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Natalia Figueiredo Viana Frasson, Charles Taciro?, Nivaldo Antonio Parizotto®

Resumo: O ultra-som terapéutico pulsado (USTP) é uma das modalidades terapéuticas
utilizadas para promover a aceleragao do reparo tendineo. Este estudo avaliou a
microestrutura do tendao calcaneo sob o efeito do USTP em duas intensidades
diferentes. Foram utilizados 24 ratos Wistar machos, divididos em quatro grupos,
submetidos a tenotomia radical transversal do tenddo calcaneo direito, sem posterior
tenorrafia. Os animais do grupo controle (GC) nao receberam tratamento; o grupo
1 (G1) foi submetido ao USTP de 1 MHz a 20%, com érea de radiacdo efetiva de
1,0 cm? e intensidade média instantanea de 0,3 W/cm?; o grupo 2 (G2) recebeu
USTP nos mesmos paradmetros, mas com intensidade de 1,5 W/cm?; no grupo 3
(G3), placebo, foi aplicado tratamento simulado (ultra-som desligado). Nos trés
grupos, o tratamento consistiu em uma sessao didria de 5 minutos, por 10 dias. No
112 dia pés-operatério os tenddes foram removidos para andlise qualitativa e
quantitativa, por meio de microscopia de luz polarizada (MLP), de luz (ML) e de
forca atdmica (MFA). As andlises qualitativas de MLP e MFA foram coincidentes,
mostrando melhor organizagao, agregacao e orientagao das fibras de colageno no
grupo G1. A andlise quantitativa apresentou contagens médias de 400, 7 fibroblastos
e 2,22 capilares sangiiineos por campo de analise, ndo se encontrando diferenca
significativa entre os grupos (p>0,05). Conclui-se que o processo de regeneragao
tendinea em ratos pode ser beneficiado pelo tratamento com USTP em baixa
intensidade.

DescriTores: Ratos; Tendao do calcaneo/reabilitagdo; Terapia por ultra-som

Asstract: Therapeutic pulsed ultrasound (TPUS) is one among several therapies used
to promote tissue repair. This study assessed the effect of TPUS at two different
intensities on rat Achilles tendon’s microstructure. Twenty four male adult Wistar
rats (aged 6 months) were submitted to right calcanean tendon radical tenotomy,
with no ensuing tendon suture, and divided into four groups: control group (GC)
did not receive any treatment; group 1 (G1) was treated with 20%, 1 MHz TPUS at
0.3 W/cm?;, with effective radiation area of 1,0 cm?; group 2 (G2) was treated with
same parameter TPUS, but at 1.5 W/cm? intensity; group 3 (G3) received simulated
treatment (equipment off). In all three groups, treatment consisted of one daily 5-
minute session, for ten days. On the 11th post-operative day animals were
euthanized and their tendons removed for qualitative and quantitative analysis by
polarized light microscopy (PLM), light microscopy (LM), and atomic force
microscopy (AFM). Both PLM and AFM analysis results showed better collagen
fibre organization, aggregation and orientation at G1. The quantitative analysis of
fibroblasts (mean 400.7 fibroblast/field) and capillary vessels (mean 2.22 vessels/
field) through LM showed no statistically significant differences between groups
(p>0.05). It may hence be said that the process of tendon regeneration in adult rats
may benefit from treatment with TPUS at low intensity.

Key worps: Achilles tendon/rehabilitation; Rats; Ultrasonic therapy
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INTRODUCAO

O tendao calcaneo é um dos tenddes
mais afetados no corpo humano. Lesées
nessa estrutura podem resultar em sérias
complicagdes e em longo periodo de
reabilitagdo'?. A aplicagdo de modalida-
des terapéuticas para acelerar o processo
de recuperagdo dessa estrutura é funda-
mental para reduzir o impacto social e
econdmico do individuo acometido pelo
trauma.

Ha décadas o ultra-som terapéutico
(UST) é amplamente utilizado no tra-
tamento de desordens musculoesqueléticas
principalmente para acelerar processos de
cicatrizagao tecidual pela reducdo de
edema, controle do processo inflamatério,
aumento do ndmero de fibroblastos e
sintese de coldageno, neoangiogénese,
analgesia e aumento do metabolismo?.

Apesar de alguns resultados clinicos
e experimentais considerados eficazes®?,
ha muita controvérsia na literatura sobre
a selecdo dos parametros que devem ser
utilizados para o tratamento do tecido
tendineo®, modos de operacao, duracao,
técnica de aplicacao, intervalo entre
sessoes, patologia, estagio da lesao, pro-
fundidade, composicao tecidual e idade.
Sabe-se porém que a qualidade do
tecido tendineo é altamente dependente
do modo como o coldgeno se organiza.
Diversos estudos indicam que a forma
de deposicao e remodelamento do co-
lageno na matriz extracelular ao longo
do processo de regeneragao do tendao é
influenciavel pelo ultra-som terapéutico®.

O estudo dos efeitos UST sobre o
remodelamento do coldgeno do tendao
pode contribuir para a selecao de para-
metros adequados para melhor qualida-
de do reparo tecidual. Assim, o presente
estudo tem o objetivo de comparar dois
protocolos de ultra-som terapéutico
pulsado (USTP) no processo de regene-
racdo do tendao calcaneo de ratos
animais adultos. O objetivo principal
deste estudo foi investigar, por meio de
microscopia de forga atémica, micros-
copia de polarizacao e microscopia de
luz, o estado de concentragao, agrega-
¢ao e topografia do tecido colageno, bem
como a neoangiogénese e a populagio
de fibroblastos no foco da lesao.

METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pela
Comissio de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Sao
Carlos. Foram utilizados 24 animais
(Rattus norvegicus albinus), da raga
Wistar, machos, com 24 a 26 semanas de
idade e peso corporal entre 350 e 450 g.

Os animais foram inicialmente pesa-
dos e submetidos a anestesia geral por
via intraperitonial utilizando-se uma
combinacao de anestésicos (Ketamina,
a 95 mg/kg de peso e Xilazina 2%, a 12
mg/kg), em doses correspondentes a
massa corporal de cada animal.

Foi feita uma incisao longitudinal de
aproximadamente 7 mm de comprimen-
to sobre a pele no local correspondente
ao terco médio do tendao calcaneo,
onde foi efetuada a tenotomia no sentido
transversal ao eixo do tendao. A seguir
a pele foi suturada com fio absorvivel
(Catgut 4,0) e submetida a limpeza local
(alcool iodado), ndo havendo posterior-
mente qualquer tipo de imobilizacao do
segmento.

O animais receberam 4gua e ragdo
balanceada (ad libitum) e foram man-
tidos em ambiente higienizado, com
iluminacao em ciclo claro/escuro de 12
horas.

Os animais foram divididos aleatoria-
mente em quatro grupos:

e Grupo controle (GC) n=6, ndo re-
ceberam tipo algum de tratamento;

e Grupo 1 (G1) n=6, tratados por 5
minutos com USTP 20%, inten-
sidade média de 0,3 W/cm? e
freqiiéncia de 1 MHz, com drea de
radiagdo efetiva do cabecote (ERA)
de 1 cm?.

e Grupo 2 (G2) n=6, tratados por 5
minutos com USTP 20%, intensi-
dade média de 1,5 W/cm? e fre-
quéncia de 1 MHz, ERA de 1 cm?”.

e Grupo 3 (G3) n=6, receberam trata-
mento placebo, com o equipa-
mento desligado, sendo portanto
considerado grupo placebo.

Ultra—som pulsado no tenddo calcineo

Tratamento

O equipamento utilizado foi um apa-
relho de ultra-som terapéutico pulsado
(Ibramed, Amparo, SP, Brasil), em regime
temporal de pulso a 20% nos parametros
acima, variando entre os grupos G1 e
G2 apenas a intensidade, de 0,3 W/cm?
e 1,5 W/cm?, sendo aplicado gel para
ultra-som, utilizando a técnica de movi-
mentagdo do cabecote longitudinalmen-
te sobre a drea de lesdo. Inicialmente o
equipamento foi aferido no Instituto de
Fisica da Universidade de Sao Paulo,
para se obterem os valores reais de
emissdo de energia.

A terapia por USTP iniciou-se 24 h
apos a tenotomia, compondo-se de 10
sessoes consecutivas de 5 minutos cada,
com intervalo de 24 h, realizadas num
mesmo periodo circadiano (manha),
pela técnica de varredura da superficie
da area lesada.

No 11¢ dia pés-operatério (24 horas
apos a dltima sessdo) os animais foram
submetidos a mesma anestesia aplicada
para acirurgia, seguida de eutandsia por
injecdo intracardiaca de KCL; foi removi-
do o tendao calcaneo direito desde a
insercdo calcanear até a jungao mioten-
dinea por dissecacao.

Preparacio das amostras
e analise dos dados

Para uma avaliagdo histolégica do
reparo tendineo, os tenddes removidos
foram fixados em solugdo de formalina
a 10% durante 24 horas e desidratados
em banhos sucessivos de dlcool (70, 90,
95 e 100%) e imersos em xilol por 1
hora. Cortes semi-seriados de 5,0 um de
espessura foram realizados no sentido lon-
gitudinal do tendao para entao submeter
as laminas a coloracdo de hematoxilina e
eosina; as laminas foram fotografadas em
trés campos da drea de lesdo, num
aumento de 40 vezes, através de um mi-
croscopio de luz (Axiolab, Carl Zeiss,
Alemanha).

As imagens obtidas foram analisadas
no software Imagetool 3.0 (University of
Texas Health Science Center in San
Antonio), no qual foram morfologica-
mente identificados, marcados e conta-
bilizados os fibroblastos e capilares
sanguineos presentes na fotomicrografia.
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Para a analise da topografia das amos-
tras foi utilizado um microscépio de
forca atdmica (MFA) BioProbe (Park
Scientific Instruments) em meio aéreo,
operando no modo de contato, fre-
quéncia de varredura de 0,8 Hz, num
campo de analise de 100X100 pum. As
laminas foram hidratadas por cerca de
30 minutos em 4gua destilada e obtidas
trés imagens de sua topografia sob uma
disposicao aleatéria na area correspon-
dente a lesdo. Em seguida, os dados
dimensionais da superficie obtida foram
analisados pelo software 1P2.0 (Park
Scientific Instruments), obtendo-se o valor
da espessura dos feixes de colageno.

Também foi analisada qualitativamen-
te a forma de organizagdo das fibras e
feixes de colageno, pelas imagens tridi-
mensionais obtidas pela MFA.

Para a analise de birrefringéncia, ou
seja, das propriedades anisotropicas
opticas do tendao, foi utilizado um mi-
croscopio de luz polarizada (Leica) com
objetiva (Pol) de 10x/0,22, condensador
0,0, compensador (Sénarmont) de /0,4,
luz monocromatica com A=546 nm,
obtida por meio de um filtro de inter-
feréncia (Leica). Para tomar medidas pela
microscopia de polarizacao, inicialmen-
te as laminas histoldgicas de cada grupo
foram hidratadas por imersdao em agua
destilada por cerca de 30 minutos, con-
forme o estudo de Vidal®. O eixo longo
do tendao foi orientado a 45° em relacdo
aos polarizadores do microscépio, para
melhor andlise do retardo 6tico (OR)®
exibido nos diferentes grupos: o aumen-
to do valor de birrefringéncia reflete o
aumento das ligagOes cruzadas entre as
fibrilas de colageno, representando assim
um aumento na cristalinidade e na
agregacdo ordenada do coldgeno tipo I.

Andlise dos dados

Os dados gerados pela MFA (dimen-
sdo da seccdo transversa da fibra de cola-
geno, fungdo rugosidade, alinhamento,
predominancia dimensional e homo-
geneidade), da polarizagao (valor de re-
tardo dtico) e da histologia foram sub-
metidos a andlise de variancia (Anova);
para verificagdo de possiveis diferencas
entre as amostras foi aplicado o teste post
hoc de Newman-Keuls, sendo adotado
o nivel de significancia p<0,05.
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RESULTADOS

Quanto a histomorfometria, a analise
quantitativa de fibroblastos e capilares
sangiiineos por microscopia de luz co-
mum ndo mostrou diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos: a andlise
dos resultados da contagem de células fi-
broblésticas por campo de lesdo nao
mostrou diferenca (Grafico 1); tampouco a
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de capilares sangiiineos (Grafico 2).

No que se refere a mensuragdo da
espessura dos feixes de colageno por
MFA, os feixes dos tenddes do grupo
controle (GC) sao estatisticamente me-
nos espessos quando comparados aos
dos outros grupos, inclusive ao grupo
placebo. Nessas medidas, nao foi possi-
vel identificar diferenga significante
entre os grupos G1, G2 e G3.
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Gréfico 1 Contagem de fibroblastos obtida nas fotomicrografias dos grupos GC
(controle), G1 (intensidade de 0,3 W/cm?), G2 (intensidade de 1,5 W/cm?)

e G3 (placebo)
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Grafico 2 Contagem de capilares sangiiineos obtida nas fotomicrografias dos grupos
GC (controle), G1 (intensidade de 0,3 W/cm?), G2 (intensidade de 1,5 W/

cm?) e G3 (placebo)
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- Espessura dos feixes de coldgeno
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Grafico 3 Medida da espessura dos feixes de colageno por MFA (em micrémetro)
dos grupos GC (controle), G1 (intensidade de 0,3 W/cm?), G2
(intensidade de 1,5 W/cm?) e G3 (placebo); * = diferenca significativa

(p=0,05)

Apenas na andlise qualitativa das
imagens obtidas por MFA foi possivel
observar diferengas entre os grupos
quanto a microestrutura do tecido ten-
dineo. Os grupos GC e G3 apresentam
caracteristicas semelhantes, em que,
apesar de uma aparente dire¢do predo-
minante seguindo o eixo do tendao,
nota-se um comportamento heterogéneo
dos feixes de colageno, além de sua
menor espessura, denotando assim uma
variagao importante. Quando compara-
do ao GC, o grupo placebo (G3) apre-
senta sutis diferencas, como a formacgdo
de feixes mais espessos e melhor organi-
zados, porém pequenos feixes transversos
ao eixo vertical podem ser observados. O
comportamento heterogéneo caracte-
ristico ocorre em menor intensidade.

Nas laminas dos grupos G1 e G2, por
sua vez, ainda se observa o carater hete-
rogéneo, porém destacam-se fibras de
maior espessura. As imagens do G2 su-
gerem deterioracdo do material, ou seja,
a estrutura apresenta-se muito mais
irregular e heterogénea, com fibras dis-
postas em direcdes cruzadas, além de
grande quantidade de material amorfo.
Comparativamente, o tecido parece mais
desorganizado. No caso do G1, parece
que ha um comportamento mais homo-
géneo em relagdo as demais amostras,
sendo facilmente identificavel uma
direcdo predominante e maior agrega-
¢ao das fibras.

A analise de birrefringéncia mostra
valores estatisticamente maiores de
retardo 6ptico no grupo G1 (p=0,05)
quando comparados aos dos outros gru-
pos, o que indica melhor organizacao
do coldgeno. Nao foi encontrada signi-
ficancia na comparagao entre os grupos
GC, G2 e G3. E importante observar que
os dados obtidos pela MFA sao coinci-
dentes com os obtidos pela microscopia
de birrefringéncia.

Ultra—som pulsado no tenddo calcineo

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi compa-
rar doses baixas e altas (0,3 W/cm? e 1,5
W/cm?) de ultra-som, citadas na lite-
ratura**® como eficazes no processo de
regeneracdo do tecido tendineo, verifi-
cando qual a melhor intensidade para o
tratamento com UST. E ainda, levando-se
em consideracdo a idade adulta dos
animais, verificar sua possivel influéncia
no processo de reparo tecidual.

A modalidade pulsada foi adotada e
estabelecida como a mais eficaz, com
base no estudo de Cunha et al.”, em que
a modalidade da onda ultra-sénica pul-
sada (1 MHz, regime de 20% e intensi-
dade de 0,5 W/cm?) mostrou ser mais
eficaz que a modalidade continua em
lesbes tendineas agudas em processo de
reparacdo, ocorrendo melhor organiza-
¢do, agregacao e orientagdo das fibras
colagenas, sendo que a modalidade
continua mostrou produzir até efeitos
prejudiciais ao reparo, como maior
desorganizacao do material. Da mesma
forma, Yeung et al.'® confirmam a
eficdcia do tratamento com UST pulsado
pelo método de aplicagdo subaquatico
em tenddo de ratos (2,5 W/cm?, 20%,
por 5 min), obtendo aumento da sintese
de coldgeno, melhora do alinhamento
e agregacdo das fibras coldgenas, parti-
cularmente apés quatro semanas de
tratamento.

Birrefringéncia

Retardo 6tico (nm)

Lirapns

Grafico 4 Retardo dtico (nm) medido por andlise de birrefringéncia nas [aminas dos
grupos GC (controle), G1 (intensidade de 0,3 W/cm?), G2 (intensidade de

1,5 W/cm?) e G3 (placebo)
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Alguns estudos observaram aumento
da forca de ruptura do tenddo calcaneo
lesado de ratos apds tratamento com
UST continuo (1,5 W/cm?, por 4 minu-
tos) tendo verificado aumento da taxa
de reparo, pelo aumento da sintese do
coldgeno e resisténcia mecanica (forca
de ruptura) observada precocemente na
primeira semana''?. Mas, de modo geral
na literatura, grande parte dos estudos
que mostram a eficcia da agao do UST
na regeneragao tendinea adotam doses
baixas, como 0,5 W/cm? e freqiiéncia
de 1 MHZz®81315,

Interessante observar que outros
estudos'™''* que aplicaram doses ele-
vadas também demonstraram efeitos po-
sitivos na regeneragao tendinea, porém
na metodologia utilizada o meio de
acoplamento foi a agua (método suba-
quatico). Segundo Draper et al.'’, o mé-
todo subaquatico com dgua destilada
tem eficiéncia de transmissdo de energia
de cerca de 59,4%, enquanto no método
de contato com gel ultrassénico essa
transmissdo chegou a 72,6%. Conside-
rando essas perdas, que ocorrem princi-
palmente por reflexdo, observa-se que
a energia que atinge o tecido alvo sao
bem menores que as emitidas pelo
transdutor. Ng et al.'® avaliaram os efeitos
do UST continuo (subaquatico, em 1,0
W/cm? e 2,0 W/cm?, por 4 minutos) nas
propriedades estruturais e funcionais do
tendao calcaneo e concluiram que tanto
a dose considerada baixa (1,0 W/cm?)
como a alta (2,0 W/cm?) foram efetivas
no processo de reparo tendineo,
acelerando a regeneracdo tecidual e a
restauracgdo da forga do tendao parcial-
mente lesado.

Para compreender a importancia da
acao do UST e avaliar a eficacia de sua
intervencao, é necessario observar
alguns aspectos fisiol6gicos do processo
de reparo tecidual, especificamente do
tecido tendineo. Considerando-se os
eventos celulares, vasculares e da prépria
matriz extracelular que compdem as fases
do processo cicatricial, alguns estudos
sugerem que a aplicacdo do UST nos
estagios iniciais do processo de regenera-
¢do tendinea pode acelerar a cicatrizacao,
promovendo melhora nas caracteristicas
biomecanicas, como capacidade de
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absorcao de energia e tensdo maxima
de ruptura'®, aumento da sintese de
coldgeno e proliferagao de fibroblastos',
liberacdo de fatores de crescimento
estimulada pela degranulagdo de
mastdcitos?®, plaquetas e macréfagos,
antecipando a fase proliferativa e de
remodelamento?’. Assim, é interessante
que o tratamento com o UST, a fim de
acelerar o processo cicatricial, seja reali-
zado na fase inicial do processo inflama-
tério, o que justifica o tratamento ja nos
primeiros dias de pds-operatdrio.

Ainda, um estudo de Young & Dyson?'
sobre a acdo do UST na angiogénese,
sugere que essa modalidade terapéutica
pode influenciar positivamente a fase
inicial do processo de reparo tecidual
no que se refere a angiogénese, isto &,
na fase inflamatéria.

No presente estudo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente
significativas na histomorfometria (quan-
tificagdo de fibroblastos e capilares
sanguineos) entre os grupos analisados,
o que pode estar relacionado ao grau
de sensibilidade no método aplicado, ou
ao fato de todos os grupos terem sido
submetidos a estimulo mecanico, uma
vez que as patas lesadas ndo foram imo-
bilizadas. Pode ter ocorrido antecipagao
ou prolongamento da fase inflamatdria
pelo uso do USTP, porém como nao foi
realizada a contagem diferencial das
espécies de leucécitos (neutréfilos e
macréfagos), nao é possivel definir por
dados quantitativos o estagio da rege-
neracao.

Os resultados da mensuragao de es-
pessura dos feixes de colageno por MFA
mostram uma diferenca entre o GC e os
demais grupos. Levando-se em conside-
racao que o G3 (placebo) ndo foi subme-
tido aos efeitos do UST, sugere-se que
esses resultados podem ser explicados
pela manipulagdo dos animais, provo-
cando estresse mecanico no tendao lesa-
do, gerando efeito piezoelétrico sobre o
coldgeno pois, exceto no GC, foi feito
tracionamento e estabilizacdo da pata
lesada durante o tratamento com UST.

Essa hipétese estd de acordo com um
dos principios de agao do UST sobre o
tecido conjuntivo, no qual o colageno é

um componente fundamental, que tem
comportamento piezoelétrico®. A
piezoeletricidade é uma caracteristica de
determinadas estruturas que tém a
capacidade de conversdo de energia
mecanica gerada por deformagao di-
mensional em energia elétrica. Em siste-
mas biolégicos, a geragao de potenciais
elétricos pode ser interpretada como
sinalizagao celular e estimulo para
organizagdo tecidual, promovendo, no
caso do tendao estimulado pelo UST,
melhora da organizagdo e agregacao de
fibras coldgenas por trocas elétricas nas
superficies externas??,

O fato de ndo haver diferenca estatis-
ticamente significativa na espessura dos
feixes de coldageno entre os grupos G1 e
G2 pode ter ocorrido pela mesma hipo-
tese, ou seja, devido a sobreposicao, aos
efeitos do UST pulsado, ao efeito
piezoelétrico do estresse mecanico sobre
o tendao causado pela manipulagado dos
animais.

Os mais recentes estudos para aplica-
¢do do UST indicam, pelo menos em
parte, a cavitagdo acustica ou a agdo
ultrassonica de formacdo de micro-
bolhas como responsavel pelos efeitos
do UST - evidenciando, por exemplo,
que os efeitos de sonoforese e de trans-
feréncia de genes sdao melhoradas na
presencga de bolhas. A micromassagem
¢ iniciada nos fluidos ao redor das bo-
Ihas, conduzindo o estresse nas membra-
nas de células vizinhas, o que pode criar
poros transientes através dos quais fons
e moléculas podem ser transportados?.
No estudo de Barnett et al.?° a cavitagcao
é considerada responsavel pela maior
parte dos efeitos biolégicos; tendo usado
UST na intensidade de 0,5 W/cm?, os
autores concluiram que este possivel-
mente promove efeitos positivos no pro-
cesso de reparo tecidual devido aos
mecanismos da cavitacao.

A observacdo das imagens feitas por
microfotografia atémica sugere que a
dose de UST mais baixa (0,3 W/cm?,
aplicada no G1) foi a mais eficiente, pois
produziu melhores resultados em rela-
¢ao a dose mais alta (1,5 W/cm?). A dife-
renga qualitativa observada pode estar
relacionada a maior energia fornecida
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pelo UST no G2, acima do necessario
para a regeneracao (nessa fase da rege-
neracdo no modelo experimental utili-
zado), como apontado por Cunha et al’,
sendo as amostras provenientes dos
animais do G2 comparativamente mais
desorganizadas e irregulares que as do G3.

O resultado da analise da microfoto-
grafia por luz polarizada, coincidente-
mente, mostra o tecido do grupo GT1
como o de melhor organizagao. Da mes-

ma forma, é provavel que esse resultado
seja devido aos efeitos piezoelétricos
do UST e do proprio estresse mecanico,
provocado pela manipulagdo dos
animais; e, ainda, a quantidade de
energia ideal do UST, fornecida em
dosagem eficiente, suficiente apenas
para produzir os efeitos desejados.
Contudo, mais estudos sao necessarios
para compreensao dos efeitos do USTP
sobre a estrutura de tecidos tendineos
em regeneracao.
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