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RESUMO

Introducdo: Apesar de algumas controvérsias quanto a sua utilizagéo, o ultrassom terapéutico (UST) é
um recurso comumente aplicado na reabilitacdo desportiva para aceleracdo do reparo tecidual de lesées
musculares. Sabe-se que lesdes musculares influenciam negativamente as propriedades mecénicas da mus-
culatura estriada esquelética e algumas evidéncias demonstram que o UST poderia ter efeitos benéficos sobre
o reparo muscular e, consequentemente, sobre suas propriedades mecanicas. Objetivo: Analisar o efeito do
UST no reparo tecidual por meio das propriedades mecanicas musculares de ratos apos trauma por criolesao.
Métodos: Foram utilizados no estudo 30 ratos da linhagem Wistar, os quais foram divididos em trés grupos:
grupo controle intacto (GC), grupo lesionado sem tratamento (GL), e grupo lesionado e estimulado com
UST (frequéncia de 1 MHz; intensidade de 0,5 W/cm?; ciclo de trabalho de 50%; por quatro minutos diarios),
durante sete dias consecutivos (GLUST). As propriedades mecanicas obtidas através de ensaio mecanico de
tracdo foram avaliadas em uma maquina universal de ensaios. Resultados: Foram analisados estatisticamente,
com nivel de significancia de 95% (P<0,05). Apds sete sessdes de tratamento, houve melhora estatisticamente
significativa nas propriedades mecanicas de carga no limite de proporcionalidade, carga no limite méaximo e
resiliéncia para o GLUST em relacdo ao GL (p<0,05). Concluséo: O UST foi eficaz no processo de reparo tecidual,
conferindo ao tecido muscular maior resisténcia a tracdo e absorcao de energia.

Palavras-chave: terapia por ultrassom, musculoesquelético, biomecanica.

ABSTRACT

Introduction: Despite controversial, ultrasonic therapy (UST) is commonly applied in sports rehabilitation prac-
tice to accelerate tissue repair after muscle damage. Muscle injuries have a negative influence on the mechanical
properties of skeletal striated muscles and some scientific evidence shows that UST could have a positive effects on
tissue repair and, therefore, on its mechanical properties. Objective: To analyze the effect of UST on muscle repair
by evaluation of the mechanical properties of rat muscles after cryolesion. Methods: We used 30 adult Wistar rats
which were divided into three groups: CG (control group), IG (injured group) and IGUST (injured plus UST) - (frequency
of 1 MHz; intensity of 0.5 W/cm?; pulsed to 50%; four minutes daily) for seven consecutive days. The mechanical
properties obtained through mechanical tests were evaluated in a universal testing machine. Results: Data were
statistically analyzed with a significance level of 95% (p<0.05). After seven treatment sessions, we found significant
improvement in the mechanical properties of load at the proportionality limit, load at maximum limit and resilience
in IGUST compared to IG (p<0.05). Conclusion: The UST was effective in the tissue repair process, giving higher tensile
strength and energy absorption to the muscle tissue.

Keywords: ultrasonic therapy, muscle, skeletal, biomechanics.

RESUMEN

Introduccidn: A pesar de algunas controversias cuanto a su utilizacion, el ultrasonido terapéutico (UST) es un
recurso aplicado comdnmente en la rehabilitacion deportiva para aceleracion de la reparacion tecidual de lesiones
musculares. Se sabe que las lesiones musculares influyen negativamente en las propiedades mecdnicas de la mus-
culatura estriada esquelética y algunas evidencias demuestran que el UST podria tener efectos sobre la reparacion
muscular y, en consecuencia, con respecto a sus propiedades mecdnicas. Objetivo: Analizar el efecto del UST en
la reparacion tecidual por medio de las propiedades mecdnicas musculares de ratones después de traumatismo
por criolesion. Métodos: Se utilizaron, en el estudio, 30 ratones de la raza Wistar, los cuales fueron divididos en tres
grupos: grupo de control intacto (GC), grupo lesionado sin tratamiento (GL) y grupo lesionado y estimulado con
UST (frecuencia de 1 MHz; intensidad de 0,5 W/cn’; ciclo de trabajo de 50%, durante cuatro minutos diarios) a lo
largo de siete dias consecutivos (GLUST). Las propiedades mecdnicas obtenidas, mediante el ensayo mecdnico de
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traccioén, fueron evaluadas en una mdquina universal de ensayos. Resultados: Se analizaron estadisticamente, con
nivel de significancia de 95% (P<0,05). Después de siete sesiones de entrenamiento, hubo mejora estadisticamente
significativa en las propiedades mecdnicas de carga en el limite de proporcionalidad, carga en el limite mdximo y
resiliencia para el GLUST en relacién con el GL (p<0,05). Conclusién: EI UST fue eficaz en el proceso de reparacion
tecidual, dando al tejido muscular mds resistencia cuanto a la traccion y la absorcidn de energia.

Palabras clave: terapia por ultrasonido, musculo esquelético, biomecanica.

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1517-86922014200201312

INTRODUCAO

As lesdes musculares sdo 0s acometimentos mais comuns encon-
trados no esporte e podem responder por até 50% das lesdes’. Devido
a heterogeneidade na severidade e local das lesdes, seu tratamento é
considerado um desafio para diversos profissionais que lidam direta-
mente com a reabilitacdo do atleta profissional ou recreativo?.

Algumas modalidades terapéuticas visam promover melhorias no
reparo do tecido muscular. Dentre elas, o ultrassom terapéutico (UST)
é uma modalidade frequentemente empregada no meio clinico para
aceleracao do reparo tecidual e para tratamento de diversos disturbios
musculoesqueléticos em atletas tais como dor, contraturas articulares,
tendinites, bursites, espasmos e contusdes musculares®®,

O UST poderia atuar no processo de regeneracado por meio de
vibracdes acusticas, as quais podem propiciar diversas alteracbes como
aumento da sintese proteica e secrecao de mastocitos, modificacdes
na mobilidade dos fibroblastos, dentre outras®.

Vérios resultados sobre os efeitos de UST podem ser observados
em modelos histoldgicos, e apresentam-se como uma importante fer-
ramenta na avaliacdo do reparo tecidual'®™. Ainda, diferencas entre
as fases de reparo tecidual e a propria qualidade do reparo podem
ser funcionalmente evidenciadas por meio de ensaios mecanicos de
materiais biologicos'. Tais testes consistem no alongamento do te-
cido previamente isolado pela aplicagdo de uma carga externa até
sua ruptura total, onde podem ser registrados diversos parametros
como: carga no limite de proporcionalidade, alongamento no limite
de proporcionalidade, carga no limite maximo, alongamento no limite
maximo, rigidez e resiliéncia'®'’

No entanto, apesar do uso frequente do UST na prética clinica, sua
efetividade permanece questionavel'®. Além disso, poucos trabalhos
abordaram o comportamento mecanico de tecidos biolégicos sob esta
modalidade terapéutica>'>%, Diante disto, o objetivo do estudo foi
elucidar o comportamento biomecanico do musculo gastrocnémio
de ratos submetidos a criolesdo aguda e tratados com UST.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 30 ratos da
linhagem Wistar (Rattos Norvegicos Albinus) com 90 dias, pesando apro-
ximadamente 300 g. Os animais foram alocados em gaiolas coletivas,
em ambiente com temperatura e iluminagdo controladas, onde tive-
ram livre acesso a dgua e ragdo. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Potiguar, de acordo com
o0 protocolo de nimero 095/2009.

Os animais foram distribufidos, aleatoriamente, em trés grupos
compostos por 10 ratos cada um: grupo controle (GC), formado por
animais que foram mantidos em gaiolas de contencao por nove dias;
grupo lesdo muscular sem tratamento (GL), composto por animais
que tiveram o musculo gastrocnémio direito submetido a leséo por
congelamento (criolesdo) e ndo passaram por nenhuma interven¢ao
terapéutica. Apés a leséo, foram acompanhados por nove dias em suas
gaiolas; e grupo lesdo muscular tratado com UST (GLUST), formado
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por animais que sofreram criolesdo no musculo gastrocnémio direito
e, apbs 24 horas, foram submetidos a irradiacdo por UST de 1 MHz no
modo pulsatil de baixa intensidade, durante os sete dias subsequentes.

Previamente a producéo da lesdo muscular nos animais dos gru-
pos GL e GLUST, foram tomadas as devidas medidas de assepsia do
local e dos equipamentos. Em seguida, os animais foram anestesiados
com associacdo de tiletamina e zolazepam na dose de 50 mg/kg. J&
anestesiados, induziu-se dano tecidual por criolesdo, por meio de um
bastdo metalico (seis milimetros de largura e altura, por 30 mm de
comprimento), previamente imerso em nitrogénio liquido, o qual foi
pressionado transversalmente contra o ventre do musculo gastroc-
némio direito. O contato do bastdo metélico com a musculatura foi
realizado duas vezes, com duragdo de 10 sequndos cada e intervalo de
10 segundos entre as duas aplicagdes?'. Apds breve descongelamento,
a pele que recobre a lesdo foi suturada com fio de seda odontolégico
4-0. Vale destacar que esse procedimento foi realizado pelo mesmo
pesquisador devidamente treinado para esta tarefa.

O equipamento utilizado para o tratamento do grupo GLUST foi
um gerador ultrassénico da marca Bioset®, modelo Sonacel Dual, com
frequéncia de 1MHz, devidamente calibrado. Ao equipamento, foi aco-
plado um cabecote de didmetro reduzido (1 cm), com 0,8 cm? de area
de radiacdo efetiva ERA, especialmente confeccionado pelo fabricante.

Decorridas 24 horas apds a lesao experimental, foi iniciado o tra-
tamento no musculo gastrocnémio direito destes animais, em sessdes
didrias, por sete dias consecutivos. Os parametros do UST utilizados
neste estudo foram: modalidade pulsada com frequéncia modulada
de 100 Hz, durante 4 minutos, com ciclo de trabalho de 50% (1:1),
intensidade de 0,5 W/cm? e frequéncia de 1 MHz.

Durante a aplicacdo dairradiacéo ultrassonica, foram utilizados mo-
vimentos circulares sobre o local da lesdo e gel hidrossoluvel como
meio de contato entre a interface aparelho-tecido. Esse procedimento
terapéutico foi realizado por outro pesquisador previamente treinado
na técnica de aplicacéo.

Apo6s o fim do tratamento, os animais foram sacrificados em uma
camara de CO2 para que seus musculos gastrocnémios direitos fossem
isolados e submetidos ao ensaio mecanico de tragao.

Na dissecacdo, foram removidas as partes moles adjacentes, pre-
servando o tecido muscular juntamente com o 0sso calcaneo e parte
distal do fémur, de modo a obter um complexo 0sso-musculo-0sso.
Em seguida, os espécimes foram colocados em solucdo de lactato de
Ringer, em temperatura ambiente, por aproximadamente 30 minutos,
guando se deram os ensaios.

Previamente a efetivacdo dos ensaios de tracdo definitivos, foram
realizados testes piloto com os musculos gastrocnémios das patas
esquerdas, no propdsito de aprimorar o procedimento de forma glo-
bal. Esta fase foi importante para padronizar o modo de fixacdo dos
espécimes ao sistema, bem como a velocidade de aplicacao da carga
utilizada nos ensaios. Uma vez que foi verificada a reprodutibilidade
dos resultados piloto, iniciaram-se os testes definitivos.

Os espécimes coletados tiveram suas extremidades &sseas
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(proximal e distal) fixadas a garras metélicas ajustaveis da maquina uni-
versal de ensaios. Vale destacar que todos os espécimes foram posicio-
nados do mesmo modo, alinhando o maior eixo das fibras musculares
ao eixo de tensdo do dispositivo mecanico.

Para a realizacdo dos testes de tragao, utilizou-se uma maquina
universal de ensaios (modelo AG-1 250kN, SHIMADZU®), equipada com
célula de carga de capacidade de 50 kgf. A maquina possui interface
direta a um microcomputador, com o software TRAPEZIUM X®, capaz
de gerar um gréfico carga versus alongamento para cada ensaio. Com
0 propésito de acomodacdo do sistema, foi aplicada uma pré-carga
de 200g durante 30 segundos. Tais procedimentos foram previamente
validados em estudo prévio®. Finalmente, o ensaio prosseguiu com
velocidade de 10 mm/min. A carga aplicada foi registrada pelo software
em intervalos regulares de alongamento até o momento em que 0
musculo sofreu ruptura.

Assim, foram obtidos gréficos carga versus alongamento a partir
dos resultados de cada ensaio, de onde foram extraidas e analisadas
as seguintes propriedades mecanicas, de acordo com Polizello et al.”:
carga no limite de proporcionalidade, cujo valor identifica a carga su-
portada no limite elastico (registrado em Newtons, N); alongamento
no limite de proporcionalidade, que é o valor de alongamento exibido
no limite eldstico (em milimetros, mm); carga no limite maximo, que
representa o maior valor de carga registrado na fase pléstica (em N);
alongamento no limite méaximo, que é o valor de alongamento no pon-
to de maior carga na fase plastica (em mm); rigidez, que corresponde
a resisténcia passiva do musculo (em N/mm, para qualquer ponto da
porcao linear do grafico); e resiliéncia, que representa a capacidade de
absorver energia durante a fase elastica, isto é, até o limite de propor-
cionalidade (em Joules, J) (figura 1).

A
B

E e

Carga (N)

D F >

Alongamento (mm)

Figura 1. Representacdo esquemdtica da curva carga versus alongamento. Os limites
eldstico e plastico, bem como as propriedades mecanicas de interesse séo mostrados:
(A) limite de proporcionalidade, (B) limite maximo, (C) carga no limite de proporciona-
lidade, (D) alongamento no limite de proporcionalidade, (E) carga no limite maximo
e (F) alongamento no limite maximo.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi inicialmente realizada com o teste
Shapiro-Wilk, que mostrou distribuicdo normal em todas as variaveis.
Em seguida, foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA), e
para comparagao entre os grupos foi empregado o teste post-hoc de
Bonferroni. Grupos que ndo apresentaram valores significativamente
diferentes foram marcados com a mesma letra mindscula (a), caso con-
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trario, foram marcados com letra minuscula distinta (b). Um valor de P
menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos
os dados foram analisados a partir do pacote estatistico BioEstat® 2.0.

RESULTADOS

Ao todo, 30 musculos foram testados e os resultados expressos
como média + desvio padrdo (DP), para os trés grupos, em termos de
parametros biomecanicos.

Carga no limite de proporcionalidade (CLP)

O valor médio obtido ap6s mensuracdo da CLP foi de 34,73 + 9,40
N para GC, 31,82 + 6,95 N para GL e 41,10 + 3,63 N para GLUST. Como
pode ser observado na figura 2A, o grupo GLUST obteve valores signi-
ficativamente maiores (P=0,019) se comparados aos grupos GC e GL.

Alongamento no limite de proporcionalidade (ALP)

Encontrou-se valores médios do ALP de 14,23 + 3,73 mm, 13,94 +
1,96 mm e 1543 + 1,29 mm para GC, GL e GLUST, respectivamente. Em
relacdo a esta propriedade, ndo foram observadas diferencas estatistica-
mente significativas (P=0,6115) entre 0s grupos experimentais (figura 2B).

Carga no limite de maximo (CLM)

Os valores médios da CLM para o GC foi de 39,60 + 8,02 N, en-
quanto para o GL foi de 34,68 + 7,38 N e para o GLUST, 44,92 + 3,90 N.
Na andlise simultanea dos grupos, foi observada diferenca significativa
(P=0,0065) entre o grupo GLUST e os grupos GC e GL para esta pro-
priedade mecanica (figura 2C).

Alongamento no limite maximo (ALM)

O valor médio do ALM para o GC foi de 15,95 + 2,64 mm; para o GL
foi de 15,40 + 2,16 mm e finalmente, 17,17 + 1,67 mm para o GLUST.
A propriedade mecanica ALM ndo apresentou diferenca significativa
entre 0s grupos, como mostra a figura 2D (P=0,1945).

Rigidez (R)

Os valores médios da rigidez foram 3,78 + 1,39 N/mm, 4,79 + 2,19
N/mm e 4,99 + 0,58 N/mm para GC, GL e GLUST, respectivamente. Néo
foram observadas diferencas significativas (P=0,1852) entre 0s grupos,
no caso da rigidez (figura 2E).

Resiliéncia (Ur)

O valor médio da resiliéncia para GC foi de 59,01 + 17,10 J, para
GL obtemos 45,10 + 14,92 J e, para o0 GLUST, 63,14 + 3,83 J. Em relacéo
a esta propriedade mecanica, foi constatada diferencas significativas
(P=0,0140) na comparacdo entre os grupos (figura 2F).

DISCUSSAO

Devido a alta incidéncia das lesdes musculares, discussdes sobre
0 seu tratamento vém ganhando cada vez mais espaco nas areas de
reabilitacdo desportiva, traumatolodgica e ortopédica’. Nesse contexto,
a literatura cita 0 gastrocnémio como um musculo que possui risco
aumentado para lesdes e rupturas, salientando os niveis extremos de
carga aos quais esta exposto??.

Estudos que visam elucidar técnicas de incremento do reparo
tecidual, ou mesmo analisar a influéncia de certos fatores no surgi-
mento de lesdes, ttm a mensuracdo das propriedades mecanicas
do sistema muscular como parte imprescindivel de estudo??. Tais
analises sao consideradas adequadas por fornecerem resultados re-
levantes sobre alteracdes e adaptacdes teciduais frente a diferentes
demandas funcionais?.
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Figura 2. Valores médios + DP referentes as propriedades mecanicas avaliadas entre os grupos: carga no limite de proporcionalidade (A), alongamento no limite de
proporcionalidade (B), carga no limite maximo (C), alongamento no limite maximo (D), rigidez (E) e resiliéncia (F). Grupos marcados com mesma letra minuscula (a)

obtiveram médias estatisticamente iguais. b # dos demais grupos.

Através do ensaio de tracédo realizado neste estudo, verificou-se
reducdo significativa (23%), do grupo GL em relagdo ao GC, na pro-
priedade resiliéncia (Ur). Este resultado reflete uma menor capacida-
de do musculo lesionado em absorver energia em sua fase elastica
(regido linear da curva carga versus alongamento). Funcionalmente,
tal fato implica em maior dissipagao energética durante a deformacao
muscular, com baixo aproveitamento cinético e pior desempenho
durante a locomogéo?. Paralelamente, isto revela que o grupo GL
sofreu alteragcdes pldsticas (lesées) com menores cargas, fato comum
em distensoes e rupturas?.

Constatou-se, ainda, acréscimo do grupo GLUST, em comparacéo
ao GL, nas propriedades CLP (22%), CLR (23%) e Ur (28%). Isto de-
monstra o efeito benéfico do UST na aceleracdo e na melhoria do
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processo de reparo muscular na fase de regeneracao. Claramente, o
UST aumentou a carga suportada nos extremos

teciduais elastico e pléstico, e, ainda, promoveu maior absorcéo
energética. Em situacdes reais, tais incrementos biomecanicos repre-
sentam maior resisténcia a lesdes frente a imposi¢do de sobrecargas,
bem como maior eficiéncia energética do sistema muscular.

Independentemente do tipo de lesdo, o reparo da musculatura es-
quelética segue um padrao definido que consiste em trés fases, parcial-
mente sobrepostas: destruicao, reparo e remodelamento®. No presente
estudo, a irradiacdo ultrassonica teve inicio 24 horas apds a lesao expe-
rimental, perfodo compreendido na fase de destruicdo. Considerando
que o UST promove a neutralizacdo de substancias pré-inflamatérias
e estimula o inicio da mioregeneracao das fases subsequentes?®?/, sua
aplicagdo nos estagios iniciais do reparo muscular é crucial.
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Os resultados positivos encontrados nas propriedades CLP, CLM e Ur
do grupo GLUST provavelmente se devem aos efeitos de incremento do te-
cido conjuntivo por parte do UST. Dentre os efeitos, destaca-se o estimulo
a0 aumento da sintese de proteinas como o coldgeno e proteoglicanos®.

Como o ensaio foi realizado nove dias ap6s a criolesdo, o musculo
dos animais lesionados encontrava-se num estagio de intensa prolife-
racao celular, além de ativacéo e invasao de fibroblastos, responsaveis
pela deposicdo de nova matriz coldgena®. Desse modo, presume-se
que o0 aumento expressivo do tecido fibroso nesta fase garantiu certa
resisténcia e elasticidade aos musculos lesionados.

As propriedades ALP e ALM, relacionadas ao grau de estiramento
suportado em pontos distintos da curva carga versus alongamen-
to, nao diferiram entre os grupos. Estes resultados corroboram com
o trabalho de Oliveira et al.'s, que também ndo verificou influéncias
experimentais sobre o ALP e o ALM, entre os grupos equivalentes.
A literatura apresenta outros trabalhos que, de maneira semelhante,
nao encontraram diferengas no alongamento suportado entre seus
grupos experimentais, apesar de observarem diferengas nas demais
propriedades'”?%%, Embora os autores ndo oferecam explicagdo para
este achado, é plausivel admitir que, entre tecidos moles de dimensdes
reduzidas, a diferenca entre medidas do grau de alongamento tende
a se tornar pouco expressiva.

Nao houve, ainda, diferenca significativa entre 0s grupos na pro-
priedade rigidez. Esta, nos termos discutidos aqui, é definida como a
propriedade que representa a proporcao direta entre a forca aplicada
e 0 alongamento observado no tecido, e pode ser percebida pelo grau
de inclinacdo da regido linear da curva carga versus alongamento?®’.
Portanto, a auséncia de incrementos ou decréscimos significativos pode
ser parcialmente explicada como um reflexo do comportamento in-
distinto dos musculos nas propriedades ALP e ALM.

Adicionalmente, outra justificativa é oportuna neste caso: cada
espécime muscular possui dimensdes préprias e, assim, o formato da
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curva carga versus alongamento é diferente para cada um. Uma forma
de contornar este obstaculo seria a normalizagdo dos dados por meio
das medidas de drea de seccdo transversa e de comprimento inicial do
musculo. A literatura, no entanto, reconhece que a obtencdo de tais
medidas oferece ainda maiores obstaculos®. O caréter destrutivo dos
ensaios mecanicos confere grande dificuldade na mensuracao adequa-
da da area de seccao transversa no local da lesdo muscular'®. Por estas
razées, os procedimentos foram conduzidos de modo a avaliar os dados
a partir da curva carga versus alongamento e n&o pela tenséo versus
deformacao. Vale salientar que se buscou minimizar este problema com
o controle do peso corporal dos animais, em todos os grupos. Antes e
apos o periodo experimental (nove dias), verificou-se estatisticamente
que 0s grupos exibiram mesmo peso corporal.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que os mus-
culos estimulados com UST apresentaram incrementos significativos
nas propriedades mecanicas: carga no limite de proporcionalidade,
carga no limite maximo e resiliéncia.

Considerando tais resultados, aliados ao achados da literatura,
conclui-se que a terapia ultrassénica logo ap6s a lesdo favorece a fun-
¢do biomecanica do sistema muscular, sugerindo, em Ultima instancia,
modificacdes em suas estruturas bioldgicas.

Para melhor fundamentagdo do emprego do UST nas proprieda-
des mecanicas do tecido muscular, é importante a continuidade das
pesquisas em médio e longo prazo, bem como o desenvolvimento
de protocolos para determinacdo de parametros terapéuticos mais
precisos e especificos para cada modelo experimental.
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