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Figura 1 — Fotomicrografia do musculo tibial anterior de animal
normal (grupo F), m lesdo muscular experimental e sem aplicacdo de ultra-
som. Fibras musculares bem definidas e nucleos periféricos. Endomisio
discreto e presenca de micro-lesdes e algum infiltrado leucocitario (seta
amarela) e areas de hiper-contracdo (seta branca). H/E. Barra = 110mm.

Figura 2 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animal do grupo C1, musculo normal submetido a aplicacdo de
ultra-som continuo a 0,2 W/cm?. Nota-se a acentuacdo de micro-lesdes (seta
amarela) e maior infiltrado leucocitéario (seta preta). Areas de hiper-contracéo
evidentes (seta vermelha), fibras sofrendo fagocitose (seta azul) e nucleos
centralizados (seta branca). H/E. Barra=175nm.

Figura 3 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de animal do
grupo E1, que sofreu lesdo muscular, mas ndo foi submetido a aplicacdo de
ultra-som. Verifica-se area de necrose muscular (seta amarela) em meio ao
infiltrado inflamatorio (seta vermelha) e restos de fibras musculares (seta

branca). H/E. Barra=175nmm.



Figura 4 - Fotomicrografia de musculo tibial anterior de animal do
grupo Al, que sofreu lesdo muscular experimental e foi submetido ao ultra-som
continuo a 0,2W/cm? (A e B) e grupo B1 submetido ao ultra-som continuo a 0,4
W/cm? (C e D). Verifica-se em ambos os casos avancado processo de
fagocitose dos restos de fibras musculares (seta amarela) com reduzidas areas
necréticas e formacdo de rede de fibrina (seta vermelha) com estruturas
semelhantes a leitos vasculares (seta azul). O infiltrado leucocitario (seta preta)
apresenta-se discretamente reduzido em D em relacdo a B. Observa-se ainda
que os restos de fibras musculares fagocitadas (seta amarela) sdo mais
visiveis em A que em C. A- H/E - Barra=175nm.-B- H/E Barra=110mm. — C-
Tricomico de Masson Barra=175mm. —-D —H/E Barra=110nm.

Figura 5 - Fotomicrografia de musculo tibial anterior de animal do
grupo B1l. Observam-se neutréfilos (seta branca), e macrofagos (seta
amarela). E possivel verificar a presenca de fibroblastos (seta vermelha) e
mioblastos (seta verde). H/E Barra = 27y m.

Figura 6 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animal do grupo E3, lesado sem aplicacdo de ultra-som. Verifica-se
o predominio de neutrofilos aderidos a rede de fibrina na regido mais interna da
lesdo (seta preta), além de macréfagos (seta vermelha) e raros plasmocitos
(seta amarela). H/E. Barra= 27nmm.

Figura 7 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animais do grupo E3, lesados e ndo submetidos ao ultra-som. Nota-

se 0 predominio de polimorfonucleares contornando o sitio da leséo (seta

amarela) e restos de fibras musculares sendo fagocitadas (seta vermelha) em
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meio a rede de fibrina (seta preta). E possivel notar a presenca de mioblastos

(seta verde). H/E. Barra=175nmm.

Figura 8 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animais dos grupos C3 eD3, submetidos ao ultra-som sem lesao
experimental. Presenca de micro-lesbes (seta preta) com discreto infiltrado
(seta amarela), fibroblastos (seta azul) e células satélites ativadas (seta
branca). H/E. Barra=27nm.

Figura 9 - Em A, B e C observa-se fotomicrografia de corte
longitudinal do musculo tibial anterior de animais do grupo A3. Nota-se a
grande concentragdo de mioblastos (seta vermelha) e fibroblastos (seta
amarela) e a presenca de miotubos (seta preta) iniciando a regeneracéo
muscular. Em D, E e F observa-se fotomicrografia de corte longitudinal do
musculo tibial anterior de animais do grupo B3, onde se nota além da
concentracdo de mioblastos (seta vermelha), fibroblastos (seta amarela) e
formacao de miotubos (seta azul), grande concentragéo de vasos neoformados
(seta verde). A - Tricbmico de Masson. Barra=70mm. B - H/E. Barra=70mm. C -
H/E. Barra=27mm. D - Tricbmico de Masson. Barra=175mm. E - H/E.
Barra=110nm. F - H/E. Barra=27nmm.

Figura 10 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo E7. Grande concentragdo de fibroblastos (seta
amarela) em tecido conjuntivo mais desenvolvido (seta vermelha).
Concentracdo de células satélites nas extremidades das fibras musculares

(seta preta). H/E. Barra=175mm.
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Figura 11 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo A7. Grande concentracdo de células nas
extremidades das fibras lesadas (seta amarela) para favorecer a formacéao de
miotubos (seta verde). Aumento do nimero de fibroblastos (seta branca). H/E.

Barra = 175mm.

Figura 12 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo A7. Em maiores aumentos € possivel verificar a
grande concentracdo de mioblastos (seta preta) e em B células satélites
ativadas (seta verde) H/E. Barra 11 um.

Figura 13 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo A7.Em A nota-se a formacédo de miotubos pela
agregacao de mioblastos (seta vermelha), grande concentracdo de fibroblastos
(seta verde) e miotubos ja formados com varios nudcleos enfileirados (seta
amarela). Em B € evidente a grande concentracdo de fibroblastos (seta verde)
e mioblastos enfileirados na tentativa de constituir miotubos (seta branca). Em
ambos os casos € notavel o aumento do numero de fibroblastos. A- H/E
Barra=70nm. B - H/E Barra=175nmm.

Figura 14 — Fotomicrografia de corte obliquo de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Concentracdo de células nas extremidades
(seta amarela), estruturas que se assemelham a leitos vasculares (seta verde)
e formagé&o de miotubos (seta vermelha). H/E. Barra=110nm.

Figura 15 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Miotubos com nucleos numerosos (seta

amarela) e fibroblastos (seta vermelha) em evidéncia. H/E. Barra=27nm.



Figura 16 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Auséncia de fragmentos necréticos em meio
ao tecido conjuntivo rico em fibroblastos (seta vermelha). T/M. Barra=70nm.

Figura 17 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupoC7 (A) e D7 (B). Verificamos a presenca de micro-
lesbes com infiltrado moderado (seta amarela) e presenca de fibroblastos (seta
branca) e vasos neoformados (seta vermelha). Observa-se é&reas de
hipercontragéo (seta verde). A - H/E. Barra=27nm. B - H/E. Barra=110nm.

Figura 18 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo E14. Verifica-se o inicio da formac¢do de miotubos
(seta amarela), ainda coma presenca de fragmentos necréticos (seta vermelha)
e vascularizacao discreta (seta verde). H/E. Barra=70nm.

Figura 19 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo Al4. Observa-se grande concentracdo de vasos
neoformados (seta amarela) em meio ao infiltrado celular (seta vermelha) e a
inexisténcia de fragmentos necréticos (A - H/E. Barra=110nm.). Em B (T/M
Barra=110mm) e D (T/M. Barra = 175um) notamos a formacgao de miofibrilas

tendendo a constituir uma fibra normal (seta verde). Em C nota-se detalhe de
vaso neoformado (seta amarela). H/E. Barra 11y m.

Figura 20 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B14. Em A e D verifica-se grande concentracéo
de fibroblastos (seta amarela) no tecido conjuntivo (seta verde), (A - HI/E.

Barra=11nm), (D - H/E. Barra=11nm). Em A e F (H/E Barra=11nm.) é notavel a

distribuicdo dos varios nucleos do miotubo (seta vermelha) que se organizam



para formar miofibrilas e reconstituir a fiora muscular (seta branca) o que
também pode ser observado em C (H/E. Barra=175mm) e E. (T/IM -
Barra=110mm). (seta branca).

Figura 21 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B14. E possivel notar a ativacdo de células
satélites (seta branca) na extremidade da fibra muscular , tendendo a formar

miotubos para conduzir ao reparo da fibra muscular. H/E — Barra = 11um.



RESUMO

O musculo esquelético é o tecido mais abundante do corpo humano e um
dos mais susceptivels a adaptacbes. Vé&ias pesquises sdo desenvolvidas buscando
acderar a regeneracd muscular. Com a producdo de micro-lesdes de fibras musculares
pelo exercicio rigoroso qualquer dispostivo, de preferéncia ndo invasivo que assegure
uma acderacdo do reparo do musculo lesado é atamente desgjdve, principdmente se
néo ediver vinculado a um prguizo funciond e econdmico. O utrasom (US)
tergpéutico € um dos muitos agentes detrofiscos amplamente e freqlientemente usados
no tratamento de lesdes musculo-esqueléticas e de tecidos moles. Os principas efeitos
fiscos envolvidos na tergpéutica do ultrasom sio gerdmente classficados em efeitos
térmicos e efeitos ndo-témicos e as principais dteracbes biologicas e referem a0
aumento da permesabilidade das membranas e difusdo celular, ab aumento do transporte
de ions cdcio aravés das membranas das cdlulas, desgranulacdo de mastécitos, o

aumento de sintese de proteina nos fibroblastos, e estimulo a angiogénese. Com o
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objetivo de avdiar os efetos do ultraasom no processo de regeneracdo muscular, 27
ratos (wistar) machos, sedentarios, de sessenta dias de idade foram divididos
deatoriamente em sais grupos, nos quas foi redizada lesfo incisiva de 3 mm de largura
por 3 mm de profundidade no musculo tibid anterior da pata direta-traseira. Os ratos
de quatro grupos foram tratados com ultrasom no modo continuo com fregiiéncia
mantida em 1 MHz durante 1 minuto, 1 vez por dia e intensidade de 0,2W/cn? para os
Grupos A e C, e 04AW/cn? para os Grupos B e D. O grupo E e F nd foram
submetidos a0 ultrassom. ApGs o periodo de tratamento, os animais dos Seis grupos
foram sacrificados e os musculos retirados para a confeccdo de laminas. Edstas foram
fotografadas em fotomicroscopio dptico para documentacdo das ateragdes morfolgicas
do tecido. Observamos que a fagocitose dos restos necréticos das fibras lesadas foi mais
eficiente nos animas tratados com US, independentemente da intensidede utilizada,
assim como o surgimento de fibroblastos e mioblastos (pda ativagdo das céulas
satdites) a angiogénese foi estimulada principamente nos animais submetidos ao US, e
a formagdo de miotubos ocorreu mais precocemente nos animais estimulados com US.

O que nos leva a concluir que o US favorece 0 processo de regeneracéo muscular.
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1. INTRODUCAO

Em Agosto de 1999 Maurice Greene, um atleta americano,
completou os 100 metros rasos com a marca de 9,8s. Essa performance
rendeu-lhe o titulo de homem mais veloz do mundo. O fator fisiologico é
primordial para propiciar tal performance. Provavelmente as fibras musculares
deste atleta contribuiram com maior forca que as de seus competidores
(ANDERSEN, 2000).

O mausculo esquelético é o tecido mais abundante do corpo humano
e um dos mais susceptiveis a adaptacdes, podendo aumentar sua seccao de 2
a 3 vezes com a atividade fisica e sofrer encurtamento e atrofia com o desuso.

A quantidade e qualidade de fendmenos bioquimicos para que o
musculo consiga tais adaptacdes € extremamente complexa. A composicao
material de um mauasculo proporciona-lhe a velocidade de contracao,
dependendo da qualidade e quantidade na composicdo de suas fibras. As
fibras de contracdo lenta dependem de um metabolismo aerdbico eficiente e
destinam-se a trabalhos mais prolongados, enquanto as fibras rapidas
dependem de um metabolismo anaerobico e sao solicitadas nos trabalhos
intensos de curta duragéo.

A maioria das pesquisas desenvolvida na area esportiva, relacionada

pY

ao musculo esquelético esta ligada a performance atlética, procurando a



melhor maneira de hipertrofiar a musculatura e como esta atividade poderia
converter um tipo de fibra em outro.

Desde a década de 60 pesquisas foram conduzidas com este intuito,
mediante inversdo de inervacdo. Os autores relatam que um componente da
molécula de miosina, a cadeia denominada pesada, determina as
caracteristicas funcionais da fibra muscular. Em um adulto, esta cadeia pesada
existe em trés variedades e séo classificadas de acordo com a velocidade de
contracao.

Pesquisadores procuram demonstrar se a possibilidade de fibras
musculares transmudarem-se em tamanho e tipo, referida como “plasticidade”,
€ também aplicavel ao homem.

Outro aspecto bastante pesquisado é o relacionado a regeneracao
muscular correlacionada a resposta das células satélites, ditas células
precursoras musculares. Acredita-se que 0 exercicio rigoroso conduz ao
aparecimento de micro-rupturas de fibras musculares. A area danificada atrairia
células precursoras (satélites), que se incorporariam ao tecido muscular e
iniciariam a producdo de proteinas para preencher o intervalo lesado. Estes
nucleos tornar-se-iam indistintos dos nlcleos das células musculares
possibilitando a aptiddo para produzir mais proteinas e criar novas miofibrilas.
A criacdo destas proteinas seria decorrente de processos metabdlicos
nucleares mediante o qual, a informacgéo passaria do nucleo para o citoplasma
onde a proteina devera ser produzida.

E altamente desejavel, visto a exacerbacio da competicio esportiva

e do culto ao corpo, que qualquer dispositivo, de preferéncia nao invasivo,



assegure uma aceleracdo do reparo do musculo lesado, principalmente se nédo
estiver vinculado a um prejuizo funcional e econdémico.

O ultra-som (US) terapéutico € um dos muitos agentes eletrofisicos
amplamente e freqientemente usados no tratamento de pessoas com dor,
lesbes musculoesqueléticas e de tecidos moles, poréem sua efetividade tem
sido questionada por apresentar escassez em estudos. A conduta terapéutica
pressupde a determinacdo de parametros condizentes a cada patologia, e 0
efeito que o ultra-som trara em cada tecido sonado, tornando o tratamento

recomendado e eficaz.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ultra-som (US)

2.1.1. Historico

Durante o século XIX foi demonstrado que o ouvido humano é capaz
de detectar sons cujas frequéncias de ondas estejam entre 16HZ e 21kHz,
aproximadamente. No inicio do século XX, conseguiu-se produzir e detectar
ondas sonoras com frequéncia acima do limite audivel pelo homem, dando

origem ao termo ultra-som (OKUNO et al., 1986).



A primeira aplicacdo pratica do ultra-som foi em 1917 com a criagao
de sonares para a deteccdo de submarinos, utilizando o método pulso-eco.
Alguns anos mais tarde, descobriu-se que o ultra-som produzia aumento da
temperatura em tecidos bioldgicos e entre 1930 e 1940, foi introduzido na
pratica médica como um recurso terapéutico, usado particularmente para
produzir calor em tecidos profundos. O ultra-som foi originalmente produzido
através de um cristal de quartzo vibrante quando submetido a uma corrente de
alta frequéncia descoberto em 1917 por Langevin. Atualmente séao utilizados
cristais ceramicos sintéticos como a liga entre chumbo, zircénio e titanio com
grande capacidade em converter corrente elétrica em vibracbes mecanicas.

De 1940 até os dias atuais o ultra-som vem sendo extensamente
usado em areas médicas e industriais, e novos efeitos e aplicacdes do ultra-

som vem sendo pesquisados.

2.1.2. Ondas

Som é por definicdo a perturbacdo mecanica periédica de um meio
elastico como o ar. Ele requer um meio para sua transmissdo e nao pode
atravessar o vacuo (WILLIAMS, 1983).

As ondas ultra-sonicas possuem uma frequéncia que varia em torno

de 20.000 e 20.000.000 de ciclos por segundo (1 ciclo = 1 hertz), que se



propaga como uma onda de pressdo causando agitagdo nas moléculas do
meio em que estdo se propagando, fazendo-as oscilarem em suas posicfes de
equilibrio, quer no meio seja sélido, liquido ou gasoso (TER HAAR, 1987).
Estes movimentos oscilatérios sédo resistidos por brcas elasticas de acordo
com a estrutura molecular do meio (FREDERICK, 1965).

O ultra-som é transmitido em forma de ondas de compresséao, onde a
oscilacdo de particulas se da paralelamente a direcdo de propagacéo da onda,
constituindo zonas de compressdo e rarefacdo, ou em forma de ondas de
cisalhamento (somente para sélidos), onde as particulas oscilam em direcao
perpendicular a direcdo de propagacédo das ondas (BASSOLI, 2001).

Em meios sélidos as ondas produzidas podem ser longitudinais,
transversais e superficiais. As ondas mais comuns sao as longitudinais ou
compressionais e se caracterizam por causarem oscilacdes nas particulas na
mesma direcdo de propagacdo da onda e sdo caracteristicas em meios
liguidos n&o viscosos. As ondas transversais sdo comuns em solidos e causam
oscilagbes nas particulas, em dire¢do perpendicular & direcdo de propagacao
da onda. As ondas estacionarias sdo os resultados das superposi¢cdes das
ondas incidentes com as ondas refletidas das interfaces, somando seus picos
de intensidade. Nos meios liquidos e gasosos sdo produzidas apenas ondas
longitudinais (WELLS, 1977).

Como os tecidos moles do organismo podem ser considerados

fluidos, o ultra-som terapéutico utiliza-se das ondas longitudinais.



2.1.3. Caracteristicas das ondas ultra-sbnicas

As ondas ultra-sbnicas apresentam caracteristicas dos demais tipos

de ondas, como:

Comprimento (I ) — que corresponde a distancia entre regides
adjacentes de compressédo ou rarefagdo maxima, cujas particulas
encontram-se em um mesmo estado de movimento, em um dado
instante de tempo.

Amplitude (A) — deslocamento maximo que uma particula
experimenta a partir de sua posicdo de equilibrio. Descreve a
magnitude do distdrbio causado pela onda.

Periodo (T) — € o intervalo de tempo necessario para que uma
particula realize um ciclo completo de movimento.

Poténcia (P) — energia total do feixe em um intervalo de tempo
expressa em Watts.

Frequéncia (f) — € o numero de vezes que uma particula realiza

um ciclo oscilatorio por unidade de tempo.

A velocidade de propagacdo de uma onda ultra-sonica depende do
tipo de onda e das constantes elasticas do meio em que se propaga, sendo
menor nos meios gasosos em relacdo aos soélidos. Nos tecidos moles do corpo
humano a velocidade de propagacdo da onda ultra-sbnica estd ao redor de

1.500m/s (YOUNG et al., 1990).



As ondas ultra-sdbnicas podem se propagar no modo continuo ou
pulsado, a diferenca entre eles esta na interrupcéo da propagacao de energia.

No modo continuo ndo ocorre esta interrupcdo, levando a um
depdsito ininterrupto de energia sobre os tecidos irradiados. N&o possui
modulacdo e conseqientemente ndo consegue dissipar o calor. Na forma
continua o efeito térmico é mais evidente e surge com resposta da absorcéo de
ondas mecanicas pelo tecido, transformando-a em calor (HOOGLAND, 1989).

No modo pulsado ocorrem frequentes interrupcdes na propagacéo de
energia, portanto devem ser consideradas a frequéncia de onda (f) e a
frequéncia de repeticdo de pulso (Fr). Possui modulacdo em amplitude com

frequéncias de 16 a 100 Hz.

2.1.4. Caracteristicas do US

2.1.4.1. Atenuacgao

A medida que as ondas de ultra-som se propagam através dos
tecidos a amplitude e a intensidade diminuem. Esta diminuicdo € causada pela
difusdo do som em um meio heterogéneo, pela reflexdo e refracdo nas
interfaces e pela absor¢cdo do meio. Quanto mais alta for a freqténcia, menor
sera o comprimento de onda e maior serd sua absorcdo (mecanismo de
atenuacdo). A atenuacdo deve-se principalmente aos mecanismos de
absorcao, pelos quais a energia mecéanica das ondas ultra-sdnicas é convertida

em calor (TER HAAR, 1978).



TABELA 1 — Profundidade média de duas frequéncias, 1IMHz e 3MHz em

diversos tecidos do corpo, no ar e na agua.

PROFUNDIDADE MEDIA EM DIVERSOS TECIDOS

TECIDOS

PROFUNDIDADE MEDIA

Tecido 0sseo
Pele

Cartilagem

Ar

Tecido tendinoso
Tecido muscular
Tecido muscular
Tecido adiposo

Agua

1MHz
2,1Imm
11,1mm
6mm
2,5mm
6,2mm
9mm
24,6mm
50mm

11.500mm

3MHz
4mm
2mm
0.8mm
2mm
3mm perp./ tecido
8mm paral./ tecido
16,5mm

3.833,3mm

2.1.4.2. Absorcéo

A absorcdo do ultra-som ocorre ao nivel molecular, transformando a

energia vibracional em energia molecular, ou em movimentos moleculares

aleatorios. A absorcao resulta em aquecimento do tecido e as proteinas séo as

gue mais absorvem o ultra-som, enquanto as gorduras nao o fazem muito bem.



TABELA 2 — Cosficiente de absor¢do (a) em diferentes tecidos para fregiiéncia de
1IMhz (adaptado de WELLS, 1977).

Tecidos Coeficiente de absorcao (a)
Sangue 0.18
Gordura 0.63
Cérebro 0.85
Figado 0.94
Rim 1.0
Musculos (paralelo as fibras) 1.3
Musculos (transversal as fibras) 3.3
Miocardio 1.8
Ossos do cranio 20
Pulm&o 41

O coeficiente de absorcdo (a) é diretamente proporcional a

freqUéncia, quanto maior a frequéncia, mais rapida a absor¢cdo (TER HAAR,

1987).

2.1.4.3. Piezoeletricidade

O ultra-som de uso médico, fisioterapico e odontoldgico € produzido

por transdutores ultra-sonicos. Esses transdutores s&o dispositivos com

capacidade de responder a uma tensdo elétrica deformando-se, ou a uma
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tensdo mecénica alterando sua polarizacdo. Esse fenbmeno é denominado de
piezoeletricidade e foi descoberto por Pierre e Jacques Curie em 1880.

Em 1957 os pesquisadores FUKADA & YASUDA descreveram a
piezoeletricidade em um tecido biolégico, o 0sso, pela primeira vez. Eles
observaram os efeitos dreto e inverso no 0sso, e mostraram que ao sofrerem
deformagBes mecanicas, cargas elétricas sdo formadas na face oposta do
0ss0, sendo este efeito devido as moléculas de colageno.

Supbe-se que a energia mecanica das ondas seja convertida em
energia elétrica pelas unidades de tropocolageno, criando assim um campo
elétrico na superficie do osso fraturado, o que estimularia a proliferacdo de
células 6sseas (XAVIER & DUARTE, 1983).

A descoberta da piezoeletricidade em tecido 6sseo teve grande
impacto no desenvolvimento de técnicas ndo-invasivas de tratamento de
fraturas, favorecendo a “adsorcdo” de cargas elétricas no sitio lesado ou
estabelecendo uma corrente elétrica que produza ativacdo naquele ambiente.

SILVA (1987) demonstrou teoricamente que a aplicacdo de um
campo acustico em tecido 0sseo produz um campo elétrico ao nivel da
membrana celular e pressupde que este efeito deve ocorrer em todos os
tecidos que contém colageno.

A piezoeletricidade € uma propriedade natural de certos cristais e
substancias cristalizadas que apresentam anisiotropia, ou seja, a capacidade
de reagir diferentemente de acordo com a direcdo de propagacdo de um
fendmeno fisico sobre si, como a luz e o calor (RICHARDSON, 1989). Alguns

cristais como o quartzo e a turmalina sdo piezoelétricos, podendo ser usados
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como transdutores. No entanto, alguns transdutores podem ser produzidos
artificialmente como titanio de bario (BaTiOs) e o zirconato titanato de chumbo

(PZT).

2.1.5. Efeitos fisicos do US

Os efeitos biologicos da acdo do ultra-som dependem de muitos
fatores fisicos como intensidade, tempo de exposicdo, estrutura espacial e
temporal do campo ultra-sénico, e fatores biolégicos como o estado fisiologico
do objeto, sendo este o que mais dificulta a compreensao do exato mecanismo
de acéo do ultra-som na interacdo com os tecidos biolégicos (SARVAZYAN,
1983).

Os efeitos fisicos envolvidos na terapéutica do ultra-som que
induzem respostas morfologicamente significativas sobre as células, tecidos,
orgdos e organismos sdo geralmente classificados em efeitos térmicos e
efeitos nédo-térmicos, estando ambos diretamente relacionados com o0s
parametros fisicos do ultra-som, tempo e a técnica de aplicacdo (DYSON,
1987).

Alguns experimentos demonstram que a interagdo do ultra-som com
os tecidos biolégicos provoca alteracdes fisioldégicas que podem ser benéficas
ou provocar danos. Torna-se, portanto, extremamente importante estabelecer
limiares para a intensidade ultra-sonica, com o intuito de evitar efeitos lesivos

(FERRARI, 1987).
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2.1.5.1. Efeitos térmicos

Quando uma onda ultra-s6nica atravessa um tecido biolégico, este é
aguecido ao absorver parte da energia mecanica ultra-sonica. O som atenua-se
a medida que atravessa 0 meio ou diminui sua intensidade durante este trajeto.
Parte desta atenuacdo é causada pela conversdo da energia em calor que é

equacionada por:

Taxa de Aquecimento = 0,055 all

Onde:

a - coeficiente de absorcdo em decibéis/cm

| — intensidade em W/cm?

O aumento da temperatura provoca um aumento na taxa metabdlica
dos tecidos, causando assim, um aumento temporario na extensibilidade das
estruturas altamente colagenosas, como o0s tenddes, ligamentos e capsulas
articulares. Também ha aumento da circulacdo sanguinea, acelerando o
processo de cicatrizacao, reducéo na dor e espasmos musculares.

O aquecimento local produzido pelo ultra-som depende do tipo de
tecido, do fluxo sanguineo e da frequéncia. Os tecidos ricos em proteinas

absorvem energia mais prontamente do que os tecidos com alto teor de
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gordura, o fluxo sanguineo que irriga o local pode dissipar o calor produzido e
as altas freqUéncias ultra-sbnica aplicada tém uma maior absor¢cdo (DYSON,
1987).

A elevacdo da temperatura tecidual produzida através da absorcéo
da energia ultra-sbnica pode trazer beneficios através de uma vasodilatacédo
local ou até queimar os tecidos irradiados. Esse aumento de temperatura
depende do coeficiente de absorcéo do tecido, da intensidade e frequéncia do
ultra-som, do tempo de irradiacdo, da técnica de aplicacdo e das dimensdes do
corpo aquecido.

Com os parametros do feixe ultra-sbnico otimizados para 0 uso
terapéutico, o aumento local da temperatura é da ordem de centésimos de

grau, até pouco mais de 1°C (DYSON & SUCKLING, 1978).

2.1.5.2. Efeitos nao térmicos

A constatacdo de efeitos lesivos provocados pelas altas intensidades
levou vérios autores a utilizarem intensidades acusticas mais baixas na
estimulacdo ultra-sénica. Por serem relativamente baixas para provocarem
aumento significativo na temperatura, outros mecanismos que ndo 0s térmicos
estdo envolvidos na interacdo do ultra-som com o tecido bioldgico (DYSON,

1987).
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2.1.5.2.1. Agitacao acustica

Agitacdo acustica € um movimento unidirecional do fluido em um
campo de pressdo ultra-sbnica denominada de agitacdo hidrodinamica. Essa
agitacao permite um movimento permanente do fluido causado pelas forcas de
radiacdo (TER HAAR, 1987). Esses movimentos originam forcas e tensdes que
podem modificar a posicdo de particulas intra e extracelulares, ou até mesmo a
configuracdo normal das células podendo afetar a sua atividade (OKUNO et al.,
1986). O tecido conectivo e membranas do plasma ficam submetidos ao
movimento do fluido no campo ultra-sénico podendo causar efeitos
terapéuticos benéficos e aumentar a permeabilidade celular.

Dependendo do tipo de célula, a alteracédo ibnica produzida pode
desenvolver alteracdes na motilidade, sintese ou secrecao celular, e isso pode
acelerar o processo de reparo (DYSON, 1987).

Diversos experimentos tém sugerido que a agitacdo, causada em
tecidos submetidos aos niveis terapéuticos de ultra-som, € um dos
mecanismos responsaveis pela regeneracdo de tecidos lesados (HADDAD,

1992).
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2.1.5.2.2. Cavitagéo

Cavitacdo é o termo usado em geral para descrever as atividades de
microbolhas em um meio contendo liquido (sangue ou em fluidos dos tecidos),
guando estimulado acusticamente. A cavitagdo engloba a formacdo, o
crescimento, o colapso e os efeitos (fisicos, quimicos e biolégicos) associados
as bolhas gasosas (FRIZZEL & DUNN, 1984).

Essas bolhas de gas formadas no tecido biol6gico com a passagem
ondas ultra-sbnicas, podem permanecer intactas por muitos ciclos (cavitacdo
estavel) ou entrar em colapso liberando grande quantidade de energia
(cavitacdo transiente) (WELLS, 1977). Nao existem evidéncias que ocorram
efeitos danosos de cavitacdo in vivo em tecidos tratados com ultra-som de

baixa intensidade (DYSON, 1990).

2.1.5.2.3. Cavitagao transiente

Caracteriza-se pela grande alteracdo no volume das bolhas, causado
pela passagem do feixe ultra-sdnico, levando-as ao colapso, podendo
ocasionar a implosdo celular (TER HAAR et al, 1982). E extremamente

danosa, pois as alteracdes de pressdo e temperatura produzidas no sitio do
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colapso das bolhas, podem desintegrar o tecido local com formacao de radicais
livres altamente reativos que podem causar mudancas quimicas nas células e
lise celular (OKUNO, CALDAS & CHOW, 1986).

No entanto, a cavitagao transiente requer intensidades maiores que
as usadas terapeuticamente (aproximadamente 10 W/cm?), o que torna sua

ocorréncia bastante improvavel (LEITE, 1989).

2.1.5.2.4. Cavitacédo estavel

Quando as bolhas atravessam o campo ultra-sénico oscilando em
um feixe estavel, aumentando e diminuindo seu volume conforme as variacdes
de pressdo de campo, dizemos que a cavitacdo € estavel (TER HAAR et al.,
1982). Este tipo de cavitacdo € responsavel, em parte, pela aceleracdo do
reparo tecidual que a onda ultra-sénica produz, através de modificacbes na
permeabilidade da membrana celular para os ions calcio ( YONG & DYSON,
1978) e sbédio (MORTIMER & DYSON, 1988) que provocam um aumento na
sintese de proteinas.

Ha evidencias experimentais consideraveis de que niveis
terapéuticos de ultra-som podem induzir a cavitacdo estavel in vivo (TER HAAR
et al., 1982), mas seus efeitos ainda ndo estdo bem estabelecidos. Por

apresentar efeitos ndo térmicos e modificacdo pressorica regular a cavitacédo
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estavel tem sido considerada terapéutica (GUIRRO,1999). Entretanto sabe-se
gue a cavitagdo estavel “in vitro” pode produzir efeitos irreversiveis em
suspensao celular, como a ruptura de membranas e de macromoléculas, a
desnaturacdo de enzimas, etc.,, dependendo dos parametros usados
(LEITE,1989).

A intensidade limiar a partir do qual pode ocorrer cavitagdo foi
determinada em meio aquoso por HILL (1971) em 0,1 W/cm?, e in vivo por TER

HAAR et al. (1982) em 0,2 W/cm?*

2.1.6. Efeitos Biologicos e Terapéuticos do US.

Algumas das mudancas biologicas observadas com a aplicacdo do
US fazem referéncia ao aumento da permeabilidade das membranas e difusao
celular, ao aumento do transporte de ions calcio através das membranas das
células, desgranulacdo de mastécitos, liberacdo de histamina e agentes
guimiotaxicos. Favorece ainda a sintese de coldgeno e o aumento de sua
elasticidade, bem como aumenta a taxa de sinteses de proteinas e diminui a
atividade elétrica dos tecidos (DYSON et al., 1968; GUIRRO & GUIRRO, 1996).

Dentre os efeitos terapéuticos apontados, € de grande importancia
ressaltar o estimulo sobre a regeneracdo tissular e reparacdo dos tecidos

moles, o aumento de sintese de proteina nos fibroblastos, e estimulo a
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angiogénese. Verificou-se ainda a ativacdo do ciclo do célcio e estimulacdo do

calo 6sseo. (DYSON et al., 1968; GUIRRO & GUIRRO, 1996).

2.2. Tecido Conjuntivo

O tecido conjuntivo € derivado do mesénquima e constitui o
arcabouco de sustentacdo de quase todos os 6rgaos do organismo. Permite a
troca de gases e metabdlitos, € rico em vasos e € constituido por células, fibras
e substancia fundamental amorfa (mucina). As células caracteristicas deste
tecido sdo os fibroblastos, os quais sintetizam as fibras colagenas, fibras
reticulares, fibras elasticas, proteoglicanas, glicoproteinas estruturais
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995) e a mucina. O conjuntivo € o tecido que
apoia e nutre as células epiteliais, forma uma camada em torno dos vasos
sanguineos e linfaticos e preenche os espacos entre as fibras e feixes
musculares.

O tecido conjuntivo pode ser classificado em frouxo, denso e
propriamente dito. O tecido conjuntivo frouxo € de consisténcia delicada,
flexivel, com pouca resisténcia e considerado o tipo de conjuntivo mais comum.

No tecido conjuntivo denso predominam as fibras coldgenas com um
namero maior de células fibroblasticas, o que determina uma maior resisténcia,

embora com menor flexibilidade. Quando é denso e modelado, os feixes de

colageno sao orientados e organizados de forma fixa, possibilitando uma maior
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resisténcia aos traumas. Ao contrario do tecido denso e ndo modelado, onde os
feixes séo distribuidos sem uma orientacéo definida apesar de resistentes.

O tecido conjuntivo propriamente dito se caracteriza pela presenca
de todos os elementos estruturais, porém sem predominio de nenhum deles.
As células encontradas com mais frequéncia sdo os fibroblastos e os
macrofagos.

Os principais tipos de fibras do tecido conjuntivo sdo as fibras
colagenas, elésticas e reticulares, distribuidas desigualmente entre os varios
tipos de tecido conjuntivo.

As fibras colagenas séo birrefringentes, alongadas e dispostas de
forma paralela, formadas por uma escleroproteina chamada colageno,
considerada a proteina que existe em maior quantidade no corpo humano. A
distribuicdo regular e paralela das moléculas, juntas e no sentido transversal,
proporciona a resisténcia mecanica do colageno. Por isso, na fase de
cicatrizacdo de ferimentos o colageno € responsavel pela forca tensional.
Foram isoladas e descritas mais de uma duzia de tipos de colagenos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995). Destes, os mais conhecidos sao:

tipo | que é sintetizado pelos fibroblastos, pelas células do
musculo liso e osteoblastos;

tipo 1l produzido pelos condrdcitos;

tipo Ill cuja producéo é do musculo liso.

As fibras elasticas sdo delgadas, sem estriacdes longitudinais e
ramificam-se formando uma trama de malhas bastante irregular. De cor

amarelada, cedem facilmente a tracdes e retornam com a mesma facilidade ao
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ponto inicial. O componente principal dessa fibra é uma escleroproteina
extremamente resistente denominada elastina, produzida pelas células
endoteliais, fiboras musculares lisas, fibroblastos e condroblastos
fibrocartilaginosos. Por ser responsavel pela flexibilidade do tecido elastico é
encontrada na parede dos vasos sanguineos de grande calibre formando uma

membrana fenestrada. (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

As fibras reticulares s&o finas, inelasticas, curtas e abundantes,
constituidas pelo colageno tipo Il chamado, reticulina. Sua producdo, na
maioria dos tecidos €& responsabilidade dos fibroblastos. Sé&o fibras
anastomosadas que costumam formar o estroma de glandulas, permitindo a

manutencdo da unido entre as células epiteliais que constituem o corpo da

mesma.

O trabalho bem distribuido entre as células do tecido conjuntivo é
responsavel pelo surgimento de tipos celulares variados, independentes do
ponto de vista morfolégico e funcional. S&o elas macréfagos, mastoécitos,
plasmaocitos, leucécitos, neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, fibroblastos, célula

mesenquimatosa indiferenciada e células adiposas.

Os macréfagos sdo o tipo de célula que se diferencia pelo seu
potencial de pinocitose e fagocitose e nao pela sua morfologia, que varia de
acordo com a localizacdo e o estado funcional da célula. Estes podem ser fixos
e, quando estimulados de forma correta, sdo moveis. Capaz de se unir para dar

origem a células sinciciais grandes ou multinucleadas, essas células exercem
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influéncia na defesa do organismo contra restos de células, bactérias e até

mesmo particulas inertes que penetram no corpo (BOGLIOLO et al., 1998).

Os mastocitos sdo células globosas com nucleo centralizado e
esférico, comum no tecido conjuntivo frouxo e normalmente encontrado ao
redor dos vasos sangulineos, com citoplasma enriquecido de granulos baséfilos
e substancias diretamente envolvidas no processo inflamatério como a
heparina, histamina e serotonina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Encontrados em peguena quantidade no tecido conjuntivo normal, os
plasmdcitos aparecem de forma numerosa quando ha uma inflamacéo cronica,
diferentemente dos leucécitos que sdo encontrados com maior frequiéncia no
tecido conjuntivo, principalmente na presenca de algum processo inflamatorio,
onde linfécitos e eosindfilos passam a migrar com maior freqiiéncia atraves das
paredes dos capilares e vénulas. Sua principal funcéo é sintetizar anticorpos.

Quanto aos fibroblastos, sdo considerado as células mais comuns do
tecido conjuntivo, cuja funcdo é  sintetizar colageno, elastina,
mucopolissacarideo e o material intercelular amorfo. Quando jovem, a célula é
chamada fibroblasto. Este, de forma gradativa, diminui sua atividade de sintese
e passa a ser uma célula mais madura denominada fibrocito. No processo de
reparo de uma leséo os fibroblastos estdo ativos, muito embora, sua divisao
ndo seja frequente estas células conseguem entrar em mitose quando
solicitadas (GUIRRO & GUIRRO, 1992).

Sendo capaz de dar origem a qualquer outra célula do organismo, a
célula mesenquimatosa indiferenciada € de suma importancia para o0 processo

de regeneracao do tecido lesado.
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Com relacdo as células adiposas, estas estdo presentes nas malhas
de outros tipos de tecido conjuntivo e sua funcdo € armazenar gorduras
neutras, tornando-se um reservatério de energia. Como a vascularizagdo do
conjuntivo € rica, a troca gasosa entre o sangue e o0s adipdcitos € intensa
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Estudos indicam que as acdes do US sobre o tecido conjuntivo
ocorrem preferencialmente na fase inflamatoria, estimulando a angiogénese e o
aumento da extensibilidade das fibras colagenas. (CUNHA, 2001).

Existem evidéncias consideraveis que a terapia por US pode agir
como um estimulo para as células envolvidas no processo de reparo tecidual,
particularmente na fase inflamatéria e proliferativa (GOGIA, 1995).

KITCHEN & PARTRIDGE, (1990) sugerem que o US de baixa
intensidade pode atuar sobre os mastécitos (FYFE & CHAHL, 1982), plaquetas
e macréfagos (YOUNG & DYSON, 1990) estimulando a desgranulagéo, o que
pode explicar a aceleracéo do reparo tecidual.

RAMIREZ et al. (1996), observaram o efeito do US na sintese de
colageno e proliferacdo de fibroblastos in vitro. Utilizando US continuo na
freqiiéncia de 1 MHz e intensidade de 0,4W/cm? verificaram a estimulacdo das
células proliferativas, sugerindo um estimulo favoravel ao crescimento do

tecido conjuntivo quando em processo de reparo por leséo tecidual.
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2.3. Musculo Esquelético

2.3.1. Origem

O tecido muscular é responsavel pelos movimentos corporais. E
constituido por células alongadas de origem mesodérmica, diferenciadas pela
sintese de proteinas filamentosas e por um processo gradativo de
alongamento.

A citodiferenciacdo ocorre a partir de células precursoras
mesenquimais que para atingir a fase adulta passam por dois estagios
celulares, o pré-mioblasto e o mioblasto. As células pré-mioblasticas possuem
um formato fusiforme, sdo mononucleadas e indiferenciadas, além de induzir a
formacao e crescimento tecidual.

Muitas centenas de mioblastos alinham-se com as extremidades
voltadas umas para as outras, fundem-se e formam células longas, conhecidas
como miotubos. Segundo MALTIN et al (1983) miotubo é um sincicio (célula
gue foi gerada pela fusdo de duas ou mais células através do desaparecimento
das paredes celulares contiguas) no qual os nudcleos sdo normalmente
arranjados em uma cadeia central. Usualmente contém uma populacdo de
miofibrilas limitadas, amplamente espacadas. Estdo relacionados com a
sintese de proteinas contrateis e organizados em estruturas menores

chamadas de miofibrilas (CARLSON et al., 1979). Como a associacado dos
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mioblastos persiste até o musculo tornar-se completamente maduro, o0s
ndcleos dos miotubos aumentam progressivamente. Estes, em fase avancada
de desenvolvimento mostram a maior parte do citoplasma ocupado por
miofibrilas, obrigando os nucleos a se deslocarem para a periferia préximo a
membrana plasmatica. A citodiferenciacdo dos miotubos em miofibras
prematuras envolve a obtencdo definitiva da posicdo sub-sarcolémica dos
ndcleos, passando a se chamar mionucleo. Chega ao fim o processo de
diferenciacdo celular representado pelas miofibras, mesmo sem completo
desenvolvimento funcional e estrutural. Esta diferenciacdo funcional se
completara com os estimulos do motoneurdnio especifico (FISCHMAN, 1972).
Sabe-se que s6 depois de algumas semanas de desenvolvimento pds-natal €
gue a maturidade funcional esta completa, pois a inervacdo das fibras
musculares ainda € indiferenciada (BROWN et al., 1981).

Segundo ARMSTRONG et al. (1994), com o fim do desenvolvimento
embrionario, a fibra muscular esquelética passa a compor a chamada unidade
muscular béasica. Esta é formada pela propria fibra, juncdo neuromuscular,
lamina basal e células satélites. Na fase adulta a fibra é cilindrica e alongada,
somando-se ao tecido conjuntivo para dar origem ao tecido musculo
esquelético propriamente dito.

Conhecendo o processo de miogénese normal, é possivel verificar
gue o US tendo acgédo direta na ativacdo das células satélites, poderia acelerar

este processo.
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2.3.2. Estrutura muscular

As unidades morfofuncionais do musculo esquelético estriado sédo as
fibras musculares, polinucleadas e com os nucleos localizados na periferia da
célula. Cada fibra é coberta por uma delgada membrana plasmatica, o
sarcolema, e seu citoplasma ou sarcoplasma mostra-se preenchido
prioritariamente pelas fibras paralelas, as miofibrilas. Estas s&o cilindricas e
dispostas  longitudinalmente a fibora muscular, preenchendo quase
completamente seu interior.

Na constituicdo de um musculo as fibras estdo distribuidas em feixes
ou fasciculos de tamanhos variados, envolvidos por uma camada de tecido
conjuntivo, chamado de epimisio. Do epimisio partem septos muito finos de
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. A funcédo deste tecido conjuntivo € manter as
fiboras musculares unidas, permitindo que a forca de contracdo gerada por cada
fibra individualmente atue sobre o masculo inteiro.

O musculo esquelético é fartamente irrigado com sangue e

geralmente, cada fibra tem em suas proximidades varios capilares (ROSS &

ROWRELL, 1993). Os vasos sanguineos penetram no muasculo através dos



26

septos do tecido conjuntivo e formam uma rica rede de capilares entre as fibras
musculares (JUNQUEIRA & CARNEIRO 1999).

Os capilares linfaticos que se situam nas bainhas do epimisio e
perimisio fazem a drenagem linfatica. Aparentemente estes capilares nao
penetram no endomisio, convergem para vasos maiores e deixam o musculo
através do hilo.

Ao microscopio Optico, as fibras esqueléticas apresentam-se
agrupadas na forma de cilindros, quando observadas em cortes longitudinais, e
como poligonos de contornos circulares em cortes transversais. Contudo, estas
fibras sdo alongadas e podem ir de um extremo a outro do ventre muscular.

O microscopio eletrénico revela a presenca de filamentos finos de
actina e filamentos grossos de miosina dispostos longitudinalmente nas
miofibrilas, organizados numa distribuicdo simétrica e paralela. Na contracao
muscular os filamentos de actina deslizam sobre os filamentos de miosina O
complexo actina-miosina representa 55% do total de proteinas do musculo
estriado.

Essa organizacdo dos filamentos miofibrilares € mantida por diversas
proteinas, como por exemplo, os filamentos intermediéarios de desmina, que
ligam as miofibrilas umas as outras. O conjunto de miofibrilas é, por sua vez,
preso a membrana plasmatica da célula muscular por meio de diversas
proteinas que tém afinidade pelos miofilamentos e por proteinas da membrana
plasmatica. Uma dessas proteinas, chamada distrofina, liga os filamentos de

actina a proteinas integrais da membrana plasmatica.
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2.4. Lesao muscular.

As fibras do musculo esquelético sao repetidamente lesadas e
reparadas no decorrer de nossas vidas. As lesbes podem ser causadas por
eventos que ocorrem nas fibras como isquemia, déficit metabdlico ou
enfermidades, ou por eventos extremos que resultam em lesdo, como estresse
mecanico, injecdo de toxinas ou lesdes por frio, calor, esmagamento, cortes
etc. (RUSSEL et al., 1991). Na maioria dos casos a lesdo é extensa e envolve
células musculares, tecido conjuntivo e epitélio.

Imediatamente apos a lesdo muscular as fibras lesadas se retraem,
deixando uma fenda que sera preenchida pelo hematoma (LEECH, 1997).

Numa resposta inicial a lesdo, o hematoma e a liberacdo de enzimas
pelas fibras musculares lesadas iniciam uma cascata de eventos associados
com uma resposta inflamatéria (LEECH, 1997; MAXWELL, 1992;
ROBERTSON et al., 1993).

A resposta inflamatéria € estreitamente ligada ao processo de
reparacao. Apos uma lesédo surge como uma resposta protetora visando liberar
0 organismo da causa inicial da lesdo celular e das consequiéncias desta

(ROBBINS, 2000).
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2.5. Regeneracao Muscular

A regeneracao muscular (mioregeneracao) pode ser dividida em trés
fases distintas: inflamacéo; reparagéo ou regeneragao; e cicatrizacao.

A inflamacdo aguda tem duracdo relativamente curta, sendo de
alguns minutos, varias horas ou poucos dias, e se caracteriza pela exudacao
de liquidos, proteinas plasmaticas e migracdo de leucécitos com predominio
dos neutrdfilos para o foco inflamatério (ROBBINS, 2000). A necrose dos
segmentos das miofibrilas lesadas e a fagocitose dos residuos do tecido
necrotico sao as caracteristicas principais.

Logo ap6s a lesdo, ocorre a liberacdo de fatores quimiotaticos e
vasoativos como a norepinefrina e serotonina, promovendo a vasoconstricao
nos primeiros 5 a 10 minutos (GOGIA, 1995). Fibrinas e fibronectinas formam
ligagbes transversas com o colageno resultando numa estrutura que estanca o
local hemorragico e funciona como resisténcia as forcas de tensdo durante a
fase inicial de reparo (JOZSA & KANNUS, 1997).

A vasodilatacdo segue a vasoconstricdo transiente causando um
aumento no fluxo sanguineo e da pressdo hidrostatica. Ocorre um aumento da
permeabilidade capilar em resposta as rea¢gfes quimicas proprias da histamina
liberada pelos mastécitos e plaguetas, das prostaglandinas liberadas a partir
das regides internas das membranas expostas pelas células lesadas (CUNHA,

2001; RUBIN et al., 1990).
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O acumulo de leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) e alguns
macrofagos no sitio de lesdo ocorre ha aproximadamente trés horas apos a
lesdo, mas depois de quarenta e oito horas o nimero de macréfagos é bem
maior. Eles invadem o local e estdo presentes em grande numero abaixo da
lamina basal das fibras musculares lesadas (LEECH, 1997; MAXWELL, 1992).

Esses fagdcitos limpam a area dos fragmentos, o que é de extrema
importancia para a cicatrizacéo do tecido o que ocorrera devido a influéncia dos
fibroblastos ativados e da regeneracéo vascular.

Alguns estudos tém demonstrado a formacdo de uma barreira
intracelular & aproximadamente 0,5mm do sitio inicial de lesdo, considerado o
limite da lesdo, com a funcdo de evitar que as demais fibras musculares sofram
necrose (LEECH, 1997).

O edema se desenvolve e acumula-se no sitio de lesdo. A cicatriz é
formada a partir da fibronectina, a qual acredita originar-se do edema, e em
menor parte sintetizada pelos fibroblastos. Esta rede de fibrina prepara um
esqueleto para a invaséo dos fibroblastos e possibilita a ativacdo das células
satélites (HASSELMAN et al., 1995; HURME, 1992).

Nesta fase o ultra-som pode estimular a liberacdo de histamina dos
mastocitos por degranulacdo (DYSON, 1987). Trabalhos estdo em andamento
para descobrir se o tratamento com o ultra-som no estagio de inflamacéao tardia
(subaguda), quando predominam os macréfagos, podem acelerar a liberagéo
de agentes estimulantes da reparacao dessas ceélulas. Caso isso se constate, 0

tratamento durante esse estagio, que comeca por volta de doze horas apés a
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lesdo pode ser vantajoso, pois acelera a entrada na etapa proliferativa do
processo de reparacao (YOUNG & DYSON, 1978).

Para que a reparacao do sitio lesado seja eficiente € necessario que
haja uma fonte de mioblastos, vascularizacdo e inervacdo adequadas e
trabalho mecéanico (LEECH, 1997).

Na segunda fase, reparacdo ou regeneragdao, a principal
caracteristica é a proliferacdo das células satélite e dos fibroblastos, seguida da
ativacdo da sintese de proteina. Esse estagio comeca normalmente por volta
de trés dias apos a leséo.

Segundo WILLIAMS et al. (1995), a regeneracdo do musculo
esquelético do homem ¢€ limitada, e se a lesdo é grande, a regeneragdo pode
nao ocorrer, fazendo com que o musculo perdido seja entdo substituido por
tecido conectivo.

Embora os ndcleos das fibras musculares esqueléticas ndo se
dividam, o musculo tem a capacidade de reconstituicdo. As células satélites
sdo responséaveis pela regeneracdo do musculo esquelético. A célula satélite
uma célula mononucleada situada entre a membrana plasméatica e a lamina
basal da fibra muscular (MALTIN et al., 1983). Sao células fusiformes,
dispostas paralelamente as fibras musculares, dentro da lamina basal e
possuem nucleos que parecem pertencer a célula muscular. Sdo células-tronco
latentes consideradas mioblastos inativos que podem proliferar apés qualquer
pequena leséo para dar origem a novos mioblastos.

Durante a proliferacdo ocorre a divisdo e proliferacdo das células

atraidas para o local da lesdo produzindo um tecido conectivo matricial dentro
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do qual novos vasos sangiineos podem crescer. O tecido formado desta
maneira € eventualmente remodelado em um tecido com propriedades
mecanicas similares, mas raramente tdo boas quanto aquelas do tecido ndo
lesado.

Alguns fibroblastos adquirem caracteristicas ultra-estruturais,
funcionais, imunoldgicas e quimicas que os distinguem dos fibroblastos
teciduais ativados, sdo os miofibroblastos. Estes sdo os principais produtores
da matriz do tecido conjuntivo e também s&o responsaveis pela reducdo da
ferida, secretando grande variedade de moléculas, como colageno,
fibronectina, elastina, acido hialurénico, glicosaminoglicanas e
mucopolissacarideos (PARIZOTTO, 1998). Os fibroblastos expostos aos niveis
terapéuticos de ultra-som in vivo podem ser estimulados a sintetizar mais
colageno.

Apbés uma lesdo ou outro estimulo, as células satélites tornam-se
ativas, proliferam por divisdo mitdtica transformam-se em mioblastos e se
fundem uns aos outros para formar novas fibras musculares esqueléticas.
Enquanto a lamina basal permanece integra, os mioblastos fundem-se dentro
dela para formar miotubos que, quando maduros, originam novas fibras. Em
contrapartida, o rompimento da lamina basal produz o reparo do local lesado
por fibroblastos através da formacdo do tecido cicatricial (LEECH, 1997;
BASSOLI, 2001).

A regeneracdo comeca dentro da lamina basal e pode ser vista em

24 horas. Células satélites ativadas proliferam e diferenciam-se em mioblastos.
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Isto € regulado até certo ponto pela interacdo de fatores de crescimento e
proteinas sintetizadas pelo DNA nuclear.

Mioblastos fundem-se entdo em miotubos multinucleados e
diferenciam-se em fibras musculares maduras. A lamina basal original tem um
papel importante, pois serve como andaime para reconstituicdo e regeneracao
das fibras musculares, mantendo um micro-ambiente favoravel para a
regeneracdo, e impedindo os fibroblastos de formar a maioria das fibras
colagenas recentemente.

A terceira fase, regeneracdo muscular, maturacdo ou remodelacéo, é
caracterizada por uma gradual recuperacdo das propriedades funcionais do
musculo, incluindo a recuperacdo da forca elastica dos componentes de
conexao do tecido (BISCHOFF, 1990; GARRETT et al., 1991; LEECH, 1997).

Eventualmente as fibras musculares regenerando produzem uma
lamina basal nova. Se a lamina basal ndo foi lesada, € possivel que ocorra a
regeneracdo completa. Com danos mais severos, porém, as fibras musculares
tém que crescer no interior do tecido cicatricial sem a orientacdo da lamina
basal.

Finos miotubos crescem fora dos cilindros de lamina basal no tecido
de granulacao local paralelo as fibras musculares preservadas. Nesta fase foi
descrita a presenca de fibras colagenas e acredita-se que estas podem
transmitir a forca de contracao das fibras musculares pela fenda, permitindo o
uso do membro ferido antes de a cura estar completa.

O tecido cicatricial excessivo pode inibir a regeneragdo de fibras

musculares, porém, o grau de fibrose € variado e depende da severidade da
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lesdo e como esta € administrada. Atividade fisica é necessaria para induzir a
integracdo do musculo regenerado no tecido muscular ndo afetado. (ROSS &

ROWRELL, 1993; LEECH, 1997).

3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € analisar a influéncia terapéutica do ultra-
som sobre a reparacdo do tecido muscular estriado esquelético de ratos, apés

lesé@o experimental.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sujeitos e Tratamento

Para este estudo foram utilizados 27 ratos (wistar) machos,
sedentérios, de sessenta dias de idade, pesando em média 300+50g, Esses
animais foram obtidos no Biotério Central da UNESP — Campus Botucatu — SP
e mantidos no Biotério do Laboratorio de Biodinamica do Departamento de
Educacdo Fisica — IB — Campus Rio Claro, em gaiolas coletivas com no
maximo 5 ratos, que foram alimentados com racao balanceada para roedores
(Labina), com 23% de proteina e 4gua “ad libitum“, com temperatura controlada
de 25°C e periodos intercalados de claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos A, B, Ce D
submetidos ao ultra-som. E os grupos E e F, sem aplicacdo de ultra-som,

sendo:

Grupo A: foram tratados com ultra-som terapéutico de baixa
intensidade (0,2W/cm?), freqiiéncia de 1MHz, continuo, por

um minuto cada sesséo, apés 24 horas da leséo.
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Grupo B: foram tratados com ultra-som terapéutico de baixa
intensidade (0,4W/cm?), freqiiéncia de 1MHz, continuo, por

um minuto cada sesséo, apés 24 horas da lesao.

Grupo C: serviu de controle, com o ultra-som sendo aplicado
no musculo intacto com 0.2 W/cm? de intensidade, freqiiéncia

de 1MHz, continuo, por um minuto cada sessao.

Grupo D: serviu de controle, com o ultra-som sendo aplicado
no musculo intacto com 0.4 W/cm? de intensidade, freqiiéncia

de 1MHz, continuo, por um minuto cada sesséao.

Grupo E: lesado sem aplicacdo de ultra-som para controle da

regeneragao

Grupo F: animais sacrificados para analise da musculatura

normal, sem lesdo e sem aplicacao de ultra-som, controle.
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4.2 Técnicas operatorias

Os ratos foram anestesiados com éter etilico concentrado,
tricotomizados na regido a ser lesada. A pele foi seccionada juntamente com a
sua fascia (figura 1). Foi realizada leséo incisiva de 3 mm de largura por 3 mm
de profundidade no musculo tibial anterior da pata direita-traseira de todos os
ratos (figura 2). A area lesada foi considerada como tendo 0,5cm?, e as fibras
seccionadas transversalmente. A pele foi suturada (figura 3) e no local foi feito
assepsia com alcool 70%.

Durante os primeiros dois dias, foi administrada via oral 20 gotas de

dipirona sodica diluida em 200ml de agua.

Figuras 1, 2 e 3 — procedimento utilizado para realizagdo da leséo do
musculo tibial anterior
Baseado nos trabalhos de GARAVELLO et al. (1997) e RANTANEN
et al. (1999), os animais foram sacrificados com 1, 3, 7 e 14 dias de aplicacbes
de US. Dessa forma foram classificados pelo grupo e pelo dia de sacrificio em

Al, A3, A7,Al14/B1, B3...
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4.3. Equipamento de ultra-som terapéutico

Nesse experimento foi usado um aparelho gerador de ondas ultra-
sbnicas, modelo SONACEL da BIOSET (Industria de Tecnologia Eletronica
Ltda) (figura 4). Faz-se necesséario colocar que antes de sua utilizagdo o
aparelho foi calibrado em uma balanca radiométrica ULTRASOUND POWER
METER com precisdo de £ 20mW. Nesse estudo, a area do transdutor € de 1

cm? e o tipo de cristal é a ceramica PZT.

Figura 4 — Aparelho de ultra-som utilizado no tratamento.
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4 .4. Protocolo de tratamento

Na técnica de aplicacdo foi usado um gel hidrossollivel como meio de
acoplagem, e movimentos circulares num angulo de 80° a 90°. Foi utilizado
ultra-som no modo continuo com frequéncia mantida em 1 MHz durante 1
minuto, 1 vez por dia e intensidade de 0,2W/cm? para os Grupos A e C, e
0,4W/cm? para os Grupos B e D. Os grupos E e F n&o foram submetidos ao

ultra-som (US).

4.5. Cortes e técnicas histologicas

ApOs o periodo de tratamento, os animais dos 6 grupos foram
sacrificados e os musculos retirados para a confeccao de laminas.

As amostras foram identificadas e coladas em um suporte de cortica
com auxilio do meio de inclusdo para congelamento “Tissue — Tec”, de maneira
a fornecer, ao serem cortadas, amostras significativas do local lesado. Apos
serem envolvidas em talco mineral, foram imediatamente criofixadas em
nitrogénio (N2) liquido no qual foram conservadas até serem cortadas em
micrétomo do tipo criostato, & -20° C.

Os cortes seriados possuiam 10um de espessura e foram colhidos
em laminas de histologia e processados e corados pela técnica

hematoxilina/eosina (H/E) e tricomico de masson (T/M). Estes cortes foram
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obtidos em, no minimo, quatro niveis, ou seja, um na regido superficial da leséo
e 0s demais subsequentes, a cada 200 um de profundidade.

As laminas foram fotografadas em fotomicroscopio 6ptico ZEISS, do
Departamento de Biologia do Instituto de Biologia — UNESP / Rio Claro, para

documentacao fotografica das alteracdes morfologicas do tecido.

4.6. Indicadores considerados para analise.

Elegidos para avaliacdo e analise comparativa dos resultados obtidos
nos diferentes protocolos adotados, os indicadores basearam-se nas principais
alteracbes no processo de reparacdo muscular observadas nos animais
submetidos ao tratamento com US, em rela¢do aos nao tratados, e foram:

concentracdo de infiltrado leucocitario;
rede de fibrina;
presenca de mioblastos e fibroblastos;
neovascularizagéo;
formacao de miotubos.
Considerando as fases do processo de regeneracdo com base

nos indicadores buscados estabeleceu-se como critério de analise:

DISCRETO|ACENTUADO

INFILTRADO LEUCOCITARIO + +++
REDE DE FIBRINA + +++
PRESENCA DE MIOBLASTOS E FIBROBLASTOS + +++
NEOVASCULARIZACAO + +++
FORMACAO DE MIOTUBOS + +++
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5. RESULTADOS

Durante a fase do pds-operatorio ndo foi observado qualquer tipo de
processo infeccioso na area da leséao.

Como critério de comparacédo, os animais do grupo F, (normais sem
lesdo experimental e ndo submetidos ao ultra-som) foram sacrificados e
tiveram seus musculo tibial anterior coletado para analise. As fibras musculares
apresentaram aspecto normal, dispostas paralelamente, com nucleos
periféricos. O tecido conjuntivo apresentou morfologia tipica. No endomisio é
visivel a existéncia de fibroblastos, macrofagos, células satélites e vasos
capilares, em quantidade considerada normal (figura 5).

Verificou-se nestes musculos a ocorréncia eventual de micro-lesées
com discreto infiltrado leucocitario, além de alguns fibroblastos e vasos
capilares. Essas lesdes foram consideradas normais e decorrentes do seu
processo de atividade, visto que ndo havia etiologia aparente que justificasse
sua presenca. Nas extremidades das fibras rompidas nota-se o processo de
hiper-contracdo muscular em decorréncia da lesdo (figura 5). Essas micro-
lesbes estdo presentes nos musculos normais e ndo podem ser atribuidas a
manipulacdo e/ou congelamento ou microtomia devido a presenca de células

inflamatérias no local.



41

Figura 5 — Fotomicrografia do musculo tibial anterior de
animal normal (grupo F), sem lesdo muscular experimental
e sem aplicagdo de ultra-som. Fibras musculares bem
definidas e nulcleos periféricos. Endomisio discreto e
presenca de micro-lesdes e algum infiltrado leucocitario
(seta amarela) e areas de hiper-contracdo (seta branca).

H/E. Barra = 110mm.

Nos animais do grupo C1 com musculatura intacta, porém
submetidos ao ultra-som 0,2W/cm? notou-se aumento discreto das micro-
lesdes em relacdo ao animal normal, e aumento nas areas de infiltrado
leucocitario, que apresentavam semelhanca quanto a concentracdo de
fibroblastos e macréfagos. Observa-se na figura 6 que as areas de hiper-
contracdo também séo evidentes e ocorre a fagocitose de restos musculares e

centralizacdo dos nucleos.

Proximo as lesdes € possivel observar a migracdo de
polimorfonucleares do interior dos vasos ligeiramente dilatados para o tecido

conjuntivo adjacente (figura 6).
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Figura 6. - Fotomicrografia de corte longitudinal do mdusculo tibial
anterior de animal do grupo C1, masculo normal submetido a
aplicacdo de ultra-som continuo a 0,2 W/cm?. Nota-se a acentuacao
de micro-lesdes (seta amarela) e maior infiltrado leucocitario (seta
preta). Areas de hiper-contracdo evidentes (seta vermelha), fibras
sofrendo fagocitose (seta azul) e nlcleos centralizados (seta branca).
H/E. Barra=175nm.

Nos animais do grupo E1, que sofreram lesdo experimental e nao
foram submetidos ao ultra-som verificou-se a presenca de um infiltrado de
macrofagos e leucécitos polimorfonucleares na regido seccionada. Nota-se
algumas fibras lesadas bem como &reas de necrose muscular evidentes, e
também presenca de células fagocitarias (figura 7). Observa-se areas de hiper-
contracdo muscular ao longo das fibras, sejam elas lesadas ou néo.

Fora da zona de leséo foi possivel verificar as mesmas micro-lesdes
presentes nos demais grupos analisados, o que permitiu descarta-las como
sendo artefatos, além da presenca de algumas células fagocitarias e

fibroblastos.
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Figura 7. Fotomicrografia de mdusculo tibial anterior de animal do
grupo E1, que sofreu lesdo muscular, mas nao foi submetido a
aplicacdo de ultra-som. Verifica-se area de necrose muscular (seta
amarela) em meio ao infiltrado inflamatério (seta vermelha) e restos
de fibras musculares (seta branca). H/E. Barra=175mm.

Nos animais do grupo Al, que sofreram leséo e foram submetidos ao
ultra-som continuo a 0,2W/cm?, observa-se um aumento do infiltrado
leucocitario em relacdo ao grupo E1, assim como uma possivel aceleracdo do
processo de fagocitose dos restos de fibras musculares, com diminuigdo das
areas necroticas invadidas por grupos de células fagociticas (figura 8). Tal fato
pode ser observado também nos animais do grupo B1l, que sofreram leséo
experimental e foram submetidos ao ultra-som 0,4W/cm? apresentam infiltrado
leucocitario similar e fagocitose dos restos de fibras musculares em

degeneracao (figura 8).



Verifica-se a formacao inicial de rede de fibrina com a presenca de
estruturas que possivelmente dardo origem a leitos vasculares nos dois grupos
(figura 8). Em maiores aumentos foi possivel identificar células como neutrofilos

e macrofagos além dos mioblastos e fibroblastos aderidos a ela (figura 9).

— /

Figura 8. - Fotomicrografia de musculo tibial anterior de animal do grupo Al, que sofreu leséo
muscular experimental e foi submetido ao ultra-som continuo a 0,2W/cm? (A e B) e grupo B1
submetido ao ultra-som continuo a 0,4 W/cm? (C e D). Verifica-se em ambos 0s casos
avancado processo de fagocitose dos restos de fibras musculares (seta amarela) com
reduzidas areas necréticas e formacdo de rede de fibrina (seta vermelha) com estruturas
semelhantes a leitos vasculares (seta azul). O infiltrado leucocitario (seta preta) apresenta-se
discretamente reduzido em D em relacdo a B. Observa-se ainda que os restos de fibras
musculares fagocitadas (seta amarela) sao mais visiveis em A que em C. A- H/E -
Barra=175nm.—B- H/E Barra=110mm. — C- TricObmico de Masson Barra=175mm. -D —-H/E
Barra=110mm.
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Figura 9. - Fotomicrografia de mausculo tibial anterior de animal do
grupo B1l. Observam-se neutréfilos (seta branca), e macrofagos (seta
amarela). E possivel verificar a presenca de fibroblastos (seta
vermelha) e mioblastos (seta verde). H/E Barra = 27um.

Tendo decorrido trés dias da leséo, os animais do grupo E3 né&o
submetido ao ultra-som apresentavam ainda grande concentracdo de
polimorfonucleares contornando o sitio da lesdo, sendo evidente a presenca de
restos de fibras musculares sendo fagocitadas em meio a rede de fibrina
formada no centro do foco inflamatorio. Verificou-se o predominio de
neutréfilos, macrofagos e linfocitos e raros plasmaocitos. Aderidos a rede de

fibrina, mais internamente a lesdo, foi observado o predominio de neutrofilos

(figura 10).

Em algumas areas € possivel identificar a formacdo de mioblastos e
fibroblastos indicando o inicio da regeneragdo das fibras musculares e do

tecido conjuntivo (figura 11).
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Figura 10 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo
tibial anterior de animal do grupo E3, lesado sem aplicagédo de
ultra-som. Verifica-se o predominio de neutréfilos aderidos a
rede de fibrina na regido mais interna da lesdo (seta preta),
além de macrofagos (seta vermelha) e raros plasmécitos (seta
amarela). H/E. Barra= 27mm.

N

Figura 11- Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animais do grupo E3, lesados e ndao submetidos ao
ultra-som.  Nota-se o predominio de polimorfonucleares
contornando o sitio da lesdo (seta amarela) e restos de fibras
musculares sendo fagocitadas (seta vermelha) em meio a rede de
fibrina (seta preta). E possivel notar a presenca de mioblastos
(seta verde). H/E. Barra=175nm.

46
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Nos animais do grupo C3 e D3 ndo foram observadas alteracdes
com o passar dos dias, as micro-lesdes estavam presentes com discretos
infiltrados e presencga de fibroblastos na tentativa de regeneracdo do tecido

conjuntivo (figura 12).

Figura 12 - Fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animais dos grupos C3 eD3, submetidos ao ultra-som sem
lesdo experimental. Presenca de micro-lesdes (seta preta) com
discreto infiltrado (seta amarela), fibroblastos (seta azul) e células

satélites ativadas (seta branca). H/E. Barra=27nmm.

Nos animais lesionados submetidos ao ultra-som, apdés trés dias de
tratamento foi possivel verificar a presenca constante de mioblastos e
fibroblastos ja enfileirados iniciando a formagdo de miotubos e um tecido

conjuntivo mais desenvolvido, respectivamente (figura 13).
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C - F

Figura 13 - Em A, B e C dserva-se fotomicrografia de corte longitudinal do musculo tibial
anterior de animais do grupo A3. Nota-se a grande concentracdo de mioblastos (seta
vermelha) e fibroblastos (seta amarela) e a presenca de miotubos (seta preta) iniciando a
regeneracdo muscular. Em D, E e F observa-se fotomicrografia de corte longitudinal do
musculo tibial anterior de animais do grupo B3, onde se nota além da concentracdo de
mioblastos (seta vermelha), fibroblastos (seta amarela) e formacdo de miotubos (seta azul),
grande concentracdo de vasos neoformados (seta verde). A - Tricbmico de Masson.
Barra=70mm. B - H/E. Barra=70mm. C -H/E. Barra=27mm. D - Tricbmico de Masson.
Barra=175mm. E - H/E. Barra=110mm. F - H/E. Barra=27nm.
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Alguns restos de fibras musculares ainda sao fagocitados e este
infiltrado celular tem grande concentracdo de macrofagos.

Nesta fase ja foi possivel observar a formacao de neovasos, tanto na
area de lesdo como em regides vizinhas. Comparando os animais do grupo A3
e B3 verificamos que no segundo houve uma maior proliferacdo de vasos
neoformados (figura 13).

Apés sete dias de lesdo muscular nos animais do grupo E7 (ndo
submetidos ao ultra-som), ainda existem fragmentos necréticos no tecido
conjuntivo mais desenvolvido, com grande concentracao de fibroblastos.

As areas de hiper-contracdo sdo evidentes e nas extremidades
lesadas ocorre grande concentracdo de células satélites provavelmente
visando a formacéo de miotubos (figura. 14).

Nos animais do grupo A7 nota-se a migracdo de células satélites
para as extremidades das fibras musculares (figura 15) visando a proliferacao
dos mioblastos para a formacdo de miotubos (figura 16), e em maior
concentragao que nos animais do grupo E7 (figura 14). Verifica-se ainda maior
concentracdo de fibroblastos e agregacdo de mioblastos para formacao de
miotubos com numerosos nucleos enfileirados sugerindo que estas fibras
crescerdo organizadamente em direcdo a area do corte preenchido por tecido
conjuntivo, para formar novas miofibrilas e reconstituir as células musculares

(figura 17).
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Figura 14 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior
de animais do grupo E7. Grande concentracdo de fibroblastos (seta
amarela) em tecido conjuntivo mais desenvolvido (seta vermelha).
Concentragdo de células satélites nas extremidades das fibras musculares
(seta preta). H/E. Barra=175nm.

Figura 15 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo A7. Grande concentracdo de células
nas extremidades das fibras lkesadas (seta amarela) para favorecer a
formacdo de miotubos (seta verde). Aumento do nUmero de
fibroblastos (seta branca). H/E. Barra = 175mm.
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A / — B
Figura 16 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior de animais do grupo

A7. Em maiores aumentos é possivel verificar a grande concentracdo de mioblastos (seta
preta) e em B células satélites ativadas (seta verde) H/E. Barra 11 um.

Figura 17 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior de animais do grupo
A7.Em A nota-se a formacdo de miotubos pela agregacdo de mioblastos (seta vermelha),
grande concentracdo de fibroblastos (seta verde) e miotubos ja formados com varios nucleos
enfileirados (seta amarela). Em B é evidente a grande concentracdo de fibroblastos (seta
verde) e mioblastos enfileirados na tentativa de constituir miotubos (seta branca). Em ambos os
casos € notavel o aumento do numero de fibroblastos. A- H/E Barra=70mm. B - H/E
Barra=175mm.

Nas laminas obtidas através dos animais do grupo B7, submetidos

ao ultra-som de 0,4W/cm2 os achados foram bem semelhantes aos
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encontrados nos animais do grupo A7, com formacdes que sugerem O
remodelamento das extremidades com estruturas que podem ser consideradas
miotubos crescendo na direcdo da lesdo. Ocorre concentracdo de células
sugestivas de células satélites nas extremidades das fibras para formacéo de
mioblastos e enfileiramento dos mesmos em miotubos numerosos, com
nucleos dispostos em cadeia na fenda incisional (figura 18 e 19).

Os fragmentos necréticos estdo praticamente extintos em meio ao
infiltrado de polimorfonucleares e macrofagos e ha uma grande concentracéo
de fibroblastos dissolvidos no tecido conjuntivo (figura 20)

A formacao de novos leitos vasculares é cada vez mais evidente.

A

Figura 18 — Fotomicrografia de corte obliquo de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Concentracdo de células nas
extremidades (seta amarela), estruturas que se assemelham a
leitos vasculares (seta verde) e formacdo de miotubos (seta

vermelha). H/E. Barra=110mm.



Figura 19 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Miotubos com nucleos
numerosos (seta amarela) e fibroblastos (seta vermelha) em

evidéncia. H/E. Barra=27nm.

/

Figura 20 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B7. Auséncia de fragmentos
necréticos em meio ao tecido conjuntivo rico em fibroblastos (seta

vermelha). T/M. Barra=70nm.
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Nos animais néo lesados e submetidos ao ultra-som de 0,2 e 0,4
W/cm? com 7 e 14 dias de aplicacdo (grupos C7, D7, C14 e D14) n&o foram
observadas grandes alteracdes morfologicas nas fibras musculares além de
algumas areas de hiper-contracdo e micro-lesdes consideradas normais em
todos os grupos, submetidos ou ndo ao ultra-som. A concentracdo de alguns
macrofagos e fibroblastos nas areas de micro-lesdes, além do aumento de
vasos neoformados foi observado mais nitidamente nos grupos submetidos ao

ultra-som 0,4W/cm? principalmente apds 14 aplicacées de ultra-som (figura 21).

A B

Figura 21 — Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior de animais do
grupoC7 (A) e D7 (B). Verificamos a presenca de micro-lesdes com infiltrado moderado (seta
amarela) e presenca de fibroblastos (seta branca) e vasos neoformados (seta vermelha).
Observa-se areas de hipercontracdo (seta verde). A - H/E. Barra=27mm. B - H/E.
Barra=110mm.
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Figura 22 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo
tibial anterior de animais do grupo E14. Verifica-se o inicio da

formacdo de miotubos (seta amarela), ainda coma presenca
de fragmentos necréticos (seta vermelha) e vascularizagcéo

discreta (seta verde). H/E. Barra=70nm.

Nos animais do grupo E14, lesados e ndo submetidos ao ultra-som é
possivel notar a presenca de miotubos. No entanto verifica-se ainda a
presenca de fragmentos necréticos das fibras musculares lesadas em processo
de fagocitose. O endomisio ainda mostra-se bastante rico em células

fagociticas e a presenca de vasos € bem discreta (figura 22).

Nos animais do grupo Al4, lesados e submetidos a 14 aplicacbes de
ultra-som a 0,2W/cm? verifica-se a massa muscular em avancado estado de
regeneracdo com a presenca de miotubos, grande concentracdo de

fibroblastos. As fibras parecem assumir um avancado estagio de regeneracao.
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Tal fato pode ser visto freqlentemente nas areas de menores lesdes
musculares onde a regeneracdo € mais facil. Observamos ainda uma grande

aumento na concentracdo de vasos neoformados (figura 23).

C D

Figura 23 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior de animais do grupo
Al4. Observa-se grande concentracdo de vasos neoformados (seta amarela) em meio ao
infiltrado celular (seta vermelha) e a inexisténcia de fragmentos necréticos (A - H/E.
Barra=110mm.). Em B (T/M Barra=110mm) e D (T/M. Barra = 175um) notamos a formacéo de
miofibrilas tendendo a constituir uma fibra normal (seta verde). Em C nota-se detalhe de vaso
neoformado (seta amarela). H/E. Barra 11um.



57

A D
B E
-
C _F \

Figura 24 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial anterior de animais do
grupo B14. Em A e D verifica-se grande concentragdo de fibroblastos (seta amarela) no
tecido conjuntivo (seta verde), (A - H/E. Barra=11nm), (D - H/E. Barra=11mm). Em A e F (H/E
Barra=11mm.) é notavel a distribuicdo dos varios nucleos do miotubo (seta vermelha) que se
organizam para formar miofibrilas e reconstituir a fibra muscular (seta branca) o que também
pode ser observado em C (H/E. Barra=175mm) e E. (T/M — Barra=110mm). (seta branca)
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Figura 25 - Fotomicrografia de corte longitudinal de musculo tibial
anterior de animais do grupo B14. E possivel notar a ativacéo de
células satélites (seta branca) na extremidade da fibra muscular ,
tendendo a formar miotubos para conduzir ao reparo da fibra
muscular. H/E — Barra = 11um.

Nos animais do grupo B14, com musculatura lesada e submetida a
14 aplicacBes de ultra-som de 0,4W/cm? verifica-se grande concentracéo de
fibroblastos num tecido conjuntivo mais organizado. InUmeros miotubos com
varios nucleos enfileirados organizando miofibrilas na tentativa de reconstituir
uma fibra muscular totalmente regenerada (figura 24). Em maiores aumentos

verifica-se ainda a presenca de células satélites ativadas nas extremidades

das fibras musculares (figura 25).
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Se considerarmos os indicadores pré-estabelecidos para avaliar o

processo de regeneracdo muscular em relacdo aos dias e tipos de tratamento

obteve-se como resultado:

Indicadores
Grupos INFILTRADO REDE DE MIOBLASTOS/ | NEOVASC. [ MIOTUBOS
LEUCOCITARIO FIBRINA FIBROBLASTOS

Al +++ +++ + +

Bl +++ +++ + +

El + +++

A3 + + + + +
B3 + + + +++ +
E3 +++ +++

A7 + +++ +++ +++
B7 + +++ +++ +++
E7 + + + + +
Al4 + +++ +++ +++
B14 + +++ +++ +++
E14 + +++ +++ +++
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6. DISCUSSAO

E importante ressaltar que nos animais do grupo controle, lesionados e né&o
submetidos ao US o pOs-operatério ocorreu sem intercorréncias como infecgdes ou reacao
inflamatéria exacerbada e a regeneragdo muscular foi considerada normal, acontecendo em
um espaco de tempo também considerado normal. Desta maneira cumpriram com o objetivo de

controle para os animais que foram submetidos ao tratamento com US.

Os resultados deste estudo demonstraram que os valores de

intensidade de 0,2 e 0,4w/cm? das ondas ultra-sbnicas, aplicadas nos animais,

nao causaram entre si diferencas significantes no processo de regeneracéo
muscular, o que pode ser explicado pela pequena diferenca entre eles. Tal fato
impossibilitou a analise comparativa deste parametro em relacdo a
regeneracdo do tecido estudado o que levou a analise comparativa a ser

realizada basicamente entre grupo tratado e nao tratado.

Estudos poderdo futuramente observar dois fatores importantes para contemplar esta
guestdo: o tempo de insonacdo pode ser elevado (superior a um minuto — tempo estipulado no
estudo), pois ao elevarmos o tempo de exposicdo do tecido ao US, este estaria mais
susceptivel aos deitos do mesmo, sendo eles benéficos ou ndo. Outro fator importante seria a
selecdo de valores mais distantes de intensidade, ou seja, 0,2 W/cm? e, por exemplo, 1W/cm?2
para evidenciar os efeitos produzidos por baixas e altas dosagens de US.

E conhecido que a aplicagdo de US no modo continuo apresenta um efeito térmico,
por ndo possuir modulacdo e dificultar assim a dissipacdo de calor considerado inexistente no
modo pulsado. O modo continuo foi o primeiro a ser desenvolvido para terapia e o modo
pulsado foi introduzido nos anos 60 considerado mais eficiente por permitir sua utilizacdo em
doses mais elevadas e ter reduzido risco de efeitos colaterais (GAM, 1995). Com os valores

adotados, no entanto, ndo foi possivel registrar diferencas significantes entre os resultados
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obtidos neste estudo e os resultados obtidos por NASCIMENTO (2002) com US pulsado, nos
mesmos parametros, o que talvez ocorra quando valores mais altos de intensidade forem
eleitos.

Estudos in vivo com aplicacdo de US continuo com freqiiéncia de 1MHz e
intensidade de 2,5 W/cm? na articulagdo do quadril de porcos mostrou que apés 1 minuto de
aplicacdo ocorreu 0 aguecimento de apenas um grau da parte anterior da cépsula articular, o
gue segundo o autor € considerado um aumento normal equivalente ainda ao estado de
repouso do animal, ou seja, valores maiores de aquecimento sdo notados durante a atividade
fisica. Para obter um aquecimento entre 43°C e 44°C foi necessario uma aplicagdo superior ha
3 minutos ou uma intensidade de 3,0 W/cm® numa freqliéncia de 0,75MHz. (BAKER, 2001).

DRAPER et al (1995) mostrou em um estudo realizado no musculo gastrocnémio
humano submetido a 10 minutos de aplicacdo de Us continuo na freqiiéncia de 1MHz e
intensidade de 1,5 W/cm? que o muisculo teve um aumento de temperatura de 5° C. Estes
investigadores enfatizaram a necessidade de limitar a area insonada e consideraram
necessario submeter o tecido ao US durante pelo menos 7 a 8 minutos para alcancarem uma
elevacdo da temperatura.

Apesar deste estudo nédo ter tido o objetivo de avaliar especificamente o aquecimento
produzido pelo US continuo, e ndo ter pardmetros para indica-lo, a semelhanca dos resultados
obtidos com o US pulsado leva a creditar que os valores de intensidade selecionados foram
insuficientes para produzir dferencas evidentes entre os dois modos, ou ainda que o tempo de
aplicacao foi insuficiente para apontar tais diferencas relacionadas ao efeito térmico esperado
no modo continuo de US, o que como relatado pelos autores acima citados, nem sempre é
observado nos estudos realizados com US continuo.

Comparando os resultados obtidos entre os animais tratados e os nao tratados
verifica-se que o0s animais lesados e tratados com US mostraram nas andlises histolégicas um
padrdo de regeneragdo levemente diferente dos animais controles. O desaparecimento
precoce da rede de fibrina jA no terceiro dia nos animais submetidos ao US sugere uma

aceleracdo no metabolismo das células fagociticas promovendo, com maior intensidade, a
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limpeza do foco inflamatério e dos restos celulares, propiciando assim a infiltracdo da matriz
extracelular produzida pelos fibroblastos.

JOZSA & KANNUS (1997) afirmaram que a fibrina e a fibronectina formam ligactes
transversas com o colageno resultando numa estrutura que estanca o local hemorragico e na
fase inicial de reparo funciona como resisténcia as for¢cas de tensdo. Esta rede de fibrina que
se forma vai servir de suporte para a migracdo de polimorfonucleares, e segundo a literatura
consultada, destacam-se o0s neutréfilos e alguns eosindfilos (ROBBINS, 2000). Esta
diferenciacdo dos polimorfonucleares, entretanto, ndo foi possivel devido as técnicas de
coloracéo utilizadas ndo serem especificas a este propdsito.

Segundo HASSELMAN et al. (1995) e HURME (1992) a rede de fibrina origina-se do
edema formado no local da incisdo, e em menor parte € sintetizada pelos fibroblastos, e
prepara um esqueleto para a invasdo dos fibroblastos e possibilita a ativacdo de células

satélites propiciando a miogénese.

GOUVEA et al. (1998), usando o ultra-som terapéutico pulsado
(frequéncia de 1 MHz, intensidade de 0,5 W/cm2, pulsado 1:5, durante 5
minutos) propuseram-se a estudar a regeneracdo de fibras musculares do
musculo tibial anterior de ratos, mediante lesées chamadas pelos autores de
“incisivas"”. Também admitem que o padrdo histolégico do musculo lesado e
tratado com ultra-som foi multo diferente do padréo histolégico do musculo
controle. A reacao inflamatoria foi acelerada pelo ultra-som, o que possibilitou a
remocdo mais eficiente das fibras necréticas do musculo. Apresentou maior
namero de vasos e fibras recém-formadas. Tais fatos foram comprovados
pelos resultados deste estudo uma vez que 0s animais tratados apresentaram
diminuicdo do tecido fibrético e aceleracdo do processo de regeneracéo
muscular.

Os animais tratados com US continuo a partir do terceiro dia ja

apresentavam aumento da neovascularizagdo e da ativacdo de células
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satélites para transformacdo em mioblastos e consequente formacdo de
miotubos. A remocdao das fibras necréticas mostrou-se bem acelerada devido a
guantidade reduzida de fragmentos.

As informacgdes obtidas pelos estudos experimentais que investigam
os efeitos de ultra-som na estrutura e funcdo da micro-circulacdo, e 0s eventos
gque acontecem em inflamagdo aguda s&o restritos, contudo os clinicos
reivindicam que o tratamento ultra-sbnico precoce € desejavel. (PATRICK,
1978). O aumento do fluxo de sangue a regiao é freglientemente listado como
um efeito fisiologico da terapia ultra-sénica (DYSON, 1987), e este é
freqientemente 0 mecanismo responsavel por acelerar o reparo tecidual.
Varios pesquisadores relataram aumentos de fluxo de sangue arterial durante
tratamento com ultra-som (BICKFORD & DUFF, 1953; IMIG et al., 1954; O
PAUL & IMIG, 1955; ABRAMSON et al., 1960),

As evidéncias de neovascularizacdo verificadas neste estudo foram
consideraveis e segundo WHITE e HECKLER (1990) a hipoxia local, resultado
inevitdvel do tecido lesionado, é responsavel pela angiogénese para
restabelecer o fluxo de sangue adequado ao mesmo. JENSEN et al, (1986)
verificaram que macréfagos respondem a hipoxia e a altas concentracdes de
lactato segregando um fator de angiogénese. A partir deste fato, poder-se-ia
afirmar que o efeito pro-inflamatério do US acelerando o processo inflamatorio
estimularia 0 aumento de macréfagos, que submetidos a uma situacdo de
hipoxia causada pelo US segregariam o fator de angiogénese, o que explicaria
0 crescimento neovascular observado nos resultados. A exposicdo a niveis

altos de oxigénio causa um impacto que leva a inibicdo da neoformacédo de



vasos, quando o gradiente de hipoxia de uma ferida é destruido, o crescimento
capilar cessa (KNIGHTON et al, 1981).

RUSSEL (1991) em pesquisa utilizando US pulsado verificou grande
guantidade de vasos neoformados nos animais estimulados, o que nao foi
notado nos animais néo tratados, no local da area de necrose muscular. O
trabalho desenvolvido por BASSOLI (2001) comprova tais evidéncias do ultra-
som pulsado, considerando grande a capacidade do Us pulsado induzir a
neoformacdo de vasos, bem como a constituicio de miotubos em maior
guantidade e precocemente nos musculos estimulados.

HOGAN et al (1982) também demonstraram um aumento da
densidade capilar no muasculo cremaster de ratos expostos ao US continuo
com intensidade de 2,5W/cm2 por cinco minutos, trés vezes na semana,
sugerindo que o US estimula a angiogénese, apesar de alguns autores
(HOGAN et al., 1982a; RUBIN et al., 1990) considerarem as doses utilizadas
no estudo incompativeis com a prética clinica. RANTANEN (1999) néo verificou
alteracdo na recapilarizacéo utilizando US de 3MHz a intensidade de 1,5W/cm?
durante 6 minutos com transdutor estacionario. Afirmou ter obtido o esperado
aumento de células satélites, mas ndo obteve o mesmo efeito na producao de
miotubos. Em relacdo aos fibroblastos considera que nos animais controle a
sintese ocorreu mais rapidamente que nos animais tratados, cuja proliferacéo
estendeu-se por um periodo de 7 a 10 dias.

HOGAN et al. (1982) e RUBIN et al. (1990) em seus estudos tém

especificamente examinado os efeitos de ultra-som na microcirculagcdo e

mostraram que o efeito agudo do ultra-som € a vasoconstricdo das arteriolas,
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diminuindo o fluxo de sangue. Apesar de alguns autores ainda nao
reconhecerem os efeitos do US na estimulacdo da angiogénese os resultados
encontrados neste trabalho mostraram-se favoraveis a sua aplicacdo. Estudos
adicionais sdo necessarios para determinar se a reducdo em perfusdo é
suficiente para resultar em hipoxia local ou isquemia e se a vasoconstricao
relatada é temporaria.

Existem evidéncias de que niveis terapéuticos de ultra-som estimulam
a sintese de proteina nos fibroblastos. Aumentos nos niveis de lactato
estimulam a atividade da “prolyl hidroxilase”, uma enzima essencial para a
sintese de colageno, e em condi¢cdes de hipdxia os fibroblastos produzem um
polipeptideo colageno precursor. (HUNTTON, 1967).

Utilizando US continuo de 3MHz e intensidades de 0,5 a 2,0W/cm?

também foi mostrado que radicais de oxigénio, a “prolina hydroxylate” e a
“lysine”, residuos de colageno, (TRELSTAD et al., 1981), em baixas
concentracfes, podem estimular proliferacdo de fibroblastos (MURRELL et al.,
1990).

Nossos resultados mostraram que na maior parte dos animais que
compunham os grupos tratados com US, ocorreu maior incidéncia de
fibroblastos e delicadas fibrilas de colageno, além de mioblastos e miotubos.
Estes resultados também foram encontrados por RANTANEN (1999) com
indicacdes de efeitos especificos do ultra-som nas células, particularmente nos
fibroblastos. Tal fato indicou que o tratamento com US pode favorecer a
formacdo, pelos fibroblastos, da matriz extracelular, para que as ceélulas

satélites e outras células indiferenciadas pudessem utilizar como suporte para
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migrarem e se organizarem enquanto se diferenciam para a formar os
mioblastos que subsequentemente se fundiriam para originar os miotubos.

Constatamos que o0s miotubos decorrentes da agregagdo de
mioblastos foram mais precoces nos animais estimulados com o US continuo
gue nos animais do grupo controle.

Sabe-se que para que a regeneracdo muscular seja efetiva, é
necessaria a presenca de células satélites e condi¢cdes favoraveis para a
miogénese. As células satélites sdo a Unica fonte de células miogénicas
“tronco” no musculo esquelético adulto. Segundo BISCHOFF & HEINTZ (1994),
a freqiiéncia de células satélites no musculo maduro € da ordem de 5% de
todos o0s nucleos que se situam dentro da lamina basal, com
variacdes,dependendo da espécie animal e tipo de mduasculo. As células
satélites mantém-se vidveis mesmo apds tratamentos que matam ou alteram
as miofibrilas, tais como: esmagamentos, anestésicos locais e venenos; e as
células satélites sdo também mais resistentes a isquemia que as miofibras.

Quando ativadas as células satélites sdo capazes de cruzar a lamina
sarcolemal da miofibora em ambas as dire¢cdes (LIPTON & SCHULTZ, 1979) e
migram consideraveis distancias dentro do musculo (SCHULTZ et al., 1990).
Este fato pode explicar a grande quantidade de ndcleos nos miotubos, relatada
nos resultados deste estudo, decorrentes provavelmente, das células satélites
migradas e que, estimuladas pelo US , se constituem em mioblastos e apés,
em miotubos.

Em 1990, BISCHOFF estudou unidades de célula satélite em cultura

retirado de musculo de rato adulto esmagado, para identificar e caracterizar a



67

sua mitogénese. Observou que a quantidade e a rapidez da regeneracao
dependeu dos parametros de ativacdo e do ciclo celular das células satélites, o
gue foi de extrema importancia para compreenséo dos fatores que governam o
recrutamento e proliferacdo destas células. Relatou ainda que injecdo de
mitogénico (extrato de musculo) também estimula o crescimento muscular
neonatal de rato in vivo, o que foi observado pelo aumento do nimero de
mionucleos por fibra depois do tratamento com extrato de musculo. Sugere
ainda que o extrato de musculo estimula a fusdo de mioblastos in vivo. Isto
poderia evidenciar que células satélites quiescentes tornam-se ativas por
fatores de crescimento liberados por miofibrilas vizinhas lesadas.

A proliferacdo continuada das células satélites seria sustentada por
fatores miogénicos como fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator
insulinico de crescimento (IGF) os quais seriam regulados pelo musculo apés a
lesdo (JENNISCHE & OLIVECRONA, 1987). O aumento consideravel no
namero de células satéltes nos animais estimulados com US indica
capacidade do US em ativid-las e confirma sua agdo na aceleracdo da
regeneracao muscular.

BASSOLI (2001), considerando a grande capacidade do US pulsado
na inducdo de neovascularizagdo, atribui a isto parte da recuperacdo das
fibras. Acredita que parte da velocidade da regeneracdo decorra da acdo do
US pulsado. Em primeiro lugar pela neoformacdo vascular que abreviaria a
fase necrotica da leséo favorecendo a fibrose; e em segundo lugar aumentando

0 numero de células satélites e sua transformacdo em mioblastos, estimulando
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igualmente a agregacdo dos mesmos para formacdo dos miotubos. Estes
dados foram comprovados neste trabalho, utilizando o US continuo.

N&o pudemos afirmar pelas laminas analisadas, se estes miotubos
se organizam em alguma direcao preferencial ou ao longo do eixo longitudinal
do musculo tibial anterior seguindo o padrdo de distribuicdo das fibras
originais. Porém observamos que quando a distancia entre 0s cotos
seccionados era pequena, estes miotubos se formavam na fenda entre estes
cotos, para promover a sua jungao e consequente regeneracao.

Nos casos de distancias maiores entre 0s cotos, a regeneracdo nem
sempre € completa, e a regido lesada € substituida por um tecido mais
resistente sem as mesmas caracteristicas da fibra inicial. Outros estudos
tornam-se pertinentes para acompanhar a regeneracdo completa do muasculo,
prolongando o tratamento além da fase considerada aguda.

Pela analise das fotomicrografias, ao observarmos os indices dos
indicadores estipulados, notamos que o0 processo de regeneracao foi acelerado
nos animais tratados em relagcdo aos nao tratados, visto que a rede de fibrina
foi mais rapidamente eliminada assim como 0s restos necroéticos das fibras
musculares lesadas. Provavelmente devido ao estimulo sobre as células
fagociticas. Observamos ainda que o surgimento de fibroblastos e mioblastos
se deu anteriormente nos animais tratados, porém com o passar dos dias 0s
animais nao tratados também apresentaram estas estruturas, mesmo que de
uma maneira mais discreta.

A neovascularizacéo, outro fator considerado de extrema importancia

para a aceleracéo do processo regenerativo do tecido muscular, no entanto, foi
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algo que ocorreu preferencialmente nos animais tratados, em especial
naqueles tratados com intensidade de 0,4 W/cm?.
Por fim, a aceleracdo de todo o processo pela acdo do US levou a

formacao mais precoce de miotubos nos animais tratados.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados com a aplicacdo de US continuo, nas
intensidades de 0,2 e 0,4W/cm? em ratos com lesdo incisiva do musculo tibial

anterior, nos levaram a concluir que:

O tempo de insonacéo e os valores de intensidades
selecionados nao permitiram avaliar diferencas
significativas entre eles e entre o0 modo continuo e
pulsado;

a fagocitose dos restos necroticos das fibras lesadas
foi mais eficiente nos animais tratados com US,
independentemente da intensidade utilizada;

o0 surgimento de fibroblastos e mioblastos (pela
ativacdo das células satélites) foi antecipado com o
us;

a angiogénese foi estimulada principalmente nos
animais submetidos ao US 0,4W/cm?;

a formacédo de miotubos ocorreu mais precocemente

nos animais estimulados com US.

Desta maneira admitimos que o US favorece o processo de

regeneracao muscular.
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9. ABSTRACT

Skeletal muscle is the most abundant woven of the human body and
one of the most adjustable prompt to adaptations. Several researches are
developed searching to accelerate the muscular regeneration. Production of
personal micro-lesions in muscular fibers for the rigorous exercise, any
device preferentially non-punch which assures an acceleration of the repair of
the harmed muscle is highly desirable, mainly if it be not linked to a functional
and economical damage. US therapeutic ultrasound is one of the many
electrofisics agents widely and frequently used in the treatment of muscle-
skeletal lesions and soft woven. Principal physical effects involved in the
ultrasound therapy are usually classified in thermal effects and non-thermal
effects. Principal biological alterations refer to increase of the membranes
permeability and cellular diffusion, to increase calcium ions transport through
the cells membranes and mastocits disgranulation, to increase protein
synthesis in the fibroblasts and incentive the angiogenisys. Twenty seven
(27) male and sedentary mice (wistar) with sixty days old were divided in six
groups randomly, to value the ultrasound effects in the muscular regeneration
process which was accomplished an incisive lesion of 3mm {idth) X 3mm
(depth) in the previous tibial muscle of the paw right-rear. Mice from four
groups were treated with ultrasound in the continuous way kept in frequency
of 1 MHz during 1 minute, once a day and intensity of 0,2W/cm? to A and C
groups, 0,4W/cm? to B and D groups. E and F groups were not submitted to

the ultrasound. After treatment period animals from six groups were sacrificed



85

to remove their muscles making sheets. Sheets were photographed in optical
photomicroscope to register the woven morphologic alterations. We noticed
the phagocytes of the necrotics fibers remains harmed was more efficient in
the animals treated with US, independently of the intensity used on that, as
well as we noticed fibroblasts and mioblastos (for the activation of the
satellite cells), the angiogenisys was mainly stimulated in the animals
submitted to US, and the miotubes formation occurred earlier on them. And

we concluded US favors the muscular regeneration process.
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