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RESUMO

Alfredo PP. Estudo experimental dos efeitos da sonoforese com Arnica
montana sobre o processo de regeneragao do musculo esquelético em
ratos Wistar [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2008. 70p.

A proposta deste estudo foi verificar o efeito da sonoforese com Arnica montana

sobre a fase inflamatéria aguda de uma lesdo muscular. Para isso, 40 ratos

Wistar machos (300+50 g), lesados cirurgicamente, foram divididos em 4

grupos: grupo controle (C), 10 ratos lesados, ndo submetidos a tratamento

algum; grupo ultra-som (US), 10 ratos lesados, tratados com US; grupo ultra-
som+arnica (US+A), 10 ratos lesados, tratados com sonoforese com gel de
arnica; e grupo arnica (A), 10 ratos lesados, tratados com massagem de gel de
arnica. O ultra-som com freqiiéncia de 1 MHz e 0,5 W/cm? de intensidade foi

aplicado 24 h ap6s a lesdo uma vez ao dia durante 3 minutos, por 3 dias; o

grupo US+A recebeu aplicagao de ultra-som idéntica, mas com gel de arnica;

o grupo A recebeu massagem de gel de arnica nos mesmos tempo e

periodo. O terco médio do musculo tibial anterior lesado foi removido,

montando-se séries de laminas para analise quantitativa (contagem de
células mononucleares e polimorfonucleares) e qualitativa (morfologia das
fibras musculares). Os resultados foram tratados estatisticamente, com nivel
de significancia p<0,05. Foi encontrada maior densidade de células
mononucleares nos grupos US, US+A e A, sem diferenca entre estes, mas com

diferenga significativa (p<0,0001) destes para o grupo controle, onde a

densidade de células polimorfonucleares também foi significativamente

diferente (p=0,0134) dos demais. Ainda quanto a essa densidade, nao houve

diferenga entre os grupos US e US+A, mas houve entre o grupo A (p=0,0134) e

os demais. A anadlise qualitativa revelou estagio mais avangado de

regeneragao nos tecidos dos grupos US e US+A igualmente. A similaridade de
resultados entre os grupos US e US+A leva a concluir que a sonoforese com
arnica nao foi mais eficaz que o ultra-som na recuperagao da lesao muscular.

Sugere-se que o US pode ter anulado ou minimizado o efeito regenerativo da

Arnica montana por sonoforese na fase inflamatéria aguda da lesdo muscular.

Descritores: Arnica; Fonoforese; Inflamacgao; Musculo esquelético/lesbes;
Ratos Wistar; Terapia por ultra-som
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ABSTRACT

Alfredo PP. Experimental study on the effects of phonophoresis with Arnica
montana onto regeneration process in Wistar rats lesioned skeletal
muscles. [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2008. 70p.

This study aimed at verifying the effects of ultrasound associated to Arnica
montana (phonophoresis) onto the acute phase of an inflammatory muscle
lesion. Forty Wistar male rats (300150 g), of which the Tibialis Anterior muscle
was surgically lesioned, were divided into 4 groups (n=10 each): control group
received no treatment; the ultrasound group (US) was treated with 1-MHz,
0.5W/cmintensity US during 3 minutes, once a day, for 3 days; the US+A
group was treated with arnica phonophoresis (the same US parameters plus
arnica gel); and the arnica group (A) was submitted to massage with arnica
gel, also during 3 minutes, once a day, for 3 days. Treatment started 24 h
after the surgical lesion. On the 4th day after lesion animals were sacrificed
and sections of the lesioned, inflamed muscle were removed for quantitative
(mononuclear and polymorphonuclear cell count) and qualitative analysis
(muscle fiber morphology). Collected data from the 4 groups were statistically
analysed and the significance level set at p<0.05. Results show higher
mononuclear cell density in all three treated groups with no significant
difference between them, but values were significantly different (p<.0001)
when compared to control group’s. As to polymorphonuclear cell density,
significant differences were found between control group (p=0.0134) and the
other three groups; the arnica group presented lesser density of
polymorphonuclear cells when compared (p=0.0134) to the other groups, and no
significant differences were found between US and US+A groups. Qualitative
analysis showed a more advanced regeneration stage in tissues from both
US and US+A groups. The similarity of results between US and US+A groups
points to ineffectiveness of Arnica montana phonophoresis, US having seemingly

checked or minimized its anti-inflammatory effect.

Key words: Arnica; Inflammation; Muscle, skeletal/injuries; Phonophoresis;
Rats, Wistar; Ultrasonic therapy



1 INTRODUCAO

O corpo humano apresenta em sua composi¢cdo cerca de 40% de
musculo esquelético e talvez outros 10% de musculo liso e cardiaco
(Guyton & Hall, 1997). O musculo esquelético responde a estimulos
diversos, sendo portanto mutavel. E dotado da capacidade de se
regenerar apos diversos tipos de agressao, a chamada plasticidade

muscular (Carlson & Faulkner, 1983).

Em fungdo da constante solicitacdo para as atividades de vida diaria
e para as atividades esportivas, 0 musculo esquelético € muito propenso
a lesdes. Nesse caso, o estimulo lesivo obriga o0 musculo a se adaptar as

condi¢bes impostas pelo meio.

A inflamacédo é um processo importante para a regeneracao de um
tecido lesado, mas invariavelmente causa edema, que pode induzir a uma
leséo por hipdxia secundaria e promover morte celular. A continuidade da
resposta inflamatoria é sempre considerada indesejavel para o processo
de regeneracdo muscular (Worrell, 1994). Assim, é importante que a fase
aguda da inflamagao dure o minimo possivel — 0 que por sua vez abrevia
o tempo de recuperagédo —, pois o tempo de imobilizagdo e inatividade
pode causar prejuizos morfofuncionais ao tecido muscular. Dai a
necessidade de estudar em profundidade o processo de regeneragao dos
tecidos sob a acédo de varios agentes, de modo a tornar viaveis ou

confiaveis novas alternativas de tratamento.

O ultra-som terapéutico (US) é um recurso usado no tratamento de
uma variedade de situagdes, incluindo ai a bioestimulagcdo do reparo
tecidual (Dyson et al., 1968; Dyson & Suckling, 1978; Cunha et al., 2001;
Koeke et al., 2005). De acordo com Ueda et al. (1996), Fang et al. (1999)

e Miller (2000), o US pode facilitar a penetragdo de agentes antiinflamatorios



aplicados sobre a pele, em uma técnica chamada sonoforese. Esse novo
conceito de aplicacdo do US combinado com drogas topicas tem promovido

investigagdes em muitos campos da medicina.

A rota transdérmica de aplicagao de agentes antiinflamatorios apresenta
vantagens em relacdo a administragcdo oral, pois, na aplicagéo tépica, a
droga age diretamente sobre a area inflamada, evitando os riscos dos
efeitos colaterais causados pelo metabolismo hepatico e/ou sistémico. No
entanto, o transporte transdérmico de moléculas é limitado devido a baixa
permeabilidade do extrato corneo da pele (Mitragotri, 2000)..A sonoforese,
ao favorecer o transporte transdérmico, apresentaria vantagens em

relacéo a simples aplicagao topica (Muller et al., 1997).

A Arnica montana é uma planta da familia Asteraceae utilizada como
medicamento homeopatico, conhecido desde o século XVI. E utilizada
topicamente no tratamento de hematomas, contusdes, flebites, distensbes
musculares, alivio da dor e edema, cicatrizagbes, afecgdes bucais, entre
outros (Knussel et al., 2002). Seus principais principios ativos sao lactonas
sesquiterpénicas (arnicolide, helenalina e dihidro-helenalina), flavondides
(incluindo quercitina e seus derivados como quercitina-3-mono-glucosideo e
quercitina-3-glicogalacturénico), alcoois (arnidiol, arnilenediol, isoarnilenediol),
carotendides, o6leo essencial, acido fenilcarboxilico (assim como &acido

clorogénico e seus derivados) e outros constituintes (Bucay, 1995).

As lactonas sesquiterpénicas, especialmente os ésteres helenalina e
dihidro-helenalina, sdo os mais importantes principios ativos da Arnica
montana, responsaveis por sua atividade antiinflamatéria, o que foi verificado
por varios estudos in vitro e in vivo (Klaas et al., 2002; Knussel et al., 2002;
Bergonzi et al., 2005). Ao estudar a penetragao transdérmica de preparagdes
da planta e de suas lactonas sesquiterpénicas, Wagner et al. (2004)

concluiram que uma quantidade suficiente destas ultimas pode penetrar a



barreira da pele, gerando efeitos antiinflamatorios, mas que o uso tépico
de preparagdes da planta, como as flores de arnica, pode apresentar

vantagens.

E de se supor, assim, que o efeito antiinflamatério da arnica poderia
ser acentuado por sua aplicacdo com ultra-som. Entretanto, nao foram

encontrados estudos sobre sonoforese com Arnica montana.



2 OBJETIVOS

Como a arnica vem sendo utilizada topicamente de forma significativa
em afecgbes do sistema musculoesquelético e ndo foram encontrados
estudos verificando seus efeitos pela sonoforese em lesbes musculares, o
objetivo geral deste estudo foi avaliar a eficacia da sonoforese com Arnica

montana na recuperacgao de lesao muscular.
Os objetivos especificos foram:

. verificar o efeito antiinflamatério ou proé-inflamatério da sonoforese
com Arnica montana apos lesdo muscular em fase aguda de

inflamacao;

. para tanto, identificar e comparar e a densidade de leucdcitos
(mononucleares e polimorfonucleares), entre diferentes grupos de
uma amostra: controle (sem tratamento), tratado apenas por ultra-
som, tratado apenas com aplicagao tépica de arnica, e tratado por

sonoforese com arnica;

. comparar e interpretar as diferengcas morfolégicas apresentadas pelo

tecido muscular lesado apds o tratamento a que foi submetido cada

grupo.



3 REVISAO DA LITERATURA

Para desenvolver este estudo, foi necessario proceder a revisdo da
literatura disponivel a respeito dos seguintes topicos: o musculo esquelético
estriado; o processo de regeneragao do tecido muscular, especialmente a
inflamacao; o ultra-som, suas caracteristicas e uso terapéutico, examinando
os efeitos terapéuticos do ultra-som na fase inflamatéria da regeneracgao;

a sonoforese; e a Arnica montana.

Musculo estriado esquelético

Foram pesquisadas a morfogénese do tecido muscular e as
caracteristicas morfoldgicas, citolégicas e funcionais do musculo

esquelético.
Morfogénese

No organismo, as células teciduais sao diferenciadas e originadas a
partir de células indiferenciadas localizadas no mesoderma (Moore,
1979). As células primordiais caracterizam-se por uma alta taxa de
proliferacdo associada a capacidade de se diferenciar de forma especifica
em células pos-mitéticas. Portanto, originar, renovar e reparar as células

teciduais € a fungéo dessas células primordiais.

Para Bischoff (1994), a citodiferenciagdo ocorre a partir das células
precursoras mesenquimais que, para atingir a fase adulta, apresentam
dois estagios celulares: o pré-mioblasto e o mioblasto. As células pré-
mioblasticas tém um formato fusiforme, sdo mononucleadas e
indiferenciadas. Além de induzir a formacgao e crescimento tecidual, esta
demonstrada sua influéncia no processo de regeneragdo muscular
(Mauro, 1961). No entanto, é provavel que os mioblastos, mesmo sendo

mononucleados e fusiformes, ndo consigam se proliferar porque seu



nucleo esta em fase pos-mitética. A suspensdao da resposta do DNA,
somada a capacidade de unido dos mioblastos e transcricdo de genes
especificos do musculo representam o principal fator no processo de
morfogénese muscular. Os mioblastos, por sua vez, apresentam
modificagbes funcionais e estruturais, assim como a maioria das

organelas citoplasmaticas (Carlson et al., 1979).

Como a associagédo dos mioblastos persiste até o musculo se tornar
completamente maduro, o0s nucleos dos miotubulos aumentam
progressivamente. Estes, em fase avangcada de desenvolvimento,
mostram a maior parte do citoplasma ocupado por miofibrilas, obrigando
0s nucleos a se deslocarem para a periferia. Por fim, a citodiferenciagao
dos miotubulos em miofibras prematuras envolve a obtengao definitiva da

posicdo sub-sarcolémica dos nucleos, passando a se chamar mionucleo.

Chega ao fim o processo de diferenciacdo celular representado
pelas miofibras, mesmo sem completo desenvolvimento funcional e
estrutural. Essa diferenciacao funcional se completara com os estimulos
de um motoneurdnio especifico (Fischman, 1972). Sabe-se que s6 depois
de algumas semanas de desenvolvimento pds-natal € que a maturidade
funcional estara completa, pois a inervacao das fibras musculares ainda é

indiferenciada (Brown et al., 1981).

Segundo Armstrong e Fischman (1994), ao fim do desenvolvimento
embrionario, a fibra muscular esquelética passa a compor a chamada
unidade muscular basica. Esta é formada pela propria fibra, jungao
neuromuscular, lamina basal e células satélites. Na fase adulta, a fibra &
cilindrica e alongada, somando-se ao tecido conjuntivo para dar origem

ao tecido muscular esquelético propriamente dito.



Caracteristicas morfolégicas e funcionais do musculo

O musculo estriado esquelético é responsavel pela maior parte da
massa muscular voluntaria do corpo, sendo formado por feixes de células
cilindricas muito longas e multinucleadas, que apresentam estriagbes
transversais. Tem contragdo rapida e vigorosa, sujeita ao controle

voluntario (Junqueira &Carneiro, 1995).

Termos proprios sdo frequentemente utilizados na descricdo dos
componentes das células musculares. Assim, a membrana celular € chamada
sarcolema; o citoplasma, sarcoplasma; o reticulo endoplasmatico liso,
reticulo sarcoplasmatico; e, ocasionalmente as mitocéndrias, sarcossomas.
Em razdo de seu comprimento ser maior que sua largura, as células
musculares sao frequentemente chamadas de fibras musculares (Gartner

& Hiatt, 1999).

Na constituicdo de um musculo, as fibras estdo distribuidas em
feixes ou fasciculos de tamanhos variados. O espago entre as fibras
musculares é preenchido pelo tecido conjuntivo delicado chamado
endomisio. Cada fasciculo ou feixe de fibras € envolvido por uma bainha
de tecido conjuntivo mais resistente, o perimisio e, circundando e unindo

todos os fasciculos, fica o epimisio (Figura 1).

A funcdo desse tecido conjuntivo € manter as fibras musculares
unidas, permitindo que a forca de contracdo gerada por cada fibra
individualmente atue sobre o musculo inteiro (importante significado
funcional) pois, na maioria das vezes, as fibras ndo se estendem de uma

extremidade até a outra do musculo.
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Figura1 Esquema ilustrativo da arquitetura do musculo estriado esquelético. A
direita, o contorno de um musculo do qual teria sido retirado o segmento
(pontilhado) representado a esquerda (Junqueira & Carneiro, 1999, p.160)

Essas fibras sédo dispostas paralelamente umas as outras. Tém varios

nucleos, situados na periferia da célula, sob a membrana celular (sarcolema).
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O musculo esquelético é fartamente irrigado com sangue e,
geralmente, cada fibra tem em suas proximidades varios capilares (Ross
& Romrell, 1993). Os vasos sanglineos penetram no musculo através dos
septos do tecido conjuntivo e formam uma rica rede de capilares que

correm entre as fibras musculares (Junqueira & Carneiro, 1999).

Os elementos contrateis (miofiblrilas), que mantém uma relagédo muito
ordenada e especifica entre si, ocupam a maior parte do sarcoplasma da
célula, organizagao essa responsavel pelas estriagdes transversais, vistas

nos cortes longitudinais das fibras musculares esqueléticas, e que deram



origem a denominacdo de musculo estriado. Essas miofibrilas s&o
cilindricas e dispostas longitudinalmente a fibra muscular; aparecem com
estriacbes transversais, pela alterndncia de faixas claras e escuras. A
faixa escura (anisotrépica) recebeu o nome de banda A, enquanto a faixa
clara (isotrépica) banda |. No centro de cada banda | aparece uma linha
transversal escura, a linha Z. Vale salientar que o sarcoplasma dessas

células é escasso.

A estriacdo da miofibrila € devida a repeticdo de unidades iguais,
chamadas sarcbmeros. Cada sarcbmero € formado pela parte da
miofibrila que fica entre as duas linhas Z sucessivas, e contém uma banda
A separando duas semi-bandas I. A banda A apresenta uma zona mais
clara no seu centro, a banda H (Figura 2). A disposi¢cao dos sarcémeros
coincide nas varias miofibrilas da fibra muscular, e as bandas formam um
sistema de estriagbes transversais, paralelas, que é tipico das fibras

musculares estriadas (Junqueira & Carneiro, 1999).

As miofibrilas possuem quatro tipos primordiais de proteinas: actina,
miosina, troponina e tropomiosina, que sao envolvidas no processo

contratil.

Dubowitz et al. (1985) indicam que, do ponto de vista energético,
morfologico, fisioldgico e histoquimico, ha trés tipos de fibras musculares
esqueléticas: as fibras vermelhas (tipo |) possuem elevado teor de
citocromo e mioglobina, grande quantidade de mitocdndrias, sendo
resistentes a fadiga; as fibras brancas (tipo IlI) tém baixo teor de
mioglobina, mitocdndrias e glicogénio dissolvido no citoplasma, sendo
sensiveis a fadiga; e, por ultimo, as fibras mistas apresentam
caracteristicas morfolégicas intermediarias, fazendo tanto glicélise como

oxidacao (Gartner & Hiatt, 1999; Junqueira & Carneiro, 1999).
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Figura2 Esquema ilustrativo da estrutura de um sarcémero de fibra muscular
esquelética (Junqueira & Carneiro, 1999, p.163)

A contragdo normal das fibras musculares esqueléticas é
comandada por nervos motores que se ramificam no tecido conjuntivo do
perimisio, onde cada nervo origina numerosas terminagdes. No local de
inervacdo, o nervo perde sua bainha de mielina e forma uma dilatagéo
gue se coloca dentro de uma depressao da superficie da fibra muscular.

Essa estrutura chama-se placa motora.
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A despolarizagao iniciada na placa motora propaga-se ao longo da
membrana da fibra muscular e penetra na profundidade da fibra através
do sistema de tubulos transversais. Em cada triade (estrutura tripla vista
no corte transversal, onde as duas cisternas terminais ladeiam um tubulo
transversal nas jungdes A-l), o sinal despolarizador passa para o reticulo
sarcoplasmatico e resulta na liberagdo de calcio, que inicia o ciclo da
contracdo. Quando a despolarizagdo termina, o calcio é transportado
ativamente de volta para as cisternas do reticulo sarcoplasmatico e o

musculo relaxa (Ross & Romrell, 1993; Junqueira & Carneiro, 1999).

Uma fibra nervosa pode inervar uma unica fibra muscular ou entao
se ramificar e inervar até 160 ou mais fibras musculares. A fibra nervosa e
as fibras musculares por ela inervadas formam uma unidade motora. Na
auséncia de inervagao, as fibras musculares vao gradualmente reduzindo

seu diametro até chegarem a degeneragdo, sendo substituidas pelo

tecido conjuntivo que vai se tornando fibroso, podendo sofrer retragao.

Outra estrutura que faz parte do musculo é o tendao, constituido de
fasciculos de fibras colagenas, altamente resistentes a distensbes e
relativamente flexiveis, que geralmente sdo orientadas paralelamente ao
longo do eixo do musculo. Existem nos tenddes receptores aferentes
especializados, que levam a informagdo do grau de distensibilidade

muscular para o sistema nervoso central.

Segundo Carlson e Faulkner (1983), a fibra muscular é dotada da
capacidade de adaptacao quando submetida a estimulos extrinsecos,
alterando sua estrutura e fungado para manter a homeostasia. Atrofia,
hipertrofia e hiperplasia sdo as principais adaptacdes que podem ocorrer.
Se a adaptagao nio ocorrer, a lesdo tecidual fica evidente e assume duas
proporgdes, uma de carater reversivel e outra irreversivel, associada a um

estresse intenso ou persistente, levando a célula a morte.
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Todas essas modificagcbes e outras influéncias nocivas como
miotoxinas exercem efeitos primeiramente no nivel celular. Entretanto, o
periodo de tempo necessario para produzir as alteragdes morfoldgicas de
adaptacgdes, lesdo e morte celular é controverso e varia com a capacidade
discriminatéria dos métodos utilizados para detectar e tratar essas

alteracdes.

Embora os nucleos das fibras musculares nédo se dividam, o musculo
tem uma pequena capacidade de reconstituicdo. Admite-se que as células
satélites sejam responsaveis pela regeneragcao do musculo esquelético. A
célula satélite € uma célula mononucleada situada entre a membrana
plasmatica e a lamina basal das fibras musculares (Maltin et al., 1983). As
células satélites sao fusiformes, dispostas paralelamente as fibras
musculares, dentro da lamina basal que envolve as fibras, e sé podem ser

identificadas ao microscépio eletrénico (Junqueira & Carneiro, 1999).

Essas células apresentam nucleos que parecem pertencer a célula
muscular, mas que na realidade pertencem a estas pequenas células.
Ap6s uma lesao ou outro estimulo, as células satélites tornam-se ativas,
proliferam por divisdo mitética e se fundem umas as outras para formarem
novas fibras musculares esqueléticas. As células satélites também entram
em mitose quando o musculo € submetido a exercicio intenso. Neste caso
elas se fundem com as fibras musculares preexistentes, contribuindo para

hipertrofia do musculo (Junqueira & Carneiro, 1999; Ross & Romrell, 1993).

Regeneracao dos tecidos

A regeneragdo € um processo complexo, porém essencial, sem o
qual o corpo n&o seria capaz de sobreviver. E um mecanismo homeostatico
que visa restaurar a integridade do tecido o mais rapido possivel, apés

uma lesdo. Pode ser iniciada como resultado da perda de comunicagao
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entre as células adjacentes, entre células e seu suporte, ou por morte

celular.

Pode ser descrita em termos de quimiocinesia, multiplicacdo e
diferenciagao celular, onde ocorrem uma série de eventos envolvendo a
migracdo das células originarias do tecido vascular e conjuntivo para o
local da lesdo. Esse processo é governado por substancias quimiotaxicas

liberadas no local.

O grau com que a regeneragado ocorre no musculo parece depender
do grau com que as laminas basais foram retidas e do suprimento vascular e
nervoso para a area (Carlson & Faulkner, 1983). O reparo muscular
envolve a remogao de componentes celulares lesados, a proliferacéo de
células satélites para formar materiais para constru¢ao de novas fibras
musculares e a fusao de células satélites para formar novos miotubulos e

fibras musculares.

O processo de regeneragao é dividido em trés fases que se

sobrepdem: inflamacgao, proliferacdo e remodelamento (Kitchen, 2003).
Inflamagao

A inflamagao em seu sentido mais amplo é uma resposta tecidual a
uma lesdo que causa tanto morte celular como comprometimento dos
vasos sanguineos. Os sinais classicos da inflamacéo sao eritema, calor,
edema e dor. Essa fase inicial do processo de regeneragao dos tecidos
dura entre 24 e 72 horas e é seguida por uma fase subaguda, ou tardia,
que dura entre 10 e 14 dias. A fase subaguda pode se estender caso haja
uma fonte continua de trauma ou se alguma forma de irritagdo, como

corpo estranho ou infecgéo, estiverem presentes.

O propdsito primario da fase inflamatéria da regeneragao € livrar a
area de residuos e tecidos mortos e destruir, antes do reparo, qualquer

infecgao invasora (Robbins et al., 2000).
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Segundo Michlovitz (1996), a inflamacdo é formada por alguns

eventos, como:

*

Resposta vascular: como a lesao tecidual causa tanto morte celular
como compromete os vasos sanguineos, apos a lesdo ha uma
vasoconstricdo transitoria, devido a liberacdo de noradrenalina,
durando poucos minutos. Durante esse tempo ocorre a marginagao
de leucécitos nas paredes dos capilares e vénulas pés—capilares.
Tanto os vasos sanguineos quanto os vasos linfaticos se fecham
para limitar a perda de fluido. Alguns mediadores quimicos liberados
no local da les&o (como histamina, que € liberada por mastdcitos e
plaquetas sanglineas; bradicinina; prostaglandinas, entre outros),
causam vasodilatagdo, aumentando o fluxo sanguineo e permea-
bilidade vascular, levando ao aparecimento de edema (movimento
do fluido para o intersticio). O edema inicialmente formado é
chamado de transudato (consiste principalmente de agua, eletrdlitos
e poucas células); quando a permeabilidade aumenta, é chamado de
exudato (consiste de células, proteinas plasmaticas e leucdcitos).
Resposta homeostatica: para limitar a perda de sangue quando os
vasos sanguineos sao lesados, ha um recolhimento e fechamento
dos pequenos vasos. A agregacao plaquetaria e o depdsito de fibrina
feito por estas leva a formagao de coagulos sanglineos na parede
dos vasos e na matriz extra-celular intersticial, ajudando na oclusao
dos vasos linfaticos, evitando que mais fluido chegue na area lesada.
Resposta celular: é caracterizada pela chegada dos leucdcitos, que
tém um papel chave no processo inflamatoério, removendo os
microorganismos do local da leséo através da fagocitose,
preparando-o para o reparo. Ha varios tipos de leucécitos, como
neutréfilos, eosindfilos, basoéfilos e mondcitos (convertem-se em
macrofagos). Sao atraidos por agentes quimiotaxicos liberados na

area da lesao.
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. Resposta imune: ocorre pelo aumento da permeabilidade vascular,
aumentando a atracdo quimiotaxica para os leucécitos e

aumentando a fagocitose realizada por estes.

Os leucécitos sao distribuidos em dois grupos: granuldcitos
(polimorfonucleares) e agranulécitos (mononucleares), conforme tenham,
ou nao, granulagdes especificas no citoplasma. O grupo dos granuldcitos
é formado pelos neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos, enquanto o grupo dos
agranulocitos € formado pelos linfécitos, mastécitos e mondcitos que

originam os macrofagos (Brasileiro Filho, 2000).

Os neutrdfilos formam a primeira e a maior populacdo de
polimorfonucleares que chegam e afetam a resposta inflamatéria nos
tecidos, predominantes nas primeiras 24 horas apos o inicio do processo.
Atuam contra agentes infecciosos ou corpos estranhos que penetram as
barreiras fisicas do organismo (Pizza, 2002). Alguns sdo capazes de
causar dano adicional ao tecido pela liberagao de radicais livres, lesando
ainda mais as membranas celulares (Peake, 2002; Armstrong, 1990).
Dessa forma, a funcdo do neutrofilo € necessaria para o reparo tecidual,
mas seu acumulo prolongado pode resultar em um comprometimento da

regeneracéao, possibilitando a destruicédo tecidual.

Os macrofagos sao os principais leucécitos mononucleares, e
comegam a sair dos vasos 18 a 24 horas depois de iniciada a exsudagao.
A partir dai acumulam-se rapidamente, passando a ser as células
dominantes depois de 48 horas. Participam juntamente do processo de
reparo tecidual, atuando no local de les&o. Suas fungdes de regeneragao
podem ser inibidas na auséncia de neutrdfilos, como a reducido da
fagocitose dos tecidos lesados, resultando em uma lenta ou ausente

regeneracao e reparo (Grounds, 1987; Hawke & Garry, 2001).



16

Fase proliferativa

E caracterizada pela formagéo do tecido de granulacdo, que precede
o desenvolvimento do tecido cicatricial maduro. Ocorre nos dias 3 a 20
apoés a lesao (Kitchen, 2003). Essa fase é caracterizada por alguns

fenbmenos como fibroplasia, angiogénese e contragao da ferida.

A fibroplasia é caracterizada pelo desenvolvimento de fibroblastos a
partir de células mesenquimais indiferenciadas, e migracdo destes para
dentro da area inflamada, iniciando a sintese do tecido cicatricial. Este é
composto primariamente por colageno e mucopolissacarideo e forma a
matriz extra-celular. O colageno adquire forca apds ser envolvido dentro

das fibrilas e ser organizado em bandas, formando uma trama.

Junto a esse evento ocorrem a angiogénese, pelo brotamento de
capilares para suprir as necessidades dessa fase, e a contragdo da ferida,
fendmeno este em que os miofibroblastos (actina ligada a fibroblastos)
movem as extremidades da ferida em direcdo ao centro, ancorando-a ao

colageno, diminuindo o tamanho da area a ser coberta (Michlovitz, 1996).

Segue-se a proliferagao das células satélites do musculo esquelético
(ou supostos mioblastos), que fornecem uma fonte de mionucleos para as
células musculares em regeneragéo. A regeneragao segue depois o padrao
normal de desenvolvimento muscular, com as células satélites se
alinhando ao longo da lamina basal e fundindo-se em miotubos. A
presenca da lamina basal parece influenciar esse processo, fornecendo
um substrato onde pode ocorrer o alinhamento e expressando diversos
componentes matriciais extracelulares. A medida que os miotubulos
amadurecem e se diferenciam, eles sintetizam proteinas miofibrilares e as
depositam na regido subsarcolemal mais externa. Durante esse processo,
0s nucleos musculares sdo normalmente empurrados para a periferia,

embora alguns poucos permaneg¢am centralmente, como testemunho do
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processo de reparo (Kitchen, 2003).
Fase de remodelamento

Essa fase ocorre a partir do nono dia apés a lesao — e pode durar
anos. E um periodo de amadurecimento da cicatriz, marcado pelo
desaparecimento dos fibroblastos. As fibras de colageno se tornam mais

organizadas e se ajustam mais as bandas das fibras paralelas.

O tecido amadurecido é 70% mais forte que um tecido intacto,
tornando-se avascular e com isso adquirindo uma aparéncia rosada a

branca (Michlovitz, 1996).

Ultra-som

Durante o século XIX foi demonstrado que o ouvido humano é capaz
de detectar sons cujas freqiéncias de ondas estejam entre 16 Hz e 21
kHz, aproximadamente. No inicio do século XX, conseguiu-se produzir e
detectar ondas sonoras com frequéncias acima desse limite, inaudiveis

pelo homem, dando origem ao termo ultra-som (Okuno et al.,1986).

A primeira aplicacdo pratica de ultra-som ocorreu em 1917, com a
criacdo de sonares para deteccdo de submarinos, utilizando o método
pulso-eco. Apods alguns anos, foi descoberto que o ultra-som produzia
aumento da temperatura em tecidos bioldgicos e, entre 1930 a 1940, ele
foi introduzido na pratica médica como um recurso terapéutico, usado

particularmente para produzir calor em tecidos profundos.

De 1940 até os dias atuais, o ultra-som vem sendo extensamente
usado em areas meédicas e industriais, e novos efeitos e aplicagdes vém

sendo pesquisados.
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Geracao e propagacgao das ondas ultra-sbénicas

Qualquer material vibrante pode servir como fonte de ultra-som,
como os materiais ou cristais piezoelétricos. Nestes, pode ocorrer o
fendbmeno da piezoeletricidade quando sobre eles é aplicada presséao
mecanica, desenvolvendo carga elétrica em suas superficies. Os cristais
piezoelétricos (ou ceramicas) produzem cargas elétricas positivas ou
negativas, quando se contraem ou expandem. Tal efeito € reversivel, isto
€, quando é aplicada uma corrente elétrica alternada sobre esses
materiais, eles sdo capazes de vibrar, emitindo ondas ultra-sénicas. O
ultra-som terapéutico é produzido pelo efeito piezoelétrico inverso. A
vibragdo nesses materiais resulta na producao de ondas mecanicas de

alta frequéncia (Hoogland, 1986; Starkey, 1999).

Modernamente utiliza-se o cristal de PZT ceramico (composto por
chumbo, zircénio e titdnio) que possui elevada atividade piezoelétrica e
mantém suas caracteristicas em temperaturas relativamente elevadas

(Crepon, 1996).

As ondas do ultra-som propagam-se longitudinalmente (a dire¢do da
vibragdo € a mesma da propagacao) e transversalmente (a direcdo do
movimento das moléculas do meio € perpendicular a direcdo da
propagacgao). Ondas longitudinais tém como caracteristica causar pontos
de compressao, onde ocorre aumento na concentracido das particulas, e
de expansao, onde se observa aumento da distancia entre as particulas,
chamada rarefagao (Ziskin et al., 1999). Ondas transversais sédo amortecidas

rapidamente em liquidos e tecidos moles.

Existem dois modos de propagagdao das ondas ultra-sénicas,
continuo e pulsado. A diferenga entre ambos €& a interrupcdo da

propagacao de energia. No modo continuo ndo ocorre essa interrupgao,
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havendo um depdsito ininterrupto de energia sobre os tecidos irradiados.

No modo pulsado, ha interrupgdes freqlentes na propagacao da energia.
Caracteristicas das ondas ultra-sbénicas

As ondas ultra-sbnicas apresentam as mesmas caracteristicas dos
demais tipos de ondas, como comprimento, amplitude, periodo e

frequéncia (Ter Haar, 1987).

O comprimento de onda (A) corresponde a distancia entre regides
adjacentes de compressao ou de rarefagcdo maxima, cujas particulas se
encontram em um mesmo estado de movimento, em um dado instante de

tempo.

Amplitude (A) corresponde ao deslocamento maximo que uma
particula experimenta a partir de sua posicdo de equilibrio. Descreve a

magnitude do disturbio causado pela onda.

Periodo (T) é o intervalo de tempo necessario para que uma

particula realize um ciclo completo de movimento.

Poténcia (P) é a energia (E) total do feixe em um intervalo de tempo

(t), expressa em Watts.

A frequéncia (f) corresponde ao numero de vezes que uma particula

realiza um ciclo oscilatorio por unidade de tempo.

A velocidade de propagagao de uma onda (c) € definida como a
distancia percorrida pela onda por unidade de tempo, dependendo do tipo
de onda considerada e das constantes elasticas do meio em que se
propaga. Nos tecidos moles do corpo humano a velocidade de
propagagdo da onda ultra-sénica estd ao redor de 1.500 m/s. A
velocidade de propagacéo das ondas sonoras decresce dos meios sélidos

para os meios liquidos e destes para os gasosos (Young, 1990).
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Intensidade e campo acustico

Quando uma onda atravessa um meio, as particulas deste comegam
a vibrar e adquirem energia cinética. A energia associada a onda ultra-
sbnica é chamada de intensidade acustica (I) e pode ser definida como a
energia (E) que atravessa uma area (S) em um intervalo de tempo (t) (Ter
Haar, 1987). E a energia fornecida pelas ondas ultra-sdnicas ao
atravessar um meio, consistindo na razdo média do fluxo de energia que
atravessa uma unidade de area de radiagao efetiva (ERA) pela unidade

de tempo (Watts/cm?) (Wells, 1977).

A intensidade apresenta caracteristicas diferentes no campo
acustico, caracterizado em duas regides distintas: o campo préximo, ou
zona de Fresnel, e o campo distante, ou zona de Fraunhofer. No campo
proximo o tamanho do feixe permanece relativamente constante
entretanto, ha variagbes da intensidade dentro dessa zona. No campo
distante, o feixe diverge e torna-se mais uniforme. A Figura 3 ilustra o

campo proximo com a transi¢do para o campo distante.

A area de irradiacao efetiva (ERA) é relativamente menor que a area

do transdutor que esta em contato com a pele (Hoogland, 1986).

Os circuitos de equipamentos de ultra-som permitem o controle da
amplitude da corrente elétrica fornecida ao transdutor. Modificagdes na
amplitude da corrente repercutirdo na magnitude das vibragbes mecanicas

do cristal e, consequentemente, na intensidade das ondas sonoras.
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Figura 3 llustragcdo esquematica da distribuicao da intensidade do feixe emitido
pelo transdutor de ultra-som (Wells, 1977, p.439)

Impedéancia acustica

A impedancia acustica (Z) é a propriedade de um meio se opor a
vibragdo de suas particulas frente a passagem de ondas ultra-sdnicas.
Indica a propriedade que as ondas tém de se deslocarem mais facilmente

em alguns meios que em outros.

A impedancia acustica pode ser expressa de diferentes formas. No
entanto, usa-se comumente a impedancia acustica caracteristica do meio
ou condutancia acustica, que é obtida pelo produto da intensidade do

meio pela velocidade do som no mesmo (Z= p.c).

A Tabela 1 mostra a impedancia acustica caracteristica de diversos
meios, assim como suas densidades e as velocidades da onda ultra-

sbnica nesses meios.



Tabela 1 Propriedades acusticas tipicas de varios meios

Meio Densidade Velocidade do som Impedancia
(g/ml) (m/s) (10° kg ms™)

Ar 1,293 331,5 429
Agua (20°) 1,0 1480 1,52
Plasma sanguineo 1,06 1570 1,62
Gordura 0,92 1460-1470 1,35
Figado 1,06 1540-1585 1,63-1,68
Musculo 1,07 1545-1630 1,65-1,74
Osso 1,38-1,81 2710-4080 3,75-7,38

Fonte: Bassoli, 2001, p.27.
Reflexao e refragcao

Quando uma onda sonora encontra uma interface entre dois meios
diferentes, parte da energia é refletida e parte é refratada (Figura 4). A
onda refletida retorna em diregdo negativa através do meio incidente com
a mesma velocidade de propagacao e a onda refratada continua em
diregcdo positiva, mas com sua velocidade alterada em fungdo das

caracteristicas do meio (Wells, 1977).

Radiacéo incidente Radiacao refletida
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Figura4 Reflexdo e refracdo de uma radiagao ao atravessar meios diferentes
(Low & Reed, 2001)
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Interferéncias e ondas estacionarias

As ondas ultra-s6nicas podem apresentar um fendmeno exclusivo
dos movimentos ondulatérios denominado interferéncia. Esta corresponde
a combinagdo de duas ou mais ondas em um ponto do meio onde se

propagam, podendo ser construtiva ou autodestrutiva.

A interferéncia construtiva ocorre com a superposi¢cdo de ondas que
se somam, adquirindo assim maior amplitude. A interferéncia autodestrutiva
ocorre com a superposi¢cao de ondas com sinais invertidos, tendendo

portanto a se anularem.

Essas interferéncias ocorrem, por exemplo, quando ha reflexdo de
ondas com a formacdo de ondas estacionarias. Estas sdo formadas
quando ha interagdo entre a onda incidente e a onda refletida, podendo
se anular ou se somar, gerando areas de alta densidade em um ponto

especifico do tecido em que as ondas incidem (Wells, 1977).

Deve-se evitar a formagao das ondas estacionarias, pois a formacgao
de ondas construtivas pode elevar muito a intensidade, danificando os

tecidos.
Mecanismos de atenuagao

A atenuacdo é a diminuicdo da intensidade em funcao da distancia
da fonte sonora, e ocorre devido a fatores geométricos (dimensédo da
fonte sonora, comprimento de onda, presenca de superficies refletoras,
etc.), por mecanismos de absorcgao (viscosidade) e modo de propagacgéao
da onda. Estes mecanismos possuem caracteristicas diferentes de acordo
com o meio. Nos tecidos bioldgicos a atenuagdo deve-se principalmente
aos mecanismos de absorgdo, mecanismos pelos quais a energia
mecanica das ondas ultra-sbnicas é convertida em calor (Ter Haar, 1978).

Segundo este mesmo autor, o coeficiente de absorcdo (a) é diretamente
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proporcional a frequéncia, quanto maior a frequéncia, mais rapida € a

absorgao (Ter Haar, 1987).

A Tabela 2 mostra o coeficiente de atenuagao para a frequéncia de 1
MHz em diferentes meios:

Tabela 2 Atenuagao da onda ultra-sbénica a 1 MHz por diversos tecidos

Tecido Atenuacéao (%/cm)
Sangue 3
Gordura 13
Musculo 24

Vaso sanguineo 32

Pele 39
Tendao 59
Cartilagem 68

Osso 96

Fonte: Wells, 1977.

Equipamento

O equipamento de ultra-som terapéutico € constituido por duas
partes: um circuito elétrico e um transdutor. O circuito elétrico converte a
tensao da rede em corrente alternada. O transdutor recebe essa voltagem
em corrente alternada que tem a mesma frequéncia de ressonancia do

cristal. Desse modo, a energia elétrica € convertida em energia mecanica.

O transdutor € um dispositivo montado em ceramicas ou cristais
piezoelétricos que geram ondas sbnicas na frequéncia determinada pelo
material, as quais se propagam através dos tecidos do corpo humano e
produzem efeitos terapéuticos por vibracdo no tecido, principalmente em
nivel molecular (Allen & Battye, 1978; Hoogland, 1986; Ziskin et al.,
1999).

A freqlUéncia com que o transdutor ira vibrar € a mesma da oscilagao
das cargas elétricas da corrente. Os equipamentos no Brasil operam na

frequéncia de 1 MHz e 3 MHz. Ja esta bem estabelecido na literatura que
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quanto maior a frequéncia da onda ultra-sbnica, menor sera sua
penetragao nos tecidos e maior a absorgao na superficie destes (Maxwell,
1992; Starkey, 1999; Ziskin et al., 1999). A area de radiacao efetiva (ERA)
€ relativamente menor que a area do transdutor que estara em contato

com a pele (Hoogland, 1986).
Mecanismos terapéuticos

Os efeitos biolégicos da agdo do ultra-som dependem de muitos
fatores fisicos e bioldgicos, tais como intensidade, tempo de exposicao,
estrutura espacial e temporal do campo ultra-sénico; e estado fisiolégico
do tecido que vai ser submetido ao ultra-som. Esse grande numero de
variacdes complica a compreensao exata do mecanismo de ac¢ao do ultra-

som na interagdo com os tecidos biologicos (Sarvazyan, 1983).

Independente do tipo de mecanismo de interagdo que esta agindo no
tecido biolégico estudado, o objetivo principal tem sido estabelecer
limiares para a intensidade ultra-sénica, abaixo dos quais ndo ocorram

efeitos lesivos (Ferrari, 1987).

Os mecanismos fisicos envolvidos na terapéutica do ultra-som que
induzem respostas clinicamente significantes sobre as células, tecidos,
orgdos e organismos s&o geralmente classificados em mecanismos
térmicos e mecanicos (Dyson, 1987). Esses mecanismos e seus efeitos
estao diretamente relacionados com os parametros fisicos do ultra-som,

como o tempo e a técnica de aplicagao.
Mecanismo mecénico

E de natureza mecanica o primeiro efeito provocado da interagédo do
US com o tecido biologico. Os efeitos n&do-térmicos incluem a cavitagao,

microvibragdes e correntes acusticas (Dyson, 1982).
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Cavitagao é o termo usado em geral para descrever as atividades de
microbolhas em um meio contendo liquido (sangue ou fluidos dos tecidos),
quando estimulado acusticamente. A cavitagdo compreende formagao,
crescimento, colapso e efeitos (fisicos, quimicos e bioldgicos) associados

as bolhas (Frizzel & Dunn, 1984).

Essas bolhas de gas formadas no tecido biolégico com a passagem
de ondas ultra-sbnicas podem permanecer intactas por muitos ciclos
(cavitagao estavel) ou entrar em colapso liberando grande quantidade de
energia (cavitacdo transiente) (Wells, 1977). Na cavitacado estavel, as
bolhas crescem pouco ou moderadamente durante cada ciclo acustico,
podendo, ao atingir determinado tamanho relacionado com a frequéncia
sonora empregada, entrar em ressonancia, resultando em microvibragcdes
estaveis, permanecendo intactas. Na cavitagao transiente, nucleos de
gases crescem subitamente no meio, sob influéncia das altas
intensidades que causam uma grande variagdo da pressao acustica, e
acabam por colapsar violentamente resultando em lesdes teciduais
(Ferrari, 1987; Ter Haar, 1987; Starkey, 1999).

Nao existem evidéncias que ocorram efeitos danosos de cavitagao in
vivo em tecidos tratados com ultra-som de baixa intensidade (Dyson,
1990). Lehmann (1965), utilizando ultra-som continuo de 1 MHz, observou
que, a partir da intensidade de 1 W/cm?, ocorre a cavitagdo transiente. No
entanto, isso também pode ser gerado nos fluidos se as condigdes de
irradiagao permitirem a formagao de ondas estacionarias, como resultado
das ondas incidentes e refletidas. Segundo Ter Haar (1987), a movimentagao
continua do cabecgote do US durante a irradiagcdo do tecido bioldgico

evitaria a formagao das ondas estacionarias.

As correntes acusticas sdo o resultado da cavitagdo estavel e
produzem uma constante circulacdo de fluidos, localizados ao redor das

bolhas e, consequentemente, adjacentes as membranas celulares e suas
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organelas. Esse fluxo liquido tem valor terapéutico, uma vez que causa
mudangas na permeabilidade da membrana e assim facilita a passagem
de calcio, potassio e outros metabdlitos para dentro ou para fora das
células (Kitchen & Partridge, 1990).

Segundo Starkey (1999), dependendo do tipo de célula, a alteracao
ibnica produzida pode desenvolver alteragcdes na sintese e secrecao
celular, como por exemplo a sintese de colageno, com secre¢ado de
fatores quimiotaxicos e aumento da atividade fibroblastica durante o

processo de cicatrizacao tecidual.
Mecanismo térmico

A micromassagem dos tecidos, devido ao efeito mecanico (vibragdes
sbnicas) que o US provoca, gera calor por friccdo (Hoogland, 1986).
Segundo Lehmann e De Lateur (1994), para se atingir um efeito
terapéutico util por aquecimento, a temperatura tecidual precisa ser

mantida entre 40°C e 45°C por pelo menos 5 minutos.

O aquecimento local produzido pelo ultra-som depende do tipo de
tecido (os tecidos altamente protéicos absorvem energia mais
prontamente do que aqueles com alto teor de gordura), do fluxo
sanguineo que irriga o local (uma vez que o calor produzido pode ser
dissipado por corrente sanguinea), da intensidade do ultra-som, do tempo
de aplicacao, das dimensdes do corpo aquecido, da técnica de aplicagao
(estacionaria ou movel) e da freqliéncia ultra-sbnica aplicada (as altas

frequéncias tém maior absorcao) (Dyson, 1987).

O aumento da temperatura provoca um aumento temporario na
extensibilidade das estruturas altamente colagenosas, como os tenddes,
ligamentos e capsulas articulares, e uma redugdo na dor e espasmos

musculares, além de produzir uma reacao inflamatdéria branda.
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Com os parametros do feixe ultra-sénico otimizados para o uso
terapéutico em tecidos superficiais (média e baixa intensidades e altas
frequéncias), o aumento local da temperatura € da ordem de centésimos

de grau até pouco mais de 1 C (Dyson & Suckling, 1978).
Efeitos terapéuticos na fase inflamatdoria da regeneracéao

Ha evidéncias de que o ultra-som pode interagir com células
inflamatdrias (como plaquetas, mastocitos, macrofagos e neutrofilos),
influenciando sua atividade e levando a aceleragao do reparo. Vem sendo
mostrado que forgcas de correntes acusticas produzem alteragcdes na
permeabilidade da membrana das plaquetas, levando a liberagcdo de
serotonina (Williams, 1974). Além da serotonina, as plaquetas contém
fatores de crescimento essenciais para o reparo bem-sucedido e, se a
formacdo de correntes pode estimular a liberagdo de serotonina, pode

também influir na liberagdo desses outros fatores.

Uma das principais substancias quimicas que modifica o ambiente
da ferida no momento apds a lesdo é a histamina. Os mastdcitos séo a
principal fonte desse fator, que € normalmente liberado num processo
conhecido como degranulagdo de mastocitos. Nesse processo, a membrana
da célula, em resposta aos niveis aumentados de calcio intracelular (Yurt,
1981), rompe-se e libera histamina e outros produtos no local da ferida.
Tem sido mostrado que um unico tratamento de ultra-som terapéutico,
quando aplicado logo apds a lesdo (ou seja, durante o inicio da fase
inflamatdria), pode estimular os mastécitos a se degranularem, liberando

assim histamina nos tecidos ao redor.

Existem claras evidéncias de que o ultra-som terapéutico pode alterar a
permeabilidade da membrana a varios ions. A habilidade de afetar o
transporte de calcio através das membranas celulares é de significancia

clinica consideravel, pois o calcio, em seu papel de segundo mensageiro,
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pode ter um efeito profundo na atividade celular, por exemplo
aumentando a sintese e secrecdo de fatores pelas células envolvidas no

processo de regeneragao.

Pesquisas mostram que o ultra-som encoraja a ocorréncia mais
rapida da formacido de edema, acelerando o processo inflamatério como
um todo e conduzindo a ferida mais cedo para a fase proliferativa de
reparo, sendo possivel que muitos relatos de alivio de dor sejam devidos
a isso (Kitchen, 2003). Hart (1993) também encontrou que, apods a
exposicao in vitro dos macrofagos ao ultra-som, um fator era liberado no

meio e ao redor da ferida, que era mitogénico para fibroblastos.

A confirmacdo dessa explicacido foi mostrada experimentalmente por
Young e Dyson (1990) em feridas cirurgicas agudas, onde o ultra-som
terapéutico (1 W/cm?, 0,75 MHz ou 3 MHz), era aplicado diariamente sobre a
ferida durante sete dias (5 minutos por dia). Cerca de cinco dias apo6s a
lesdo, os grupos tratados com ultra-som tinham significativamente menos
células inflamatérias no leito da ferida e tecido de granulagcdo mais
extenso do que os controles que receberam irradiacao simulada. Também
o alinhamento dos fibroblastos paralelos a superficie da ferida nos grupos
tratados era indicativo de um estagio mais avancado de organizagédo do
tecido do que o alinhamento aleatério de fibroblastos visto nas feridas
controle, irradiadas de forma placebo. Portanto, parece que a terapia com
0 ultra-som pode acelerar o processo sem risco de interferir nos

mecanismos de controle que limitam o desenvolvimento de granulagao.

Nao ha informacgdes cientificas ou clinicas quantitativas que indiquem a
necessidade de se usarem niveis altos de ultra-som (acima de 1 W/cm?)
para causar um efeito biologico significativo nos tecidos lesados. Pelo
contrario, os resultados de Kitchen (2003) apdiam o uso de intensidades

de 0,5 W/cm? e menores, para obter taxas maximas de regeneracdo em
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tecidos como pele, tenddes e ossos. Observou também que intensidades
acima de 1,5 W/cm? levaram a um efeito adverso nos tecidos de
regeneracao, concluindo assim que os efeitos térmicos significativos sao
obtidos usando intensidades entre 0,5 e 1 W/cm? e que o tratamento
abaixo de 0,5 W/cm? deve ser usado para provocar mecanismos

primariamente n&o-térmicos.

Lehmann (1953) estudou os efeitos térmicos do ultra-som por sua
acao nos tecidos bioldgicos, em resposta a irradiagdo de intensidades de
1,5 a 3,1 W/cm? e observou reagbes como hiperemia combinada com
edema e necrose. Todas essas reagdes foram dependentes da temperatura,

pois quando o tecido era resfriado, nenhuma reagao era observada.

Apos lesdao muscular do reto femoral em coelhos, Dionisio (1998)
observou os efeitos do ultra-som na vascularizagao, utilizando ultra-som
no modo pulsado 1:2, com frequéncia de 1 MHz, intensidade de 0,5
W/cm?, durante 5 minutos, iniciando 24 horas apds a lesao, por 10 dias
consecutivos. Os resultados mostraram que nao houve diferencgas
significativas na rede vascular, sugerindo que o ultra-som nao provoca

mudanc¢as no padrao vascular.

Com a finalidade de investigar os efeitos do ultra-som sobre a
reparagaéo tecidual, Dyson (1970) utilizou o ultra-som pulsado com
frequéncia de 3,5 MHz e intensidade entre 0,1 e 0,8 W/cm? por 5 minutos,
14 dias ap6s a producédo de lesbes cutaneas em orelhas de coelhos.
Observou o aumento da sintese de DNA e a presenca de fibroblastos

produzindo colageno.

Nascimento et al. (2002), estudaram o efeito do ultra-som na fase
inflamatdria da regeneracgao; utilizaram o modo pulsado, com frequéncia
de 1 MHz, intensidades de 0,2 e 0,4 W/cm?, com tempo de aplicagcdo de

60 segundos, durante 1, 3, 7 e 14 dias, sobre musculo lesado de ratos e
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concluiram que o tratamento com o US contribuiu para que o infiltrado de
células polimorfonucleares (PMN) ocorresse de forma mais intensa, o que
€ benéfico, pois acelera o processo de regeneracgao do tecido lesado pela
antecipacado da inflamagao, proliferagdo e remodelamento. Observaram
que o US com intensidade de 0,2 W/cm? favorecia o aparecimento de
novos vasos durante a inflamagdo aguda, e que a intensidade de 0,4
W/cm? favorecia o aparecimento de um infiltrado de PMN, linfécitos e
macrofagos no foco inflamatério agudo; e, ainda, que havia melhora na
consisténcia da rede de fibrina, favorecendo a proliferacdo dos

fibroblastos no sitio da lesao.

Harvey et al. (1975) analisaram a estimulagcdo acentuada na secrecao
de colageno dependendo da intensidade e viram que, quando os
fibroblastos eram expostos ao ultra-som continuo (0,5 W/cm?), registrava-
se um aumento de 20% na secrecao de colageno; e, quando o ultra-som
estava no modo pulsado (0,5 w/cm?), registrava-se um aumento de 30%.
Pospisilova (1976) investigou a acao do ultra-som na sintese do colageno e
na deposigcao de granulomas em lesbes em ratos e obteve resultados
semelhantes. Os animais foram expostos ao ultra-som com uma frequéncia
de 0,8 MHz e intensidade de 1 W/cm?, no modo continuo, por 5 minutos,
nas fases aguda (2 a 21 dias) e crbénica (16 a 35 dias) da reparagéao
tecidual. O autor observou aumento no conteudo protéico e na sintese de

colageno, na zona em reparagao.

Dyson e Suckling (1978) empregaram o ultra-som pulsado para o
tratamento de ulceras varicosas, na frequéncia de 3 MHz e intensidade de
1 W/cm?2, por 4 semanas, com duracado de 5 a 10 minutos cada aplicagao.
Sendo as ulceras bilaterais, um dos lados era tratado e o outro n&o.
Demonstraram que houve reducao significativa nas areas das ulceras do

lado tratado, em comparagcdo com o lado de controle, concluindo assim
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que o ultra-som pode estimular o processo de reparagao.

Barros Jr. (2001) avaliou, pela analise histologica, os efeitos precoce
e tardio do ultra-som sobre o processo de cicatrizacao de tendao flexores
em coelhos. Foi utilizado o US no modo pulsado (20%), com frequéncia
de 3 MHz, intensidade de 0,8 W/cm?, em sessdes de 6 minutos, durante 7
dias consecutivos, iniciando 24 horas apds o procedimento cirurgico. Os
resultados mostraram uma diminuigdo da reagao inflamatéria, menor grau
de necrose, aumento na proliferacdo de fibroblastos e aumento na
deposicao de fibras de colageno na fase tardia da cicatrizagao do tendao,
sinalizando uma acgao favoravel do ultra-som no reparo de tenddes, no

periodo tardio da cicatrizagao.

O tecido muscular parece ter resposta semelhante, como constatou
Menezes (1997), que tratou lesdes musculares no reto femoral de coelhos
com US pulsado, nos 10 primeiros dias apdés a producao da lesao (fase
aguda). O resultado da analise das propriedades mecanicas mostrou que
0s musculos tratados suportaram maiores cargas e deformagdo maxima,
e maiores cargas e deformacéo no limite de proporcionalidade, sugerindo

que o US beneficiou o processo de reparacio.

Dyson et al. (1976) verificaram que a terapia com ultra-som (3 MHz,
pulsado, 02, W/cm?) acelerava significativamente a redugao na area de
Ulceras varicosas. Callam et al. (1987) estudaram o efeito da terapia
semanal com ultra-som (1 MHz, pulsado, 0,5 W/cm?) na regeneracgao de
ulceras crdnicas na perna e encontraram que ocorria um aumento de 20%

na velocidade de regeneragao das ulceras tratadas com US.

O estudo de Dyson e Smalley (1983) mostrou que o ultra-som
pulsado (3 MHz, 0,5 W/cm?) podia estimular a contragdo de feridas,
levando ao aparecimento de uma cicatriz significativamente menor. Eles

também encontraram que o0 mesmo grau de contragao induzida usando
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uma intensidade de 0,5 W/cm? podia ser obtido usando uma intensidade
muito mais baixa, de 0,1 W/cm?. Esse achado foi considerado significativo,
pois implica que os profissionais podem reduzir as intensidades de tratamento
de ultra-som em um grau significativo e ainda obter os resultados
desejados por meio dos efeitos nao-térmicos. Isso é vital ao tratar tecidos
com o sistema sanglineo comprometido, que nao tém mecanismo efetivo

para dispersar o excesso de calor.

Sonoforese

Como mencionado, ha mais de 60 anos o ultra-som vem sendo
utilizado como agente terapéutico. E usado em fisioterapia no tratamento
de uma variedade de situacdes, incluindo lesdes de tecidos moles e
inflamacao, disturbios circulatérios e estimulacido de reparacao de tecidos.
Medicamentos antiinflamatérios ndo-hormonais também sao frequentemente
receitados nessas condi¢cdes e tradicionalmente tém sido administrados
oralmente, na forma de comprimidos ou capsulas. Porém, devido a
natureza irritante desses medicamentos ao sistema gastrointestinal,
pesquisadores estudam outras maneiras de sua aplicagcdo. O uso topico de
antiinflamatorios ndo-hormonais na forma de pomada, creme ou gel tem

sido indicado no alivio de inflamagdes dos tecidos.

Para que as ondas ultra-sénicas sejam transmitidas para os tecidos
€ necessario um meio acoplador, que tem a fungao de excluir o ar da
regido entre o transdutor e o tecido (Docker, 1987; Williams, 1987). Os
materiais mais utilizados para o acoplamento s&do a agua, géis e alguns

oleos (Williams, 1987; Kahn, 1991, Casarotto et al., 2004).

De acordo com Ueda et al. (1996), Fang et al. (1999) e Miller (2000),
o US pode facilitar a penetracdo de agentes antiinflamatérios aplicados

topicamente sobre a pele, técnica esta chamada de sonoforese. Esse
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novo conceito de aplicagdo do US combinado com drogas tépicas tem
promovido investigagdes em muitos campos da medicina: a sonoforese

poderia acentuar o efeito da aplicagao topica de anti-inflamatorios.

O primeiro relato da literatura sobre a utilizagdo da técnica de aplicar
um antiinflamatério com ultra-som terapéutico, pela técnica da sonoforese,
foi descrito por Fellinger e Schmid (1954), sendo o agente de acoplamento a
hidrocortisona, em tratamento de poliartrite dos dedos da m&o. Pelo fato
de a sonoforese ser certamente o método de aplicagao terapéutica que
vem ganhando maior credibilidade desde entdo (Cagnie et al., 2003), uma
série de estudos e pesquisas foram desenvolvidos tentando esclarecer as

melhores formas de uso dessa técnica.

Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar o aumento da
penetracdo das drogas pela sonoforese (Fang et al., 1999), entre eles
aumento da temperatura, cavitagdo, bem como pressao de radiagao (Tyle
& Agrawala, 1989). Acredita-se que o principal mecanismo que envolve a
deposicao da droga é o fenbmeno da cavitagao, resultando na formagao
de microbolhas gasosas na camada externa da pele (estrato cérneo) que
podem romper-se violentamente e presumivelmente permitir a passagem
da droga (Fang et al., 1999; Miller, 2000; Ueda et al., 1996). Considerando
isso, € possivel que uma desorganizagdo da regido lipidica da camada
cornea venha a ocorrer (Fang et al., 1999; Ueda et al., 1996; Mitragotri et

al., 1995), aumentando sua permeabilidade.

Estudos constataram o efeito da sonoforese aumentando a penetracéo
de pequenas moléculas através da pele (Mitragotri & Kost, 2004). Esses
estudos foram executados aplicando o US com frequéncias terapéuticas
(1 a 3 MHz). Porém, o aumento dos niveis do transporte de drogas através
da pele foi observado somente com drogas especificas. Foi observado o

aumento no transporte de hidrocortisona e indometacina, mas nao o de
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lidocaina e salicilato (Mitragotri et al., 1997). Devido a grande variagao
entre as drogas, ainda existem controvérsias sobre a eficacia da
sonoforese em aumentar sua penetragao através da pele. Os mesmos
autores (Mitragotri et al., 1997) sugerem que diferencas de propriedades
fisico-quimicas das drogas, como lipofilicidade e peso molecular,
poderiam explicar tal variagdo. Por exemplo, na sonoforese de drogas
lipofilicas, de moléculas pequenas, com alta permeabilidade passiva, ndo

houve aumento de seu transporte apds a aplicagao com US.

Griffin et al. (1967) relataram que os pacientes tratados com
sonoforese de hidrocortisona apresentaram uma redugao da dor em 68%
e aumento da amplitude de movimento, quando comparados ao grupo
controle. Nesse estudo nao foram avaliados os efeitos da aplicagcao tépica
de hidrocortisona na auséncia do US, sendo dessa forma impossivel

serem comparados ambos os efeitos.

Para permitir comparar tal efeito, Koeke et al. (2005) verificaram o
processo de reparo no tenddo de Aquiles lesado sob quatro condig¢des:
aplicagao topica de hidrocortisona, sonoforese com hidrocortisona, ultra-
som sem hidrocortisona, e controle sem tratamento. A aplicagdo do ultra-
som foi em modo pulsado com frequéncia de 1 MHz e intensidade de 0,5
W/cm? , com duragao de 5 minutos em cada sessao. Eles observaram que
a concentragao, o estado de agregacéao, a orientagdo e a deposicao das
fibras de colageno no local da tenotomia foi qualitativamente melhor e
significativa no grupo submetido a sonoforese quando comparado ao
grupo que recebeu apenas o tratamento com US e ao que recebeu a
aplicagcdo topica da hidrocortisona. O grupo que recebeu tratamento
apenas com o US também apresentou resultados melhores quando

comparado ao que recebeu a aplicagao topica da hidrocortisona.
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McElnay et al. (1985) constataram que a penetragao transdérmica de
alguns anestésicos e antiinflamatérios ndo-hormonais foram intensificados

pelo US, atribuindo esse efeito ao farmaco utilizado.

Singer et al. (1998) concluiram que o uso de ultra-som de baixa
intensidade e baixa frequéncia é considerado seguro para aumento da
distribuicao topica de medicamentos através da pele, produzindo reagdes
minimas; e que altas intensidades podem causar lesdo relacionada ao

aquecimento local.

Mutoh et al. (2003) concluiram que a baixa freqléncia e baixa
intensidade da sonoforese sdo capazes de induzir um aumento da

penetracdo transdérmica de componentes hidrofilicos como a calceina.

Polacow et al. (2004) observaram que a aplicagdo do ultra-som modo
continuo, com frequéncia de 3 MHz e intensidade de 0,2 W/cm?, foi capaz
de aumentar a penetragao de tiratricol (usado no combate a celulite)

através da pele, quando comparado a aplicagao topica do mesmo.

Rosim et al. (2004) verificaram que a aplicagdo do ultra-som modo
continuo, com frequéncia de 1 MHz e intensidade de 0,5 W/cm?, durante 5
minutos, foi capaz de aumentar a penetracio transcutanea de diclofenaco

sodico através da pele de humanos sadios.

Mitragotri et al. (1997) sumarizaram um amplo numero de trabalhos
que apresentaram tanto resultados positivos quanto negativos da aplicagao
dessa técnica. Também, segundo Byl (1995), resultados conflitantes tém sido
publicados a respeito da intensificagdo da permeabilidade de drogas

através da pele pela sonoforese, alguns n&o tendo obtido efeito positivo.

Nesse sentido, sdo necessarios ainda estudos sobre a eficacia da
aplicagdo transcutanea de diversas drogas antiinflamatorias com

sonoforese. E, se a deposicdo de droga por ultra-som € uma aplicagao
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clinica de uso crescente, tal uso ainda padece da escassez de
parametros precisos, quantificados na literatura, baseados em evidéncias.
Em sua meta-analise, Parizzoto et al. (2003) sugerem que pesquisas
sobre sonoforese para tratamento de desordens musculoesqueléticas
detalhem melhor os critérios e parametros utilizados, aumentando sua
confiabilidade, de modo a que se possa, com o tempo, determinar

parametros exatos para utilizacao dessa técnica.

Arnica montana

A Arnica montana é uma planta da familia Asteraceae, conhecido
desde o século XVI. Suas folhes e raizes sao utilizadas na fabricacédo de

medicamentos.

E utilizada topicamente no tratamento de hematomas, contusdes,
flebites, distensdes musculares, alivio da dor e edema, cicatrizagdes,
afeccdes bucais, entre outros (Knussel et al., 2002). Seus principios ativos
mais importantes sédo lactonas sesquiterpénicas (arnicolide, helenalina e
dihidro-helenalina), flavondides (incluindo quercitina e seus derivados
como quercitina-3-mono-glucosideo e quercitina-3-glicogalacturonico),
alcools (arnidiol, arnilenediol, isoarnilenediol), carotendides, 6leo essencial,
acido fenilcarboxilico (assim como acido clorogénico e seus derivados) e
outros constituintes (Bucay, 1995). Destes, as lactonas sesquiterpénicas
sdo os principais, particularmente os ésteres helenalina e dihidro-
helenalina, sendo responsaveis por sua atividade antiinflamatéria, o que foi
demonstrado por varios estudos in vitro e in vivo (Klaas et al., 2002;

Knussel et al., 2002; Bergonzi et al., 2005).

Ao estudar a penetragao transdérmica de preparacdes da planta e de
suas lactonas sesquiterpénicas, Wagner et al. (2004) concluiram que uma

quantidade suficiente dessas ultimas pode penetrar a barreira da pele,
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gerando efeitos antiinflamatérios, mas que o uso topico de preparagdes

da planta, como as flores de arnica, pode apresentar vantagens.

A melhor penetragdo das lactonas sesquiterpénicas da tintura de
arnica pode ser favorecida pelos demais constituintes das flores da
Arnica, como alcoois, monoterpénicos, oOleos essenciais, entre outros
(Merfort, 2003). Em particular, os monoterpénicos sdo usados como
veiculos para penetracdo de drogas (Moghimi, 1998). A helenalina inibe a
migracdo de neutrofilos, a quimiotaxia e, em altas concentragbes, as
prostaglandinas sintetase (Hall, 1980). Além disso, lactonas sesquiterpénicas,
como a helenalina e altas concentracdes da 13-dihidrohelenalina, tém
mostrado uma ativagéao inibitéria do fator de transcrigdo NF-kB em células
T (Kos et al., 2005), em células B e em células epiteliais (Lyss, 1997). NF-
Kb tem um papel importante na resposta imune humana, regulando a
transcricdo de varios genes pro-inflamatdrios e inflamatoérios (D’Acquisto,
2002).

Nao foram encontrados estudos que avaliassem os eventuais

beneficios da sonoforese com Arnica montana.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (Protocolo n°

745/05).
Animais

Neste experimento foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar,
machos, sedentarios, pesando em média 300+50g, com 90 dias de vida.
Esses animais foram obtidos no Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (Unesp) campus Botucatu, SP e mantidos no Biotério do Laboratorio
de Biodindmica do Departamento de Educacao Fisica da Unesp campus
Rio Claro, em gaiolas coletivas com no maximo cinco ratos, que foram
alimentados com rag&o balanceada para roedores (Labina®) com 23% de
proteina e agua ad libitum, em condigbes ambientais controladas (12
horas de ciclo claro/escuro; ambiente higienizado; temperatura a 25°C e

ventilagao controlada).
Grupos experimentais
Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:

. grupo controle: 10 ratos que sofreram les&do muscular, mas nao

foram submetidos a qualquer forma de tratamento;

. grupo ultra-som (US): 10 ratos que sofreram lesdo muscular e foram

tratados com ultra-som;

. grupo ultra-som+arnica (US+A): 10 ratos que sofreram lesao

muscular e foram tratados com sonoforese (ultra-som e gel de arnica);

. grupo arnica: 10 ratos que sofreram lesdo muscular e foram tratados

com massagem de gel de arnica.
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Lesao muscular

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico a 2%,
pesados e tricotomizados na pata posterior direita. A pele foi seccionada,
o musculo tibial anterior (TA) e sua fascia foram expostos. Nestes foi feito
um corte de 3 mm de largura por 3 mm de profundidade com auxilio de
uma lamina de bisturi, de maneira a seccionar as fibras transversalmente
no terco médio do musculo (Figura 5). Nessas condigbes, o diametro da
area lesada foi considerado como sendo de 0,5 cm?. Feita a lesao, a pele
foi suturada, e no local foi feita assepsia com alcool 70%. Durante os dois

primeiros dias, foram oferecidas 20 gotas de dipirona sddica diluida em

meio litro de agua para todos animais.

Figura 5 Seccao transversal das fibras no terco médio do musculo tibial anterior

Equipamento de ultra-som terapéutico

Neste experimento foi usado um aparelho gerador de ondas ultra-
soOnicas (Figura 6), modelo Sonacel® da Bioset (Industria de Tecnologia
Eletrénica Ltda.), tendo o cabecgote com area de radiacéo efetiva (ERA)
de 0,5 cm? (Figura 7). Antes de ser utilizado, o aparelho foi calibrado em
uma balanga radiométrica Ultrasound Power Meter® com precisédo de +20
mW. A area do transdutor € de 1 cm? e o tipo de cristal gerador de ultra-

som é a ceramica PZT.
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Figura 6 Equipamento de ultra-som Figura 7 Cabecote do aparelho de
utilizado (modelo Sonacel® ultra-som com area de
da Bioset) radiagao efetiva de 0,5 cm?

Gel de arnica

O gel de arnica utilizado é comercializado pelo Herbarium® — Laboratério
Boténico Ltda. (Figura 8), preparado com tintura de Arnica montana. A
dosagem utilizada foi a recomendada pela Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — Brasil, 2004), que preconiza a aplicagcao topica de
uma dose diaria de 1 mg/ml de lactonas sesquiterpénicas. Considerando

a composicao do gel, foram aplicados em cada sessao 500 mg do gel.

Arnica Gel ,‘# |
Arnica montana 200mes W

Comusiaes ¢ Hemaiomes ] PP AL FE S ] ﬁt’-rﬁl‘l‘tl:ﬂi

Figura 8 Gel de Arnica montana utilizado (Herbarium)

Protocolo de tratamento

Para a aplicagdo do US e da arnica, todos os animais foram

anestesiados com pentobarbital sédico a 2%.

Os animais dos grupos submetidos ao US foram tratados 24 horas

apdés a cirurgia com os seguintes parametros: frequéncia de 1 MHz,
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intensidade de 0,5 w/cm? (média temporal e espacial SATA), modo
pulsado 1:2 (2 ms on e 4 ms off, 33%), com tempo de aplicagao de 3
minutos a cada sessao. A aplicacao (Figura 9) foi feita uma vez ao dia,
durante 3 dias. Os animais foram sacrificados 24 horas apds a ultima

aplicacéo.

A fim de excluir o ar entre as interfaces, evitando assim a reflexdo da
onda ultra-s6nica (Casarotto et al., 2004), foi utilizado como agente
acoplador um gel hidrossoluvel comercial (500 mg em cada aplicagao).
No caso do grupo sonoforese (US+A), foi utilizado a mesma quantidade

de gel de arnica.

Os animais do grupo arnica receberam massagem com 500 mg de
gel de arnica sobre a area lesada durante 3 minutos com a mesma

freqUéncia.

Figura 9 Aplicagdo do ultra-som terapéutico na area de lesao

Coleta do musculo e analise morfolégica

Os animais foram submetidos a eutanasia quatro dias apods a lesao
com dose letal de 20 mg/100g de pentobarbital sédico. O musculo TA dos
diferentes grupos experimentais foi removido e seu tergco médio, local da
lesédo, colhido e colocado em um suporte de cortica com a ajuda de um

meio de inclusdo para congelamento (tissue tec). O conjunto foi envolvido
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em talco mineral para ser criofixado em nitrogénio liquido, onde foi
mantido e conservado. Os musculos foram congelados em uma posigao
onde os cortes puderam oferecer imagens transversais e longitudinais das

fibras musculares e da fenda incisional.

Para analise morfolégica das fibras musculares e do tecido
conjuntivo adjacente, foram realizados cortes seriados com a espessura
de 10 um, obtidos em um criétomo a — 25° C. Colheram-se uma série de
amostras da regido superficial da lesao e, a partir dai, mais duas séries
localizadas a 200um de profundidade da outra. Cada série de corte
forneceu trés laminas, que foram coradas com H-E (hematoxilina-eosina).
Foi feita a documentagdo fotografica das laminas em fotomicroscopio
Zeiss, onde se procurou registrar as alteragées morfofuncionais do tecido

lesado.

Analise quantitativa

A contagem de células foi feita em uma area de 0,625 mm?, com auxilio
de uma camera acoplada ao microscépio e monitor de video. A determinacgao
da densidade de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares foi feita
pela contagem de 10 campos por amostra, totalizando 100 campos por
grupo experimental. As células com morfologia de fibroblastos e células

satélites ou mioblastos foram ignoradas.

Analise estatistica

Os dados quantitativos foram comparados pela analise de variancia
two-way Anova tanto intra quanto intergrupos, seguido pelo teste post-hoc
de Tukey-Kramer para verificar a significancia entre os grupos. Os dados
foram processados no aplicativo SAS (Statystical Analisys System) versao
9.1. Os resultados foram expressos em média e erro-padrdao. Foram

considerados estatisticamente significativos resultados com p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados da analise quantitativa e da analise qualitativa das

l&minas s&o apresentados a seguir.

Analise quantitativa

Os resultados obtidos foram analisados intra-grupo e inter-grupo,
com o teste variancia do tipo fatorial. Quanto as células mononucleares,
nao foi encontrada diferenga significativa intra-grupos, mas diferencas
significativas foram encontradas entre os grupos tratados e o grupo
controle (p<0,0001) e na interagao intra- e intergrupos (p<0,0001). A
Figura 10 mostra os resultados da densidade (média encontrada por ym?)
de células mononucleares para os quatro grupos de animais cujos musculos
foram examinados. Os valores foram claramente mais elevados nos grupos

US, US+A e arnica quando comparados ao grupo controle (p<0,0001).
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Figura 10 Densidade (média + erro padréo) de células mononucleadas no musculo
tibial anterior nos grupos controle, ultra-som (US), ultra-som+arnica
(US+A) e arnica. Os grupos tratados (US, US+A e arnica) néo
apresentaram diferenca significativa entre si (*), porém houve
diferencga significativa (p<0,0001) desses grupos quando comparados
ao grupo controle (**)
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Quanto a densidade das células polimorfonucleares, novamente nao
foram encontradas diferengas significativas intragrupos, mas diferencgas
significativas foram encontradas tanto entre os grupos (p<0,0001) quanto
na interagdo intra- e intergrupos (p=0,0134). A Figura 11 mostra os
resultados da densidade (média + erro padrao de células por pmz) nos
quatro grupos. A densidade foi nitidamente maior no grupo controle quando
comparada a dos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenca significativa
entre os grupos US e US+A, mas os valores para o grupo arnica foram

significativamente diferentes (p<0,05) daqueles dos demais grupos.
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Figura 11Densidade (média + erro padrao) de células polimorfonucleadas no
musculo tibial anterior dos grupos controle, ultra-som (US), ultra-som +
arnica (US+A) e arnica. O grupo controle (*) apresentou diferencga signifi-
cativa comparado aos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenga
significativa entre os grupos US e US+A (**). O grupo arnica (***)
comparado aos demais apresentou diferencga significativa (p<0,05)
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Analise qualitativa

As laminas histoldgicas, guardando pequenas particularidades entre
0s grupos, mostraram que o interior da fenda incisional produzida pela
lesdo cirurgica e o tecido intersticial ou conectivo proximo aos segmentos
seccionados estavam preenchidos por uma delicada rede de fibrina e por

um rico infiltrado de células inflamatorias.

No grupo controle, as extremidades das fibras musculares seccionadas
e com morfologia comprometida apresentaram nucleo centralizado e
grupamentos de células fagociticas em atividade (Figura 12). Na borda da
lesdo, um infiltrado de células inflamatdrias apresentou-se intenso,
chegando a atingir todo o espaco intersticial dessas fibras (Figura 13); no
interior surgiu uma fina rede de fibrina (Figura 14). Houve também o
aparecimento de inumeras células fusiformes indiferenciadas, sugestivas

de serem células satélites e fibroblastos em proliferagao (Figura 15).
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Figura 12 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo controle,
corado com hematoxilina-eosina — corte transversal: fibra muscular
com morfologia comprometida pela lesdo apresenta nucleos
centralizados (seta preta) e inumeras células fagociticas (seta
vermelha). Barra =20 ym



Figura 13

Figura 14
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Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo controle,
corado com hematoxilina-eosina: intenso infiltrado de células
inflamatorias no intersticio das fibras musculares localizadas na
borda da lesdo. Barra = 40um

Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo controle,
corado com hematoxilina-eosina: presenca de células
polimorfonucleares e mononucleares aderidas a rede de fibrina no
interior da fenda incisional. Barra = 20um



Figura 15 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo controle,
corado com hematoxilina-eosina: presenca de células fusiformes (seta
preta) sugestivas de células satélites e fibroblastos (seta vermelha)
distribuidos no sentido longitudinal das fibras musculares. Barra = 40 um

No musculo dos animais do grupo ultra-som, o tecido conjuntivo
mostrou-se mais organizado e consistente. A fenda da lesao, diferentemente
do grupo controle, apresentava pequenos vasos sanglineos entre as
fibras que iniciaram sua regeneragao e entre fragmentos necréticos das
fibras em estado de degeneracgao (Figura 16). Préximo a regido da borda
da lesdo apareceram ceélulas fusiformes em proliferacdo, sugerindo o
inicio da formacgao e diferenciagdo das células satélites em mioblastos
(Figura 17). Nesse grupo pdde ser notado um aumento na espessura da
rede de fibrina (Figura 18), quando comparada a do grupo controle, e a
presenca de células gigantes multinucleadas (Figura 19), o que sugere a

ocorréncia intensa de fagocitose, acelerando o processo inflamatério.



Figura 16 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som,
corado com hematoxilina-eosina: fenda incisional com numero
abundante de células inflamatdrias entre fibras em estado necratico.
Pode ser notada a presenca de um pequeno vaso no tecido
conjuntivo (seta). Barra = 40 um
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Figura 17 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som,

corado com hematoxilina-eosina: células fusiformes em proliferacao
sugerindo o inicio da formagao dos mioblastos (setas). Barra = 40 ym




Figura 18 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som,
corado com hematoxilina-eosina: rede de fibrina mais espessa quando
comparada ao controle. Aderidas a ela podem ser identificadas
algumas células polimorfonucleares e mononucleares. Barra = 20 ym
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Figura 19 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som,
corado com hematoxilina-eosina: presenga de células gigantes
multinucleadas em meio ao tecido necrético (seta). Barra = 20 uym

No musculo dos animais de grupo ultra-som+arnica, o tecido conjuntivo

recém-formado na fenda incisional apresentou-se preenchido por infiltrado
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inflamatdrio (Figura 20). Os leucdcitos aderidos a espessa rede de fibrina
ja estavam picnéticos, com suas atividades fagociticas esgotadas,
demonstrando seu estado relativamente avangcado de degeneragao
(Figura 21). Na regido proxima a fenda incisional verifica-se a presenca
de infiltrado inflamatério composto predominantemente por células
polimorfonucleares do tipo neutréfilo (Figura 22) e, na matriz do tecido
conjuntivo, por células mononucleadas como macréfagos, plasmocitos e

mastodcitos (Figura 23).

Figura 20 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-
som+ arnica, corado com hematoxilina-eosina: matriz extra-celular do
tecido conjuntivo mostra um intenso infiltrado inflamatério em meio
ao tecido necrético. Barra = 20 ym



Figura 21 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som+
arnica, corado com hematoxilina-eosina: rede de fibrina espessa com
leucécitos picndticos a ela aderidos. Barra = 40 uym
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Figura 22 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som+
arnica, corado com hematoxilina-eosina: infiltrado localizado no
interior da fenda incisional, com a presenga marcante de células
polimorfonucleares (setas). Barra =5 pm



53

Figura 23 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo ultra-som+
arnica, corado com hematoxilina-eosina: células mononucleares
predominantes na matriz do tecido conjuntivo préximo as fibras
musculares seccionadas (setas). Barra = 5 ym

No grupo arnica, além de algumas células polimorfonucleares e
mononucleares, houve o aparecimento de fibroblastos, aderidos a rede de
fibrina (Figura 24) e a presenga de leitos vasculares (Figura 25), o que
nao se repetiu nos outros grupos. Estes sdo espagos sem formagao de
células endoteliais, por onde passa o sangue durante a fase de reparo.
Na regido onde as fibras musculares foram seccionadas, os fragmentos
necroticos foram tomados por numerosos leucécitos, como neutrdfilos e
macrofagos em atividade fagocitaria (Figura 26). No delicado tecido
conjuntivo que comegou a se formar, nota-se que células inflamatdrias,
fibroblastos e células satélites, estavam distribuidas de maneira
desordenada (Figura 27), o que poderia dificultar a organizagdo dos
mioblastos no sentido longitudinal do eixo das fibras, atrasando ou

prejudicando a formagao de miotubos.



Figura 24 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo arnica,
corado com hematoxilina-eosina: fibroblastos (seta verde) presentes,
dentre inUmeras células polimorfonucleares (seta vermelha) e
mononucleares (seta preta). Barra = 20 ym

Figura 25 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo arnica,
corado com hematoxilina-eosina: presenga de leitos vasculares na
matriz extra-celular (seta). Barra = 20 ym
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Figura 26 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo arnica,
corado com hematoxilina-eosina: fragmentos necréticos tomados por
numerosas células inflamatérias com predominio de neutrdfilos e
macroéfagos. Barra = 20 ym

Figura 27 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato do grupo arnica,
corado com hematoxilina-eosina: na regido proxima as fibras
musculares seccionadas por entre o infiltrado inflamatério, observam-
se fibroblastos (seta preta) e células satélites (seta vermelha)
distribuidas de maneira desordenada. Barra = 20 ym
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6 DISCUSSAO

Como os neutrofilos e macréfagos sdo as principais células de um
processo inflamatério agudo (Grounds, 1987; Armstrong, 1990; Hawke &
Garry, 2001; Pizza et al., 2002), decidiu-se verificar neste trabalho suas

densidades apos os tratamentos recebidos.

Os parametros para aplicagdao do ultra-som foram retirados da
literatura consultada. Foi escolhida a frequéncia terapéutica do transdutor
de 1 MHz de modo a que onda alcancasse o tecido muscular. A
intensidade aplicada foi de 0,5 w/cm?, com base nos resultados obtidos
por Enwemeka et al. (1990), Gan et al. (1995) e Cunha et al. (2001), que
sugerem o uso de intensidades de 0,5 w/cm? ou menores para obter taxas
maximas de regeneracado em tecidos. Devido ao fato de o aumento da
permeabilidade do extrato cdérneo da epiderme ser causado pelo efeito
nao-térmico de cavitacao do US, foi escolhida a modalidade de aplicacao
pulsada. Love e Kremkau (1980) mostraram que o tratamento com o US
pulsado poderia causar um aquecimento nos tecidos inferior a 0,5°C, com
10 minutos de exposig¢ao. E o tratamento foi iniciado 24 h apds a leséo
para maximizar o efeito de regeneragao do US, pois, segundo Markert et
al. (2005), o inicio do tratamento antes das primeiras 24 h poderia levar a

um aumento da agao degenerativa dos neutrofilos.

Nas laminas do grupo controle, 96 h apods a lesdao muscular, foi
observada uma densidade maior de células mononucleares (Figura 10) e
menor de células polimorfonucleares (Figura 11). Isso esta de acordo com
os achados de Tidball (1995), que descreve um predominio de células
mononucleares 48 h apds a lesdo. Esse infiltrado inflamatério intenso foi
verificado entre as fibras musculares seccionadas (Figura 13), sendo
também observada a presenca de células fusiformes, provaveis células

satélites e fibroblastos em proliferagdo (Figura 15). Esses achados
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coincidem com o que é indicado por Hawke e Garry (2001), segundo os
quais as células satélites comegam a se diferenciar em mioblastos e

miotubulos 96 h apds uma lesao.

A contagem de células nas laminas do grupo ultra-som mostrou uma
densidade maior de células mononucleares (Figura 10) e menor de
polimorfonucleares (Figura 11) do que nas do grupo controle, sendo que a
densidade das células mononucleares foi maior que a das polimorfonucleares.
Esses achados corroboram os de estudos (Speed, 2001; Kitchen &
Partridge, 2003), que mostram a capacidade de o US acelerar as fases da
inflamacgao: nesse grupo, a fase de reparo esta adiantada em relagéo ao
grupo controle. O padréao histolégico das laminas do grupo US mostra
como o tecido conjuntivo comegou a se organizar com mais consisténcia
e a rede de fibrina apresentou-se mais espessa, porém em menor
extensao (Figura 18). A presencga de células gigantes multinucleadas, que
nada mais sao do que macrofagos fundidos (Figura 19), demonstram a
intensa atividade fagocitica na regido. Nessa etapa, iniciou-se a
regeneracao das fibras lesadas (Figura 17), com o consequente aumento
da presenca de células satélites. Isso pode ser um indicativo de um
aumento na velocidade de formacao e diferenciacdo dos mioblastos

(Figura 17). Esses achados nao foram observados no grupo controle.

Nas laminas do grupo arnica, verificou-se uma densidade maior de
células mononucleares (Figura 10) e menor de células polimorfonucleares
(Figura 11) quando comparadas as do grupo controle. Esses resultados
podem ser justificados pela agdo antiinflamatéria dos principios ativos da
arnica, a helenalina e dihidro-helanina, que inibem o fator de transcrigao
NF-kB (que regula a transcrigado de varias citocinas inflamatdrias), inibindo
assim a migragcao e quimiotaxia de neutréfilos e, em grande dose, a

sintese de prostaglandinas (Hall et al., 1980; Tak & Firestein, 2001).
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Segundo Wagner et al. (2004), o aumento da penetracdo das
lactonas sesquiterpénicas da tintura de arnica pode ser causado pelos
componentes oleosos das flores de arnica, em particular os monoterpenos,
que facilitam a passagem transdérmica da droga. Os componentes do
Oleo essencial da tintura de arnica podem entdo também ser responsaveis

pelo aumento de sua penetragao.

Por outro lado, sabe-se que a atuagcdo de um antiinflamatério por um
periodo prolongado de tempo pode levar ao atraso na recuperacao e a
perda funcional em animais lesados (Toumi & Best, 2003). O musculo dos
animais do grupo arnica apresentou caracteristicas histoldégicas que
sugerem a possibilidade de haver um atraso no reparo tecidual, tais como
a distribuicdo desordenada de células inflamatérias, fibroblastos e células
satélites, que podem dificultar a organizacdo dos mioblastos no sentido
longitudinal das fibras e atrasar a formagao dos miotubos, que raramente

foram encontrados nesse grupo (Figura 27).

O grupo ultra-som+arnica nao apresentou diferencga significativa na
densidade de células mononucleares (Figura 10) e polimorfonucleares
(Figura 11), quando comparado ao grupo ultra-som; ambos 0s grupos
apresentaram o mesmo efeito pré-inflamatorio, acelerando a chegada das
células mononucleares ao local da lesao (Figura 20). O numero de células
polimorfonucleares foi menor quando comparado ao do grupo controle,
mas ainda superior ao do grupo da arnica (Figura 11). O padrao histolégico
desse grupo também se assemelhou ao do grupo US, apresentando uma
rede de fibrina mais espessa; os leucdcitos encontravam-se em avangado
estado de degeneracédo ou picnéticos (Figura 21), o que sugere que essas
células estavam com sua atividade fagocitica esgotada, langando duvida
quanto a possivel aceleracdo do processo de regeneragao. Esses

achados apontam para a ineficacia da sonoforese com arnica, na medida
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em que a similaridade dos resultados entre sonoforese e apenas ultra-
som mostra que o gel de arnica aplicado com ultra-som ndo sé néo
produziu nenhum efeito antiinflamatério a mais, como também pode ter

sido até menos eficaz que o ultra-som.

Segundo Tachibana e Tachibana (2001), a cavitagdo, além de
possibilitar um aumento da penetracdo de drogas nas células pela
alteracdo da permeabilidade das membranas, pode também causar uma
alteracdo nas propriedades quimicas das drogas — o que pode ter
ocorrido com a molécula de arnica. Esta pode ter sofrido uma alteragéo
estrutural que tenha levado a inativagado da agéo de seus principios ativos,

resultando em uma diminuicao da acao terapéutica do medicamento.

Os efeitos nao-térmicos do US, como a cavitagcdo, de acordo com
Ciccone et al. (1991), podem ser capazes de influenciar o transporte da
membrana celular, mas também podem ser deletérios, caso a estrutura da
membrana ja tenha sido previamente comprometida, o que poderia
acelerar ainda mais os mecanismos inflamatérios. Isso também pode ter
ocorrido no presente estudo, considerando a lesédo prévia a que os ratos
foram submetidos. Segundo Mitragotri (2001), a permeabilidade do
extrato corneo a passagem de drogas pela bicamada lipidica é
determinada por dois importantes coeficientes, de divisdo e difuséo,. e
ambos podem ser aumentados ou diminuidos pela agao do US. Na literatura
ha numerosos relatos de medidas da permeabilidade de diversas drogas,
mas nao ha informacdo alguma sobre a permeabilidade da Arnica

montana nem da influéncia que esta sofre sob a acdo do US.

Os dados sugerem pois que a Arnica montana tem efeito
antiinflamatorio quando utilizada topicamente em lesdao muscular aguda.
No entanto, na sonoforese com arnica, efeitos nao-térmicos do ultra-som

podem ter alterado a estrutura molecular da arnica, causando inativagao
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de seus principios ativos, bloqueando sua acao terapéutica; ou pode
mesmo ter agravado ainda mais o quadro inflamatério dos musculos

previamente lesados.

Novos estudos devem ser realizados sobre sonoforese com Arnica
montana, a fim de se melhor compreender tanto os presentes achados
quanto seus efeitos no processo inflamatério subsequente a lesao

muscular.
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista os objetivos propostos para este estudo, pode-se

concluir o seguinte:

. Os resultados da contagem e verificagdo da densidade de células
inflamatdrias mostram valores nitidamente mais elevados da
densidade de células mononucleares nos grupos US, US+A e arnica
(sem diferenga entre estes), quando comparados ao grupo controle
(p<0,0001), que apresentou menor densidade. Isso indica que houve
aceleragao do processo de regeneragao nos grupos tratados, em
relagdo ao grupo que nao recebeu tratamento. No grupo controle
também foi verificada maior densidade de células polimorfonucleares
em relagdo aos demais, como esperado. No entanto, nao foi
verificada diferenga entre os grupos US e US+A, sugerindo que
ambos os tratamentos tiveram efeito similar. E no grupo tratado so6
com massagem de arnica a densidade das células polimorfonucleares
foi significativamente menor, sendo este o efeito esperado de um

antiinflamatério

. A analise morfoldégica comparativa entre os tecidos lesados dos
quatro grupos mostrou que, enquanto no grupo controle um intenso
infiltrado inflamatdério entre as fibras musculares seccionadas, além
das provaveis células satélites e fibroblastos em proliferacao,
sugeriam a vigéncia do processo inflamatério natural, nos grupos
tratados com ultra-som e sonoforese o tecido conjuntivo apresentou-
se com mais consisténcia, com a presenca de células gigantes
multinucleadas, demonstrando intensa atividade fagocitica na regiao
da lesao, sugerindo aumento na velocidade de formacéo e diferenciagao
dos mioblastos e da consequente regeneracao das fibras lesadas.

Os tecidos do grupo tratado com arnica tépica apresentaram
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caracteristicas histolégicas que sugerem a possibilidade de haver
um atraso no reparo tecidual, o que também pode ser esperado
como efeito de um antiinflamatério, devido ao fato de este diminuir a

chegada de células de defesa ao local da lesao.

Entretanto, como mais uma vez ndo houve diferenga entre os grupos
US e US+A, pode-se concluir que a sonoforese com arnica nao foi mais
eficaz que o ultra-som na recuperacgéo da lesdo muscular. Sugere-se que
o US pode ter anulado ou minimizado o efeito regenerativo da Arnica

montana por sonoforese na fase inflamatéria aguda da lesdo muscular.
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