rapidamente (WATSON,
2008).

Uma das observacdes mais interessantes do presente trabalho diz
respeito a quantificacdo de vasos sanguineos na lesdo. Quando se analisou o
volume total de vasos, notou-se que aos 4 dias p.o. a lesé@o tratada com ultrassom
apresentava o dobro do volume de vasos quando comparado ao respectivo controle.
Além disso, quando se levou em consideracdo que o volume absoluto da leséo
reduziu-se pela metade em relacdo ao controle, concluiu-se que a densidade de
vasos por volume de lesao foi muito maior no ultrassom que no controle (como pode
ser visto analisando-se a fracdo de volume de vasos, que neste caso € 3 vezes
maior nos animais tratados com ultrassom. Portanto, o controle e a aceleracédo da
fase inflamatdria do reparo conseguido pela aplicacdo do ultrassom se associa ao
aumento da vascularizagao da lesao.

Anteriormente nesta Discussao ressaltou-se a importancia da analise
de valores absolutos na morfometria de tecidos. Neste momento, € necessario
ressaltar a importancia de se conhecer também as densidades em situagfes como o
estudo da vascularizacéo tecidual. Isto se deve ao fato de que os vasos tem um
territério limitado de acdo dentro do tecido, de modo que importa muito saber a
guantidade de vasos por unidade de volume tecidual. Neste caso, a analise da
fracdo de volume complementa o dado do valor absoluto, colaborando na
interpretacdo do fendmeno biologico, ao invés de constituir-se em uma armadilha,
como aconteceu para a avaliagdo das Zonas Central e de Regeneracao.

O sistema vascular promove a troca de nutrientes, oxigénio e produtos

metabdlicos em uma rica populacao tridimensional de células para a qual a simples
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difusdo entre essas células e o meio ambiente em que elas se encontram seria
inadequada Uma neovascularizacdo regular é necessaria para o reparo tecidual sem
comprometimento, devido ao aumento de volume tecidual na lesdo e a necessidade
de eficiéncia extrema nos processos de troca e alimentacdo do sistema em termos
do afluxo de nutrientes e células. Os agentes capazes de induzir a angiogénese e ou
a proliferacao de células endoteliais sdo chamados de fatores angiogénicos (REHER
et al., 1999).

Apesar de que nao ter sido medida a densidade vascular e nem
mesmo o volume vascular no muasculo integro no presente trabalho, certamente no
musculo lesionado controle, aos 4 dias p.o., houve um aumento destes valores,
devido a proliferacdo vascular tipica do processo inflamatério. No grupo tratado com
ultrassom estes valores foram muito maiores ainda. Porém, o mais interessante aqui
€ entender o que aconteceu nos tempos experimentais seguintes com os volumes
absolutos e as densidades dos vasos: tanto para 0s controles como para o0
ultrassom, o volume total de vasos (que era alto aos 4 dias) rapidamente decresceu
ao longo do tempo com resultado normal do processo inflamatério; ja quando se
analisou a densidade (fracdo de volume de vasos) notou-se que, nos controles, a
densidade vascular permaneceu igual em todos os tempos de p.o., 0 que indica que
volume vascular absoluto maior aos 4 dias no controle era devido apenas a um
maior volume de lesdo neste tempo, ou seja, € um aumento proporcional as
dimensdes maiores do tecido; porém, a maior densidade vascular aos 4 dias nas
lesGes tratadas com US (3 vezes mais que o controle) ndo pode ser atribuida ao
aumento do volume do tecido, uma vez que este era 2 vezes menor que o controle.
A andlise dos tempos subsequentes das lesdes tratadas com US revela que este

valor inicial desproporcionadamente alto da densidade vascular caiu ao longo do
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tempo, de modo que aos 24 dias, a densidade vascular era igual em ambos o0s
tratamentos. Pode-se concluir, portanto, que de fato, o ultrassom tem um papel de
promover um aumento ndo somente no volume de vasos no tecido, mas também um
aumento da vascularizacdo por unidade de volume, o que certamente melhora a
eficiéncia da fase inflamatéria do reparo. Desta forma, € licito supor que o aumento
da vascularizacdo promovido pelo ultrassom € um dos mecanismos que explica a
maior eficiéncia do processo inflamatorio nas lesdes tratadas.

Os dados obtidos para a superficie de area sdo muito interessantes
também e acompanham os resultados ja discutidos para volume absoluto e fracédo
de volume de vasos, ou seja, hos animais controles a fracdo de superficie foi
constante ao longo do tempo, enquanto que nos tratados com ultrassom houve um
imcremento significativo nesta variavel no inicio do processo de reparo, resultando
em ganho real de superficie endotelial por unidade de volume da leséo.
Diferentemente do que foi encontrado para o volume absoluto vasos na lesao (que é
significativamente maior na lesdo tratada com o ultrassom), a area de superficie total
de vasos é semelhante nas lesfes controles e tratadas. Isto é uma aparente uma
incongruéncia, pois parece légico que um aumento significativo de volume acarrete
necessariamente um aumento significativo de superficie. Porém, deve-se levar em
conta que pequenos aumentos de superficie provocam aumentos ndo proporcionais
de volume, uma vez que a area de superficie aumenta ao quadrado da dimensao
linear, enquanto o volume aumenta ao cubo. Este principio, conhecido como “Lei do
Quadrado do CUBO?” foi formulado no século XVI e explica que se dobra o tamanho
linear de uma estrutura, iremos aumentar a area de sua superficie pelo quadrado de
2, ou seja, 4 vezes, e seu volume pelo cubo de 2, ou seja, 8 vezes. Aplicando-se

este principio aos dados do presente trabalho, é facil entender que € possivel que
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tenha havido um aumento de superficie de vasos na lesédo tratada com US que foi
nao significante quando comparado a lesdo controle, mas que se refletiu em um
aumento significante de volume vascular na lesao tratada com US.

A angiogénese é um fenémeno fisioldgico de curta duracdo, que ocorre
sob um controle restrito. Ela ocorre durante o desenvolvimento embrionario, durante
a regeneracdo endometrial e durante o reparo tecidual. A neocapilarizacéo envolve a
ativacdo, a degradacdo da membrana basal, a migracdo e a proliferacdo de células
endoteliais a partir de vénulas preexistentes, formacdo de tubos capilares e
maturacdo de novos capilares.

O termo angiogénese terapéutica tem sido sugerido para descrever
intervencdes que induzam ou estimulem de forma controlada a neovascularizacao e
a neocelularizacdo para prevenir ou tratar os efeitos teciduais indesejaveis causados
pela hipoxia local ou para melhorar o reparo tecidual em uma variedade de
condi¢cbes isquémicas. O reparo e a regeneracao tecidual pode ser melhorada ou
acelerada pela angiogénese terapéutica (CAO, 2010).

Ha varias evidéncias na literatura sugerindo que a terapia ultrassbnica
pode ser uma forma simples de promover a angiogénese terapéutica e o0 mecanismo
através do qual o US induz a angiogénese e o reparo de tecidos moles, de fraturas e
da osteoradionecrose parece estar relacionado ao fato dele estimular a producéo de
fatores angiogénicos tais como o IL-8, bFGF e VEGF (PALIWAL; MITRAGOTRI,
2008).

Em um estudo de mecénica recente, demonstrou-se que o potencial
terapéutico do US se origina do recrutamento de células submetidas a radiacéo
ultrassonicas do local da éarea inflamada produtoras de fator de crescimento. E

interessante notar que o tratamento combinado de arteriogénese acionada por US e
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o transplante de células mononucleares derivadas da medula Ossea facilita a
restauracdo do fluxo sanguineo tanto estimulando a angiogénese como a
arteriogénese em um modelo de isquemia em ratos (PALIWAL; MITRAGOTRI,
2008).

No presente estudo ndo houve avaliacdo separada de capilares e
vasos de maior calibre. Assim sendo, ndo é possivel afirmar se o efeito do US foi
sobre a angiogénese ou sobre a arteriogénese, ou ainda, sobre ambos.

Uma proposta para estudos futuros de vascularizacdo ou o
remodelamento vascular € quantificar tanto os dados relativos como os valores
absolutos de comprimento. O volume expressa o tamanho geral e o mecanismo
através do qual esse volume é alcancado pode envolver o crescimento linear e ou
mudancas no calibre (expresso como areas de sessdo transversa ou diametros).
Seguindo esse mesmo raciocinio a superficie de area é determinada pelo
comprimento e calibre (expresso como perimetro da sessao transversa ou diametro).
O beneficio de se obter os perimetros transversais (P) e area (A) é que eles podem
ser usados também para avaliar o remodelamento de forma do vaso calculando-se o
coeficiente adimencional P2/A. Uma outra variavel de interesse pode ser o nimero
de células endoteliais, pois ele pode permitir avaliar se esse crescimento é
proliferativo e ou envolve remodelamento da forma da célula. Assim a area de
superficie dos capilares dividida pelo numero de células endoteliais fornece uma
medida conveniente da area do pavimento endotelial (MAYHEW et al. 2004).

O tecido conjuntivo interage estreitamente com as células musculares,
agregando-as em conjuntos hierarquicamente organizados, em niveis cada vez mais
complexos, através de bainhas conjuntivas (endomisio, perimisio e epimisio). Além

disso, as extremidades das fibras musculares se conectam a tecidos conjuntivos
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especializados, como tendbes e fascias, formando as chamadas juncbes
miotendineas (JMT). A recuperacéo ideal de uma lesdo muscular necessita de um
equilibrio entre a regeneracao das células musculares e dos componentes do tecido
conjuntivo (HURME AND KALIMO, 1992), de modo a permitir o restauro da
capacidade de suportar as cargas impostas normalmente ao tecido muscular.

O colageno é um componente essencial do tecido conjuntivo muscular.
O seu arranjo é responsavel pela manutencdo da micro-arquitetura muscular
mantendo o alinhamento das células musculares e, portanto, contribuindo, para a
eficiéncia da contracdo muscular (PURSLOW, 2002).

Os achados relativos a deposicdo das fibras colagénicas durante o
reparo muscular confirmam as observacfes anteriores de PIEDADE et al. (2008) e
avancam no sentido de identificar que o acumulo inicial do colageno ocorre no
perimisio que permaneceu fibrético em todos os tempos experimentais, exceto aos
24 dias poés-lesdao nos musculos que receberam aplicagdo do ultrassom. Assim
sendo, é licito supor que o ultrassom atua positivamente no remodelamento do
colageno cicatricial nas etapas mais avancadas do processo inflamatorio.

O estudo das quantidades absolutas de colageno foi um dos passos
importantes deste trabalho para levar a uma compreensdao dos fendémenos
envolvidos no reparo muscular e como o US age nestes processos. A observacéao de
gue nas lesbes controles ndo houve aumento do volume absoluto de colageno ao
longo do tempo € intrigante, pois tem-se sempre em mente que o reparo cicatricial
leva a um aumento da deposicado de colageno ao longo do tempo. Ao invés disso,
nossos dados mostram que, no caso do reparo muscular, hd um depdésito inicial de
coladgeno (predominantemente no perimisio do tecido muscular preservado

adjacente a lesédo) que cujo valor absoluto se mantem constante nos controles. No
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entanto, a fracdo de volume ou densidade de coldgeno aumentou com o tempo,
devido principalmente a reducéo da lesdo. Ja nas lesfes tratadas com ultrassom o
volume absoluto de colageno é maior aos 4 e aos 7 dias p.o. , ainda que o volume
da lesdo seja menor, o que caracteriza um ganho real de deposicdo de fibras
colagénicas. No entanto, aos 24d. p.o., tanto a densidade como o volume de fibras
de colageno apresentavam-se semelhantes ao controle, o que indica uma alta
atividade metabdlica no remodelamento deste colageno depositado. Assim sendo, o
ultrassom poderia ter estimulado o remodelamento da matriz extracelular nos
tempos mais tardios do processo de reparo, promovendo a expressao génica de
diferentes tipos de coldgeno e metaloproteinases que contribuiram para a
estabilizacdo morfoldgica e funcional do musculo.

O tecido cicatricial € um componente essencial para o reparo tecidual,
e para a maioria dos tecidos musculo-esqueléticos, representa o melhor reparo que
pode ser alcancado. A regeneracao tecidual completa seria o ideal, mas nao ocorre
na maioria dos tecidos musculo-esqueléticos. Um tecido cicatricial funcional pode ser
considerado o segundo melhor resultado, mas o objetivo da aplicacéo terapéutica
seria promover a construcao de um tecido cicatricial o mais eficiente possivel.

HARVEY et al., ainda em 1975, demonstraram que o US pulsado de
baixa intensidade aumenta a sintese protéica e varios grupos de pesquisa tem
demonstrado um aumento da fibroplasia e da sintese de colageno (ENWEMEKA,
1989; PIEDADE et al. 2008; FREITAS et al., 2009).

Durante a fase de remodelamento do reparo tecidual, o tecido
cicatricial produzido nos estagios iniciais do reparo € remodelado de forma a adotar
caracteristicas funcionais do tecido que esta sendo reparado. Isto € alcancado

através de uma séria de processos, mas principalmente pela orientacdo das fibras
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de colageno no desenvolvimento cicatricial e também pela mudanca no tipo de
colageno, do tipo predominantemente de colageno tipo Il para uma maior
prevaléncia do colageno tipo I. O processo de remodelagem é certamente a fase
mais longa, podendo durar um ano ou mais. O US pode influenciar o remodelamento
do tecido cicatricial melhorando a orientacdo apropriada de fibras de colageno
neoformadas e também na mudanca do perfil do colageno predominantemente no
inicio do tipo Il para uma maior dominancia de colageno tipo I, dessa forma
aumentando a forca de tenséo e melhorando a mobilidade cicatricial e a capacidade
funcional do tecido (NUSSBAUM, 1998; NG et al., 2003; TSAI et al., 2006). Neste
sentido, o US colaborou para a melhor orientacdo das fibras colagénicas observada
nas lesdes tratadas com US.

O mecanismo molecular através do qual o US altera a funcao celular
com a consequente modificacdo da sintese protéica (de colageno, por exemplo)
ainda ndo é conhecido. Os seguintes mecanismos tem sido propostos:.1) a
compressdo de microtubulos, ou cavitacdo, produzindo movimentos oscilatérios de
microbolhas e fluxo acustico, que poderia ter um efeito direto sobre a permeabilidade
da membrana celular e melhorar a atividade de segundos mensageiros com
consequente modificacdo dos sinais intracelulares para a expressao génica;. 2) o
efeito da pressdo mecanica sobre a superficie celular poderia também ativar um tipo
de canal de calcio mecanosensivel, e as consequentes mudangas nas
concentracdes catidnicas intracelulares pode levar a ativacéo das vias de sinalizacao
regulando finalmente a expresséo génica; 3) a energia mecanica transferida pelo US
pode ativar mudancas nas ligacdes do citoesqueleto a matriz extracelular, afetando
o metabolismo celular e a expressdo génica. Nos modelos de “tensigridade”, a

aplicacdo de forcas mecéanicas ao citoesqueleto tem capacidade para afetar o
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metabolismo celular e a expressdo génica. 4) Finalmente, um aumento na
temperatura durante a exposicdo ao US pode ter um efeito sobre o metabolismo
celular.

As alteracOes estruturais detectadas nas lesdes tratadas com US se
refletiram nos parametros biomecanicos. No tecido normal, as fibras colageno do
perimisio agrupam conjuntos de fibras musculares, dispondo-se em paralelo a estas
e conectam ao colageno do endomisio que envolve cada uma das células
musculares. Parece plausivel considerar gue um aumento na espessura do perimisio
interfere na mecanica normal das fibras musculares (BORG; CAULFIELD, 1980).

Os mdasculos do grupo 4C apresentaram um desempenho
significativamente pior para os parametros de tensdo maxima e rigidez em relacao
ao grupo 4US. Esse resultado era esperado levando-se em consideracdo que o
estudo estereolégico mostrou que a lesdo no grupo 4C apresenta praticamente o
dobro de volume absoluto da lesédo que no grupo 4US. Além disso, no grupo 4 US
h& uma deposicao de coldgeno maior que no controle, o que certamente confere
maior resisténcia a estes muasculos no teste de tensdo. Por sua vez, o melhor
desempenho nesses mesmos parametros dos muasculos tratados com ultrassom aos
24 dias pode estar relacionado ndo somente ao menor volume da lesdo (que
também é significativo aos 24 dias), mas também ao alinhamento espacial adequado
das fibras colagénicas (mais parecido com a condicdo do musculo normal) que foi
observado nos cortes histologicos de musculos obtidos nesse tempo experimental e
examinados pelo método da Picrossirius-polarizacao.

Como foi postulado por MACKENNA et al. (1997) para o musculo
cardiaco, nem sempre uma maior densidade de fibras colagénicas implica uma

rigidez tecidual maior, uma vez que seu arranjo e distribuicAo também sao
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revelantes. Neste sentido, a maior resisténcia (avaliada pelo valor da tracdo maxima)
e a maior rigidez que foram detectadas aos 24 dias p.o. nos musculos tratados com
ultrassom podem ser decorrentes do remodelamento do colageno fibrilar identificado
no presente estudo pelo método da Picrossirius-polarizacao.

Durante o ensaio de tracdo, a ruptura ndo aconteceu de maneira
abrupta em nenhum dos espécimes testados; ao contrario, 0 masculo se adelgacava
paulatinamente e as fibras musculares se rompiam aos grupos em diferentes tempos
apos o inicio do ensaio. Como ruptura acontecia aos poucos, o tempo de ruptura
nao se mostrou um bom parametro para ser analisado, uma vez que a contribuicao
do numero e da espessura das fibras musculares para este parametro é muito
propriamente dita na ruptura muscular.

Certamente as células musculares propriamente ditas contribuem para
0 comportamento biomecanico do musculo reparado (MATHEUS et al., 2008), porém
nao encontra- se na literatura qualquer citagdo a respeito do comportamento do
musculo reparado, relacionando o valor obtido nos testes mecéanicos e o tipo de
tecido de reparacdo (miorregeneracao x fibrose). Ndo sabemos se a recuperacao da
capacidade de suportar carga pelo musculo lesado esta relacionada a um reparo
cicatricial fibroso, ou se esta recuperacdo mecanica relaciona-se a uma melhor
recuperacao bioldgica do musculo.

Os nossos resultados dos testes biomecénicos concordam com
agueles de MATHEUS et al. (2008), que demonstrou que a aplicacdo do US tanto
de 1 como de 3 MHz no musculo esquelético lesado acelerou o processo de reparo,
aumentando a rigidez e a carga suportada a tracao.

A andlise da rigidez € um parametro essencial para a avaliacdo das

propriedades mecéanicas musculares, pois sua reducéo indica que o musculo esta se
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alongando mais na presenca de cargas menores, 0 que leva a uma maior
susceptibilidade as lesdes. No presente estudo, observou-se uma melhora
significativa da rigidez dos musculos tratados com US, o que sugere uma
recuperacédo funcional do tecido. Esta possibilidade de recuperacéo tem importancia
pratica, pois aumenta a capacidade para realizar trabalhos mais pesados apés a
lesdo, com menos risco de ruptura.

A intima relacdo entre as propriedades tensionais e o tecido conjuntivo
do muasculo também se torna evidente durante o experimento do musculo intacto,
porque o local da ruptura foi mais frequentemente no ventre muscular, onde a
guantidade de tecido muscular € maior e de tecido conjuntivo € menor. Este achado
esta de acordo com outros estudos onde o ventre muscular foi identificado como
pondo mais fraco do musculo intacto. Nos tempos iniciais pos-lesdo, o local da
ruptura é o local da lesdo, porém nas mais antigas, o local da ruptura deixa de ser o
local da cicatriz. Provavelmente a maior densidade (fracdo de volume) de fibras
colagénicas observada neste presente estudo, seja responsavel pela maior
resisténcia do local da cicatriz.

O presente estudo levou a compreensado mais clara da contribuicdo de
alguns elementos teciduais no processo de reparo muscular. Para tanto, construiu-
se um painel de resultados que associa estudos histopatolégicos qualitativos
(infiltrado inflamatdrio, niveis de agregacdo e disposicdo do colageno), estudo
morfométrico baseado em métodos estereoldgicos (avaliacdo de dimensodes relativas
e absolutas dos componentes teciduais) e estudos biomecanicos. Certamente este
conjunto de dados fidedignos e de facil reproducdo abre o caminho para estudos
gue busquem quais sdo os mecanismos de acdo do ultrassom na producédo dos

fendmenos teciduais aqui descritos.
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6. CONCLUSOES:

a) A aplicacdo do USp ndo comprometeu a sequiéncia de eventos que
determinam o processo natural de reparo do musculo estriado lacerado.

b) As lesbes musculares tratadas com USp apresentaram uma
diminuicdo mais acentuada no volume da leséo.

c) A resolucdo do processo inflamatdrio em laceracdo muscular é
estimulada pela aplicacdo do USp, resultando em um menor volume ocupado pelo
infiltrado inflamatério no local da leséo.

d) A angiogénese é estimulada pela aplicacdo do USp, resultando em
um maior volume de vasos na area lesada bem como em uma maior densidade de
vasos por unidade de volume.

e) A deposicao de fibras colagénicas € estimulada pela aplicacdo de
USp em lesdo muscular por laceracdo desde as fases iniciais do reparo, resultando
em um maior volume ocupado pelo colageno no local da leséo.

f) A orientacdo das fibras colagénicas e das células musculares em
regeneracao segue um padréo de distribuicdo mais parecido ao tecido normal adulto
nas lesbes submetidas a aplicacdes de USp.

g) A aplicacdo do USp em laceracdo muscular estimula a restauracao
das propriedades biomecéanicas (tensao e rigidez) do musculo lesado, uma vez que,
biomecanicamente, esses sdo mais parecidas com os musculos integros em relacao

aos musculos que nao receberam tratamento algum.
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ANEXOS

1. Volume total da lesado

Tabela 1 — Volume médio das lesBes e desvio padrdo, em mm3 e resultados da analise
estatistica em diferentes momentos ap6s laceracdo muscular em ratos controles e
tratados com ultrassom. O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar as
lesdes tratadas com ultrassom ao longo dos diferentes tempos pés-lesdo; para as
lesGes controles ndo se observou homogeneidade de varidncia pelo teste de
Levene e, assim sendo, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar as lesdes controle entre si ao longo do tempo. O teste t-Student
independente foi usado para comparar lesbes controles X lesfGes tratadas com
ultrassom em cada tempo estudado. O valor de p encontra-se na intersec¢ao entre
as colunas. As diferengas sao significativas, do ponto de vista estatistico, quando
o valor de p € menor que 0,05.

4C
44,47 + 16,09

7C 7C
(0,021)
18,27+ 3,27 18,27+ 3,27

14C 14C
(0,018) ns
13,49 + 4,95 13,49 + 4,95

24C 24C
(0,006) (0,045) ns
9,69 + 3,23 9,69 + 3,23

4Us 4Us
002 | | e[ e
21,05 + 4,47 21,05 + 7,47

7US 7US
----- (0,017) (0,009)
9,87 * 4,49 9,87 + 4,49

14US 14US
----------- (0,016) (0,001) ns
6,01 + 1,82 6,01 + 1,82

24US

541 +1,57

................ (0,047) (0,001) ns ns




2. Fracao de volume da zona central e da zona de regeneragao

Tabela 2 — Média e desvio padrédo da Fracdo de Volume correspondente a Zona Central, em
porcentagem e resultados da analise estatistica para os diferentes tempos apés
laceracdo muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de
ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes tempos pds-lesao dentro
de um mesmo tratamento (controle ou US); o teste t-Student independente foi
usado para comparar 0s grupos controle x US em cada tempo estudado. O valor
de p encontra-se nainterseccdo entre as colunas. As diferencas séo significativas,
do ponto de vista estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05.

4C
32,15+7,71

7C
16,73 £9,02

(0,026)

7C
16,73 £ 9,02

14C
9,52 +5,82

(0,002)

ns

14C
9,52 +5,82

24C
8,76 + 3,27

(0,001)

ns

ns

24C
8,76 + 3,27

4Us
24,39 +7,59

ns

4Us
24,39 +7,59

7US
11,66 + 6,56

(0,031)

7US
11,66 + 6,56

14US
7,21+4,91

ns

(0,004)

ns

14US
7,21+491

24US
4,79 + 6,26

(0,002)

ns

ns

Tabela 3 - Média e desvio padrdo da Fracdo de Volume correspondente a Zona de
Regeneracdo, em porcentagem e resultados da andlise estatistica para os
diferentes tempos apés laceragcdo muscular em ratos controles e tratados com
ultrassom. O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes
tempos pés-lesdo dentro de um mesmo tratamento (controle ou US); o teste t-
Student independente foi usado para comparar 0s grupos controle x US em cada
tempo estudado. O valor de p encontra-se na interseccdo entre as colunas. As
diferencas séo significativas, do ponto de vista estatistico, quando o valor de p &
menor que 0,05.

4C
67,85+7,71

7C
83,27 £ 9,02

(0,026)

7C
83,27 £ 9,02

14C
90,48 + 5,82

(0,002)

ns

14C
90,48 £5,82

24C
91,24 + 3,27

(0,001)

ns

ns

24C
91,24 + 3,27

4Us
75,61 + 7,59

ns

4Us
75,61 + 7,59

7US
88,34 £ 6,56

(0,031)

7US
88,34 + 6,56

14US
92,79 +4,91

(0,004)

ns

14US
92,79 +£4,91

24US
95,21 + 6,26

ns

(0,002)

ns

ns




3. Volumes totais da zona central e da zona de regeneracao

Tabela 4 — Média e desvio padrao do Volume correspondente a Zona Central, em mm?3 e
resultados da analise estatistica para os diferentes tempos apés laceracédo
muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os volumes da Zona Central entre os
diferentes tempos p0ds-lesdo dentro de um mesmo tratamento, uma vez que o teste
de Levene ndo demonstrou homogeneidade de varidncia. O teste t-Student
independente foi usado para comparar 0os grupos controles x USp em cada tempo.
O valor de p encontra-se na interseccdo entre as colunas. As diferencas séo
significativas, do ponto de vista estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05.

4C
13,77 £3,91

2,8571(: 113 | (002 2,85710 1,13

1,431 icl,lo (0,018) ns 1,431 icl,lo

0,822 i%,se (0,009) ns ns 0,822 1%36

5,1;)1 lisé,ls S e e 5,1;)1 L1isé,15

0,9; liso,44 """ ©01) | e | (0,009) 0,9; LJ_rJSo,44

e R T S I — ©00) | ©047) | o0 e

24Us
030+015| T | T | T ns (0,004) ns ns

Tabela 5 — Média e desvio padr@o do Volume correspondente a Zona de Regenerac¢éo, em mm?3
e resultados da andlise estatistica para os diferentes tempos ap6s laceracéo
muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de ANOVA one
factor foi usado para comparar os grupos US, ao longo dos diferentes tempos
entre si e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os
grupos controles entre si, uma vez que o teste de Levene ndo demonstrou
homogeneidade de variancia. O teste t-Student independente foi usado para
comparar os controles x US em cada tempo estudado. O valor de p encontra-se na
interseccdo entre as colunas. As diferencas séo significativas, do ponto de vista
estatistico, quando o valor de p é menor que 0,05.

4C
30,70 + 13,25
7C 7C
15,42 + 4,17 (0,043) 15,42 + 4,17
14C 14C
12,06 + 4,02 (0,022) ns 12,06 + 4,02
24C 24C
8,87 + 3,03 (0,010) ns ns 8,87 + 3,03
4US N R T 4US
15,94 + 6,16 15,94 + 6,16
s | A T - 7US
8,89 + 4,45 8,89 + 4,45
14US 14US
558+1,70 | | T ©013) | - (0,005) ns 5,58 + 1,70
24US
511+1,31

———————————————— ns (0,006) ns ns




4. Fracado de volume de vasos sanguineos na leséo

Tabela 6 — Média e desvio padréo da Fracao de Volume correspondente aos vasos sanguineos
nas les6es, em porcentagem e resultados da analise estatistica para os
diferentes tempos ap6és laceracdo muscular em ratos controles e tratados com
ultrassom. O teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes
tempos pos-lesdo dentro de um mesmo tratamento, tanto para os controles como
para os tratados com US. O teste t-Student independente para comparar 0s
grupos controle x US em cada tempo estudado O valor de p encontra-se na
interseccdo entre as colunas. As diferencas séo significativas, do ponto de vista
estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05.

4C
1,70 £ 0,62
7C 7C

0,88 + 0,38 ns

0,88 + 0,38

14C
0,86 £0,34

ns

ns

14C
0,86 £0,34

24C
0,81 +0,34

ns

ns

24C
0,81+0,34

4Us
6,00 + 2,81

4Us
6,00 + 2,81

7US
2,50+1,24

(0,046)

7US
250+1,24

14US
1,96 £1,08

ns

(0,027)

ns

14US
1,96 £1,08

24US
0,93+0,32

(0,010)

ns

ns




5. Volume total de vasos sanguineos na leséo

Tabela 7 — Média e desvio padrao do Volume de vasos sanguineos nas lesGes, em mm?3 e
resultados da analise estatistica para os diferentes tempos apoés laceracédo
muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de ANOVA one
factor foi usado para comparar os grupos controles entre si e, para a comparacao
entre os grupos tratados com US entre si foi feito o teste de Kruskal-Wallis, uma
vez que o teste de Levene ndo indicou homogeneidade de varidncia. O teste t-
Student independente comparou os grupos controle x US em cada tempo, com
excecdo aos 14 dias; para esse tempo foi usado o teste de Mann-Whitney, uma vez
0 grupo 14US ndo demonstrou normalidade de distribuicdo de dados pelo teste de
Shapiro-Wilk. O valor de p encontra-se na interseccdo entre as colunas. As
diferencas sao significativas, do ponto de vista estatistico, quando o valor de p é
menor que 0,05.

4C
0,47 +0,10
7C 7C
0154008 | %090 | 4154008
14C 14C
0,09+003 | (<0000 ns 0,09 + 0,03
24C 24C
0,06 0,04 | <0000 ns ns 0,06 + 0,04
4US 4US
1,13+0,38 ©045) | e e 1,13+0,38
7US 70S
027+023 | e e 0025 | 4574023
14US 14Us

010+005 | T | T e (0,024) ns 0,10 + 0,05

24US
004+002| T | T | T ns 0,013) (0,043) ns




6. Fracéo de superficie de vasos sanguineos na leséo

Tabela 8 — Média e desvio padrao da Fracéo de Superficie de vasos sanguineos nas lesdes, em
mmzmm?3 e resultados da analise estatistica para os diferentes tempos apés
laceracdo muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de
ANOVA one factor foi usado para comparar 0s grupos controles entre si e os
tratados com US entre si ao longo do tempo. O teste t-Student independente
comparou os grupos controle x US em cada tempo estudado. O valor de p
encontra-se na interseccdo entre as colunas. As diferencas séo significativas, do

ponto de vista estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05.

4C
4,02 +1,40

7C
2,30+ 0,46

ns

7C
2,30 £ 0,46

14C
2,67 +0,45

ns

ns

14C
2,67 0,45

24C
2,00 +1,63

ns

ns

24C
2,00+1,63

4Us
8,93 +3,87

4Us
8,93 + 3,87

7US
5,63 +2,51

ns

7US
563+251

14US
4,56 + 2,98

ns

ns

ns

14US
4,56 + 2,98

24US
2,65+2,07

(0,033)

ns

ns




7. Superficie total de vasos sanguineos na lesao

Tabela 9 — Média e desvio padrao da Superficie total de vasos sanguineos nas lesdes, em mm?2

e resultados da andlise estatistica para os diferentes tempos apés laceracéo
muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de ANOVA one
factor foi usado para comparar os grupos controles entre si, ao longo dos
diferentes tempos e para a comparacao entre os grupos tratados com US, foi feito
0 teste de Kruskal-Wallis, uma vez que o teste de Levene ndo indicou
homogeneidade de varidncia. O teste t-Student independente comparou 0S grupos
controles x US em cada tempo estudado. O valor de p encontra-se na interseccao
entre as colunas. As diferencas sado significativas, do ponto de vista estatistico,
guando o valor de p € menor que 0,05.

4C
109,92 +
48,18
7C
7C
(0,007) 39,53 +
39,53 £ 16,45 16,45
14C
14C
(0,003) ns 32,23+
32,23 +18,70 18,70
24C
24C
(0,001) ns ns 16,21 +
16,21 + 8,53 8,53
20S 4US
172,77 + ns 0 T T 172,07
76.19 76,19
7US
7Us
_____ ns e — (0,025) 60,86 +
60,86 + 47,73 47,73
14US
14US
___________ ns (0,038) ns 2354 +
23,54 + 14,60 14,60
N f;uiz P — ns (0,018) ns ns




8. Frac&o de volume de fibras colagénicas na lesao

Tabela 10 — Média e desvio padrdo da Fracdo de Volume correspondente as fibras colagénicas
na lesdo, em porcentagem e resultados da analise estatistica para os diferentes
tempos apés laceracdo muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O
teste de ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes tempos pés-
lesdo dentro de um mesmo tratamento, tanto para os controles como para 0s
tratados com US. O teste t-Student independente para comparar 0S grupos
controle x US em cada tempo estudado. O valor de p encontra-se na intersecc¢ao
entre as colunas. As diferencas sado significativas, do ponto de vista estatistico,
guando o valor de p € menor que 0,05.

4c
6,70 + 2,90
7C 7C
13,16 + 1,29 (0.036) | 13164129
14C 14C
1085+4,06 | (< 0.000) ns 19,85 + 4,06
24C 24C
1410+ 246 | (©0008) ns ns 14,10 + 2,46
4US 4Us
14,27 + 2,67 e e T s 14,27 + 2,67
7US 7US
31,84+980 | ©O016) | | (0,005) 31,84 +9,80
s | N s o 14US
22,25 + 7,18 22,25+ 7,18
24US
15,38 + 5,41

................ ns ns (0,014) ns




9. Volume total de fibras colagénicas na lesédo

Tabela 11 — Média e desvio padrao do Volume correspondente as fibras colagénicas na leséo,
em mm?3 e resultados da analise estatistica para os diferentes tempos apoés
laceragcdo muscular em ratos controles e tratados com ultrassom. O teste de
ANOVA one factor foi usado para comparar os diferentes tempos p6s-lesdo dentro
de um mesmo tratamento. O teste t-Student independente para comparar 0sS
grupos controle x US em cada tempo estudado. O valor de p encontra-se na
interseccdo entre as colunas. As diferencas séo significativas, do ponto de vista
estatistico, quando o valor de p € menor que 0,05.

4C
2,32+1,01

7C
1,91+0,69

ns

7C
1,91 +0,69

14C
2,21+1,20

ns

ns

14C
2,21+1,20

24C
1,39+0,58

ns

ns

24C
1,39+0,58

4US
7,58 +2,68

4Us
7,58 + 2,68

7US
5,65+1,26

ns

7US
5,65+1,26

14US
1,22 +0,61

ns

(0,002)

(0,020)

14US
1,22+0,61

24US
0,86 + 0,42

(0,001)

(0,009)

ns




