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RESUMO

MENDONCA JUNIOR, L. W. Viabilidade de macrofagos in vitro apos estimulagéo
com ultra-som terapéutico de 1MHz (Therapeutic ultrasound of 1MHz do not alter
the viability of macrophages in vitro). Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, 4rea de concentracdo Imunopatologia Veterinaria) — Instituto de
Ciéncias e Saude, Universidade Paulista 2006.

Macréfagos tém importante papel nos processos de inflamacdo e cicatrizacao
tecidual. O ultra-som terapéutico (UST) é utilizado eficazmente com a finalidade
de acelerar tais processos, aumentando a sintese, a qualidade e a organizagéo
do colageno depositado. Considerando a importancia do uso do UST como forma
de acelerar o processo de cicatrizacdo, nosso estudo propds a avaliacdo da
viabilidade dos macrofagos in vitro pds-estimulacdo com UST na frequéncia de
1MHz, em trés regimes de tratamento onde o grimeiro nos modos pulsado a 100
Hz (1/2) e continuo, a intensidade de 0,5W/cm*“ durante 5 minutos, o segundo no
modo continuo nas intensidades de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0W/cm? durante 5 minutos, e
o0 terceiro regime de tratamento no modo continuo nas intensidades 0,5; 2,0; 2,5 e
3,0W/cm? durante 5 minutos. A viabilidade celular observada no primeiro regime
de tratamento foi de: 97,64% no grupo placebo; 94,62% no grupo pulsado e
94,91% no grupo continuo. O segundo regime de tratamento apresentou
resultados em relacdo & viabilidade de 99,76% a 0,5W/cm?, 84,11% a 1,0W/cm?,
83,88% a 1,5W/cm’ e 86,49% a 2,0W/cm?. No terceiro regime de tratamento os
resultados observados em relacdo a viabilidade celular foram de 99,76% a
0,5W/cm?, 86,49% a 2,0W/cm?, 68,14% a 2,5W/cm® e 36,86% a 3,0W/cm?. Os
resultados sugerem que estimulacdes em intensidades de 0,5 a 2,0 W/cm?
mantém a viabilidade das células, visto que ndo houve alteracdo significativa na
viabilidade celular, e mostram também que intensidades acima de 2,0 W/cm?
podem levar a morte celular no modelo estudado.



ABSTRACT

MENDONCA JUNIOR, L. W. Therapeutic ultrasound of 1MHz do not alter the
viability of macrophages in vitro.

Macrophages play a key role in the inflammation and healing tissue process. The
therapeutic ultrasound (TUS) is efficiently used to accelerate this process,
increasing the synthesis, quality and organization of the deposited collagen.
Considering the importance of the TUS as an accelerator of the healing process,
our study focus on the evaluation of the viability of macrophages in vitro upon
stimulation with TUS in the frequency of 1MHz in three different forms of
treatment. The first form of treatment was with the TUS pulsed at 100 Hz (1/2) and
continuous, in an intensity of 0.5W/cm? during 5 minutes, the second in continuous
way in the intensities of 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0W/cm? during 5 minutes, and the third
form of treatment in continuous way in intensities of 0.5; 2.0; 2.5 and 3.0W/cm?
during 5 minutes. The observed cellular viability in the first form of treatment was:
97.64% in the non irradiated group; 94.62% in the pulsed group and 94.91% in the
continuously irradiated group. The second form of treatment presented viability
results in relations of 99.76% to 0.5W/cm?, 84.11% to 1.0W/cm?, 83.88% to
1,5W/cm? and 86.49% to 2,0W/cm?. In the third form of treatment the results
observed in relation to cellular viability were 99.76% to 0.5W/cm?, 86.49% to
2.0W/cm?, 68.14% to 2.5W/cm? and 36.86% to 3.0W/cm?. The results suggest that
stimulations in the intensities from 0.5 to 2.0W/cm? keep the cells viability, due the
lack of significant alteration in the cellular viability. It is also shown that, in the
model studied, intensities above 2,0 W/cm? can cause cellular death
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamacéo

Quando ocorre quebra da homeostasia do tecido conjuntivo
vascularizado (les&o), inicia-se reacao biolégica complexa
denominada inflamacdo, que tende a reconstituir e cicatrizar a
regidao lesada (MARIANO, M — comunicacédo pessoal).

A inflamacado caracteriza-se por quatro sinais clinicos: dor,
rubor, tumor e calor. Um quinto sinal, a perda de funcdo do
tecido lesado, nem sempre esta presente na reacao
inflamatéria. A dor, fendmeno complexo e ainda pouco
conhecido, € causado pela liberacdo de mediadores quimicos. O
rubor decorre da vasodilatagdo arteriolar e consequente
aumento do fluxo sangliineo nas vénulas proximas ao foco
inflamatério. O tumor resulta do aumento da permeabilidade
venular pela contracdo das células endoteliais (ROBBINS, et al.,
1996).

A inflamacdo, porém, pode ser nociva. Quando da
migracao e da fagocitose, os leucécitos ativados podem liberar
metabdlitos reativos e proteases para o meio extracelular,
causando lesédo tecidual (ROBBINS et al., 1996).

Dependendo de sua duracdo e caracteristicas, a
inflamacdo pode ser aguda ou crbénica. A inflamacdo aguda
caracteriza-se por ser de curta duracdo (dura minutos, horas ou
dias), havendo exsudacao de liquido e proteinas plasmaticas,
além da migracdo de leucécitos, entre os quais predominam o0s
polimorfonucleares, principalmente os neutréfilos (ROBBINS et
al., 1996), que sao as primeiras células a chegar no local da
lesdo, em aproximadamente 1 a 2 horas ap6s a perturbacéo
inicial da homeostasia (PARK et al., 2004). Entretanto, como foi
mostrado por SPECTOR et al., (1967), neutréfilos e macréfagos
migram concomitantemente para o local da lesdo, sendo os

primeiros a populacédo predominante na fase inicial.
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Esse tipo de inflamacdo pode evoluir para quatro
desfechos: a resolucdo completa da leséo, a fibrose, o abscesso
e a inflamacé&o crénica. A inflamacédo crénica € de maior duracao
gue a aguda, durando semanas ou meses, e apresenta eventos
diferentes desta, tais como a presenca de células do sistema
mononuclear fagocitico (SMF) — o tipo celular predominante 48-
96 horas apés a lesdo tecidual (SPECTOR et al., 1967) — e
linféocitos, além da proliferacdo de vasos sangliineos e de tecido
conjuntivo. As linfocinas secretadas por linfocitos estimulam
macréfagos e monécitos que, por sua vez, liberam monocinas
que estimulam os linfocitos, levando a inflamacdo a persisténcia
(ROBBINS et al., 1996).

A capacidade de substituir células lesadas ou mortas e de
proceder ao reparo dos tecidos apo0s a inflamacao é critica para
a sobrevivéncia do organismo. Uma variedade de agentes
lesivos — a0 mesmo tempo em que provocam dano no interior da
célula — dispara uma série de eventos que servem nao apenas
para conter a lesdo, mas também para preparar as células que
ndo foram letalmente danificadas para a replicacdo necessaria a
substituicdo das células mortas (ROBBINS et al., 1996).

O reparo dos tecidos envolve dois processos distintos: (1)
regeneracdo, que se refere a substituicdo das células lesadas
por células do mesmo tipo, sem deixar algumas vezes, qualquer
vestigio da lesdo anterior; e (2) substituicdo por tecido
conjuntivo, um processo denominado fibroplasia ou fibrose, que
deixa uma cicatriz permanente. Na maioria dos casos, ambos 0s
processos contribuem para o reparo. Além disso, tanto a
regeneracdo gquanto a fibroplasia s&o determinadas por
mecanismos essencialmente similares, envolvendo a migracao,
proliferacdo e diferenciacdo celulares, bem como interacdes
entre célula e matriz (ROBBINS et al., 1996).

Ocorre fibrose ou fibroplasia no arcabouco de tecido de
granulacado dos novos vasos sanglineos e da matriz extracelular

(MEC) frouxa que inicialmente se formam no local de reparo.
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Dois processos estdo envolvidos na fibrose: (1) migracdo e
proliferacdo de fibroblastos no local da lesdo; e (2) deposicéo
da MEC por essas células (ROBBINS et al., 1996).

O tecido de granulacdo contém vasos sanglineos recém-
formados. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
também denominado fator de permeabilidade vascular, promove
a angiogénese, mas também é responsavel por um acentuado
aumento da permeabilidade vascular. Esta dltima atividade
resulta em deposicdo aumentada de proteinas plasmaticas,
como fibrinogénio e fibronectina plasmatica, na MEC,
proporcionando um estroma provisorio para o crescimento dos
fibroblastos (e das células endoteliais). A migracao dos
fibroblastos para o local de lesdao e a sua subsequente
proliferacdo sao deflagrados por numerosos fatores de
crescimento, incluindo fatores transformadores de crescimento 3
(TGF-R), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF) e as denominadas citocinas fibrinogénicas,
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). As
fontes desses fatores de crescimento incluem as plaquetas e
uma variedade de células inflamatérias, bem como o endotélio
ativado. Os macrofagos, por exemplo, sdo importantes
constituintes celulares do tecido de granulacdo, responsaveis
pela remocédo de restos extracelulares, fibrina e outros materiais
estranhos no local de reparo. Os macrofagos também produzem
TGF-B, PDGF e fator basico de crescimento dos fibroblastos
(bFGF) e portanto promovem a migracao e a proliferacdo dos
fibroblastos. O TGF-B que é produzido pela maioria das células
no tecido de granulacdo, causa migracdo e proliferacdao dos
fibroblastos, aumento na sintese de colageno e fibronectina e
diminuicdo da degradacdao da MEC por metaloproteinases.
Também é quimiotatico para mondécitos e provoca angiogénese
in vivo, possivelmente ao induzir o influxo de macrofagos
(ROBBINS et al., 1996).
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A medida que progride o reparo, o numero de células
endoteliais e fibroblastos proliferantes diminuem. Os
fibroblastos progressivamente tornam-se mais ativos e
depositam gquantidades aumentadas de MEC. Os coladgenos
fibrilares formam uma importante parte do tecido conjuntivo nos
sitios de reparo e sdo importantes no desenvolvimento da
resisténcia na cicatrizacdo de feridas. A sintese de coladgeno
pelos fibroblastos comeca numa fase relativamente precoce
(dentro de 3 a 5 dias) e prossegue por Vvarias semanas. Muitos
dos mesmos fatores de crescimento que regulam a proliferacéao
de fibroblastos também estimulam a sintese da MEC. Assim, por
exemplo, a sintese de colageno é intensificada por diversos
fatores, incluindo fatores de crescimento, PDGF, FGF, TGF-B3 e
citocinas IL-1 e IL-4 que sao secretados por macrofagos,
linfocitos e fibroblastos nas feridas em cicatrizagdo (ROBBINS
et al., 1996).

Os macrofagos atuam na inflamacao (TANG et al., 2000;
WOODS et al., 2000) (seja promovendo-a ou inibindo-a), no
reparo e na renovacado de tecidos, na fagocitose e subsequente
digestdo de microorganismos, e na interacdo das imunidades
inata e adquirida (HANDEL-FERNANDEZ e LOPEZ, 2000;
WOODS et al., 2000). Assim como os outros fagocitos
mononucleares, os macr6fagos possuem grande capacidade de
producdo e secrecdo de moléculas, o que explica as suas
inUmeras atuacbes celulares (ALLAVENA et al., 2000), como
mostra a Tabela 1.

Os macré6fagos tém sua origem na medula 6ssea a partir da
célula progenitora denominada unidade formadora de colénia -
granuldcitos e monécitos (Colony Forming Unit — Granulocyte
Monocyte, CFU-GM) (GARTNER e HIATT, 1993). A CFU-GM da
origem inicialmente aos monoblastos que proliferam e se
diferenciam em pré-monocitos e posteriormente geram 0S
monodcitos (AUGER e ROSS, 1992). Os monécitos se mantém na

medula Ossea por cerca de 24 horas antes de entrar na
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circulacdao periférica (FURTH e VAN AND SLUITER, 1986;
MEURET e HOFFMANN, 1973) onde permanecem, em média, por
25 horas (AUGER e ROSS, 1992).

Uma vez estabelecidos nos tecidos, o0s monécitos
amadurecem e se tornam macrofagos. Os macrofagos podem
exibir morfologias diferentes apés serem ativados por estimulos
externos, tais como microrganismos — ou seus fragmentos — e
corpos estranhos. Alguns desenvolvem um citoplasma
abundante e sdo chamados de células epitelidides devido a sua
semelhanca com células epiteliais da pele. Macrofagos ativados
podem se fundir para formar células gigantes multinucleadas.
Os macréfagos estdo presentes em todos os 6rgaos e no tecido
conjuntivo e recebem nomes especiais para designar
localizagcbes especificas, no sistema nervoso central eles séo
chamados de microglia; na superficie do endotélio dos
sinusoides hepaticos sdo chamados de células de Kupffer; nas
vias aéreas sado chamados de macré6fagos alveolares e as
células fagocitarias multinucleadas dos ossos sdo chamadas de
osteoclastos (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Mais uma caracteristica dos macrofagos €é a sua
capacidade de apresentar-se em diferentes estados funcionais
(residente, ativado e estimulado), o que é determinado pelos
sinais estimulatérios e inibitdrios do microambiente em que se
encontram, como ocorre na cavidade peritoneal, onde os
macréfagos residentes sdo considerados células quiescentes
(LU et al., 1999).

Os macréfagos participam das interacdes bidirecionais
entre a imunidade inata e adquirida: na imunidade inata tém a
capacidade de fagocitar particulas estranhas (microrganismos e
macromoléculas) e produzir citocinas (ABBAS e LICHTMAN,
2005); na imunidade adquirida, atuam como células
apresentadoras de antigeno para os linfécitos T e podem ser
ativados pelos mesmos, tornando-se células efetoras. Neste

caso, o linfocito T é responsavel pela liberacdo de citocinas que
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estimulam a sua capacidade microbicida (LU et al., 1999) e o
linféocito B, responséavel pela producdo de anticorpos
opsonizantes (AUGER e ROSS, 1992). Por este motivo,
alteracbes na funcionalidade dos macrofagos podem modular a
progressdo da resposta imunoldgica.

Os macréfagos, em geral, respondem a dois estimulos
seqlenciais, o primeiro € o estimulo iniciador e o0 segundo com
o disparador. A ativacado dos linfécitos T ou Natural Killer (NK)
resulta na liberacdo de interferon ? (INF-?) que inicia a acao
efetora do macréfago, pela producdo de fator de necrose
tumoral (TNF-a) e do 6xido nitrico (NO-). Além disso, o INF-?
aumenta a sensibilidade do macrofago as substancias que agem
como “gatilhos” disparadores, entre as quais se destacam o
lipopolissacarideo (LPS), que estimula a atividade bactericida e
o éster de forbol-miristato (PMA), que estimula a producdo de
peréxido de hidrogénio (H»,0,) (PICK e MIZEL, 1981).

Tabela 1 - Selecdo de produtos secretados por fagocitos

mononucleares.

GRUPO FUNCIONAL MOLECULAS

Moléculas toéoxicas de vida|lIntermediarios reativos do
curta oxigénio (Ex: H2032)
Intermediarios reativos do

nitrogénio (ex: NO")

Produtos da Cicloxigenase /|Prostaglandinas (PG E2)

Lipoxigenase Leucotrienos (LT B4)
Enzimas e Fatores de | Fatores tissulares: Fator IX,
coagulacéao X, V e protrombina

Ativadores / Inibidores de
plasminogénio, tipo

uroquinase

Componentes do Sistema | Via Classica (C1, C2, C3, C4,

Complemento C5)




18

Via alternativa (Fator B, D e

properdina)

Fatores de Crescimento Fatores de crescimento
derivados de plaquetas —
(PDGF)

Fatores de crescimento para
fibroblasto (FGF)

Fatores hematopoiéticos Fator estimulador da

formacao de colbnias-

macroéfagos
Citocinas pro-inflamatérias | Interleucina -1 (IL-1), TNF
primarias (Fator de necrose tumoral),
IL-6, IL-12, 1L18
Citocinas pré-inflamatérias | Quimiocinas (1-4)
secundarias
Citocinas anti-inflamatorias IL-10;fatores transformadores

de crescimento B (TGF-R)

Receptores de citocinas Receptor tipo Il para IL-1,

receptor para TNF.

(Adaptado de ALLAVENA et al., 2000)

1.2 Ultra-som

O ultra-som (US) € uma onda mecanica, uma vez que é
som, mas ndo € audivel aos ouvidos humanos devido a sua
elevada frequéncia, que transcende a capacidade do aparelho
auditivo humano (ter HAAR, 1978). A propagacao do ultra-som
ocorre pela transmissdo da onda de molécula para molécula do
meio em que o ultra-som esta sendo aplicado (ter HAAR, 1978).
A onda ultra-s6nica depende dos parametros como, intensidade
e frequéncia. A intensidade determina quanta vibracdo e
pressdo sera imposta as moléculas irradiadas. A frequéncia do
ultra-som apresenta uma relacdo inversa com a penetracdo da
onda (ter HAAR, 1978).
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Se aplicado em tecidos, o US é capaz de produzir efeitos
biolégicos, os quais sdo decorrentes do efeito mecéanico
produzido pela onda ultra-sénica (ter HAAR, 1978). Estes
efeitos sdo a micromassagem e 0 aguecimento, ou mecanismos
nado térmicos e mecanismos térmicos, respectivamente.

A micromassagem €& o mecanismo ndo térmico que ocorre
pela passagem da onda ultra-sdnica pelos tecidos, produzindo
um efeito de vibracdo das moléculas teciduais e, por
consequéncia, nos tecidos como um todo (NYBORG e ZISKIN,
1985; HOOGLAND, 1986). Para que somente este efeito seja
produzido nos tecidos, é necessaria a utilizagdo do ultra-som no
modo pulsado, para que haja tempo para ocorrer a dissipacéao
da energia gerada pela passagem das ondas ultra-sénicas
(NYBORG e ZISKIN, 1985; HOOGLAND, 1986; LOW e REED,
2001). Quanto maior o tempo de passagem de ondas ultra-
sonicas por unidade de tempo durante uma aplicagdo ultra-
sdnica, maior serd a producdo do efeito térmico (HOOGLAND,
1986).

O aquecimento é o0 mecanismo térmico que €é produzido
pela passagem da onda ultra-sénica pelos tecidos, sobretudo
guando da utilizacdo do modo continuo do ultra-som. O
aquecimento dos tecidos é decorrente do aumento do estado de
agitacao molecular (efeito mecanico), o que aumenta o atrito
entre as moléculas e células, produzindo calor (HOOGLAND,
1986). Este aquecimento ocorre preferencialmente em tecidos
ricos em colageno, como tendbes, capsulas articulares,
ligamentos e fascias musculares (NYBORG e ZISKIN, 1985).

BAKER, ROBERTSON e DUCK (2001) consideram incorreto
classificar separadamente os efeitos do ultra-som terapéutico
(UST) em térmico (UST continuo) e nao-térmico (UST pulsado)
porque os dois efeitos ndo estdao totalmente separados. Sempre
os efeitos nado-térmicos serdo acompanhados por aquecimento
devido a interacdo entre o UST e o tecido ser simultaneamente

térmica e mecéanica.
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A passagem da onda ultra-sdénica pelos tecidos também
pode levar & producdo de pequenas bolhas (de géas ou vapor),
processo denominado cavitacdo. Estas bolhas de gas
movimentam-se no interior das células de acordo com o campo
ultra-sdnico, variando de tamanho de acordo com a &rea de
compressao, ou expansao, da onda ultra-s6nica. (NYBORG e
ZISKIN, 1985; HOOGLAND, 1986). Esta cavitacdo pode ser de
dois tipos: estavel e transiente (ou inercial).

A cavitacdo estidvel é a formacdo de pequenas bolhas de
gas no interior de qualquer meio fluido, com movimentos
ritmicos produzidos pelo campo ultra-sénico e que oscilam de
acordo com as areas de pressao, positivas e negativas, sem, no
entanto, entrar em colapso. Apés a aplicacdo do ultra-som,
estas bolhas se desfazem, pela dissolucdo do gas. Este tipo de
cavitacdo pode estar relacionado com os efeitos mecanicos do
ultra-som, gerando um fluxo acustico no meio percorrido pelas
ondas ultra-sénicas (ter HAAR, 1978).

A cavitacao transiente é a formacdo de pequenas bolhas
de gas no interior das células, que aumentam seu tamanho até
entrarem em colapso violento, por terem excedido o seu volume
de equilibrio. Este fendbmeno pode causar lesdes de estruturas
celulares (ter HAAR, 1978; NYBORG e ZISKIN, 1985).

Por ser capaz de penetrar em tecidos e de produzir efeitos
biol6gicos, o US pode ser usado com fins terapéuticos. O
aparelho de UST consiste de um gerador que produz uma
corrente alternada de alta frequéncia. Para fisioterapia utilizam-
se frequéncias entre 0,5 e 5,0 MHz (LEHMANN; DE LAUTER,
1994; ter HAAR, 1978). Para tal, transdutores piezoelétricos séo
utilizados. Estes transdutores consistem em um disco de um
material natural, como o0 quartzo, ou uma ceramica sintética
feita de uma mistura de sais complexos, tais como o chumbo,
zirconato e o titanato (PZT), que podem ser polarizados em
processos de carga (WILLIANS, 1987). Esse elemento

piezoelétrico transforma energia acustica em energia elétrica e
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seu reverso, energia elétrica em acustica (KAHN, 1991;
HEKKENBERG; OOSTERBAAN, 1985). A corrente alternada que
supre o elemento piezoelétrico pode ser modulada criando
diferentes modalidades de insonacdo: continua e pulsada. Em
funcdo disto, a intensidade é também dependente do tempo
(HEKKENBERG; OSTERBAAN, 1985).

O tempo de irradiacdo é uma variavel muito importante
para os tratamentos com ultra-som, ja que o campo proximo do
ultra-som n&o apresenta grande uniformidade, o que pode gerar
picos de intensidade que podem ser prejudiciais para os tecidos
irradiados. Quanto menor a relagdo on/off do ultra-som pulsado,
menor sera 0 aquecimento produzido por este recurso, devido
ao fato de haver tempo suficiente para a dissipacdo da energia
imposta ao tecido pela onda ultra-sénica (HOOGLAND, 1986;
LOW e REED, 2001). Assim sendo, deve-se ter o cuidado de
mover o transdutor para que nédo haja a concentracdo de energia
em uma unica area (NYBORG e ZISKIN, 1985; ter HAAR, 1978,
LOW e REED, 2001).

O ultra-som terapéutico tem sido utilizado no
restabelecimento das fun¢gdes e na promocédo da cicatrizacdo de
tecidos musculares (GOUVEA; VIERA; AMARAL, 1998),
tendinosos (CUNHA; PARIZOTTO; VIDAL, 2001) e Osseos
(DUARTE, 1983; DUARTE; XAVIER, 1983). Desde a introducdao
deste recurso terapéutico, ha mais de 5 décadas, as acdes
biologicas do ultra-som tém sido alvo de estudos. Porém os
efeitos mecanicos, térmicos e quimicos do ultra-som ainda néo
foram totalmente estabelecidos. Sua aplicacao, entretanto, leva
a inumeros bioefeitos (DYSON, 1987; KITCHEN; PARTRIDGE,
1990). As conseqUéncias biolégicas dos mecanismos térmicos
sdo, 0 aumento da elasticidade de estruturas que contém
colageno, a diminuicdo da rigidez articular, a diminuigcdo da dor
e do espasmo muscular e o aumento do fluxo sanguineo. Os
mecanismos nao térmicos induzem reac¢des organicas, que

geralmente se manifestam em nivel vascular e tecidual, como o
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aumento do metabolismo celular, do fluxo sangliineo e do
suprimento de oxigénio, produzindo alteracdo da permeabilidade
da membrana celular e facilitando o fluxo de nutrientes (DYSON,
1987; SUCKLING, 1978).

No estagio agudo do processo inflamatorio, os efeitos da
cavitacdo estavel e da corrente acUstica parecem aumentar a
difusdo do calcio através da membrana celular. Isso é de grande
importancia, jA& que o calcio, como “segundo mensageiro”
celular, pode ter um efeito acentuado no aumento da producéao e
liberacdo de fatores que contribuem para a cicatrizacdo. Isso
inclui a liberacdo de histamina dos mastocitos e, muito
importante, fatores liberados dos macr6fagos. Desse modo, o
ultra-som tem o potencial de acelerar a resolugdao normal da
inflamacdo desde que o estimulo inflamatorio seja removido.
Essa aceleracdo pode também se dever a suave agitacdo do
liguido dos tecidos que pode aumentar a taxa de fagocitose e o
movimento das particulas e das células. Deve-se observar que o
ultra-som tem uma acédo pro-inflamatéria e ndao anti-inflamatéria.
As vezes considera-se que o ultra-som terapéutico resulta em
aumento no fluxo sanguineo local (LOW & REED, 2001).
Contudo, RUBIN et al. (1990) observaram que o efeito agudo do
ultra-som é uma vasoconstricdo das pequenas arteriolas até um
ponto que ocorram reducdes locais no fluxo sangilineo.
Acredita-se que o ultra-som estimule o crescimento de novos
capilares no tecido isquémico crénico, o qual poderia acontecer
durante o reparo de tecidos moles ap6s lesdao (LOW & REED,
2001).

Durante o reparo, os fibroblastos podem ser estimulados
pelo UST a produzir mais colageno. Isso parece ocorrer devido
ao ja citado aumento na permeabilidade da membrana celular,
causado pelo UST, permitindo a entrada de ions céalcio que
controlam a atividade celular. Ndo s6 é formado mais colageno,
como também este apresenta maior forca ténsil apdés o
tratamento (LOW & REED, 2001).
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Foi observado o aumento da liberacdo de fatores de
crescimento pelos macréfagos apds exposi¢cdo ao ultra-som
terapéutico. Isso pode ser a causa da proliferacdo de
fibroblastos que ocorre nos niveis terapéuticos de ultra-som, ja
gue parece nao ocorrer um efeito estimulador direto sobre as
células fibroblasticas (YOUNG e DYSON, 1990).

MAXWELL (1992), em uma revisdao, observou que o ultra-
som pode gerar radicais livres que, quando em excesso, seriam
prejudiciais, podendo o momento da terapia ser critico para
tanto. Nesse contexto DYSON (1989) sugere que o0 tratamento
com ultra-som feito nas primeiras duas semanas apds a lesao
acelera a consolidacdo 6ssea. Porém, quando aplicado em uma
fratura instdvel durante a fase de formacao de cartilagem, pode
resultar na proliferacdo de condrocitos, causando um retardo na
consolidacéao.

Considera-se que o0 ultra-som atue também na fase de
remodelamento, melhorando a extensibilidade do coladgeno
maduro, como o que é encontrado no tecido cicatricial. Acredita-
se gue isso ocorra com a promocédo da reorientacdo das fibras
(remodelamento), levando a uma maior elasticidade sem perda
de forca. Essas alteracdes benéficas parecem ocorrer de forma
mais evidente quando o tratamento € iniciado no estagio
inflamatorio (LOW & REED, 2001).

Varios estudos em animais mostram que o ultra-som
aplicado com intensidades terapéuticas facilita a cicatrizacdo de
feridas. Apesar de alguns estudos serem pouco consistentes e
ndo esclarecerem o modo de acao do ultra-som, um estudo bem
controlado que usavam suinos relatou que o ultra-som
aumentava significativamente a forgca e a velocidade de
fechamento da ferida. Embora a qualidade visual das feridas
ndo tenha sido afetada, ocorreu uma maior degranulacdo dos
mastocitos apdés o tratamento. Esses resultados ocorreram na

primeira semana de tratamento poOs-lesdo e as mudancgcas nho
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colageno foram quantificadas, sendo cerca de 25% maiores do
gue as ocorridas nos controles (LOW & REED, 2001).

Do mesmo modo, em um estudo de taxas de contracdo da
ferida em ratos, HART e DYSON (1991) concluiram que
aplicacdes diarias de ultra-som a 3 MHz com 0,1 e 0,5 W/cm?
por cinco minutos causaram contracédo significativamente maior
do que a que ocorreu nos controles com tratamento placebo. O
tratamento foi aplicado por cinco dias, mas a contracéo
continuou a ser maior mesmo nos 6 dias subsequentes.

A aplicacdo de ultra-som acelera a fase inflamatdria do
processo de cicatrizagcado tecidual. A aplicacdao de ultra-som
continuo influencia de forma ©positiva a atividade dos
macr6fagos e aumenta a adesdo de leucécitos e células
endoteliais danificadas. Quando o ultra-som é aplicado durante
a fase de proliferacao, ele estimula a divisdo celular (STARKEY,
2001).

O ultra-som continuo de baixa frequéncia (0,75 MHz)
intensifica a proliferacdo de fibroblastos, ao passo que o ultra-
som de alta frequéncia (3MHz) aumenta a capacidade destes
sintetizar e secretar coldgeno, o que ocorre principalmente nos
tenddes (YOUNG e DYSON, 1990).

As feridas superficiais também respondem favoravelmente
a aplicacdo de ultra-som. O uso de ultra-som continuo na
freqiéncia 1MHz e intensidade de 1,5 W/cm?, durante duas
semanas apo0s a lesdao, aumenta a forca de rompimento das
feridas incisionais. O mesmo regime de aplicacdo em
intensidade menor (0,5 W/cm?), produziu os mesmos resultados
de aumento da forca de rompimento depois de uma semana e a
facilitacdo da deposicdo de coldgeno durante a segunda semana
(STARKEY, 2001).

No estagio agudo da lesdo, o emprego imediato de ultra-
som continuo €& contra-indicado em razdo da elevada
temperatura do tecido e do aumento da necessidade de oxigénio

associada. Por essa razao, a aplicacdo de ultra-som durante os
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estagios, agudo e subagudo da inflamacédo deve ser executada
com um ciclo de funcionamento baixo e sob baixa intensidade
(STARKEY, 2001).

YOUNG e DYSON (1990) estimularam a linhagem de
macréfagos U937 com UST nas frequéncias de 0,75MHz e 3MHz
na intensidade de 0,5W/cm?. Os resultados mostraram que a
frequéncia 0,75MHz parece ser mais efetiva na estimulacdo da
liberacdo de substancias mitogénicas pré-formadas das células;
a frequéncia 3MHz parece ser melhor em estimular a habilidade
das células em sintetizar fatores; mostraram também que néo
houve mudancga significativa na viabilidade das células apos
estimulacdo com UST em ambas as frequéncias.

Em outro experimento REHER et al. (1999) estimularam
osteoblastos, fibroblastos e mondécitos humanos com UST nas
frequéncias de 1MHz e 45KHz. Os resultados mostraram a
producdo de fatores de angiogénese tais como IL-8, FGF e
VEGF, sugerindo que este pode ser um dos mecanismos pelos

guais o0 UST induz a angiogénese e a cicatrizacao.
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2. OBJETIVO

Baseado na importancia dos macrofagos nos processos
inflamacgao, reparo e cicatrizagdo e do UST como instrumento
para acelerar tais processos este estudo propbs avaliar a
viabilidade dos macrofagos in vitro apés a estimulagdo com UST
de 1MHz.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos isogénicos da
linhagem BALB/c com idade entre 8 — 10 semanas, obtidos do
CEDEME - Universidade Federal de S&o Paulo (Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais). Os animais foram
anestesiados em céamara de éter etilico e sacrificados por

deslocamento cervical.

3.2 Obtencado e cultura dos macro6fagos:

Para obtencdo dos macrofagos, o0s animais foram
sacrificados e logo apoés, retirados os fémures direitos. ApoOs
seccdo das epifises foi realizada lavagem medular, para
obtencdo de células tronco. Para tanto, foi utiliza seringa de 3
mL contendo solu¢cdo RPMI 1640 (SIGMA - Saint Louis, EUA) e
agulha de 0,45 x 13 (BECTON DICKINSON).

A lavagem de cada fémur foi depositada em tubos de
centrifuga de 15 mL (CORNING), individualmente. Os tubos
foram submetidos ao processo de centrifugacdo durante 5
minutos a 2.500 rpm a 4°C (Figura 1).

Concluido o processo de centrifugacédo, foi desprezado o
sobrenadante de cada tubo e o botdo celular ressuspenso em
solucdo contendo 3 mL de sobrenadante de cultura de células L-
929 (linhagem de fibroblastos que produz fatores de
diferenciacdo para macro6fago), 2 mL de soro fetal bovino e 5 mL
de RPMI 1640 (SIGMA - Saint Louis, EUA). As células foram
mantidas em cultura em estufa a temperatura de 37° C e 5% de
CO? durante 5 dias, para diferenciacdo das células precursoras
em macréfagos.

Apb6s 5 dias, o sobrenadante contido em cada garrafa foi
desprezado. Para cada garrafa foi adicionado 15 mL de RPMI
1640 (SIGMA - Saint Louis, EUA) no primeiro regime de

tratamento e 20 mL para o segundo e terceiro regime de
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tratamento, sendo cada garrafa mantida em recipiente contendo
gelo durante aproximadamente dez minutos com a finalidade de
facilitar a desadesédo celular. Posteriormente, foi utilizado o cell
scraper para provocar a desadesdo dos macrofagos. Esta
suspensdo celular foi homogeneizada, utilizando-se pipetador
com o objetivo de desagregar grumos de células, normalmente
formados ap6s a desadesao. O conteudo obtido foi dividido em
trés porcdes de 5 mL cada e depositados em 3 tubos de
centrifuga de 50 mL no primeiro regime de tratamento,e quatro
por¢cdes de 5 mL depositadas em 4 tubos de centrifuga de 50mL
para o segundo e terceiro regime de tratamento, contadas as
células de cada tubo e imediatamente conduzidas ao processo
de estimulacao pelo ultra-som terapéutico.

Todos os procedimentos acima descritos foram realizados
em condicdes estéreis.

Para a realizacdo de cada experimento foram utilizados 6

animais (n=6), cada um fornecendo uma medula para a cultura

de macréfagos.
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Figura (1) Imagem representativa do procedimento de retirada da musculatura (A), desarticulacdo e retirada do fémur
direito (B), fémur direito desarticulado e retirado (C), lavagem medular do fémur (D).

3.3 Ultra-som Terapéutico (UST)

Foi utilizado um aparelho de UST com frequéncia de 1MHz
(SONACEL EXPERT 1MHz — BIOSET®) com transdutor de 3,5cm?
de area de radiacao efetiva (ERA), devidamente calibrado para
realizacdo do experimento. A calibracdo foi feita em uma
balanca de radiacdo na empresa fabricante.

Para atingir maior poténcia, a ceramica do equipamento foi
trocada e o equipamento recalibrado. A intensidade mostrada no
display do equipamento ndo sera a correta neste caso, portanto
0 usuario deve seguir a seguinte tabela:

Tabela 2: intensidades do aparelho

| mostrada | real (Wicm?) Poténcia (W)
no display
0,1 0,5 1,75
0,2 1 3,5
0,3 15 5,25
0,4 2 7
0,5 2,5 8,75
0,6 3 10,5




30

3.4 Tanque de irradiacao

Para o procedimento de irradiacdo dos macrofagos in vitro
foi utilizado um tanque projetado pelos autores deste trabalho
adaptado do modelo de YOUNG & DYSON (1990).

O tanque de irradiacdo foi construido em vidro com
espessura de 3mm, comprimento de 45cm e altura de 25cm;
acoplado sobre uma base de madeira, onde foram fixadas duas
hastes de aluminio com aproximadamente 55 cm de altura. Nas
extremidades destas hastes foi fixada uma régua de 60cm
ligando uma haste a outra. Foram encaixadas na régua duas
hastes do mesmo material, com a finalidade de fixar o
transdutor do UST e o tubo contendo o material a ser

estimulado, com a possibilidade de regular a distancia entre o

transdutor e o tubo (Figura 2).

Figura (2) Imagem do tanque deirradiacao e UST.

3.5 Irradiacédo Celular:
Os tubos contendo as células previamente contadas foram

submetidos ao processo de irradiacdo pelo UST.

Para saber as propriedades atenuantes do tubo, foram
realizados testes pelo sistema automatico de mapeamento de
campo acuUstico da empresa BIOSET Industria de Tecnologia
Eletréonica Ltda. (Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil). O sistema utiliza
um hidrofone de 0,4mm de diadmetro e precisdo no
posicionamento de 0,0125mm. Os testes foram feitos com o tubo

a uma distancia de 8 cm da fonte de ultra-som. Foram também
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realizados testes na balanca de radiacdo com o tubo e os
resultados mostraram uma atenuacdo de 45% da poténcia do
equipamento.

Os tubos foram entdo submersos no tanque de irradiacéao,
previamente preenchido com agua destilada a 8 cm da fonte de
ultra-som, mantendo uma temperatura de aproximadamente
26°C, aferida com termémetro analdgico.

Tratamento 1: As células foram expostas ao UST nos
modos continuo e pulsado a 100Hz 1/2 (50% on / 50% off) a
uma freqiiéncia de 1MHz e a intensidade de 0.5W/cm?, durante
5 minutos.

Tratamento 2: As células foram expostas ao UST no modo
continuo a uma frequéncia de 1MHz e intensidades de 0.5; 1,0;
1,5; 2,0W/cm?, durante 5 minutos. Intensidades estas presentes
nos aparelhos de UST convencionais.

Tratamento 3: As células foram expostas ao UST no modo
continuo a uma frequéncia de 1MHz e intensidades de 0.5; 2,0;
2,5; 3,0W/cm?, durante 5 minutos. As intensidades de 2,5 e
3,0W/cm? ndo sdo comumente apresentadas nos aparelhos de

UST convencionais.

3.6 Viabilidade Celular

A viabilidade foi avaliada com a contagem das células
antes e imediatamente apds a estimulacdo pela coloracdo com
Azul de Trypan, na propor¢cdo de 50%, em uma camara de

Neubauer.

3.7 Regime de Tratamento 1

As células foram submetidas a 3 procedimentos diferentes:
Grupo 1: Controle: tratamento placebo com UST durante 5

minutos;
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Grupo 2: Pulsado: tratamento com UST no modo pulsado a
100Hz a 1/2 com a frequéncia de 1MHz e intensidade de
0,5W/cm? durante 5 minutos;

Grupo 3: Continuo: tratamento com UST no modo continuo com
a freqiéncia de 1MHz e intensidade de 0,5W/cm? durante 5

minutos.

3.8 Regime de Tratamento 2

As células foram submetidas a 4 procedimentos diferentes:
Grupo 1: tratamento com UST no modo continuo com a
freqiiéncia de 1MHz e intensidade de 0,5W/cm? durante 5
minutos.

Grupo 2: tratamento com UST no modo continuo com
frequéncia de 1MHz e intensidade de 1,0W/cm? durante 5
minutos.

Grupo 3: tratamento com UST no modo continuo com a
frequiéncia de 1MHz e intensidade de 1,5W/cm? durante
minutos.

Grupo 4: tratamento com UST no modo continuo com
freqiéncia de 1MHz e intensidade de 2,0W/cm? durante

minutos.

3.9 Regime de Tratamento 3

As células foram submetidas a 4 procedimentos diferentes:
Grupo 1: tratamento com UST no modo continuo com a
frequéncia de 1MHz e intensidade de 0,5W/cm? durante 5
minutos.

Grupo 2: tratamento com UST no modo continuo com a
freqiiéncia de 1MHz e intensidade de 2,0W/cm? durante 5

minutos.
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Grupo 3: tratamento com UST no modo continuo com
freqiiéncia de 1MHz e intensidade de 2,5W/cm? durante
minutos.

Grupo 4: tratamento com UST no modo continuo com a
frequéncia de 1MHz e intensidade de 3,0W/cm? durante

minutos.

3.10 Analise dos resultados

Para cada animal, o numero de células viaveis po0s-
estimulacdo foi dividido pelo numero de células viaveis pré-
estimulacao e multiplicado por 100%. Foi feita, entdo a média
aritmética das percentagens, a qual foi expressa em graficos de
barras.

A analise estatistica foi realizada por meio da Anéalise de
Variancia de Uma Via (ANOVA de 1 via), seguida, quando
aplicavel, do teste a posteriori de Tukey. Considerou-se 95% o

grau de significancia.



4. RESULTADOS

4.1 Tratamento 1

Apbés a realizagcdo dos 3 experimentos do regime de
tratamento 1, foram obtidos os seguintes valores médios: Grupo
1 Placebo, 97,64% de células viaveis; Grupo 2 Pulsado, 94,62%
de células viaveis; Grupo 3 Continuo, 94,91% de células viaveis

conforme grafico a seguir.
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Figura (3): Andlise grafica apresentando a percentagem de macrofagos viaveis em cada grupo apés a estimulagéo
com UST dos 3 experimentos realizados. Os desvios padrfes sdo apresentados. Grupo 1: Placebo, Grupo 2:
Pulsado, Grupo 3: Continuo.(P>0,05)

Os valores médios obtidos ap6s a realizacdo dos 3
experimentos demonstram que ndo houve alteracdo significativa

na viabilidade entre os grupos tratados com UST (P>0,05).

4.2 Tratamento 2

Apbés a realizacdo dos experimentos do regime de

tratamento 2, obtiveram-se os seguintes resultados.
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Figura (4): Analise gréafica apresentando a percentagem de macrofagos viaweis em cada grupo apos a estimulagéo
com UST. Os desvios padrdes sdo apresentados. Grupo 1: 0,5W/cm2, Grupo 2: 1,0W/cm2, Grupo 3: 1,5W/cm2,

Grupo4: 2,0W/cm2.

Os resultados obtidos demonstram que nao houve
alteracao significativa na viabilidade entre os grupos tratados
com UST (P>0,05), 99,76% a 0,5W/cm?, 84,11% a 1,0W/cm?,
83,88% a 1,5W/cm? e 86,49% a 2,0W/cm?.

4.3 Tratamento 3

Apés a realizacdo dos experimentos do regime de

tratamento 3, obtiveram-se 0s seguintes resultados.
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Figura (5): Andlise gréafica apresentando a percentagem de macrofagos viaveis em cada grupo apés a estimulagéo
com UST. Os desvios padrdes sdo apresentados. Grupo 1: 0,5W/cm2, Grupo 2: 2,0W/cm2, Grupo 3: 2,5W/cm2,
Grupo4: 3,0W/cm2.

Os resultados obtidos ao final do experimento demonstram
gue houve diferencas significativas na viabilidade de
macrofagos tratados com UST conforme descrito abaixo:

Grupo 1 (99,76%) comparado com Grupo 3 (68,14%) apresentou
diferenca significativa na viabilidade de (P<0,01);

Grupo 1 (99,76%) comparado com Grupo 4 (36,86%) apresentou
diferenca significativa na viabilidade de (P<0,001);

Grupo 2 (86,49%) comparado com Grupo 4 (36,86%) apresentou
diferenca significativa na viabilidade de (P<0,001);

Grupo 3 (68,14%) comparado com Grupo 4 (36,86%) apresentou

diferenca significativa na viabilidade de (P<0,01).
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5. DISCUSSAO

Os macrofagos tém importante papel nos processos de
inflamacédo, reparo e cicatrizacadao tecidual (ROBBINS et al.,
1996). O UST ¢é utilizado eficazmente com a finalidade de
acelerar tais processos, aumentando a sintese, a qualidade e a
organizacdo do colageno depositado (LOW & REED, 2001).

Considerando a importancia do uso do UST como forma de
acelerar os processos de cicatrizacdo, nosso estudo propbs a
avaliacdo da viabilidade dos macréfagos pos-estimulagcdo com
UST de 1MHz, em trés regimes de tratamento onde o primeiro
nos modos pulsado (1/2) e continuo, a intensidade de 0,5W/cm?
durante 5 minutos, 0 segundo no modo continuo nas
intensidades de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0W/cm? durante 5 minutos, e 0
terceiro regime de tratamento no modo continuo nas
intensidades 0,5; 2,0; 2,5 e 3,0W/cm? durante 5 minutos.

A distancia entre a fonte de ultra-som e o tubo contendo as
células foi de 8 cm, distancia essa usada por YOUNG & DYSON
(1990) em seu experimento, e o transdutor com diametro de 3,5
cm. Esta distancia encontra-se dentro do campo préximo ou
zona de Fresnel (r?/?) do ultra-som usado para fins
terapéuticos.

Todos o0s experimentos foram realizados segundo o
protocolo ja4 anteriormente descrito, apresentando os seguintes
resultados:

Apés a realizacdo dos 3 experimentos, do primeiro regime
de tratamento, estes foram analisados conjuntamente para
obtencdo de valores médios. A viabilidade celular observada foi
de: 97,64% no grupo placebo; 94,62% no grupo pulsado e
94,91% no grupo continuo (Figura 3).

O segundo regime de tratamento apresentou resultados em
relacdo a viabilidade de 99,76% a 0,5W/cm?, 84,11% a
1,0W/cm?, 83,88% a 1,5W/cm? e 86,49% a 2,0W/cm? (Figura 4).
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YOUNG & DYSON (1990), avaliando a resposta da
linhagem célular U937 a estimulacdo com UST utilizando
aparelhos com as frequéncias de 0,75MHz e 3MHz na
intensidade de 0,5W/cm? demonstrou n&o haver variacdo no
numero de células pés estimulacao.

Este experimento mesmo com uma frequéncia diferente
(1MHz) apresentou resultados semelhantes, mostrando que
mesmo trabalhando com frequéncias diferentes a viabilidade dos
macrofagos in vitro ndo sofreu alteracdes significativas.

Embora os resultados deste experimento estejam de
acordo com o estudo realizado por YOUNG & DYSON (1990) em
relacdo a viabilidade, faz-se importante ressaltar que o tipo
celular utilizado no presente projeto foi diferente, ou seja,
enquanto utilizamos macréfagos murinos obtidos através de
diferenciacdo de células tronco medulares, YOUNG & DYSON
(1990) utilizaram linhagem celular denominada U937.

Importante citar que REHER, et al., (1999), embora néao
tenha avaliado a viabilidade celular, demonstrou que células
como monocitos, fibroblastos e osteoblastos apés estimulacéao
com UST nas frequéncias de 1MHz e 45KHz apresentaram
producdo de fatores de angiogénese tais como IL-8, FGF e
VEGF, sugerindo que este pode ser um dos mecanismos pelo
gual o UST induz a angiogénese e a cicatrizacao.

JOHNS et al., (2003), em seu experimento com UST de 1 e
3MHz nas intensidades de 0,1 e 0,5W/cm? com estimulacdo de
10 minutos em esplendcitos murinos, relata ndo haver diferenca
significativa na viabilidade das células estimuladas bem como
nao foi observada proliferacdo das mesmas por outro lado, no
mesmo trabalho foram observadas diferengas significativas na
producdo de citocinas como IL-2, IL-4 e INF-? apd6s estimulacéao
com UST.

Nossos resultados demonstram n&o haver diminuicéao
significativa na viabilidade dos macrd6fagos estimulados com
UST de 1MHz nas intensidades de 0,5; 1,0; 1,5 e 2W/cm? no



39

modelo proposto. Considera-se importante salientar que o
referido modelo difere dos modelos utilizados por outros
autores, levando a sugerir que as intensidades contidas na
maioria dos aparelhos de UST comerciais de 0,1 a 2,0W/cm?
ndo provocam diminuicao significativa da viabilidade nas células
estimuladas in vitro.

No terceiro regime de tratamento os resultados observados
em relacdo a viabilidade celular foram de 99,76% a 0,5W/cm?,
86,49% a 2,0W/cm?, 68,14% a 2,5W/cm? e 36,86% a 3,0W/cm?
(Figura 5). Tais resultados demonstraram uma queda
significativa da viabilidade celular nas intensidades de 2,5 e
3,0W/cm? quando comparados com as intensidades de 0,5 e
2,0W/cm?.

Apbés a obtencdo de tais resultados buscou-se outras
referéncias onde as referidas intensidades tivessem sido
utilizadas com a finalidade de avaliar a viabilidade celular.

CHUMAKOVA et al., (2006) em seu estudo utilizando UST
na freqiiéncia de 3,0MHz com intensidade de 3,0W/cm? no modo
pulsado a 5%, 20% 50% durante 1 minuto em conjunto com
drogas anti-cancer e agentes de contraste, buscou avaliar a
viabilidade de células MCF-7 (células de adenocarcinoma de
mama) apresentou uma queda significativa da viabilidade
celular em todos os ciclos utilizados.

No estudo realizado por FERIL et al., (2002) foi utilizado o
UST de 1MHz de frequéncia nas intensidades de 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0W/cm? durante 1 minuto, em conjunto com agentes de eco-
contraste, foi avaliada a viabilidade de células U937 (linhagem
celular de leucemia mielomonocitica) e os resultados obtidos
demonstraram uma queda na viabilidade principalmente nas
intensidades de 2,0 e 4,0W/cm?, sugerindo que tais agentes
apresentam potencial como adjuvantes do UST no tratamento do
cancer.

Diferente de CHUMAKOVA et al., (2006) e FERIL et al.,

(2002) o presente estudo buscou avaliar a viabilidade de
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macréfagos murinos usando exclusivamente a estimulacdo com
UST, sem uso de qualquer outro adjuvante. Os resultados
demonstraram uma queda significativa da viabilidade celular.
Tais resultados demonstram que a estimulagcdo somente com o
UST obteve resultados semelhantes aqueles citados pelos
autores acima em relagao a viabilidade celular.

Acredita-se que a realizacdo deste estudo demonstra a
eficiéncia do modelo proposto denominado por nés “tanque de
irradiacdo” como forma de avaliar a viabilidade dos macréfagos
in vitro ap6s a estimulacdo com UST de 1 MHz, possibilitando
gue futuramente novas respostas celulares possam ser

avaliadas utilizando para isso o mesmo modelo.
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6. CONCLUSAO

A estimulacdo de macréfagos in vitro com UST no modelo
proposto mostrou-se viavel, sugerindo que estimulacdes em
intensidades de 0,5 a 2,0 W/cm? mantém a viabilidade das
células, visto que n&do houve alteracdo significativa na
viabilidade celular.

Mostra também que intensidades acima de 2,0 W/cm?
podem levar a morte celular, visto que os resultados obtidos
apresentaram diferencas significativas na avaliagdo da

viabilidade das células estimuladas.
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