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Resumo

O ultra-som, comumente utilizado na area da fisioterapia, tem-se mostrado um
recurso terapéutico de grande importancia em relagdo as afec¢des muisculo-es-
queléticas. Neste trabalho, analisa-se a resposta celular apés radiagao ultra-so-
nica pulsatil de baixa intensidade em cultura celular fibroblastica. Empregou-se
cultura de células fibroblasticas L.929, irradiadas com ultra-som modo pulsado de
baixa intensidade, divididas em seis grupos: I — controle (que nao recebeu radia-
¢a0), I1-0,2 W/ecm?, II1 - 0,6 W/cm?, IV - 0,8 W/cm?, V — 1,0 W/cm? e 0 VI - 2,0 W/
cm?. A radiagdo ocorreu durante quatro dias, com intervalos de 24 horas. Depois
de cada intervalo, as culturas foram analisadas pelo método de MTT 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide. A andlise dos resultados
demonstrou que o efeito do ultra-som 0,6 W/cm? modo pulsado a 10% foi estatis-
ticamente significativo em relagao a irradiagao ultra-sénica modo pulsado 20% (p
< 0,05). De acordo com os parametros utilizados na radiagao de fibroblastos em
cultivo, conclui-se que tanto o regime de pulso quanto o controle da intensidade
empregada sao fundamentais para melhor utilizagdo do ultra-som terapéutico,
uma vez que as intensidades baixas e médias reduzem os danos celulares.

Descritores: Cicatrizagao; Inflamagao; Reparagao e fibroblastos; Ultra-som
terapéutico.

Abstract

The ultrasound, commonly used in physiotherapy, is considered an important
therapeutic resource to musculoskeletal disorders. In this study, it is analyzed
the cellular response after ultrasonic radiation pulses of low intensity in fibro-
blast cell culture. It was applied a culture of 1.929 fibroblastic cells, radiated with
ultrasound pulse of low intensity, divided into six groups: I — control (which did
not receive radiation), IT — 0.2 W/cm?, IIT - 0.6 W/cm?, IV - 0.8 W/cm?, V — 1.0 W/
cm? and VI - 2.0 W/em?. The radiation occurred during four days with intervals
of 24 hours. After each interval, the cultures were analyzed by the method of
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide. The results
showed that the effect of 0.6 W/cm2 pulsed ultrasound of 10% was statistically
significant compared to pulsed ultrasonic irradiation of 20% (p < 0.05). According
to the parameters used in radiation of fibroblasts culture, it was concluded that
both the system of control of the pulse as the intensity employed are necessary
to make a better use of ultrasound therapy, since the low and medium intensity
reduce the damage cell.

Key words: Healing; Inflammation; Repair and fibroblasts; Therapeutic
ultrasound.
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Introducdo

O uso do ultra-som tem-se mostrado um re-
curso terapéutico de grande importancia em re-
lagao as afec¢bes musculo-esqueléticas'. Na area
bioldgica, foi introduzido, aproximadamente, ha
70 anos, tendo ampla utilizagdo. Entretanto, exis-
tem intimeras pesquisas sendo realizadas para
melhor explorar seu campo de atuagdo e compre-
ender de seus efeitos e sua interacdo com o meio
biolégico. Considerado um instrumento indis-
pensavel pelos fisioterapeutas, o ultra-som é co-
mumente empregado para auxiliar no tratamento
de disfungdes dos tecidos moles, incluindo con-
traturas, lesdes articulares, tendinites, bursites,
espasmos musculo-esqueléticos e dor. Em decor-
réncia dos efeitos fisicos (térmicos e mecanicos)
que ele produz, sdo obtidas respostas significa-
tivas dos tecidos biolégicos> . A radia¢do ultra-
sOnica acelera a inflama¢ao modulando os niveis
de prostaglandina, realca a acdo dos macréfagos,
facilita a sintese de coldgeno, promove a imuni-
dade e aumenta a velocidade da cicatrizagdo, pois
estimula a proliferacdo dos fibroblastos — células
importantes no processo de cicatrizar ferida®.

Destaca-se, como efeito do ultra-som pul-
sado de baixa intensidade em relagdo ao proces-
so inflamatério e reparagdo tecidual, a possibi-
lidade de potencializar ou de inibir a atividade
inflamatéria, dependendo da geracao de radicais
livres nos tecidos por agdo direta, do estimulo
da fungdo leucocitaria, do aumento na angiogé-
nese, da sintese e maturagao de colageno e tam-
bém da formagéo do tecido cicatricial>®.

Neste trabalho, analisa-se a resposta das
células ap6s radiacdo ultra-sonica pulsatil de
baixa intensidade em cultura celular fibroblds-
tica L929.

Materiais e métodos

Cultura celular
Células 1.929 de fibroblastos de tecido con-
juntivo de ratos- ATCC CCL-1 NCTC (Instituto

Adolfo Lutz — SP, Brasil) foram rotineiramente
cultivadas em placas de 25 cm? (TPP, Zollstrasse
— Suiga), com MEM (Minimum Essencial Medium)
(Gibco™ - Invitrogen Corporation, Grand Island, USA),
suplementado com 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Cultilab, Campinas SP — Brasil), e mantidos em es-
tufa de CO2, atmosfera 5%, a 37°C. O estudo rece-
beu aprovagio do Comité de Etica da Universidade
do Vale do Paraiba (Univap), sob protocolo n° A061/
CEP/2006. Células de tecido conjuntivo de rato fo-
ram utilizadas para testes de toxicidade in vitro,
como é recomendado na ISO 10993-5.

Ultra-som

Utilizou-se o equipamento ultra-som
KLD - (Biosistemas Equipamentos Eletrénicos
Ltda — Amparo SP- Brasil), modelo Avatar III,
com 1 cabegote de 1 MHz, com area de radiacgao
efetiva (ERA) de 1 cm?, devidamente calibrado

pelo fabricante.

Irradiagdo

Para avaliar a faixa estimulatéria do ultra-
som e a manutenc¢do da morfologia celular forma-
ram-se os seguintes grupos: I — controle (que nao
recebeu radiagdo), I - 0,2 W/cm? Il - 0,6 W/cm?, IV
-0,8 W/em?, V-1,0 W/ecm? e o0 VI -2,0 W/cm?, com
regime de pulso de 20% (2:8 ciclo de trabalho), de
acordo com as intensidades efetivas acima citadas.
Na irradiagdo ultra-sonica, utilizaram-se placas
TPP de 12 pogos, com 2,4 mm de didmetro e 1,8 mm
de profundidade, contendo a cultura de células.
Para um bom acoplamento da interface do ultra-
som (distancia transdutor — camada de células: de
18 mm) e propagacao da onda mecanica, os volu-
mes dos pogos foram completados com meio MEM
até a borda, e o poco irradiado, mantido sempre na
mesma posi¢do em relagdo a face do transdutor do
ultra-som. Realizou-se a aplicagdo por 2 minutos
em cada poco, em temperatura ambiente, sendo
descartado o aquecimento da placa. Apds esse pe-
riodo, as culturas foram avaliadas no microscépio
invertido (Leica DMIL — Wetzlar — Alemanha) para
andlise morfolégica e registro das imagens.



Tabela 1: Pardmetros do ultra-som,
utilizados para microscopia 6ptica

Freqiiéncia de modulagdo [MHz] 1
Modo de emissao Pulsado
indice de modulag&o [%] 10-20
Tempo de radiagéo [min.] 2

Intensidade efetiva [W/cm? |0,2-0,6-0,8-1,0-2,0

Nota: MHz — Mega-Hertz,
W/Cm?— Watts por centimetro quadrado.

Teste de citotoxicidade celular
por MTT

Realizou-se, pelo método de MTT 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide, a avaliacao da citotoxicidade. As cultu-
ras de células 1929 foram cultivadas em quatro
placas TPP de 12 pogos, numa densidade de 1
x 10° células/mL, e receberam irradiagdo ultra-
sOnica nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, e apds
24 horas de cada irradiagdo foi realizado teste de
MTT, de acordo com ensaio a seguir. Depois de
retirado o meio MEM, cada pogo recebeu 80 pl
de MTT, uma concentracdo final de 0,5 mg/mL,
sendo incubado por 1 hora, a 37°C, em atmos-
fera de 5% de COZ; em seguida, adicionou-se a
cada pogo 400 uL de Dimetil Sulféxido (DMSO).
A placa foi mantida em agitagdo por 30 minutos
para a solubilizacdo dos cristais de formazana.
A sua concentracao foi quantificada espectros-
copicamente por meio de um leitor de micro-
placas (Leitor ELISA — SpectraCount — Packard
Instrument, Offenburg — Alemanha), em com-
primento de onda de 570nm.

Tabela 2: Parametros do ultra-som,
utilizados para teste de MTT

Freqiiéncia de modulagdo [MHz] 1
Modo de emissao Pulsado
indice de modulag&o [%] 10-20
Tempo de radiagéo [min.] 2
Intensidade efetiva [W/cm?] 0,2-0,6

Nota: MHz — Mega-Hertz;
W/Cm? — Watts por centimetro quadrado.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como valo-
res médios +. Para comparagdes e verificagdo de
diferencas expressivas entre os grupos, utiliza-
ram-se a Anélise de Varidncia (ANOVA) e o teste
post hoc de Tukey HSD. Os valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significati-
vos. Na analise estatistica, foi utilizado o pro-
grama Graphpad Prism, versao 4.0 (San Diego,
Ca USA).

Resultados e discussdo

A analise dos resultados, ap6ds irradiagao
ultra-sdnica pulsada de baixa intensidade, mos-
trou que as células ndo submetidas a irradiacdo
(controle) apresentaram morfologia alongada,
caracteristica desse tipo celular (Figura 1A), e
as irradiadas com intensidades de 0,2 W/cm? a
0,6 W/cm? mantiveram sua forma e integrida-
de, ap6s irradiacgdo (FiguralB e C). J4 no grupo
irradiado com intensidade de 0,8 W/cm?, obser-
varam-se perda de adesdo de algumas células
e alteragdo de sua morfologia (Figura 1D); no
irradiado com intensidade de 1,0 W/cm?, a pre-
senca de fragmentos celulares e a redugao das
células aderidas (Figura 1E), e, no irradiado com
intensidade de 2,0 W/cm?, identificou-se com-
pleta perda de adesdo com agregacdo de frag-
mentos celulares (Figura 1F). Os dados obtidos
demonstraram que as culturas de células 1929
submetidas a radiagdo ultra-sdnica, com baixa
intensidade 0,2 a 0,6 W/cm?, apresentaram ma-
nutencdo da forma e da integridade das células,
corroborando resultados descritos por outros
pesquisadores”® 12,

Okuno et al.’ observaram que o ultra-som
pulsado pode alterar a estrutura e o funciona-
mento celular, mediante seu efeito de cavitacdo
transiente e a mudanga de volume e pressao
causada pelas bolhas formadas no meio liquido,
que, ao se chocarem, liberam energia que pode
romper ligacdes quimicas, produzindo radicais
livres reativos e provocando mudangas quimi-
cas nas células, ou por seu efeito de cavitagao
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do ultra-som pulsado de baixa
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Figura 1: Células L929 irradiadas com
ultra-som

(A) Grupo controle;

(B) Grupo irradiado, 0,2 W/cm?;

(C) Grupo irradiado, 0,6 W/cm?;

(D) Grupo irradiado, 0,8 W/cm?;

(E) grupo irradiado, 1,0 W/cm?;

(F) grupo irradiado, 2,0 W/cm?

estavel, em que as bolhas podem modificar a
permeabilidade da membrana celular para ions
calcio e sédio, aumentando a sintese protéica.
Além disso, as organelas podem-se alterar em
razdo das forgas de radiagéo.

Os dados obtidos pela observacdo morfo-
logica de fibroblastos em cultivo, ap6s aplicagao
de ultra-som modo pulsado de baixa e média
intensidade (0,2 W/cm?a 0,6 W/cm?), mantendo
a freqiiéncia de 1 MHz e o indice de modula-
¢édo de 20% (2:8 ciclo de trabalho), demonstraram
melhores resultados para as células, por até 72
horas pés-radiacdo, enquanto, na primeira hora
pos-radiagdo, o aumento da intensidade propor-
cionou uma tendéncia a redugao de células vi-
aveis, sugerindo alteracdo em suas membranas,
de acordo com as afirmagoes de Okuno et al’, e
Dyson et al.?.

ntensidade em culturas fibrobldstica

O efeito destrutivo do ultra-som pode ocor-
rer sob influéncia de altas intensidades, aventan-
do que a cavitacdo é o mecanismo fisico respon-
savel pelas altera¢des celulares. Evidenciam-se
na literatura alteragdes na membrana e conse-
qiiente destruicao de diversos tipos de células
de embrides de galinha submetidos a radiagao
com ultra-som.

Segundo Hsieh'? e Lirani-Galvao et al.’?,
0s mecanismos atérmicos tém um desempenho
considerdvel no que diz respeito aos efeitos te-
rapéuticos (regeneragdo de tecidos), aumento da
permeabilidade e difusdo da membrana celular,
aumento de calcio intracelular e mudanga da ati-
vidade elétrica dos tecidos nervosos.

De acordo com Demir®, o ultra-som tem
demonstrado sua eficiéncia na estimulagdo dos
fibroblastos e, com intensidade de 0,1 W/cm?a
0,5 W/cm?, acelera a fase inflamatéria do repa-
ro. Lowe®’ e Oliveira et al.'* também observaram
que a aceleragdo do reparo, utilizando doses de
ultra-som com intensidades de aproximadamen-
te 0,5 W/cm? modo pulsado e freqiiéncia de 1
MHz ou 3 MHz, promove cicatrizagao.

Com a andlise do efeito do ultra-som em
modo pulsado a 10% (1:9 ciclo de trabalho) em
cultura de fibroblastos, foram obtidos os se-
guintes resultados: apds 24 horas, o grupo de
células irradiadas a intensidade de 0,2 e 0,6
W/cm? apresentou aumento em sua viabilidade
celular, quando comparado com os dados apre-
sentados pelo grupo de células ndo-irradiadas
(p=0,001). Entretanto, ao comparar o efeito en-
tre as células irradiadas a 0,2 W/cm?e 0,6 W/
cm?, ndo demonstrou significincia estatistica
(p=0,06). Depois de 48 horas, observou-se o
mesmo comportamento apresentado por esses
grupos de células nado-irradiadas e irradiadas,
durante as 24 horas iniciais (p=0,001), ja ap6s
72 horas de irradiacdo, apresentaram aumento
significativo de sua viabilidade celular, quando
comparado com os valores de viabilidade apre-
sentada por células do grupo controle ndo-irra-
diadas (p=0,001)2. O fato interessante, apresen-
tado nesse periodo de tempo, esta relacionado
ao aumento significativo da viabilidade celular

ConScientiae Saude, 200



Modo pulsado 10%

Modo pulsado 20%

150 - (4irradiagdes) 150 - (4irradiagdes)

2 - 2

=100 | - [ ] =100 - T —
[+ (<}

(&] (&]

[ D

= =)

S S

= 50 1 = 50 1

=) =)

= =

= =

0 - T ; T 0 - : : :
24 48 72 96 24 48 72 96
Tempo (h) Tempo (h)
B cControle [] 0,2W/cm? ] 0,6 W/em?

Figura 2: Crescimento celular em razéo da irradiag¢do ultra-sénica e tempo de cultivo (h);
viabilidade celular das populagdes controle, 0,2 W/cm?, 0,6 W/cm?

apresentado por células irradiadas a intensida-
de de 0,6 W/cm?, quando comparado com os va-
lores apresentados por células irradiadas a 0,2
W/em? (p=0,01). Transcorridas 96 horas apds a
primeira irradiagdo, houve uma tendéncia dos
grupos de células irradiadas a 0,2 e 0,6 W/cm?
em manter seu comportamento de crescimento
entre si, da mesma forma como apresentado na
anéalise das 72 horas.

Ultra-som
(pulsado a 10%)
160
140 A
120
‘:;100 - //*—0
S -
o 80 -
=}
< 60 -
S 40 |
2
20 4
0 , ' '
24 48 72 96
Tempo (h)
-e-Controle -e-0,2 W/cm? 0,6 W/cm?

Figura 3: Valores obtidos na andlise das
médias de trés experimentos de viabilidade
celular mediante aplicag¢do de ultra-som em
modo pulsado a 10%

Tabela 3: Valores de significdncia obtidos na
andlise de varidncia entre as médias de trés
experimentos de cultura de células por meio do
teste estatistico ANOVA (one-way) e post hoc
Tukey test HSD, para células irradiadas pelo
ultra-som em modo pulsado a 10%

Modo Pulsado (10%)

Tempo (h) | Controle vs. | Controle vs. | 0,2\W/cm?vs.
0,2W/cm? 0,6 W/cm? 0,6 W/cm?
24 0,001* 0,001* 0,06 —NS
48 0,001* 0,001* 0,065—-NS
72 0,001* 0,001* 0,01*
96 0,001* 0,001* 0,01*

*Para valores com significancia estatistica. NS —néo
significante.
Nota: W/Cm?— Watts por centimetro quadrado

Apbs andlise do efeito do ultra-som em
modo pulsado a 20% (2:8 ciclo de trabalho), fo-
ram obtidos os seguintes resultados: em 24 ho-
ras, o grupo de células irradiadas a intensidade
de 0,2 e 0,6 W/cm? apresentou aumento em sua
viabilidade celular quando comparado com os
dados identificados no grupo de células nao-
irradiadas (p=0,01), e as células irradiadas a 0,2
W/cm?, tiveram um aumento significativo em
sua viabilidade celular, quando comparado com
os valores apresentados por células irradiadas
a 0,6 W/cm? (p=0,01). Apés 48 horas de irradia-
¢do, as células mantiveram o mesmo padrdo de
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crescimento; entretanto, ao se comparar o efei-
to entre as irradiadas a 0,2 W/cm?e 0,6 W/cm?,
ele ndo demonstrou significancia estatistica na
andlise realizada durante esse periodo (p=0,08).
Depois de 72 horas, o comportamento manteve-
se uniforme, semelhante ao periodo de 48 horas
da primeira irradiagdo, porém cabe salientar que
houve uma discreta tendéncia ao decréscimo em
seus valores nesse periodo. Ap6s 96 horas, os va-
lores de crescimento, apresentados pelos grupos
de células irradiadas a 0,2 e 0,6 W/cm?, foram
significativamente maiores que os das nao-irra-
diadas do grupo controle (p=0,001), e as células
irradiadas a 0,6 W/cm? foram expressivamente
maiores do que as irradiadas a 0,2 W/cm?.

Ultra-som
(pulsado a 20%)
160 7
140 4
22120 1
=100 ?f\.\<
<]
o 80 1
=]
£ 60
S 40 |
2
20 -
0 , ' ,
24 48 72 96
Tempo (h)
-e- Controle -e-0,2 W/cm? 0,6 W/cm?

Figura 4: Valores obtidos na andlise das
médias de trés experimentos de viabilidade
celular mediante aplicag¢do de ultra-som em
modo pulsado a 20%

Assim, com os progressos terapéuticos de-
correntes dos avangos tecnoldgicos conseguidos
nas ultimas décadas, o ultra-som tornou-se um
recurso que tem apresentado bons resultados
como terapia para cicatrizagdo. Observa-se, na
fase inflamatoria inicial da reparagdao, uma ace-
leragdo do processo, aumentando a liberagdo de
fatores de crescimento pela degranulagdo dos
mastdcitos, plaquetas e macréfagos. Com isso, a
fase proliferativa se inicia precocemente, redu-
zindo sua duragdo e atuando no inicio da fase

Tabela 4: Valores de significancia obtidos na
andlise de varidncia entre as médias de trés
experimentos de cultura de células por meio
do teste estatistico ANOVA (one-way) e post
hoc Tukey test HSD, para células irradiadas
pelo ultra-som em modo pulsado a 20%

Modo Pulsado (20%)

Tempo (h) | Controle vs. | Controle vs. | 0,2\W/cm?vs.
0,2 W/cm? 0,6 W/cm? 0,6 W/cm?
24 0,01* 0,01* 0,01*
48 0,01* 0,01* 0,08—NS
72 0,01* 0,01* 0,068 - NS
96 0,001* 0,001* 0,001*

*Para valores com significancia estatistica. NS —nédo
significante.
Nota: W/Cm2— Watts por centimetro quadrado

Tabela 5: Valores médios e desvios-padréao
de trés experimentos de viabilidade celular
mediante a aplicagéo de ultra-som em
modo pulsado a 10 e 20% em diferentes
intensidades

Modo Pulsado (10%) Modo Pulsado (20%)

0,2 0,6 0,2 0,6
[ETks Controle Controle
(h) W/cm? W/cm?

94 99 94 94 99 96
94 100 94 94 99 96
24 94 100 95 94 100 97
94" 99,67 |94,33°| 94 [99,33"|96,33"
00" |0,58"|058"| 00" |058" 058"

99 107 108 99 104 104
99 108 109 99 104 104
48 99 108 109 99 105 103
99" [107,67°|108,67°| 99" |104,33"|103,67"
0,0 058|058 | 00" |058 058"

9% | 117 | 120 | 96 97 | 101
9% | 117 | 120 | 96 97 | 101
72 9% | 118 | 120 | 96 97 | 102
96" (117,33 1200 | 96" | 97" [101,33
0,0 | 058 0,0 | 00 | 00 058"

93 | 121 [ 130 | 93 [ 105 | 115
93 | 120 | 129 | 93 | 105 | 114
96 | 93 | 120 | 129 | 93 | 105 | 114
93" |120,33°|129,33| 93" | 105" |114,33"
0,0° | 058|058 | 00" | 00" |058"

*Média Aritmética. Nota: W/Cm? — Watts por centimetro
quadrado
“*Desvio-padrao



de remodelagdo. A cicatrizagdo é um importan-
te passo que parece ser acelerado pela liberacdo
desses fatores de crescimento, estimulada pelo
ultra-som> .

Conclusdo

De acordo com os parametros utilizados na
radiagdo de cultura fibroblastica, conclui-se que
tanto o regime de pulso quanto o controle da in-
tensidade empregada sdo fundamentais para me-

lhor utilizagdo do ultra-som terapéutico, uma vez

que as intensidades baixas e médias de 0,2 W/cm?

e 0,6 W/cm? reduzem os danos celulares.
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