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Fernandes BLF. Efeito do ultrassom continuo sobre o processo de
regeneracdo do tecido conjuntivo muscular de ratos [dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010. p. 55

Introducdo: A escolha de parametros mais eficientes na aplicacdo
terapéutica de um recurso de eletroterapia garante uma efetividade clinica
maior ao tratamento realizado. O modo continuo de aplicacdo do ultrassom
vem sendo pouco estudado nas fases agudas das lesdes. Objetivo: Avaliar
os efeitos do ultrassom continuo nas fases inflamatéria, proliferativa e de
remodelagdo no processo de regeneracéo do tecido conjuntivo muscular de
ratos. Material e Métodos: Trinta ratos foram submetidos a lesdo muscular
nos musculos tibial anterior de ambos os membros traseiros e divididos em
dois grupos, sendo o grupo Lesado (L) composto pelos membros traseiros
esquerdos dos animais e o grupo lesado tratado com ultrassom (LUS),
composto pelos membros traseiros direitos. Cada grupo foi subdividido em
seis pequenos grupos (n = 5), que foram formados de acordo com o0 namero
de dias ap0s a lesdo em que os animais foram mortos, sendo no 3°, 7°, 14°,
21°, 28° e 35° dias. ApOs 24 horas da realizagdo da leséo cirurgica, o Grupo
LUS comecou a receber a aplicagdo do ultrassom no modo continuo, area
de radiacdo efetiva de 1lcm? com frequéncia de transdutor de 1MHz,
intensidade de 0,2W/cm? por 1 minuto, uma vez ao dia. Os membros
traseiros esquerdos submetidos a leséo cirurgica e ndo tratados serviram
como grupo controle (L). Para andlise morfologica das fibras musculares
foram realizados cortes seriados de 10 um de espessura, obtidos através de
em um microtomo criostato. Os musculos foram congelados em uma posicao
onde os cortes pudessem fornecer imagens longitudinais das fibras
musculares e da fenda incisional. Cada série de corte foi obtida a partir da
regido superficial do musculo, a cada 100 ym de profundidade e forneceu
duas laminas que foram coradas com a técnica Hematoxilina Eosina. A
contagem de células foi feita em uma area de 0,625mm? (area de um campo
microscopico), com auxilio de uma camera acoplada ao microscépio e
monitor de video e tendo como ponto de referéncia os limites da fenda
incisional, ou seja, a regiao com fibras musculares lesionadas de um lado e
as células infiltradas na fenda incisional de outro. A determinacdo da
densidade de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares, e de
fibroblastos foi feita através da contagem média de 10 campos por amostra,
sendo cinco campos representativos do tecido muscular seccionado e cinco
campos da fenda incisional, totalizando 300 campos por grupo experimental
(30 ratos ao todo). As células com morfologia de células satélites ou
mioblastos foram ignoradas. Resultados: A andlise da contagem de células
revelou diferengas significativas (p < 0,05) entre o numero de células
polimorfonucleares no 3°, 7°, 21° e 28° dias de tratamento com as seguintes
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médias: L3 = 27,0; L7 = 29,6; L21 = 20,0 e L28 = 12,8 e LUS3 = 43,2; LUS7
= 29,2; LUS21 = 8,8 e LUS28 = 3,6. O numero de fibroblastos foi
significativamente maior (p<0,05) apenas no 21° dia com L21 = 142 e
LUS21 = 27,0. Concluséo: O ultrassom continuo promoveu um aumento na
densidade de células polimorfonucleares e fibroblastos durante o processo
de regeneracdo do mdasculo tibial anterior de ratos, incrementando a
recuperacao deste tecido.

Descritores: terapia por ultra-som, inflamacgéo, musculo esquelético, células
do tecido conjuntivo, ultrassom terapéutico.
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Fernandes BLF. Effects of continuous ultrasound onto the conjunctive
muscular tissue regeneration process in rats [dissertation]. Sao Paulo:
Medicine School, University of Sdo Paulo: 2010. p. 55

Introduction: The choice of more efficient parameters in the ultrasound
application allows a major clinical effectivity to the performed treatment. The
therapeutic continuous ultrasound has been being poorly studied in injury
acute phases. Objective: To assess the effects of the continuous ultrasound
in the inflammatory, proliferative and remodeling phases of rats’ conjunctive
muscular tissue regeneration process. Material and Methods: Thirty rats were
submitted to muscular lesion in tibialis anterior muscle of both rear limbs.
They were divided into two groups, the lesion group (L) consisting of the rats
left rear limbs, and the lesion group treated with ultrasound (LUS) consisting
of the right rear limbs. Each group was subdivided into six small groups (n =
5), which were formed according to period of time (in days) after the lesion in
which the rats were killed, on the 3" 7" 14" 21% 28" and 35" days.
Twenty four hours after performing the surgical lesion, the LUS group
received the first 1MHz continuous ultrasound treatment with effective
radiating area = 1cm?, intensity of 0.2W/cm?, for one minute, once a day. The
left rear limbs submitted to the surgical lesion and not treated at all
composed the control group (L). To perform the muscle fibers morphological
analysis, a series of 10um thick slices were made using a microtome with
criostate. The muscles were frozen in a position which the slices could
provide longitudinal images of the muscle fibers and incision gap. A series of
samples were collected from the lesion area surface, and further two deeper
series, at 100pum distance from one another. Two slices were thus provided
and stained with hematoxilin-eosin. Cell count was made on an area of 0.625
mm?, by means of a camera coupled to the microscope and to a video
monitor. The reference point were the limits of the incision gap, which is a
region with injured muscle fibers in one side and infiltrated cells of the
incision gap on the other. The determination of the density of
polymorphonuclear and mononuclear leukocytes, and fibroblasts was made
by the exam of 10 fields per sample (five fields representing the cut muscular
tissue and more five fields of the incision gap), totaling 300 fields per group.
Cells with myoblast or satellite cells morphology were ignored. Results: The
cells counting analysis revealed significant differences (p < 0.05) in the
density of polymorphonuclear cells on the 3", 7 21% and 28" treatment
days and the means are: L3 = 27; L7 = 29.6; L21 = 20; L28 = 12.8 and LUS3
= 43.2; LUS7 = 29.2; LUS21 = 8.8; LUS28 = 3.6. The density of fibroblasts
was significant greater (p < 0.05) only in the 21%' day with means of L21 =
14.2 and LUS21 = 27. Conclusion: The continuous ultrasound increased the
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density of polymorphonuclear and fibroblasts cells during the anterior tibialis
muscle regenerating process of rats, enhancing the recovery of this tissue.



1 INTRODUCAO

O musculo esquelético possui uma notavel capacidade de se adaptar
a demandas fisioldgicas tais como crescimento, treinamento e lesdo. E uma
estrutura altamente especializada, e apesar disso, possui carater mutavel. O
musculo esquelético pode ser considerado como sendo composto por dois
componentes principais, as fibras musculares e do tecido conjuntivo
(Jarvinen et al., 2007). As fibras com sua inervacdo sao responsaveis pela
funcdo contratii do muasculo, enquanto que o tecido conjuntivo fornece o
guadro que mantém as células musculares individuais juntas durante
contracdo muscular e abraca os capilares e nervos dentro da estrutura do

musculo (Hawke e Garry, 2001; Jarvinen et al., 2007).

Por vezes, os mecanismos de adaptacdo do musculo frente a
estimulos do meio falham, levando a disfungdo, que é muito comum no
esporte profissional e recreacional ou em atividades diarias (Silveira et al,
2010). O organismo logo atua no local da lesdo para que seja rapidamente
resolvido. Mas ha autores que concordam que, muitas vezes, este processo
de reparo acaba ficando muito lento, propiciando lesdes secundarias devido
a hipdxia tecidual, imobilizacado prolongada do membro e outras (Jarvinen et

al., 2007; Jarvinen et al., 2005).

O ultrassom terapéutico € um recurso empregado no tratamento de
uma grande variedade de lesfes de tecidos moles e o0ssos. Este € um

recurso terapéutico que vem sendo pesquisado ha cerca de seis décadas



(Paliwal e Mitragotri, 2008) e que ja apresenta uma consideravel gama de
informagfes a seu respeito. Porém, nem todas as perguntas a cerca de

parametrizagcédo de sua aplicacdo estéo respondidas.

As pesquisas mostram uma grande diversidade de parametrizacdes
para o ultrassom. Um estudo feito por Piedade et al. (2008) com lesdes
induzidas por excesso de contracdes em mulheres saudaveis demonstrou
melhora da extensibilidade muscular apds o tratamento com ultrassom.
Entretanto, Wilkin (2004) usou modelo experimental animal e ndo conseguiu
demonstrar um aumento estatisticamente significante da massa muscular,
concentracao total de proteina ou area da seccado transversal de fibra
muscular em lesbes tratadas com ultrassom. Portanto, dados ainda
controversos fundamentam a ideia de que h& certa lacuna cientifica com
relacdo a capacidade que o ultrassom possui de potencializar a regeneragao

muscular (Jarvinen et al., 2005) (Wilkin et al., 2004).

Tantos modos diferentes de se realizar a terapia ultrassénica faz com
gue haja a necessidade de se investigar melhor para que se caminhe em
direcdo a fatos cientificos, e se afaste do empirismo, que € algo que ainda

circunda a fisioterapia.

Estas indagacBes motivaram a realizacdo deste estudo.



2 OBJETIVO

Embora o ultrassom seja um recurso muito empregado na rotina do
fisioterapeuta, hd uma caréncia de informacfes precisas. Durante a fase
inflamatéria do processo de reparo das lesbes musculares, h4 uma
convengcdo de que ndo se deve aplicar ultrassom terapéutico em modo
continuo por causa da producdo de calor no local, 0 que acarretaria efeitos
deletérios. Porém, ndo ha estudos onde se aplicou ultrassom terapéutico
continuo em lesdes musculares desde a fase aguda até a cronica. Por isso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do ultrassom terapéutico
continuo nas fases inflamatéria, proliferativa e de remodelacédo no processo

de regeneracao do tecido conjuntivo muscular de ratos.

Para tanto, foi feita uma analise qualitativa e quantitativa de leucdcitos
mononucleares, leucécitos polimorfonucleares e fibroblastos oriundos de
uma lesdo experimental cirdrgica no musculo tibial anterior de ambos os

membros traseiros.



3 REVISAO DA LITERATURA

Muasculo Esquelético

Morfogénese

O tecido muscular deriva de mitomos onde células que déo origem a
esse tecido tém um aspecto epitelidide, mas logo se tornam alongadas e
fusiformes, com nucleos redondos, formando, assim, uma célula muscular
primitiva, ou mioblasto. Essas células mioblasticas mononucleadas
agregam-se e fundem-se para formar um sincicio cilindrico multinucleado ou
miotubo, com ndcleos alinhados em uma cadeia central. Esses miotubos,
chamados de primarios, fixam-se em cada extremidade a um tenddo. Essa
fusdo independe da presenca de fibras nervosas, que nao penetram no
musculo primordial até apds a formacdo do miotubo primario. As células
miogénicas continuam a migrar e dividir-se; e durante sete a oito semanas,
ocorre uma extensa formacdo de novos miotubos. No ponto médio destes
miotubos primarios, novos mioblastos se agregam para formar miotubos
secundarios. Varios miotubos de pequeno diametro podem se alinhar
paralelamente com o miotubos primarios, mas, eventualmente, eles se
separam. Os sarcémeros dos miotubos primarios e secundarios reinem-se
da periferia em direcdo ao centro do miotubo. Tdbulos T sdo formados,
crescendo inicialmente na direcdo longitudinal. Eles possuem uma proteina
especifica que ndo é encontrada na membrana plasmatica. O reticulo

sarcoplasmatico envolve as miofibrilas ao nivel da banda I. Na nona semana



de desenvolvimento, os primérdios dos grupos musculares sao bem
definidos, as proteinas contrateis estdo sendo sintetizadas e uma juncéo
neuromuscular primitiva comeca a aparecer, principalmente, nos miotubos
priméarios. Axdnios pioneiros subsequentemente se ramificam e estabelecem
contatos com 0s miotubos secundarios. Posteriormente, essas juncdes
neuromusculares tornam-se funcionais e as fibras se contraem em resposta
a um estimulo do nervo motor. Ao final da vida fetal, uma populacdo de
mioblastos surge e esses se tornam as células satélites do musculo adulto

(Williams, 1995).

Caracteristicas Morfoldgicas e Funcionais

Existem no corpo humano mais de 400 musculos esqueléticos e todos
sdo “motores vivos” que proporcionam movimentos, na maior parte das
vezes, a uma peca do esqueleto. Esses musculos tém como propriedade
bésica a contratilidade do seu protoplasma (sarcoplasma), a qual possibilita
a um determinado muasculo se encurtar, realizando entdo o movimento, ja

gue esté fixado através de seu tendao a uma peca 0ssea.

As variacbes no diametro das fibras musculares esqueléticas
dependem de varios fatores, como o musculo considerado, a idade, o sexo,

o estado de nutricdo e o treinamento fisico (Junqueira e Carneiro, 1999).

E corriqueiro observar que o exercicio aumenta a musculatura e
diminui a quantidade de tecido adiposo. O aumento da musculatura devido

7

ao exercicio € acompanhado pela formacdo de novas miofibrilas e um



aumento pronunciado no diametro das fibras musculares. Este processo
caracterizado pelo aumento de volume das células chama-se hipertrofia,
enquanto o crescimento devido a proliferacdo das células por multiplicacéo
mitética chama-se hiperplasia. Num musculo, as fibras musculares estéo
organizadas em grupos de feixes envolvidos por uma camada de tecido
conjuntivo, chamada epimisio. Do epimisio partem septos muito finos do
tecido conjuntivo, que se dirigem para o interior do musculo, separando 0s
feixes. Esses septos sdo chamados de perimisio. O perimisio envolve cada
feixe de fibras musculares. Cada fibra muscular, por sua vez, é envolvida por
uma camada muito fina constituida pela lamina basal da fibra muscular e por

fibras reticulares do endomisio (Figural) (Junqueira e Carneiro, 1999).

Sarcolema

Fibra
muscular

Capilar

Epimisio
Capilares

Figura 1 - Desenho esquematico que mostra a organizagéo do musculo estriado esquelético
(Jungueira e Carneiro, 1999, p. 160).



Tecido Conjuntivo

Morfogénese

O tecido conjuntivo origina-se do mesénquima; € um tecido
embrionario caracterizado por possuir células com prolongamentos,
mergulhadas em abundantes substancias intercelulares amorfas, pouco
viscosas. O mesénquima deriva do folheto embrionario médio ou
mesoderma e espalha-se pelo interior do embrido, onde envolve 6rgdos em

formacdo (Junqueira e Carneiro, 1999).

Caracteristicas Morfologicas e Funcionais

No mauasculo, feixes de fibras musculares sdo reunidas por uma
membrana de tecido conjuntivo, o epimisio. O tecido conjuntivo tem como
principal fungdo para com o musculo, manter as fibras musculares unidas,
permitindo que a for¢ca de contracdo gerada por cada fibra individualmente
atue sobre o musculo inteiro e que sua contracdo seja transmitida ao 0sso

para a sua movimentagao (Gartner e Hiatt, 1997).

A rede de tecido conjuntivo, por sua vez, cria um esqueleto de apoio
para as fibras musculares, resumindo a contracao das fibras individuais em
um esfor¢o conjunto e, portanto, convertendo a contracdo de miofibras

individuais em locomocéao eficiente, por exemplo (Jarvinen et al., 2005).



Fibras Eléasticas, Reticulares e Colagenas

O tecido conjuntivo possui fibras elasticas, reticulares e colagenas.

Segundo Junqueira e Carneiro (1999), as fibras elasticas sé&o
delgadas, sem estria¢des longitudinais e ramificam-se em forma de rede de
malha irregular. Cedem facilmente as tra¢cdes minimas, porém retornam

facilmente & sua forma original.

Para Carneiro (1986) as fibras reticulares se anastomosam umas as
outras, formando uma estrutura semelhante a uma rede. Essas fibras, com
frequéncia, formam o arcabouco interno das glandulas, através do qual as

células epiteliais, que formam o corpo da glandula, permanecem unidas.

Porém as fibras mais abundantes sdo as colagenas. Para Gay e Miller
(1978) as fibras coldgenas sdo constituidas por uma escleroproteina
denominada colageno, que proporciona o arcaboucgo extracelular para todos
0s organismos pluricelulares. Sem o colageno o homem ficaria reduzido a
um amontoado de células. As fibras colagenas proporcionam a forca ténsil
dos ferimentos na fase de cicatrizacdo; sdo reabsorvidas durante o
crescimento, remodelacdo, involucdo, inflamacdo e reparo dos tecidos.
Ainda afirmam que o colageno é a proteina mais abundante do corpo
humano, representando 30% do total de suas proteinas. Os mais conhecidos
sdo os colagenos intersticiais do tipo I, Il e Ill. O tipo | é o principal
constituinte da pele, tend&o, ossos e paredes de vasos; € sintetizado pelos
fibroblastos, células do musculo liso e osteoblastos; o tipo Il € produzido

pelos condrdcitos e o tipo Il é produzido exclusivamente pelo musculo liso.



Células do Tecido Conjuntivo

As células do tecido conjuntivo séo: fibroblastos, macrofagos, células
mesenquimatosas indiferenciadas, mastocitos, plasmocitos e leucécitos

(Junqueira e Carneiro, 1999).

Os fibroblastos s&o as células mais comuns do tecido. S&o
responsaveis pela formacéo das fibras e do material intercelular amorfo. Eles
sintetizam colageno, fibras elasticas, reticulares e mucopolissacarideos.
Recebem este nome quando jovens, porém, quando maduro, e com
pequena atividade de sintese, é chamado de fibrocito. Esses podem entrar
em plena atividade durante o processo de reparacéo de tecidos (Junqueira e

Carneiro, 1999).

Os mastocitos possuem uma grande capacidade de pinocitose e
fagocitose, e podem ser fixos ou méveis. Tem funcdo de fagocitar restos de
células, bactérias e particulas inertes que penetram no organismo. Quando
se agrupam em torno de um corpo estranho, os macrofagos se fundem para
formar células sinciciais gigantes. Eles desempenham um papel importante
na remocao de restos de células e de elementos intercelulares que se

formam nos processos involutivos fisiolégicos (Junqueira e Carneiro, 1999).

As células mesnquimatosas indiferenciadas sdo as gue possuem a
capacidade de originar qualquer outra célula do conjuntivo (Jungueira e

Carneiro, 1999).

Os mastocitos estdo presentes, particularmente, no tecido conjuntivo

frouxo. Situam-se, principalmente, ao redor dos vasos sanguineos e
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possuem substancias anti-coagulantes (heparina), além de substancias que
atuam no processo inflamatério (hitstamina e serotonina) (Jungueira e

Carneiro, 1999).

Os leucdcitos sdo encontrados com muita freqiéncia no
conjuntivo, vindos do sangue, por migracdo através das paredes dos
capilares e vénulas, tornando maior essa migracdo nOS pProcessos

inflamatérios (Junqueira e Carneiro, 1999).

Processo Inflamatério

Fase Inflamatoria

Quando o tecido mole conjuntivo sofre uma lesdo, plaquetas e
mastocitos se ativam, liberando materiais que iniciam o reparo. Tais
materiais incluem agentes quimiotaxicos que atraem leucdcitos
polimorfonucleares e mondcitos para o local da lesdo. Ja foi demonstrado
gque uma Uunica aplicacdo de ultrassom terapéutico pode estimular a
liberacdo de histamina por degranulacdo dos mastoécitos, tanto in vitro,
guanto in vivo. Desde que tais agentes guimiotaxicos também estejam
presentes nos granulos dos mastdcitos é possivel que sua liberacdo também
seja estimulada, e assim sendo, pode-se explicar, pelo menos parcialmente,
porque o tratamento com ultrassom pode ser particularmente efetivo se

aplicado algumas horas apoés a lesédo (Dyson, 1987) (Doan et al., 1999).
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O principal papel dos polimorfonucleares no reparo é remover
destrocos e patdgenos — se houverem — da ferida. Na auséncia de infecgéo,
eles deixam o local da lesdo rapidamente. Eles sdo acompanhados ao local
da lesdo pelos mondcitos que, ao ali chegarem, se transformam em
macrofagos fagocitarios. Ao contrario dos polimorfonucleares, os mondcitos
permanecem no local durante toda a fase inflamatoria do reparo. Embora
fagocitem, sua principal funcdo é a de liberar agentes quimiotaxicos e fatores
de crescimento que sao essenciais para o desenvolvimento no novo tecido
conjuntivo que substitui o material lesado (Dyson, 1987). Estes agentes e
fatores ficam armazenados dentro dos macréfagos. Uma vez liberados no
intersticio em torno da leséo, eles estimulam os fibroblastos e células
endoteliais a produzirem um tecido bem vascularizado, rico em colageno,
gue é essencial para o processo de reparo (Dyson, 1987) (Doan et al.,

1999).

Fase Proliferativa

Esta se inicia e se combina com o final da fase inflamatoria,
normalmente comecando cerca de trés dias apés a lesdo. Durante a
proliferacdo, células atraidas para o local da lesdo se dividem e se
diferenciam, produzindo uma matriz de tecido conjuntivo dentro da qual
novos vasos sanguineos podem crescer. O tecido formado desta maneira é
eventualmente remodelado em um tecido com propriedades mecéanicas

semelhantes ao tecido intacto, mas ndo tdo boas. Geralmente chamado de
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tecido de granulacdo, € repleto de células, contendo macréfagos,
fibroblastos e células endoteliais juntas com uma matriz rica em fibronectina,
colageno tipo Il e acido hialurbnico. Os fibroblastos s&o os principais
produtores da matriz do tecido conjuntivo, e também responséveis pela
retracdo da ferida, enquanto que as células endoteliais sdo responsaveis
pela angiogénese. Ambas as células podem ser afetadas pelo ultrassom

acelerando o reparo (Dyson, 1987) (Doan et al., 1999).

Fase de Remodelamento

A deposicéo inicial de fibras colagenas em resposta a leséo do tecido
conjuntivo € aparentemente aleatoria. Durante o remodelamento, um
processo que pode levar muitos meses ou mesmo anos, 0 arranjo e o tipo de
coldgeno séo alterados, fibras sdo removidas de alguns locais e depositadas
em outros, e colageno tipo Il sendo substituido por colageno tipo I, em
resposta a interpretacdo do estresse mecéanico por parte dos fibroblastos ao
qual o tecido é submetido. A remodelacdo continua, idealmente, até que o
colageno atinja o padrdo e as caracteristicas mecéanicas do tecido antes da
lesdo. No tecido cicatricial este estado ideal nunca é alcancado, e este
permanece mais fraco e menos elastico que o tecido sadio indefinidamente

(Dyson, 1987) (Doan et al., 1999).
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Ultrassom

O ultrassom terapéutico é usado por fisioterapeutas em uma variada
gama de condigcbes e possui reputacdo de reduzir edema, aliviar dor,
acelerar reparo tecidual e modificar a formacdo de cicatrizes (Maxwell,

1992).

O ultrassom terapéutico pode ser definido, segundo Doan et al.
(1999), como uma onda ou pressao sonora com uma frequéncia acima do
limite da capacidade humana auditiva. Pelo fato de ser uma onda de pressao
propagativa, o ultrassom é capaz de transferir energia mecanica para dentro
dos tecidos. A energia do sinal do ultrassom € absorvida, propagada ou

refletida, dependendo de sua frequéncia.

Geracao e Transmissao do Ultrassom

Essencialmente, o equipamento Ultrassom gera uma onda sonora
comumente entre 1 e 3 MHz. Esta onda viaja através dos tecidos e é
preferencialmente absorvida em tecidos colagenosos densos (por exemplo,
ligamento, tendao, fascia e cépsula articular). A absorcdo da energia da
onda gera varios efeitos, mais notadamente, cavitacdo estavel e correntes

acusticas (Dubowitz et al., 1985) (Alfredo et al., 2009).

A onda ultra-sbnica é produzida em um cristal piezoelétrico que

possui a capacidade de vibrar quando submetido a uma corrente alternada.
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Tal cristal se encontra dentro do transdutor e uma central microcontrolada
comanda o circuito de modo a ser possivel ajustar parametros como

intensidade, tempo, modo de emissao e frequéncia (Dubowitz et al., 1985).

Efeitos Térmico e Nao-Térmico

A medida que a onda ultrassonica percorre os tecidos, ela vai gerando
consequéncias. O potencial de membrana da célula fica alterado e o
transporte de membrana celular também se altera, fazendo com que esta
figue mais permeavel que o normal para varios ions (por exemplo: calcio e
sédio). O resultado desta intervencdo € que a membrana, e a propria célula,
ficam mais excitadas — realizando sua funcdo usual, mas de uma forma
intensificada. O ultrassom produz efetivamente excitacdo celular,
melhorando a atividade celular ao invés de lentifica-la ou inibi-la. Quando
aplicado em tecidos durante o estagio inflamatorio pos-lesdo ou pos-
patologia, seu efeito geral é de estimular ou facilitar a cascata inflamatoria,
agindo desta forma como um mediador pré-inflamatério ou até mesmo um
pré-proliferativo (Watson, 2008) e ndao como um tratamento antiinflamatério

(Alfredo et al., 2009; Dubowitz et al., 1985; Li e Huard, 2002).

O grande beneficio disto € que o processo inflamatério corre seu
curso mais eficientemente, facilitando com que os tecidos lesados sigam

para a proxima fase, a proliferativa (Alfredo et al., 2009; Li e Huard, 2002).

Quando aplicado durante a fase proliferativa do reparo, o ultrassom

estimula as células ativas e maximiza a atividade e gualidade da atividade



15

cicatricial. Tanto a atividade celular fibroblastica quanto a endotelial ficam
estimuladas. A intencdo de ambas as fases néo é a de fazer a inflamacgéo e
a proliferacdo eventos maiores, mas sim a de melhorar as suas atividades e
eficdcias. Nos Ultimos estagios do reparo, tecidos moles se remodelaréao,
fazendo a cicatriz o mais funcional possivel dentro dos confins do tecido
adjacente. O ultrassom potencializa a fase de remodelamento, tornando-o
uma valiosa ferramenta desde os estagios inflamatérios mais iniciais até os

mais avancados.

O aumento da movimentagdo molecular gera também calor no tecido.
A medida que as estruturas vibram, a energia cinética das moléculas que as
compdem aumenta, fazendo com que haja producéo térmica local. Enquanto
resposta fisiologica imediata ocorre uma vasodilatacdo local, melhorando o
aporte sanguineo daquela area (Alfredo et al., 2009; Dubowitz et al., 1985; Li

e Huard, 2002).

Apesar dos equipamentos de ultrassom serem capazes de produzir
efeitos térmicos fisioldgicos significativos se utilizado com intensidades mais
altas, a maneira mais segura € com intensidades menores, que sao baixas
demais para gerar calor. Desta forma mecanismos nao-térmicos tém de
estar envolvidos. Médias temporais da intensidade de 0,1 & 0,2W/cm? sdo
baixas para gerar calor mas ainda sim séo terapeuticamente eficientes

(Dyson, 1987).
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Correntes Acusticas e Cavitacao

7

A corrente acustica é uma circulacdo estavel de fluido através de
forcas de radiacdo. Quando proxima a um pequeno objeto vibrante, como
uma célula ou uma bolha, os movimentos em turbilhonamento sdo de

proporc¢des microscopicas, € foi assim denominado “microstreaming”.

Cavitacao € a formacado e pulsacdo de bolhas de gas ou vapor nos

fluidos devido a mudancas pressoricas induzidas ultrassonicamente.

Partindo do pré-suposto que a membrana de uma célula esteja
integra, microstreaming é de valor terapéutico ao agir como um sinal que
leva ao influxo do célcio mensageiro celular, e facilita a difusdo de outros
ions e metabolitos através da membrana. Dependendo da célula, a resposta
as mudancas no calcio intracelular pode ser sintese de colageno, secrecao

de quimiotaticos, ou alteracdo na motilidade.
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4 MATERIAL E METODOS

Animais Experimentais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos com 60 dias de idade e de
peso aproximado de 250g. Eram provenientes do Biotério Central da UNESP
— campus Botucatu/SP. Cada rato foi numerado e separado em gaiolas
coletivas, contendo no maximo trés ratos cada uma, para comporem 0S
grupos experimentais. Para sua alimentacdo, foi utilizada racdo para
roedores balanceada (marca Labina®), contendo 23% de proteina, e agua
sem restricdo. O biotério foi mantido em temperatura ambiente e com
periodos de claro e escuro intercalados a cada 12 horas. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em dois grupos experimentais:
- Grupo Lesado (L): composto pelos membros traseiros esquerdos dos 30
animais que participaram deste experimento. Tais membros foram
submetidos a lesdo experimental, mas ndo foram tratados, sendo o grupo
controle.
- Grupo Lesado Ultrassom (LUS): composto pelos membros traseiros direitos
dos 30 animais que participaram deste experimento. Foram submetidos a
lesdo experimental e tratados com o ultrassom.

Cada grupo foi distribuido em 6 pequenos grupos (n=5), totalizando
12 subgrupos gue foram formados de acordo com o nimero de dias apés a
lesdo em que foi efetuado a morte dos animais (numero de dias de

tratamento) que foiem 3, 7, 14, 21, 28 e 35 dias.
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Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq — da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo com o
protocolo numero 0237/09 e foi conduzido em acordo com as leis americana
e brasileira de experimentacdo animal, com os principios postulados no
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e o Animal Welfare

Assurance by the North-American National Institute of Health.

Procedimento Cirurgico para Lesdao Muscular

O procedimento cirurgico foi realizado no Laboratério de Biodinamica

do Departamento de Educacao Fisica — IB — da UNESP campus Rio Claro.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico a 2%
(Figura 2) e ap0s a anestesia foram posicionados em decubito lateral para
terem a face anterior do membro posterior esquerdo tricotomizada; depois foi

feito o mesmo procedimento no membro posterior direito (Figura 3).

Apoés assepsia do local, a pele foi seccionada e o musculo tibial
anterior exposto para que fosse efetuado um corte transversal em seu terco
médio (Figura 4). Assim, com o auxilio de um bisturi, demarcado para
efetuar um corte padronizado com trés mm de profundidade, as fibras do
musculo foram transversalmente seccionadas. Apos a secc¢ao do muasculo, a
pele foi suturada e, posteriormente, feita a assepsia no local com alcool

70%.



Figura 2 - Momento no qual o rato foi anestesiado com pentobartbital
sodico a 2%.

Figura 3 - Momento no qual a pele do rato foi retirada.
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Figura 4 - Momento no qual o musculo tibial anterior foi exposto para que
fosse efetuado um corte transversal em seu tergo médio.

No pds-operatorio, os animais foram colocados em gaiolas limpas
onde foram mantidos sem restricdo de agua e racdo. Com objetivo de
analgesia, foi oferecida durante os dois primeiros dias, agua com dipirona

s6dica diluida.

Parametros e Tratamento Ultrassénico

A primeira aplicagdo de ultrassom ocorreu 24 horas apés a operagao,
sendo realizada no modo continuo, ERA de 1cm? com frequéncia de
transdutor de 1MHz, intensidade de 0,2W/cm?, por um minuto, uma vez ao
dia (Figura 5). O aparelho é da marca BIOSET, modelo SONACEL, calibrado

em uma balangca acustica modelo UPM-DT1. O tratamento foi realizado



21

somente nos animais que faziam parte dos subgrupos desighados ao
ultrassom e de modo que fosse adaptado ao animal. O meio de acoplamento

utilizado foi o gel a base de agua por ser o melhor meio (Casarotto, 2004).

O transdutor foi colocado em posicdo perpendicular e movimentos
circulares foram realizados. Foi utilizado gel hidrossolivel como agente
acoplante, com objetivo de conduzir melhor suas ondas e auxiliar o

deslizamento sobre a pele.

Figura 5 — Aparelho de ultrassom terapéutico utilizado no
tratamento da lesdo do musculo tibial anterior.

Coleta dos Musculos e Analise

Para a coleta dos musculos, cinco animais em cada uma das seis
datas de morte pré-estabelecidas foram mortos com uma dose letal de

pentobarbital sédico (20mg/ 100mg) e foram colhidos os tercos médios com
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cerca de 2cm de comprimento do musculo tibial anterior do membro
posterior direito e esquerdo de cada animal, garantindo que na amostra de
tecido haja apenas tecido muscular, e ndo tenddo. Tais fragmentos de
musculo foram colocados em suportes de corticas com a ajuda de um meio
de inclusdo para congelamento “Tissue Tec”, onde foram identificados.
Foram envolvidos em talco para serem criofixados em nitrogénio liquido,

onde foram mantidos e conservados.

Os cortes seriados de 10 ym de espessura foram obtidos em um
micrétomo Criostato (Departamento de Biologia do 1B — UNESP/RC) a -
25°C, para analise morfologica das fibras musculares. Os musculos foram
congelados em uma posicdo onde os cortes pudessem, sempre que
possivel, fornecer imagens longitudinais das fibras musculares e da fenda
incisional. Cada série de corte foi obtida a partir da regido superficial do
musculo tibial anterior, a cada 100um de profundidade. Cada série de corte
forneceu duas laminas que foram coradas com a técnica Hematoxilina

Eosina para posterior analise do tecido muscular.

Analise Qualitativa

Foi feita uma andlise da apresentacdo morfoldgica das laminas com o
intuito de se verificar presenca de particulas necréticas, surgimento de
vasos, presenca de células infiltradas, disposicao/organizacéo das células e

presenca de mioblastos.
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Analise Quantitativa

A contagem de células foi feita em uma area de 0,625mm? (que é a
area de um campo microscopico), com auxilio de uma camera acoplada ao
microscopio e monitor de video e tendo como ponto de referéncia os limites
da fenda incisional, ou seja, a regidao com fibras musculares lesionadas de
um lado e as células infiltradas na fenda incisional de outro. A determinacao
da densidade de leucocitos polimorfonucleares e mononucleares, e de
fibroblastos foi feita através da contagem média de 10 campos por amostra,
sendo cinco campos representativos do tecido muscular seccionado e cinco
campos da fenda incisional, totalizando 300 campos por grupo experimental
(30 ratos ao todo). As células com morfologia de células satélites ou

mioblastos foram ignoradas.

Analise Estatistica

Apoés a analise quantitativa os dados obtidos foram estatisticamente
tratados utilizando os softwares Excel 2003, Minitab v.14 e Statistica v.8.

Foram efetuadas as comparacfes entre os tempos de tratamentos
intra e inter grupos para cada uma das variaveis dependentes por meio de
ANOVAs (2x6), sendo dois grupos (L e LUS) e seis os diferentes tempos de
tratamento (3, 7, 14, 21, 28 e 35 dias). Logo apods, realizou-se ANOVA
medidas repetidas para as comparacfes entre 0os tempos para cada grupo.

Foi adotado a = 0,05 (nivel de significancia).
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5 RESULTADOS

Analise Qualitativa

Desde a primeira data de morte, 3° dia, ja foi possivel verificar que no
Grupo LUS a debridacao feita por mondcitos e polimorfonucleares estava
mais adiantada. A densidade celular mais elevada no Grupo LUS destes
dois dltimos foi facilmente notdvel. Ainda havia presenca de
revascularizacdo nem de fibroblastos em nenhum dos grupos.

Ja no nas laminas do 7° dia, foi possivel ver um aumento muito
grande na densidade celular de polimorfonucleares no Grupo LUS. No
Grupo L ndo se percebe tal variagdo, mantendo densidade celular de
polimorfonucleares semelhante a do 3° dia. No Grupo LUS foi possivel
visualizar inicio da organizac&o espacial do tecido recém formado. Presenca
de material necrético, em ambas as laminas.

No 14° dia a densidade celular de mondcitos era superior em ambos
0S grupos, porém maior ainda no Grupo LUS. Percebeu-se o inicio do
declinio do nimero de polimorfonucleares no Grupo LUS, mas néo ainda no
Grupo L, que segue com a densidade de polimorfonucleares basicamente a
mesma. A presenca de material necrético ja se encontrava muito diminuida.
Presenca discreta de fibroblastos no Grupo LUS. Inicio de formacdo de um
novo vaso no canto direito da lamina do Grupo LUS.

No 21° dia a densidade de polimorfonucleares no Grupo LUS reduziu

intensamente, mas a de mondcitos atinge o seu pico. JaA no Grupo L a
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densidade de polimorfonucleares e mondcitos sinalizam uma discreta
diminuicdo. A densidade de fibroblastos no Grupo LUS apresentou um
aumento intenso, mostrando uma organizacdo tecidual mais orientada
(longitudinalmente) do que no Grupo L. Presenca de midcitos em inicio de
desenvolvimento. Nao ha mais presenca de material necrético.

No dia 28° a presenca de polimorfonucleares no Grupo LUS é quase
nula, mas a de mondcitos ainda € alta. J& no Grupo L havia consideravel
densidade de polimorfonucleares que pouco diminuiram da data anterior e
grande densidade de mondcitos. A organizacdo da trama conjuntiva no
Grupo LUS é muito nitida. O tecido conjuntivo ali jA& apresenta uma
organizacao longitudinal que ja permite a proliferacdo de midcitos entre 0s
abundantes fibroblastos, o que denota que o processo de remodelamento
estad progredindo bem. O mesmo acontece no Grupo L, mas ndo com o
mesmo grau de organizagdo, apesar do grande numero de fibroblastos.
Ainda existe certa desordem na trama conjuntiva. Em ambos os grupos ha
neoformacgéao vascular.

No 35° dia os miécitos do Grupo LUS ja se encontram em franca
proliferagdo, ocupando a maior parte do campo visual. No Grupo L os
miécitos estdo presentes, mas em quantidade, organizacdo e trofismo
inferiores. Em ambos os grupos o predominio é de fibroblastos, com
pronunciada rede de fibras colagenas. Presenca também de mondcitos em
ambos o0s grupos, porém em menor densidade. Nao ha presenca de

residuos necréticos oriundos da lesao inicial, nem de fibras musculares
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sendo fagocitadas. O aspecto morfologico do Grupo LUS € bem mais

adiantado do que no Grupo L.

Analise Quantitativa e Analise Estatistica

A contagem de células mostrou que houve diferenca estatisticamente
significante entre as médias das densidades de leucdcitos
polimorfonucleares e fibroblastos nos determinados dias apresentados na

tabela 1.

Tabela 1 - Tabela demonstrativa das comparacdes entre os diferentes tempos de
tratamento e os grupos: lesado (L) e lesado tratado com ultrassom (LUS) para as
médias das densidades dos diferentes tipos de células (média + desvio padréo). O
simbolo “*” indica o periodo de morte no qual as médias de densidade celular
apresentaram diferenca estatisticamente significante. O simbolo * destaca os

valores de p que foram inferiores ao nivel de significancia a = 0,05.

Tempos de
Tipos Celulares L LUS Valor de p

tratamento

3 50,2+13,0 62,0+£19,6 0,907

7 55,0+8,4 57,416,3 0,998

Mondcitos 14 70,249,5 60,6+13,8 0,976

21 66,4+8,3 76,449,5 0,968

28 54,848,9 60,6+19,3 0,997

35 30,448,6 49,8+7,6 0,314

3% 27,0+14,9 43,248,6 0,011*

7 % 29,616,5 49,2+4,7 0,001*

Leucdcitos 14 29,245,1 42,4+9,1 0,080

Polimorfonucleares 21 % 20,6+3,3 8,8+2,4 0,017*

28 % 12,8+2,4 3,6+1,5 0,005*

35 2,4+1,1 3,8+1,6 0,999

3 77,219,4 105,2+27,1 0,112

7 84,6+13,0 106,615,5 0,392

Leucocitos Totais 14 99,4+11,0 103,0+19,4 0,998

21 87,0£10,2 85,2+11,5 0,999

28 67,6+9,8 64,2+19,4 0,998

35 32,849,5 53,648,6 0,475

3 4,6+1,9 1,2+2,2 0,997

7 2,8+0,8 5,0+£2,0 0,998

Fibroblastos 14 11,0+9,7 11,8+45,2 0,999

21 % 14,2+4.4 27,046,9 0,031*

28 24,0+4,5 29,246,2 0,941

35 31,646,7 41,8+8,4 0,182

Teste paramétrico ANOVA (two-way). p < 0,05 diferenca significativa
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A média da densidade de leucdcitos polimorfonucleares no 3°, 7°, 21°
e 28° dias de tratamento mostrou diferencga estatisticamente significante com
as seguintes médias: L3 = 27,0; L7 = 29,6; L21 = 20,0 e L28 = 12,8 e LUS3
= 43,2; LUS7 = 29,2; LUS21 = 8,8 e LUS28 = 3,6. A média do nimero de
fibroblastos foi significativamente maior apenas no 21° dia com L21 = 14,2 e

LUS21 = 27,0.

As variacdes nas quantidades dos tipos de células nos diferentes dias

de morte dos ratos nos grupos L e LUS se encontram nas figuras 6, 7, 8 e 9.

Monocitos
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Figura 6 - Médias da quantidade de mondcitos em cada dia de morte dos ratos
dos grupos L e LUS.
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Leucécitos Polimorfonucleares
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Figura 7 - Média da quantidade de leucdcitos polimorfonucleares em cada dia
de morte dos ratos dos grupos L e LUS. O simbolo * indica os dias nos quais
as médias de contagem celular apresentaram diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05).
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Figura 8 - Média da quantidade de leucécitos totais (soma de mondcitos e
polimorfonucleares) em cada dia de morte dos ratos dos grupos L e LUS.
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Figura 9 - Média da quantidade de fibroblastos em cada dia de morte dos ratos
dos grupos L e LUS. O simbolo * indica os dias nos quais as médias de
contagem celular apresentaram diferenga estatisticamente significante (p <

0,05).
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A Figura 10 exibe imagens de laminas dos grupos experimentais L e
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Grupo LUS

Fig. 10 - Coluna da direita, grupo L e coluna da direita, grupo LUS. Linha 1 com 3 dias de tratamento
mostra imagem da fenda incisional (H/E - 200X); Linha 2 com 3 dias de tratamento mostra a presenca de
monécitos e polimorfonucleares (H/E 1 000X); Linha 3 com 7 dias mostra polimorfonucleares
predominando (setas vermelhas) (H/E 1000X); Linha 4 com 14 dias mostra predominio de mondcitos
(setas pretas) (H/E 1000X); Linha 5 com 21 dias mostra aparecimento de fibrobastos (setas amarelas)
(H/E 1000X); Linha 6 com 35 dias mostra que estes tornam-se mais humerosos (H/E 1000X).
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou monocitos, leucocitos polimorfonucleares e
fibroblastos do tecido conjuntivo muscular porque estes participam diretamente
de todo o processo de reparo tecidual muscular (Karnes e Burton, 2002; Dyson,

1987; Maxwell, 1992).

A intensidade do ultrassom de 0,2W/cm? o modo de emiss&o continuo,
tempo de aplicacdo de um minuto e frequéncia de transdutor de 1MHz foram
adotados neste estudo devido a estudos como o de Piedade et al. (2008) que
usaram 0,57W/cm? em modo de emissdo pulsado, tempo de aplicacdo de
cinco minutos, frequéncia de transdutor de 1MHz, e como o de Karnes et al.
(2002) que usaram 0,5W/cm? em modo de emissdo continuo, tempo de
aplicagéo de cinco minutos, frequéncia de transdutor de 1MHz. Estes autores
usaram uma intensidade e tempo maiores, porém, Piedade et al. (2008)
utilizaram o ultrassom em modo de emissdo pulsado por terem avaliado a fase
inflamatodria da leséo. O presente estudo optou por usar uma intensidade baixa
para reduzir a possibilidade de se gerar um efeito térmico ja que este provoca
efeitos deletérios na fase aguda da lesdo (Markert et al., 2005; Karnes e
Burton, 2002; Zhou et al., 2004; Wen-Chung et al., 2005; Wen-Chung et al.,
2006; Warren et al., 2007) e para verificar se haveria diferenca na
concentracdo das células estudadas . Ainda, adotamos o0 modo de emissao
continuo para avaliarmos quais os seus efeitos no processo de reparo tecidual
muscular, ja que as trés fases de reparo foram acompanhadas. A frequéncia do
transdutor adotada foi de 1MHz para que houvesse maior penetracéo da onda

ultrassonica no tecido alvo (Silveira et al., 2010). Variados estudos sobre
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ultrassom terapéutico utilizaram tempos de aplicacdo que vao desde 5 minutos
(Markert et al, 2005) (Piedade et al, 2008) (Wilkin et al, 2004) (Karnes et al,
2002), 6 minutos (Silveira et al, 2010) até 15 minutos (Nussbaum, 2007).
Novamente, para que a possibilidade de aquecimento fosse ainda mais
diminuida, foi adotado o tempo de aplicacdo de um minuto. Ainda, verificou-se
gue mesmo com tado pouco tempo a terapia ultrassdnica é capaz de gerar

efeitos na celularidade do tecido alvo estudado.

Estes resultados sdo devido a mecanismos ndo-térmicos do ultrassom
gue sdo cavitagdo e correntes acusticas. Sobre o aspecto celular, tem-se a
hipotese de que alteracbes nas taxas de difusdo e permeabilidade da
membrana aos ions devido as correntes acusticas e cavitacao estavel podem
estimular as células por upregulation de moléculas sinalizadoras.
Especificamente, o ultrassom demonstrou aumentar a sintese protéica,
incluindo a de colageno, que é essencial para os mecanismos de reparo das
células. Durante a fase de inflamacéo do processo de reparo, o ultrassom pode
ativar as células do sistema imunoldgico e fazé-las migrar para o local da lesao

(Nussbaum e Locke, 2007; Paliwal e Mitragotri, 2008).

Os leucocitos polimorfonucleares apresentaram uma densidade celular
significativamente diferente no 3°, 7°, 21° e 28° dias quando comparado com o
grupo controle. No 3° e 7° dias o grupo LUS possuia mais polimorfonucleares
que o grupo L, o que mostra que o ultrassom aumentou a densidade destas
células, que fagocitam o material necrético oriundo da lesdo. J& que sua
densidade esteve maior desde o inicio no LUS, a resolugdo desta etapa do
processo de reparo foi mais rapida e melhor desenvolvida, ja que a densidade

de polimorfonucleares nos dias seguintes reduziu-se em ambos 0S Qgrupos,
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porém de forma mais intensa no grupo LUS, apresentando diferenca
significativa no 21° e 28° dias. Este achado concorda com outros autores e
mostra que, pelo fato de ndo haver mais grandes concentragbes de
substancias quimiotaxicas provenientes do tecido lesado recém fagocitado, a
densidade dos polimorfonucleares diminui acentuadamente, jA que nado havia
mais estimulo a permanéncia de tais células em alta densidade no local da
lesdo (Maxwell, 1992; Nussbaum e Locke, 2007; Paliwal e Mitragotri, 2008;

Waton, 2008).

Apesar de ter havido importantes diferencas na densidade de
polimorfonucleares entre o grupo LUS e L, tal diferenca significativa na
densidade de mondcitos ndo foi encontrada entre os grupos estudados. O
presente estudo diverge neste aspecto com o estudo de Alfredo et al (2009)
gue encontraram diferenca significativa na densidade de mondcitos ao 3° dia
de tratamento ultrass6nico em uma lesdo muscular experimental. Foram
usados parametros diferentes no ultrassom, com intensidade e tempo maiores
e modo de emissao pulsado, sendo estes 0s possiveis motivos da diferenca de

resultados.

Esta interferéncia na densidade de polimorfonucleares (hora maior que o
grupo controle, hora menor) causada pelo ultrassom significa que este recurso
mostrou um efeito pro-inflamatério neste estudo, ja que acelerou os eventos
celulares normais do processo de reparo muscular. Este achado também esta
de acordo com varios autores (Silveira et al., 2010; Freitas et al., 2007,
Nussbaum e Locke, 2007). Tal fato também concorda com Watson (2008) ja
gue o ultrassom desempenhou papel pré-inflamatério ao intensificar a acao de

debridacdo e fagocitaria dos leucécitos polimorfonucleares logo no inicio do



34
processo de reparo, permitindo que sua densidade logo diminuisse pelo fato da

quantidade de material necrotico ter sido reduzida mais rapidamente.

Varios estudos mostram que os fibroblastos, na presenca do ultrassom,
aumentam a sintese de coldgeno e a taxa de mitose (Zhou et al., 2004;
Nussbaum e Locke, 2007; Watson, 2008; Chargé e Rudnicki, 2004)
[10,18,20,21]. Entretanto, os fibroblastos analisados neste estudo
apresentaram diferenca significativa na densidade celular do grupo LUS para
com o grupo L somente no 21° dia de tratamento. Segundo Zhou et al. (2004),
os fibroblastos sdo um tipo muito abundante no tecido conjuntivo muscular e
tém carater critico para o reparo tecidual pés-lesdo. Watson (2008) ainda
acrescenta que durante a fase proliferativa os fibroblastos, bem como células
endoteliais e miofibroblastos séo os principais alvos do ultrassom. Tais células
sempre estdo ativas durante o processo de producdo da cicatriz e por isso,
além do ultrassom ser pro-inflamatorio, € também proé-proliferativo, ja que nao
muda a fase proliferativa normal, mas maximiza a sua eficiéncia ao estimular
os fibroblastos a produzirem o tecido cicatricial necessario de uma forma
otimizada [18,20,23]. Estes resultados concordam com Paliwal et al (2008), que
enfatizou que a ultrassom pode estimular macréfagos in vitro a liberar fatores
mitogénicos de fibroblastos, resultando em uma proliferacédo intensificada de
fibroblastos e pode também ajudar na contracao da ferida e remodelamento do
tecido cicatricial por possivelmente alterando a disposicdo das fibras de

colageno.

Durante a fase de remodelamento do processo de reparo dos ratos
estudados, foi observada uma densidade de polimorfonucleares muito reduzida

do grupo LUS em relacdo ao grupo L e uma densidade de fibroblastos mais
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alta no grupo LUS do que no grupo L. O tecido cicatricial € um componente
essencial do reparo, ja que durante a fase de remodelamento, a cicatriz que foi
produzida em estagios iniciais do processo vai sendo refinada até que esta
adote as caracteristicas funcionais do tecido que esta sendo reparado

[18,20,23].

O fato de ter sido usado o ultrassom terapéutico continuo com baixa
intensidade, com curto tempo de aplicacdo e transdutor de 1MHz fez com que
o efeito térmico do ultrassom ndo fosse produzido. Assim, evitou-se efeitos
deletérios na fase inflamatoria do reparo produzidos pelo aguecimento tecidual,
mas produzindo um campo sonoro intenso suficiente para gerar todas estas

alteracdes nas densidades das células estudadas.
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo sugerem que o ultrassom terapéutico
continuo, com os parametros adotados, foi capaz de aumentar a densidade
celular de leucécitos polimorfonucleares e fibroblastos, agindo de forma pro-

inflamatéria no processo de reparo do tecido muscular.

Estudos futuros devem aumentar o tempo de aplicacéo e a intensidade
do ultrassom para verificar se haverdo diferengcas na celularidade e compara-

las com os resultados do presente estudo.
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