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Resumo

Farcic TS. Efeitos de diferentes tempos de aplicacdo do ultrassom
terapéutico no tratamento de tend&do de ratos no processo de reparacao
tecidual [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2011.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes tempos de
tratamento do ultrassom terapéutico na cicatrizacdo de lesdo tendinea.
Quarenta ratos machos Wistar (300 + 45g), dos quais 32 sofreram tenotomia
do tenddo do calcaneo, foram divididos em 5 grupos: grupo C, sem
tenotomia e tratamento, grupo T, com tenotomia e sem tratamento, US1,US2
e US3 submetidos a tenotomia e tratados com UST nos tempos de 1, 2 e 3
minutos por area de transdutor. Os animais foram mortos no 12° dia pos-
operatério e o0s tenddes retirados cirurgicamente para analise da
organizacdo das fibras colagenas utilizou-se o método de birrefringéncia
(retardo Optico - OR). As fibras colagenas mostraram melhor agregacao e
organizacao no grupo US3 quando comparado ao grupo T (p<0.05). Conclui-
se que o UST, aplicado no tempo de 3 minutos por area tratada, melhorou a
organizacao das fibras colagenas no reparo tecidual de tenddes de ratos.

Descritores: Tendao do Calcaneo/ Lesdes; Terapia por Ultrassom/ Métodos;

Cicatrizacdo; Ratos.
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Abstract

Farcic TS. Effects of different times of application therapeutic ultrasound in
the treatment of tendon rats in the process of tissue repair. [dissertation].
“Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2011.

The aim of this study was to evaluate the effects of different treatment times
of therapeutic ultrasound (US) on tendon injury healing. Forty male Wistar
rats were selected (300 + 45g) and 32, who underwent tenotomy of the
Achilles tendon, were divided into five groups: Control, without tenotomy nor
any treatment; tenotomy group, with tenotomy and without treatment; US
groups (US1, US2, and US3), submitted to tenotomy and treated respectively
with US for one, two, and three minutes per area of the transducer. The
animals were sacrificed on the 12th post-operative day and the tendons were
surgically removed for analyses of the collagen fiber organization by means
of birefringence analyses, or optical retard. The collagen fibers showed better
aggregation and organization in the US3 group, compared to the tenotomy
group (p<0.05). The findings indicated that the US applied for three minutes
per treated area improved the organization of the collagen fibers in the
tendon repair of rats.

Descriptors: Achilles Tendon/ Injuries; Ultrasonic Therapy/ Methods; Wound

Healing; Rats.
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1.INTRODUCAO
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Quando uma pessoa sofre alguma lesdo tendinea, independente da
atividade profissional que exerca, uma reabilitacdo rapida e eficiente é
necessaria.

Dentre diversas ferramentas terapéuticas que estdo a sua disposicéo
para tratar uma leséo tendinea, o Ultrassom Terapéutico (UST) é um recurso
muito pesquisado e de grande uso na rotina dos profissionais da
Fisioterapia. Ha relatos que datam o inicio de sua utlizacdo em 1950
(Bélanger, 2010). Estudar os efeitos terapéuticos deste recurso na fase de
reparo tecidual pode auxiliar decisbes clinicas dos fisioterapeutas
relacionadas ao uso ou ndo deste recurso na melhoria do processo de

reparacao tecidual do tecido tendineo.



2. REVISAO DA LITERATURA




Revisdao da Literatura |4

2.1 Tendao

O tendéo é um tecido conjuntivo denso e tem como funcao transmitir a
forca produzida pelo musculo para o esqueleto, tornando possivel o
movimento articular (Saini et al.,, 2002; Vidal, 2003; Junqueira; Carneiro,
2004).

Uma extremidade do tendédo esta ligada ao musculo, enquanto que a
outra extremidade esta aderida ao tecido fibroso que se une comumente ao
osso (Hollenshead, 1990). A aparéncia normal do tendao é brilhante, branco
e possui uma textura fibroelastica, demonstrando grande resisténcia a carga
mecanica (Jozsa; Kannus, 1997; Khan et al., 1999).

Enwemeka e Reddy (2000), relatam que o tenddo é constituido por
fibroblastos e matriz extracelular, na qual estdo imersas proteinas fibrosas
de colageno, elastina, proteoglicanas, glicoproteinas e mucopolissacarideos.
Sendo o colageno o maior componente da matriz extracelular,
compreendendo cerca de 86% a 95% do peso Umido do tend&do. Nos
tenddes, as fibrilas e fibras sdo altamente alinhadas, o que confere alta

resisténcia mecanica para forcas de tracéo (Vidal, 2003).

2.1.1 Colageno

O colageno é uma proteina que corresponde a 30% do peso corporal do
ser humano (Mayne, 1984). Segundo Parizotto (1998) o colageno compde a

matriz extracelular dos animais, com cerca de 19 tipos distintos de colageno,
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todos com caracteristicas individuais que determinam as fungdes especificas
dos diversos tecidos.

O colageno tipo | corresponde a 90% do total de colageno do corpo dos
mamiferos e é encontrado com maior frequéncia em estrutura como:
tenddes, ligamentos, derme (Mimni; Harkness, 1988). Este tipo de colageno
possui alta resisténcia a forca ténsil com elasticidade limitada, demonstrando
boa capacidade para transmitir forca (Mimni; Harkness, 1988; Jozsa;
Kannus, 1997; Culav et al.,, 1999). O colageno tipo | é sintetizado
principalmente pelos fibroblastos, porem células como mastocitos e
macrofagos também podem sintetiza-lo (Chan et al., 1997; Jozsa; Kannus,
1997).

As fibras de colageno formam feixes orientados em grupos, paralelos ao
eixo longitudinal do tendéo, no entanto exibe varios graus de inclinacdo com
relacdo ao eixo principal do colageno, demonstrando uma distribuicdo
helicoidal desta estrutura (Vidal, 1995).

De acordo com Vidal (1994), as forcas que agem sobre o arranjo da
molécula de colageno influenciam a organizacdo padrdo das fibras no
processo estrutural. O arranjo e a organizacao estrutural intrinseca contem
as caracteristicas fisico-quimicas para transmitir sinais (piezoelétrico) para

as células.

2.1.2 Revestimento do tendao

No tenddo existe um tecido conjuntivo denso que o circunda

denominado paratend&o, tendo como fungéo possibilitar a movimentacao do
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tendao em relacéo as estruturas adjacentes. Abaixo do paratenddo uma fina
bainha de tecido conjuntivo chamado epitendao circunda o tenddo enquanto
gue o Endotendéo circunda os feixes de colageno mais internos do tendéo

(Jozsa; Kannus, 1997; Khan et al., 1999).

2.2 Tendao do calcaneo

O tendéo do calcaneo consiste de fibras de colageno orientadas no eixo
longitudinal do tenddo contendo poucos fibroblastos intercalados entre os
feixes (Enwemeka, 1989). Sua origem deriva da continuacdo e unido do
musculo gastrocnémio e séleo, tendo uma dimensdo maior em sua origem e
tornando-se mais estreito e irregular distalmente; onde se insere na porcao
média posterior do 0sso calcaneo.

Quando aproximadamente 2% do tenddo € estirado perde-se a
morfologia ondulada encontrada no estado de repouso das fibras de

colageno (Jozsa; Kannus, 1997; Plapler et al., 2001).

2.3 Ruptura do tendé&o do calcéneo

As rupturas do tend&o do calcaneo sao descritas ha muitos anos. Cetti
et al. (1993), descreve que em 1575 Embroise Paré relatou que a ruptura do
tendao do calcaneo recebeu muita atencdo por varios pesquisadores. Esta
indagacao € baseada no fato de que a ruptura do tendao do calcaneo é uma
leséo grave e uma das mais comuns entre as lesdes tendineas (Stehno-

Bittel et al., 1998).
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As lesbes do tenddo do calcaneo acometem em maior escala 0s
atletas, principalmente aqueles praticantes de esportes de impacto como
saltos e corridas. Estas praticas esportivas geram no tenddo um estresse
durante a contracdo muscular do gastrocnémio e séleo (Reynolds; Worrell,
1991).

Os atletas mais acometidos com ruptura do tendao de calcaneo sao
os futebolistas e com menor incidéncia os tenistas e bailarinos (Salomao et
al., 1993). Soma e Mandelbaum (1995), relatam que 75% dos atletas que
sofreram ruptura do tendao do calcaneo estdo entre 30 e 40 anos de idade,
isto se deve pela degeneracdo do colageno, que ocorre com o avanco da
idade, provocando mudancas biomecanicas no tenddo. Alem da
degeneracéo do colageno, podemos notar aumento da quantidade de fibras
colagenas e diminuicdo das fibras de elastina e proteoglicanas da matriz
extracelular, terminando com a perda da elasticidade do tecido, também é
possiveis notar uma diminuicdo da renovacdo das fibras de colageno e
hidratacédo do tecido (Kannus; Jozsa, 1991).

A sobrecarga de trabalho sobre o tecido tendineo leva-o a fadiga e
como consequéncia ha uma reacao inflamatoria com ruptura parcial ou total
do tenddo (Soma; Mandelbaum, 1995; Stehno-Bittel et al., 1998). A ruptura
do tenddo também pode ser precedida por alteragbes degenerativas onde ha
reducdo do fluxo sanguineo para o tenddo com resultado da hipodxia local.
AlteracBes nutricionais e metabodlicas podem predispor essas alteracdes

(Salomao et al., 1993; Almekinders; Deol, 1999).
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2.4 Reparacéo tecidual da leséo tendinea

O tecido musculo esquelético € um complexo dindmico com alta
capacidade de adaptacéo frente a estimulos fisiologicos, como por exemplo,
treinamento fisico ou lesdes severas (Artilheiro et al., 2010).

O processo de cicatrizacdo das lesdes tendineas pode levar meses para
se completar, durante esse periodo de recuperacéo, geralmente o paciente é
imobilizado para evitar indmeras complicacdes funcionais que podem
retardar o processo de reabilitacdo (Enwemeka; Reddy, 2000). As lesdes
nos tendfes podem ser rupturas completas ou incompletas, onde essas
desordens levam a alteracbes na locomocdo (Saini et al., 2002). A fase
inicial do processo de reparo dura de 7 a 10 dias (Soma; Mandelbaum,
1995).

Devido sua baixa vascularizacdo, oxigenacdo e nutricdo, o tecido
tendineo possui baixa capacidade de reparacdo. No entanto quando o tecido
€ submetido a tratamento por meio de agentes biofisicos adequados esta
cicatrizacdo torna-se ideal (Parizotto, 1998).

A reparagéo tecidual acontece em 3 fases distintas, porém sobrepostas:
Fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento (Enwemeka,
1989; Jozsa; Kannus, 1997). Para o tendao é essencial a fase proliferativa e
de remodelamento, isso se deve pela intensa proliferacdo celular
(fibroblastos); sintese de fibrilas de colageno e alinhamento das fibras no

eixo longitudinal do tendédo (Enwemeka, 1989).
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2.4.1 Fase inflamatoéria

A fase inflamatoria € um pré-requisito para que o processo de reparo
aconteca. Por isso € a resposta inicial e natural que acontece imediatamente
apos a lesdo. O estagio inicial da inflamacéo é caracterizado por alteracdes
vasoativas que promovem exsudacdo de fagodcitos do sangue para a
margem da lesdo (Pereira, 1994; Jozsa; Kannus, 1997). Também
imediatamente apds a lesdo sdo secretados fatores quimiotaticos como a
norepinefrina e serotonina, promovendo vasoconstricdo dentro dos primeiros
5 a 10 minutos (Gogia, 1995).

Simultaneamente, as plaquetas agregam-se ao redor do epitélio dos
vasos lesados e ao colageno exposto, excretando fosfolipideos que
estimulam o mecanismo de coagulacdo. Fibrinas e fibronectinas formam
ligacBes transversas com o colageno, o que resulta em uma estrutura para
estancar o sangramento local e resistir as forcas de tensdo durante o
periodo inicial de reparo (Jozsa; Kannus, 1997).

Aproximadamente no 3° dia pés-leséo os fibroblastos iniciam a producédo
de fibrilas que se agregam ao acaso no espaco extracelular, este
acontecimento de certa forma colabora para proteger o tecido tendineo
contra as forcas aplicadas no inicio da cicatrizagcdo (Enwemeka et al., 1988).

Na maior parte da fase de reparo os macrofagos estdo presentes. Além
de fagocitarem o sangue extravasado e os produtos da destruicdo tecidual
que nao foram solubilizados pelos neutrofilos, eles fagocitam os neutrofilos
mortos restantes na area da lesdo. Estas células também s&o responsaveis

pela liberacdo de fatores de crescimento e fibronectina, os quais promovem
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qguimiotaxia dos fibroblastos, fixacdo e migracdo destas células no local da
lesdo, estimulando a sua proliferacdo. Os macréfagos e fibroblastos
interagem um com o outro regulando a fase inflamato6ria e o processo de
remodelamento da matriz extracelular (Kakar et al., 1998).

As células inflamatoérias atuam principalmente na remocao de tecido
necrotico e microorganismos localizados na area lesada. Quando o objetivo
€ alcancado por volta do 5° ao 7° dia pos-leséo, inicia-se a fase proliferativa

(Jozsa; Kannus, 1997).

2.4.2 Fase proliferativa

Pereira (1994) e Jozsa e Kannus (1997) relatam que a fase proliferativa
inicia-se com a chegada de fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais
na area lesada. A migracéo e a proliferacdo destas células sdo estimuladas
por fatores de crescimento liberados pelas plaquetas e macréfagos
teciduais. A estimulacéo dos fibroblastos acontece por substancias liberadas
por meio das plaquetas e dos macréfagos, que promovem seu crescimento,
acompanham a retracdo vascular no processo de reparo tecidual e sao
responsaveis pela sintese de colageno, e sua deposicao (Maxwell, 1992).

A neoangiogénese inicia-se por anastomose de capilares sanguineos
proximos a area lesada, esses por sua vez se projetam para o interior da
lesdo formando inumeras ramificacbes e desenvolvendo uma rica rede
vascular. A neovascularizagdo €é essencial para que 0 processo de

reparacao ocorra, pois garante um abundante suporte de oxigénio (O,) e
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nutrientes para area lesada, removendo dioxido de carbono (CO,) e outros
metabdlicos (Enwemeka, 1989).

Os fatores que promovem angiogénese na fase proliferativa sao:
prostaglandina, fatores de crescimento macrofagico, leucécitos, linfocitos T,
fator de crescimento basico dos fibroblastos (FGFB) e o fator de crescimento
epidermal (EGF) (Enwemeka; Spielholz, 1992; Chang et al., 1998).
Gilberman et al. (1985) relatam o aparecimento de novos vasos sanguineos
em tenddes lesados aproximadamente no 7° dia apos leséo.

O fator de crescimento fibroblastico (FGFB e FGF2) esta envolvido na
cicatrizacdo por regular a proliferacdo dos fibroblastos e a sintese de
colageno, induzir ativadores plasmogénicos e colagenases no
remodelamento do tenddo e facilitar a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais na angiogénese (Chan et al.,, 1997). Parizotto (1998) relata
diversos fatores de crescimento liberados pelas plaguetas que possuem
funcdo essencial na proliferacdo de celulas e matriz extracelular. Alguns ja
sdo conhecidos como fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformador (TGF-a), fator de crescimento epidermal
(EGF) e fator de crescimento neural (NGF).

O deposito de coldgeno aumenta progressivamente com o0 tempo,
atingindo seu pico por volta do 14° dia ap6s leséo. Neste periodo o colageno
tipo | comeca a predominar sobre o tipo Il (Enwemeka; Spielholz, 1992). O
alinhamento das fibras de coldgeno no eixo longitudinal do tenddo ocorre

apo6s um periodo de 21 dias de reparo tecidual.
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A carga mecanica imposta ao tecido acelera o alinhamento das fibras de

colageno (Enwemeka et al., 1988).

2.4.3 Fase de remodelamento

O processo de remodelamento inicia-se por volta da 2° semana de
cicatrizacdo e se estende por um periodo de um ano ou mais. Acredita-se
que o tendao lesado leva cerca de 4 a 12 meses para alcancar uma boa
forca tensiva, porém este tecido jamais conseguira atingir a morfologia e
funcdo biomecéanica de um tendao normal (Jozsa; Kannus, 1997).

Nesta fase os fibroblastos possuem formas alongadas permanecendo
entre os feixes de colageno que por sua vez encontram organizados no eixo
longitudinal do tenddo (Enwemeka, 1989).

O aumento da resisténcia do tecido lesado ocorre pelo
remodelamento do colageno, principalmente pelo aumento do colageno tipo |
e pelo aumento das ligacdes cruzadas entre as moléculas (Pereira, 1994,
Jozsa; Kannus, 1997). A maturacdo do coldgeno e o realinhamento linear
sdo normalmente vistos por volta do 5° ao 6° més apos a lesédo (Jozsa;
Kannus, 1997).

Por volta de 60 dias as fibras de colageno sdo compactas e espessas.
Quando a cicatriz encontra-se completamente madura cerca de 3% de seus
elementos sdo celulas (fibroblastos, miofibroblastos, macrofagos) e o
restante € composto por colageno (Enwemeka; Spielholz, 1992).

Enwemeka e Spielholz (1992) demonstraram em seu experimento que

tendBes tenotomizados submetidos a carga funcional no 5° dia pés-lesao,
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tiveram uma maior area de seccdo transversa em relacdo aos tenddes
controles que ndo foram submetidos a carga, isso se deve pela maior
guantidade de fibras de colageno organizadas no eixo longitudinal do

tendao.

2.5 Recursos terapéuticos para o tratamento das lesdes tendineas

Devido a alta incidéncia destas lesdes, torna-se necessaria a elaboracéo
de estudos com o objetivo de melhorar o reparo tendineo, reduzindo o tempo
de recuperacdo e o retorno as atividades rotineiras (Saini et al., 2002; Arruda
et al., 2007). Pesquisadores tém estudado modalidades terapéuticas néo
farmacoldgicas, com o objetivo de acelerar o processo de reparacdo
tecidual, tais como: ultrassom terapéutico e laserterapia de baixa intensidade
(Enwemeka; Reddy, 2000; Saini et al., 2002; Carvalho et al., 2006; Wood et

al., 2010; Neves et al., 2011).

2.6 Terapia por Ultrassom

O ultrassom (US) é um som e todas as formas de som consistem de
ondas que transmitem energia por compressdo e rarefacdo. A audicéo
humana consegue captar freqiiéncias sonoras entre 16 Hz e 20 Hz, com
isso, € denominado US o som com frequéncias superiores a 20 KHz
(Bisschop et al., 2001; Starkey, 2001).

Em sua maioria, os equipamentos de UST apresentam freqiéncias entre

0,7 e 3,3 MHz para maximizar a absorcdo de energia em profundidades de 2
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a 5 cm de tecido mole. No Brasil, a maioria dos equipamentos possuem
frequéncias de 1 e 3 MHz (Ziskin et al., 1999).

O UST foi desenvolvido na década de 1950, e tem sido utilizado no
tratamento de lesGes musculoesqueléticas por diferentes profissionais com
otimos resultados, enfatizando os tecidos que possuem uma alta taxa de
fibras colagenas (Johns, 2002; Saini et al., 2002; Kitchen, 2003; Blume et al.,
2005; Larsen et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Monte-Raso et al., 2006;
Wong et al., 2007; Piedade et al., 2008; Artilheiro et al., 2010; Romano et al.,
2010).

O UST é uma das modalidades eletrofisicas mais usadas nos
atendimentos de fisioterapia (Robertson, 2002; Olsson et al., 2008; Schabrun
et al., 2008).

Segundo levantamentos de Dyson (1987), na Austrélia, mais de 90%
dos fisioterapeutas tem acesso a uma unidade de US e 80% dos
fisioterapeutas o utilizam diariamente. Em 1987 no Canadad mais de 4
milhdes de tratamentos foram feitos com UST.

As ondas mecanicas do US viajam através dos materiais e
gradualmente a sua intensidade vai diminuindo como resultado da
atenuacdo. Existem diversos efeitos fisicos contidos na terapia por USe
estes podem ser classificados como térmicos e nao-térmicos ou mecanicos.
O aumento da temperatura dos tecidos é o efeito térmico. Correntes
acusticas, micromassagem e cavitacdo, que podem alterar a permeabilidade
das membranas e movimentacdo de fluidos correspondem aos efeitos néo-

térmicos.
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Ultrassom é uma onda sonora de alta freqiéncia que pode ser descrita
pela intensidade, modo de emisséo, frequéncia, ciclo de trabalho, freqiiéncia
de repeticdo, area de radiacdo efetiva e razdo de nao-uniformidade do feixe.
Ele penetra o tecido biolégico e é atenuado em decorréncia da absorcéao,
reflexdo e refracdo que ocorrem de forma diferente nos diversos tecidos,
ocorrendo com magnitude nos tecidos com grandes quantidades de
colageno. Quanto maior a freqiéncia de emissao das ondas ultrassonoras,
maior sera a atenuacado (Nyborg; Ziskin, 1985).

O ultrassom em modo de emissao continuo € geralmente usado para
produzir efeitos térmicos, enquanto que em modo de emissdo pulsado
buscam-se os efeitos ndo-térmicos. Ambos os efeitos podem ser utilizados
para se chegar mais rapidamente aos objetivos terapéuticos, desde que o

US seja aplicado em patologias adequadas e ho momento apropriado.

2.6.1 Producéao de ultrassom

O US é gerado pela aplicacdo de corrente elétrica alternada de alta
frequéncia a um cristal ou ceramica de PZT (Chumbo, Zirconato e Titanio)
presente no transdutor do equipamento de emissor de ultrassom. Este cristal
€ confeccionado por material que apresente propriedades piezoelétricas, ou
seja, ele respondera expandindo-se e contraindo-se na mesma frequéncia
da corrente alterna. Quando o cristal expande, comprime o material em
frente a ele e quando contrai, ha a rarefacdo no material em questdo. Esta
alternéncia da compresséao-rarefacdo é a onda ultrassonica (Guirro; Guirro,

1995).
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Para que haja propagacéo dessas ondas ultrassfnicas € necessario que
0 meio tenha propriedades elasticas. O movimento de um corpo vibrando &
transmitido as moléculas adjacentes, as quais, antes de retornarem a
posicdo de equilibrio, transmitem esse movimento para as moléculas que

estdo ao seu redor (Martines et al., 2000; Olsson et al., 2008).

2.6.2 Efeitos daterapia por ultrassom

O US promove uma variedade de efeitos biofisicos. Ele pode aumentar
a temperatura de tecidos superficiais e profundos e apresenta alguns efeitos
nao térmicos. Estes efeitos tém sido considerados separadamente, embora
em algumas situacdes eles acontecam simultaneamente (Bélanger, 2010).

As alteracdes fisiologicas do UST em tecidos bioloégicos séo
tradicionalmente agrupadas em duas classes: efeitos térmicos e efeitos
mecanicos (ndo-térmicos). Ambos ocorrem no organismo, mas a propor¢cao
e a magnitude de cada um deles dependem do ciclo de fornecimento e da
intensidade de saida (Draper et al., 1993; Starkey, 2001). Embora o US com
emissao pulsada seja aplicado normalmente em ciclos de trabalho de 10%,
20% ou 50% e, com baixa intensidade, considerando a média espacial e a
média temporal (SATA), o0 mesmo € capaz de produzir alteracbes
irrelevantes de temperatura nos tecidos. Gallo et al. (2004) demonstraram
que o US continuo com uma intensidade de 0,5 W/cm2 promoveu 0 mesmo
aumento de temperatura no musculo gastrocnémio de seres humanos (a 2
cm de profundidade) que o US pulsado com ciclo de trabalho de 50% e

intensidade de 1 W/cmz2, ambos aplicados por 10 minutos e frequéncia de 3
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MHz. Neste estudo a intensidade SATA foi a mesma para as aplicacdes
continua e pulsada.

O US pulsado é caracterizado por pausas ou intervalos entre os ciclos
de transmissdo, minimizando os efeitos térmicos e maximizando o efeito
mecanico da irradiacdo, do que resulta do aumento da sintese de colageno,
sendo 10% maior em relacdo ao US continuo com a mesma intensidade

(Robinson; Snyder, 2001).

2.6.2.1 Efeitos térmicos

Harvey (1930) demonstrou que a irradiacdo com UST poderia promover
aumento da temperatura tecidual. Pelo aguecimento tecidual, o US pode
acelerar a taxa metabdlica, reduzir ou controlar a dor e 0 espasmo muscular,
alterar a velocidade de conducdo nervosa, aumentar o fluxo sanguineo e
aumentar a extensibilidade dos tecidos moles (Lehmann et al., 1967a;
Lehmann et al.,, 1967b). Aquece preferencialmente tenddes, ligamentos,
capsulas articulares e fascia muscular, tendo em vista a grande quantidade
de colageno presente nestes tecidos.

Além do tipo de tecido e da freqtiéncia de emisséo do US, a intensidade
e a duragdo do tratamento também influenciam no aquecimento tecidual
(Cameron, 2009). A velocidade com que o transdutor é movido sobre a
superficie corporal ndo gera tal influéncia, conforme foi demonstrado por
(Weaver et al., 2006), que mantiveram oS mesmos parametros de emissao

do US (frequéncia de 1 MHz, modo continuo, intensidade de 1,5 W/cm?,
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durante 10 minutos), mas modificaram a velocidade de movimentacdo do
transdutor entre os grupos avaliados.

O UST possibilita usar diferentes frequéncias, usualmente variando
entre 1 e 3MHz. E importante notar que as frequéncias mais altas (3MHz)
sdo absorvidas mais intensamente, tornando-as mais especificas para o
tratamento de tecidos superficiais, enquanto que as mais baixas (1MHz)
penetram mais, devendo ser utilizadas para os tecidos mais profundos
(Docker, 1987; Baker et al., 2001; Johns, 2002; Blume et al., 2005; Olsson et
al., 2008). No entanto, mais pesquisas Sd0 necessarias para avaliar a
profundidade de penetracdo das diferentes frequéncias, uma vez que alguns
estudos mostram resultados diferentes.

Em média, acredita-se que a temperatura de tecidos moles in vivo
aumente cerca de 0,2°C por minuto, sob a irradiacdo com oferta de 1 W/cmz?
de intensidade de US, a 1 MHz. Este aguecimento ndo € uniforme, tendo em
vista que ha variacdes na emissao da intensidade do ultrassom, diferentes
tipos de tecidos com diferentes coeficientes de atenuacéo, diferentes areas
clinicas a serem tratadas e reflexdes entre as superficies de tecidos
vizinhos. As maiores temperaturas sao geradas nas interfaces teciduais,
onde a reflexdo é maior. Mover o transdutor durante o tratamento auxilia na
equalizacdo da distribuicdo do calor e minimiza o surgimento de areas
excessivamente quentes ou frias (Cameron, 2009).

Se a intensidade utilizada for muito alta, o paciente podera se queixar de

dor profunda, proveniente do superaguecimento do peridsteo. Por isso,
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nestas situacdes, orienta-se que seja diminuida a intensidade aplicada para

reduzir os riscos de queimaduras.

2.6.2.2 Efeitos nao-térmicos do ultrassom

O US apresenta uma série de efeitos sobre os processos biologicos que
nado estdo relacionados ao aquecimento tecidual. Estes efeitos sao
resultantes de efeitos mecéanicos do ultrassom, incluindo cavitacéo,
micromassagem e correntes acusticas. Quando o US é oferecido no modo
pulsado (com ciclo de trabalho igual ou inferior a 20%), o aquecimento
gerado durante a emissdo das ondas € dissipado no momento de néo
emissao, resultando em alteragcbes quase imperceptiveis da temperatura
(Harle et al., 2001).

Tem-se demonstrado que o UST com baixa intensidade promove o
aumento dos niveis de calcio intracelulares (Mortimer; Dyson, 1988) e o
aumento da permeabilidade da membrana celular (Dinno et al., 1989). Ha
estudos (Fyfe; Chahl, 1984) que mostram o aumento da degranulacéo dos
mastdcitos, com liberacé@o de histamina e fatores quimiotéticos.

O uso do US tem sido associado também ao aumento da atividade
macrofagica (Young; Dyson, 1990), aumento da sintese protéica por
fibroblastos (Harvey et al., 1975) e células residentes em tenddes (Tsai et
al., 2006). O US de baixa intensidade tem demonstrado agir sobre o
aumento da sintese de Oxido nitrico em células endoteliais (Altland et al.,
2004; Hsu; Huang, 2004), o aumento do fluxo sanguineo em fraturas de

cachorros (Rawool et al., 2003) e em musculo isquémico de ratos. Além
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disso, tem-se demonstrado o efeito deste recurso sobre o aumento da
sintese de proteoglicanos pelos condrocitos (Miyamoto et al., 2005; Choi et
al., 2006; Kopakkala-Tani et al., 2006; Min et al., 2006). Grande parte destas
atividades justificam-se por aceleracdo do metabolismo celular (Starkey,
2001; Olsson et al., 2006; Artilheiro et al., 2010).

Todos estes efeitos tém sido encontrados com o uso de US pulsado,
cujo aumento de temperatura ndo € encontrado, portanto, considerados
frutos dos efeitos mecéanicos do US (cavitacdo, micromassagem e
microcorrentezas acusticas) (Kopakkala-Tani et al., 2006). As maiores
mudancas nos niveis de calcio intracelular estdo relacionados ao US
pulsado a 20% de ciclo de trabalho e intensidades entre 0,5 e 0,75 W/cmz?
(Mortimer; Dyson, 1988).

As respostas dos niveis de atividade celular e do sistema vascular ao
US sdo importantes para o processo de reparacao tecidual. O aumento dos
niveis de calcio intracelular pode alterar a atividade enzimatica das células e
estimular a sintese de proteinas, incluindo proteoglicanos, pois o0s ions calcio
agem como sinalizadores quimicos (segundo mensageiro) para as células. A
vasodilatacao devido a liberacdo de éxido nitrico e o consequente aumento
do fluxo sanguineo podem acelerar o processo de reparacdo pela oferta de
nutrientes essenciais para a regiao (Cameron, 2009). A agédo do US sobre a
resposta macrofagica pode explicar sua utilidade no processo inflamatdrio, ja
que estas sdo as células dominantes nesta fase do processo de reparacao
tecidual, assim como pelo aumento da permeabilidade das membranas

celulares.
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2.6.3 Estudos sobre aterapia por ultrassom em lesédo tendinea

Ng et al. (2003) realizou um experimento com o objetivo de analisar a
melhora das propriedades estruturais e a performance dos tenddes do
calcaneo de ratos ap6s hemiseccdo durante o processo de reparacéo
tecidual. Utilizou 30 ratos submetidos a cirurgia de hemiseccao do tendao do
calcaneo, divididos em 3 grupos. 10 ratos foram tratados diariamente com
UST na freqiéncia de 1 MHz, intensidade de 1,0 W/cm2 com emissao
continua por 4 minutos, 11 ratos foram tratados com intensidade de 2,0
W/cm2 durante 4 minutos e 9 ratos utilizados como grupo controle, ou seja,
sem tratamento. Apds 30 dias de tratamento os animais foram mortos e os
tendBes submetidos a teste de carga-relaxamento, estiramento e forca de
tensdo. Os resultados demonstraram que ambas as doses melhoraram o
reparo tecidual do tendéo do calcéaneo.

da Cunha et al. (2001) teve como objetivo em sua pesquisa analisar a
reparacao tecidual dos ratos submetidos a tenotomia do tendao do calcaneo
e tratados com UST na frequéncia de 1 MHz, intensidade de 0,5 W/cm?
tratados por 5 minutos durante 14 dias consecutivos no modo continuo e
pulsado (20 %). No décimo quinto dia ap0s a cirurgia os animais foram
mortos e os tenddes retirados para analise no microscopio de luz polarizada,
com o objetivo de mensurar a organizacéo das fibras de colageno por meio
da analise de birrefringéncia. Os resultados sugerem que o UST com

emissao pulsada é benéfico na melhora do processo de reparacao tecidual
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do tenddo de rato, entretanto, o grupo tratado com emissdo continua
demonstra retardo no processo de reparacgao tecidual.

Ng e Fung (2007), estudaram os efeitos de diferentes intensidades do
UST na morfologia ultra-estrutural do tenddo do calcaneo de ratos no
processo de reparacdo tecidual, para isso os animais foram divididos em 4
grupos, tratados com 0, 0,5 W/cm?, 1,2 W/cm2 e 2,0 W/cm2 no modo de
emissdo continua com frequéncia de 1 MHz. Os resultados demonstraram
que o UST aumenta a maturacdo das fibras de colageno no processo de
reparacao tecidual e que isso ndo depende da intensidade aplicada.

Koeke et al. (2005), estudou a eficacia da aplicacdo topica de
hidrocortisona 10 % introduzida por meio de fonoforese comparada ao UST
na reparacao tecidual de tenddo de rato submetido a tenotomia total. Os
animais foram tratados durante 10 dias com freqiéncia do equipamento de 1
MHz, emissao pulsada (20 %), intensidade de 0,5 W/cmz2. Pelo método de
analise de birrefringéncia conclui-se que a emissdo pulsada de 20 %
demonstra ser um método eficiente para promover organizacdo estrutural
das fibras de colageno e o processo de reparacao tecidual foi acelerado por
um provavel biomodulacdo da inflamacdo, promovendo uma maior sintese
de coldgeno por estimulacdo da proliferagdo dos fibroblastos. O UST
promove penetracdo da concentracao de hidrocortisona 10 % pois 0 grupo
tratado com fonoforese obteve o melhor resultado na analise de
birrefringéncia.

Ng et al. (2003), comparou a utilizacdo do UST e exercicio na

reparacdo do tenddo do calcaneo apods transeccdo cirdrgica. Os animais
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foram divididos em 5 grupos: Grupo controle, grupo tratado com UST na
intensidade de 1 W/cm2 durante 4 minutos, grupo tratado com UST na
intensidade de 2 W/cm?2 durante 4 minutos, grupo tratado com corrida e
grupo tratado com natacao. Apos os 30 dias de tratamento os animais foram
mortos e o0s tenddes submetidos ao teste biomecanico. Os resultados
demonstram que o grupo tratado com UST com intensidade de 2,0 W/cm2 e
exercicio de corrida promove aumento da forca do tendao reparado.

Carvalho et al. (2006), avaliou o efeito do UST na reparacédo tendinea
em ratos desnutridos. Os animais foram divididos em 3 grupos: grupo
controle, grupo de animais desnutridos tratado com UST com frequéncia de
3 MHz e intensidade de 0,5 W/cm2 e emisséo pulsada a 20 % e grupo de
animais com nutricdo normal tratados com UST com frequéncia de 3 MHz e
intensidade de 0,5 W/cm2 e emissdo pulsada a 20 %. Os animais foram
submetidos a procedimento operatorio para esmagamento do tenddo do
calcaneo. O UST mostrou-se eficaz no reparo tendineo, mesmo nos animais
desnutridos e com processo de cicatrizacao retardado.

Frasson et al. (2009), verificou a microestrutura do tendéo calcaneo sob
o efeito do UST com modo de emissdo pulsado em duas intensidades
diferentes. Os animais do grupo controle ndo receberam tratamento; o grupo
1 foi submetido ao UST com freqiéncia de 1 MHz e pulsado (20%), com
area de radiacao efetiva de 1,0 cm? e intensidade média instantanea de 0,3
W/cm?2;, o grupo 2 recebeu UST nos mesmos parametros, mas com
intensidade de 1,5 W/cm?, no grupo 3, placebo, foi aplicado tratamento

simulado (ultrassom desligado). Nos trés grupos, o tratamento consistiu em



Revisdao da Literatura |24

uma sessao diaria de 5 minutos, por um periodo de 10 dias. No 11° dia pos-
operatorio os tenddes foram removidos para analise qualitativa e
quantitativa, por meio de microscopia de luz polarizada, de luz e forca
atbmica. As analises qualitativas foram coincidentes, mostrando melhor
organizacdo, agregacdo e orientacdo das fibras de colageno no grupo 1
quando comparado ao grupo controle, 2 e 3. A analise quantitativa
apresentou contagens médias de 400,7 fibroblastos e 2,22 capilares
sanglineos por campo de analise, ndo encontrou diferenca significativa
entre 0s grupos. Conclui-se que o processo de regeneracao tendinea em
ratos pode ser beneficiado pelo tratamento com UST pulsado em baixa
intensidade, mais especificamente na intensidade de 0,3 W/cmz2.

Romano et al. (2010), investigou as propriedades mecéanicas de tenddes
flexores profundos de coelhos submetidos a tenotomia seguida de tenorrafia
e tratados com UST com diferentes intensidades, em comparacdo com
tendBes submetidos somente ao procedimento cirdrgico. Amostra constituiu
de quarenta e quatro coelhos divididos em quatro grupos experimentais. O
grupo A recebeu tratamento ultra-sénico com uma intensidade de 1,4 W/cm2,
0 grupo B com 0,6 W/cmz2, ambos no modo continuo, o grupo C com 0,6
W/cmz2, no modo pulsado a 50% e o grupo D nao recebeu tratamento ultra-
sbnico. A frequéncia ultra-sénica empregada foi de 1 MHz. Apds a morte dos
animais os tenddes foram dissecados e submetidos ao ensaio mecéanico de
tracdo e analise histoldgica qualitativa. Os resultados demonstraram que nédo
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais,

com isso, concluiu que o UST nao melhorou as propriedades mecéanicas dos
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tendGes flexores apOs reparo, porem 0 autor relata que pode existir
alteracdes na reparacéao tendinea devido a imobilizacao inadequada.

Saini et al. (2002), realizou procedimento cirdrgico de tenorrafia no
tenddo do calcaneo de 5 cédes normais em seguida foram imobilizados. O
grupo | composto por 2 animais foi submetidos a cirurgia, porem 0s animais
nao foram tratados, ja o grupo Il foi submetido ao procedimento cirurgico e
tratado com UST aplicado ap6s o trigésimo dia de pds operatério sendo
tratados por 10 dias consecutivos na intensidade de 0,5 W/cm?2 durante 10
minutos. Os autores concluiram que a utilizacdo da imobilizacdo e
tratamento com UST promove melhora na reparacédo tecidual de tenddo do
calcaneo de cées. Os resultados obtidos foram por meio de ultrassonogréfia
e analise histologica.

Silva et al. (2010), estudou a a¢do do UST em tendinite experimental por
analises histomorfométrica e histopatologica. A amostra constituiu de vinte e
cinco ratos Wistar divididos em trés grupos experimentais (7 e 14 dias): A7 e
Al4, tendinite induzida sem tratamento; B7 e B14, tendinite induzida, tratada
com US em emissédo pulsado (10%), frequéncia de 1 MHz com intensidade
de 0, 5 W/cmz?, e o grupo C sem inducdo de tendinite. A histologia e a
histomorfometria demonstraram qualitativa e quantitativamente, um aumento
do namero de fibroblastos, em sete dias, e das fibras de colageno, em 14

dias, para o grupo tratado com UST em relagc&o ao grupo nao tratado.

2.6.4 Dosimetria do ultrassom terapéutico
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Os estudos sobre a eficiéncia do UST mostram que ndo ha definicdo
sobre a dosimetria correta para sua utilizacédo, principalmente relacionada a
dose-resposta do tratamento realizado (Robertson, 2002; Warden;
McMeeken, 2002; Vidal, 2003; Artilheiro et al., 2010). A maioria dos
profissionais justifica a dosimetria utilizada com base na sua experiéncia
clinica (Robertson, 2002; Blume et al., 2005; Franco et al., 2005; Olsson et
al., 2008).

A relacdo dose-resposta na aplicacéo terapéutica do US € influenciada
por inimeras variaveis como frequéncia, intensidade, tempo de irradiacéo,
modo de aplicacao, tipo e técnica de acoplamento, inicio da aplicacdo pos-
lesdo entre outros (Draper et al., 1995; Casarotto et al., 2004; Fu et al.,
2008). van der Windt et al. (1999) em revisao sistematica sobre a efetividade
do US em lesdes musculoesqueléticas ndo encontrou evidéncias sobre a
efetitivade deste recurso. Warden and McMeeken (2002) concluiram em sua
pesquisa que o UST é frequentemente utilizado pelos fisioterapeutas na
reabilitacdo esportiva, porém ndo existem evidéncias que suportem a
dosimetria utilizada por eles. Robertson (2002) analisou a relacdo dose-
resposta em tratamentos clinicos randomizados em US e ndo encontrou
uma janela terapéutica de dose para a utlizacdo clinica do ultrassom.
Embora alguns estudos apontem para uma janela terapéutica na faixa de
0.16 a 0.5 W/cmz2, quando observamos outras variaveis, como frequéncia,
tempo de tratamento, tipo e profundidade da lesdo, area de radiacdo efetiva
(ERA) e tamanho da é&rea tratada, verifica-se que a comparacao entre estes

parametros ndo € possivel pelo pequeno nimero de pesquisa que utilizam
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as mesmas variaveis. Estas consideracdes sdo corroboradas no trabalho de
Speed (2001), que aponta para um abandono do uso deste recurso devido a
falta de evidéncias.

O tempo de aplicacdo do UST tem uma influéncia na quantidade de
energia aplicada ao tecido que é calculada pela formula: Energia (Joule) =
Potencia (Watts) X Tempo (segundos) (Alexander et al., 2010). O tempo de
tratamento é uma variavel pouco estudada na terapia com US. A relacdo
entre o tempo de aplicacdo e a area de tratamento € descrita por Oakley
(1978). Ele propde que cada area de 1%/, tamanho do transdutor deve ser
tratada de 1 a 2 minutos e para cada area adjacente do transdutor deve
somar de 1 a 1'/, minuto, porém esta relacdo ndo estd embasada ou
justificada em sua publicacdo. Por outro lado, Olsson et al. (2008) concluem,
em sua revisdo, que nao existe uma definicdo sobre o tempo de tratamento
na aplicacao do UST.

A maioria dos autores conclui que a literatura ainda ndo traz uma
definicdo sobre a dosimetria correta da utilizacdo do UST, e principalmente a
relacdo entre a dose e a resposta ao tratamento, necessitando mais
pesquisas nesta darea, para determinar parametros mais especificos
(Robertson, 2002; Vidal, 2003; Blume et al., 2005; Franco et al.,, 2005;
Monte-Raso et al., 2006; Olsson et al., 2006; Artilheiro et al., 2010). A
maioria dos profissionais justifica a dosimetria utilizada na experiéncia clinica
(Robertson, 2002; Blume et al., 2005; Franco et al., 2005; Olsson et al.,

2008).



3.0BJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes tempos de

tratamento do UST na cicatrizacdo de lesédo tendinea de ratos.

3.2 Objetivo especifico

Avaliar a reparacao tecidual por meio do método de birrefringéncia de
tenddo de ratos apOs tenotomia total tratados com diferentes tempos de

aplicacéo.



4. METODOS
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4.1 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, nimero do protocolo
065/11. Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério
Multidisciplinar de Pesquisa Experimental do Instituto de Ciéncia da Saude
da Universidade Paulista (UNIP), Campus Indiandpolis — S&do Paulo e
obedeceram as Normas Eticas para Experimenta¢do Animal do Conselho
para Organiza¢des Internacionais de Ciéncias Médicas (CIOMS), as normas
da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL-
COBEA) e a legislacdo nacional atual sobre Procedimentos para o Uso

Cientifico de Animais (Lei Federal 11.794, de 9 de outubro de 2008).

4.2 Animais

Quarenta ratos machos da linhagem Wistar — EPM 1 foram utilizados
neste estudo (peso: 300 * 45¢g; idade: 90 dias). Os animais foram mantidos
em ambiente controlado, com temperatura de 25°C e ciclo claro/escuro de
12 horas, com alimentacéo balanceada para roedores e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 8
ratos. O numero de animais necessarios para alcancar significancia
estatistica foi baseado nas pesquisas de Eckelman et al. (2007) e Damy et

al. (2010).
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Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Grupo controle (C) — Animais ndo submetidos a procedimento cirargico
e nem tratados com UST.

Grupo tenotomizado (T) — Animais submetidos a tenotomia do tendao
do calcaneo e néo tratado com UST.

Grupo US1 — Animais tenotomizados tratados com UST com 1 minuto
por area do transdutor, totalizando 2 minutos de tratamento.

Grupo US2 — Animais tenotomizados tratados com UST com 2 minutos
por area do transdutor, totalizando 4 minutos de tratamento.

Grupo US3 — Animais tenotomizados tratados com UST com 3 minutos

por area do transdutor, totalizando 6 minutos de tratamento.

4.3 Modelo experimental

O modelo de tenotomia total da por¢cdo média do tenddo do calcaneo
(inciséo transversal do tendao dissecado) utilizado neste estudo foi baseado
nos experimentos de Carrinho et al. (2006), da Cunha et al. (2001),

Enwemeka e Reddy (2000), Koeke et al. (2005) e Reddy et al. (2001).

4.4 Técnica operatoria

Os animais foram pesados e anestesiados com cloridrato de Tiletamina
e cloridrato de Zolazepam (Zoleti 50 da marca VIRBAC®), de uso
veterinario, na dose de 25 mg/kg de peso corpéreo através de injecéo

intraperitoneal (Baldan et al., 2010). A face posterior da tibia direita, local
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correspondente ao tendao calcaneo dos animais foi epilada. Posteriormente,
procedeu-se a assepsia do local com alcool 70% e em seguida a pele e o
paniculo carnoso foram submetidos a incisdo longitudinal sobre o local
correspondente ao terco médio do tendao calcaneo, expondo o mesmo para
efetuar um corte transversal em seu terco médio, por meio de um bisturi
lamina 22 (Figura 1). Apdés a seccdo do tendao, a incisdo foi totalmente
fechada com sutura da derme através de um anico ponto na regido central,
utiizando fio de Nailon 4.0 (Figura 2). No pds-operatdrio 0os animais
receberam dose Unica intramuscular de Ceftriaxona no membro trazeiro
contralateral, com objetivo de profilaxia antibiética e em seguida foram
colocados em gaiolas limpas, sem imobilizacdo (da Cunha et al., 2001;
Reddy et al., 2001; Koeke et al., 2005; Carrinho et al., 2006; Arruda et al.,
2007). O tendéo calcaneo direito foi submetido ao tratamento com UST nos

grupos US1, US2 e US3.

Figura 1 — Incisdo longitudinal e exposi¢do do
tenddo do calcdneo na face posterior do
membro traseiro do rato



Métodos |34

Figura 2 — Sutura da incisdo cirurgica com fio
Nailon 4.0

4.5 Protocolo de Tratamento

Para o experimento, utilizou-se um emissor de UST da marca BIOSET®
modelo Sonacel. O desenho de seu transdutor, com area de 0,5 cm?, foi
modificado para adequa-lo a porcao posterior do membro traseiro do rato e
ao tamanho da lesédo. O equipamento foi calibrado por meio de uma balanca
acustico modelo GT210 da marca Glutymax® e um osciloscépio da marca
Intermetro®.

Os animais foram submetidos a primeira aplicacdo do UST apos 24
horas do procedimento cirargico. A irradiacdo ultrassbnica apresentou o0s
seguintes parametros: 1 MHz de frequéncia, modo pulsado de emissdo com
ciclo de trabalho de 20% (2 ms de emisséo / 8 ms de intervalo), frequéncia
de repeticdo de 100 Hz, intensidade de 0,5 W/cm? (spatial average time
average - SATA), ERA de 0,5 cm?, uma vez ao dia. A area tratada possuia o
tamanho de 1 cm2 Os animais foram mortos apdés a 102 sessdo de

tratamento, no 12° dia pos-operatorio. As irradiagbes ocorreram de forma
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consecutiva, com um intervalo de um dia ap0s o quinto dia de tratamento
(Robertson, 2002; Saini et al., 2002; Koeke et al., 2005; Carvalho et al.,
2006; Bélanger, 2010).

Para o tratamento, o transdutor foi posicionado perpendicularmente a
area tratada e utilizando a técnica de movimentacdo. Utilizou gel
hidrossoluvel como agente acoplante, com objetivo de conduzir melhor suas
ondas e auxiliar o deslizamento do transdutor sobre a pele do animal
(Casarotto et al., 2004; Draper et al., 2010). Durante a aplicacdo os animais
foram estabilizados por um contensor padronizado (Figura 3) (da Cunha et

al., 2001; Koeke et al., 2005).

Figura 3 — Contenséo e irradiagcédo do tend&o do
calcaneo na face posterior do membro traseiro
do rato.

4.6 Preparacéo e andlise das laminas histologicas

Os animais foram mortos pela permanéncia em camara de CO,; a seguir
as areas referentes a lesdo nos tenddes foram retiradas cirurgicamente.

Para a avaliagdo quantitativa do reparo tendineo, os tenddes removidos
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foram submetidos a fixacdo em formol 10% por 24 horas e, posteriormente,
para desidratacdo passaram por quatro banhos em alcool de uma hora cada
iniciando pela diluicio de 50%, passando para 70%, 80% e 100%.
Posteriormente as amostras foram banhadas em Xilol por uma hora e
incluidas em parafina a 58 °C. Os blocos montados foram cortados
longitudinalmente em cortes seriados através de um micrétomo da marca
Laica®, com espessura padronizada de 7 pum. Os cortes foram dispostos em
laminas de vidro sem coloracao, identificadas por um avaliador cego.

A propagacao desigual da luz através de um objeto é a medida de
birrefringéncia. Esta medida avalia a densidade e organizacdo do material
analisado e é utilizada para avaliar a organizacdo e estrutura dos feixes de
colageno. A finalidade deste procedimento foi analisar a organizacéo, estado
de agregacao e alinhamento das fibras de colageno nos tenddes por meio
da medicdo da birrefringéncia (da Cunha et al., 2001; Vidal, 2003; Carrinho

et al., 2006). As laminas de cada grupo foram imersas em agua destilada
cujo indice de refracdo é de n = 1,333, por 30 minutos, para analise de

birrefringéncia. O retardo 6ptico (RO) foi medido utilizando um microscopio
de luz polarizada da marca LEICA® com uma objetiva pol.10X/0,22,
condensador 0.9, compensador de Sénarmont A4, luz monocromatica A=
546 nm, obtida por meio de um filtro de interferéncia LEICA®, do LAMAV
(Laboratério de Materiais Vitreos do Departamento de Engenharia de
Materiais da UFSCar). Esse tipo de analise tem sido utilizado para mensurar
0 grau de organizacdo das fibras coldgenas de forma quantitativa em

diversos estudos. As medidas resultantes em graus foram transformadas em
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nanometro (nm) multiplicando-se os graus por 3.03. O total de birrefringéncia
das fibras de colageno foi medido apds embebicdo em agua destilada. Para
realizar as medicfes ao longo do eixo do tenddo, o eixo longitudinal das
fibras de colageno foi orientado a 45° da direcdo de propagacao da luz de
transmissdo. Nesta posicao, as fibras de colageno apresentam o maior RO.
As medidas foram feitas em cinco diferentes pontos da area central dos
tendBes que correspondem a area da lesdo (da Cunha et al., 2001; Vidal,
2003; Koeke et al., 2005; Carrinho et al., 2006; Arruda et al., 2007). Os
dados de birrefringéncia foram colhidos por dois avaliadores previamente

treinados, independentes e cegos.

4.7 Analise estatistica

A distribuicdo normal dos dados foi testada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov (KS). Como os dados ndo apresentaram distribuicdo
gaussiana, os mesmos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis e em seguida, ao teste de compara¢des multiplas de Dunn.



5. RESULTADOS
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A segquir, sdo apresentados os dados referentes aos ROs de 5 areas
diferentes de cada regido da leséo.

O teste de Kruskal-Wallis evidenciou a existéncia de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (P< 0,0001). A comparagéo
entre os grupos foi realizada pelo Teste de Comparacdo Multipla de Dunn,
qgue revelou diferencas estatisticamente significativas ao se compararem 0s
dados de ROs entre os grupos US1xUS2, US1xUS3, US1xC, US2xC,

US3XT e CXT (Grafico 1).

Grafico 1 — Mediana e erro-padréo dos valores de RO nos grupos experimentais

P <0,00]

P <0,001
=0 £<o001

recpool

15,00 P <0001 ' ;
I P <0,001 S L1/ —

OR (nm)

10,00

5,00

ne L] ] : "
us1 us2 us3 T C

GROUPS

Ao realizar a analise histologica qualitativa por meio da microscopia de

luz polarizada é possivel definir o padréo de normalidade com relagédo a



Resultados |40

organizacao de fibras colagenas (Figura 4). Comparando-se as imagens da
Figura 4, é possivel observar que os animais do US3 apresentaram maior
organizacao das fibras colagenas, quando comparadas aos demais grupos
tratados (US1 e US2). E possivel notar também que ha desorganizacio das

fibras colagenas nos animais dos grupos US1 e T.

Figura 4 — Imagens referentes a observacdo qualitativa da andlise de
birrefringéncia dos tenddes de ratos tenotomizados. Espécimes foram
posicionadas com o eixo longitudinal dos tenddes em 45° com a normal.
Nas imagens US1, US2 e T é possivel notar deficiéncia na organizacao
das fibras colagenas. Na imagem US3 observa-se melhor organizagcao do
colageno, em condi¢des semelhantes as do grupo C.



6. DISCUSSAO
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O modelo experimental é essencial para adquirir resultados
reprodutiveis. Portanto foi utilizado no presente estudo um modelo
experimental induzido em tendao de calcaneo de ratos.

O rato é muito utilizado na avaliacdo da birrefringéncia nas fibras de
colageno do tendéo (da Cunha et al., 2001; Koeke et al., 2005). A facilidade
de obtencdo em laboratorio permite a eliminacdo de fatores individuais,
como imunodeficiéncia de um animal, emprego de uma amostragem maior
por grupos experimentais, obtencdo de resultados em tempos mais curtos,
devido seu metabolismo acelerado em relagdo aos outros animais. A
selecdo de animais machos se deve as alteracfes hormonais presentes nas
ratas fémeas.

O tenddo do calcaneo foi utilizado neste experimento, devido a
facilidade de acesso, pois € um tecido superficial e com uma forma
anatbmica mais ampla, o que reduz o trauma cirdrgico e permite facilidade
na técnica experimental.

Os dados da literatura ainda nao trazem uma definicdo sobre o tempo
de tratamento do UST. A dose é a variavel mais estudada pelos
pesquisadores (Ng et al., 2003; Alexander et al., 2010) e ha indicacdes que
doses menores sdo mais efetivas para o reparo tecidual (Ng; Fung, 2007).

Os padrdes dosimétricos utilizados nesta pesquisa sdo 0s mais
utilizados nos estudos sobre o UST, exceto o tempo de tratamento que é a
variavel estudada. A intensidade de 0,5 W/cm?2 baseia-se na pesquisa de
Cunha et al. (2001), Demir et al. (2004), Koeke et al. (2005), Carvalho et al.

(2006), Silva et al. (2010), a forma de emisséo ultrassonica pulsada deriva
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das pesquisas de da Cunha et al. (2001), Blume et al. (2005), Koeke et al.
(2005), Carvalho et al. (2006), Frasson et al. (2009), Bélanger (2010). A
frequéncia do equipamento justifica-se através dos experimentos de da
Cunha et al. (2001), Koeke et al. (2005), Carvalho et al. (2006), Piedade et
al. (2008).

A duracdo do tratamento depende da éarea da lesdo. Os tempos
preconizados por Oakley (1978) em funcao da area tratada devem ser de um
ou dois minutos para cada area e meia do transdutor. Segundo este autor,
0s tempos de tratamento subsequentes podem ser aumentados de 1 a 1
minuto e meio. Esse tempo de tratamento € baseado em estudos empiricos
ou observacdes clinicas. Ndo ha indicacdo de trabalhos experimentais ou
clinicos que embasem estes achados, mostrando que este € um tema que
precisa ser melhor estudado com relacdo a dosimetria de ultrassom. Nosso
estudo ndo corrobora com as indicagcbes de Oakley (1978) no que diz
respeito ao tempo de aplicacdo necessario para promover um melhor
alinhamento das fibras colagenas dos tenddes de ratos.

O tempo de aplicacdo é uma variavel importante na dosimetria do UST.
Ele determina a quantidade de energia depositada ao tecido tratado.
Alexander et al. (2010), em revisdo sistematica sobre o uso de US em
diversas patologias de ombro, aponta que os estudos que encontraram
energias médias de 4.2 J por sessao de tratamento foram efetivos para as
condicdes clinicas estudadas, enquanto que aqueles que aplicaram médias
de 2,019 J ndo obtiveram sucesso. O fator tempo pode ter influenciado estes

dados.
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Os componentes da matriz extracelular (principalmente as fibras
colagenas) do tecido conjuntivo presentes no tenddo tém uma caracteristica
viscoelastica que dependem da quantidade de tempo ao qual o tecido é
submetido a deformacdo ou tensdo para manter suas caracteristicas
morfofuncionais (Culav et al., 1999). Deste modo, podemos sugerir que o
tempo de aplicacdo do UST de 3 minutos pode ter um efeito biomecéanico
(compresséao / tensao) suficiente para promover o mecanismo de sinalizacao
celular e da matriz extracelular no realinhamento das fibras colagenas
(Chiquet, 1999).

Neste estudo, observou-se que o retardo Optico no tecido cicatricial de
tendBes de ratos apresentou diferenca estatisticamente significante quando
foram aplicados 18 J de energia (grupo US3) sobre a area acometida. No
entanto, quando se depositaram magnitudes de energia na ordem de 6 J
(grupo US1) ou 12 J (grupo US2) sobre a area tratada, ndo houve diferenca
no retardo éptico entre os grupos tratados e o controle (Tn).

O tempo de aplicacdo mais comumente utilizado € o de 5 minutos,
geralmente aplicados em uma area referente a 2 vezes o tamanho do
transdutor, o que geraria uma aplicacdo de 2.5 minutos por area tratada
(Koeke et al., 2005; Wood et al., 2010). O tamanho da area tratada € uma
variavel que néo é descrita nos estudos sobre tenddo e ultrassom. Koeke et
al. (2005), da Cunha et al. (2001) e Wood et al. (2010) aplicaram o UST em
uma area de 1 cm2. Estes dados ndo estavam descritos nos artigos e foram

fornecidos pelos pesquisadores. Nosso estudo mostrou que é necessario um
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tempo maior de aplicacdo para promover um melhor alinhamento do
colageno.

Uma hipétese para explicar a discrepancia entre nossos dados e o de
outros pesquisadores é de que o controle da area pode néo ter sido tédo
preciso o que impossibilita a comparacdo entre os estudos. Esta variavel
precisa ser considerada no desenho experimental para que se possa
estabelecer uma correlacéo entre os estudos.

A relevancia de estudar e desenvolver técnicas de tratamento para as
lesBes tendineas se deve ao alto tempo de recuperacdo e a incapacidade
funcional que geram nos paciente ou animais, podendo levar semanas ou
até meses para a recuperacgao total (Soma; Mandelbaum, 1995; Enwemeka;
Reddy, 2000; Saini et al., 2002).

A forca ténsil do tenddo é promovida pelo alinhamento as fibras
colagenas, pelo tipo e quantidade de fibras que o compdem. Com isso, nesta
pesquisa, utilizou-se um modelo experimental definido na literatura, descrito
por Enwemeka e Reddy (2000) e reproduzido por outros autores (da Cunha
et al.,, 2001; Reddy et al., 2001; Koeke et al., 2005; Carrinho et al., 2006;
Arruda et al., 2007), demonstrando facil reproducéo, baixo custo e alta
confiabilidade.

O nivel de organizagdo das fibras de coldgeno no local da lesdo é
guantificado de acordo com o RO no microscépio de luz polarizada, obtendo
um dado quantitativo. A intensidade do brilho na imagem de birrefringéncia
revela o nivel de agregacéo das fibras de coladgeno (da Cunha et al., 2001).

Durante o processo de reparacao tecidual existe uma tendéncia de diminuir
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o valor do RO (Carrinho et al., 2006), corroborando os dados deste
experimento, onde o grupo US1 demonstra o menor valor de RO, seguido

pelos grupos Tn, US2, US3 e C.



7. CONCLUSOES
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Os resultados presentes neste estudo sugerem que o tempo de
aplicacdo de 3 minutos por area do transdutor do UST teve um efeito
positivo na organizacdo das fibras de colageno nos tenddes de ratos durante
0 processo de reparacao tecidual, mostrando alteracdes significativas no RO
do colageno depositado no local da lesdo dos ratos Tempos inferiores néo
produziram resultados significantes com relacdo ao retardo optico quando

comparados aos dados do grupo T.
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